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esquisa conduzida no Laboratdrio de Quimica do Estado

Sélido (LQES) do Instituto de Quimica (IQ) da Unicamp

em parceria com outras instituigdes propde uma nova

abordagem para as investigagdes em torno dos nano-

tubos de carbono, um dos mais importantes materiais

gerados pela nanotecnologia. Desenvolvido para a tese
de doutoramento do bidlogo Diego Stéfani, sob orientagcdo do pro-
fessor Oswaldo Luiz Alves, o trabalho aborda questdes fundamentais
como a purificagdo e a caracterizagdo das minusculas estruturas, bem
como a interacdo entre elas e os diferentes niveis de organizacdo dos
biossistemas. Duas consequéncias do estudo foram o depdsito de uma
patente internacional relacionada ao desenvolvimento de um processo
de tratamento de efluentes contendo residuos gerados na purificagdo
dos nanotubos e a obteng@o do prémio de melhor trabalho cientifico no
Congresso Brasileiro de Toxicologia, realizado em 2009.

De acordo com o professor Alves, que responde pela coordenagéo
cientifica do LQES, a tese de Stéfani sintetiza uma preocupagao dos
integrantes do laboratério, que desde o final da década de 90 estdo
envolvidos com pesquisas na area da nanotecnologia. “Normalmente,
existe uma reflexdo cientifica em torno dos resultados das investiga-
¢oes, que sem duvida é necessaria. Aqui, porém, nds estamos indo
para além do laboratério. As implicacdes da nanotecnologia podem ser
de tal monta, que ndo se pode simplesmente obter o resultado, fazer
a publicacdo e considerar que se chegou ao fim da linha. Temos que
enfrentar outros desdobramentos com responsabilidade. Precisamos
saber quais os impactos para o ambiente e a sociedade daquilo que
estamos fazendo”, defende.

O docente lembra que essa “segunda leitura” da atividade cientifica
foi exercitada por ocasido da emergéncia dos estudos envolvendo a
energia nuclear. Os componentes de risco presentes nesse tipo de pes-
quisa exigiam dos cientistas um compromisso com as implicacdes dos
trabalhos realizados em laboratdrio. “Isso foi feito por algum tempo,
mas depois nds passamos por um longo periodo sem essa segunda
leitura. Agora, a nanotecnologia nos traz de volta a mesma questao,
visto que se trata de uma ciéncia muito recente. A nanotecnologia ¢
uma area de convergéncia. Nao se trata de uma disciplina, mas de uma
plataforma de conhecimento que provavelmente tera muitas implica-
¢des, inclusive para as ciéncias humanas e para o comportamento”,
prevé o docente do IQ.

Atualmente, prossegue ele, os cientistas ja sdo capazes de integrar
um sistema eletronico a células humanas. Por hipdtese, propde o profes-
sor Alves, imagine-se que um dispositivo dessa ordem seja implantado
numa pessoa para devolver-lhe a visdo perdida em um acidente. Muito
provavelmente, esse individuo passara a enxergar melhor do que todos
os que t€m olhos convencionais, o que lhe conferira uma vantagem.
“Assim, ainda por hipotese, e se alguém quiser substituir o proprio olho
para também ter direito a uma visdo melhorada? Como ¢ que vamos
tratar essa questao? Ou seja, o trabalho do cientista tem componentes
de diversas ordens, como o cientifico, o ético, o filosofico € o moral.
Todas essas dimensdes t€ém que ser cuidadosamente analisadas, e € isso
o que procuramos fazer no LQES. Nosso trabalho comeca na bancada,
mas vai além dela. Nesse sentido, a tese defendida pelo Diego Stéfani
¢ emblematica”, considera.

0 trabalho

A pesquisa conduzida pelo pds-graduando foge do convencional,
ndo somente pelas questdes elencadas pelo professor Alves, mas tam-
bém pelos desafios cientificos que ela procurou superar. Com frequ-
éncia, um trabalho de doutorado estabelece um problema de elevada
complexidade que sera equacionado ao longo do estudo. A tese em
questdo, porém, equivale a tr€s investigagdes distintas, mas complemen-
tares. A primeira delas partiu da constatagdo de que os nanotubos de
carbono presentes no mercado apresentam uma heterogeneidade muito
grande. Numa mesma amostra, conforme Stéfani, € possivel encontrar
estruturas com forma, diametro e impurezas diferentes. “Isso come-
¢ou a nos incomodar muito, visto que essas estruturas nos oferecem
uma boa oportunidade de fazer ciéncia nova, inclusive com multiplas
possibilidades de aplicagdo. Ocorre, porém, que essa heterogeneidade
dificulta muito o desenvolvimento das pesquisas. Ela atrapalha, por
exemplo, a reprodutibilidade e a comparacdo de resultados, pois um
grupo de pesquisa ndo consegue utilizar o mesmo material de outro.
Foi ai que surgiu a ideia de purificarmos e caracterizarmos os nanotu-
bos de carbono, como forma de propor um padrao para eles”, detalha
o professor Alves.

Tomada a decisdo, o LQES encomendou um quilo de nanotubos
de carbono de uma fabrica coreana. A quantidade, segundo o docente
do IQ, deve ser suficiente para muitos anos de trabalho em laboratdrio.
O passo seguinte foi testar métodos para alcancar o mais alto grau de
purificagdo das minusculas particulas. “Eu utilizei um sistema de refluxo
convencional, que consegue alcancar altas temperaturas mantendo o
volume constante durante a reagdo. Em seguida, empreguei acido ni-
trico e acido cloridrico. A combinagdo do processo com o uso dos dois
acidos nos proporcionou nanotubos com alto teor de pureza, em torno
de 99%”, detalha o autor da tese. Na sequéncia, Stéfani usou hidroxido
de sodio para remover os residuos gerados pelo processo de purificagdo,
que ficam presos a superficie das nanoestruturas. Ele promoveu, por
assim dizer, a purificag@o da purificagio.

Encerrada essa etapa, o doutorando fez uma rigorosa caracterizagao
fisico-quimica das nanoparticulas, para entender como se apresentava a
amostra purificada como um todo. Tal procedimento se fez necessario,
de acordo com Stéfani, porque a fase seguinte seria investigar como os
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Diego Stéfani, autor da tese: principal mensagem do estudo
é a importancia da multidisciplinaridade

0 professor Oswaldo Luiz Alves, orientador da pesquisa:
“Estamos indo para além do laboratorio”

durante os testes evitaram distorcoes
nanotubos de carbono interagiriam com os diferentes niveis de organizagao
dos biossistemas. “Em razao de todo esse trabalho, nds do LQES néo que-
remos mais usar o termo purificagdo. Penso que estamos evoluindo para

Isso causou certo tumulto no meio cientifico”, conta. Gragas ao estudo feito
no LQES, foi determinado um protocolo para avaliar a toxicidade aguda
de nanotubos de carbono. A importancia do trabalho foi reconhecida pelo

algo além desse estagio, que € o estabelecimento da qualidade
dos nanotubos. E essa qualidade que devera determinar a
aplicacdo do nanomaterial”, defende o professor Alves.

Superado o primeiro desafio, o da purificacdo e caracteri-
zagdo, o autor da tese partiu para outro tdo ou mais intrincado.
Stéfani quis analisar como os minusculos materiais intera-
giam com diferentes biossistemas. O objetivo era observar
que impactos esse produto da nanotecnologia, que constitui
um agente quimico, poderia causar ao nivel ecoldgico, imu-
noldgico e celular-molecular. Nesse trabalho, ele contou com
a colaboragdo da professora Gisela de Aragdo Umbuzeiro,
da Faculdade de Tecnologia (FT) da Unicamp, instalada na
cidade de Limeira (SP). Para poder esclarecer a questdo, o
pesquisador se valeu primeiramente de um paradigma da
Ecotoxicologia, disciplina que utiliza bioindicadores repre-
sentativos de diferentes ecossistemas.

No caso, Stéfani lancou mao de um microcrustaceo
conhecido popularmente como pulga d’agua, cujo nome
cientifico ¢ Daphnia similis, tido como um importante re-
presentante do ecossistema aquatico. “O que nos fizemos
foi analisar qual o possivel efeito toxico dos nanotubos de
carbono para esse organismo. Testamos diferentes concen-
tracOes dessas particulas na agua mineral, até o limite de 100
miligramas por litro, por um curto periodo de exposigao [48
horas]. O que nds avaliamos, em termos de porcentagem,
foi a mobilidade dos microcrustaceos, visto que eles tém a
caracteristica de nadar na coluna d’agua. Ou seja, se 0s nano-
tubos interferissem nessa mobilidade, isso seria considerado
um efeito adverso. Assim, colocamos quinze organismos em
cada concentragdo e depois contamos qual a porcentagem dos
que estavam imoveis, para ver se 0S nanomateriais causavam
algum tipo de problema”, esmitga Stéfani.

Um obstaculo enfrentado por ele durante os ensaios foi
que, decorrido determinado tempo, os nanotubos de carbono
se aglomeravam no fundo do recipiente onde estavam os
microcrustaceos. “Como a biodisponibilidade das particulas
era diferente em fung¢ao do tempo, ndo era possivel comparar
os resultados. Assim, partimos em busca de moléculas que
pudessem promover a dispersdo estavel dos nanotubos na
agua, mas que ndo interferissem no comportamento da Da-
phnia similis. Foi quando tivemos contato com o trabalho
da professora Lucia Durrant, da Faculdade de Engenharia
de Alimentos [FEA] da Unicamp. Ela tinha moléculas inte-
ressantes, denominadas biossurfactantes, que se mostraram
apropriadas para promover a suspensao dos nanotubos por um
tempo mais prolongado, sem exercer qualquer efeito sobre o
micro-organismo. Isso finalmente permitiu que fizéssemos
os testes”, relata o autor da tese.

Conforme Stéfani, nas condigdes consideradas, foi
constatada a auséncia de toxicidade aguda para o organismo
aquatico até a concentracdo de 30 miligramas por litro, e os
ensaios apresentaram boa reprodutibilidade. A professora
Gisela observa que os cuidados tomados durante os testes
foram importantes, porque evitaram distor¢oes verificadas

Congresso Brasileiro de Toxicologia, que o elegeu como o
melhor da reunido de 2009.

Stéfani assinala que, em Toxicologia, o recomendavel
€ que as checagens sejam feitas em diversos organismos
vivos. Assim, depois de verificar como se dava a interagdo
dos nanotubos de carbono com um microcrustaceo, o autor
da tese decidiu investigar se as particulas poderiam causar
alguma alteragdo no DNA. Para isso, ele utilizou diferentes
linhagens da bactéria Salmonella typhimurium, com distintas
capacidades metabdlicas. “Foi possivel constatar a auséncia
de efeito mutagénico sobre os micro-organismos, mesmo
diante de altas concentragdes de nanotubos. Entretanto, nos
também verificamos que as nanoparticulas ndo tém capacida-
de de penetrar na Salmonella. Elas permanecem na superficie.
Para que ocorra mutacdo, o material precisaria penetrar no
organismo, atingir o DNA e entdo causar a muta¢do. Em
outras palavras, nds demonstramos que um teste amplamente
difundido na ciéncia toxicologica nao foi apropriado no caso
dos nanotubos”, afirma o bidlogo.

O pesquisador também investigou as implicagdes dos
nanotubos de carbono para o sistema imunolégico. O enten-
dimento desse aspecto, destaca Stéfani, € relevante tanto para
o0s pesquisadores quanto para os trabalhadores das fabricas
desses nanomateriais, visto que os dois grupos estdo em
contato direto com tais particulas. “Também serve para nos
fornecer elementos para o uso dos nanotubos pela area médica,
como no desenvolvimento de proteses ou no transporte de
antigenos para as vacinas, para ficar em dois exemplos”, diz.
Para concretizar essa etapa do estudo, o LQES estabeleceu
uma parceria com o Instituto Butanta, o que permitiu os testes
in vivo com duas linhagens de camundongos geneticamente
selecionados. Estes animais, explica Stéfani, sdo estudados
pela institui¢@o ha cerca de 30 anos, e representam modelos
valiosos para area de imunogenética, sendo uma linhagem
mais sensivel do que a outra em termos de resposta imunolo-
gica. Em outros termos, o que o autor da tese queria examinar
¢ se os nanotubos poderiam provocar casos de imunoestim-
nula¢do ou imunossupressao nos roedores.

Antigeno

Para responder a essa pergunta, o pesquisador tomou uma
precaugdo. Como ja ¢ sabido que os nanotubos de carbono por
si s6 ndo induzem uma resposta imunoldgica especifica do
tipo antigeno-anticorpo, ele administrou nos camundongos,
via subcutanea, as nanoparticulas e também uma proteina,
denominada BSA, como antigeno modelo. Como ja men-
cionado, Stéfani usou duas linhagens diferentes de animais,
uma que apresenta alta resposta imunoldgica e outra que
oferece baixa reposta, sendo que o acompanhamento foi feito
em periodos de tempos varidveis, para registrar as respostas
primarias e secundarias na produ¢@o de anticorpos contra o
antigeno BSA. “Com esse procedimento, seria possivel apu-
rar se 0s nanotubos estariam ou ndo modulando a resposta
imunologica”, esclarece.

A bactéria Salmonella typhymurium TA98 vista
através de microscopia eletronica de transmissao,
apos exposicao aos nanotubos. As setas indicam
as miniisculas estruturas interagindo com a
superficie externa da parede celular do micro-organismo

em experiéncias assemelhadas. “Ha algum tempo, um grupo de pesquisa
publicou um trabalho no qual constatou niveis de toxicidade elevados dos
nanotubos de carbono. Ocorre, no entanto, que o problema nao era das
particulas, mas sim dos solventes utilizados para manter a suspensao destas.

Outro cuidado tomado pelo autor da tese foi administrar os nanotubos
em conjunto com a proteina e, depois, em separado. “Na resposta primaria,
as particulas tiveram efeito imunoestimulatorio, equivalente ao do hidroxido
de aluminio, substancia que tem reconhecidamente essa capacidade. O grupo

de animais que recebeu separadamente os nanomateriais e a proteina
ndo apresentou qualquer resposta. Ou seja, € muito importante a forma
como o antigeno ¢ apresentado. O mesmo comportamento foi observa-
do na resposta secundaria, mas claro que nesse caso surgiu a questao
da reincidéncia e do efeito memoria das aplicagdes”, complementa
Stéfani. Estes experimentos com camundongos foram realizados no
Laboratério de Imunoquimica do Instituto Butantd, em parceria com
o professor Osvaldo Augusto Sant”Anna.

No entender do professor Alves, os resultados dos testes foram
significativos porque podem contribuir para os estudos relacionados
aos aspectos genéticos da resposta imune frente a exposi¢do aos nano-
tubos. “Compreender o polimorfismo das populagdes ¢ fundamental.
No futuro, os médicos ndo vao prescrever medicamentos ou terapias
sem conhecer a genética dos pacientes. Quando avangarmos nesse
entendimento, as possibilidades de praticarmos uma medicina perso-
nalizada serdo imensas”, emenda a professora Gisela. Como sequéncia
da sua tese, Stéfani também averiguou a interacao dos nanotubos de
carbono com o sistema celular, o nivel mais basal dos biossistemas. A
meta era verificar como 0s materiais interagiam com sistemas vivos
que apresentam as mesmas dimensdes deles, o que abre chances de
aplicagdo em areas como a medicina e agricultura, entre outras.

Dessa forma, o pesquisador testou, in vitro, a capacidade de inter-
nalizagdo celular e o efeito citotoxico das nanoparticulas em astrocitos,
células que cumprem, entre outras, duas importantes fungdes: carregam
os nutrientes da corrente sanguinea para os neurdnios e dao protecao e
sustentacgdo fisica a estes. “Através dos ensaios, pudemos demonstrar
que os nanotubos podem ser internalizados. Com técnicas especificas,
foi possivel ver nanotubos aglomerados no citoplasma bem como in-
dividualizados dentro das células. Resta compreender melhor, agora,
como as particulas entram nas células. De posse desse dado, um dia
talvez possamos usar enxertos contendo nanotubos em sua composi-
¢do em caso de perda de massa encefalica apos acidentes, bem como
sistemas para transporte de medicamentos em neuroterapias”, projeta
o autor da tese, com a anuéncia do seu orientador.

Retornando ao assunto da purificacdo dos nanomateriais, Stéfani
desenvolveu, ainda, um método para o tratamento dos efluentes gerados
pelo processo. A partir das informacdes geradas pelo estudo, ele e o
professor Alves perceberam que os residuos carbonaceos produzidos ao
longo do tratamento quimico poderiam ser removidos quase totalmente
da agua de processo (indice de 99%) com a aplicac@o da hidrotalcita,
tipo de argila que pode ser natural ou sintética, cujas propriedades ja
eram de amplo conhecimento dos integrantes do LQES. O processo
de remediacdo foi objeto do depdsito de uma patente internacional,
por meio da Agéncia de Inovagao Inova Unicamp. Ao comentar sobre
a amplitude e importancia dos resultados gerados pelo seu trabalho
de doutorado, Stéfani afirma que a principal mensagem do estudo é
a importancia de se promover uma abordagem multidisciplinar de
temas fundamentais ao desenvolvimento do conhecimento, em torno
dos nanotubos de carbono, de maneira integrada e proativa.

Na mesma linha, o professor Alves pondera que a criatividade e as
exigéncias do mundo contemporaneo impulsionam cada vez mais a ci-
éncia a produzir novos materiais, para as mais diversas aplicacoes. “Por
outro lado, temos que nos preocupar com a seguranga em torno desses
mesmos materiais. Precisamos investigar exaustivamente os graus de
toxicidade deles, para verificar seus possiveis impactos, como prega a
OCDE [Organizagio de Cooperagdo e de Desenvolvimento Economi-
co]. Na OCDE ha o seguinte principio ‘no data, no marketing’” - [“sem
informagao, sem mercado”, em traduc@o livre], pontua o docente do 1Q.
Ainda segundo ele, os resultados da pesquisa de Stéfani, que contou com
bolsa de estudo concedida pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico (CNPq), somente foram possiveis porque fo-
ram desenvolvidos na Unicamp, que conta com pessoal e ferramental
de alto nivel. “Interessante ¢ que tudo foi feito com pouco dinheiro
oficial. Fizemos o que fizemos gragas ao envolvimento e crenga de
nossos pesquisadores e colaboradores”, dentre eles, os professores Israel
Felzenszwalb (IBRAG-UERJ) e Alexandre Oliveira (IB-Unicamp).
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