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Resumo 

Nanotubos de Carbono (CNTs) são alótropos do carbono compostos por 

estruturas tubulares constituídas por uma (CNTs de Parede Simples) ou mais (CNTs 

de Múltiplas Paredes) camadas de grafeno. Devido a suas propriedades físico-

químicas e mecânicas CNTs podem ser utilizados na Biomedicina de diversas 

maneiras, porém sua possível citotoxicidade pode comprometer esse potencial. Uma 

das formas de minimizar esse efeito indesejável é através da biofuncionalização: 

associação de biomoléculas à superfície dos CNTs. Neste trabalho foram avaliadas 

as alterações estruturais, ultraestruturais e bioquímicas em células epiteliais MDCK 

interagindo com CNTs de Paredes Múltiplas, não alinhados, revestidos ou não com 

Fibronectina ou Laminina-111. Durante o processo de interação células-nanotubos 

foram avaliados a viabilidade celular (MTT e microscopia de fluorescência), a 

estrutura (microscopia óptica) e a ultraestrutura (microscopia eletrônica de 

varredura) celulares, bem como possíveis alterações intracelulares (microscopia 

eletrônica de transmissão) e de expressão proteica/bioquímicas (SDS-PAGE). A 

viabilidade não se revelou alterada em células sob interação com CNTs 

biofuncionalizados ou não, embora ocorressem células necróticas dentre aquelas 

interagindo com CNTs não funcionalizados.  Porém, a ultraestrutura celular mostrou-

se alterada: ocorrência de células menos espraiadas e muitas destas vacuolizadas. 

Além disso, a expressão proteica revelou-se aumentada em células interagindo com 

CNTs revestidos com Laminina-111. Em conjunto, os resultados aqui descritos 

sugerem que CNTs são biocompatíveis para células epiteliais, podendo, 

potencialmente, ser utilizados como biomateriais para implantes epiteliais desde que 

previamente revestidos com Laminina-111. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Palavras-chave: Nanotubos de Carbono, Fibronectina, Laminina-111, célula epitelial
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Abstract 

 

 Carbon Nanotubes (CNTs) are carbon allotropes composed of tubular 

structures consisting of one (Single Walled CNTs) or more layers of graphene (Multi 

Walled CNTs). Due to their physico-chemical and mechanical properties, CNTs can 

be used in Biomedicine in several ways. But their possible cytotoxicity can 

compromise this potential. One of the ways to minimize this undesirable effect is 

through the biofunctionalisation: association of biomolecules to the surface of CNTs. 

Here, structural, ultrastructural and biochemical alterations were evaluated in MDCK 

epithelial cells interacting with non-aligned Multiple Wall CNTs, coated or not with 

Fibronectin or Laminin-111. During the process of cell-nanotube interaction, cellular 

viability (MTT and fluorescence microscopy), cellular structure (optical microscopy) 

and ultrastructure (scanning electron microscopy) were evaluated, as well as 

possible intracellular changes (transmission electron microscopy) and protein / 

biochemical expression (SDS-PAGE). Viability was not altered in cells interacting 

with CNTs biofunctionalized or not, although few necrotic cells were found interacting 

with non-functionalized CNTs. However, the cellular ultrastructure was altered: the 

occurrence of less sprayed cells and many of them vacuolized. In addition, protein 

expression was enhanced in cells interacting with CNTs coated with Laminin-111. 

Taken together, the results described herein suggest that CNTs are biocompatible to 

epithelial cells and could potentially be used as biomaterials for epithelial implants if 

previously coated with Laminin-111. 
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1 - INTRODUÇÃO 

 

A Engenharia de Tecidos é uma área de conhecimento cujo objetivo é o 

desenvolvimento e construção de dispositivos para o corpo humano com intuito de 

substituir ou restaurar a função de algum órgão ou tecido lesado (Fisher et al., 

2012). Esses dispositivos são confeccionados com materiais biocompatíveis - 

biomateriais - os quais possuem propriedades mecanoquímicas compatíveis com 

tecidos humanos (Palel & Gohel, 2012).  

Com o avanço da Nanotecnologia e a transferência de conhecimentos desta 

área para a Engenharia de Tecidos, biomateriais complementares, desenhados em 

escala nanométrica, passaram a ganhar destaque. Dentre estes os Nanotubos de 

Carbono (alótropos do carbono constituídos por estruturas tubulares) que devido a 

suas propriedades físico-químicas e mecânicas, tornaram-se altamente 

interessantes para aplicações biomédicas (Bekyarova et al., 2005; Tonelli et al., 

2012; Eatemadi et al., 2014;). Para utilizá-los com esta finalidade é necessário 

neutralizar sua possível citotoxicidade, a qual pode estar relacionada a diversos 

fatores como comprimento, agregação, concentração, oxidação, entre outros. Dessa 

maneira, busca-se então neutralizar provável citotoxicidade e uma das maneiras de 

alcançar esse objetivo é através da funcionalização: processo de associação de 

moléculas à superfície dos CNTs (Franchi & Santos, 2012; Vardharajula et al., 

2012).  

A utilização de biomoléculas funcionais como aquelas que compõem a Matriz 

Extracelular (MEC) neste processo pode otimizar a interação CNTs/células 

(Vardharajula et al., 2012). Vários estudos vem sendo desenvolvidos neste sentido, 

abordando a dinâmica da interação de diversos tipos celulares com CNTs 

previamente revestidos com proteínas de MEC, tais como Colágeno I e Fibronectina. 

Os resultados decorrentes sugeriram que tal procedimento torna CNTs menos 

citotóxicos e, consequentemente, mais biocompatíveis à células de mamíferos (Cai 

et al., 2010; Madini et al., 2013; Mao et al., 2013; Mottaghitalab et al., 2015). Porém, 

até a presente data, não há na literatura registros de trabalhos conclusivos sobre o 

processo de interação de células epiteliais com CNTs funcionalizados ou não, sendo 

em sua maioria voltados para os efeitos dos CNTs sobre células epiteliais 
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pulmonares devido a relação da inalação dos CNTs e o surgimento de fibrose 

pulmonar e câncer (Muller et al., 2008; Lindberg et al., 2009; Polimeni et al., 2016). 

Células epiteliais da linhagem MDCK (Madin Darby canine kidney) foram 

escolhidas para o presente trabalho, pois tem sido amplamente utilizadas como 

modelo de estudo da função, polaridade, desenvolvimento e organização epiteliais 

(Boulan & Sambuy, 1988; Dukes et al., 2011; Simmons, 1982). As células foram 

cultivadas em diferentes substratos compostos por CNTs funcionalizados ou não 

com proteínas da MEC (Laminina-111 e Fibronectina plasmática) e realizados 

ensaios estruturais, ultraestrururais e bioquímicos com intuito de se investigar as 

possíveis consequências na viabilidade, morfologia epiteliais e expressão proteica.  
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2 - REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 - Tecido Epitelial 

 

O Tecido Epitelial consiste em uma ou mais lâminas de células firmemente 

aderidas umas às outras e à MEC, que reveste as superfícies e cavidades do corpo 

dos animais, bem como forma as unidades funcionais das glândulas secretoras 

(Kierszenbaum et al., 2007); envolve e “divide” o corpo dos animais, criando 

compartimentos internos onde ocorrem processos especializados, sendo, portanto, 

central na construção de animais multicelulares (Alberts et al., 2008). Este tecido 

exerce funções de proteção, absorção de íons e moléculas, percepção de estímulos 

sensoriais e secreção (Junqueira & Carneiro, 2013). Dessa maneira, participa de 

diversas funções, tais como digestão, reprodução, excreção, tráfego de leucócitos e 

sinalização hormonal. Além disso, durante o desenvolvimento embrionário, forma 

estruturas transitórias e funciona como progenitor para o desenvolvimento de órgãos 

mais complexos (Gumbiner, 1992).  

Os diferentes tipos de Epitélios originam-se das três camadas germinativas, 

embora a maioria deriva-se do ectoderma e endoderma. Aqueles provenientes do 

ectoderma dão origem as mucosas oral e nasal, córnea, epiderme e as glândulas da 

pele e mamárias. Os originados do endoderma compõem o fígado, o pânceras, os 

revestimentos gastrointestinal e respiratório; e os derivados do mesoderma originam 

os túbulos uriníferos do rim, o revestimento dos sistemas reprodutores e circulatório 

(Gartner & Hiatt, 2003). 

Em humanos, o Tecido Epitelial envolve dois grupos principais funcionalmente 

distintos: Epitélios de Revestimento - recobrem a superficie externa, revestindo as 

cavidades internas do corpo e Epitélios Glandulares, especializados na atividade de 

secreção. Embora sejam funcionalmente distintos, é possível encontrar epitélios de 

revestimento constituídos parcial (células caliciformes no epitélio dos intestinos e da 

traqueia) ou totalmente por células secretoras (epitélio da cavidade estomacal) 

(Junqueira & Carneiro, 2013). Os de Revestimento são classificados de acordo com 

o número de camadas e a morfologia das células mais superficiais que os compõem 

quando observados ao microscópio óptico. De acordo com essas características 

podem ser classificados em: 
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 Simples: constituídos apenas por uma camada celular, e subdivididos em 

pavimentoso, cúbico e cilíndrico, de acordo com a altura e largura de suas 

células; 

 Estratificados: formados por mais de uma camada celular e 

subclassificados conforme a morfologia celular em pavimentoso, cúbico, 

cilíndrico e de transição; 

 Pseudoestratificados: formados apenas por uma camada de células na 

qual apenas algumas alcançam a superfície do epitélio, apresentando 

núcleos em diferentes níveis, o que dá a impressão de uma organização 

estratificada (Kierszenbaum et al., 2007). 

As células epiteliais glandulares formam as glândulas, as quais secretam 

grande variedade de substâncias como hormônios, lipídios, complexos de 

carboidratos e proteínas, etc. As glândulas são formadas a partir de células epiteliais 

que penetram o tecido conjuntivo subjacente e secretam Lâmina Basal ao seu redor 

(Junqueira & Carneiro, 2013). São classificadas basicamente em dois grandes 

grupos de acordo com a maneira de distribuir seus produtos de secreção: 

 Glândulas Exócrinas: secretam através de dutos para superfície epitelial 

da qual se originaram; 

 Glândulas Endócrinas: secretam seus produtos diretamente nos vasos 

sanguíneos ou linfáticos (Gartner & Hiatt, 2003). 

Essencialmente, todos os Epitélios estão ancorados a outros tecidos através 

da Lâmina Basal por um lado (porção basal) e livres no lado oposto (porção apical); 

sendo, dessa maneira, estruturalmente polarizados (Alberts et al., 2014).  

 

2.2  - Célula epitelial 

 

As células epiteliais correspondem a cerca de 60% dos tipos celulares 

diferenciados em vertebrados (Alberts et al., 2008). Existem mais de 150 diferentes 

tipos que realizam funções-chave nos sistemas digestivo, respiratório, reprodutivo, 

neural, sensorial e vascular (Rodriguez-Boulan & Macara, 2014).  

Tais células apresentam-se em sua maioria poliédricas (muitas faces), 

justapostas e com pouca substância extracelular entre elas. Possuem a capacidade 

de aderirem-se firmemente umas às outras e à MEC devido a presença expressiva 
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de junções celulares, o que lhes permite organizarem-se em folhetos ou em 

unidades secretoras (Junqueira & Carneiro, 2013).  

Uma célula epitelial típica apresenta basicamente dois domínios 

morfofuncionais distintos: apical (contato célula-entorno, incluindo a luz de um 

órgão) e basolateral (contato célula-Lâmina Basal e célula-célula, via MEC ou não) 

(Figura 1). Por serem funcionalmemte distintos, estes domínios apresentam 

estruturas e proteínas específicas que estão relacionadas a estas funções (Gartner 

& Hiatt, 2003). 

Figura 1: Representação esquemática dos domínios morfofuncionais de membrana presentes 

nas células epiteliais. Em (a) Domínio Apical; (b) Domínio Basolateral. Adaptado de 

<http://www.oocities.org/ar/biolcito/endomem3/134769.jpg>. 

 

No domínio apical podem ocorrer três tipos de especializações: cílios 

(projeções móveis que auxiliam no deslizamento de fluidos e células), 

microvilosidades (projeções digitiformes que auxiliam na absorção) e estereocílios 
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(projeções digitiformes longas e ramificadas com função sensorial e germinativa) 

(Kierszenbaum et al., 2007). 

No domínio basolateral predominam as junções ocludentes, aderentes e 

comunicantes (Figura 2). As junções ou zônulas ocludentes (Tight Junctions) formam 

um cinturão ao redor das células que sela os espaços intercelulares impedindo o 

livre tráfego de moléculas. Tais junções conferem ao epitélio a função de barreira 

seletivamente permeável, além de auxiliarem na separação dos domínios da 

membrana plasmática impedindo a difusão de proteínas e lipídios, mantendo sua 

composição única. Dessa maneira, são essenciais para a existência da polaridade 

apresentada por estas células e, por consequência, do Tecido Epitelial como um 

todo (Alberts et al., 2008). 

 

Figura 2: Diversidade das junções encontradas nas células epiteliais. (a) Junções ocludentes; 

(b) zônula aderentes com filamentos de actina ancorados; (d) junções comunicantes; (c) 

desmossomo e (e) hemidesmossomos com filamentos intermediários ancorados em ambos. 

Adaptado de: Alberts et al., 2010. 

 

As junções aderentes, constituídas pela zônula aderente, desmossomos e 

hemidesmossomos, promovem a adesão célula-célula e célula-MEC. Na zônula 

aderente estão inseridos numerosos filamentos de actina que auxiliam na 
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manutenção da adesão e transmissão de estresse entre as células. Os 

desmossomos estão distribuídos ao longo da porção lateral do domínio basolateral 

e, assim como a zônula aderente, promovem a adesão célula-célula, porém neles 

estão inseridos filamentos intermediários, resultando numa adesão bastante firme. 

Os hemidesmossomos promovem a adesão célula-MEC, também possuem 

filamentos intermediários ligados à sua estrutura e ficam localizados na porção basal 

do domínio basolateral (Junqueira & Carneiro, 2013).  

As junções comunicantes ou gap ocorrem lateralmente, permitem a difusão 

de pequenos metabólitos, mensageiros secundários, íons e outras moléculas entre 

células vizinhas, sendo essenciais para transdução elétrica, sinalização e nutrição 

celulares (Giepmansa & van Ijzendoorn, 2009). 

Para o estudo morfofuncional das células epiteliais in vitro há grande 

variedade de linhagens depositadas em bancos de célula. Dentre elas, a MDCK: 

linhagem assim estabelecida a partir de cultivo primário de células de rim de cão, em 

1958, por S. H. Madin e N. B. Darby, que vem sendo amplamente utilizada como 

modelo de estudo da função, polaridade, desenvolvimento e organização epiteliais 

(Simmons, 1982; Boulan & Sambuy, 1988; Dukes et al., 2011). Isto se deve ao fato 

de que células MDCK retêm in vitro muitas das propriedades apresentadas por seus 

pares in vivo, tais como polaridade ápico-basal, transporte e resistência transepitelial 

compatíveis com epitélio in vivo (Stevenson et al., 1988; Simons & Vitra, 2006; 

Srinivasan et al., 2015). 

 

2.3- Matriz Extracelular (MEC) 

 

  Tanto no Tecido Eplitelial quanto nos demais tecidos, as células são 

circundadas pela MEC. Esta, por sua vez, é um complexo macromolecular 

sintetizado e depositado pelas células no meio extracelular o qual atua como suporte 

mecano-físico regulador do comportamento celular, desempenhando papel chave no 

desenvolvimento, função e homeostase celulares através da transmissão de sinais 

mecanoquímicos aos receptores de superfície celular (Naba et al., 2015).  

  A MEC atende às demandas arquitetônicas e químicas individuais dos 

tecidos ao incorporar componentes moleculares específicos em concentrações, 

arranjos e geometrias diferentes (Hubmacher & Apte, 2013). Participa ativamente no 

estabelecimento, separação e manutenção dos diferentes órgãos e tecidos, 
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regulando o nível de hidratação, pH e a abundância de fatores de crescimento e 

receptores no microambiente local. Essas diversas funções são alcançadas graças a 

sua complexa composição química e organizacional (Mouw et al., 2014). 

 

2.3.1 - Composição  

 

De modo geral, a MEC é composta por Glicosaminoglicanas, Proteoglicanas, 

Glicoproteínas e Colágenos (Figura 3) (Gartner & Hiatt, 2003). Porém sua 

constituição e organização específica variam de tecido para tecido, podendo 

apresentar desde uma organização axial e longitudinal especializada rica em 

Colágeno (como é encontrada na MEC que compõe os tendões) até uma estrutura 

muito mais amorfa, rica em Proteoglicanas, como aquela encontrada na MEC do 

cérebro (Mow et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Diagrama representando a MEC destacando seus principais componentes: 

Colágenos, Glicoproteínas (Fibronectina e Laminina), Proteoglicanas (Glicosaminoglicanas ligadas à 

proteínas). Bem como a Integrina (proteína de adesão que medeia a adesão célula-MEC). Adaptado 

de <http://jonlieffmd.com/wp-content/uploads/2013/11/ech4-1.jpg>. 

 

2.3.1.1 – Glicosaminoglicanas (GAGs) 

 

GAGs são polissacarídeos compostos por cadeias não ramificadas de 

repetições de subunidades dissacarídicas, geralmente um aminoaçúcar (N-

acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina ou Galactose) e um ácido urônico (Ácido 
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Glucorônico ou Idurônico) (Rowlands, 2015). O aminoaçúcar, na maioria das GAGs, 

é sulfatado o que, associado a grupos carboxila presentes na estrutura das GAGs, 

confere alta carga negativa a essas moléculas, tornando-as altamente solvatáveis. 

Tal condição aumenta o influxo de água para MEC, criando pressão por inchaço - 

turgor - que auxilia a MEC a resistir às forças compressivas (Alberts et al., 2014). Os 

principais grupos de GAGs são: Hialuronana (Ácido Hialurônico); Condroitina, 

Dermatana, Heparana e Queratana Sulfatos. Destas, somente Hialuronana não é 

sulfatada e as demais, geralmente, estão associadas covalentemente a cadeias 

polipeptídicas, formando Proteoglicanas (Imberty et al., 2007). 

 

2.3.1.2 – Proteoglicanas (PTGs) 

 

PTGs são compostas por um eixo protéico com GAGs sulfatadas a elas 

anexadas covalentemente (Schaefer & Schaefer, 2010). São capazes de se ligar a 

uma grande variedade de moléculas, como enzimas, fatores de crescimento, 

quimiocinas, citocinas, e outros componentes da MEC, desempenhando papel ativo 

na transdução de sinais. Além disso, podem atuar como filtro molecular, participam 

na resistência a compressão e organização da MEC. Algumas PTGs podem ocorrer 

associadas integralmente à Membrana Plasmática ou via Glicosilfosfatidilinositol 

(Perrimon & Bernfield, 2001). 

 

2.3.1.3- Glicoproteínas (GPs) 

 

As principais GPs encontradas na MEC de mamíferos são Entactina, 

Condronectina, Osteonectina, Tenascina, Fibronectina e Laminina (Gartner & Hiatt, 

2003). Na MEC, as GPs viabilizam a interação entre os componentes da última, 

auxiliando na sua montagem; promovem adesão e sinalização celular, além de 

servirem como “reservatórios” de fatores de crescimento (Hynes & Naba, 2012). 

Dentre as GPs, várias apresentam-se como fibras, tal como a Elastina: proteína 

altamente hidrofóbica e deformável que confere elasticidade à MEC (Gartner & Hiatt, 

2003). Estas fibras dotam o tecido com alta extensibilidade, podendo se extender até 

150% mais sem se romper, retornando ao seu tamanho original, além de serem os 

componentes mais biológica, térmica e quimicamente estáveis da MEC (Humphrey 

et al., 2014).  
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Uma das GPs da MEC mais investigada é a Fibronectina (FN): glicoproteína 

multidomínio de 440 kDa, também encontrada na forma solúvel no plasma humano, 

com capacidade de se ligar simultaneamente aos componentes da MEC, a 

receptores de superfície celular e a outras moléculas de FN (Figura 4) (To & 

Midwood, 2011). Trata-se de um homodímero cujas subunidades são unidas por 

ligações dissulfeto na porção C-terminal. FN apresenta diferentes tipos de módulos 

(I, II e III) separados por pequenos trechos de cadeias polipeptídicas flexíveis 

(Shwarbauer & Desimone, 2012). No módulo Tipo III, com cerca de 90 resíduos de 

aminoácidos, localiza-se a sequência RGD (Arginina-Glicina-Asparagina): uma das 

regiões a qual FN é reconhecida e ligada as Integrinas (Pankov & Yamada, 2002), 

presentes na superfície de células procarióticas e eucarióticas (Johnson et al., 

2009). 

 

  Figura 4: Estrutura do dímero de FN. (a) Eletromicrografia de moléculas de FN; as setas 

vermelhas indicam a porção C-terminal. (b) Diagrama da estrutura da FN. Cada cadeia é dobrada em 

cinco ou seis domínios conectados por segmentos flexíveis. Cada domínio liga-se especificamente a 

uma certa molécula ou célula, como indicado pelas diferentes cores. (c) Estrutura tridimensional dos 

dois tipos de repetições de FN. Com destaque para a a sequência RGD, mostrada em vermelho. 

Adaptado de: Alberts et al., 2008. 

 

2.3.1.4 – Colágenos (COLs) 

 

COLs são os componentes predominantes da MEC animal, compreendendo 

um terço de todas as proteínas em humanos. São proteínas fibrosas, compostas 

basicamente por sequências Glicina-Prolina-Lisina, que formam uma longa e rígida 
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cadeia tripla helicoidal na qual as cadeias polipeptídicas (cadeias α) estão envoltas 

como uma corda supertorcida (Shoulders & Raine, 2009). 

Cerca de 40 tipos de moléculas de COL foram descritas até hoje (Alberts et 

al., 2014). Tal variedade está relacionada a existência de várias isoformas e 

estruturas supramoleculares, participação de diferentes genes promotores e splicing 

alternativo. Além disso, fragmentos bioativos originados de clivagem de moléculas 

de COL (Matricinas ou Matrilinas) regulam desenvolvimento, angiogênese, 

metástase de tumores além de reparo tecidual (Richard-Blum, 2011). De acordo com 

sua estrutura e organização supramolecular, as moléculas de COL podem ser 

classificadas em três classes principais: (a) formadoras de fibrilas (fibrilares); (b) 

associados às fibrilas e (c) formadoras de redes. Como exemplo de cada uma 

dessas classes, podemos destacar os COLs tipo I, tipos IX e XII, tipos IV e VII, 

respectivamente (Gelse et al., 2003). Aqueles fibrilares compreendem cerca de 90% 

do total dos COLs, sendo o tipo I o mais abundante em mamíferos, encontrado em 

grandes quantidades nos ossos, pele, tendões, ligamentos e córnea. No meio 

extracelular, moléculas de COL I formam polímeros maiores - fibrilas colágenas - as 

quais se associam formando fibras (Gelse et al., 2003; Richard-Blum, 2011). 

 

2.3.2  - Lâmina Basal 

 

Lâmina Basal é uma fina camada de MEC localizada entre o Tecido Epitelial e 

o Conjuntivo, composta basicamente por Lamininas 141 e 111, COL IV, Nidogênio e 

PTGs. Atua na morfogênese dos tecidos, promoção da forte adesão entre o tecido 

epitelial e conjuntivo, filtragem de moléculas e influencia a polaridade e o 

metabolismo celulares (Yurchenco, 2012). A Lâmina Basal não é exclusiva dos 

Tecidos Epiteliais, podendo ser encontrada em outras células que fazem contato 

com o Tecido Conjuntivo, como as musculares, adiposas e de Schwan (Rowe & 

Weiss, 2008).  

  As Lamininas (LMNs) são os principais componentes das Lâminas Basais 

(Domogastkaia et al., 2012). LMN-111 é a isoforma mais conhecida: grande 

glicoproteína (cerca de 1.000 kDa) constituída por três grandes cadeias 

polipeptídicas (α1, β1 e γ1) as quais associadas umas as outras geram uma estrutura 

em forma de cruz (Figura 5) (Aumalley et al., 2005). Esta glicoproteína viabiliza a 

formação da estrutura altamente reticulada da Lâmina Basal, uma vez que possui 
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sítios de ligação para uma série de moléculas como Distroglicana, COL IV, 

Entactina, dentre outros, assim como para células (Durbeej, 2010). 

 

 Figura 5: Estrutura da LMN-111, formada pelas cadeias α (azul), β (vermelho) e γ, unidas por 

ligações dissulfeto. Seus diversos domínios e regiões de ligação a outras proteínas, permite que a 

LMN desempenhe um papel central na organização e reunião da lâmina basal, assim como 

ancorando-a às células. Adaptado de <http://www.sigmaaldrich.com/technical-

documents/articles/biofiles/laminin.html>. 

 

2.4 - Adesão Célula-MEC 

  Os principais receptores das células animais para ligação da maioria das 

proteínas da MEC são as Integrinas, as quais também podem se ligar a receptores 

de superfície celular e a componentes do citoesqueleto, participando diretamente da 

formação dos complexos moleculares envolvidos na sinalização celular (Berrier & 

Yamada, 2007).Trata-se de um heterodímero formado por cadeias α e β ligadas não 
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covalentemente, constituídas por vários domínios com porções flexíveis entre eles, 

apresentando uma pequena cauda C-terminal intracelular e um grande domínio 

extracelular N-terminal (figura 6). A porção extracelular reconhece e se liga a 

sequência de aminoácidos RGD nos ligantes, enquanto a porção intracelular se liga 

a um complexo de proteínas adaptadoras associadas ao citoesqueleto (Alberts et al., 

2008). 

 

  Figura 6. Diagrama esquemático da estrutura da Integrina. As subunidades α (verde) e β 

(laranja) são compostas por domínios extracelular, transmembrana e intracelular. Adaptado de 

<https://www.researchgate.net/figure/48330882_fig1_Figure-2-Schematic-illustration-of-the-integrin-

structure-Integrin-a-and-b-subunits>. 

   

  As Integrinas são ativadas em decorrência de mudanças conformacionais. 

Estas, por sua vez, viabilizam a interação com seus possíveis ligantes. A base para 

esse fenômeno é a regulação alostérica: mudanças estruturais em uma extremidade 

relacionadas a mudanças estruturais na outra (Critchley, 2009). No seu estado 

inativo, as porções intracelulares das cadeias ficam aderidas uma à outra, 

“escondendo” o sítio de ligação a Talina (principal proteína adaptadora). Porém, 

quando a porção extracelular se “desdobra”, este contato é quebrado, as porções 
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intracelulares se separam e o sítio de ligação à Talina na cadeia β fica exposto, o 

que leva ao agrupamento de filamentos de Actina na extremidade intracelular da 

Integrina. Da mesma maneira, mudanças conformacionais internas podem 

desencadear a ativação da porção extracelular da Integrina: isso ocorre pois a Talina 

compete com a cadeia α por seu sítio de ligação na cadeia β. Assim, quando a 

Talina se liga à cadeia β, ela desfaz a ligação entre as caudas intracelulares, 

separando-as, o que faz que a porção extracelular da Integrina adquira sua 

conformação ativa (Figura 7) (Alberts et al., 2008). 

  Além disso, ligação das Integrinas aos seus ligantes também é influenciada 

pela concentração no meio extracelular de cátions divalentes, como Ca2+ e Mg2+, os 

quais podem atuar de diferentes formas: efetores, promovendo ligação ao ligante; 

antagonistas, inibidindo a ligação ao ligante; e seletores, alterando a especificidade 

de ligação ao ligante. Cada Integrina possui domínios de ligação de baixa afinidade 

a cátions divalentes que, por sua vez, formam um complexo ternário com o íon 

divalente ligado ao receptor; em seguida, com os contatos entre RGD e Integrina 

estabilizados, o íon divalente é deslocado (Plow et al., 2000). 

 

Figura 7. Diagrama esquemático representando a conexão entre o interior da célula e a MEC 

através da molécula de Integrina. A molécula de integrina (verde) liga-se diretamente a uma proteína 

extracelular como a FN (laranja). A sua cauda intracelular se liga à uma proteína adaptadora como a 

talina (rosa), a qual, por sua vez, liga-se aos filamentos de actina. Adaptado de 

<http://www.nature.com/scitable/topicpage/cell-adhesion-and-cell-communication-14050486>.  
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As adesões mediadas por Integrina são complexos multiproteicos que ligam a 

MEC ao citoesqueleto. Tais adesões podem envolver cerca de 200 componentes 

diferentes intrínsicos ou transitórios em sua formação, os quais estão associados a 

funções distintas, incluindo reguladores de actina, proteínas adaptadoras que ligam 

direta ou indiretamente actina a Integrinas, e uma variedade de moléculas 

sinalizadoras, como quinases, fosfatases e proteínas G e seus reguladores (Geiger 

et al., 2009). 

De acordo com critérios moleculares e morfológicos os complexos de adesão 

célula-MEC mediadas por Integrinas incluem complexo focal, adesão focal, adesão 

fibrilar. Dentre eles, o tipo mais bem caracterizado são as Adesões Focais (AFs) 

(Berrier & Yamada, 2007). 

As AFs representam fortes adesões célula-MEC, tal qual grampos 

moleculares, que são frequentemente encontrados em células aderentes cultivadas 

em substratos rígidos, e sua localização é geralmente considerada um bom 

indicativo da funcionaidade da adesão célula-MEC. Acredita-se que a montagem das 

estruturas da adesão célula MEC seja iniciada pela interação de Integrinas/proteínas 

MEC, como a FN, que resultam no agrupamento das Integrinas e na formação de 

estruturas nascentes da adesão celula-MEC ou Complexos Focais. Estes podem 

amadurecer em estruturas de adesão mais estáveis e maiores, AFs, que podem, por 

sua vez, conduzir a formação de adesões fibrilares. Inversamente, AFs podem ser 

desmontados em resposta a certos estímulos extracelulares (Wu, 2007).  

    

2.5 - Mecanotransdução 

As interações entre células-MEC não são apenas influenciadas pela 

composição desta última, mas também por suas propriedades mecânicas. Células 

“percebem” e recebem vários sinais mecânicos de seu microambiente: os diferentes 

tipos de moléculas, seus arranjos e densidade da malha MEC podem fornecer 

microambientes mecânicos com diferentes graus de rigidez de superfície, pontos de 

ancoramento e topografia (Seong et al., 2013). 

O processo de converter forças físicas do meio em sinais biomecânicos e a 

integração desses sinais nas respostas celulares é definido como 

Mecanotransdução (Huang et al., 2004). Através deste mecanismo células co-optam 

seus entornos, modulam diversas funções como proliferação, diferenciação, 
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migração e apoptose, sendo crucial para o desenvolvimento de órgãos e 

homeostase. Qualquer alteração crítica que prejudique essa cadeia de detecção 

mecânica pode perturbar a função celular normal e resultar em diversas doenças, 

tais como: hipertensão, fibrose e até mesmo câncer (Humphrey et al., 2014). 

As estruturas celulares aderentes estão submetidas a tensões de 0,01-0,1 

atm in vivo, o que é equivalete a 1-10 nN. Até mesmo pequenas mudanças nas 

magnitudes ou distribuição dessas forças podem levar a uma remodelação 

compensatória dos contatos célula-célula e células-MEC. Sinais estruturais como 

anisotropia ou topografia da MEC, ou ainda localização do contato celular podem 

fazer com que uma célula mude sua forma ou altere seu estado funcional (Chen et 

al., 2004).  

O processo de mecanotransdução envolve a avaliação celular da mecânica 

da MEC através de sua adesão, seguida por um processo de mecanorregulação o 

qual inclui deposição, rearranjo ou remoção da MEC para manter forma e função 

(Humphrey et al., 2014). Assim, a resposta celular a forças mecânicas está acoplada 

a organização do citoesqueleto e a capacidade de adesão celular à MEC 

circundante (Chen et al., 2004). Os mecanismos envolvidos nesse processo ainda 

estão sob investigação. Há consenso que se trata de várias vias devido a presença 

de várias proteínas na formação das adesões célula-MEC. Mas acredita-se que as 

AFs desempenhe papel central nesse processo (Seong et al., 2013). Quando as 

Integrinas se agrupam nos sítios de contato com a MEC, formando as AFs, várias 

proteínas intracelulares são recrutadas nestes sítios de adesão. Dentre elas, a 

conhecida Cinase de Adesão Focal (FAK, do inglês: Focal Adhesion Kinase), a qual 

se liga a cauda citoplasmática de uma das subunidades da Integrina. Essas 

moléculas agrupadas fosforilam umas às outras, criando sítios de ancoragem de 

fosfotirosinas, onde Srcs (tirosinas cinases) se ligam. Como há muito conhecido, Src 

e FAK fosforilam, então, uma à outra, além de fosforilarem outras proteínas que se 

agrupam nos sítios de adesão, inclusive outras proteinas sinalizadoras, 

desencadeando cascatas de sinalização (Alberts et al., 2008).  

Dessa maneira, não só a bioquímica, mas também a mecânica (rigidez, 

topologia, topografia, etc.) do meio no qual as células se encontram influencia tanto 

o comportamento celular quanto o entorno.   
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2.6 - Engenharia de Tecidos 

A Engenharia de Tecidos é uma área de conhecimento inter e transdisciplinar 

que incorpora princípios da Ciência Biomédica, das Engenharias Mecânica e de 

Materiais, e da Arquitetura no desenvolvimento de dispositivos biológicos que 

regenerem, mantenham ou melhorem a função de algum órgão ou tecido lesado 

(Langer & Vacanti, 1993; Ingber et al., 2006). Pode ser dividida em duas abordagens 

básicas:  

 In vitro: construção de tecidos bioartificiais a partir de células isoladas. 

Tais tecidos são construídos com substâncias naturais e sintéticas para 

serem utilizados como uma alternativa para o transplante tradicional de 

órgãos, além de poderem servir como biomodelos para estudos de 

funcionalidade e morfogênese teciduais; 

 In vivo: alteração do crescimento e função celular in situ, através de 

sinalizações mecanoquímicas (Palsson et al., 2003).  

  Para construir tecidos in vitro ou alterar seu comportamento in vivo, as células 

são estimuladas a crescerem sobre arcabouços bioativos que guiam sua 

diferenciação e organização em tecidos tridimensionais. Essa combinação células, 

sinais e arcabouço é considerada a tríade sobre a qual a Engenharia de Tecidos 

está sustentada (O’Brien, 2011). 

  Compreender os mecanismos que envolvem o reparo tecidual pós-injúria é 

essencial para o desenvolvimento de abordagens que possam ser aplicadas na 

Engenharia de Tecidos (Poss, 2010). Muitos tecidos vivos possuem capacidade de 

se regenerarem sem a necessidade de intervenção terapêutica. O fígado, por 

exemplo, pode recuperar seu tamanho original, após lesão mesmo se perder até 

50% de sua massa. Outros tecidos porém, como o músculo cardíaco e o nervoso, 

não apresentam tamanha capacidade regenerativa. Para estes tecidos a Engenharia 

de Tecidos torna-se crucial (Place et al., 2009). 

  O reparo tecidual nativo depende do recrutamento e diferenciação de células-

tronco nativas para um nicho composto pela MEC e por células de suporte, como 

macrófagos, miofibroblastos (Forbes & Rosenthal, 2014). Assim, tal processo está 

associado a uma série complexa e coordenada de eventos que inclui quimiotaxia, 

fagocitose, degradação, reposição e remodelação das proteínas da MEC e 

angiogênese (Upadhyay, 2015). Dessa maneira, o sucesso da Engenharia de 
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Tecidos depende do estabelecimento de condições que permitam o crescimento, 

desenvolvimento e funcionalidade das células de maneira muito próxima ao que 

ocorre in vivo (Place et al., 2009). Porém, para que os avanços alcançados nesta 

área sejam aplicados às clínicas médica-odontológica alguns desafios devem ser 

superados, tais como: células saudáveis e expansíveis que possam ser utilizadas 

como fonte celular para aplicações biotecnológicas e a construção de arcabouços 

biocompatíveis (Griffith & Naughton, 2002). 

Nos últimos anos ocorreram alguns avanços, como a possibilidade de 

reprogramar células já diferenciadas em células-tronco pluripotentes (Takahashi et 

al., 2006); construção de pequenos vasos sanguíneos in vitro, que viabilizariam a 

construção de órgãos e tecidos maiores (Barreto-Ortiz et al., 2015), e o advento de 

novos biomateriais com propriedades mecanoquímicas extraordinárias, como os 

CNTs, com potencial para confecção de arcabouços celulares (Toneli et al., 2012). 

 

2.7 - Biomateriais 

 

Biomaterial é qualquer material ou combinação de materiais, sintéticos ou 

naturais, usados por um período de tempo indeterminado, como parte de um 

sistema biológico ou substituindo-o completamente (Patel & Gohil, 2012). O 

desenvolvimento de biomateriais evoluiu com o passar do tempo. Inicialmente, o 

objetivo era a obtenção de materiais biocompatíveis capazes de substituir um tecido 

lesado provendo suporte mecânico com mínima resposta biológica. Buscou-se, 

então, aumentar o tempo vida do implante e, em seguida, o desenvolvimento de 

materiais biodegradáveis. Mais recentemente focaliza-se na biomimética: materiais 

que atuem com estimulação em nível celular, apresentando estrutura e propriedades 

que reflitam aquelas encontradas no microambiente extracelular (Pires et al., 2015). 

Para que seja utilizado na confecção dos arcabouços, o biomaterial deve 

atender a uma série de requisitos: atuar com apropriada resposta in situ não 

suscitando resposta inflamatória nem desencadeando imunogenicidade ou 

citotoxicidade; suas propriedades mecânicas devem ser suficientes para prevenir 

falha estrutural ou fadiga durante e depois da manipulação, tais como resistência a 

tração, a deformação e a corrosão; desempenhar uma função específica como, por 

exemplo, permitir movimento, passagem de luz ou som, contolar fluxo de fluidos, etc; 
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não ser tóxico, ou seja, não liberar substâncias nocivas no meio (quimicamente 

inertes) e não ser cancerogênico (Chen et al., 2012).  

Os materiais mais comumente utilizados em aplicações biomédicas são 

metais, polímeros (sintéticos ou naturais) e cerâmicas, os quais podem ser 

processados juntamente e formar os chamados compósitos (Tabela 1) (Pires et al., 

2015). As cerâmicas, como a hidroxipatita e fosfato tricálcico, geralmente são 

utilizadas para regeneração de ossos. Arcabouços à base de cerâmica apresentam 

alta rigidez mecânica, baixa elasticidade e uma superfície dura. Porém, cerâmicas 

são frágeis e difíceis de moldar, o que limita suas aplicações na Engenharia de 

Tecidos. Polímeros como estireno e ácido glicólico são, por sua vez, facilmente 

moldáveis e sua degradação pode ser controlada. Porém podem “liberar” compostos 

indesejáveis durante este processo, como dióxido de carbono, resultando em 

necrose tecidual (O’Brien, 2011). 

O sucesso da biocompatibilidade dos diferentes biomateriais está diretamente 

associado ao comportamento das células em contato com o material, principalmente 

pela adesão à sua superfície. As características superficiais do biomaterial tais como 

topografia e composição química são cruciais na determinação da sua 

biocompatibilidade (Oliveira et al., 2010).  

 

Tabela 1: Tipos de materiais utilizados na confecção de biomateriais. 

  Material Vantagens Desvantagens Principais Aplicações 

Polímeros: Silicone, nylon, 

polimetilmetacrilato, 
polietileno, polipropileno, 
politetrafluoretileno, estireno, 
ácido glicólico  

Fácil de produzir e baixa 
densidade 

Baixa resistência mecânica, 
facilmente degradáveis 

Suturas e implantes em: 
artérias, veias, dente, 
orelhas, olhos, coração, 
válvulas, lentes, testículos e 
mama 

Metais: Aços 316, 316L, 

prata, ligas de tântalo e 
titânio   

Maleabilidade, alta 
resistência mecânica ao 
desgaste e a choques 

Baixa biocompatibilidade, 
corrosão em um ambiente 
fisiológico, suas 
propriedades mecânicas 
são muito diferentes 
daquelas dos tecidos 
biológicos 

Grampos, placas, fios, 
próteses de articulação, 
implantes dentários, placas 
cranianas e malhas para 
recosntrução facial 

Cerâmicas: Óxidos de 

aluminio, aluminatos de 
cálcio, fosfatos de cálcio e 
óxido de titânio 

Alta biocompatibilidade, 
resistência à corrosão e 
à compressão, e inércia  

Baixa resistência a 
impactos, difíceis de 
produzir e processar 

Enxertos ósseos e dentários 
e implantes auditivos. 

Compósitos: Metais com 

coberturas cerâmicas, 
materiais cobertos com 
carbono 

Alta biocompatibilidade, 
resistência à corrosão e 
inércia 

Perda da consistência e 
dificuldades de reproduzir 
durante a fabricação 

Válvulas cardíacas, 
articulações artificiais, 
implantes de joelho e 
quadril 

Materiais Naturais: 

Colágeno, ácido hialurônico 
Disponibilidade no corpo 
humano, 
biocompatibilidade 

Possível rejeição Protetores de córnea, 
ensertos vasculares, 
válculas cardíacas, 
lubrificantes oftalmológicos 

(Adaptado de Sáens et al.,1999). 
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2.8 - Nanotubos de Carbono (CNTs) 

   

  Desde que foram descritos por Iijima (1991), os CNTs se tornaram objeto de 

várias pesquisas, as quais evidenciaram que os CNTs apresentam extraordinárias 

propriedades e possíveis aplicações em Enganharia de Materiais, Farmácia e até 

mesmo na Biomedicina (Marinković, 2008). CNTs são estruturas tubulares 

constituídas por uma ou mais camadas de grafeno (Geim & Novoselov, 2007) com 

ou sem estrutura de fulereno (Astefanei et al., 2015) em suas extremidades, 

podendo apesentar diferentes geometrias de acordo com a maneira com que a folha 

de grafeno se enrola (Figura 8). Podem ser sintetizados por três principais técnicas: 

deposição química a vapor (mais comum), descarga por arco e ablação por laser. Os 

métodos de descarga por arco e ablação a laser consistem na condensação de 

átomos de carbono gerados a partir da sublimação desse elemento a patir de um 

percussor sólido, como grafite de alta pureza e a altas temperaturas (3000 a 

4000ºC). Enquanto o método por deposição química a vapor se baseia na deposição 

de gases percussores contendo átomos de carbono, em geral um hidrocarboneto, 

sobre um metal catalisador, a temperaturas abaixo de 1000°C (Prasek et al., 2011). 

 

  Figura 8. Diagrama ilustrando como um Nanotubo de Carbono pode ser formado a partir da 

folha de Grafeno em (a). Em (b) as diferentes geometrias resultantes da maneira com que a folha de 

grafeno é enrolada, indicadas pelo preenchimento em cinza. Fonte: Herbst et al, 2004.  
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Existem basicamente dois tipos de CNTs: os de parede única (single walled 

carbono nanotubes - SWCNTs) e de múltiplas paredes (multi walled carbono 

nanotubes - MWCNTs) (Figura 9). SWCNTs consistem de um único cilindro de 

grafeno com diâmetros entre 2 a 4 nm, enquanto que os MWCNTs consistem em 

mais de um cilindro de grafeno com diâmetros de 2 a 100 nm, podendo ambos 

chegar a vários micrômetros de comprimento (Bekyarova et al., 2005; Saifuddin et 

al., 2013).  

 

  Figura 9. Representação esquemática dos diferentes tipos de CNTs. Em (a) SWCNT com 

diâmetro de 2 a 4 nm, e em (b) MWCNT, com diâmetro de até 100 nm. Fonte: Martins Júnior et al., 

2013. 

 

Dependendo do seu diâmetro e da sua geometria, os CNTs podem se 

comportar como um metal ou um semicondutor, apresentando alta condutividade 

elétrica (109 A.cm–2). São flexíveis, possuindo capacidade de se deformarem 

reversivelmente, podendo se enrolar em várias voltas sem quebrar, sendo, portanto, 

resistentes ao desgaste e a rupturas. Possuem alta condutividade térmica (3500 W 

m−1 K−1), maior do que do diamante, o que também evita danos estruturais 

(Marinković, 2008). Além disso, apresentam absorção óptica e fotoluminescência na 

região próxima ao infravermelho, o que os torna interessantes na aquisição de 

imagens (Wang & Liu, 2011).  
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Na Biomedicina os CNTs podem ser utilizados como carreadores de drogas 

para tratamento de diversas doenças, inclusive do câncer, devido a sua capacidade 

de transportar pequenas moléculas (Liu et al., 2007), como biossensores, em 

consequência de suas propriedades elétricas (Katz & Wilmer, 2004). No diagnóstico 

por imagem, em razão de suas propriedades ópticas (Heller et al., 2006) e na 

construção de arcabouços empregados na Engenharia de Tecidos, devido suas 

propriedades mecânicas (Veetil & Ye, 2009). 

Um dos principais problemas no uso dos CNTs em sistemas biológicos é sua 

possível citotoxicidade, a qual pode ser consequência de propriedades como 

comprimento, concentração, oxidação, método e tempo de exposição aos CNTs. 

Alterações na sua estrutura podem resultar em CNTs com intensidade e tipo de 

cargas que podem afetar a interação celular, levando a uma ligação descontrolada 

com moléculas carregadas (Firme III & Bandaru, 2010). Muitas abordagens 

utilizadas na síntese de CNTs geram pós contendo outras partículas a base de 

carbono, como carbono amorfo, fulerenos e grafite nanocristalino, além de resíduos 

dos metais que foram utilizados como catalisadores na síntese (Ismail et al., 2008). 

Esses resíduos metálicos, como ferro e níquel, podem corresponder de 25% a 40% 

do peso final dos CNTs gerando radicais livres, causando dano oxidativo às células 

e tecidos. A toxicidade dos solventes utilizados para aumentar a dispersão dos 

CNTs pode também levar a danos celulares (Firme III & Bandaru, 2010). Além disso, 

os CNTs primários são quimicamente inertes e insolúveis em meios aquosos devido 

a sua alta hidrofobicidade e tendência a se agregar, o que os torna impróprios para 

aplicações médicas e biológicas (Bellucci, 2009).  

 Segundo Mahalingam e colaboradores (2012) a purificação de CNTs incluem 

métodos químico e físico. O método físico baseia-se na separação das impurezas de 

acordo com diferenças em seus tamanhos, propriedades magnéticas, gravidade, etc. 

Esse processo é relativamente suave e não causa danos aos CNTs, mas são 

complexos e menos eficientes. O método químico fundamenta-se principalmente no 

fato das impurezas carbonáceas oxidarem mais rapidamente do que os CNTs e a 

dissolução de impurezas metálicas por ácidos. A oxidação química normalmente 

induz defeitos inevitáveis na superfície e na estrutura pentagonal da porção final dos 

CNTs, causando danos marcantes na sua estrutura e morfologia. De acordo com 

Edwards e colaboradores (2011) tratamentos com ácidos não-oxidativos 

concentrados, como HCl, são mais eficientes para a remoção de partículas 
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catalíticas metálicas, sendo que a combinação de sonicação e ácido não-oxidativo 

facilita a liberação do ferro sem destruir a superfície dos MWCNTs.  

Sendo assim, a biocompatibilidade dos CNTs depende de várias propriedades 

modificáveis, incluindo grau de purificação, tamanho, morfologia e conjugados. Uma 

das maneiras de aumentar a biocompatibilidade dos CNTs é através da 

funcionalização: processo que permite a conjugação de vários tipos de átomos, 

grupamentos químicos ou moléculas sobre a superfície dos CNTs, alterando 

propriedades indesejadas, aumentando sua dispersibilidade e diminuindo sua 

tendência de formar aglomerados, resultando em reduzida citotoxicidade 

(Vardharajula et al., 2012). 

A funcionalização pode ser realizada através de métodos de modificações 

covalentes ou não-covalentes. A funcionalização covalente envolve a formação de 

ligação covalente entre grupamentos funcionais e o esqueleto de carbono dos CNTs. 

Enquanto a funcionalização não-covalente é baseada na complexação 

supramolecular, usando para isso várias forças de adsorção, como as de van der 

Waals, ligações de hidrogênio, eletrostáticas e interações π-π, a funcionalização 

não-covalente apresenta-se mais vantajosa uma vez que preserva a estrutura 

perfeita dos CNTs, enquanto a covalente impõe alterações estruturais que resultam 

em modificações significativas nas propriedades físicas dos CNTs (Meng et al., 

2009). 

A biofuncionalização é um tipo de funcionalização não-covalente que 

possibilita a geração de uma nova classe de CNTs bioativos, envolvendo 

conjugação dos CNTs com diferentes biomoléculas, como DNA, carboidratos e 

proteínas (Menget al., 2009). A biofuncionalização utilizando proteínas da MEC pode 

desempenhar papel chave no desenvolvimento de arcabouços à base de CNTs, 

uma vez que, além de minimizar seus possíveis efeitos citotóxicos, tal procedimento 

faz desses arcabouços mais eficientes ao torná-los mais similares a MEC natural 

(Tonelli et al., 2012). 
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3 - OBJETIVOS 

  

Objetivo geral: 

 

 Investigar a biocompatibilidade de Nanotubos de Múltiplas Paredes 

biofuncionaliados ou não com FN plasmática e/ou LMN-111 para células epiteliais 

em cultura (linhagem MDCK). 

 

Objetivos específicos: 

 

 Avaliar o impacto na viabilidade celular quantitativa e qualitativamente; 

 Avaliar a morfologia celular ao longo da interação; 

 Avaliar alterações intracelulares durante a interação; 

 Avaliar a expressão protéica celular durante o processo de interação. 
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4 - Materiais e Métodos 

 

4.1 - Células 

 

Células MDCK (epitélio renal canino) foram adquiridas da American Type 

Culture Collection (ATCC, CCL-34) e cultivadas em garrafas plásticas (25 cm² - 

Kasvi) contendo meio DMEM (Dulbecco´s modified Eagle medium – 1152 - Sigma) 

suplementado com 10% de SFB (soro fetal bovino- Cultilab) e, ocasionalmente, com 

1% de estreptomicina, em estufa a 37ºC em atmosfera de 5% CO2. Atingindo 

confluência, as culturas foram submetidas à coleta para ensaios através do uso de 

solução Tripsina-Verseno pH 7,2, centrifugação a 500 x g por 10 min e lavagem com 

DMEM sem soro. 

 

4.2 - Nanotubos de Carbono 

 

MWCNT foram fabricados e a nós cedidos pela Profª Indhira Oliveira Maciel 

(UFJF - Depto. Física). Os MWCNTs foram tratados com abordagem adaptada do 

método químico (Hollanda et al., 2014) para remoção das partículas catalíticas e do 

carbono amorfo provenientes da sua fabricação. Para isso, os MWCNTs foram 

submetidos à sonicação em banho maria (Ney Ultrasonik Cleaner 19H - 44-48 

KHz/115W) por 1 h em HCl 10M, lavados abundantemente em água destilada e 

secos em estufa a 60ºC por 24 h. Em seguida, os MWCNTs foram submetidos a 

sonicação por 1 h em acetona 80% (1400µg/mL) e, logo depois, esta solução foi 

depositada em placas de 6 poços (300 µL/poço), 24 poços (100 µL/poço), 96 poços 

(50 µL/poço), placas de Petri de 10 cm de diâmetro (1mL/placa) de acordo com o 

ensaio a ser realizado. Após secagem, os MWCNTs foram esterilizadas sob 

irradiação UV (λ=253,7nm) por 45 min e, em seguida, ensaiadas com células e 

moléculas de MEC. Para melhor adesão dos MWCNTs a lamínulas de vidro, 24 h 

antes de cada ensaio, a solução de Poli-L-Lisina (em PBS - Sigma) foi depositada 

sobre as lamínulas, incubadas em estufa a 37°C por 30 min, lavadas com DMEM 

sem soro e então recobertas com os MWCNTs. 
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4.3  - Fibronectina (FN) 

 

A solução de FN plasmática bovina (Sigma) (5µg/mL) foi preparada a partir da 

solução estoque a 1mg/mL em TBS (Tris-buffered saline). Para isto, 5µL desta 

solução foi acrescida a 1 mL de meio Hank’s (Hank’s buffered salt solution – HBSS). 

Em seguida, a solução de FN foi vertida em placas de 24 poços (200µL/poço), 96 

poços (50µL/poço), 6 poços (500 µL/pç), placa de Petri de 10 cm de diâmetro (1 

mL/placa) de acordo com o ensaio a ser realizado, previamente revestidas ou não 

com MWCNTs estéreis, e incubadas em temperatura ambiente por 1 h para 

polimerizar. Em seguida, as amostras foram submetidas a três lavagens em Hank’s 

e então, as células foram semeadas. 

 

4.4  - Laminina-111 (LMN-111) 

 

A solução de trabalho de LMN-111 (Sigma) (10µg/mL) foi preparada a partir 

da solução estoque a 1mg/mL em Tris-HCL. Para isto, 10µL da solução foi acrescida 

a 1 mL de meio Hank’s. Em seguida, a solução de LMN-111 foi vertida em placas, 

incubada e lavada como descrito em 4.3. 

 

4.5  - Viabilidade celular 

 

4.5.1 - Ensaio quantitativo por metabolização do MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-

2,5-difenil brometo de tretazólio] 

 

O ensaio quantitativo da viabilidade celular foi determinado através de 

microensaio colorimétrico utilizando MTT (Mosmann, 1983). Para isto foram 

cultivadas 2X105 células por poço em placas de 96 poços contendo DMEM 

suplementado com 10% de SFB, cujos poços haviam ou não sido tratados com: 

acetona, MWCNTs, MWCNTs+LMN, CNT+FN ou Triton X-100 10% (controle 

negativo). As células foram mantidas em estufa a 37C em atmosfera de 5% CO2 por 

6 a 24 h. Em seguida, foram adicionados em cada poço 15µL de MTT (Sigma, 5 

mg/mL) para cada 150 µL de sobrenadante de cultivo. Então, as placas ficaram em 

estufa 37 C em atmosfera de 5% CO2 por mais 4 h para a metabolização do MTT. 
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Em seguida, o sobrenadante foi retirado e foram acrescidos 100 µL de solução de 

DMSO (Dimetilsulfóxido - VETEC), para solubilização dos cristais de Formazan. Por 

fim, as amostras foram centrifugadas a 500 x g por 7 min e submetidas a leitura em 

espectrofotômetro (Molecular Devices – VersaMax) a 570 nm.  

 

4.5.2- Ensaio qualitativo – Microscopia de Fluorescência 

 

Para o ensaio qualitativo foi utilizada microscopia de fluorescência com 

células previamente incubadas com Laranja de Acridina (10mg/mL em DMEM sem 

soro) (LA) e Brometo de Etídio (10mg/mL em DMEM sem soro) (BE). Para isto, 

2x105 células por poço foram cultivadas em placas de 24 poços com DMEM 

suplementado com 10% de SFB contendo lamínulas tratadas ou não com acetona, 

MWCNTs, MWCNTs+LMN ou MWCNTs+FN. Após 24 h as amostras foram lavadas 

duas vezes em DMEM sem soro e incubadas com LA por 20 min em estufa 37 C 

em atmosfera de 5% CO2. Em seguida, as lamínulas foram montadas com10 µL de 

BE, sendo imediatamente observadas em microscópio de fluorescência (Axioplan 

Zeiss) equipado com contraste interferencial de Nomarski, lâmpada HBO 100 e 

câmera digital AxioCam Mrc5 gerenciada pelo programa Axiovision Zeiss. Todo o 

processo de manipulação do marcador fluorescente foi feito ao abrigo de luz. 

 

4.6 - Investigação estrutural 

 

A investigação estrutural foi realizada utilizando microscopia óptica. As 

amostras foram tratadas da mesma maneira como descrito em 4.5.2 e as imagens 

obtidas por observação ao microscópio óptico (Axioplan Zeiss) utilizando contraste 

interferencial de Nomarski. 

 

4.7 - Investigação ultraestrutural 

 

4.7.1 - Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

   

  Células cultivadas sob as mesmas condições e intervalos de tempo descritos 

em 4.5.2 foram fixadas em solução de Karnovsky (Formaldeído 3,7%, Glutaraldeído 
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2%, Tampão Cacodilato de Sódio 0,1M) por 1 h; pós-fixadas em solução de tetróxido 

de Ósmio 1% (OsO4) em Tampão Cacodilato 0,1M e desidratadas em quantidades 

crescentes de Etanol (7,5% a 100%). Para secagem, as amostras ficaram em 

Clorofórmio à temperatura ambiente overnight, seguida por 24 h em estufa a 40°C. 

Posteriomente foram metalizadas com Paládio (cobertura ≤ 1mm) e observadas em 

Microscópio Eletrônico de Varredura (Zeiss Evo 40). 

 

4.7.2 - Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

 

Células foram cultivadas em placas de 6 poços nos mesmos intervalos de 

tempo e contendo os mesmos tratamentos descritos em 4.5.2. Em seguida, as 

amostras resultantes foram descoladas utilizando solução de Tripsina-Verseno, 

fixadas a temperatura ambiente em solução de Karnovsky por 1 h e pós-fixadas com 

solução de Ferricianeto de Potássio em Tampão Cacodilato de Sódio 0,2M e CaCl2 

10 mM, e OsO4 em tampão Cacodilato 0,1M por 20 min ao abrigo de luz. Então, as 

amostras foram desidratadas em sequências crescentes de acetona (30% a 100%). 

Por fim, incluídas em Epon e polimerizadas a 60ºC por 48 h. Cortes ultrafinos das 

amostras foram obtidos em ultramicrótomo (Reichert Ultra S-Leica) e posteriormente 

coradas com acetato de uranila (20 min) e citrato de chumbo (5 min) (Wine et al., 

2014). Após 24 h de secagem, os cortes foram observados ao microscópio 

eletrônico de transmissão (JEOL JEM1400-Plus). 

 

4.8 - Investigação Bioquímica 

 

4.8.1 - Obtenção das amostras para SDS-PAGE 

 

Para obtenção de extratos celulares, foram semeadas 1X107 células em placa 

de Petri tratadas como em 4.5.2. Após 24 h de cultivo, as células foram descoladas 

mecanicamente e centrifugadas a 1.600 x g por 20 min a 4ºC. O sobrenadante foi 

descartado e o pellet ressuspendido em 1 mL de Tampão Tris-HCL 5mM pH 7,4 e 

transferidos para Eppendorfs de fundo cônico e centrifugadas a 3.000 x g por 20 min 

a 4ºC. Foram acrescidos 100 µL de solução de lise (1% de inibidor de protease, 5% 

Triton X-100 em Tampão Tris-HCL 5mM pH 7,4), seguida por agitação por 5 seg, 

centrifugação a 10.000 x g por 20 min a 4ºC, ressuspensão e nova centrifugação a 
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10.000 x g por 20 min a 4ºC. O método BCA (Brown et al., 1989) foi utilizado para 

dosagem de proteínas. 

 

4.8.2 - Corrida em gel de Poliacrilamida 

 

  Ao volume de cada amostra correspondente a 15 µg de proteínas foi 

acrescido com ¼ de tampão de amostra (Água destilada, Tris-HCL 0,5M pH 6,8, 

Glicerol, SDS 10%, β-mercaptoetanol, Azul de Bromofenol 1%). Esta solução foi 

submetida à corrida em gel de Poliacrilamida 12% (água destilada, 30% 

Acrylamidemix, 1,5M Tris pH 8,8, 10% SDS, 10% APS, TEMED) sob corrente de 20 

a 30 mA durante 2 h e 30 min. O programa LABIMAGE 1D (Loccus biotecnologia) foi 

utilizado para analise dos géis resultantes. 

 

4.9 - Apresentação dos resultados e análise estatística 

  

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. O programa GraphPadPrism 

5 foi utilizado com o teste de Anova (P<0,05) para determinar a significância. 
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5 - RESULTADOS 

  

5.1 - Purificação dos MWCNTs 

 

 Após síntese dos MWCNTs pelo método de deposição química a vapor, 

algumas partículas provenientes do metal utilizado e carbono amorfo podem ficar 

adsorvidas na superfície dos MWCNTs. Esses resíduos podem levar a geração de 

radicais livres, causando dano oxidativo às células (Firme III & Bandaru, 2010). Para 

a remoção dessas impurezas, os MWCNTs foram tratados pela abordagem química 

associada à sonicação e observados ao MEV.  As imagens cedidas pela Drª Indhira 

Maciel antes do tratamento ácido foram comparadas as imagens realizadas após o 

tratamento. Nos MWCNTs não purificados é possível observar várias partículas 

associadas as suas superfícies (Figura 10a), enquanto nos tratados já não é 

possível observar tais resíduos (Figura 10b). 

 

 

Figura 10. Eletromicrografia de Varredura evidenciando a remoção das partículas catalíticas 

(setas brancas) dos MWCNTs. (a) MWCNTs não purificados e (b) MWCNTs tratados pelo método 

ácido. 
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5.2 – Viabilidade Celular 

 

5.2.1 – Ensaio Quantitativo  

 

Para avaliar o impacto dos MWCNTs funcionalizados ou não sobre a 

viabilidade celular das MDCKs foram realizados ensaios com MTT. Como solventes 

utilizados para a dispersão dos MWCNTs podem levar a danos celulares (Firme III & 

Bandaru, 2010), avaliamos possíveis alterações na viabilidade celular causadas pelo 

solvente utilizado. As amostras tratadas apresentaram as seguintes médias de 

viabilidade celular após 6 e 24 horas respectivamente: Acetona: 85% (ambos os 

tempos); MWCNT: 66% e 79%; MWCNT+FN: 58% e 67%; 52% e 72%.  A análise 

estatística revelou que não houve diferença estatística entre os tratamentos, 

demonstrando que o solvente utilizado e os MWCNTs, funcionalizados ou não com 

proteínas da MEC, não diminuem a viabilidade celular (Figura 11).  

 

Figura 11. Ensaio de viabilidade celular pela técnica do MTT após (a) 6 e (b) 24 h de cultivo 

das células MDCK sobre MWCNTs com ou sem FN e LMN-111. Não houve diferença estatística entre 

as amostras (Anova com P<0,05). Como controle positivo as células foram cultivadas diretamente 

sobre o substrato rígido de Poliestireno da placa de cultura sem nenhum revestimento prévio. Para 

verificar se o solvente utilizado na dispersão dos MWCNTs poderia influenciar na viabilidade celular, 

as células foram cultivadas sobre substrato rígido de Poliestireno após a evaporação de 50µL de 

Acetona 80%. 
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5.2.2 – Ensaio Qualitativo  

 

 Após 24 h de cultivo, as células foram analisadas qualitativamente de acordo 

com a cor de emissão e aspecto do núcleo através de fluorescência com marcação 

com LA e BE. Observamos que as células controle (Figuras 12a e 12b) 

apresentavam em sua maioria marcação em verde uniforme. Em contrapartida, as 

amostras cujos substratos continham MWCNT (Figura 12c), MWCNTs revestidos 

com FN (Figura 12d) ou LMN-111 (Figura 12e) apresentaram uma quantidade maior 

de células marcadas com núcleo vermelho uniforme. 

 

Figura 12. Análise qualitativa da Viabilidade Celular pela técnica de marcação com BE e LA 

após 24 h de cultivo das células MDCK sobre os diferentes substratos: (a) Controle; (b) Acetona; (c) 

MWCNTs; (d) MWCNTs revestidos com FN e (e) MWCNTs revestidos com LMN-111. O núcleo 

marcado uniformemente em vermelho indica célula morta por necrose e núcleo marcado 

uniformemente em verde indica célula viável. 
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5.3 – Investigação estrutural 

 

Com intuito de verificar a distribuição espacial das células quando cultivadas 

sobre os diferentes substratos, foi utilizando microscopia óptica com contraste 

interferencial de Nomarski após 24 h de cultivo de células MDCK sobre os diferentes 

substratos. As células apresentaram padrão de distribuição mais homogêneo nas 

amostras controle (Figuras 13a e 13b) enquanto que aquelas cultivadas sobre 

MWCNTs, MWCNTs revestidos com FN ou LMN-111 (Figuras 13c, d, e) 

apresentaram um padrão de distribuição espaçado. 

 

Figura 13. Avaliação estrutural utilizando microscopia óptica com contraste interferencial de 

Nomarski após 24 h de cultivo de células MDCK sobre os diferentes substratos: (a) Controle; (b) 

Acetona; (c) MWCNTs; (d) MWCNTs revestidos com FN e (e) MWCNTs revestidos com LMN. Em (a) e 

(b) as células formam monocamada e em contato com MWCNTs (c, d, e) as células apresentam um 

padrão de crescimento espaçado, não homogêneo. 
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5.4 – Investigação ultraestrutural 
 

5.4.1 – Microscopia eletrônica de varredura   

 

A avaliação ultraestrutural através de MEV teve por objetivo observar como 

células aderiam aos substratos de MWCNTs funcionalizados ou não. As células 

cultivadas sobre os MWCNTs apresentaram longas projeções citoplasmáticas. Além 

disso, as células controle apresentaram mais projeções citoplasmáticas do que 

aquelas cultivadas sobre MWCNTs (Figura 14). Após 24 h de cultivo, células 

controle (Figuras 15f e 15g) apresentavam-se mais espalhadas, quando comparadas 

com o tempo de 6 h (Figuras 15a e 15b). Porém, esse padrão não foi observado nos 

demais tratamentos nos diferentes tempos (Figuras 15c, d, e, h, i, j), onde foi 

possível observar células globulares e pouco espalhadas.  

 

Figura 14: Eletromicrografia de varredura evidenciando a formação de Filopódios (setas 

brancas) no Controle (a) e sobre o substrato composto por MWCNT (b) após 24 h de cultivo. 
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Figura 15. Eletromicrografia de varredura (aumento de 5.000 vezes) após 6 e 24 h de cultivo 

de células MDCK sobre diferentes substratos (a, f) Controle; (b, g) Acetona; (c, h) MWCNTs; (d, i) 

MWCNTs revestidos com FN e (e, j) MWCNTs revestidos com LMN. Em (a, b, f, g) as células estão 

espalhadas, enquanto que em (c, d, e, h, i, j) as células estão agrupadas e pouco espalhadas. 
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Quando MWCNTs foram depositados sobre as lamínulas, foi possível criar um 

ambiente no qual havia áreas contendo MWCNTs e outras sem. Sendo assim, foi 

possível observar que as células se concentravam mais nas regiões onde não 

haviam MWCNTs, funcionalizados ou não (Figuras 16c, d, e, h, i, j). 

 
 

Figura 16. Eletromicrografia de varredura (aumento de 500 vezes) após 6 e 24 h de cultivo de 

células MDCK sobre diferentes substratos (a, f) Controle; (b, g) Acetona; (c, h) MWCNTs; (d, i) 

MWCNTs revestidos com FN e (e, j) MWCNTs revestidos com LMN. Em (a, b, f, g) as células estão 

com uma distribuição uniforme sobre o substrato, enquanto que em (c; d; e; h; i, j) as células estão 

agrupadas mais na região onde não há MWCNT. 
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5.4.2 - Microscopia eletrônica de transmissão 

 

 As células também foram avaliadas ultraestruturalmente através de MET, com 

intuito de observar se havia ou não internalização dos MWCNTs, e se o cultivo sobre 

esses substratos causavam algum dano ultraestrutural nas células. Não observamos 

a ocorrência intracelular de MWCNTs (figura 17). Além disso, as células que foram 

cultivadas em presença de MWCNTs apresentavam maior vacuolização quando 

comparadas aos demais tratamentos (Figura 18c).  

 

 

Figura 17. Eletromicrografias de transmissão de vacúolos em células cultivadas na presença 

de MWCNTs. (a) Vacúolo de célula epitelial após 24 horas de cultivo, sem MWCNTs internalizados, 

comparativamente a (b) vacúolo em macrófago contendo CNTs internalizados, segundo Sun et al., 

2017.     
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Figura 18. Eletromicrografia de transmissão após 24 h de cultivo de células MDCK sobre 

diferentes substratos: (a) Controle; (b) Acetona; (c) MWCNTs; (d) MWCNTs revestidos com FN e (e) 

MWCNTs revestidos com LMN. Os números em romanos (I, II e III) indicam as triplicatas.     
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5.5 – SDS-PAGE 

  

Para investigar se a interação das células com os MWCNTs funcionalizados 

influenciava a expressão proteica foram realizados ensaios de SDS PAGE. As 

amostras apresentavam perfis de bandas muito parecidos. Porém a amostra tratada 

com MWCNT+FN apresentou menor intensidade nas bandas, enquanto as demais 

apresentavam intensidades muito parecidas (figura 19). A análise dos géis com o 

programa LABIMAGE 1D não detectou alterações qualitativas expressivas em 

proteínas entre 10 e 170 kDa (figura 20). Análises densitométricas dos géis 

revelaram que as células cultivadas sobre MWCNTs apresentaram maior quantidade 

(0,9 µg) de proteínas em torno de 60 kDa, enquanto células cultivadas sobre 

MWCNTs funcionalizados com FN apresentaram menor expressão protéica geral. 

Além disso, células cultivadas sobre MWCNTs revestidos com LMN-111 

expressaram maior quantidade de um grupo de proteínas a 47 kDa (Figura 21).  

 

Figura 19: Avaliação bioquímica do perfil protéico através de corrida em gel de Poliacrilamida 

12% após 24 h de cultivo de células MDCK sobre diferentes substratos: (a) Padrão (b) Controle; (c) 

Acetona; (d) MWCNTs; (e) MWCNTs revestidos com FN e (f) MWCNTs revestidos com LMN.  
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Figura 20: Histograma do perfil protéico qualitativo de extratos celulares (24 h de cultivo de 

células MDCK sobre diferentes substratos) após SDS-PAGE (12%): (a) Controle; (b) Acetona; (c) 

MWCNTs; (d) MWCNTs revestidos com FN ou (e) LMN-111. Cada pico enumerado e indicado com 

uma seta representa uma banda do gel 
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Figura 21: Avaliação densitométrica do perfil protéico através de corrida em gel de 

Poliacrilamida 12% após 24 h de cultivo de células MDCK sobre diferentes substratos. As células 

cultivadas sobre MWCNTs revestidos com LMN (linha azul clara) apresentaram maior expressão 

proteica em relação às demais na maioria das bandas. 
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6 - DISCUSSÃO 
 

 MWCNTs são interessantes para diversas aplicações, inclusive biomédicas, 

devido as suas propriedade mecanoquímicas. Porém há uma lacuna acerca do 

impacto do uso de MWCNTs como arcabouço para crescimento celular epitelial. O 

foco maior da literatura está na interação com células epiteliais pulmonares, devido 

os relatos de indução de fibrose pulmonar e câncer quando CNTs são inalados 

(Muller et al., 2008; Lindberg et al., 2009; Polimeni et al., 2016). 

Para ensaiá-los com células epiteliais foi necessário inicialmente purificar os 

CNTs. Para isso foi utilizado o método químico com tratamento com HCl associado a 

sonicação adaptado de Hollanda e colaboradores (2014). Através dessa abordagem 

obtivemos resultados satisfatórios de purificação. Observamos que os MWCNTs 

utilizados nos ensaios não apresentavam partículas metálicas. Isto significa que os 

possíveis efeitos observados nos demais ensaios seriam resultado da interação das 

células com os MWCNTs e não com algum fragmento catalítico indesejado. Nossos 

resultados corroboram aos de Chen e colaboradores (2002), que demonstraram que 

incluir tratamento ácido não oxidativo com HCl é eficiente para remover efetivamente 

as partículas metálicas sem causar danos aos MWCNTs, e de Edwards e 

colaboradores (2011), que alcançaram um grau de pureza de 98% apenas com 

método não oxidativo associado a sonicação.  

Após a purificação, realizamos o ensaio de viabilidade celular quantitativo 

(MTT). Este revelou que não há diferença estatística entre os diferentes tratamentos, 

o que sugere que os MWCNTs, biofuncionalizados ou não com FN ou LMN-111, 

quando colocados em cultura não comprometem a viabilidade celular epitelial 

(Figura 11). Kabiri e colaboradores (2012) verificaram que células-tronco 

embrionárias também não têm sua viabilidade diminuída quando cultivadas sobre 

nanofibras constituídas por MWCNTs. Abarrategi e colaboradores (2008), 

similarmente, observaram que não houve impacto negativo na viabilidade de células 

mioblásticas quando cultivadas sobre substratos compostos por aproximadamente 

90% de MWCNTs. Os trabalhos em que as células são expostas a uma suspensão 

de CNTs após o cultivo geralmente reportam diminuição na viabilidade celular e 

concluem que os MWCTs são citotóxicos por internalização, agregação, 

concentração e tempo de exposição (Cui et al., 2005; Muler et al., 2005; Simon-

Deckers et al., 2008; Patlola et al., 2010). Na nossa abordagem, assim como em 
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trabalhos semelhantes (Mikael et al, 2014; Ahn et al, 2015; Rajendiran & 

Ravichandran, 2015), as células cresceram sobre substratos contendo CNTs e não 

tiveram sua viabilidade diminuída. O que sugere que a maneira de exposição das 

células aos MWCNTs pode influenciar a viabilidade celular. 

No ensaio qualitativo de viabilidade celular foi utilizado microscopia de 

fluorescência com marcação com BE e LA para analisar o tipo de morte celular 

induzida. Observamos que pode haver morte por necrose nas células cultivadas 

sobre substratos de MWCNT. Da mesma maneira, Zhang e colaboradores (2008) 

observaram que células HeLa cultivadas sobre substratos compostos por MWCNTs 

apresentavam células necróticas, mas em pouca quantidade. Enquanto que 

Zeinabad e colaboradores (2016) reportaram maior indução de necrose em células 

neuronais expostas a suspensões de MWCNTs. Dessa maneira, a forma como as 

células são expostas aos CNTs também poderia influenciar a indução à necrose. 

Sendo assim, as células necróticas observadas em nossos resultados podem ser 

consequência da presença de fragmentos do substrato de MWCNTs, os quais 

podem ter se soltado durante o período de cultivo das amostras e ficado em 

suspensão no meio de cultura. 

 Avaliamos também a adesão e espalhamento celulares por meio de MEV. 

Após 24 h de cultivo, as células ainda se apresentavam globulares, com pouco 

espalhamento quando comparadas com o Controle. Nossos resultados corroboram 

aqueles descritos por Zanello e colaboradores (2006) que constataram que 

osteoblastos apresentavam morfologia esférica, com longas prolongações 

citoplasmáticas quando cultivados sobre substratos compostas por MWCNTs não 

alinhados. Em contrapartida, Lobo e colaboradores (2010) verificaram que 

fibroblastos apresentavam boa adesão e espalhamento quando cultivados 

associados a MWCNTs alinhados e sugeriram que as células provavelmente foram 

estimuladas pela interação física com a nanoestrutura filamentosa dos MWCNTs 

verticalmente alinhados. Todavia, Nick e colaboradores (2014) ao compararem o 

crescimento de neurônios sobre substratos contendo MWCNTs alinhados ou 

randomicamente distribuídos, verificaram que não houve diferença entre os dois, e 

acrescentaram ainda que as células que colonizaram mais os substratos não 

alinhados. Nos substratos que confeccionamos, os MWCNTs estavam distribuídos 

randomicamente de maneira não uniforme. Desse modo, a arquitetura do meio pode 

ter dificultado a interação entre as moléculas de adesão e o substrato, influenciado a 
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adesão e espalhamento das células epiteliais, as quais, por sua vez, podem aderir 

de forma mais eficiente a substratos alinhados.  

A internalização dos MWCNTs e as alterações intracelulares foram avaliadas 

através de MET. Verificou-se que não houve internalização de MWCNTs, porém as 

células cultivadas em associação aos MWCNTs não funcionalizados apresentavam 

maior vacuolização em relação às demais. Dessa maneira, pode-se sugerir que os 

MWCNTs podem induzir a algum tipo de estresse às células epiteliais, mas que este 

não está relacionado a internalização. Além disso, esse estresse pode ser diminuído 

quando revestimos os mesmos com proteínas da MEC (Figura 17). Sun e 

colaboradores (2017) também verificaram que macrófagos cultivados sobre filmes 

contendo MWCNTs não os internalizavam, e que a mesma linhagem celular quando 

exposta a suspensão de MWCNTs apresentavam aglomerados de MWCNTs no 

citoplasma. Monteiro-Riviere e colaboradores (2005) constataram que queratinócitos 

apresentavam MWCNTs dentro de vacúolos citoplasmáticos após o contato com 

suspensões de MWCNTs após apenas 1 h de interação. No presente trabalho, como 

células foram cultivadas sobre uma camada de MWCNTs, podemos inferir que a 

internalização dos CNTs também pode estar relacionada à maneira com que as 

células entram em contato com os mesmos. 

Por fim, uma triagem inicial da expressão protéica foi avaliada qualitativa e 

quantitativamente por meio de SDS-PAGE. Nesse experimento foi possível perceber 

que não houve diferença qualitativa significativa entre as amostras. Porém, houve 

diferença densitométrica entre as amostras obtidas. Nossos resultados indicam que 

as células epiteliais tendem a superexpressar algumas proteínas quando cultivadas 

sobre substratos contendo MWCNTs revestidos com LMN. LMNs são os principais 

componentes estruturais e sinalizadores da Lâmina Basal sobre a qual o epitélio 

repousa (Alberts et al., 2008). Lewandowski e Piwnica-Worms (2014) identificaram 

que a fosforilação da ubiquitina ligase RNF41 faz com que células epiteliais 

expressem receptores de LMN-111 em sua superfície basolateral e ancorem a LMN-

111 e que isto influencia na sua polaridade. Dessa maneira, nossos resultados 

podem estar relacionados ao fato das células epiteliais expressarem receptores para 

LMN-111, e que este reconhecimento bioquímico do substrato pode interfeir na 

superexpressão de proteínas.  
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7 - CONCLUSÃO 

 

 Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que células epiteliais 

da linhagem MDCK associadas à nanotubos de carbono de múltiplas paredes 

(MWCNTs), embora apresentem indícios de morte celular por necrose, não 

apresentam viabilidade celular diminuída quando cultivadas sobre substratos 

compostos de MWCNTs não alinhados, funcionalizados ou não com FN e LMN-111. 

Porém, ocorrem células com morfologia alterada (menos espalhadadas e pouco 

aderidas), sendo que aquelas cultivadas sobre MWCNTs não biofuncionalizados 

exibiram maior vacuolização. Além disso, observamos aumento na expressão 

proteica total em células cultivadas na presença de MWCNTs funcionalizados com a 

glicoproteína de matriz extracelular Laminina-111.  
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