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APRESENTAÇÃO
A pesquisa não pode parar. Isto é um fato. E o livro “Agenda global de Pesquisa 

em Ciências Biológicas” é a prova de que o Brasil é profícuo quando se trata de pesquisa. 
Esta obra é composta por trabalhos científicos produzidos em diversas partes do país 
na forma de artigos originais e de revisão, que abordam desde o cultivo, triagem e 
citocompatibilidade de células-tronco mesenquimais expostas à nanotubos funcionalizados 
de carbono multicamadas até o controle de qualidade microbiológica do sururu (Mytella 
falcata) produzido no Rio de Janeiro, ou a análise temporal da disseminação de vegetação 
exótica em dunas do litoral do Rio Grande do Sul, ou o desenvolvimento do turismo e 
as mulheres erveiras da Amazônia. Todas estas pesquisas possuem campo dentro das 
Ciências Biológicas, mas fazem interface com meio Ambiente, Engenharia, Ciências da 
Saúde, Antropologia, Tecnologia de alimentos, entre outras áreas.

Ao longo de 13 capítulos serão discutidas diferentes temáticas, com embasamento 
teórico-científico adequado, atualizado e serão revistos conceitos importantes. Este livro é 
principalmente voltado para os estudantes e profissionais que desejam se aprofundar mais 
na pesquisa na grande área das Ciências Biológicas, com uma leitura rápida, dinâmica e 
cheia de possibilidades de aprendizado.

Assim como todas as publicações da Atena Editora, esta obra passou pela revisão de 
um Comitê de pesquisadores com mestrado e doutorado em programas de pós-graduação 
renomados no Brasil. Portanto, apresentamos ao leitor um trabalho de qualidade, atualizado 
e devidamente revisado por pares.

Boa leitura. 

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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CAPÍTULO 4
 CITOCOMPATIBILIDADE IN VITRO DE CÉLULAS-

TRONCO MESENQUIMAIS EXPOSTAS À 
NANOTUBOS DE CARBONO MULTICAMADAS 

FUNCIONALIZADOS

Data de submissão: 06/08/2021

Eduarda Rocha de Oliveira
Departamento de Biologia, Universidade 

Federal de Juiz de Fora 
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RESUMO: O nanotubo de carbono multicamadas 
carboxilado (MWCNT-COOH) possui condução 
térmica e elétrica, resistência mecânica, 
capilaridade, grande superfície de contato, peso 
ultraleve, flexibilidade e atividade antimicrobiana. 
Sendo assim, é um nanomaterial (NM) com 
propriedades relevantes para possíveis 
aplicações biomédicas como a síntese de 
scaffolds para uso na bioengenharia tecidual 
e medicina regenerativa.  Contudo, devido à 
alta reatividade proveniente da nanoescala 
e a possibilidade de toxicidade, existe a 
necessidade de avaliar os efeitos destes NMs 
quando em contato com sistemas biológicos. 
Portanto, neste trabalho, o propósito foi avaliar 
a citocompatibilidade in vitro de MWCNT-COOH 
em células-tronco mesenquimais de polpa 
dentária humana (CTMs). As células-tronco 
foram expostas às concentrações 0; 0,1; 1; 
10; 50; 100 µg/mL de MWCNT-COOH por 48h. 
Posteriormente foram avaliados a viabilidade 
celular por Citometria de Fluxo utilizando a 
marcação com iodeto de propídeo e, o estresse 
oxidativo, por teste da atividade da enzima 
superóxido dismutase (SOD).  Os resultados 
foram avaliados por ANOVA, post hoc Tukey, e 
p<0,05. O ensaio de Citometria de Fluxo mostrou 
que o MWCNT-COOH não alterou a viabilidade 
celular (P>0,05), assim como os resultados do 
ensaio da enzima SOD não indicaram estresse 
oxidativo (P>0,05) em nenhum dos tratamentos 
testados quando comparado ao controle. 
Assim, nas atuais condições experimentais, a 
exposição in vitro de MWCNT-COOHs não altera 
a viabilidade celular ou gera estresse oxidativo 
em CTMs.
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PALAVRAS - CHAVE: Citotoxicidade; Nanossegurança; Nanotecnologia; Nanotoxicidade.

IN VITRO CYTOCOMPATIBILITY OF MESENCHYMAL STEM CELLS EXPOSED 
TO FUNCTIONALIZED MULTIWALLED CARBON NANOTUBES 

ABSTRACT: Carboxylated Multiwalled Carbon Nanotube (MWCNT-COOH) presents thermal 
and electrical conductivity, mechanical strength, capillarity, high surface area, light weight, 
flexibility, and antimicrobial activity. Therefore, it is a nanomaterial (NM) with appealing 
properties for possible applications in biomedicine, such as the synthesis of scaffolds for 
tissue bioengineering and regenerative medicine. However, nanoscale confers high reactivity 
to NMs, and it may cause toxicity. Consequently, it is important to evaluate the effect of these 
NMs when in contact with biological systems. This work evaluated the in vitro cytocompatibility 
of the MWCNT-COOH on stem cells from human exfoliated deciduous teeth (SHED). The 
cells were exposed to MWCNT-COOH at 0, 0.1, 1, 10, 50, 100 μg/mL for a period of 48h. 
Subsequently, cell viability was tested by Flow Cytometry using propidium iodide to stain 
cells, and oxidative stress was evaluated by testing the enzyme superoxide dismutase (SOD) 
activity. ANOVA and post hoc Tukey were used to statistically analyze data, and p < 0.05. The 
Flow Cytometry assay showed that MWCNT-COOHs did not alter cell viability (P> 0.05), as 
well as the results of the SOD enzyme assay, did not indicate oxidative stress (P> 0.05) in 
any of the treatments tested compared to the control. Therefore, according to the conditions 
tested, in vitro exposure to MWCNT-COOH does not alter cell viability or generate oxidative 
stress in SHED.
KEYWORDS: Cytotoxicity; Nanosecurity; Nanotechnology; Nanotoxicity. 

1 |  INTRODUÇÃO
A nanotecnologia é uma área que estuda os materiais na nanoescala e seus 

potenciais de aplicação. Os nanomateriais (NMs) precisam apresentar no mínimo uma de 
suas dimensões variando entre 1 e 100 nm para ser classificado como tal. São essas 
dimensões nanométricas que conferem propriedades diferentes das que estes materiais 
teriam em escalas maiores (MIERNICKI et al., 2019). Neste cenário, temos os nanotubos 
de carbono (NTC) entre os materiais nanométricos mais utilizados mundialmente. Estes são 
folhas de grafeno enroladas de forma cilíndrica e podem ser de parede simples (Nanotubo 
de Carbono de Parede Simples – SWCNT) ou multicamadas (Nanotubo de Carbono 
Multicamada – MWCNT). No caso das multicamadas, as folhas de grafeno estão enroladas 
concentricamente. Devido à sua forma e dimensões, os NTCs apresentam propriedades de 
interesse biotecnológico: condução térmica e elétrica, resistência mecânica, capilaridade, 
grande superfície de contato, peso ultraleve, flexibilidade e atividade antimicrobiana. Estas 
características possibilitam aplicações em diversas áreas, incluindo na bioengenharia 
tecidual e medicina regenerativa (QIAN et al., 2019).

Embora os NTCs sejam uma grande promessa para várias aplicações da 
biomedicina, a nanoescala confere uma maior reatividade aos NMs por apresentarem 
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uma área de superfície aumentada em relação ao volume. Assim, quando em contato com 
sistemas biológicos, os NTCs podem desencadear toxicidade (SUKHANOVA et al., 2018). 
Então, a nanotoxicidade é um fator crítico que pode limitar o uso da nanotecnologia e 
preocupa em casos de exposição humana e animal. Logo, a investigação da toxicologia 
relacionada à nanotecnologia é essencial para aplicações seguras destas tecnologias e 
reforça a necessidade de avaliar os possíveis impactos desses NMs, especialmente em 
células humanas. 

Recentemente, pesquisadores têm examinado os efeitos de diferentes NTCs em 
células humanas e demostrado sinais de toxicidade dependendo da característica desse 
NM, concentração e tipo celular (MOONEY et al. 2008; URSINI et al., 2012; LONG et al. 
2017; ZHAO et al., 2019; KYRIAKIDOU et al., 2020; SANO et al., 2020; DI IANNI et al., 
2021; REAMON-BUETTNER et al.,2021). Contudo, ainda não há relatos dos possíveis 
efeitos de MWCNTs funcionalizados com grupos carboxílicos em células-tronco de polpa 
dentária humana (CTMs). Portanto, o propósito deste trabalho foi avaliar a viabilidade 
celular e o estresse oxidativo de CTMs expostas in vitro a diferentes concentrações de 
MWCNT-COOH.

2 |  METODOLOGIA

2.1 Cultivo celular e coincubação com mwcnt-cooh
As CTMs são provenientes do Biobanco de Genética Humana e Terapia Celular 

(GENETEC) da Universidade Federal de Juiz de Fora. O procedimento foi autorizado pela 
Comissão Nacional de Pesquisa Ética (protocolo de identificação 022/2015) e as CTMs 
foram previamente caracterizadas (FERREIRA et al., 2019; ZANETTE, 2016). As células 
foram postas para crescimento em meio DMEM-F12 acrescido de antibióticos (100 U/mL 
de penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina) e soro fetal bovino (10% v/v). Em seguida, 
as células foram incubadas em uma incubadora Thermo Scientific Forma Series 3 Water 
Jacketed CO2 (Thermo Scientific, EUA), em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 a 
37oC. O meio de cultura foi substituído por um fresco a cada 3 dias. A subcultura ocorreu 
quando cerca de 80% de confluência foi alcançada, destacando as células por tripsinização. 
Para os ensaios citotóxicos, as células foram expostas a 0 (controle), 0,1, 1, 10, 50, 100 
μg/mL de MWCNT-COOH dispersos (imediatamente antes da exposição) em DMEM-F12 
suplementado e incubadas novamente por 48 h. Antes da exposição das células, o NM foi 
disperso com um sonicador UP200S (Hielscher, Alemanha) ajustado em amplitude 75 e 
ciclo de 0,5, por aproximadamente 1 min. Os experimentos foram conduzidos em triplicata 
e repetidos duas vezes.
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2.2 Análise de Viabilidade Celular
Para descobrir se os MWCNT-COOHs estavam levando as CTMs à morte, 

executamos uma análise de viabilidade celular por citometria de fluxo. Para isso, CTMs 
(3x104 células/poço) foram plaqueadas em uma placa de 6 poços e expostas ao MWCNT-
COOH por 48 h. Após a exposição, o meio de crescimento foi removido e as células foram 
lavadas com 1X PBS 3 vezes e tripsinizadas. As células foram coletadas por centrifugação 
a 1500 rotações por minuto (rpm) durante 5 minutos. Em seguida, as células foram 
ressuspensas em 1x PBS e coradas com iodeto de propídeo (50 μg/mL). As suspensões 
celulares foram lidas em citômetro CytoFLEX S (Beckman Coulter, EUA). 

2.3 Análise de Estresse Oxidativo
Como os NMs podem aumentar a síntese de espécies reativas de oxigênio nas 

células, realizamos o ensaio da enzima superóxido dismutase (SOD) para entender se 
o MWCNT-COOH estava desencadeando estresse oxidativo nas CTMs. O kit de ensaio 
SOD foi usado de acordo com as instruções do fabricante para análise de SOD intracelular 
(Sigma-Aldrich, EUA). De forma breve, as células (5x103 células/poço) foram semeadas 
em uma placa de 96 poços e expostas a MWCNT-COOHs por 48 h. O meio de crescimento 
foi removido, as células foram lavadas três vezes usando 1x PBS para remoção de NM 
e tripsinizadas. Em seguida, as células foram coletadas por centrifugação a 2.000 g x 10 
min a 4oC. Depois elas foram lavadas duas vezes com 1 ml de 1x PBS e centrifugadas 
nas mesmas condições. Os sobrenadantes foram descartados e as células foram lisadas 
pelo método de congelamento e descongelamento. Os peletes foram ressuspensos em 
100 μl 1x PBS. Posteriormente, 20 μl da suspensão foram usados   para prosseguir com o 
ensaio de acordo com as instruções do kit. A alteração colorimétrica foi detectada usando 
o espectrofotômetro Varioskan Flash Multimode Reader (Thermo Scientific, EUA) a 450 nm 
de absorbância.

2.4 Análises Estatísticas
Os dados de viabilidade celular e estresse oxidativo foram submetidos a análise de 

variância (ANOVA), a comparação das médias foi feita por teste Tukey, e valores de p<0,05 
foram considerados significativos.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO
A morte celular pode estar presente como consequência da nanotoxicidade. Sendo 

assim, nós realizamos análise de viabilidade celular por citometria de fluxo marcando as 
células com iodeto de propídeo. O iodeto de propídeo tem a capacidade de entrar nas 
células atravessando a membrana e marcar o DNA, por ser um intercalante. Por sua vez, 
as células que se encontram viáveis têm a capacidade de expelir este marcador (WAVER, 
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1998). Nas figuras 1 e 2, mostramos os resultados da citometria de fluxo e observamos 
que nenhum dos tratamentos (0,1, 1, 10, 50, 100 μg/mL) de MWCNT-COOH diminuíram 
a viabilidade celular (p>0,05) quando comparados ao grupo controle (0 μg/mL). Por outro 
lado, estudos anteriores demostraram que a concentração de 100 μg/mL levou fibroblastos 
de camundongo (VUKOVIC et al., 2009) e hepatócitos fetais humanos (LIU et al., 2013) a 
morte por apoptose celular.

Figura 1. Análise estatística da viabilidade celular por citometria de fluxo com marcação por iodeto de 
propídio para células-tronco mesenquimais após 48 h de incubação com MWCNT-COOHs a 0, 0,1, 1, 

10, 50, 100 μg/mL. Médias que não diferem entre si estão representadas pelas mesmas letras.

Figura 2. Gráficos PE-A x FSC-A de citometria de fluxo com marcação por iodeto de propídeo das 
células tronco mesenquimais expostas a a) 0 μg/mL, b) 0,1 μg/mL, c) 1 μg/mL, d) 10 μg/mL, e) 50 μg/

mL, f) 100 μg/mL de MWCNT-COOHs por 48 h.
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Alterações indesejadas no metabolismo celular costumam ocorrer mesmo quando 
há a conservação da viabilidade das células. Então, apesar de não levar as CTMs à morte 
celular, investigamos se poderia estar ocorrendo síntese de espécies reativas de oxigênio 
nestas células. A produção destes radicais livres é um dos mecanismos de toxicidade dos 
NMs (WANG et al., 2014) e causa peroxidação lipídica da membrana celular devido a 
interação eletrostática dos NMs com as células (HOU t al., 2018). Na figura 3, mostramos 
a atividade da enzima SOD nas CTMs expostas ao MWCNT-COOH e observamos que não 
houve variação (p>0,05) na atividade da enzima nos diferentes tratamentos (0,1, 1, 10, 
50, 100 μg/mL) de MWCNT-COOHs em comparação ao grupo controle (0 μg/mL). Esses 
dados sugerem que o MWCNT-COOH não altera o estado redox das CTMs cultivadas in 
vitro nas concentrações testadas. Demir & Marcos (2018) também reportaram ausência de 
alteração na porcentagem de EROs intracelular. Além disso, não observaram mudanças na 
expressão gênica de marcadores relacionados ao estresse oxidativo em células de linfoma 
de camundongo expostas a concentrações de até 250 μg/mL de MWCNT-COOH por 
24h. Por outro lado, Liu et al. (2012), relataram diminuição nos níveis da enzima SOD em 
fibroblastos de pulmão embrionário humano expostos a concentrações de MWCNT-COOH 
que variaram de 5 a 200 μg/mL, por 24h. Estas observações indicam que as respostas aos 
NMs, relacionadas à atividade da enzima SOD, variam com o tipo celular e as condições 
testadas.

Figura 3. Análise da atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) para células-tronco 
mesenquimais incubadas por 48h com 0, 0,1, 1, 10, 50, 100 μg/mL de MWCNT-COOH. Médias que 

não diferem entre si estão representadas pelas mesmas letras. 

Assim, concluímos que, de acordo com as condições dos atuais experimentos, 
o MWCNT-COOH não altera a viabilidade celular nem ocasiona estresse oxidativo 
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(considerando a via da SOD) nas células tronco mesenquimais da polpa dentária humana.
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