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"Hoje, a questão básica já não é mais se podemos produzir alimentos, fármacos, energia, 

produtos em quantidade suficiente, mas quais as consequências ambientais disso. Na velocidade 

vertiginosa da destruição da biosfera, da atmosfera e até da estratosfera, cujas composições 

químicas afetam os organismos em geral e a humanidade em particular, dentro de algumas 

dezenas de anos custará uma inconcebível fortuna à pesquisa básica visando a uma extensão do 

período remanescente do homem no planeta. O drama não consiste tanto na capacidade do 

homem de alterar o ambiente, mas no desejo de alterá-lo antes de entender com precisão 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 purificação e caracterização de 

nanotubos de carbono de parede múltiplas, bem como suas interações com 

diferentes níveis de organização dos biossistemas. Os nanotubos foram purificados 

e caracterizados após tratamentos químicos com HNO3, HCl e NaOH em sistema 

de refluxo convencional, sendo obtido nanotubos com pureza > 98,5 % (livres de 

ferro) e livres de resíduos carbonáceos. Para expressar os reflexos da interação dos 

nanotubos purificados com os biossistemas selecionados foi adotada uma 

abordagem sistêmica (Nível Ecológico > Nível Imunológico > Nível Celular-

molecular). Os principais resultados desta interação foram: i) ausência de 

ecotoxicidade aguda para o organismo aquático Daphnia similis, quando dispersos 

em biossurfactantes produzidos pelo microorganismo Bacillus subtilis; ii) ausência 

de efeito mutagênico sobre linhagens de Salmonella typhimurium (Teste de Ames); 

iii) desenvolvimento de um eficiente processo para tratamento de efluente contendo 

resíduos carbonáceos provenientes da etapa de purificação dos nanotubos; iv) efeito 

imunoestimulatório (adjuvante) em camundongos geneticamente selecionados e, v) 

capacidade de internalização celular e efeito citotóxico em astrócitos primários in 

vitro, via indução 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 HNO3, 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: i) 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); iii) 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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1. Considerações iniciais 

Um dos maiores desafios deste século é o desenvolvimento com 

sustentabilidade. Para isto, é consenso, que devemos buscar um modelo de gestão 

que contemple: viabilidade econômica, equilíbrio ambiental, inclusão com justiça 

social e preservação da diversidade cultural1-3. Naturalmente, a nanotecnologia 

deve ser incluída nessas discussões, por ser uma tecnologia em expansão e seus 

produtos (nanomateriais) apresentarem elevada reatividade química com aplicações 

em diversos setores industriais4,5. 

As implicações da nanotecnologia podem ser observadas, por um lado, pela 

participação e cobrança de alguns setores da sociedade organizada em estabelecer 

marcos regulatórios, medidas de precaução e avaliação dos possíveis riscos para a 

saúde humana e ambiental6-9, e por outro, para a exploração do seu potencial 

econômico e científico-tecnológico, com o desenvolvimento de processos, 

metodologias e protocolos para síntese, preparação, purificação, funcionalização e 

caracterização físico-química de materiais em escala nanométrica. Segundo 

estimativas recentes, existem cerca de 2.450 tipos de nanomateriais disponíveis 

comercialmente [Nanowerk Nanomaterial DatabaseTM]10. 

Dentro deste contexto, duas novas áreas do conhecimento denominadas 

Bionanotecnologia e Nanotoxicologia estão emergindo, onde somente práticas de 

pesquisa multidisciplinares serão capazes de explorar a bionanointerface e 

responder, de maneira proativa, aos potenciais efeitos nocivos dos nanomateriais 

frente aos biossistemas11,12.  

Contudo, neste emergente campo, uma das questões básicas é o próprio 

tratamento conceitual das entidades. Sem, obviamente, tirar a relevância dos 
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trabalhos, é, por exemplo, muito comum nos trabalhos da área de nanotecnologia a 

utilização da seguinte frase: ...interação de nanomateriais com sistemas 

biológicos...; contudo, não se esclarece o que se entende por sistemas biológicos ou 

biossistemas. Pela bibliografia observa-se que, não existe uma definição consensual 

estabelecida, e nem rigor na utilização destes termos13-15. Aparentemente, o que 

temos é uma noção ou conceitos em construção16-18. Na Biologia, o conceito 

corrente adotado para estes termos advém da influência de abordagens sistêmicas 

depois da década de 50, com os biossistemas podendo ser entendidos como um 

complexo conjunto de elementos correlacionados envolvendo componentes do 

mundo vivo19,20.  

Um dos aspectos fundamentais ressaltados pela abordagem sistêmica no 

estudo de sistemas vivos é o fato de concebê-los como sendo hierarquicamente 

organizados (das biomoléculas à biosfera), e sua essência é a interconectividade 

entre todos os níveis envolvidos na organização, construída e apurada ao longo de 

3,5 bilhões de anos de vida na Terra21. É, portanto, primordial tratar as interações 

entre os nanomateriais e os sistemas biológicos a partir de níveis hierárquicos. 

Assim, direcionado a explorar a interface entre os nanomateriais e os 

biossistemas, tendo em vista perspectivas de sua utilização de maneira segura e 

ambientalmente equilibrada, buscamos neste trabalho estudar os aspectos químicos 

da purificação e caracterização físico-química de nanotubos de carbono, bem como 

suas interações com diferentes níveis da organização dos biossistemas (Apêndice, 

item 8.1.). Embora não foi possível, por limitações teóricas, utilizar abordagens 

sistêmicas como referência nas discussões dos nossos resultados, a forma como 

este trabalho foi estruturalmente organizado busca refletir estas perspectivas. Por 

isso, o trabalho foi experimentalmente estruturado, as interações entre os nanotubos 

purificados e os biossistemas selecionados, destacando alguns dos bem definidos 
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níveis de organização hierárquica, conforme prescreve a abordagem sistêmica: o 

ecológico, o imunológico e o celular-molecular. Desse modo, este trabalho foi uma 

iniciativa na direção destas necessárias pesquisas multidisciplinares na interface 

teoria-experimento. 
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2. Introdução 

2.1. Nanotubos de Carbono 

Atualmente há um grande interesse em Nanociência e Nanotecnologia 

(N&N)22 e os nanotubos de carbono (NTCs) estão em foco23,24, uma vez que eles 

apresentam diversificadas aplicações nas indústrias de eletrônica, materiais e 

biotecnologias voltadas para saúde, agricultura e meio ambiente, devido suas 

exclusivas propriedades físicas e versatilidade química25,26. Os NTCs foram 

anunciados por Morinobu Endo (1988)27 e Sumio Iijima (1991)28, e podem ser 

descritos como uma camada de grafite (grafeno) enrolada, produzindo cilindros ou 

tubos. Os NTCs podem ser classificados em: a) nanotubos de carbono de parede 

simples (NTCPS), formados por apenas um cilindro de grafite e b) nanotubos de 

carbono de paredes múltiplas (NTCPM) constituídos de vários cilindros 

concêntricos de grafite, com espaçamento de 0,34-0,39 nm entre as paredes. Os 

NTCPS possuem diâmetro variando de 0,5 a 1,5 nm e comprimento de poucos 

nanômetros até micrometros. Os NTCPM adotam maior número de configurações e 

formas do que os NTCPS, com maior variação no diâmetro (2 a 100 nm) e 

comprimento de poucos micrometros até centenas de micrometros29 (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Ilustração dos nanotubos de carbono de paredes múltiplas (esquerda) e de 
parede simples (direita). Adaptado de A. J. G. Zarbin23. 
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Existem muitos métodos para síntese de nanotubos de carbono relatados na 

literatura, e as três técnicas comumente utilizadas são: descarga por arco, ablação 

por laser e deposição química de vapor [CVD]30. Frequentemente, os grupos de 

pesquisa adquirem os NTCs de laboratórios acadêmicos ou comercialmente, pois 

há dezenas de empresas comercializando estes nanomateriais para fins industriais e 

de pesquisa científica31. Atualmente, a produção mundial de NTCs ultrapassa 1.000 

toneladas/ano32. No Brasil, a Petrobras, juntamente com a Universidade Federal de 

Minas Gerais (UFMG) está implantando uma fábrica para produção de nanotubos 

de carbono33.  

Os NTCs no estágio pós-síntese [raw] estão altamente aglomerados e com 

baixa dispersabilidade em qualquer tipo de solvente. Esta aglomeração se dá pela 

ocorrência das forças de van der Waals entre nanotubos, levando a formação de 

feixes [bundles]. Desse modo, dependendo das aplicações almejadas, há a 

necessidade de desfazer estes aglomerados e obter os NTCs no seu estado isolado 

ou disperso em meio líquido via funcionalização.  

Funcionalização é um processo de modificação das paredes, pontas ou do 

interior dos nanotubos de carbono pela introdução de espécies químicas de 

interesse. Este processo é crucial para as aplicações destes nanomateriais, pois abre 

a perspectiva para obtenção de diferentes funcionalidades (idéia de finalidade) a 

estes materiais, permitindo assim, a exploração e modulação de suas propriedades 

físicas intrínsecas, a obtenção de novas propriedades e o desenvolvimento de 

sistemas híbridos multifuncionais através de modificações químicas34,35. Nesse 

sentido, várias abordagens para funcionalização de NTCs vêm sendo propostas, e 

com base na natureza das ligações químicas envolvidas podemos classificar os 

tipos de funcionalização em: não-covalente e covalente36,37 (Figura 2). 
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      (A)                                                                        (B) 

Figura 2. Tipos de funcionalização de nanotubos de carbono: (A) não-covalente; 
esquema demonstrando os três modos como surfactantes atuam na dispersão dos 
nanotubos de carbono de parede simples; a) micelar, b) hemi-micelar e c) aleatório38; (B) 
covalente; esquema ilustrando a funcionalizaçao de nanotubos de carbono de parede 
simples com peptídeos via reação de cicloadição 1,3-dipolar39.  

De igual importância aos processos de funcionalização, são os processos de 

purificação de NTCs, pois as amostras apresentam quantidades variáveis de 

resíduos após seu processo de síntese, geralmente, estes são resíduos de 

catalisadores metálicos (e.g. Fe, Ni, Co) e materiais carbonáceos (e.g. carbono 

amorfo)40. Assim, dependendo das aplicações almejadas, é necessário purificar 

estas amostras. Contudo, dependendo do processo de purificação empregado, 

grupamentos oxigenados (e.g. -OH, -COOH, C=O) e fragmentos de carbono 

carboxilados (FCCs) serão gerados na superfície dos nanotubos após tratamentos 

químicos com ácidos oxidantes (e.g. HNO3 e H2SO4), amplamente utilizados nos 

processos de purificação de NTCs41 (Figura 3). Entretanto, a geração e influência 

destes FCCs durante os processos de purificação de nanotubos de carbono foram 

pouco estudadas até o momento42. Em alguns casos, se faz necessário revisitar 

trabalhos publicados na literatura, pois a presença destes FCCs na superfície dos 

nanotubos pode interferir na funcionalização de NTCs43. 
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Figura 3. Esquema representando a geração de grupamentos oxigenados superficiais e 
fragmentos de carbono carboxilados (FCCs) adsorvidos na superfície dos NTCs após o 
tratamento oxidativo com HNO3. Adaptado de Salzmann e colaboradores41 

No campo das ciências biológicas e biotecnologias os NTCs emergem como 

uma plataforma de pesquisa para interação com sistemas biológicos44-47. As 

principais motivações são:  

[a] tamanho nanométrico equivalente com as dimensões das 

biomacromoléculas e células; 

[b] capacidade de penetração intracelular;  

[c] as superfícies e o interior dos nanotubos podem ser estrategicamente 

funcionalizados; 

[d] potencial de inovação tecnológica. 

Por outro lado, recentemente, começaram as discussões sobre a necessidade 

de padronização, regulamentação e certificações para os nanomateriais48. Nesta 

mesma direção, estão as questões relacionadas à segurança dos nanomateriais para 
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saúde humana e ambiental7. Alguns motivos para atenção e cautela com os NTCs 

são:  

[a] produção industrial em larga escala (aumento do risco de exposição);  

[b] alta reatividade química (área superficial elevada);  

[c] enorme diversidade composicional e estrutural (síntese, modificações e 

impurezas); 

[d] os estudos toxicológicos tradicionais não estão adaptados para 

nanomateriais, dado o rápido avanço da área e a carência de trabalhos sistemáticos 

e integrados.  

Desse modo, ainda não existe consenso sobre a biosegurança dos nanotubos 

de carbono. Uma das raízes do problema está na etapa de síntese destes materiais, 

pois não é ainda possível controlar todos os parâmetros ou características dos NTCs 

durante o processo de síntese e, dependendo da metodologia de síntese empregada, 

ocorrerá a produção de NTCs com diferentes morfologias, defeitos estruturais, 

dopantes, distribuição de tamanhos e impurezas. Portanto, uma conseqüência direta 

deste fato é a dificuldade na comparação dos resultados publicados na literatura49,50.  

Diante do exposto, uma importante etapa em estudos biológicos envolvendo 

nanotubos de carbono é compreender (qualitativa e quantitativamente) a amostra 

estudada, uma vez que os reflexos e interações com os biossistemas serão, em 

grande parte, orientados por suas características físico-químicas51. No entanto, o 

desenvolvimento de uma completa caracterização de NTCs não é uma tarefa fácil, 

uma vez que é necessário o emprego de várias técnicas ou métodos físico-químicos 

de caracterização de materiais de maneira integrada52-57. 
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2.2. Sobre os Biossistemas e a Bionanointerface 

 O termo "Biossistema" representa um complexo conjunto de elementos 

correlacionados envolvendo componentes do mundo vivo, os quais estão 

estruturados em níveis hierárquicos de organização: biomoléculas < vias 

metabólicas < organelas < células < tecidos < órgãos < sistemas < organismos < 

comunidades < ecossistemas < biosfera58 (Figura 4). Os biossistemas são 

termodinamicamente abertos, encontram-se permeados por ordens e desordens em 

um equilíbrio dinâmico (longe do equilíbrio termodinâmico), absorvem, 

transformam, armazenam e produzem compostos, energia e informação de maneira 

sofisticada, construída ao longo do processo evolutivo da vida na terra21,59,60. No 

item 8.2. (Apêndice), estão apresentados os pontos centrais da organização e 

dinâmica dos biossistemas, os quais devem balizar discussões envolvendo 

componentes do mundo vivo. O reconhecimento da relevância destes pontos 

centrais pode proporcionar uma "unidade conceitual" rumo à implantação e 

consolidação de uma Nova Biologia [New Biology], capaz de integrar e re-integrar 

conhecimentos para promover um profundo entendimento dos biossistemas, um 

dos pilares para o desenvolvimento sustentável58.  

O reconhecimento destes níveis de organização teve um papel fundamental 

na transformação da História Natural em Biologia enquanto disciplina, isto é, na 

passagem de ciência da classificação das características morfológicas à dos 

mecanismos de funcionamento. A partir do momento em que a relação órgão-

função foi estabelecida, a noção de organização, com a sua dupla implicação 

estrutural e funcional, tornou-se uma das noções fundamentais da biologia61. Com a 

elucidação da estrutura do DNA e dos "mecanismos" da expressão gênica a partir 

de 1953, uma verdadeira revolução molecular ocorreu no pensamento biológico, 

que culminou nas modernas biotecnologias (e.g. tecnologia do DNA recombinante, 
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terapias gênicas, clonagens, transgênicos e etc)62. Assim, em função destes níveis 

de organização, foram criados os principais periódicos científicos, disciplinas (e.g. 

biofísica, bioquímica, genética, microbiologia, citologia, histologia, imunologia, 

neurologia, ecologia e etc) e departamentos universitários da área biológica, tendo 

como objetivo avançar no entendimento da relação estrutura-função [structure-

function relationship] nos diferentes níveis da organização biológica. 

 

Figura 4. Níveis hierárquicos da organização dos biossistemas. Adaptado do Coommittee 

on New Biology for 21st century
58. 

Nos dias atuais, o estudo de sistemas vivos pode ser divido em dois ramos 

bem definidos: biologia funcional (mecanicista) e biologia histórica 

(evolucionista). A biologia funcional lida com o entendimento da fisiologia dos 

organismos, sobretudo de todos os processos celulares. Sendo que, em geral, estes 

processos podem ser explicados de maneira puramente mecanicista através de 
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química e física. Assim, conhecimentos de história não são necessários para a 

explicação de um processo puramente funcional. No entanto, são indispensáveis 

para a explicação de todos os aspectos do mundo vivo que envolve a dimensão de 

tempo histórico, em outras palavras, aspectos que lidam com a evolução. Este 

campo é a biologia histórica. A distinção atual destes dois ramos da biologia é 

devido ao fato que todo fenômeno ou processo em organismos vivos ser o resultado 

de duas causas separadas, que são chamadas geralmente de "causas próximas" 

(funcionais) e "causas últimas" (evolutivas)63,64. 

Como representantes desta dualidade operante em biossistemas e sua 

importância para a resolução de problemas, visando à sustentabilidade, temos 

incentivos para a adoção de abordagens sistêmicas19,65. Estas novas formas de 

pensamento trazem propostas mais amplas para a problemática66. Embora tenhamos 

uma imensa soma de dados da organização biológica (das biomoléculas aos 

ecossistemas) não temos uma teoria „sobre‟ a organização biológica, isto é, um 

modelo conceitual que permita a explicação de fatos empíricos67. Esta tendência em 

abordagens de sistemas pode ser claramente observada pela recente disseminação 

das disciplinas denominadas: biologia sistêmica [systems biology], biologia 

computacional [computational biology] e biologia sintética [synthetic biology], as 

quais estão sendo consideradas como as ciências de base para a consolidação de 

uma Nova Biologia [New Biology] no século XXI58. Contudo, podemos considerar 

que foi o desenvolvimento de ferramentas para a manipulação e visualização de 

biomacromoléculas (ácidos nucléicos, carboidratos e proteínas) e células que 

suportaram os principais avanços nas ciências biológicas ao longo do século XX, 

especialmente, no ramo da biologia funcional. Todavia, em paralelo a estes 

desenvolvimentos, as ciências físicas e químicas desenvolveram grande capacidade 

de entender, modificar e controlar a matéria inanimada na nanoescala, ficando cada 
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vez mais evidente que a redução do tamanho dos materiais leva ao surgimento de 

novas propriedades físicas e químicas, devido ao aparecimento de efeitos quânticos 

de tamanho e de superfícies68,69. Ou seja, um material com seu tamanho reduzido à 

escala nanométrica pode apresentar propriedades eletrônicas, mecânicas e térmicas 

diferentes quando em seu estado de sólido estendido [bulk]. Outra conseqüência da 

redução do tamanho dos materiais é o aumento da área superficial específica, 

devido o aumento significativo na quantidade de átomos superficiais em relação ao 

volume total da partícula, alterando assim, sua reatividade química. Logicamente, 

uma vez que as biomacromoléculas e a unidade básica da vida (células) estão 

compreendidas na mesma escala de tamanho que estes nanomateriais, eles podem 

interagir quando colocados em contato, havendo a formação da bionanointerface70-

72 (Figura 5).  

 

Figura 5.  A formação da bionanointerface. Adaptado de Lynch e colaboradores70. 
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As implicações tecnológicas desta bionanointerface vêm sendo denominada 

como Bionanotecnologia, Nanobiotecnologia ou Nanotecnologia Biológica, com 

desdobramentos nas áreas da saúde, agricultura e meio ambiente, visto que estão 

sendo planejados e construídos nanossistemas com a capacidade de interagir com 

os níveis inferiores da organização biológica73-75. Desse modo, dependendo da 

natureza destas interações, irão ocorrer reflexos sobre os níveis superiores da 

organização do biossistemas, dado a interconectividade entre todos os níveis76. 

O interesse pela nanotecnologia biológica pode ser claramente observado pela 

surpreendente quantidade de livros editados, artigos publicados, pedidos de patente 

e investimentos de empresas e governos nesta área nos últimos 10 anos. Por 

exemplo, somente para nanotubos de carbono e sua interface biológica existem 

aproximadamente 6.700 trabalhos indexados no ISI Web of Science até o momento 

(agosto de 2011), relatando em geral:  

[a] sistemas para transporte de moléculas biologicamente ativas, como 

fármacos, proteínas e ácidos nucléicos77-79; 

[b] materiais para implantes e engenharia de tecidos80; 

[c] sensores biológicos81; 

[d] bionanocompósitos82,83; 

[e] materiais para remedição de poluentes ambientais84; 

[d] interação com biomacromoléculas85; 

[f] estudos de toxicidade in vitro, in vivo e in silico
13,51

. 
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 Na verdade, é especial e particular esse momento histórico da ciência, 

tecnologia & inovação (CT&I), caracterizado pela convergência de diferentes 

disciplinas para a escala nanométrica86 (Figura 6). O surgimento de centros de 

pesquisa, programas de pós-graduação e graduação em nanossistemas reforçam 

esta tendência, dado que o interesse na nanoescala advém não apenas em explorar a 

miniaturização dos materiais, mas sim, a possibilidade de se obter propriedades 

intermediárias aos regimes moleculares e macroscópicos, como nos sólidos 

estendidos [bulk]69. 

   

Figura 6. Convergência de algumas disciplinas científicas e tecnológicas para a 
nanoescala. 

Entretanto, apesar da grande expectativa quanto ao potencial da N&N, devido 

"domínio" sobre a matéria em nanoescala, é importante e necessário manter uma 

visão abrangente sobre a interação de nanomateriais com biossistemas, pois estes 

são sistemas auto-organizados (espaço-temporalmente) através de redes, onde 

propriedades emergentes surgem a cada nível de organização87. De tal modo que, a 

"morte" de um biossistema ocorre quando há a desintegração dessas redes. Ou 

então, podem surgir "processos de adaptação" pela seleção de novas redes pelo 

sistema, dado que as conexões entre os elementos dessas redes estão diretamente 
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relacionadas com a estabilidade química e bioquímica do sistema vivo (e.g. 

homeostase)88. Desse modo, evidentemente, desenvolver um entendimento 

integrado da interação dos nanomateriais sobre os diferentes níveis da organização 

biológica e suas inter-relações constitui um dos maiores desafios destas áreas do 

conhecimento14.  

2.3. O surgimento da Nanotoxicologia 

É consenso que devemos proteger a biodiversidade em todos os três níveis 

(genes, espécies e ecossistemas), pois os seres humanos são dependentes desta 

diversidade biológica para sua permanência sustentável na Terra89.  A conferência 

de Estocolmo em 1972 e a ECO-92 (Rio de Janeiro, 1992) foram marcos mundiais 

desta preocupação, reunindo chefes de estados para discutir medidas para 

preservação da biodiversidade global e dos recursos naturais. Certamente, este é um 

dos maiores desafios já postos para humanidade. Dado que, em última instância, 

preservar a biodiversidade e os recursos naturais é uma questão cultural. No 

entanto, os diferentes setores da sociedade devem contribuir e de forma rápida90,91 

Em 2007, a União Européia [EU] estabeleceu um marco legislativo para 

tentar garantir o uso de agentes químicos de maneira segura, o qual foi denominado 

REACH [Registration, Evaluation, Authorisation of Chemicals]92. Apenas para 

exemplificar a problemática, existem atualmente cerca de 30.000 agentes químicos 

que precisam ser avaliados ou re-avaliados quanto aos seus potenciais efeitos 

adversos para a saúde humana e ambiental. Também para contribuir nesta direção, 

a Agência de Proteção Ambiental [EPA], dos Estados Unidos fundou um programa 

estratégico denominado ToxCast Programme
93

.  Neste cenário, a toxicologia passa 

a ser uma disciplina central dentro da cadeia do desenvolvimento industrial 

sustentado. Esta disciplina combina conceitos e métodos de várias áreas do 
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conhecimento para estudar os efeitos adversos de agentes de natureza física, 

química ou biológica sobre os biossistemas, tendo como meta: diagnosticar, tratar e 

prevenir a intoxicação94,95. A toxicologia que no seu início teve como foco principal 

a saúde humana, entretanto, mais recentemente, incorporou em seu escopo a saúde 

ambiental. Para isto, diferentes divisões foram criadas dentro desta disciplina (e.g. 

toxicologia experimental, toxicologia analítica, toxicologia forense, toxicologia 

ocupacional, toxicologia ambiental, toxicologia regulatória e etc).  

Apesar de a toxicologia ser uma disciplina clássica, algumas divisões dentro 

desta disciplina ainda não estão bem consolidadas, como por exemplo, a 

toxicologia regulatória, cujo métodos ainda não estão robustos o suficiente para 

garantir correlações diretas ou predições entre os resultados obtidos nos modelos 

experimentais, utilizando animais de laboratório, com a adoção de medidas para 

biossegurança. Considerando estes aspectos, Thomas Hartung, aponta para uma 

mudança radical nas ciências toxicológicas para este século frente à complexidade 

dos problemas e objetivos propostos96,97. 

Dentro do contexto da N&N, o problema da avaliação toxicológica e a adoção 

de medidas de biossegurança se agravam, pois tem sido demonstrado que estudos 

toxicológicos envolvendo nanomateriais exigem atenção especial, pois estes 

materiais apresentam características exclusivas e dependentes do tamanho, as quais 

podem influenciar na determinação dos seus efeitos toxicológicos6,98. Todavia, o 

cerne destas discussões reside na diferença físico-química fundamental entre os 

toxicantes estudados. A toxicologia clássica, em geral, está fortemente 

comprometida com o estudo de agentes toxicantes que geralmente são moléculas, 

enquanto que em N&N são estudados partículas cujo tamanho está na escala 

nanométrica.  
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As implicações toxicológicas desta dualidade (moléculas versus 

nanopartículas) e o rápido crescimento na quantidade e diversidade de 

nanomateriais motivaram o surgimento da nanotoxicologia, uma nova disciplina 

científica que tem como missão nortear o desenvolvimento seguro e sustentável da 

N&N99. Os principais conceitos da nanotoxicologia foram pioneiramente 

apresentados na revisão, altamente citada, de Oberdorster e colaboradores, em 

2005100. Em 2007, foi lançado o periódico científico denominado 

Nanotoxicology
101, juntamente com o primeiro livro desta área [Nanotoxicology: 

Characterization, Dosing and Health Effects] pela editora Informa Healthcare. No 

entanto, historicamente, a toxicologia de nanomateriais pode ser compreendida 

como a convergência para a nanoescala de diferentes disciplinas envolvidas com o 

estudo de partículas ultrafinas, de origem antropogênica ou natural, que ocorre há 

mais de 20 anos102 (Figura 7).  

 

Figura 7. Surgimento da Nanotoxicologia: convergência de conhecimentos e disciplinas 
envolvendo materiais particulados. Adaptado de Oberdorster e colaboradores102 

Na Tabela 1 estão relacionados os principais fatores que justificam a atenção 

especial durante a avaliação toxicológica de nanomateriais, uma vez que estes 
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fatores podem influenciar no alicerce da toxicologia: a determinação da curva dose-

resposta103. 

Tabela 1. Alguns fatores que diferenciam os nanomateriais durante a avaliação dos 
seus efeitos adversos sobre os biossistemas*. 

Toxicologia Clássica Nanotoxicologia 

[1] dose-concentração [1] dose-concentração 

 [2] tamanho 

 [3] composição, estrutura e morfologia 

 [4] área superficial 

 [5] grupos superficiais  

 [6] carga superficial  
*Esta comparação foi realizada considerando apenas a natureza dos agentes toxicantes estudados na toxicologia 
clássica (moléculas) e em nanotoxicologia (partículas), pois estes fatores nortearão as explicações mecanicistas dos 
efeitos adversos sobre os biossistemas.  

Um aspecto necessário para a gestão de informações toxicológicas é a 

definição dos agentes estudados em diferentes categoriais ou classes. Nesse 

sentido, a União Européia estabeleceu um comitê executivo para classificar os 

nanomateriais de acordo com as diretrizes da legislação REACH. Porém, surge 

uma questão básica. Quais pré-requisitos devem ter um agente para ser considerado 

um nanomaterial? Em 2009, o comitê executivo da EU apresentou a seguinte 

definição para nanomateriais: "a material that consists of particles with one or 

more external dimensions in the size range 1 nm–100 nm for more than 1% of their 

number"; and/or "has internal or surface structures in one or more dimensions in 

the size range 1 nm–100 nm"; and/or "has a specific surface area by volume 

greater than 60 m
2
 cm

-3
, excluding materials consisting of particles with a size 

lower than 1 nm"
104

.  
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Apesar da necessidade de definições para fins classificatórios e regulatórios, 

envolvendo os nanomateriais, no entanto, é preciso ter a consciência que esta 

definição proposta pelo comitê executivo da EU, foi uma decisão política, pois 

ainda não existem evidências ou argumentos científicos que suportem a 

necessidade de uma definição para nanomateriais capaz de distingui-los de seu 

estado de sólido estendido [bulk] ou de outros materiais particulados 

convencionais. Nesse sentido, Andrew Maynard, diretor do Risk Science Centre da 

Universidade de Michigan sugere: "Don't define nanomaterials"
105. Esta afirmação 

vem no sentido de que devemos tentar classificar os nanomateriais com base na 

observação científica de novas propriedades e fenômenos oriundos da nanoescala, e 

não apenas pelo tamanho nanométrico106. Aparentemente, após uma análise destes 

últimos cinco anos desta emergente área, podemos constatar que será necessário 

desenvolver uma toxicologia capaz de lidar, proativamente, com materiais que 

estão ficando cada vez mais sofisticados98,105,107. Um exemplo desta necessidade é 

que além dos fatores citados na Tabela 1, que são relacionados às características 

físico-químicas intrínsecas dos nanomateriais, uma nova identidade denominada de 

protein corona está surgindo na área de nanotoxicologia108. Basicamente, os 

nanomateriais ao entrar em contato com fluidos biológicos (e.g. plasma sanguíneo, 

fluidos intersticiais, meios de cultura celulares e matéria orgânica dissolvida) 

rapidamente interagirão com as biomoléculas presentes nestes fluidos. De modo 

que, dependendo da natureza destas interações, as biomoléculas formarão um 

revestimento [corona] sobre a superfície dos nanomateriais, o qual influenciará no 

modo como as células reconhecem os nanomateriais109. Assim, os aspectos físico-

químicos desta nova identidade [nanomaterials@corona] e suas implicações 

biológicas-toxicológicas precisam ser elucidadas110,111.  
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3. Objetivos 

O objetivo deste trabalho foi estudar os aspectos químicos da purificação e 

caracterização de nanotubos de carbono de paredes múltiplas, bem como suas 

interações com diferentes níveis de organização dos biossistemas: Ecológico, 

Imunológico e Celular-molecular. 

Objetivos específicos (aspectos químicos): 

[1] Purificar nanotubos de carbono de parede múltiplas via tratamentos químicos; 

[2] Desenvolver uma caracterização físico-química integrada e concisa dos 

nanotubos purificados; 

[3] Estudar a formação dos fragmentos de carbono carboxilados (FCCs) durante o 

tratamento oxidativo dos nanotubos de carbono com HNO3 através de planejamento 

fatorial experimental; 

[4] Caracterizar os FCCs através das técnicas de Espectroscopia de Ultravioleta-

visível [UV-Vis] e Infravermelho [FT-IR], e Espectrometria de massas de alta resolução 

[ESI FT-ICR/MS]. 

Objetivos específicos (interação com biossistemas): 

[1] Nível Ecológico: a) avaliar os efeitos ecotoxicológicos dos nanotubos de 

carbono purificados (toxicidade aguda sobre Daphnia similis e mutagenicidade sobre 

linhagens de Salmonella typhimurium); b) aplicar conceitos da área de Ecologia Industrial 

no tratamento de efluente contendo FCCs gerados durante a purificação dos nanotubos de 

carbono utilizando materiais do tipo hidrotalcitas e sulfato de alumínio; 

[2] Nível Imunológico: avaliar o efeito imunomodulatório dos nanotubos de carbono 

purificados em camundongos geneticamente selecionados; 

[3] Nível Celular-molecular: avaliar a citotoxicidade de nanotubos de carbono 

purificados sobre células de Astrócitos primários in vitro. 
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4. Materiais e Métodos 

Neste trabalho foram utilizados nanotubos de carbono de paredes múltiplas 

(NTCPM), marca Ctube 100, obtidos da empresa CNT Co. Ltd [Incheon, Coréia] 

(Figura 8). Foram utilizados dois lotes obtidos em períodos diferentes, que foram 

denominados NTCPM raw Lote 1 (CNT-L1) e NTCPM raw Lote 3 (CNT-L3). 

Estes NTCPM raw foram sintetizados pelo método de deposição química de vapor 

[CVD] e apresentam distribuição de tamanho entre 10 a 40 nm (diâmetro) e 1 a 25 

µm (comprimento). 

 

Figura 8. (A) Nanotubos de carbono de paredes múltiplas da marca Ctube 100 obtidos da 
empresa CNT Co. Ltd.; (B) Fotografia dos nanotubos no estado sólido.  

4.1. Purificação dos nanotubos de carbono 

Os NTCPMs raw (CNT-L1 e CNT-L3) foram purificados através de 

tratamentos químicos com HNO3, HCl e NaOH sob agitação magnética em sistema 

de refluxo convencional (Figura 9). As etapas empregadas para obtenção das 

amostras finais (CNT-LQES, CNT-LQES1 e CNT-LQES2) estão representadas na 

Figura 10.  
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Figura 9. Fotografia do sistema de refluxo utilizado para a purificação dos nanotubos de 
carbono de parede múltiplas. 

 

Figura 10. Tratamentos químicos empregados na purificação dos nanotubos de carbono 
de parede múltiplas estudados nesta tese: (A) CNT-LQES, (B) CNT-LQES1 e (C) CNT-
LQES2. 
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Em todos os tratamentos foi mantida a relação 5:1 (mg de nanotubos/mL de 

solução). Após cada etapa destes tratamentos, as amostras foram lavadas com água 

destiladas até pH > 6,0 utilizando sistema de microfiltração da Millipore® 

(membrana de PVDF 0,2 µm). Em seguida, os nanotubos foram secos em linha de 

vácuo e armazenados à temperatura ambiente. O tratamento com NaOH 0,1M [15 

minutos em ultra-som de banho (Cole-Parmer 8891) seguido de agitação magnética 

convencional por 1 hora em temperatura ambiente] foi empregado durante a 

preparação da amostra CNT-LQES2 para remoção dos fragmentos de carbono 

carboxilados (FCCs). 

 

4.2. Caracterização físico-química dos nanotubos de carbono purificados 

As amostras de nanotubos de carbono de paredes múltiplas denominadas 

CNT-L1, CNT-L3, CNT-LQES, CNT-LQES1 e CNT-LQES2 foram caracterizadas 

pelos seguintes métodos: 

a) Espectroscopia de energia dispersiva [EDS]: As amostras no estado sólido 

foram depositadas sobre uma fita de carbono, comumente utilizada para 

análise elementar qualitativa por raios-X, utilizando o analisador acoplado 

ao microscópio eletrônico de varredura da marca JEOL 6360-VL.   

b) Análise termogravimétrica [TGA]: 3,5 mg de cada amostra foi adicionada 

em uma panelinha de platina e analisadas no equipamento SDTQ600 da 

TA Instruments. Condições da corrida: fluxo de ar sintético (100 mL/min.) 

com taxa de aquecimento de 5ºC/min.  

c) Pesagem do resíduo metálico: Após as corridas de TGA os resíduos 

metálicos finais (óxido de ferro) retidos nas panelinhas de platina foram 
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cuidadosamente removidos e pesados em microbalança analítica (AD-6 

Perkin Elmer). Para determinação da pureza das amostras foi subtraído o 

valor do resíduo metálico final da massa inicial de nanotubos antes corrida 

do TGA112. 

d) Microscopia eletrônica de varredura [SEM]: As micrografias das 

amostras de nanotubos foram obtidas em microscópio eletrônico da marca 

FEI NanoLab200. Primeiramente, suspensões diluídas das amostras em 

Etanol PA foram preparadas e em seguida 10 µL de cada amostra foram 

gotejados sobre uma placa de silício. Após a secagem em temperatura 

ambiente, as amostras foram analisadas sem nenhum tratamento.  

e) Microscopia eletrônica de transmissão [TEM]: As imagens de 

microscopia eletrônica de transmissão foram adquiridas em microscópio 

da Carl Zeiss CEM-902 operando em 80 kV. Para preparação das 

amostras, uma gota das suspensões dos nanotubos em Etanol PA foi 

adicionada sobre a grade de Cu (400 mesh), recoberta com filme de 

carbono contínuo e deixada evaporar.  

f) Espectroscopia Raman confocal: Os espectros Raman foram obtidos em 

um espectrômetro da marca WITECH TS-150, acoplado a um microscópio 

confocal. Foi utilizado um laser de Nd-YAG (532 nm) com potência de 

excitação de 0,3 mV. O valor médio da intensidade da banda D sobre a 

intensidade da banda G (ID/IG) foi calculado após aquisição de 1600 

espectros em uma área de 10 µm x 10 µm para amostras de nanotubos no 

estado sólido113.  



Materiais e Métodos 

25 

 

g) Análise de área superficial [BET]: As amostras no estado sólido (± 70 mg) 

foram analisadas pelo método BET (isoterma de adsorção de nitrogênio) 

no equipamento da Quantachrome Instruments NOVA Win.  

h)  Análise de carga superficial [Potencial-Zeta]: Foram preparadas 

suspensões das amostras de nanotubos em água deionizada Milli-Q (10 

µg/mL) e em seguida analisadas no equipamento da Malvern Instruments 

nano-ZS.  

4.3. Avaliação in vitro da biodisponibilidade do resíduo metálico 

O ensaio in vitro de lixiviação ou mobilização do resíduo metálico (ferro) dos 

CNT-LQES1 e CNT-LQES2 foram realizados segundo o Método Ferrozina114, 

adaptado de Guo e colaboradores115.  As amostras foram dispersas em tampão 

MOPS (50 mM pH 7,0) contendo 1mM de ascorbato [Across Chemicals] e 1mM 

de ferrozina [3-(2-piridil)-5,6-difenil-l,2,4-triazina; Across Chemicals], protegidos 

da luz e deixados sobre agitação magnética por 6 horas. Em seguida, o 

sobrenadante foi filtrado, utilizando membrana de PVDF (0,2 µm), e foi efetuada a 

análise do filtrado por espectroscopia UV-Vis [Shimadzu UV-1650PC]. Nestes 

experimentos foi mantida a proporção 1:1 (1,0 mg de nanotubos/mL da solução 

tampão ferrozina).  

4.4. Estudo dos fragmentos de carbono carboxilados  

Foi realizado um planejamento experimental fatorial (23
 = 8 ensaios), segundo 

Barros Neto e colaboradores116, para avaliação da formação dos fragmentos de 

carbono carboxilados (FCCs) após o tratamento oxidativo dos nanotubos CNT-L3 

[raw] com HNO3 sob agitação e refluxo convencional, conforme apresentado na 

Tabela 2. 
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Tabela 2. Condições experimentais empregadas para avaliação da formação dos 
fragmentos de carbono carboxilados (FCCs) após o tratamento oxidativo dos CNT-L3 
com HNO3. 

Ensaios 1. Temperatura*  2. HNO3 3. Tempo 

1 100 °C 3M  12h  

2 100 °C  3M  24h  

3 100 °C  9M  12h  

4 100 °C  9M  24h  

5 150 °C  3M  12h  

6 150 °C  3M  24h  

7 150 °C  9M  12h  

8 150 °C 9M  24h  
*temperatura utilizada no banho de silicone durante o refluxo.  

Em todos os experimentos foi mantida a relação 5:1 (1g CNT-L3 / 200 mL de 

solução de HNO3). Ao término de cada experimento, as amostras foram 

centrifugadas (3500 rpm por 10 minutos), sendo descartado o sobrenadante 

(solução ácida) e os nanotubos oxidados (precipitado) foram lavados com água 

deionizada até pH > 6.0. Em seguida, foram secos em linha de vácuo. Para 

avaliação da influência do tratamento oxidante na geração dos FCCs, 10 mg de 

nanotubos oxidados oriundos de cada ensaio do planejamento experimental foram 

sonicados por 15 minutos em 10 mL de NaOH 0,1M, e então filtrados, utilizando 

uma membrana de 0,2 µm PTFE. Os eluídos (FCCs dissolvidos) foram analisados 

por espectrofotometria (500 nm).  

Para a obtenção dos FCCs no estado sólido, 500 mg dos nanotubos oxidados 

(Ensaio 8) foram homogeneizados em uma solução de NaOH 0,1M (200 mL), 

sonicados por 15 minutos e submetidos a agitação magnética por 1 hora e 
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temperatura ambiente. Posteriormente, os FCCs dispersos na solução de NaOH 

0,1M foram separados dos nanotubos através de filtração em membrana 0,2 µm 

PVDF. Em seguida, esta solução contendo os FCCs dispersos foi dialisada por 3 

dias e então liofilizada.  

Os FCCs oriundos do Ensaio 8, agora no estado sólido, foi denominado 

DEBRIS e caracterizado pelas seguintes técnicas: espectroscopia no ultra-violeta 

visível [UV-Vis] obtidos no equipamento da Shimadzu UV-1650PC; espectroscopia 

infravermelho com transformada de Fourier [FT-IR] obtidos no equipamento ABB 

FTLA2000 e por espectrometria de massas de alta resolução [ESI FT-ICR/MS] no 

equipamento LQT-FT Ultra da Thermo Scientific. 

 

4.5. Interação com Biossistemas 

4.5.1. Nível Ecológico: ecotoxicologia e tratamento de efluentes 

a) Ensaio de toxicidade aguda sobre Daphnia similis:  

O teste de ecotoxicidade aguda para o CNT-LQES1 foi realizado utilizando o 

microcrustáceo Daphnia similis, de acordo com a norma técnica ABNT-NBR 

12713117. Foram realizados três experimentos independentes (n = 15) e avaliado a 

porcentagem de indivíduos imóveis após 48h de exposição aos CNT-LQES1 (1 a 

100 mg/L). Foi utilizada água mineral nos testes, proveniente da fonte São 

Clemente (Jacutinga, MG, Brasil), com dureza ajustada (reconstituição) para a 

faixa de 40-46 mg/L de carbonato de cálcio (CaCO3). Foram utilizados tubos de 

plástico do tipo Falcon, contendo 10 mL das suspensões de CNT-LQES1 em água 

reconstituída (Figura 11).  
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Figura 11. Tubos Falcon utilizados no teste de ecotoxicidade aguda. Estão representados 
em ordem crescente (da esquerda para direta) as concentrações de CNT-LQES1 avaliadas 
(1, 5, 10, 20, 30, 50, 70 e 100 mg/L) em água mineral reconstituída. Esta fotografia 
representa 5 minutos após a introdução dos organismos nas suspensões. 

O extrato bruto liofilizado, contendo biossurfactantes produzido pelo 

microorganismo Bacillus subtilis LSFM-05, crescido em meio contendo glicerina 

residual como única fonte de carbono, foi fornecido pelo Laboratório de 

Sistemática e Fisiologia Microbiana (LSFM) da Faculdade de Engenharia de 

Alimentos da UNICAMP, conforme descrito na Tese de Doutorado de Andréia 

Fonseca de Faria118. Assim, foi realizada a extração dos biossurfactantes a partir 

deste extrato bruto no LQES (Figura 12). Basicamente, 1,0 g de extrato bruto foi 

homogeneizado em 100 mL de água mineral reconstituída (a mesma água utilizada 

nos testes de ecotoxicidade para D. similis) e deixados em agitação magnética por 2 

horas em temperatura ambiente. Em seguida, esta preparação foi centrifugada a 

3300 rpm por 10 minutos. O sobrenadante (fração solúvel contendo os 

biossurfactantes, principalmente Fengicina e Surfactina) foi denominado BioS, e 

então coletado e armazenado em geladeira. O precipitado (fração insolúvel) foi 

submetido a um processo de secagem em linha de vácuo e posterior pesagem para 

determinação indireta da porcentagem de BioS. A fração solúvel (BioS) 

representou cerca de 25% da massa do extrato bruto de partida. 



Materiais e Métodos 

29 

 

 

Figura 12. Obtenção da fração solúvel contendo os biossurfactantes produzidos por 
Bacillus subtilis LSFM-05(BioS): (A) Extrato bruto no estado sólido contendo os 
biossurfactantes produzidos pelo microorganismo; (B) Extração em água mineral 
reconstituída (10 mg/mL) sob agitação magnética; (C) Fração solúvel contendo os 
biossurfactantes, denominada BioS, após a etapa de centrifugação.  

Uma vez que objetivamos utilizar estes biossurfactantes para dispersão dos 

CNT-LQES1 em estudos de ecotoxicidade sobre D. similis, primeiramente, foi 

realizado um teste para a determinação da toxicidade aguda do BioS sobre este 

organismo aquático. Foi verificado valores muito baixos de toxicidade aguda sobre 

D. similis para o biossurfactante [CE(I)50= 0,4 g/L]. Para evitar qualquer efeito 

tóxico proveniente do BioS, foi utilizado a concentração de 0,25 g/L nos 

experimentos de dispersão do CNT-LQES1. Assim, diferentes concentrações de 

CNT-LQES1 (1 a 90 mg/L) em água mineral reconstituída contendo BioS (0,25 

g/L) dissolvidos foram submetidas a sonicação por 60 minutos em ultra-som de 

banho [Cole-parmer 8891]. Em seguida, estas suspensões (10 mL) foram 

transferidas para tubos plásticos do tipo Falcon [Furlab Ltda] de 15 mL e deixadas 

em repouso. Alíquotas foram retiradas do topo destas suspensões nos intervalos 

entre 0 a 10 minutos e 48 horas para monitoramento da estabilidade por 

espectrofotometria (500 nm)119 e análises de distribuição de tamanho das partículas 

nas suspensões por espalhamento de luz dinâmico [DLS, Dynamic Light Scattering, 

Malven nano-ZS]119.  
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Uma solução-estoque de CNT-LQES1 (100 mg / 100 mL) em água deionizada 

foi preparada [30 minutos em banho de ultra-som] para a realização de todos os 

experimentos de ecotoxicidade aguda.  

Os experimentos de ecotoxicidade aguda sobre D. similis foram realizados no 

Laboratório de Ecotoxicologia e Microbiologia Ambiental (LEAL) da Faculdade de 

Tecnologia da UNICAMP, em Limeira. 

b) Ensaio de mutagenicidade sobre Salmonella typhimurium:  

Para avaliação do potencial efeito mutagênico dos CNT-LQES1 foi realizado 

o ensaio de mutação reversa bacteriana (Teste de Ames) pela técnica de 

incorporação em placa, segundo a metodologia apresentada por Maron & Ames 

(1983)120. Foram utilizadas cinco linhagens de Salmonella typhimurium [TA97; 

TA98; TA100; TA102 e TA1535] na presença e ausência de ativação metabólica 

(Fração S9) [Sprague–Dawley rat liver homogenate, Aroclor]. Segundo esta 

metodologia, considera-se um efeito mutagênico quando o índice de 

mutagenicidade (IM) é > ou = 2. Foram utilizados como controles positivos os 

seguintes agentes mutagênicos: 1-óxido de 4-nitroquinolina [4-NQO], mitomicina 

C [MMC], 2-aminofluoreno [2-AF], 2-aminoantraceno [2-AA] e azida sódica [SA]. 

Soluções-estoque de CNT-LQES1 (10 mg / 10 mL) em água deionizada Milli-

Q foram preparadas [30 minutos em banho de ultra-som] e utilizadas dentro de um 

intervalo de uma semana nos testes de mutagenicidade. Todos os experimentos de 

mutagenicidade foram realizados no Laboratório de Mutagênese Ambiental 

(LabMut) do Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes (IBRAG) da 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). A análise de microscopia 

eletrônica de transmissão de S. typhimurium TA98 após interação com os CNT-
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LQES1 foi realizada no Laboratório de Microscopia Eletrônica do Instituto de 

Biologia da UNICAMP184. 

c) Tratamento de efluente contendo fragmentos de carbono carboxilados: 

 Para os experimentos de remediação e tratamento do efluente, contendo 

FCCs gerados durante o processo de purificação e funcionalização NTCs, foi 

preparada uma solução de Efluente-Estoque. Para isto, 500 mg de CNT-L3 foram 

oxidados conforme descrito no item 4.4 (Ensaio 8; Condições: HNO3 9M a 150 ºC 

por 24h) e em seguida, os nanotubos oxidados foram submetidos a um  tratamento 

com hidróxido de sódio 0,1 M (200 mL) e deixados sob agitação magnética por 1 

hora. Em seguida, foram filtrados em membrana de 0,2 µm PVDF. O eluído de 

coloração marrom escuro é a solução de NaOH 0,1M (Efluente-Estoque, Figura 

13) contendo os FCCs (DEBRIS) dispersos, que foi utilizada nos testes de 

remediação com hidrotalcita (Mg-Al-NO3
-) e sulfato de alumínio 

[Al2(SO4)3.14H2O]. A hidrotalcita foi sintetizada e caracterizada no LQES. 

O sulfato de alumínio foi obtido comercialmente da empresa Bauminas Ltda 

(Cataguases, MG, Brasil). Os experimentos foram realizados em tubos de 

centrífuga contendo 5 mL de solução Efluente-Estoque e quantidades crescentes de 

hidrotalcita e sulfato de alumínio (1 a 30 mg/mL). Estes tubos foram submetidos à 

agitação magnética por 90 minutos em temperatura ambiente e em seguida 

centrifugados a 3300 rpm por 10 minutos. A porcentagem de remoção dos FCCs 

foi avaliada através de espectrofotometria (400 nm).  

Os resíduos ácidos provenientes deste trabalho foram tratados segundo as 

recomendações da Comissão de Segurança do Instituto de Química da UNICAMP. 

Os resíduos sólidos de nanotubos de carbono foram tratados pela incineração em 

fornos (800 °C por 1 hora) no LQES. 
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Figura 13. Efluente-Estoque: solução de NaOH 0,1M contendo os fragmentos de carbono 
carboxilados (DEBRIS).  

 

4.5.2. Nível Imunológico: imunização dos camundongos geneticamente 

selecionados 

A proteína albumina sérica bovina (BSA) foi escolhida como antígeno 

modelo para este estudo e obtida comercialmente da Sigma-Aldrich. Inicialmente, 

foi realizado um ensaio in vitro da adsorção de BSA nos CNT-LQES, para 

determinação da melhor relação BSA/nanotubos para as imunizações. 

Primeiramente, foram pesadas diferentes quantidades de CNT-LQES (100, 300, 

500, 700, 1000, 1200 e 1500 µg) e colocadas em tubos plásticos Eppendorf (2,0 

mL). Em seguida, foi adicionado 1 mL de tampão PBS pH 7,4 em cada tubo e 

sonicados por 30 minutos. Em seguida, adicionou-se 1 mL da solução de BSA (100 

µg / mL PBS pH 7,4). Após 12 horas de incubação em geladeira (± 4°C), a proteína 

BSA não adsorvida nos nanotubos foi removida através de centrifugação (3000 rpm 
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por 5 minutos à 4°C). O sobrenadante resultante foi analisado pelo método de 

Bradford121 para determinação da porcentagem de BSA adsorvida na amostra CNT-

LQES. Como controle, utilizou-se a solução de BSA (100 μg / 2 mL PBS 7,4).  

Camundongos geneticamente selecionados para alta [HIII] e baixa [LIII] resposta na 

produção de anticorpos (n = 3 animais/grupo) foram imunizados pela via 

subcutânea (SC), segundo o protocolo descrito na Tabela 3 abaixo: 

Tabela 3. Protocolo de imunização subcutânea dos camundongos HIII e LIII 

 Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D 

 BSA BSA + Al(OH)3 BSA + CNT-LQES BSA : CNT-LQES 

Linhagem HIII 10 µg 10 µg + 100 µg 10 µg + 100 µg 10 µg : 100 µg 

Linhagem LIII 10 µg 10 µg + 100 µg 10 µg + 100 µg 10 µg : 100 µg 

Preparo dos complexos imunogênicos: 

Grupo A – 10 µg BSA em 200 µL de tampão PBS pH 7,4. 

Grupo B - 10 µg BSA foram homogeneizados com 100 µg de hidróxido de 

alumínio [Al(OH)3] em 200 µL de tampão PBS pH 7,4. 

Grupo C - Com base no estudo de absorção de BSA na amostra CNT-LQES, 

verificou-se que a proporção 1:10 [BSA/nanotubos] foi a melhor proporção para a 

imunização. Assim, 100 µg dos CNT-LQES foram dispersos em 100 µL de tampão 

PBS pH 7,4 em  banho ultra-som por 30 minutos, em seguida foi adicionado 10 µg 

de BSA em 100 µL de tampão PBS pH 7,4.  

Grupo D - Os camundongos foram primeiramente imunizados com 10 µg de 

BSA em 100 µl de tampão PBS pH 7,4, e em seguida, foram novamente 

imunizados com 100 µg CNT-LQES em 100 µL de tampão PBS pH 7,4. Desse 
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modo, estes animais receberam a mesma quantidade de CNT-LQES, porém a forma 

de apresentação de BSA é diferente, absorvido (Grupo B) ou livre (Grupo C).  

Após 13 dias da primeira imunização, os camundongos foram sangrados e os 

soros estocados em freezer para determinação dos anticorpos IgG totais anti-BSA 

da resposta primária (RP). Decorridos 120 dias da primeira imunização, os 

camundongos foram novamente imunizados (dose-reforço ou Booster) somente 

com o antígeno BSA (10 µg/animal) pela via subcutânea. Após 21 dias da segunda 

imunização, os camundongos foram sangrados e os soros estocados em Freezer 

para determinação dos anticorpos IgG totais anti-BSA da reposta secundária (RS).  

As dosagens de anticorpos totais nestes soros (IgG anti-BSA) foi realizada 

pelo método de ELISA [Enzyme-Linked Immunosorbent Assay]122. Basicamente, 

realizaram-se as dosagens em microplacas com propriedades de alta ligação de 96 

poços [COSTAR], sensibilizadas com 10 µg mL de BSA diluídas em tampão 

Carbonato-Bicarbonato por 18 horas a 4°C. Após este período inicial de incubação, 

as placas foram lavadas 3 vezes com tampão PBS contendo Tween (PBS-T) a 

0,05%. As placas foram bloqueadas com 0,01% de gelatina-PBS-T por 1 hora a 

temperatura ambiente. A seguir as amostras foram distribuídas e diluídas em série 

em PBS-T e incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente; as placas foram 

lavadas 3 vezes em PBS-T e 50 µL do anticorpo anti-IgG marcado com peroxidase 

[Promega] diluído 1:2500 em PBS-T foram adicionados e as placas incubadas 

durante 1 hora a temperatura ambiente. Seguiram-se 3 lavagens com PBS-T. 100 

µL do tampão substrato (20mg do reagente OPD diluído em 40 mL de tampão 

citrato/fosfato/H2O2 0,3%) foi adicionado as placas, as quais foram mantidas no 

escuro até a reação ser revelada. A reação foi interrompida com 50 µL/poço de 

ácido cítrico a 0,2M. A leitura foi feita em 450 nm utilizando-se um leitor de 
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ELISA [Multiskan, Labsystems]. Os títulos foram calculados desprezando-se 20% 

do valor da absorbância da diluição de saturação e expressos em log2. 

As linhagens de camundongos geneticamente selecionados [HIII e LIII] foram 

desenvolvidas pelo Instituto Butantan, e são objetos de estudos na área de 

imunogenética há mais de 25 anos123. Todos os experimentos de imunização e 

dosagens de ELISA foram realizados no Laboratório de Imunoquímica do Instituto 

Butantan em São Paulo.  

Estes experimentos foram realizados de acordo com os Princípios Éticos na 

Experimentação Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentação 

Animal (COBEA), e foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais em 

Pesquisa do Instituto Butantan (CEUAIB), Protocolo nº 754/10. 

 

4.5.3.  Nível Celular-molecular: efeito sobre Astrócitos primários in vitro 

Culturas primárias de astrócitos foram preparadas a partir de células extraídas 

do córtex cerebral de ratos Lewis (neonatos com 1 dia de vida), segundo o método 

utilizado por McCarthy & Vellis (1980)124. Os ratos foram anestesiados por 

hipotermia profunda, sendo os hemisférios corticais dissecados, livres de meninges 

e de vasos sanguíneos, e fragmentados. Os fragmentos foram lavados em tampão 

PBS e suspensos em meio DMEM [Dulbecco‟s Eagle‟s Medium], obtido da 

empresa Nutricell (Campinas, SP, Brasil). Em seguida, os fragmentos foram 

incubados em tripsina 0,05% em PBS 0,9% (0,1 M e pH 7,4) por 10 minutos sob 

temperatura de 37°C. Após este período, foi realizado o bloqueio com soro fetal 

bovino (Nutricell) e a suspensão resultante foi submetida à centrifugação (1300 

rpm) por 10 minutos em albumina bovina (BSA) 4% em meio DMEM. O 
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sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em DMEM suplementado 

com soro fetal bovino 10%, penicilina e streptomicina (1,0 µL/mL), e semeado em 

garrafas de cultura celular (25 cm2).  As culturas primárias resultantes foram então 

incubadas a 37 °C, 5% CO2 e atmosfera umidificada. Atingida a confluência, as 

células foram submetidas novamente a tripsinização e centrifugadas (1100 rpm) em 

BSA 4% em meio DMEM, na intenção de separar os diferentes tipos celulares. 

Logo em seguida, células foram semeadas em placas de cultura. Para o teste de 

citotoxicidade, as células foram cultivadas em placas de 24 poços, sendo fixadas 

com paraformaldeído 4% após 24, 48 e 72 horas de tratamento com os CNT-LQES2 

nas concentrações de 2,5, 5, 10, 25 e 50 µg/mL em meio DMEM, contendo 10% de 

soro fetal bovino. Em todos os experimentos foram semeadas inicialmente 2,0 x 104 

células/poço.  

Foi utilizado o marcador DAPI [diamidino phenylindole] para a contagem 

celular (núcleos) por microscopia de fluorescência, utilizando o software IMAGE J 

[1.33U, National Institute of Health, USA]. Análises estatísticas foram realizadas 

utilizando o Software BioEstat 5.0.  

Análises de microscopia eletrônica de transmissão [TEM] foram realizadas 

para avaliar a capacidade de penetração dos CNT-LQES2 nas células de astrócitos 

primários em cultura. O teste de TUNEL [terminal deoxynucleotidyl transferase 

dUTP nick end labeling] foi realizado utilizando o Kit ApopTag
® da Chenson para 

determinação do mecanismo envolvido na morte dos astrócitos primários após 

exposição aos CNT-LQES2.  

Para verificar se os CNT-LQES2 poderiam induzir efeito citotóxico através da 

depleção de nutrientes ou remoção de nutrientes do meio de cultura, foi realizado 

um procedimento de acordo com Casey e colaboradores (2008)125. Inicialmente, 



Materiais e Métodos 

37 

 

1mg de CNT-LQES2 foram dispersos em 20 mL de meio de cultura DMEN 

contendo 10% de soro fetal bovino e incubado por 1 hora a 37°C. Em seguida, os 

nanotubos foram removidos deste meio de cultivo através de centrifugação (14000 

rpm por 30 minutos a 4°C) sendo que o sobrenadante e o precipitado foram 

utilizados. Primeiro o sobrenadante, agora livre dos CNT-LQES2, foi coletado e 

fornecido aos astrócitos e em seguida monitorado o crescimento celular durante 24, 

48 e 72 horas. Este experimento foi denominado Teste de Remoção de Nutrientes 

(Teste-RN). O precipitado oriundo da centrifugação, CNT-LQES2, contendo 

componentes do meio de cultura adsorvidos foram coletados e analisados por DLS.  

Uma solução-estoque de CNT-LQES2 (10 mg / 10 mL) em água deionizada 

foi preparada [30 minutos em banho de ultra-som (Cole-parmer 8891)] para a 

realização de todos os experimentos com astrócitos. Esta solução-estoque foi 

submetida à autoclave por 30 minutos a 100°C para diminuir o risco de possíveis 

contaminações microbianas durante os experimentos. 

Todos os procedimentos e experimentos com astrócitos primários foram 

realizados no Laboratório de Regeneração Nervosa do Instituto de Biologia da 

UNICAMP, sendo que ratos neonatos Lewis foram fornecidos pelo Centro 

Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB) da UNICAMP. E, estes 

experimentos foram realizados com a autorização do Comitê de Ética em Pesquisa 

do Instituto de Biologia da UNICAMP. 
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5. Resultados e Discussão 

5.1. Aspectos químicos da purificação e caracterização dos nanotubos de 
carbono 

Diversos trabalhos na literatura relatam a utilização de HNO3 e HCl para 

purificação e funcionalização de nanotubos de carbono40,126,127. Entretanto, é 

importante destacar que não existem protocolos universais para a purificação de 

NTCs, de modo que os protocolos de purificação vêm sendo desenvolvidos em 

função dos objetivos da pesquisa e do tipo de NTCs em questão40. Geralmente, 

estudos biológicos requerem amostras com elevado grau de pureza [livre de metais 

de transição (e.g. Ni, Fe, Co, Cu), oriundos do processo de síntese dos nanotubos], 

sendo que esses resíduos metálicos podem variar entre 1 a 40% na massa das 

amostras de NTCs após a síntese, pois são amplamente reconhecidos os efeitos 

adversos de metais de transição sobre o metabolismo antioxidante de sistemas 

vivos [e.g. geração de radicais livres por fibras (asbestos) contendo ferro]128. 

Assim, é evidente a importância dos processos de purificação, dado que tem sido 

demonstrado que estes resíduos metálicos presentes nas amostras de NTCs podem 

afetar os diferentes níveis da organização biológica129-131. Por exemplo, Hull e 

colaboradores (2009) demonstraram que os resíduos metálicos de cobre e ferro 

podem ser lixiviados de amostras sólidas de Fulerenos (um tipo de nanoestrutura de 

carbono) para o meio aquoso (água mineral). Ao realizarem estudos de 

ecotoxicidade aguda desta solução contendo os metais dissolvidos (lixiviados) 

sobre os organismos aquáticos Pimephales promelas e Ceriodaphnia dubia 

encontraram valores significativos de toxicidade129. Haniu e colaboradores (2010), 

utilizando uma abordagem proteômica, demonstraram que a citotoxicidade de 

NTCPM é fortemente dependente da quantidade de ferro presente na amostra, 
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sendo encontradas alterações no perfil das proteínas envolvidas no metabolismo, na 

biosíntese, na resposta ao estresse e na diferenciação e controle do ciclo celular130. 

Diante desses trabalhos, demonstrando a influência dos resíduos metálicos 

presentes em NTCs sobre seus reflexos biológicos e toxicológicos, decidimos 

estudar três procedimentos para purificação de nanotubos de carbono de parede 

múltiplas obtidos da empresa CNT Co. Ltd: (A) tratamento menos oxidativo: CNT-

LQES, (B) tratamento mais oxidativo: CNT-LQES1 e (C) similar ao tratamento B, 

porém com a remoção dos FCCs através do tratamento com NaOH: CNT-LQES2 

(Figura 10). 

Na Tabela 4 estão apresentados os principais resultados da caracterização 

físico-química dos nanotubos preparados conforme descrito no item 4.1. Foi 

adotada a apresentação em tabela destes resultados para facilitar a comparação e 

visualização da informação. Decidimos nomear estas amostras com o nome da 

empresa fornecedora [CNT] e a sigla do laboratório onde estas amostras foram 

processadas e caracterizadas [LQES], pois acreditamos que a adoção destas 

denominações venha facilitar na indexação destes nanotubos na literatura científica, 

onde a falta de uma anotação adequada das amostras de NTCs estudadas até o 

momento vem gerando complicações durante a comparação dos resultados 

publicados, principalmente, quando envolvem sistemas biológicos que são 

altamente complexos. Cabe ainda ressaltar que estas amostras foram caracterizadas 

na tentativa de desenvolver uma integrada e concisa caracterização de NTCs 

segundo recomendações para estudos biológicos e toxicológicos53,132.  
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Tabela 4. Caracterização físico-química dos nanotubos de carbono estudados. 

 
Propriedades CNT-L1 

CNT-
LQES CNT-L3 

CNT-
LQES1 

CNT-
LQES2 

(A) Composição elementara C, O, Fe C, O, Fe C, O, Fe C, O, Fe C, O, Fe 

(B) Resíduo metálico final (%)b 7,6 ± 0,4 1,0 ± 0,3 3,4 ± 0,3 0,9 ± 0,1 1,3 ± 0,3 

(C) Temperatura de oxidação (°C)c 582 ± 2,0 608 ± 1,0 579 ± 2,0 610 ± 5,0 600 ± 13,0 

(D) Defeitos estruturais (ID/IG)d 0,85  0,89  0,93  1,31  1,45 

(E) Comprimento (µm)e 1-25* < 20 1-25* < 10 < 10 

(F) Diâmetro (nm)f 10-40* 10-40 10-40* 10-40 10-40 

(G) Área superficial (m2/g)g 158 ± 15 164 ± 16 194 ± 19 292 ± 29 286 ± 28 

(H) Carga superficial (mV)h - -14 ± 5,5 - -17 ± 6,5 -22 ± 9,3 
aEspectroscopia de energia dispersiva [EDS, JEOL 660-VL]; bMicrobalança analítica [Perkin-Elmer AD-6]; cAnálise 
termogravimétrica [TGA, TA SDTQ600]; dEspectroscopia Raman Confocal [WITECH TS-150]; eMicroscopia 
eletrônica de varredura [SEM, FEI NanoLab200]; fMicroscopia eletrônica de transmissão [TEM, Carl Zeiss CEM-
902]; gMétodo BET [Quantachrome Instruments NOVA Win]; hPotencial Zeta [Malvern Instruments nano-ZS]; 
*informações fornecidas pela empresa CNT Co. Ltd.  

 

Análises elementares utilizando a espectroscopia de energia dispersiva [EDS] 

demonstraram a presença de ferro (Fe) nas amostras de partida CNT-L1 e CNT-L3, 

indicando que os nanotubos foram sintetizados utilizando ferro como catalisador 

(Linha A, Tabela 4). 

A técnica de análise termogravimétrica (TGA) tem sido aplicada para 

determinação da pureza dos NTCs após processos de purificação133. Os parâmetros 

utilizados para a interpretação desses resultados são: i) porcentagem de resíduo 

metálico final, medido indiretamente pela quantidade de óxido metálico formado 

após a decomposição dos NTCs em atmosfera oxidante (ar sintético) e ii) NTCs 

purificados,  geralmente são mais resistentes à decomposição térmica, podendo ser 
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atribuído à eliminação ou diminuição do teor dos metais nas amostras, pois estes 

atuam como catalisadores durante a decomposição térmica dos nanotubos de 

carbono134
. Entretanto, recentemente, o NIST [National Institute of Standards and 

Technology, USA], publicou um manual técnico visando a padronização e 

validação das técnicas utilizadas para caracterização dos nanotubos de carbono112. 

Foi recomendada a realização de pelo menos três análises de TGA (triplicatas) para 

cada amostra de NTC estudada, e os resíduos metálicos finais devem ser coletados 

e pesados em microbalança analítica, pois geralmente estão fora da resolução 

confiável dos equipamentos de análise térmica112.  

Conforme demonstrado na Linha B, Tabela 4, os nanotubos purificados 

CNT-LQES, CNT-LQES1 e CNT-LQES2 apresentam baixos teores de resíduo 

metálico final (óxido de ferro), com aproximadamente 1,0, 0,9 e 1,3%, 

respectivamente. Estas amostras purificadas também apresentaram um aumento na 

temperatura de decomposição (Linha C, Tabela 4) sendo outro indicativo da 

eficiência do processo de purificação. Os gráficos das análises termogravimétricas 

estão apresentados no item 8.3. (Apêndice). 

A espectroscopia Raman é uma das principais técnicas para caracterização de 

materiais a base de carbono. Nanotubos de carbono exibem, usualmente, três 

bandas características: G (~1580 cm-1), D (~1350 cm-1) e modos de respiração 

radial [RBMs], (100-400 cm-1)135. No entanto, na maioria dos casos os NTCPM não 

apresentam sinais de RBMs. A banda G está relacionada com os modos de vibração 

do grafite e a banda D pode ser entendida como a medida da desordem estrutural 

(defeitos e carbono amorfo). Assim, a relação entre a intensidade da banda D sobre 

a intensidade da banda G (ID/IG) pode ser utilizada como um parâmetro para 

avaliação da organização estrutural dos NTCs após modificações químicas e 

funcionalizações, pois quanto maiores estes valores, maior a quantidade de defeitos 
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estruturais nas paredes dos NTCs136. Quando comparamos os valores de ID/IG das 

amostras purificadas (Linha D, Tabela 4), verificamos que os CNT-LQES não 

apresenta alterações significativas em relação à CNT-L1, o que indica que foi 

possível obter uma amostra com elevada pureza sem a introdução de defeitos 

estruturais (tratamento menos oxidativo, HNO3 3M). Por outro lado, os CNT-

LQES1 e CNT-LQES2 apresentaram valores elevados de ID/IG, uma vez que foram 

purificadas pelo tratamento mais oxidativo (HNO3 7M) (Apêndice, item 8.4.). 

Através da análise das imagens de microscopias de SEM e TEM dos 

nanotubos de carbono purificados, Figura 14, é possível observar um “efeito de 

encurtamento” nas amostras que passaram pelo tratamento mais oxidativo, HNO3 

7M (CNT-LQES1 e CNT-LQES2) em relação ao CNT-LQES (tratamento menos 

oxidativo, HNO3 3M) (Linha E, Tabela 4).  

No entanto, é difícil quantificar esse “efeito de encurtamento” com precisão 

utilizando as técnicas de SEM e TEM, pois os nanotubos apresentam uma ampla 

faixa de distribuição de tamanhos. Nessa direção, utilizamos medidas de área 

superficial [BET] como um método indireto para mensurar este “efeito de 

encurtamento”, uma vez que é esperado que ocorra um aumento da área superficial 

em função da diminuição do tamanho dos nanotubos. Esta hipótese foi confirmada, 

pois os CNT-LQES1 e CNT-LQES2 apresentaram um aumento nos valores de área 

superficial de 98 m2/g e 92 m2/g, respectivamente, em relação ao CNT-L3 de 

partida (Linha G, Tabela 4). Por outro lado, CNT-LQES não apresentou diferença 

significativa nos valores de área superficial em relação à amostra de partida CNT-

L1, ou seja, não ocorreu um “efeito de encurtamento” significativo para esta 

amostra. Não foram observadas alterações significativas no diâmetro dos nanotubos 

após os processos de purificação (Linha F, Tabela 4).  
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Figura 14. Imagens de microscopia eletrônica de varredura [SEM] (A, C, E) e de 
transmissão [TEM] (B, D, F) dos CNT-LQES (A,B); CNT-LQES1 (C,D) e CNT-LQES2 
(E,F), respectivamente.  
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É comumente relatado na literatura que grupamentos oxigenados (e.g. 

hidroxilas, carboxilas, cetonas, aldeídos, etc.) são gerados na superfície dos 

nanotubos de carbono após o tratamento com ácido nítrico137-139. A introdução 

destes grupamentos superficiais permite a dispersão e estabilidade dos nanotubos 

de carbono oxidados em meio aquoso140-142. No entanto, não existem teorias que 

indiquem quais as melhores condições para geração destes grupamentos 

superficiais com o menor efeito destrutivo sobre a morfologia tubular, assim, a 

introdução de grupamentos oxigenados na superfície dos NTCs vem sendo 

empiricamente avaliadas, mas é consenso que existe influência da curvatura dos 

nanotubos durante a geração destes grupamentos funcionais superficiais143.  

Deste modo, os valores negativos de potencial-zeta (carga superficial) 

indicam a presença de grupamentos oxigenados na superfície dos nanotubos 

purificados CNT-LQES, CNT-LQES1 e CNT-LQES2 (Tabela 1-F). E, como 

demonstrado na Figura 15, os tratamentos químicos empregados possibilitaram a 

dispersão dos nanotubos de carbono purificados em água deionizada, sendo 

possível observar que os CNT-LQES1 e CNT-LQES2 (tratamento mais oxidativo, 

HNO3 7M) estão mais dispersos do que os CNT-LQES (tratamento menos 

oxidativo, HNO3 3M). Verifica-se ainda, que os nanotubos de partida [raw] estão 

depositados no fundo dos tubos de ensaio, devido sua alta hidrofobicidade. 

Assim, após o término das caracterizações, de modo geral, podemos constatar 

que ocorrem pronunciadas alterações das propriedades físico-químicas entre os 

nanotubos de partida submetidos ao Tratamento A (menos oxidante) em relação ao 

tratamento mais oxidante (Tratamentos B e C). Por outro lado, a etapa de remoção 

dos FCCs da superfície dos nanotubos, pela utilização de NaOH 0,1M,  tem pouca 

ou nenhuma influência sobre estas propriedades físico-químicas (Tabela 4).  
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Figura 15. Dispersões dos nanotubos de carbono estudados em água deionizada: (A) 
CNT-L3 [raw]; (B) CNT-LQES; (C) CNT-LQES1; e (D) CNT-LQES2. Esta fotografia foi 
retirada após um intervalo de 30 minutos da etapa de sonicação em banho ultra-sônico 
[Cole-parmer 8891] por 15 minutos.  

 Motivados pelo trabalho pioneiro de Guo e colaboradores (2007)115 e pela 

comprovada influência dos resíduos de ferro (Fe) na manifestação dos efeitos 

toxicológicos de nanotubos de carbono130,131, decidimos iniciar o estudo da 

lixiviação ou mobilização do ferro dos nanotubos purificados em solução tampão, 

pH 7,4, compatível com experimentos biológicos. Visto que foi demonstrado, nesse 

trabalho pioneiro, que não é suficiente utilizar apenas medidas do teor de resíduo 

metálico nas amostras de NTCs pelas técnicas de análise térmica e microbalança 

analítica, pois, para sua relevância toxicológica, é importante mensurar a 

quantidade de ferro livre nestas amostras, ou seja: sua biodisponibilidade. Neste 

sentido, foi proposta a utilização do Método Ferrozina para a determinação in vitro 

da biodisponibilidade do ferro em amostras de NTCs, uma vez que este é um 

método prático, rápido, de baixo custo e quantitativo para a determinação de ferro 
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dissolvido em meio aquoso115. Este método é baseado na formação de um 

complexo de coordenação entre o íon Fe2+ (solúvel) e o reagente ferrozina, que 

após a formação do complexo apresenta coloração magenta, a qual pode ser 

mensurada por espectrofotometria em 562 nm114.  

Todavia, de modo inesperado, verificamos que os FCCs adsorvidos na 

superfície dos nanotubos interferem no emprego do Método Ferrozina. A Figura 

16-A representa o espectro UV-Vis da solução tampão ferrozina contendo os íons 

Fe2+ lixiviados dos nanotubos purificados CNT-LQES1 e CNT-LQES2. Observa-se 

que não há a formação do complexo de coordenação de coloração magenta nos 

lixiviados dos CNT-LQES1 (presença de FCCs na superfície), porém, após a 

remoção destes fragmentos da superfície dos CNT-LQES2 temos a formação do 

complexo (pico de absorção em 562 nm). A Figura 16-B é uma fotografia destas 

soluções após o experimento de lixiviação ou mobilidade do ferro das amostras de 

nanotubos purificadas utilizando o Método Ferrozina. Estudos mais específicos são 

necessários para explicar estas observações, contudo, podemos supor que os FCCs 

estão interagindo com o reagente ferrozina, inibindo assim, a formação do seu 

complexo de coordenação com o Fe2+ solubilizado na solução tampão pH 7,4. 

Estes resultados reforçam a necessidade de aprofundarmos o entendimento da 

superfície química dos NTCs após processos de purificação utilizando ácidos 

minerais oxidantes (e.g. HNO3 e H2SO4), os quais levam a formação dos 

fragmentos de carbono carboxilados (FCCs). 
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(A) 

 

(B) 

Figura 16. Influência dos FCCs durante a determinação in vitro da biodisponibilidade do 
resíduo metálico (Ferro) dos nanotubos de carbono purificados pelo Método Ferrozina. 
(A)  Espectroscopia UV-Vis da solução tampão Ferrozina após incubação por 6 horas 
com os CNT-LQES1 (com FCCs) e CNT-LQES2 (sem FCCs, devido o tratamento com 
NaOH 0,1M durante a etapa de purificação); (B) Fotografia da solução tampão Ferrozina: 
(a) branco; (b) após lixiviação do Fe2+

 dos CNT-LQES1 (c/ FCCs) e (c) após lixiviação do 
Fe2+ dos CNT-LQES2 (s/ FCCs).  
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5.2. A superfície química dos nanotubos de carbono oxidados e os 
fragmentos de carbono carboxilados 

O controle dos processos de purificação e funcionalização dos nanotubos de 

carbono será crucial para as diversificadas aplicações propostas para estes 

nanomateriais. Assim sendo, existe uma intensa atividade de pesquisa visando 

entender a superfície química de NTCs138,144. Dentro deste contexto, Salzmann e 

colaboradores, iniciaram uma importante discussão sobre a influência dos 

fragmentos de carbono carboxilados (FCCs) na funcionalização de nanotubos de 

carbono41. Estes FCCs, também conhecidos como oxidation debris, são vestígios 

carbonáceos gerados pela degradação das paredes dos nanotubos de carbono ou de 

carbono amorfo durante o tratamento oxidativo dos NTCs com ácido nítrico145. 

Trabalhos recentes demonstram que a remoção destes FCCs da superfície dos NTC 

oxidados é de fundamental importância para uma eficiente funcionalização 

covalente dos NTCs, bem como para o aumento da qualidade das amostras42,43,146. 

Verdejo e colaboradores, em 2007, demonstraram que é possível remover 

estes FCCs da superfície de NTCs oxidados, utilizando tratamentos com soluções 

de NaOH, sem provocar alterações na estrutura dos nanotubos de carbono147.  

Apesar da importância do entendimento da superfície química dos NTCs após 

processos de purificação com ácido nítrico, os fatores responsáveis pela geração 

destes resíduos carbonáceos foram pouco estudados até o momento. Nesse sentido, 

através da realização de um planejamento fatorial experimental (item 4.3.), 

estudamos a influência da temperatura, tempo e concentração de HNO3 na 

formação dos FCCs, gerados durante o tratamento químico dos CNT-L3.  

Conforme demonstrado na Figura 17, verificamos que a temperatura é o 

principal fator para a geração destes resíduos carbonáceos durante a oxidação dos 
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CNT-L3 com HNO3, pois o aumento na concentração de HNO3 e no tempo de 

tratamento não ocasionou um aumento significativo na geração de FCCs, isto 

quando a temperatura foi mantida fixa em 100 ºC.  

 

(A)         

 

 

 

 

                                                     

(B) 

Figura 17. (A) Avaliação da formação dos fragmentos de carbono carboxilados (FCCs) 
gerados durante o tratamento oxidativo dos nanotubos de carbono com HNO3, conforme 
descrito no item 4.3. (B) Fotografia ilustra as soluções de NaOH 0,1M contendo os FCCs 
dispersos que foram isolados das Amostras de 1 a 8 do planejamento experimental (item 
4.3.). 

 No entanto, um requisito importante para a avaliação da formação dos FCCs 

gerados durante o processo de purificação e funcionalização de nanotubos de 

carbono é conhecer a amostra de nanotubos de partida, uma vez que estes 

fragmentos também podem ser originados pela degradação de outras espécies 
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presentes na amostra de partida (e.g. carbono amorfo). Neste sentido, a técnica de 

análise termogravimétrica [TGA] é uma ferramenta importante para avaliação da 

superfície dos NTCs oxidados e do teor de resíduos carbonáceos nas amostras, 

visto que materiais carbonáceos (e.g. carbono amorfo) e grupamentos oxigenados 

superficiais são decompostos em temperaturas inferiores a 400 ºC, sob atmosfera 

oxidante (ar sintético)133. Na Figura 18, temos a análise de TGA da amostra de 

nanotubos de carbono de paredes múltiplas de partida [raw] estudada nesta tese 

(CNT-L3). Podemos verificar que não há uma perda de massa significativa na 

amostra até 400 ºC, o que indica que esta amostra de partida apresenta baixa 

quantidade de carbono amorfo (< 0,2 %). Além disso, os CNT-L3 apresentaram um 

único e bem definido pico para sua decomposição, em torno de 579 ºC [DTGA].  

 

Figura 18. Análise termogravimétrica [TGA] dos nanotubos de carbono de paredes 
múltiplas de partida (CNT-L3). Condições da corrida: 3,5 mg de CNT-L3 sob atmosfera 
oxidante (ar sintético; fluxo de 100 mL/minuto) com taxa de aquecimento de 5 ºC/minuto. 

Para confirmar o baixo teor de carbono amorfo nos CNT-L3, realizamos uma 

análise de microscopia eletrônica de transmissão, onde não foi verificada a 

presença destas espécies, prevalecendo predominantemente a morfologia de 
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nanotubos de carbono (Figura 19). Assim, podemos concluir que os FCCs gerados 

durante o tratamento oxidativo dos CNT-L3 com HNO3 são provenientes da 

degradação dos nanotubos.  

Desta forma, devido a  importância da superfície química para os processos 

de funcionalização de NTCs e avaliação in vitro da biodisponibilidade do ferro pelo 

Método Ferrozina, decidimos isolar, quantificar e caracterizar estes resíduos 

carbonáceos presentes na superfície dos CNT-L3 oxidados148. Os FCCs foram 

isolados da Amostra 8 (item 4.3, HNO3 9M a 150 °C por 24h) e representam cerca 

de 2,6% da massa total desta amostra. Estes FCCs obtidos a partir da Amostra 8 

foram denominados DEBRIS.  

 

Figura 19. Imagem de microscopia eletrônica de transmissão [TEM] da amostra de 
partida (CNT-L3), demonstrando a predominância dos nanotubos de carbono de paredes 
múltiplas nesta amostra. Barra = 300 nm. 

Os DEBRIS dispersos em solução de NaOH 0,1M apresentam uma ampla 

faixa de absorção na região do Ultravioleta-visível, sendo observado um "ombro" 
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de absorção em torno de 280 nm, típico de sistemas cromóforos contendo ligações 

conjugadas (duplas ou triplas) ou substâncias aromáticas (Figura 20-A).  

 

(A) 

 

(B) 

Figura 20. (A) Espectroscopia ultravioleta visível [UV-vis] e (B) Espectroscopia 
Infravermelho [FT-IR] dos fragmentos de carbono carboxilados (DEBRIS) isolados dos 
nanotubos de carbono oxidados. As fotografias ilustram os DEBRIS dispersos em solução 
de NaOH 0,1M (A) e no estado sólido após o processo de diálise e liofilização (B). 
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Na Figura 20-B está representado o espectro infravermelho [FT-IR] dos 

DEBRIS. As bandas observadas em 3300, 1726 e 1586 cm-1 são atribuídas aos 

modos vibracionais dos grupamentos hidroxilas [υ (O–H)], carbonilas ou 

carboxilas [υ(C=O)] e ligações C-C de anéis aromáticos [υ(C=C)], 

respectivamente. As bandas localizadas entre 1000 e 1450 cm-1 podem ser 

atribuídas a vários modos vibracionais: C–H [δ(CH2) + δas(CH3) + δ(CH3); 1300–

1450 cm–1], C–(CO)–C [υ (C–CO–C) + δ(C–CO–C): 1100–1300 cm–1, cetonas], 

C–O–C [υ as(C–O–C) + υ (C–O–C): 1040–1275 cm–1, éteres] e C–O [υ (C–O): 

1000–1250 cm–1, alcoóis e fenóis]. Deste modo, uma mistura de grupamentos 

oxigenados como cetonas, éteres, fenóis, hidroxilas, ácidos carboxílicos, quinonas, 

lactonas e anidridos podem estar presentes nesta amostra DEBRIS. Considerando 

que estes FCCs são originados da superfície dos nanotubos de carbono, foram 

verificadas similaridades entre os tipos de grupamentos oxigenados nestes 

fragmentos com os grupamentos presentes na superfície de nanotubos de carbono 

oxidados138,149
. A técnica espectrometria de massas de alta resolução [ESI FT-

ICR/MS] tem sido amplamente utilizada para a caracterização estrutural de 

misturas complexas, como petróleo e matéria orgânica natural150,151. Assim, 

utilizamos esta técnica para caracterização estrutural dos DEBRIS. Cerca de 830 

íons foram identificados (> 4% de abundância) na amostra DEBRIS, variando de 

200 a 800 m/z (Figura 21-A). Estes dados demonstram a natureza complexa destes 

FCCs originados durante o tratamento oxidativo dos CNT-L3 com HNO3. 

Diagramas de van Krevelen são comumente utilizados para visualização e 

interpretação dos dados de espectrometria de massas de alta resolução de misturas 

orgânicas complexas, fornecendo informações estruturais importantes como grau 

de aromaticidade, tipos de reações químicas e composição152,153. A Figura 21-B 

representa o diagrama de van Krevelen da amostra DEBRIS, construído a partir dos 
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dados de análise elementar, obtidos pela espectrometria de massas de alta 

resolução. Apesar da ampla distribuição de compostos orgânicos nesta amostra, a 

maioria dos fragmentos estão localizados entre as regiões de 0 a 0.7 (H/C) e 0 a 0.5 

(O/C) do diagrama, as quais são típicas regiões de estruturas aromáticas altamente 

condensadas, porém com quantidades suficientes de oxigênio (O a O10) para 

solubilizá-los em solventes polares153-155.   

 

(A) 

 

(B) 

Figura 21. (A) Espectrometria de massas de alta resolução [ESI FT-ICR/MS] da amostra 
DEBRIS isolados dos nanotubos de carbono oxidados proveniente do Ensaio 8. (B) 
Diagrama de van Krevelen, construído a partir dos dados de análise elementar obtidos da 
análise de espectrometria de massas de alta resolução dos DEBRIS.  
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Propriedades de fluorescência e estudos de espectrometria de massas 

induziram alguns autores a classificar estes FCCs como espécies similares aos 

ácidos fúlvicos156. Assim, avaliamos se a amostra de FCCs obtida (DEBRIS) são 

solúveis em baixos pH, visto que é bem relatado na literatura que ácidos fúlvicos 

são solúveis nestes valores de pH, diferindo-os dos ácidos húmicos, que são 

insolúveis em baixos valores de pH157. 

Na Figura 22 demonstramos que os DEBRIS são solúveis e estáveis por 

longos períodos em uma solução de HCl 0,1 M (pH ~ 1,0), o que sugere 

similaridades destes resíduos gerados durante a purificação dos nanotubos de 

carbono com os ácidos fúlvicos de origem natural. No entanto, os DEBRIS 

apresentaram diagramas de van Krevelen diferentes dos ácidos fúlvicos 

convencionais, dado que estes são gerados pela decomposição de matéria orgânica 

natural (e.g. proteínas, carboidratos, lipídeos e compostos secundários)148. 

 

Figura 22. Espectroscopia ultravioleta-visível [UV-Vis] dos fragmentos de carbono 
carboxilados (DEBRIS) dispersos em uma solução de HCl 0,1M no intervalo 0 hora e 
após 72 horas.  
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5.3. Interação com Biossistemas 

A presença dos NTCs no ambiente não quer dizer que haverá a manifestação 

e observação de efeitos adversos ou nocivos (tóxicos) a eles associados. É 

importante lembrar que a expressão destes efeitos para uma espécie química 

depende das características da exposição e de seu comportamento no ambiente. 

Além das propriedades físico-químicas da espécie química em questão, devemos 

considerar, por exemplo: a magnitude, a duração e freqüência da exposição, a 

suscetibilidade dos organismos e as vias de introdução nos biossistemas, estando 

esta última diretamente interligada aos processos cinéticos e dinâmicos da 

biointeração94,95,158.  

A seguir serão apresentados e discutidos os principais resultados da interação 

dos nanotubos purificados nesta tese sobre os biossistemas selecionados. Foi 

adotada uma abordagem sistêmica [Top-down] (Nível Ecológico > Nível 

Imunológico > Nível Celular-molecular) para expressar as manifestações 

biológicas desta interação.  

5.3.1. Nível Ecológico: ecotoxicologia e tratamento de efluentes  

Nanotubos de carbono são promissores materiais para a remediação de 

poluentes ambientais e no desenvolvimento de nanocompósitos e sensores. Assim, 

estas diversificadas aplicações poderão resultar em produtos finais contendo uma 

ampla quantidade de NTCs, desde poucos miligramas até quilogramas. Todavia, 

uma vez liberados no ambiente (intencional ou acidentalmente) poderão provocar 

impactos e efeitos adversos159. Desse modo, é urgente a realização de estudos 

ecotoxicológicos envolvendo NTCs160. Em seguida, com base nestes resultados 

ecotoxicológicos, tomadores de decisão estarão cientificamente subsidiados para 
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realizar e programar estudos e processos de avaliação e gestão dos riscos 

envolvendo estes nanomateriais e seus produtos161,162.  

Para avaliar a toxicidade de uma determinada substância no ambiente, são 

realizados freqüentemente testes com organismos vivos, avaliando-se parâmetros 

como mudanças bioquímicas, fisiológicas, reprodutivas ou comportamentais. Em 

geral, estes testes consistem em submeter o organismo-teste a diferentes 

concentrações agente químico estudado, por um período de tempo pré-estabelecido 

de exposição, podendo ser avaliados efeitos agudos (curtos períodos) e crônicos 

(longos períodos), em função do tempo do ciclo de vida do organismo teste. Desta 

maneira, termos como CL50 e CE50 são comumente empregados, representando a 

concentração mínima para causar a morte em 50% da população estudada, ou a 

concentração mínima para causar uma resposta em 50% da população estudada, 

respectivamente. De fato, a determinação destes valores de CL50 e CE50 constitui 

um dos principais objetivos dos testes de toxicidade, pois testes toxicológicos não 

são planejados para demonstrar que um agente químico é seguro, mas sim para 

caracterizar que tipo de efeito tóxico um agente químico produz95.  

a) Avaliação da toxicidade aguda sobre Daphnia similis 

Microcrustáceos filtradores do gênero Daphnia são comumente utilizados na 

área de ecotoxicologia aquática como organismos-teste ou bioindicadores163,164. 

Assim, inicialmente, avaliamos o efeito dos CNT-LQES1 sobre o organismo 

Daphnia similis conforme metodologia recomendada pela ABNT117 (Teste de 

toxicidade aguda, 48 horas de exposição). No entanto, não foi possível obter uma 

curva dose-resposta reprodutível possivelmente devido aos “efeitos de 

aglomeração” dos CNT-LQES1 na água mineral reconstituída utilizada neste teste 

de ecotoxicidade (Figura 23-A).  Na Figura 23-B observamos nitidamente que os 
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CNT-LQES1 encontram-se em um estado altamente aglomerado e depositado no 

fundo dos recipientes após 48h horas do preparo das suspensões em água mineral 

reconstituída.  Para demonstrar a influência da aglomeração na toxicidade aguda, 

foi montado um experimento onde os organismos foram introduzidos nas 

dispersões contendo os CNT-LQES1 após 2 horas do seu preparo. Neste caso, 

podemos verificar uma acentuada diminuição na porcentagem de organismos 

imóveis (Apêndice, item 8.5.). 

 

(A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(B) 

Figura 23. (A) Imobilidade de Daphnia similis após 48 horas de exposição aos CNT-
LQES1 (triplicatas independentes); (B) Estabilidade das suspensões de CNT-LQES1 em 
água mineral reconstituída utilizada no teste de ecotoxicidade aguda.  
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Contudo, foi verificado que este processo de aglomeração dos CNT-LQES1 

em água mineral reconstituída [~ 44 mg/L de carbonato de cálcio (dureza)] é um 

evento que se inicia rapidamente, em tempo menor que 10 minutos, conforme 

demonstrado pelo aumento do tamanho do diâmetro médio das partículas nesta 

suspensão (Figura 24). Enquanto que os CNT-LQES1 suspensos em água 

deionizada são estáveis por um período superior a uma semana, sem alterações 

significativas no tamanho das partículas. Estes efeitos de aglomeração dos 

nanotubos de carbono em água mineral tem sido um dos fatores que dificultam a 

comparação dos dados publicados na literatura utilizando os microcrustáceos do 

gênero Daphnia, uma vez que este evento influência a biodisponibilidade dos NTCs 

para aos organismos durante os testes ecotoxicológicos165.   

 

Figura 24.  Medidas de Espalhamento de Luz Dinâmico [DLS] das suspensões de CNT-
LQES1 (5 mg/L) em água deionizada (linha vermelha) e em água mineral reconstituída 
(linha verde) utilizada nos testes de ecotoxicidade com Daphnia similis. Os CNT-LQES1 

apresentaram um diâmetro médio de ~ 123 ± 2,0 nm e ~ 468 ± 109 nm em água 
deionizada e em água mineral reconstituída, respectivamente. Estas análises foram 
realizadas no intervalo de tempo inferior a 10 minutos após a preparação das suspensões.  

Desse modo, devem ser tomados cuidados na interpretação e extrapolação dos 

resultados166-168. Visto que, para o estabelecimento da curva dose-resposta e 

obtenção dos valores de CL50 e CE50 devem ser assumidas as seguintes afirmativas: 

~ 123 nm ~ 468 nm 
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i) a resposta é inequivocamente devida à administração da substância ou agente 

estudado; ii) a resposta deve de fato estar relacionada com a dose e, iii) a avaliação 

da resposta deve ser feita por métodos quantificáveis e expressar exatamente a 

toxicidade169.  

Diante destes problemas enfrentados para obtenção de suspensões estáveis de 

CNT-LQES1 para realização do teste de toxicidade aguda com D. similis, partimos 

para a prospecção de moléculas naturais, ambientalmente relevantes, capazes de 

atuar como agentes estabilizadores destes nanotubos purificados em água mineral 

reconstituída, uma vez que o desenvolvimento de metodologias para avaliação da 

toxicidade de nanomateriais está em plena discussão na literatura170,171. Neste 

contexto, uma classe interessante de moléculas foram os biossurfactantes 

produzidos por microorganismos, visto que estas biomoléculas apresentam baixa 

toxicidade e possuem a capacidade de emulsificar substâncias hidrofóbicas172,173.  

O Laboratório de Sistemática e Fisiologia Microbiana (LSFM) da Faculdade 

de Engenharia de Alimentos da UNICAMP desenvolve atividades de pesquisa 

envolvendo a produção de biossurfactantes de origem microbiana. Em parceria com 

o LQES, foi demonstrado que o microorganismo Bacillus subtilis LSFM-05, 

isolado de solos contaminados com petróleo na região da cidade de Paulínia-SP, é 

capaz de produzir biossurfactantes quando crescido em meio contendo glicerina 

(resíduo da produção de biodiesel) como única fonte de carbono118. Assim, este 

extrato bruto contendo o biossurfactante produzido por B. subtilis LSFM-05 foi 

homogeneizado em água mineral reconstituída para obtenção da fração solúvel do 

biossurfactante (item 4.4.1). Esta fração contendo os biossurfactantes solubilizados 

em água mineral reconstituída foi denominada BioS.  
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Uma importante propriedade das moléculas utilizadas para a suspensão de 

nanotubos de carbono visando estudos toxicológicos reside em apresentarem baixa 

toxicidade, como por exemplo, mostram os estudos com o surfactante sintético 

Pluronic®174. Assim, foi realizado um teste preliminar de toxicidade aguda do BioS 

sobre o organismo D. similis, onde verificamos que este biossurfactante obtido 

apresenta baixa toxicidade aguda [CE(I)50 = 0,4 g/L ou 400 mg/L] (Figura 25). 

Portanto, foi utilizada a concentração de 0,25 g/L nos experimentos para avaliação 

da capacidade de dispersão dos CNT-LQES1 com este biossurfactante em água de 

cultivo, uma vez que nesta concentração o BioS não apresenta nenhum efeito 

tóxico.  

 

Figura 25. Imobilidade de Daphnia similis após 48 horas de exposição aos 
biossurfactantes produzidos pelo microorganismo Bacillus subtilis LSFM-05 (BioS).  

Na Figura 26-A demonstramos que o biossurfactante isolado do 

microorganismo Bacillus subtilis (BioS) foi capaz de estabilizar os CNT-LQES1 em 

água mineral reconstituída utilizada nos testes de ecotoxicidade para  D. similis, 

sendo que 30 mg/L de CNT-LQES1 é a concentração limite para obtenção de uma 

suspensão estável até 48 horas (período de exposição exigido no teste de 

ecotoxicidade aguda), quando utilizado 0,25 g/L de BioS (Figura 26-B).  
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Em seguida, foi avaliado a toxicidade aguda dos CNT-LQES1 (1 a 30 mg/L) 

após a dispersão com o biossurfactante (0,25 g/L) sobre o organismo D. similis. 

Verificamos que os CNT-LQES1 apresentam baixa toxicidade aguda após a 

dispersão com BioS, pois não foi observado efeito tóxico (imobilidade) para os 

microcrustáceos até a concentração de 30 mg/L [CENO = 30mg/L] (Figura 26-C). 

Análises de distribuição do tamanho de partículas por espalhamento de luz 

dinâmico demonstraram que os CNT-LQES1 (5 mg/L) dispersos com BioS (0,25 

g/L) em água mineral reconstituída não apresentam um aumento significativo no 

tamanho das partículas  após 48 horas do preparo das suspensões, o que indica que 

não ocorreram "efeitos de aglomeração" dos nanotubos na presença do 

biossurfactante (Figura 27).  

 

 

Figura 27.  Medidas de Espalhamento de Luz Dinâmico [DLS] das suspensões de CNT-
LQES1 (5 mg/L) em água deionizada (linha vermelha) e em água mineral reconstituída 
(linha verde) após a dispersão com os biossurfactantes produzidos por Bacillus subtilis 
LSFM-05 (BioS; 0,25g/L). Os CNT-LQES1 apresentaram um diâmetro médio de ~ 129 ± 
2,0 nm e ~ 126 ± 2,8 nm em água deionizada e em água mineral reconstituída contendo o 
BioS, respectivamente. Estas medidas foram realizadas após 48 horas da preparação das 
suspensões.  
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Uma variedade de surfactantes sintéticos (aniônicos, catiônicos e neutros) tem 

sido estudada para a dispersão de nanotubos de carbono. Tem sido relatado que a 

eficiência da dispersão utilizando surfactantes não-carregados (neutros) é 

dependente do tamanho da cadeia carbônica alquilada, enquanto que para os 

surfactantes carregados, a eficiência da dispersão é mais influenciada pela 

quantidade de carga do que pelo tamanho da cadeia, devido os efeitos de repulsão 

eletrostática entre as cargas. Além disso, o tipo de nanotubo empregado (e.g. 

morfologia, superfície e etc.) e tempo de sonicação devem ser considerados175,176. 

Por conseguinte, dado a importância da estrutura dos surfactantes para a eficiência 

do processo de dispersão dos nanotubos em meio aquoso, os biossurfactantes 

produzidos pelo B. subtillis (amostra BioS) foram caracterizados utilizando as 

técnicas de espectrometria de massas [ESI FT-ICR/MS], espectroscopia de 

infravermelho [FT-IR] e ressonância magnética nuclear [RMN]177,178. A amostra 

BioS apresentou uma mistura predominante de dois tipos de biossurfactantes: 

Surfactina e Fengicina. As estruturas primárias destas moléculas estão apresentadas 

na Figura 28. Embora não tenha sido objetivo nesta Tese aprofundar nos 

mecanismos da interação e dispersão dos CNT-LQES1 com BioS, os dados da 

caracterização estrutural dos biossurfactantes utilizados são fundamentais para os 

trabalhos futuros e discussões, pois ao nosso conhecimento, não existem trabalhos 

publicados na literatura relatando a dispersão de nanotubos de carbono de parede 

múltiplas com esta classe de moléculas produzidas por B. subtilis. Nesse sentido, 

existe apenas o trabalho publicado por Li e colaboradores em 2005179, utilizando a 

Surfactina para dispersão de NTCPS em água deionizada, onde relatam que esta 

molécula foi eficiente para dispersão dos nanotubos, levando a formação de 

suspensões contendo nanotubos individualizados. Neste caso específico, foi 



Resultados e Discussão 

65 

 

explorada a propriedade de fluorescência dos NTCPS para comprovar a eficácia do 

processo de dispersão.  

  

(A) 

 

(B) 

Figura 28. Estrutura primária dos biossurfactantes produzidos por Bacillus subtilis 
LSFM-05 presentes na amostra BioS: (A) Surfactina e (B) Fengicina.  
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mineral reconstituída com a redução da toxicidade aguda sobre Daphnia magna, 

principalmente, devido à redução dos efeitos de aglomeração e aderência dos 

nanotubos na carapaça e articulações do microcrustáceo. Neste caso, não foi 

verificado nenhum efeito tóxico até a concentração de 10 mg/L170. Embora os 

CNT-LQES1 não terem apresentados elevados valores de toxicidade aguda para D. 

similis, eles podem ser ingeridos e acumulados no trato intestinal destes 

organismos, de modo que suas implicações sobre cadeia trófica e especiação 

química devem ser consideradas e estudadas181,182. Nesse sentido, utilizando 

concentrações mais realísticas para uma possível exposição ambiental de NTCs (< 

1,0 mg/L) verificamos que os CNT-LQES1 podem modular a toxicidade aguda de 

um importante contaminante ambiental, o sulfato de cobre, sobre o organismo 

Daphnia similis, ocasionando uma elevada redução do efeito toxicológico deste 

metal após a interação com os nanotubos purificados (Apêndice, item 8.5.). Este 

experimento é apenas uma demonstração da necessidade de estudos envolvendo a 

especiação química de nanotubos de carbono na presença de poluentes ambientais, 

visto que, é justamente esta capacidade de interação com poluentes ambientais que 

tornam os NTCs promissores materiais para remediação e tratamento de águas 

contaminadas com metais pesados e outros poluentes183,184. Desse modo, com base 

em nossos resultados, podemos considerar que os CNT-LQES1 são materiais de 

baixa toxicidade aguda para o microcrustáceo do gênero Daphnia quando 

comparado aos poluentes aquáticos clássicos (e.g. metais, agroquímicos, 

detergentes e fármacos)163 e, a modificação da superfície dos NTCs com 

biomoléculas naturais pode provocar uma alteração nos seus efeitos 

ecotoxicológicos. Considerando que biossurfactantes produzidos por 

microorganismos são encontrados em diferentes ambientes na Natureza, estas 

moléculas poderão interagir com os nanotubos, influenciando seu comportamento 
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no ambiente, assim como tem sido demonstrado nos estudos envolvendo a 

interação de NTCs com substâncias húmicas185,186. 

b) Avaliação de efeito mutagênico (Teste de Ames) 

Um dos principais efeitos nocivos apresentados por poluentes ambientais são 

os efeitos causados sobre o material genético dos organismos (Genotoxicidade), os 

quais induzem a formação de carcinomas e o desenvolvimento de doenças 

hereditárias187. Trabalhos publicados na literatura relatam que NTCs podem induzir 

danos no material genético em modelos biológicos in vitro
188,189 e in vivo

190.  

Contudo, recentemente, demonstramos que os CNT-LQES1 não são capazes de 

induzir efeitos mutagênicos sobre diferentes linhagens de Salmonella typhimurium 

(Teste de Ames)184, realizado de acordo com as recomendações da Organização 

para a Cooperação e o Desenvolvimento Econômico [OECD]. Este teste é baseado 

na utilização de linhagens de bactérias que perderam a capacidade de crescer em 

meio de cultivo isento de histidina, devido mutações em um conjunto de genes 

envolvidos na síntese deste aminoácido essencial. No entanto, quando estas 

linhagens são expostas a agentes mutagênicos, estes são capazes de induzir ou 

reverter esta mutação inicial, e as bactérias podem crescer em meio sem histidina, 

sendo então chamadas de revertentes. O número de revertentes é proporcional a 

potência e concentração do agente mutagênico. Considera-se um efeito mutagênico 

quando o índice I.M. (indução de mutação) é igual ou superior a 2. Além disso, 

utilizando um pool externo de enzimas extraídas de fígado de ratos (Fração S9), é 

possível identificar agentes mutagênicos que são dependentes de ativação 

metabólica184. Na Tabela 5, estão apresentados os resultados obtidos sobre as 

linhagens de S. typhimurium, o que indica a ausência de efeito mutagênico dos 

CNT-LQES1 até a concentração de 100 µg/ml, quando empregado o Teste de 

Ames. 
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Tabela 5. Avaliação da atividade mutagênica dos CNT-LQES1 sobre linhagens de 
Salmonella typhimurium na ausência (-) e presença (+) de ativação metabólica [S9]. 

 
a Média ± desvio-padrão do número de colônias de revertentes de histidina por placa após 48-72h de incubação. bI.M. 
(Indução de mutação) = taxa do número de colônias revertentes de histidina por placa induzidas pelo CNT-LQES1 
divido pelo número de colônias espontâneas no Controle Negativo. c O valor F foi calculado pela através de análise 
de variância [ANOVA], onde o valor crítico para o F é 3,10 onde  = 0.05. d Controles positivos (C.P.) foram: (a) 
Fração S9(-): 1 e 0,5µg de 4-QO/placa para TA97 e TA98, respectivamente; 0,5 e 1 µg de SA/placa para T100 e 
TA1535 respectivamente, e 0,5 µg de MMC/placa para TA102. (b) Fração S9(+): 5µg de 2-AF/placa para TA97 e 2-
AA para TA98 (0,5 µg/placa), TA100, TA1535 (1 µg/placa) e TA102 (2,5 µg/placa). 
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Nesse sentido, devido às controvérsias quanto à avaliação experimental dos 

efeitos mutagênicos e carcinogênicos envolvendo nanomateriais193, um grupo de 

trabalho da OECD [Working Party on Manufactured Nanomaterials (WPMNs)] 

está discutindo a padronização e validação de testes genotoxicológicos para estes 

materiais194.  

 

c) Tratamento de efluentes contento FCCs 

Apesar dos avanços na área de nanoecotoxicologia, de modo geral, os 

esforços atuais estão centralizados na avaliação dos efeitos adversos dos NTCs 

sobre organismos representativos dos diferentes níveis tróficos (produtores, 

consumidores e decompositores)195,196. Porém, poucos esforços têm sido realizados 

na direção de minimizar os riscos de contaminação através de estudos de ciclo de 

vida197,198. Nessa direção, Albrecht199 e Hutchison200 enfatizam a importância dos 

conceitos e metodologias empregadas pelas disciplinas conhecidas como Ecologia 

Industrial e Química Verde em N&N. 

Um exemplo da necessidade destes estudos de ciclo de vida é o trabalho 

realizado por Plata e colaboradores (2009)197, onde demonstraram que durante a 

síntese de NTCs [método CVD] são gerados e liberados para o ambiente cerca de 

45 tipos de compostos orgânicos voláteis [VOCs], incluindo hidrocarbonetos 

poliaromáticos [PHAs]. Desse modo, como já se conhecem os efeitos nocivos 

destes VOCs e PHAs devem ser tomadas medidas de precaução quanto à saúde 

ocupacional, pois o método CVD é o mais empregado na produção massiva de 

NTCs. 

Diante deste cenário, embora a eliminação dos fragmentos de carbono 

carboxilados (FCCs) da superfície dos NTCs oxidados seja uma importante etapa 
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durante a purificação e funcionalização destes materiais42,147,201-203, por outro lado, 

este processo introduz um problema ambiental em potencial. Após a caracterização 

físico-química dos FCCs (DEBRIS), item 5.2, foi observado que estes resíduos 

carbonáceos apresentam características similares aos ácidos fúlvicos e a matéria 

orgânica dissolvida [DOM]148,156, sendo que, é amplamente reconhecido que ácidos 

fúlvicos e DOM interferem na qualidade da água para consumo humano, no 

bloqueio da luz solar, interagem toxicantes, e são precursores de espécies 

mutagênicas e carcinogênicas204,205. Considerando a crescente expansão da 

indústria de NTCs, e sendo a etapa de remoção dos FCCs importante para o 

aumento da qualidade destes nanomateriais, constatamos que estes resíduos 

carbonáceos serão futuros efluentes dentro desta emergente indústria e precisam ser 

corretamente eliminados. Assim, de acordo com os paradigmas da Ecologia 

Industrial e Química Verde, desenvolvemos um processo [PCT/BR2010/000372] 

utilizando materiais inorgânicos do tipo hidrotalcitas (HDT) e sulfato de alumínio 

[Al2(SO4)3.14H2O] para a remoção destes resíduos carbonáceos que estão dispersos 

na solução de NaOH 0,1M (efluente oriundo da purificação e funcionalização de 

NTCs)206  

Hidrotalcitas (HDT) são argilas aniônicas e de ocorrência natural. Estes 

compostos são representados pela fórmula geral: M2+
xM

3+
y(OH)2x+3y-nz(A

n-)z.tH2O. 

Uma grande variedade de materiais HDT pode ser sintetizada através da 

combinação de diferentes cátions metálicos (M2+ e M3+) e ânions inorgânicos 

(CO3
2-, SO4

2-, Cl-, NO3
-), ou ânions orgânicos [sulfonatos, carboxilatos e 

fosfonatos], além da possibilidade de variar a razão M2+/M3+. Há vários exemplos 

de aplicações tecnológicas destas argilas para remoção de espécies carregadas 

negativamente de meio aquoso através de sorção química (troca iônica e adsorção 

superficial)207. 
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Conforme demonstrado na Figura 31 o material HDT sintetizado no LQES 

foi altamente eficiente (~ 99%) na remoção dos FCCs dispersos em solução de 

NaOH 0,1M (Efluente-Estoque).  

 

Figura 31. Capacidade de remoção dos FCCs (DEBRIS) da solução de NaOH 0,1M 
(Efluente-Estoque) originados durante o processo de purificação dos nanotubos de 
carbono (CNT-L3) em função da quantidade hidrotalcita (HDT). 

Uma propriedade intrínseca destes materiais do tipo HDT é o chamado "efeito 

memória", que consiste na capacidade deste material retornar a sua estrutura 

lamelar original após serem submetidos a tratamentos térmicos, até 

aproximadamente 500 ºC, em atmosfera oxidante. Devido este efeito memória, 

estes materiais estão sendo avaliados como possíveis "filtros recicláveis" durante o 

tratamento de efluentes ou em processos químicos industriais208. Desse modo, este 

efeito memória abre a possibilidade de remover os FCCs dispersos na solução de 

NaOH 0,1M com a reciclagem do material adsorvente (HDT). Alem disto, também 

foi verificado que o pH e a molaridade desta solução permanece inalterados após a 

remoção dos FCCs com o material HDT. Assim, tais resultados suportam a 

reutilização desta solução de NaOH 0,1M em posteriores tratamentos de NTCs 
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oxidados, proporcionando economia de água via processo de reuso e diminuição de 

efluentes206 (Figura 32). 

 

Figura 32. Esquema do processo para tratamento de efluente contendo os fragmentos de 
carbono carboxilados (FCCs) pela utilização do material Hidtrotalcita (HDT). (A) Os 
nanotubos oxidados após tratamentos com ácidos oxidantes contendo os FCCs adsorvidos 
na superfície; (B) Geração de efluente contendo FCCs dispersos em solução de NaOH (C) 
Etapa de remoção dos fragmentos da solução pela utilização do material HDT e (D) 
reciclagem do material HDT via tratamento térmico.  

 A argila sintética HDT desenvolvida no LQES208 já está disponível no 

mercado, devido o licenciamento de sua patente para a empresa Contech®, o que 

permite seu uso em escala industrial e laboratorial para o tratamento de efluentes 

contendo FCCs oriundos de NTCs, e mais recentemente, para resíduos 

provenientes do processo de purificação de óxidos de grafeno, um promissor 

nanomaterial de carbono209. 

O sulfato de alumínio é um dos materiais mais empregados mundialmente no 

tratamento de efluentes industriais e na purificação de águas para o consumo 

humano210. Desse modo, decidimos testar sua eficiência na remediação dos 

resíduos carbonáceos oriundos da purificação dos CNT-L3. Na Figura 33 
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demonstramos que o sulfato de alumínio é capaz de remover os FCCs dispersos na 

solução de NaOH 0,1M (Efluente-Estoque), sendo verificado um valor máximo de 

95% de eficiência, em nossas condições experimentais. Contudo, não foi possível a 

reutilização da solução de NaOH 0,1M, devido a alteração do pH da solução 

durante a remoção dos FCCs com o sulfato de alumínio206.  

 

Figura 33. Capacidade de remoção dos FCCs (DEBRIS) da solução de NaOH 0,1M 
(Efluente-Estoque) originados durante o processo de purificação dos nanotubos de 
carbono (CNT-L3) em função da quantidade de sulfato de alumínio. 

Análises de Potencial-Zeta dos FCCs (DEBRIS) indicam que estes 

fragmentos carbonáceos possuem carga negativa (-45 mV ± 5,0), o que justifica sua 

afinidade pelos materiais do tipo hidrotalcitas e sulfato de alumínio, ambos 

positivamente carregados e os mecanismos propostos para esta interação é o de 

adsorção para o material HDT211 (Apêndice, item 8.6). e de coagulação para o 

sulfato de alumínio207,212. Estes resultados sugerem que os resíduos carbonáceos 

provenientes do processo de purificação e funcionalização de nanomateriais de 

carbono com ácidos oxidantes podem ser remediados via métodos clássicos e 

modernos utilizados no tratamento águas e efluentes industriais convencionais, 
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sendo um bom exemplo de estudos de ciclo de vida envolvendo nanomateriais e a 

adoção de práticas proativas em N&N199,200 (Figura 34).  

      

Figura 34.  (A) Efluente-Estoque contendo os FCCs dissolvidos em uma solução de 
NaOH 0,1M oriundos da purificação dos nanotubos de carbono (CNT-L3); (B) Efluente-
Estoque após a remoção dos FCCs com a hidrotalcita (5 mg/mL); (C) Efluente-Estoque 
após a  remoção dos FCCs com sulfato de alumínio (15 mg/mL).  

 

5.3.2. Nível Imunológico: efeito adjuvante em camundongos geneticamente 

selecionados 

Além de manter a homeostasia do organismo, a função do sistema imune é 

garantir a proteção mais eficaz de indivíduos, numa população natural, contra os 

mais diversos tipos de agentes infecciosos213. Deste modo, entender a interação de 

NTCs com o sistema imunológico será fundamental para a área de segurança 

ocupacional e suas aplicações biomédicas214,215. Entretanto, são muito recentes os 

estudos sobre a influência de nanotubos de carbono na resposta imune e seu efeito 

imunotoxicológico216,217. Em paralelo a estas discussões, tem sido demonstrado que 
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estes materiais podem ser aplicados no campo dos adjuvantes imunológicos, como 

transportadores de antígenos218,219 e em imunoterapias220,221.  

A resposta imunológica pode ser didaticamente divida em duas categoriais: 

resposta imune inata e resposta imune adaptativa. A imunidade inata atua como 

uma primeira linha de defesa, mas não tem a capacidade de reconhecer certos 

patógenos e de proporcionar uma imunidade protetora específica capaz de prevenir 

reinfecção. Por outro lado, a resposta imune adaptativa está baseada na seleção 

clonal de um repertório de linfócitos, portadores de diferentes receptores antígeno-

específicos que permitem o hospedeiro reconhecer qualquer antígeno estranho222. 

Na resposta imune adaptativa, linfócitos antígeno-específicos proliferam e se 

diferenciam em células que eliminam os patógenos, exigindo assim, diferentes 

mecanismos para procura, reconhecimento e eliminação destes patógenos os quais 

podem estar fisicamente localizados em diversos locais no corpo do hospedeiro. 

Uma característica fundamental da imunidade adaptativa é o fato de que durante 

este processo de eliminação do agente invasor, há a geração de um grande número 

de linfócitos com memória, diferenciados pela seleção clonal, permitindo assim, 

uma resposta mais rápida e eficaz durante uma reinfecção222. A modulação e 

regulação da resposta imune seja para suprimi-la (imunossupressão) ou para 

estimulá-la (imunoestimulação), quando desejado, constitui o principal objetivo da 

clínica médica em imunologia. Similarmente, a pesquisa em imunotoxicologia está 

baseada no monitoramento destes quadros de ativação/supressão do sistema 

imunológico, frente à exposição aos toxicantes, em relação às variações normais da 

resposta imune durante a manutenção da homeostasia do organismo222.  

Um adjuvante é qualquer substância que aumente a imunogenicidade de 

outras substâncias injetadas misturadas com o adjuvante. Quimicamente, os 

adjuvantes constituem um grupo de compostos muito heterogêneos, e devido essa 
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diversidade, eles podem atuar através de mecanismos diversos que incluem: i) 

conversão do antígeno solúvel em material particulado [facilmente ingerido pelas 

células apresentadoras de antígenos (APCs), tais como macrófagos, células 

dendríticas e linfócitos B]; ii) liberação lenta ou controlada do antígeno; iii) 

proteção do antígeno contra proteólise e, iv) estímulo da atividade das células 

APCs. Os adjuvantes tradicionais são o hidróxido de alumínio [Al(OH)3], o 

adjuvante de Freund (mistura óleo-água) e os ISCOMs (Complexos imuno-

estimuladores, contendo o detergente Quil-A). Outros adjuvantes vêm sendo 

testados, como lipossomas, microesferas poliméricas e recentemente, sílica 

nanoestruturada SBA-15223.   

Nesta seção da tese, iniciamos o estudo do efeito imunomodulatório dos 

nanotubos de carbono purificados (CNT-LQES) sobre camundongos geneticamente 

selecionados. A vantagem de utilizar este modelo de camundongos reside, 

principalmente, na possibilidade de contar com indivíduos geneticamente 

homogêneos para os loci (regiões fixas nos cromossomos onde estão localizados 

determinados genes) relevantes para as principais características imunobiológicas, 

como resposta inflamatória, produção de anticorpos e tolerância 

imunológica
213,224

. Além disso, a possibilidade de reconstituir, por cruzamentos 

interlinhagens, uma população F2 segregante com distribuição normal dos 

fenótipos num fundo genético heterogêneo213.  

Para avaliar o papel imunomodulatório dos CNT-LQES, camundongos 

geneticamente selecionados para alta [HIII] e baixa [LIII] resposta na produção de 

anticorpos123
 foram imunizados pela via subcutânea (SC), segundo o protocolo de 

imunização descrito no item 4.4.2. As vias pelas quais os antígenos são 

administrados (e.g. subcutânea, intradérmica, intramuscular, intravenosa, intranasal 

ou oral) afetam tanto a magnitude quanto o tipo de resposta imunológica obtida. 
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Geralmente, antígenos injetados no subcutâneo provocam uma forte resposta, 

provavelmente porque são capturados pelas células de Langerhans e apresentados, 

eficientemente, aos linfonodos locais. Portanto, a via SC foi utilizada neste 

trabalho, uma vez que o objetivo do nosso experimento foi avaliar a produção de 

anticorpos específicos contra a proteína albumina sérica bovina [BSA] em função 

da presença da amostra CNT-LQES. Foi escolhida a proteína BSA como antígeno 

modelo, uma vez que trabalhos na literatura relatam a interação desta proteína com 

nanotubos de carbono225,226.  

Devido à existência de estudos que reportam a relação entre a porcentagem de 

antígeno encapsulado em nanopartículas com o desenvolvimento da imunidade 

específica227, primeiramente, foi avaliado in vitro a capacidade de adsorção de BSA 

nos CNT-LQES. Na Figura 35, podemos observar que existe um aumento na 

porcentagem de BSA adsorvida em função da concentração dos nanotubos 

purificados CNT-LQES, sendo que um platô é atingido a partir da proporção de 

1:10 (BSA/CNT-LQES). Nesta proporção, cerca de 90% do antígeno modelo BSA 

está adsorvido na superfície dos CNT-LQES. Assim, esta proporção de 1:10 foi 

utilizada para a preparação do complexo imunogênico e imunização dos 

camundongos. Zhao e colaboradores (2010)226 estudaram os mecanismos 

envolvidos na adsorção (interação não-covalente) de BSA com a superfície de 

NTCPM purificados com HNO3. Análises das técnicas de espectroscopia UV-Vis e 

de dicroísmo circular [CD] revelaram que a proteína BSA sofre alterações em sua 

estrutura secundária e terciária, após interação com os nanotubos. Utilizando 

sondas fluorescentes específicas [digitoxin, phenylbutazone e flufenamic acid] 

demonstraram que ocorreu um mecanismo do tipo não específico (interação 

eletrostática) entre os resíduos dos aminoácidos da proteína com a superfície dos 
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nanotubos226. Resultados semelhantes foram obtidos por Man e colaboradores 

(2010)228. 

 

Figura 35. Porcentagem de adsorção da proteína albumina sérica bovina [BSA] nos 
nanotubos de carbono purificados (CNT-LQES) após a incubação por 12 horas 
[overnight] em solução tampão PBS pH 7.4, conforme descrito no item 4.4.2 

A Figura 36 representa os resultados obtidos das dosagens dos anticorpos 

totais [IgG anti-BSA] nos soros dos camundongos HIII e LIII pelo método de 

ELISA, após a reposta primária (RP) e resposta secundária (RS). Quando 

comparamos os títulos obtidos, verificamos que o grupo BSA+CNT-LQES 

apresentaram títulos elevados que foram equivalentes ao grupo de camundongos 

imunizados com o hidróxido de alumínio [BSA+Al(OH)3], um tradicional 

adjuvante imunológico. Os animais imunizados somente com BSA apresentaram 

títulos de IgG anti-BSA em níveis basais, onde isto pode ser explicado pelo fato de 

a maioria das proteínas purificadas serem pouco imunogênicas quando 

administradas sozinhas222. 
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(A) 

 

(B) 

Figura 36. Média ± desvio padrão dos títulos de IgG anti-BSA produzidos por 
camundongos geneticamente selecionados: (A) Linhagem HIII; alta reposta na produção 
de anticorpos; (B) Linhagem LIII; baixa resposta na produção de anticorpos. Os 
camundongos foram imunizados pela via subcutânea (n= 3 animais/grupo). RP – Resposta 
Primária; RS – Resposta Secundária. a,bLetras diferentes indicam que os valores são 
estatisticamente diferentes segundo o Teste-t com p<0,05.  

Estes resultados demonstram que os CNT-LQES atuam como agentes 

imunoestimulatórios, com potencial aplicação no campo dos adjuvantes 

imunológicos, promovendo o aumento da imunogenicidade do antígeno BSA. Este 
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efeito adjuvante foi verificado para ambas as linhagens de camundongos estudadas. 

Observa-se também que os CNT-LQES foram capazes de manter uma eficiente 

memória imunológica, uma vez que foi verificado um aumento na produção IgG 

anti-BSA na resposta secundária (RS), em ambas as linhagens, sendo esta 

propriedade uma das principais vantagens do uso de adjuvantes na produção 

vacinas e soros223. E, considerando que estas linhagens de camundongos 

geneticamente selecionadas para alta [HIII] e baixa [LIII] resposta na produção de 

anticorpos são modelos representativos dos extremos fenotípicos de uma 

importante característica imunobiológica (produção de anticorpos), podemos 

concluir que os CNT-LQES quando submetidos a uma população natural poderão 

induzir efeito adjuvante e memória imunológica eficientes, pois eles foram capazes 

de modular até mesmo a resposta constitutiva de camundongos que apresentam 

baixa resposta na produção de anticorpos [LIII] (Figura 36). 

Outro ponto importante, é que este efeito adjuvante apresentado pelo CNT-

LQES foi dependente da adsorção de BSA na sua superfície, visto que foi 

observado uma redução significativa na produção de anticorpos anti-BSA para o 

grupo BSA:CNT-LQES (imunização com BSA não adsorvida nos CNT-LQES) 

(Figura 36). Tais resultados indicam que os CNT-LQES estariam facilitando o 

reconhecimento de BSA pelas células apresentadoras de antígenos [APCs]. 

Entretanto, estudos mais aprofundados precisam ser realizados, pois são 

diversificados os mecanismos desempenhados pelos adjuvantes particulados (micro 

e nano)223,229. Nesse sentido, até o momento, foram demonstrados pelo menos dois 

mecanismos envolvidos no efeito imunoestimulátorio de NTCs em camundongos 

imunizados pela via SC: i) ativação de linfócitos B específicos220; e ii) ativação do 

sistema complemento com produção de citocinas inflamatórias, levando à ativação 

dos macrófagos [immune activity boosted]221.  
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Na direção de entender a interação de NTCs com o sistema imunológico, um 

estudo in vitro publicado por Palomaki e colaboradores (2010) relatou que NTCPM 

e NTCPS não apresentam efeito citotóxico sobre as APCs (macrófagos e células 

dendríticas) de camundongos até a concentração de 300 µg/mL230. Outro trabalho 

publicado por Wang e colaboradores, também relata que NTCPM não influenciam 

na atividade funcional de células dendríticas (reconhecimento de antígenos e 

ativação dos linfócitos T)231. Nesta mesma direção, Kostas Kostarelos havia 

reportado que NTCs < 15 µm [short nanotubes] podem ser eficientemente 

fagocitados pelos macrófagos, enquanto que NTCs > 15 µm [long nanotubes] 

induzem fagocitose frustrada232. Meng e colaboradores (2010) estudaram o efeito 

da imunização subcutânea (SC) de nanotubos de carbono de paredes múltiplas 

(NTCPM) sobre a resposta imune de camundongos BALB/c. Foi demonstrado que 

os NTCPM induzem a ativação do sistema complemento e produção de citocinas 

pró-inflamatórias em um curto período de tempo, após a imunização dos 

camundongos. No entanto, os níveis plasmáticos do complemento e citocinas 

retornam aos seus valores normais em função do tempo. Com exceção dos 

linfonodos, não foi verificado a acumulação dos nanotubos no fígado, baço, rim e 

coração dos camundongos. Além disso, não foi verificada nenhuma alteração 

nestes órgãos ou linfonodos. Estes resultados indicam que a administração 

subcutânea de NTCPM induz óbvias reações imunológicas em um curto espaço de 

tempo, as quais são eliminadas com o passar do tempo233. Ainda em 2010, foi 

demonstrado que Neutrófilos, um tipo de célula do sistema imunológico, possui 

uma enzima (mieloperoxidase) capaz de degradar NTCs, diminuindo assim, seu 

efeito inflamatório in vivo
234. Koyama e colaboradores demonstraram excelente 

biocompatibilidade para nanotubos de carbono de paredes múltiplas de elevada 

pureza [> 99 %, livre de resíduo metálico (ferro)], quando implantados pela via 
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subcutânea em camundongos. Por outro lado, nanotubos implantados contendo alto 

teor de resíduo metálico (ferro) induziram severas reações imunológicas no local da 

injeção, bem como a indução de reações imunológicas sistêmicas235. E, no campo 

dos adjuvantes, Yandar e colaboradores demonstraram que NTCPM 

funcionalizados covalentemente com o peptídeo AMA-1, isolado da membrana do 

Plasmodium vixax (protozoário parasita causador da doença Malária), foram 

eficientes na indução de imunidade especifica protetora (memória imunológico) de 

camundongos, pois, após a infecção com os parasitas, estes, que foram imunizados 

com os nanotubos funcionalizados,  não desenvolveram parasitemia em relação aos 

animais imunizados somente com o peptídeo AMA-1219. 

Apesar da impossibilidade de comparação entre os resultados acima 

mencionados e com os descritos nesta tese, devido diferenças nas propriedades 

físico-químicas dos NTCs estudados (e.g. tipo de nanotubos, tamanho, defeitos, 

pureza e etc), estes resultados são positivos rumo à exploração do potencial dos 

NTCs no campo dos adjuvantes imunológicos. Contudo, estudos mais 

aprofundados precisam ser conduzidos, por exemplo: mecanismos da 

adjuvanticidade, influência da alteração da estrutura tridimensional dos antígenos, 

após a funcionalização com o desenvolvimento da resposta humoral (e.g. exposição 

de epítopos críticos), funcionalização com outros antígenos de interesse biomédico, 

estudos imunotoxicológicos, etc. 
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5.3.3. Nível Celular-molecular: efeito sobre Astrócitos primários in vitro 

Nanotubos de carbono são promissores materiais para interação com sistemas 

celulares, sejam para o desenvolvimento de biosensores ou como plataformas para 

modulação de funções celulares específicas, sendo que, podemos encontrar muitos 

dados publicados na literatura, abordando os diferentes aspectos desta interação236. 

A importância desses estudos é justificada pelo fato das células corresponderem à 

unidade estrutural e funcional básica da organização dos seres vivos237. Assim, um 

profundo entendimento e controle destas interações permitirão o desenvolvimento 

de novas tecnologias biológicas, bem como medidas de segurança. 

A Neurologia é uma área do conhecimento fortemente dependente do 

desenvolvimento de novos materiais e tecnologias para seu avanço, uma vez que o 

sistema nervoso é um dos mais intrincados e complexos da natureza.  Contudo, 

NTCs estão sendo avaliados para o desenvolvimento de próteses neuronais238, 

tratamento de tumores cerebrais239 e como ferramentas para pesquisa básica em 

Neurologia240. A principal motivação para aplicação de NTCs nesta área é a 

exploração das suas excelentes propriedades de condutividade elétrica e 

biocompatibilidade quando imobilizados sobre substratos. Nessa direção, Cellot e 

colaboradores (2009) demonstraram pela primeira vez que redes de NTCs podem 

modular a propagação do sinal elétrico de neurônios in vitro
241. Conseqüentemente, 

o estudo da interação de nanotubos de carbono com as células que compõem o 

sistema nervoso é fundamental242.  

Astrócito é um tipo de célula que compõem o sistema nervoso central 

(cérebro e medula espinhal), e desempenham funções como a nutrição dos 

neurônios através da regulação e liberação de substâncias, sustentação do sistema 

nervoso através do preenchimento dos espaços entre os neurônios, suporte para as 
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células endoteliais que compõe a barreira hematoencefálica. Além disso, estão 

envolvidos em processos de natureza neuro-imunológica e na remoção de vestígios 

de células neuronais, via fagocitose. No entanto, apesar do interesse dos NTCs na 

área de neurociências, são limitados os estudos envolvendo nanotubos de carbono e 

astrócitos243,244, e em especial, sobre culturas primárias isoladas de cérebros de rato.  

Dentro deste contexto, decidimos iniciar o estudo do efeito dos CNT-LQES2 

sobre células de astrócitos primários in vitro. Geralmente, astrócitos primários 

sadios (controle) em cultura apresentam um aumento linear no número de células 

em função do tempo. Assim, primeiramente, estas células foram expostas a cinco 

concentrações crescentes de CNT-LQES2 (2,5 a 50 µg/mL) dispersos no meio de 

cultura, e em seguida, foi realizada a contagem do número de células após 24, 48 e 

72 horas de tratamento.  

Na Figura 37 através da técnica de microscopia de fluorescência podemos 

observar a redução do número de células em função do aumento da concentração 

dos CNT-LQES2 após 72 horas de tratamento quando comparado ao grupo 

controle.  

Como podemos verificar na Figura 38, para a maior concentração testada (50 

µg/mL), ocorreu uma inibição do crescimento a partir de 24 horas, com redução de 

aproximadamente 65% no número de células após 72 horas. Por outro lado, baixas 

concentrações de nanotubos (2,5 a 10µg/mL) não apresentaram efeito sobre o 

crescimento dos astrócitos até 48 horas de exposição. Estes resultados demonstram 

um efeito antiproliferativo dos CNT-LQES2 sobre astrócitos primários, e uma 

tendência dose-resposta, em função da concentração e do tempo de exposição aos 

nanotubos.  
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Figura 37. Imagens de microscopia de fluorescência dos Astrócitos primários após 72 
horas de exposição aos CNT-LQES2 (A) Controle; (B) 2,5 µg/mL; (C) 5 µg/mL; (D) 10 
µg/mL; (E) 25 µg/mL e (F) 50 µg/mL. As regiões em azul representam os núcleos 
celulares que foram marcados com DAPI. 

 

Figura 38. Número de células de Astrócitos primários após 24, 48 e 72 horas de 
exposição a concentrações crescentes de CNT-LQES2 (0 a 50µg/mL). Foram inicialmente 
semeadas 2,0 x 104 células/concentração de nanotubos no tempo zero hora (0h). 
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Embora nossos resultados suportam uma correlação dose-resposta, devemos 

entender o comportamento coloidal dos nanotubos no meio de cultivo, pois, como 

por exemplo, eventos de agregação e aglomeração podem influenciar neste 

processo, como já relatado na literatura245. Na Figura 39 podemos observar através 

de imagens de microscopia óptica a formação de aglomerados de nanotubos 

interagindo sobre a superfície dos astrócitos. Observa-se que há a formação de 

aglomerados maiores sobre as células e aglomerados menores ao redor das células. 

A formação destes aglomerados influência a disponibilidade dos CNT-LQES2, 

podendo interferir na reprodutibilidade e nos valores de citotoxicidade obtidos. 

Nesse sentido, os estudos de Lison e colaboradores (2011)246 reforçam a 

necessidade de maior atenção quanto ao comportamento coloidal dos nanomateriais 

em meios de cultivo de células, pois foi demonstrado que além dos efeitos de 

agregação e aglomeração, a velocidade de sedimentação das nanopartículas nos 

meios de cultivo de células também pode influenciar nos testes de citotoxicidade. 

 

Figura 39. Microscopia óptica das células de astrócitos primários após 72 horas de 
crescimento em placa. (A) Controle; (B) CNT-LQES2 (25 µg/mL).  

Assim, segundo a International Alliance for NanoEHS Harmonization 

[IANH] é altamente recomendado que estudos de dispersão e do comportamento 
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coloidal dos nanomateriais nos diferentes meios biológicos sejam realizados antes 

do início dos experimentos com células247. Este estudo foi uma iniciativa entre 

diferentes grupos de pesquisa sediados nos Estados Unidos e na União Européia, 

para tentar harmonizar as discrepâncias entre os resultados durante a realização de 

testes de citotoxicidade para nanomateriais, através da elaboração de protocolos 

robustos e métodos reprodutíveis para dispersão de nanomateriais. 

Um importante tópico no estudo de NTCs com sistemas celulares é a 

elucidação dos mecanismos envolvidos no processo de internalização celular destes 

nanomateriais, pois este processo é fundamental para a aplicação dos nanotubos no 

campo dos delivery systems, bem como para o entendimento dos mecanismos de 

morte celular em estudos toxicológicos248.  

Entretanto, ainda não existe um mecanismo bem definido para o processo de 

internalização celular dos nanotubos. Dois fatores contribuem para isto: i) 

dificuldade de comparação dos resultados publicados na literatura, pois na maioria 

das vezes, os grupos de pesquisa utilizam nanotubos de diferentes procedências e 

muitas vezes não é reportada uma completa caracterização físico-química da 

amostra estudada; ii) não existe um banco de dados público para a anotação e 

comparação destes estudos248. Raffa e colaboradores249 publicaram recentemente 

uma revisão abordando este tópico, e foi relatado que existem três tipos de 

mecanismos envolvidos no processo de internalização celular dos nanotubos de 

carbono: a) fagocitose, b) endocitose e, c) difusão.  O processo de internalização 

via fagocitose ocorre para os NTCs que apresentam comprimento > 1 µm, estejam 

eles no estado de aglomerados, em feixes [bundles] ou individualizados. Por outro 

lado, o processo de internalização via endocitose (mediado por receptores 

específicos na superfície celular) ocorre para NTCs que foram funcionalizados com 

proteínas, DNA e anticorpos, formando complexos supramoleculares. Nanotubos 
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de carbono com comprimento < 1 µm podem ser internalizados via difusão, através 

da membrana plasmática [nano-needle hypothesis], desde que não ocorra a 

formação de complexos supramoleculares. Outros parâmetros estruturais, como por 

exemplo, diâmetro, quiralidade e defeitos nos NTCs têm sido pouco estudados. No 

entanto, é consenso que as propriedades físico-químicas dos NTCs são 

determinantes no processo de internalização celular destes materiais248,249.  

Com o objetivo de verificar se os CNT-LQES2 foram internalizados nas 

células primárias de astrócitos, realizamos análises de microscopia eletrônica de 

transmissão [TEM] das células expostas aos CNT-LQES2. Na Figura 40 é possível 

visualizar os nanotubos envoltos em compartimentos intracelulares e no citoplasma 

dos astrócitos, estando eles apresentados na forma de aglomerados ou isolados.  

Diante destas recentes discussões, podemos constatar que os CNT-LQES2 

estão sendo internalizados nos astrócitos via fagocitose, uma vez que estas células 

possuem comprovada capacidade fagocítica, inclusive de partículas de carbono 

coloidal250, além disso, podemos observar os nanotubos em aglomerados dentro do 

citoplasma (Figura 40-A). Existem nesta amostra (CNT-LQES2) nanotubos com 

comprimento > 1 µm (Figura 14-E), o que suporta o mecanismo de internalização 

via fagocitose.  

Na Figura 40-B as setas indicam os nanotubos CNT-LQES2 isolados no 

citoplasma dos astrócitos primários e localizados próximos a uma mitocôndria 

(organela citoplasmática envolvida no processo de respiração celular). Esta imagem 

indica que alguns nanotubos presentes na amostra CNT-LQES2 podem ser 

translocados dentro do citoplasma dos astrócitos.  
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Figura 40. Microscopia eletrônica de transmissão [TEM] dos astrócitos primários após a 
exposição aos CNT-LQES2. (A) A região limitada pelo círculo pontilhado indica os 
nanotubos aglomerados envoltos por um compartimento intracelular; (B) As setas 
indicam alguns nanotubos isolados e dispersos no citoplasma, localizados próximos a uma 
mitocôndria (organela citoplasmática). 

Utilizando uma combinação de várias técnicas microscópicas avançadas 

[energy-filtered TEM, high angle annular dark field scanning TEM, tomography e 
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confocal microscopy], Cheng e colaboradores251, construíram imagens em três 

dimensões (3D) de células após a exposição in vitro a nanotubos, e conseguiram 

determinar a distribuição espacial destas partículas no interior da célula. Neste 

estudo eles observaram NTCPM e NTCPS migrando pelo citoplasma, lisossomos e 

entre as membranas do núcleo celular, sendo proposta a hipótese da “nanoagulha” 

para estas translocações intracelulares. Diante deste estudo, é interessante 

mencionar que os nanotubos CNT-LQES2 próximos a mitocôndria apresentam 

comprimento < 1 µm, uma premissa para que ocorra o mecanismo de difusão entre 

membranas plasmáticas [nano-needle hypothesis].  

Com o intuito de iniciar o entendimento dos mecanismos moleculares 

envolvidos no processo de morte dos astrócitos, após a exposição aos CNT-LQES2, 

foi realizado um teste denominado TUNEL. Este teste é comumente utilizado na 

área de biologia celular e toxicologia para detectar a ocorrência de danos no DNA 

(fragmentação) após injúrias celulares de diferentes naturezas, em virtude da 

ativação de cascatas de sinais bioquímicos que acarretam na indução de morte 

celular programada (apoptose). Na Figura 41, é possível constatar através da 

técnica de TUNEL, que os astrócitos após a exposição aos CNT-LQES2 iniciam um 

processo de morte celular programada, evidenciado pela presença de lesões no 

DNA (marcações na coloração verde). Assim, considerando explorar o comprovado 

potencial dos NTCs como agentes transportadores de moléculas biologicamente 

ativas, [e.g. siRNA]79, podemos supor com base nestes primeiros estudos de 

citotoxicidade, que nossos nanotubos purificados CNT-LQES2 não devem ser 

utilizados em concentrações superiores a 2,5 µg/mL e por intervalos maiores a 24 

horas de exposição para as células de astrócitos primários. 

Apesar de não haver trabalhos publicados relatando o efeito de nanotubos de 

carbono sobre astrócitos primários isolados de cérebros de ratos Lewis, 
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pesquisadores utilizando o Teste de TUNEL têm demonstrado que NTCPMs 

induzem morte celular, via apoptose, em células epiteliais de pulmão de 

camundongos in vitro
252 e em tecidos pulmonares de camundongos in vivo após 

exposição pela via intratraqueal253. Em ambos os relatos, o processo de morte 

celular foi devido à geração de radicais livres (estresse oxidativo) com ativação de 

vias de sinalização, envolvendo enzimas caspases e conseqüente indução do 

processo de apoptose. 

 

Figura 41. Microscopia de fluorescência dos astrócitos primários expostos aos CNT-
LQES2 (2,5; 5 e 10 µg/mL), após 72 horas de tratamento. As figuras A,D,G,J representam 
a marcação dos núcleos celulares (DNA) com o reagente DAPI (azul); as figuras B,E,H,K 
representam a marcação dos núcleos celulares (DNA lesionado) em processo de apoptose 
pelo teste de TUNEL (verde). As figuras C,F,I,L representam a sobreposição das duas 
marcações anteriores [DAPI + TUNEL].  
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. Em geral, a maioria dos trabalhos publicados, envolvendo a interação de 

NTCs com sistemas celulares tem focado na utilização de marcadores bioquímicos 

e moleculares de exposição (e.g. MTT, NR, LDH, caspases, citocinas, anexina-

V/PI, TUNEL e etc), onde estas respostas biológicas são correlacionadas com os 

tipos de NTCs em questão51,236. No entanto, Casey e colaboradores (2008)125 

iniciaram uma importante discussão. Primeiramente, eles demonstraram que NTCs 

podem induzir efeito citotóxico de maneira indireta, via depleção, ou remoção de 

nutrientes do meio de cultura125. Posteriormente, o mesmo grupo relatou que 

reagentes comumente utilizados para avaliação da citotoxicidade nos testes de 

MTT e NR podem interagir com a superfície dos NTCs levando a resultados 

equivocados durante a realização destes experimentos. Nesse sentido, foi proposta 

a realização de outros métodos mais robustos para avaliação da citotoxicidade de 

nanoestruturas de carbono, como por exemplo, o ensaio clonogênico254 e a 

espectroscopia Raman255.  

Motivados por estas discussões, decidimos avaliar se os CNT-LQES2 

estariam causando citotoxicidade via depleção de nutrientes ou remoção de 

componentes do meio de cultura (DMEM com 10% de soro fetal bovino), uma vez 

que os nanotubos possuem alta área superficial para adsorção destes nutrientes ou 

componentes do meio de cultura. Para isto, os CNT-LQES2 (50 µg/mL) foram 

incubados com o meio de cultura por 1 hora a 37°C e, em seguida, os nanotubos 

foram removidos do meio de cultura por centrifugação e filtração. Este meio de 

cultura, livre dos CNT-LQES2, foi fornecido aos astrócitos sadios e monitorado o 

crescimento celular por 24, 48 e 72 horas (item 4.4.3). Como demonstrado na 

Figura 42, constatamos que os CNT-LQES2 não exercem efeito citotóxico, via 

depleção de nutrientes ou remoção de componentes do meio de cultura celular, pois 

não verificamos diferenças significativas no padrão de crescimento e no número de 
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células entre os astrócitos cultivados em meio de cultura normal e no meio de 

cultura do teste de remoção de nutrientes, denominado Teste-RN.  Entretanto, os 

componentes protéicos do meio de cultura, o soro fetal bovino (SFB)256, interagem 

com os CNT-LQES2 e são os responsáveis pela estabilidade dos nanotubos nestas 

suspensões, visto que os nanotubos aglomeram no meio de cultura sem a adição de 

SFB, enquanto que na presença de 10% de SFB, estas suspensões são estáveis por 

mais de 72 horas (Figura 42). Todavia, esta estabilidade é um "comportamento 

macroscópico", sendo necessário acompanhar os "comportamentos microscópicos" 

dos CNT-LQES2 nestas suspensões. 

 

Figura 42. Teste-RN: avaliação da influência dos CNT-LQES2 sobre a remoção de 
nutrientes presentes no meio de cultura sobre o crescimento dos astrócitos primários.  

Análises de espalhamento de luz dinâmico [DLS] dos nanotubos removidos 

por centrifugação do meio de cultura (item 4.4.3) indicam que ocorreu a formação 

de um revestimento [coating] sobre a superfície dos CNT-LQES2, pois verificamos 

um aumento no tamanho das partículas (diâmetro médio) após a interação com o 

meio DMEM suplementado com SFB (Figura 43).  
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Figura 42. Estabilidade dos CNT-LQES2 em meio de cultura celular, após 72 horas: (A) 
Meio de cultura DMEM contendo 10% de soro fetal bovino (SFB); (B) CNT-LQES2 (50 
µg/mL) dispersos meio de cultura DMEM (sem adição de SFB); (C) CNT-LQES2 (50 
µg/mL) dispersos em meio de cultura DMEM contendo 10% de SFB.  

 

Figura 43. Medidas de Espalhamento de Luz Dinâmico [DLS] das suspensões de CNT-
LQES1 (5 µg/mL) em água deionizada (linha vermelha).  A linha verde representa os 
CNT-LQES2 (5 µg/mL), após interação com o meio de cultura celular [DMEM com 10% 
de soro fetal bovino] em água deionizada (linha verde). Os CNT-LQES1 apresentaram um 
diâmetro médio de ~ 123 ± 2,0 nm em água deionizada e ~ 222 ±  66 nm após interação 
com meio de cultura celular (CNT-LQES2@corona). Estas análises foram realizadas para 
demonstrar a formação do revestimento de biomoléculas [corona] sobre os nanotubos 
provenientes do teste de remoção de nutrientes (Teste-RN), conforme descrito no item 
4.4.3. 

~ 123 nm ~ 222 nm 
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Assim, segundo os recentes avanços na bionanointerface, podemos supor que 

as proteínas do soro fetal bovino estão formando um revestimento [coating] sobre 

os nanotubos, o qual tem sido denominado protein corona
111,257. O surgimento 

desta identidade [protein corona] para a área de nanotoxicologia de NTCs pode ter 

profundas implicações quanto à comparação dos resultados publicados na 

literatura, pois tem sido demonstrado que a procedência e tratamentos térmicos 

durante a preparação do soro fetal bovino podem influenciar na composição das 

proteínas da corona, bem como no processo de internalização e na citotoxicidade de 

nanopartículas258. 

Portanto, devemos nos aprofundar no entendimento da interação de 

biomoléculas e fluidos biológicos com a superfície dos nanotubos de carbono, dado 

que, é neste domínio que temos a formação da bionanointerface e a marcada 

distinção entre o estudo de agentes toxicantes clássicos (moléculas) e os 

nanomateriais (partículas com diferentes funcionalidades e níveis sofisticação). 

Entretanto, é importante manter em foco que estamos lidando com fluidos 

biológicos, por exemplo, o SFB é uma mistura de proteínas (> 150)256 e a maioria 

dos modelos teóricos e experimentais, envolvendo a interação de proteínas com 

superfícies sólidas estão baseadas na utilização de proteínas individuais 

(purificadas). Neste caso, será necessário desenvolver uma estratégia para lidar 

com os aspectos físico-químicos (e.g. equilíbrio químico, colóides e superfícies) 

nesta mistura altamente heterogênea, uma vez de cada proteína presente no SFB 

possui uma afinidade específica sobre a superfície dos nanomateriais, e estarão 

ocorrendo múltiplos efeitos cooperativos e/ou competitivos111,257.  

Diante destes novos conceitos na bionanointerface, as implicações desta 

identidade CNT-LQES2@corona sobre os astrócitos primários precisam ser 

elucidadas e levadas em consideração em trabalho futuros.  
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6. Conclusões 

 Aspectos químicos: 

[1] Os nanotubos de carbono de paredes múltiplas [Ctube 100, CNT Co. Ltd] 

podem ser purificados (> 98,5%, livres de ferro) através de tratamentos químicos 

com HNO3 e HCl sob sistema convencional de refluxo e agitação. O tratamento 

químico com NaOH remove os fragmentos de carbono carboxilados (FCCs), 

adsorvidos na superfície dos nanotubos oxidados com HNO3, melhorando assim a 

qualidade da amostra;  

[2] As técnicas clássicas de caracterização de materiais sólidos podem ser 

utilizadas de maneira integrada para caracterização de nanotubos de carbono. 

Todavia, devido à alta heterogeneidade destes materiais, é difícil obter uma precisa 

determinação da distribuição de tamanhos e grupos superficiais; 

[3] A geração dos FCCs durante o tratamento oxidativo com HNO3 é 

fortemente dependente da temperatura utilizada no sistema de refluxo. Estes FCCs 

adsorvidos na superfície dos nanotubos interferem na avaliação in vitro da 

biodisponibilidade do ferro (Fe2+) nas amostras de nanotubos pelo Método 

Ferrozina; 

[4] Os FCCs (DEBRIS) são misturas complexas (> 800 fragmentos) de 

espécies orgânicas altamente aromáticas, contendo diferentes grupamentos 

oxigenados similares às substâncias fúlvicas e matéria orgânica dissolvida.  
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Interação com Biossistemas: 

[1] Nível Ecológico: a) Os CNT-LQES1 não formam suspensões estáveis em 

água mineral reconstituída, tendendo à aglomeração e sedimentação, 

impossibilitando a determinação precisa da toxicidade aguda sobre o organismo 

bioindicador Daphnia similis. Porém, os biossurfactantes produzidos pelo 

microorganismo Bacillus subtilis estabiliza os CNT-LQES1 em água mineral 

reconstituída. Testes de ecotoxicidade aguda (48 horas de exposição) sobre D. 

similis demonstraram que os CNT-LQES1 dispersos neste biossurfactante não 

apresenta toxicidade aguda até 30 mg/L; b) Os CNT-LQES1 não apresentam efeito 

mutagênico sobre linhagens de Salmonella typhimurium (Teste de Ames); c) os 

materiais inorgânicos do tipo hidrotalcitas e sulfato de alumínio são altamente 

eficientes para o tratamento de efluentes contendo FCCs, provenientes da 

purificação de NTCs, sendo um bom exemplo da aplicação dos conceitos da 

Ecologia Industrial e Química Verde em N&N; 

[2] Nível Imunológico: Os CNT-LQES apresentam efeito imunoestimulatório 

(adjuvante) sobre camundongos geneticamente selecionados para alta [Linhagem 

HIII] e baixa [Linhagem LIII] resposta na produção de anticorpos. Tal efeito 

adjuvante foi avaliado, utilizando a proteína BSA como antígeno modelo, sendo 

que a adsorção de BSA na superfície dos nanotubos é um fator importante para a 

manifestação deste efeito adjuvante; 

[3] Nível Celular-molecular: Os CNT-LQES2 podem ser internalizados nas 

células de astrócitos primários in vitro, e apresentam efeito citotóxico, via indução 

de morte celular programada (apoptose).  
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7. Considerações finais 

Nanotubos de carbono apresentam um amplo potencial para inovação em 

diversos setores, principalmente, devido suas exclusivas propriedades físicas e 

versatilidade química. Entretanto, é necessário incluí-los na problemática da 

sustentabilidade. Observando o panorama científico e tecnológico, envolvendo os 

NTCs, é possível constatar que há uma busca para o entendimento da clássica 

relação (paradigma): estrutura-propriedade-função, uma vez que, só é possível o 

desenvolvimento de tecnologias e modelagens após o controle desta relação. 

Apesar dos avanços obtidos, é importante ressaltar que existem entraves a serem 

superados para o domínio desta clássica relação, sejam nos métodos de síntese e 

caracterização, nas etapas de purificação e separação, no desenvolvimento de rotas 

para funcionalização de alta precisão e biossegurança. Todavia, devemos levar em 

consideração que os nanotubos são materiais recentes na sociedade, e foram 

introduzidos na área biológica há menos de 10 anos.  

No entanto, já existe uma indústria instalada, e em expansão, para a produção 

massiva (acima de mil toneladas/ano) com geração de economia e produtos em 

torno dos nanotubos de carbono. Diante deste fato, na medida do possível, devemos 

começar a construir cenários realísticos de exposição, frente aos biossistemas, 

levando em consideração as potenciais aplicações e produtos contendo NTCs. E, a 

partir desses cenários, revisitar ou criar metodologias e protocolos para avaliação 

da toxicidade e seus riscos. A utilização de abordagens sistêmicas pode contribuir 

para o avanço do diálogo entre conhecimentos e disciplinas envolvidas nesta 

temática, pois trazem elementos para uma discussão mais abrangente durante a 

resolução dos problemas, e, além disso, podem auxiliar na identificação de novos 

problemas a serem abordados.  



Considerações finais 

101 

 

No que diz respeito aos aspectos químicos deste trabalho, devemos abandonar 

o conceito "Purificação de NTCs" e caminhar na construção de uma "Qualidade de 

NTCs", pois a adoção deste termo remete um maior número de propriedades ou 

características a serem alcançadas e determinadas nas amostras em função dos 

objetivos da pesquisa e aplicações, pois o termo pureza remete ao teor 

(porcentagem) de resíduo metálico nas amostras, sendo que, outros resíduos como 

os fragmentos de carbono carboxilados (FCCs) geralmente não são levados em 

consideração. Além disto, temos as questões relacionadas à biodisponibilidade 

destes resíduos metálicos nas amostras "purificadas" e a determinação precisa do 

tamanho e grupos superficiais dos nanotubos estudados. Portanto, será fundamental 

uma forte articulação entre os métodos de preparação e caracterização físico-

química de materiais no estado sólido-coloidal. Todavia, cabe salientar que, 

algumas destas técnicas são de difícil acesso, exigem especialização e tempo para a 

obtenção e interpretação dos resultados. De fato, é preciso desenvolver, consolidar 

e difundir a idéia de que NTCs são materiais altamente heterogêneos e com 

diferentes níveis de sofisticação (funcionalizações), pois, do mesmo modo que esta 

enorme heterogeneidade e versatilidade apresentada pelos NTCs oferecem muitas 

oportunidades para inovação, também acarretam dificuldades para uma rigorosa 

avaliação dos seus efeitos biológicos e toxicológicos, uma vez que estamos lidando 

com sistemas complexos.  

Quanto à interação com biossistemas, temos o desafio da integração das 

informações, pois são inúmeras as variáveis a serem tratadas e consideradas. 

Conforme demonstrado e discutido neste trabalho, os NTCs vão interagir em 

função dos níveis da organização hierárquica dos biossistemas. Mas deve ser 

realçado que, a presença dos nanotubos no ambiente biológico, não implica que 

haverá necessariamente a manifestação de efeitos nocivos (tóxicos). De modo que, 
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devemos considerar: "tipo de NTCs", os eventos de agregação, aglomeração e 

sedimentação, a dose, a freqüência, o tempo de exposição, e principalmente, as vias 

de introdução ou entrada dos nanotubos nos biossistemas, sendo que esta última 

está diretamente relacionada com os aspectos cinéticos e dinâmicos da 

biointeração. Nesse sentido, considerando a entrada dos nanotubos no meio 

ambiente pela via aquática, demonstramos que nanotubos de carbono oxidados irão 

sofrer processos espontâneos de aglomeração nos corpos d'água, tendendo à 

sedimentação, e estes processos influenciarão profundamente na sua 

disponibilidade aos organismos aquáticos, por outro lado, processos de especiação 

química estarão sempre presentes (e.g. interações com matéria orgânica dissolvida, 

com biossurfactantes produzidos por microorganismos e com poluentes 

ambientais). Outro exemplo da importância das vias de introdução dos NTCs nos 

biossistemas está relacionado com o sistema imunológico, pois trabalhos na 

literatura relatam que os nanotubos podem causar processos inflamatórios agudos 

com geração de severos danos no pulmão de camundongos expostos pela via aérea, 

por outro lado, apontamos neste trabalho que a exposição pela via subcutânea pode 

ser eficaz e segura para aplicações biomédicas destes materiais no campo dos 

adjuvantes imunológicos. Sobre os estudos com sistemas celulares, não é possível 

comparar nenhum estudo in vitro publicado na literatura, envolvendo NTCs, dado 

que as etapas de dispersão destes nanomaterias nos meios utilizados para o cultivo 

das células foram negligenciadas até o momento. De acordo com as discussões 

correntes na bionanointerface, além da inerente diversidade estrutural e 

composicional dos NTCs, as etapas de dispersão e comportamento coloidal dos 

NTCs nos meios de cultivo exercerão papéis fundamentais na manifestação das 

respostas celulares. Além destas questões mencionadas anteriormente, devemos 

incentivar estudos de ciclo de vida, pois durante a preparação destes nanomaterias 
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podem ser gerados resíduos mais perigosos do que os próprios NTCs (e.g. PHAs e 

FCCs). Outro aspecto importante é que as metodologias clássicas empregadas para 

a avaliação de toxicidade não podem ser diretamente extrapoladas para 

nanomateriais, exigindo que sejam revisitadas.  

Diante do exposto, evidentemente, desenvolver uma abordagem capaz de 

entender os reflexos das interações dos NTCs com os níveis da organização 

biológica constitui, talvez, o maior desafio deste emergente campo de pesquisa, 

tendo em vista a utilização destes materiais de maneira equilibrada e em bases 

seguras. Portanto, obviamente, novas tecnologias de análise experimental e 

computacional ainda precisam ser desenvolvidas para acessarmos e interpretarmos 

a bionanointerface em profundidade e seus reflexos físico-químico-biológico-

toxicológicos.  

É importante termos consciência da amplitude do tema abordado. Assim, cabe 

aqui uma reflexão para os futuros trabalhos: 

As Ciências Biológicas e Toxicológicas ainda não atingiram o mesmo nível 

de discernimento que as Ciências Físicas e Químicas quanto ao entendimento dos 

nanossistemas. Portanto, devemos ser prudentes, evitar extrapolações simplistas e 

manter o foco nas interrelações. Precisamos favorecer e desenvolver uma forma de 

conciliar a Criatividade que torna os nanomateriais cada vez mais sofisticados, 

com a Normatização exigida para serem reprodutíveis, engenheirados e seguros 

para o meio ambiente, e consequentemente para o homem. Somente assim, 

avançaremos em direção a uma N&N sustentável.  
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8. Apêndices 

8.1. Visão geral da tese 

 

 

O termo "sistema" utilizado neste trabalho é entendido como um conjunto de 

elementos em interação. E, o termo "interação" como a ação recíproca de dois ou 

mais elementos ou corpos uns nos outros. 

 

8.2. Biossistemas: pontos centrais58 

[a] Todos organismos vivos evoluíram de um ancestral comum, através de um 

processo que inclui seleção natural e deriva genética, atuando sobre os caracteres 

hereditários; 

[b] Sistemas biológicos obedecem as leis da química e física; 

[c] A complexidade estrutural e informacional são construídas pela combinação de 

simples subunidades em múltiplas unidades complexas; 
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[d] O entendimento dos sistemas biológicos requer abordagens reducionistas e 

holísticas de pensamento, porque novas propriedades emergem quando as 

subunidades se organizam para compor estruturas mais complexas; 

[e] Sistemas vivos estão distantes do equilíbrio termodinâmico. Eles utilizam 

energia, amplamente derivada da fotossíntese, a qual é estocada em ligações 

químicas de alta energia ou em gradientes de concentração. A liberação desta 

energia é acoplada a reações termodinâmicas não favoráveis, para direcionar os 

processos biológicos; 

[f] Embora os processos moleculares e celulares são conservados, sistemas 

biológicos e organismos são extremamente diversificados. Diferentemente de 

átomos e moléculas simples, estudadas em química e física, não existem duas 

células idênticas; 

[g] Sistemas biológicos mantém a homeostasia pela ação de sistemas regulatórios 

complexos. Existem frequentemente redes interconectando sistemas parcialmente 

redundantes para tornar os biossistemas estáveis a mudanças internas ou externas; 

[h] As células são a unidade fundamental dos sistemas vivos. Três tipos celulares 

fundamentais tem evoluído: bactéria, archea e eucariotos; 

[i] Organismos vivos apresentam comportamento, o qual pode ser alterado pela 

experiência em muitas espécies; 

[j] A informação codificada no DNA está organizada nos genes. Estas unidades 

hereditárias utilizam moléculas de RNA como intermediários informacionais para 

codificar sequências de proteínas, as quais se tornarão funcionais através de 

dobramentos em estruturas tridimensionais distintas. Em algumas situações, o RNA 

apresenta atividade catalítica; 
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[k] Muitos processos biológicos são controlados por múltiplas proteínas, as quais se 

agregam em unidades modulares para realizar e coordenar funções biológicas 

complexas; 

[l] Lipídios se agregam com proteínas para formar membranas, as quais circundam 

as células separando-as do ambiente. Membranas também formam distintos 

compartimentos dentro de células eucarióticas; 

[m] Redes de comunicação dentro e entre as células, e entre organismos, 

possibilitam os organismos coordenarem seu desenvolvimento e funções; 

[n] Em organismos multicelulares, células dividem e diferenciam para formar 

tecidos, órgãos e sistemas com distintas funções. Estas diferenças surgem 

primariamente das mudanças na expressão gênica; 

[o] Muitas doenças surgem da ruptura do processo de comunicação e coordenação 

celular, através da infecção, mutação, injúria química ou trauma; 

[p] Grupos de organismos existem como espécies, onde há o cruzamento entre 

populações partilhando um pool gênico; 

[q] Populações de espécies interagem entre si e com o ambiente para formar 

ecossistemas independentes, com fluxo de energia e matéria entre os diferentes 

níveis de organização dos biossistemas; 

[r] Os seres humanos, assim como muitas outras espécies, são membros de 

múltiplos ecossistemas.  A humanidade tem a capacidade de romper ou preservar 

os ecossistemas dos quais eles dependem. 
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8.3. Análises termogravimétricas  

 

(A) 

  

(B) 

 

(C) 

Figura A-1. Análises termogravimétricas (TGA) dos nanotubos de carbono estudados. 
(A) CNT-L1 e CNT-LQES; (B) CNT-L3 e CNT-LQES1 e (C) CNT-L3 e CNT-LQES2. 
As figuras inseridas dentro dos gráficos representam a temperatura de decomposição das 
amostras (To). Estas análises foram realizadas em atmosfera oxidante (ar sintético) a 
5°C/minuto e massa de 3,5 mg de amostra em cada corrida. 
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8.4. Espectroscopia Raman confocal 

 

(A) 

 

(B) 

 

(C) 

Figura A-2. Distribuição de frequência da relação entre a intensidade da banda D sobre a 
intesidade da banda G (ID/IG) originidadas a partir das análises de espectroscopia Raman 
confocal das amostras no estado sólido: (A) CNT-LQES; (B) CNT-LQES1 e (C) CNT-
LQES2. 
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8.5. Ecotoxicidade aguda sobre Daphnia similis (influência da aglomeração) 

 

 Figura A-3. Imobilidade das Daphnia similis após 48 horas de exposição aos CNT-
LQES1. Neste teste foi esperado um intervalo de 2 horas após a preparação das 
suspensões para a introdução dos organismos no teste. 

 

8.6. Ecotoxicidade aguda sobre Daphnia similis (modulação da toxicidade 
do sulfato de cobre) 

 

Figura A-4. Imobildade de Daphnia similis após 48 horas de exposição a 60 µg/L de 
sulfato de cobre (CuSO4) [Grupo I]. O Grupo II representa a modulação da toxicidade do 
CuSO4 (60 µg/L) sobre a imobilidade de Daphnia similis após incubação com os CNT-
LQES1 (1 mg/L) e exposição por 48 horas no teste de toxicidade aguda. 
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8.7. Espectroscopia infravermelho e Difratometria de raios-X das 
hidrotalcitas após adsorção dos DEBRIS 

 

(A) 

 

(B) 

Figura A-5. (A) Espectroscopia infravermelho [FT-IR] e (B) Difratometria de raio- X 
[XRD] das amostras de hidrotalcitas (HDT) após adsorção  com os DEBRIS. A 
Fotografia ilustra o material HDT (Mg-Al) sintetizado no LQES e após adsorção com 
DEBRIS. 
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