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RESUMO

A utilizacdo de nanomateriais em sistemas de
seguranca alimentar, deteccdo de patogenos, protecdo de
ambientes, no diagnostico e tratamento de doengas, como
sistema de entrega de fArmacos e na bioengenharia tecidual tem
contribuido para os avancos alcan¢ados na ciéncia animal. Suas
propriedades fisicas, quimicas e mecanicas, além de seu grande
potencial de associacdo com outros materiais contribuem para
sua aplicacdo em diferentes campos da medicina veterinaria, por
exemplo, como hiomarcadores, onde as propriedades eletronicas e
oOpticas possibilitam a transdugao de sinais, na terapia fototérmica,
devido & habilidade em converter a luz infravermelha (LIV) em
calor, na engenharia tecidual, gracas a resisténcia mecanica,
flexibilidade, elasticidade e baixa densidade, além de muitas
outras possiveis aplicagdes. O objetivo deste trabalho ¢é informar
sobre conceitos, propriedades e aplicagdes dos NTCs, destacando
sua aplicabilidade nas areas biomédicas, com destaque para
setores da medicina veterinaria que ja se utilizam desse material.

Palavras-chave: entrega de farmacos, biosensores, terapia
fototérmica, engenharia tecidual.

ABSTRACT

The use of nanomaterials in systems of food safety,
pathogen detection, protection environments, diagnosis and
treatment of diseases such as drug delivery system and tissue
engineering has contributed to advances in animal science.
Carbon nanotubes are an example, their use has been highlighted
in different biological areas. Their physical, chemical and
mechanical properties as well as its great potential for combination
with other materials contribute to its application in different
fields of veterinary medicine, for example, as biomarkers, where
the electronic and optical properties enable signal transduction,
in photothermal therapy due the ability to convert infrared light
(LIV) into heat, in tissue engineering due to mechanical strength,
flexibility, elasticity, low density, and many other possible
applications. The objective of this review is to present the CNTs

and the main areas of animal science that surpass in the study of
this material.

Key words: drug delivery, biosensors, photothemal therapy, tissue
engineering.

INTRODUCAO

Nos Ultimos anos, tem-se conhecido
inovagBes proporcionadas pela nanotecnologia que
abrangem da medicina a eletronica. Esta ciéncia tem
sido usada na medicina veterinaria nos sistemas de
seguranca alimentar, deteccdo de patégenos, protecdo
de ambientes, no diagndstico e tratamento de doengas
e como sistema de entrega de farmacos (SCOTT,
2007). Varios materiais tém sido trabalhados em escala
nanométria, dentre eles, destacam-se 0s nanotubos
de carbono (NTCs), definidos como 4atomos de
carbono arranjados em anéis aromaticos condensados,
formados por lencdis de grafeno enrolados em cilindros
(IJIMA, 1991). Um lencol de grafeno é uma estrutura
bidimensional, composta por uma rede de atomos
carbono dispostos em forma hexagonal e unidos
entre si por hibridizagdo de drbitas de seus elétrons
(Figura 1A). De acordo com o nimero de camadas de
grafeno, os NTCs podem ser classificados em nanotubos
de carbono de parede simples, constituida de uma
camada de grafeno (Figura 1B); ou de multiplas camadas
de grafeno concéntricas (Figura 1C) (HADDON, 2002).

Apesar das inmeras possibilidades de uso
dessa nova tecnologia na area da sadde, pouco ainda
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Figura 1 - (a) Lencol de grafeno sendo enrolado em forma de cilindro. (b) Nanotubos de carbono de parede simples. (c) Nanotubos de carbono

se sabe a respeito dos NTCs. As pesquisas, em sua
grande maioria, se restringem a estudos in vitro e a
utilizagdo em animais de laboratdrio. Nesse Gltimo
aspecto, a medicina veterinaria tem contribuido para
descoberta de novos processos e tratamentos que,
futuramente, com mais estudos, poderao ser aplicados
em diversas espécies, como também na medicina
humana. O objetivo desta revisdo & descrever 0s
NTCs, suas formas de funcionalizacdo e aplicacdo,
assim como as principais areas da veterinaria que se
destacam no estudo desse material.

Propriedades fisicas

Os NTCs pertencem a familia dos
fulerenos, ou seja, a terceira forma alotropica do
carbono, juntamente com o grafite e o diamante.
Sua principal vantagem tecnoldgica é a resisténcia
mecanica (BERHANU et al., 2009). Além das
propriedades eletrbnicas, mecanicas e quimicas
Unicas, & possivel associd-lo a outros materiais,
melhorando tais propriedades e inserindo-lhes novas
caracteristicas (SAITO et al., 2009; BIANCO et al.,
2011).

Uma propriedade que torna os NTCs
bastante atrativos € o didmetro em nanoescala, que
acarreta numa vasta superficie em relacdo ao seu
volume. Essa grande razdo area/volume é desejada,
pois permite que os NTCs sejam usados como
carreadores de biomoléculas, ou seja, moléculas que
possam interagir com as células e tecidos (MENARD-
MOYON et al., 2010). Além disso, 0s NTCs tém uma
absorbancia optica elevada na regido infravermelha
do comprimento de onda, permitindo que sejam
visualizados por meio de imagens de microscopia
infravermelha fluorescente. NTCs também podem
agir como absorvedores de microondas, permitindo

a liberacdo de farmacos baseadas nesse mecanismo
(VEETIL &YE, 2009).

Funcionalizagdo dos nanotubos de carbono

Uma etapa importante para viabilizar o uso
dos NTCs é a adicdo de grupos quimicos funcionais
a sua estrutura quimica. Esse processo, denominado
de funcionalizagdo, é fundamental, pois os NTCs, em
seu estado original, sdo completamente insollveis
na maioria dos solventes organicos e meios aquosos
(BIANCO et al.,, 2011). Além da solubilizacéo,
a funcionalizacdo traz outras vantagens para as
pesquisas bioldgicas, estando estas relacionadas a
capacidade de translocacdo através de membranas
celulares e a reducdo de efeitos citotoxicos
(KOSTARELOS et al., 2007).

Uso na medicina veterinaria

O uso dos nanotubos de carbono tém
se destacado em diferentes setores da medicina
veterinaria. Sua utilizagdo como  biosensores
apresenta grande potencial nas areas de producado
animal e inspecdo sanitaria (BRANDAO et al.,
2011). Por exemplo, a deteccdo de residuos e
contaminantes em produtos de origem animal
ainda ¢ um desafio. A identificacdo de patdgenos
como Salmonella por meio da adi¢do de anticorpos
especificos nas paredes laterais dos NTCs demostrou
que esse método ¢ capaz de identificar a bactéria
de forma mais rapida e especifica que os métodos
convencionais (LERNER etal., 2011). A identificagdo
de compostos organofosforados e antibidticos do
grupo - lactdmicos também ¢ possivel por meio da
funcionalizacdo de NTC (BALASUBRAMANIAN &
BURGHARD, 2006). Apesar dos avancos alcancados
com as pesquisas, a aplicacdo dos NTC encontra-
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se na fase de estudo e ainda ndo tem condi¢Bes de
ser amplamente empregado (KUZMA, 2010). Das
possiveisaplicacdes dos NTC namedicinaveterinaria,
0 campo da salde é o que tem apresentado maiores
avancos (Tabela 1).

Aplicacdo como biosensores

Os NTCs tém se mostrado de alta
aplicabilidade para uso como biosensores. Suas
propriedades eletrnicas e Opticas intrinsecas
possibilitam a transducdo dos sinais. Sua estrutura
fisica, incluindo grande superficie de é&rea e
propriedade semicondutora permite a mensuracéo,
deteccdo ou adsorcao de interacfes biomoleculares ao
longo das paredes laterais dos NTCs. A proximidade
de cargas ou biomoléculas polarizadas produz efeitos
de propagacdo sobre NTCs isolados ou dispostos em
redes, gerando um efeito de campo transitério que, por
sua vez, possibilita a quantificacdo do grau de ligagdo
especifico ou ndo para biomoléculas (LIU et al., 2009).

Os NTCs de parede simples, gracas a suas
propriedades semicondutoras, tém sido propostos
como sensores quimicos para moléculas gasosas como
NO, ouNH, (KONG etal., 2000). Sua funcionalizagdo
com cadeias de Oxido de polietileno ndo sé melhora
as ligagdes ndo especificas das proteinas com os
NTCs, mas também permite a ligacdo de proteinas
de interesse especifico, através da conjugagdo de seus
receptores aos NTCs funcionalizados, podendo assim
ser detectadas eletronicamente sem necessidade
de marcacdo (CHEN et al., 2003). Sendo assim,
a aplicacdo desses sistemas tem potencial para a
identificacdo clinica de biomoléculas, como exemplo,
anticorpos associados as doengas autoimunes, o
que torna os NTCs uma importante ferramenta de
diagndstico (BOCZKOWSKI & LANONE, 2007).

Sistema de entrega de farmacos

Outra forma de aplicacdo dos NTCs &
como vetor para distribui¢do de farmaco. Esse sistema
pode ajudar a resolver problemas de transporte
de componentes farmacol6gicos importantes que
precisam ser internalizados e, por essa razdo, podem

encontrar potenciais terapéuticos de aplicacdo
(BOCZKOWSKI & LANONE, 2007). Alguns
fatores influenciam no desenvolvimento dos sistemas
de entrega de farmaco, como, por exemplo, eficiéncia
dos métodos de entrega, preservacao da bioatividade
molecular do farmaco e reforco na cinética de
carreamento e liberacdo dos farmacos em seus alvos
(MADANI et al., 2013).

O mecanismo exato pelo qual os NTCs
penetram nas células ainda é motivo de especulagdo.
A internalizago celular pode variar de acordo com a
funcionalizacdo, tamanho, forma e grau de dispersédo
(KAM et al., 2006; MADANI et al., 2011). Duas
rotas principais foram descritas na literatura, sendo
elas: endocitose, na qual NTCs funcionalizados
com proteinas ou DNA séo internalizados de forma
ativa, ou seja, dependente de energia (KAM et al.,
2006) e difusdo passiva, na qual a funcionalizacdo
dos NTCs faz com que sua solubilizagdo aumente,
sendo possivel sua internalizagdo de forma passiva
(BIANCO et al., 2005; KOSTARELOS et al., 2007).

NTCs tém sido usados para carrear cargas
biolégicas que variam desde pequenas moléculas
de farmacos a biomacromoléculas, como proteinas,
DNA e RNA, em diferentes tipos de células. Tais
macromoléculas ndo sdo capazes de difusdo nas células
e raramente atravessam as membranas celulares
por conta prdpria. A distribuicdo intracelular dessas
moléculas, geralmente, tem como objetivo aplicacbes
terapéuticas (KAM & DAI, 2005). Acredita-se que
NTCs com comprimento até 400nm s&o internalizados
por difusdo passiva e que aqueles maiores que 400nm
sdo internalizados por endocitose (ANTONELLI
et al., 2010). Além disso, os NTCs que se ligam a
proteinas como albumina bovina, estreptavidina e
outras sdo internalizadas via endocitose, enquanto
0s NTCs que se ligam a moléculas menores como
amonia, anfotericina B e outras sdo internalizados via
difusdo passiva (MADANI et al., 2011).

Vérios mecanismos tém sido usados
para conjugar moléculas aos NTCs, dentre eles,
métodos covalentes para moléculas pequenas e
métodos ndo covalentes para moléculas com cadeias

Tabela 1 - Principais aplicagdes dos nanotubos de carbono na medicina veterinaria.

Principais aplicaces dos NTCs na medicina veterinaria:

Aplicacéo

Biosensores

Terapia fototermal

Sistema de entrega de farmacos
Engenharia tecidual

Atuacéo

Identificacdo de patdgenos e contaminantes

Tratamento de cancer

Transporte de componentes farmacoldgicos a locais especificos
Biomaterial na regeneracéo tecidual
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aromaticas. Um exemplo de sucesso envolvendo tais
moléculas é a doxorubicina, farmaco comumente
usado no tratamento quimioterapico do cancer. Esse
farmaco pode ser carregado na superficie de NTCs,
funcionalizados especificamente, para esse tipo de
transporte, por meio de uma ligagéo de cargas (LIU
et al., 2007). Essa ligacdo entre NTCs/moléculas é
dependente do pH e favorece a liberacdo do farmaco
no endossomo e lisossomo, assim como no micro
ambiente do tumor, com pH &cido (LIU et al., 2009).

Além da conjugacdo e do transporte
de farmacos na superficie externa dos NTCs, sua
estrutura oca permite a encapsulamento de moléculas
dentro deles. Embora algumas pesquisas abordem a
insercéo de biomoléculas dentro dos NTCs (HILDER
& HILL, 2008), a distribuicdo de farmacos por esse
mecanismo foi reportada raramente (LIU et al., 2009).

OsNTCsde parede multipla possuem maior
potencial para aplicacdo como sistemas de entrega de
farmacos, devido ao maior diametro interno, quando
comparado aos NTCs de parede simples. Isso permite
maior capacidade de carreamento. Além disso, a
estabilidade quimica e mecanica permite o transporte
de farmacos em diversos ambientes (MADANI et al.,
2013). Apesar disso, ha varios relatos sobre 0 uso de
NTCs de parede simples para esse proposito. Ja se
demonstrou que o uso de NTCs de parede simples
conjugado a farmacos anticancerigenos possuem
tempo de circulacdo maior na corrente sanguinea
do que os farmacos ndo conjugados, o que pode
levar a uma melhor e mais prolongada absorcéo dos
farmacos pelas células tumorais, melhorando o efeito
de permeabilidade e retencdo do farmaco (MADANI
etal., 2011).

A melhora nos mecanismos de distribuicéo
dos NTCs no citosol celular pode levar a obtencao
de sistema de entrega de farmacos mais eficiente
e, por fim, no desenvolvimento de novas terapias e
diagnosticos (ANTONELLI et al., 2010).

Terapia fototérmica

O desenvolvimento de terapias alvo tem
resultado em perspectiva de novas abordagens no
tratamento do cancer. Conceitualmente, um farmaco
alvo representa uma molécula responsiva que se
liga a um carreador, com afinidade especifica para
receptores de proteinas, localizados na membrana
celular. Esses receptores especificos, portados pelo
carreador, sdo capazes de se concentrar apenas na
area bioldgica desejada (IANCU & MOCAN, 2011).

Neste campo, as pesquisas para alvos
seletivos tumorais com NTCs biofuncionalizados
tém sido exploradas intensamente, devido a sua

habilidade em converter a luz infravermelha (LIV) em
calor. O uso desta técnica é particularmente atrativo,
pois os tecidos vivos ndo absorvem essa energia
(CHAKRAVARTY et al., 2008). Embora os sistemas
biologicos sejam transparentes para LIV, a forca
intrinseca de absorbancia dos NTCs pode ser usada,
nesse caso, para estimulacédo éptica destes dentro das
células vivas (BOCZKOWSKI & LANONE, 2007).
A transmissao optoeletronica nas estruturas de grafite
dos NTCs gera uma energia térmica que rapidamente
se difunde, causando necrose celular (XU etal., 2010).
Além da capacidade de conversdo da LIV em calor,
a hipertermia também aumenta a permeabilidade
vascular do tumor, e assim a distribuicdo de farmacos
nas regides tumorais. O carreamento pelos NTCs de
moléculas alvo bioldgicas como anticorpos, DNA,
polietileno-glicol e fatores de crescimento tem sido
proposto com uma forma de tratamento para tumores
(CHAKRAVARTY et al., 2008).

Os NTCs de parede multipla sdo preferidos
para terapias fototérmicas em relagdo aos NTCs de
parede simples, pela maior capacidade de liberar
energia quando exposto a LIV. 1sso ocorre pelo maior
namero de elétrons por particula e também de tubos
metalicos, o que leva a absor¢do da LIV em uma taxa
mais alta (MADANI et al., 2011).

Apesar do grande potencial do uso dos
NTCs na terapia fototérmica e dos avancos alcancados
em sua utilizacdo como moléculas bioativas, ainda
ha muito que pesquisar. Varios estudos tém sido
conduzidos, contudo, ainda existem limitac6es quanto
a internalizacdo seletiva de nanoconjugacdes pelas
células cancerigenas. Isso se explica pela presenca de
receptores usados para ligacdes das moléculas alvo
na membrana de células ndo cancerigenas, embora
em concentracdo menor que nas células cancerigenas
(IANCU et al., 2011).

O principal desafio para se transformar
0s NTCs em moléculas alvo é torna-los sollveis
e estaveis sem perder a especificidade da
porcdo de direcionamento e capacidade térmica
(CHAKRAVARTY et al., 2008).

Engenharia tecidual

Os NTCs tém mostrado grande potencial
de uso na éarea de engenharia tecidual pelas
particularidades quando h& resisténcia mecanica,
flexibilidade, elasticidade e baixa densidade. Além
disso, os NTCs também podem ser incorporados em
outros materiais estruturais, promovendo reforgo
estrutural ou conferindo novas propriedades, como
conducdo elétrica, que pode auxiliar diretamente no
crescimento celular (VEETIL & YE, 2009).

Ciéncia Rural, v.44, n.10, out, 2014.



Nanotubos de carbono: potencial de uso em medicina veterinaria. 1827

Os NTCs tém sido explorados para o
restabelecimento de uma variedade de tecidos, dentre
eles destacam-se tecidos 0sseos. Varias pesquisas ja
foram realizadas reportando a influéncia dos NTCs em
células osteoblasticas cultivadas in vitro (SAITO et al.,
2009). Por exemplo, células cultivadas em membranas
de policarbonato revestidas com NTCs apresentaram
propriedades e arquitetura favoraveis a multiplicagdo
e ao funcionamento celular. Além disso, a atividade
da fosfatase alcalina (ALP), um marcador usado para
avaliacdo da formacdo de células osteoblasticas, foi
maior quando comparadas aos grupos ndo tratados
com NTCs (AOKI et al., 2007). Também se verificou,
em culturas de fibroblastos e osteoblastos, alto grau
de viabilidade das células em contato com os NTCs,
que apresentaram rapida sintese de colageno tipo | e
auséncia de citocina pro-inflamatoria IL-6, de radicais
livres e manutencdo das concentragdes de osteocalcina
(CHOLPEK et al., 2006).

Estudos in vitro mostraram que NTCs de
parede multipla, ndo modificados quimicamente,
promoveram formacdo Ossea por meio de sua
interacdo com osteoblastos (SHIMIZU et al., 2012).
Os autores atribuiram a aceleracdo na diferenciacao
de osteoblastos ao acimulo de calcio promovido pelos
NTCs de parede multipla. Aparentemente, a presenca
dos NTCs aumenta a concentracdo de calcio e essa,
quando detectada por osteoblastos indiferenciados,
faz esses se diferenciarem em osteoblastos maduros,
promovendo a calcificagdo. A absorgdo de calcio pelos
NTCs de parede multipla é atribuida ao seu potencial
negativo, que atrai os fons de calcio (YAMAMOTO
et al., 2008).

Outra hipétese é que a aceleracdo na
maturacdo dos osteoblastos estaria relacionada a
capacidade dos NTCs em adsorver proteinas. Essa
capacidade ¢ atribuida a sua estrutura especifica e
extensa area de superficie, além das propriedades
eletronicas e cataliticas. Pela area de superficie maior,
a quantidade de fatores de crescimento absorvida é
maior e consequentemente o recrutamento e ativacéo
celular (LI et al., 2009).

Resultados  promissores, demonstrando
biocompatibilidade, osteointegracdo e osteoconducao,
ou seja, condi¢des fundamentais para o uso dos NTCs
como implantes dsseos, também tém sido demonstrados
em estudos in vivo. A exemplo, particulas de NTCs
de parede multipla aderiram diretamente em defeitos
tibiais induzidos em ratos, e se integraram a matriz
6ssea, sem interferir no reparo 6sseo e se tornando
integradas ao tecido 6sseo (USUI et al., 2008). Em
coelhos, uma mistura de propileno e NTCs de parede
multipla foi usada para preencher defeito no condilo

do fémur. As analises de microtomografia mostraram
que, ap6s 12 semanas, a formacdo 6ssea no defeito
preenchido com esse material foi maior que nos outros
grupos, sendo de 200% maior que no grupo preenchido
apenas com propileno. Histologicamente, no mesmo
espaco de tempo, observou-se diferenca na reposta
6ssea do grupo tratado com NTCs quando comparado
aos outros grupos (SITHARAMAN et al., 2008).

Os resultados relacionados a seguranga do
uso de NTCs ainda sdo controversos. Os diferentes
tipos de funcionalizagdo, assim como as diferentes
concentragdes usadas, dificultam a padronizagdo
dos resultados e sua interpretacdo. Apesar de poucos
estudos in vivo, os resultados séo favoraveis ao uso dos
NTCs. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para
determinar a segurangca € 0 sucesso, como implante
6sseo, principalmente no que se refere apossiveisefeitos
da permanéncia desse material durante maior tempo
no corpo, ja que, na maioria dos estudos realizados,
0 periodo de analise ndo passou de 90 dias. Outra
especulacdo tem sido em relacéo aos efeitos citotoxicos
dos NTCs. Estudos recentes em farmacocinética
mostraram que a dispersdo de NTCs por diferentes
procedimentos podem levar a efeitos toxicos nédo
especificos (FIRME & BANDARU, 2010). Entretanto,
essa citotoxicidade esté relacionada a doses altas de
NTCs. Por isso, uma solucdo proposta é a utilizagao
de doses menores de NTCs, para minimizar os efeitos
citotdxicos (IANCU et al., 2011). Adicionalmente, a
funcionalizacdo da superficie dos NTCs com grupos
quimicos especificos, ou espécies bioldgicas, pode ser
uma alternativa viavel para o desenvolvimento de sua
biocompatibilidade e consequentemente uma solucéo
para sua citotoxicidade (LIU et al., 2009).

CONCLUSAO

Os estudos na area de nanotecnologia
tém contribuido com rapidos avancos no tratamento
de diversas patologias, entretanto, a reatividade
dos NTCs com os sistemas biolégicos ainda nao
foi completamente esclarecida. As diversas formas
de produgdo, purificagdo e funcionalizagdo, assim
como as diferentes concentraces, geram resultados
contraditérios, o que dificulta a interpretagdo de
resultados e conclusGes. Mais estudos se fazem
necessarios para garantir funcionalidade e seguranca
na utilizagdo dos NTCs na Veterinaria
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