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APRESENTACAO

Quando utilizamos o termo Biotecnologia estamos mencionando um conceito
na verdade muito antigo, porém estremamente atual e futurista. A muito tempo
a humanidade se utiliza dos processos biotecnolégicos para a obtencdo de novos
produtos, todavia o avanco da tecnologia em todos os seus aspectos tem oferecido
estratégias e ferramentas altamente eficientes para maximizar a obtencdo desses
produtos essenciais para a subsisténcia do homem.

A revolucéo tecnoldgica contribuiu grandemente com a evolugdo no campo da
pesquisa basica e aplicada e as descobertas propciadas por tecnologias mais apuradas
possibilitaram um entendimento mais profundo dos mecanimos moleculares gerando
cada vez mais novas perspectivas.

Tudo isso culminou em investimentos publicos e privados, favorecendo o
desenvolvimento principalmente de regides onde a tecnologia é priorizada. Todavia
outras regides também tem crescido e avancado a medida que investem esforcos
em patentes, aplicacbes comerciais e prestacdo de servicos especializados. Assim,
destacamos a importancia desta literatura aqui publicada, haja vista a diversidade de
capitulos que abordam temas e conceitos atuais das nanociéncias aplicadas.

Sao diversas as possibilidades de aplicagbes biotecnologicas em diversos
campos, neste livro tentaremos otimizar os conceitos biotecnolégicos e das
nanociéncias abordando potencialidades de aplicacdo da biotecnologia no campo
da saude, nutricdo, farmacologia, toxicologia e biologia molecular que tém atraido o
interesse de pesquisadores, da industria, investidores privados e empreendedores e
muitos outros visionarios.

Nosso profundo desejo é que esta obra seja o “ponta-pé€” inicial para que
outros livros nessa mesma perspectiva possam ser elaborados pela comunidade
cientifica do nosso pais. Parabenizamos cada autor pela teoria bem fundamentada
aliada a resultados promissores, e principalmente a Atena Editora por permitir que
o conhecimento seja difundido e disponibilizado para que académicos e docentes
tenham em maos material fundamentado nessa area tao promissora.

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 11

NANOTUBOS DE CARBONO — UMA~REVISAO SOBRE
PROPRIEDADES, APLICACOES E ASPECTOS

Carolina Alvarenga Turini

Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM),
Universidade Federal de Uberlandia Uberlandia -
MG

Paula Cristina Batista de Faria
Instituto de Biotecnologia (IBTEC), Universidade
Federal de Uberlandia Uberlandia - MG

RESUMO: O interesse em nanomateriais
especializados e sistemas de nanoparticulas
funcionalizadas ¢é crescente. Concretizar,
porém, todo o potencial da nanotecnologia nao
é uma tarefa facil. Os nanotubos de carbono
sao similares, em tamanho, a muitas espécies
bioldgicas. Estas espécies compreendem
uma variedade de estruturas basicas como
polimeros, acucares, lipidios e proteinas.
Além disso, propriedades como uma grande
area interfacial com membranas celulares,
capacidade unica para funcionalizagcado
multipla, bem como possibilidade de transporte
em fluidos biologicos fazem dos nanotubos
de carbono importantes ferramentas para
aplicacbes médicas e farmacéuticas, incluindo
biossensores e veiculos de entrega de
drogas. Contudo, existem questdes relevantes
acerca da seguranca da utilizacdo desses
nanomateriais em meios bioldégicos que nao
estdo completamente esclarecidas, e que,
portanto, merecem especial atencdo. Sendo
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assim, o objetivo desta revisdo é apresentar
algumas propriedades e potenciais aplicacoes
biotecnolégicas dessas nanoparticulas,
bem como descrever aspectos importantes
envolvendo sua toxicidade.

PALAVRAS-CHAVE: Nanobiotecnologia,

Nanotubos de carbono, Biodistribuicao,
Toxicidade
ABSTRACT: The interest in specialized

nanomaterials and functionalized nanoparticle
systems is increasing. However, materializing
the full potential of nanotechnology is not an
easy task. Carbon nanotubes are similar in
size to many biological species. These species
comprehend a variety of basic structures such
as polymers, sugars, lipids and proteins. In
addition, properties such as a large interfacial
unique ability
for multiple functionalization as well as the

area with cell membranes,
possibility of transport in biological fluids make
carbon nanotubes important tools for medical
applications,
biosensors and drug delivery vehicles. However,

and pharmaceutical including
there are relevant questions about the safety
of the use of these nanomaterials in biological
media that are not fully understood and therefore
deserve special attention. Thus, the objective of
this review is to present some properties and
potential biotechnological applications of these
nanoparticles, as well as describe important
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aspects involving their toxicity.
KEYWORDS: Nanobiotechnology, Carbon nanotubes, Biodistribution, Toxicity

11 INTRODUCAO

A tecnologia de manipulagdo a nivel molecular, embora seja uma éarea de
muita importancia atualmente e ja esteja inserida no nosso cotidiano, € uma ciéncia
extremamente recente. A nanotecnologia pode ser definida como a habilidade de
manipulacdo de &tomos e moléculas em escala nanométrica, entre 0,1 e 100nm, para
criar estruturas diferentes com uma nova organizagcdo molecular (MOGHIMI et al.,
2005). Nesse nivel, as estruturas formadas exibem propriedades e fenbmenos fisicos,
quimicos e biolégicos unicos e diferentes do material original, devido a sua escala
nanomeétrica, como maior resisténcia, maior grau de pureza, e até novas propriedades
cataliticas e magnéticas (RAWAT et al.,, 2016). Dessa forma, as nanoparticulas
gue possuem ao menos uma de suas dimensbes menores que 100nm, tornam-se
interessantes para fins comerciais e também para o campo de aplica¢cdées biomédicas.
Elas oferecem novas possibilidades de interagdo com complexos bioldgicos
funcionais, uma vez que operam em mesma escala que biomoléculas. Atualmente,
as nanoparticulas foram adaptadas para o0 emprego no desenvolvimento de drogas,
sendo utilizadas como carreadores de diferentes agentes terapéuticos, incluindo
pequenas moléculas, peptideos, proteinas e acidos nucleicos (PIEROTTI et al., 2008).

Existem varios tipos de nanoparticulas como os dendrimeros, nanoparticulas de
ouro, quantum dots, fulerenos e lipossomos. Dentre os nanomateriais mais utilizados
atualmente encontram-se os nanotubos de carbono ou carbon nanotubes (CNTS)
(SMART et al., 2006).

Considerando as amplas aplicacbes e propriedades dos CNTs como um
nanomaterial de consideravel relevancia, o objetivo principal desta revisao é descrever
as principais propriedades dessas nanoparticulas constituidas exclusivamente de
atomos de carbono, bem como suas potenciais aplica¢des, levando em consideragcéo
a importéncia de uma avaliagdo sistematica e rigorosa de seus efeitos tdéxicos em
sistemas biologicos.

21 NANOTUBOS DE CARBONO

Os nanotubos de carbono representam a terceira forma alotrépica do carbono,
juntamente com o grafite e o diamante (LACERDA et al., 2006). Sao estruturas formadas
por atomos de carbono em arranjos hexagonais. Diversos arranjos, combinados,
constituem uma folha de grafeno que, quando enrolada, forma um cilindro e da
origem ao nanotubo. Dessa forma, CNTs nada mais sdo que estruturas cilindricas
nanomeétricas constituidas exclusivamente de atomos de carbono ligados entre si
(AILLON et al., 2009).
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Existem dois tipos de CNTs, classificados de acordo com o numero de camadas
de grafeno em sua composi¢cdo. Os nanotubos de carbono de parede simples ou
single-walled carbon nanotubes (SWCNTs) sao formados a partir de uma folha unica
de grafeno, com diametro variavel entre 0.4 e 3.0nm. Ja os nanotubos de carbono
de paredes multiplas ou multi-walled carbon nanotubes (MWCNTs) sao formados a
partir de duas ou mais folhas de grafeno, enroladas de forma concéntrica. Possuem
diametro variavel entre 1.4 e 100nm (AILLON et al., 2009; VIDU et al., 2014).

Ambos os tipos de CNTs podem ser produzidos através dos métodos de
descarga por arco, ablacéo a laser e deposi¢cao quimica de vapor ou chemical vapor
deposition (CVD). O ultimo é o mais utilizado atualmente na produg¢ao de nanotubos,
e possibilita a sintese em larga escala com o menor custo de produgao. O processo
de CVD consiste na decomposicdo de um vapor ou gas precursor, geralmente um
hidrocarboneto. Os atomos de carbono provenientes do precursor entram em contato
com um catalisador metalico, que pode ser gerado in situ durante o processo ou ser
colocado sobre um substrato. Os atomos sdo entdo excitados e passam a nuclear
e crescer, formando os nanotubos (EATEMADI et al., 2014). Esse tipo de método
apresenta alta pureza e maior controle sobre o alinhamento e angulo dos atomos de
carbono da estrutura construida. No entanto, a capacidade de reproducé&o do produto
formado ainda é baixa, devido a dificuldade de controlar todos os parametros desse
processo (KUNZMANN et al., 2011).

Desde sua descoberta em 1991 (IIJIMA, 1991), os nanotubos de carbono tém
atraido atencdo em varios campos, que abrangem desde a area de diagnésticos por
imagem e biossensores a sistemas de entrega de drogas e veiculos vacinais (DENG
et al., 2007).

2.1 Propriedades e Aplicacoes dos Nanotubos de Carbono

Os CNTs possuem como caracteristica uma alta forca tensora, séo ultraleves,
tém estabilidade térmica e quimica excelentes, e ainda propriedades eletrénicas
condutoras e semicondutoras dependendo da geometria de seus arranjos hexagonais
(SMART et al., 2006).

Além disso, tanto SWCNTs quanto MWCNTs possuem uma razao comprimento/
diametro relativamente grande, e uma area de superficie muito ampla, o que torna os
nanotubos aptos a alta sensibilidade molecular para deteccdo ou reconhecimento.
Consequentemente, uma grande fracdo da superficie dessas estruturas pode ser
modificada com uma variedade de grupamentos funcionais, alterando o comportamento
tanto in vitro quanto in vivo dos CNTs (FIRME, BANDARU, 2010).

Os nanotubos de carbono puros séo inerentemente hidrofobicos, portanto o
principal obstaculo na utilizagdo em quimica biologica e medicinal é sua caréncia de
solubilidade em muitos solventes compativeis com fluidos biolégicos (aquosos) (JIA
et al., 2005). A funcionalizacdo de nanotubos tem sido utilizada para administrar o
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problema da insolubilidade em meio aquoso e, em muitos casos, foi permitido a ligacéo
de peptideos biologicamente ativados e drogas medicinais ao longo de suas paredes.
Por outro lado, a hidrofobicidade dos nanotubos pode fazer com que moléculas
interajam mais fortemente com os CNTs do que com as moléculas solventes, como
no caso da agua. Estas propriedades suscitam o interesse de usar os nanotubos
como veiculos para entrega de farmacos, fazendo com que diversos estudos sejam
conduzidos no sentido da utilizacdo dessas nanoparticulas associados a moléculas
para fins diagnosticos ou terapéuticos (SMART et al., 2006).

Em recente trabalho publicado pelo nosso grupo de colaboradores, sintetizamos,
funcionalizamos e caracterizamos nanotubos de carbono de paredes multiplas que
foram altamente eficazes como veiculos vacinais em modelos animais. O complexo
vacinal desenvolvido caracterizou-se pela entrega eficiente do antigeno proteico, no
caso um antigeno tumoral, por meio dos nanotubos de carbono. Tal fato demonstra
a versatilidade do sistema proposto, que de maneira relativamente simples e barata,
permite o acoplamento simultdneo de dois ou mais tipos de biomoléculas a superficie
desta nanoparticula, sendo até mesmo de naturezas distintas como, por exemplo,
uma proteina e um fragmento de DNA (FARIA et al., 2014).

E sabido gue os nanotubos, quando utilizados como carreadores vacinais, sao
capazes de proteger as moléculas a eles acopladas contra a degrada¢ao enzimatica
(WU et al., 2008) e, além disso, de atuar como um tipo de “depésito intracelular” (VILLA
et al., 2011) permitindo assim, com que a resposta imune seja ainda mais duradoura.
Associado também ao fato de que sdo moléculas biocompativeis, biodegradaveis e
de facil producgao, suas propriedades melhoram a biodisponibilidade de um antigeno
in vivo, estimulando a resposta imune inata e adaptativa e promovendo a geracéo de
células de memoria, que garantem o sucesso de uma vacina (SULCZEWSKI et al.,
2018).

Baseados nesses principios, diversos outros trabalhos testaram os nanotubos
de carbono como carreadores em formula¢des vacinais tanto para canceres, mais
amplamente estudadas, bem como para doencgas infecciosas, um campo ainda
emergente. Alguns estudos obtiveram sucesso em aumentar a eficacia de imunoterapias
prévias, constituidas por células cancerosas inativadas, células dendriticas expostas
ao antigeno tumoral, ou por citocinas moduladoras da fungdo imune através de sua
associacdo aos nanotubos de carbono, melhorando a resposta imune antitumoral
(VILLA et al., 2011) ou ainda a taxa de cura (MENG et al., 2008, HASSAN et al.,
2016). Outro trabalho utilizou ainda uma abordagem diferente, associando CNTs a
células tronco embrionarias. O método provou-se eficaz para a ativacao da imunidade
antitumoral e consequente supressao da proliferacéo e crescimento tumorais (MOCAN,
IANCU, 2011).

Mais recentemente, o planejamento de nanovacinas alternativas para doencas
infecciosas também se encontra em evidéncia. Por exemplo, avancos foram feitos
quanto a formulagdes de nanovacinas contra o virus da dengue. Estudos mostraram
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que a associacdo de antigenos do envelope viral a CNTs aumenta a capacidade
antigénica da vacina, a resposta promovida por células imunoldgicas especificas e a
resposta neutralizadora através de anticorpos (VERSIANI et al., 2017). Similarmente,
a conjugacao de CNTs a um peptideo imunogénico isolado de um dos protozoarios
causadores da malaria, Plasmodium vivax, controlou e atrasou a parasitemia em
animais desafiados, mostrando capacidade protetora contra a infeccdo (YANDAR et
al., 2008).

No ambito agropecuario, os beneficios da nanotecnologia também estimularam
a avaliacédo de formulagdes vacinais para a febre aftosa e a anaplasmose, doencas
que afetam bastante o mercado bovino e causam grandes perdas econémicas. Com
relacédo a primeira, estudos realizaram com sucesso a ligacéo covalente entre CNTs e
epitopos antigénicos do virus da febre aftosa, e o produto foi capaz de estimular forte
resposta monoclonal, sem causar reatividade cruzada aos nanotubos (PANTAROTTO
et al., 2003a; PANTAROTTO et al., 2003b). Quanto a anaplasmose, causada pela
bactéria Anaplasma marginale, importantes avancos foram feitos na busca por uma
vacina eficaz para a doenca. Um estudo associando um fragmento recombinante de
uma proteina de superficie da bactéria a MWCNTs demonstrou que a imunizacao
induziu forte resposta imune celular e humoral em camundongos (SILVESTRE et al.,
2014). Em prosseguimento, a mesma formulacéo foi testada em bezerros, e o resultado
de estimulacéo da resposta imune obtido foi 0 mesmo, sem haver alteracdes no perfil
bioquimico dos animais, indicando que nao houve toxicidade causada pelo nanotubo
(SILVESTRE et al., 2018).

Outras aplicacdes biomédicas para os nanotubos de carbono vém sendo bastante
exploradas atualmente. No campo de engenharia de tecidos, por exemplo, quando
usados como arcaboucgos para o crescimento de células e tecidos, os nanotubos de
carbono mostram grande efeito regenerativo. Estudos conduzidos em tecidos 6sseos,
cartilaginosos, neurais, dérmicos e cardiacos com esse material oferecem grandes
possibilidades de terapias para o reparo de tecidos danificados, principalmente
aqueles que requerem estimulo elétrico, como axénios e nervos, podendo promover
efeitos na transmissao nervosa de sinal (AHN et al., 2015; ZDROJEWICZ et al., 2015;
SIMON et al., 2019). Os nanotubos também foram utilizados para o desenvolvimento
de novos biossensores, mais rapidos e sensiveis, facilitando a detecg¢ao e triagem de
diversas doencas, como diabetes, infeccdes bacterianas (SIMON et al., 2019) e até
para deteccao de anticorpos contra a dengue na saliva (WASIK et al., 2018). O campo
de imagenologia também foi beneficiado pela versatilidade dos nanotubos de carbono.
Estudos mostram a eficacia da obtencao de imagem através da fotoluminescéncia, que
utiliza da capacidade de fluorescéncia de nanotubos de carbono de paredes simples
qguando expostos a certas ondas de comprimento, nas quais os tecidos e a agua sao
qguase transparentes. Sendo assim é possivel fazer imagens de grandes profundidades
e até mesmo acompanhar a biodistribuicao de SWCNTs quando injetados em tecidos
ou veias de animais experimentais (WELSHER et al., 2009; WELSHER et al., 2011;
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SIMON et al., 2019).
2.2 Biodistribuicao de Nanotubos de Carbono

A biodistribuicdo de nanoparticulas €& bastante diversificada, e depende
principalmente do tipo, didmetro e comprimento de cada nanomaterial. Tais fatores
definem ainda a velocidade desse processo.

Os mecanismos de internalizacdo de nanomateriais sédo diversos.
Especificamente para CNTs, pesquisas mostraram que a maioria dos nanotubos sao
capazes de atravessar a membrana de uma grande variedade de tipos celulares,
independentemente de sua funcionalizacdo. Devido a seu formato cilindrico e sua
grande proporcao de area de superficie, os nanotubos funcionam como ‘nanoagulhas’,
penetrando a membrana celular com facilidade, através de um mecanismo nao-
dependente de energia (KOSTARELOS et al., 2007; KUNZMANN et al., 2011).

Outros mecanismos podem ocorrer para a internalizacao dessas nanoparticulas,
dependendo do tamanho do nanotubo e do tipo celular. Estudos mostram que CNTs
de tamanhos bem pequenos interagem com receptores presentes na membrana
plasmatica de macro6fagos, e sdo captados eficientemente por essas células através
da fagocitose (HIRANO et al., 2008). Pesquisas adicionais mostram que certos tipos
de CNTs podem também sofrer endocitose, geralmente mediada por clatrina, em um
processo dependente de energia (KAM et al., 2006; KUNZMANN et al., 2011).

Com relagao a distribuicao sistémica, diversos estudos in vivo demonstraram que
o caminho dos CNTs depende da via de administracdo. Existem trés vias de exposicao
natural a essas nanoparticulas, que acontecem no ambiente externo: através da pele,
trato intestinal e vias aéreas. Quando em contato com a pele, apenas os nanotubos
de menor didmetro conseguiriam ultrapassar a barreira epitelial e chegar a circulagao.
Sendo assim, essa via de exposicao sO seria preocupante em casos de cortes ou
ferimentos na pele. O trato intestinal possui uma constituicdo bem diferente da pele,
facilitando a absorcdo das nanoparticulas. No entanto, essa absor¢cédo depende do
tamanho da particula e de sua carga elétrica. Particulas positivamente carregadas
ficam presas no muco negativamente carregado, enquanto as negativas sofrem
difusao para a circulacédo (LANONE, BOCZKOWSKI, 2006).

A via respiratoria € a mais estudada uma vez que, atualmente, € a principal via
de exposicao do publico geral através da poluicéo do ar e de trabalhadores envolvidos
no processo de manufatura e manejo dessas particulas (SMART et al., 2006). Apds a
entrada pelas vias respiratérias, os CNTs podem ficar presos no muco respiratorio e
posteriormente serem evacuados em direcéo a boca, ou ainda, se atingirem regides
mais profundas do aparelho respiratorio, como os pulmdes e alvéolos, os nanotubos
sao captados pelos macrofagos alveolares e degradados (LANONE, BOCZKOWSKI,
2006).

Uma vez na circulagdo sanguinea, seja através das vias de exposi¢cao naturais
ou através de injecdes intravenosas, subcutédneas ou intraperitoneais, CNTs tendem a
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acumulacgao principalmente no figado, baco e pulmdes (AILLON et al., 2009).
2.3 Toxicidade dos nanotubos de carbono

A rapida expanséao do uso dos CNTs trouxe consigo uma crescente preocupacéo
com 0s possiveis efeitos desses nanomateriais nos sistemas bioldgicos. Pouco se
sabe sobre a toxicidade dos CNTs ap0s a introducéo na circulagao sanguinea, o que
€ vital para suas aplicacdes biomédicas. Varios estudos mostraram que ha um alto
grau de complexidade no entendimento do metabolismo e formas de interagao celular
de nanoparticulas em sistemas in vivo, devido a singularidade de sua biodistribuicéo,
clearance e resposta imune (HUANG et al., 2010; RAWAT et al., 2016).

O estudo da toxicidade de nanoparticulas é bastante complexo, devido a
singularidade de cada nanoparticula fabricada e das propriedades diferenciadas
gue todas elas possuem. Sendo assim, a maioria dos resultados obtidos a partir de
avaliacOes de toxicidade, tanto in vitro quanto in vivo sdo bastante discrepantes (JI et
al., 2009). Devido a essas peculiaridades, alguns ensaios toxicologicos tradicionais
e bem estabelecidos in vitro tornam-se obsoletos, como o préprio MTT (brometo de
3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio), que ja apresentou resultados falso-
negativos para a citotoxicidade de CNTs (WORLE-KNIRSCH et al., 2006).

Para a avaliacdo da toxicidade de uma nanoparticula é indispensavel conhecer
suas formas de absorcéo, distribuicdo, metabolismo e excre¢cdo. Dessa forma, um
estudo toxicoldgico deve focar nos principais 6rgaos responsaveis por essas funcoes
no organismo, pois além de processarem os nanomateriais sdo os mais expostos aos
mesmos por possuirem maior fluxo sanguineo. Sao eles: pulmdes, figado, rins e baco
(AILLON et al., 2009).

Existem seis fatores principais que determinam o potencial de uma nanoparticula
de causar danos, sendo que eles interagem e influenciam uns aos outros (LANONE,
BOCZKOWSKI, 2006). Sao eles:

1. Composi¢ao quimica,
. Tamanho da particula,

. Area de superficie e sua reatividade,

2

3

4. Funcionalizagdo da superficie,

5. Capacidade de aglomeracgao/ agregacéo,
6

. Formato da particula e/ ou potencial de atracéo eletrostatica.

A composicao quimica dos CNTs representa um papel muito importante para
a determinacdo do tamanho da particula, e pode incluir metais de transicédo e
revestimentos. Tais arranjos podem deixar o nanotubo propenso a reagir com mais
facilidade e liberar maior quantidade de radicais livres. Ela também influencia bastante
no tamanho da nanoparticula. Por sua vez, esse fator pode ser determinante para a
modulacgéo da biodisponibilidade a nivel celular e sistémico, afetando a deposi¢éo das
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nanoparticulas nos mesmos (SMART et al., 2006).

Com relacdo a area de superficie temos que, para CNTs, ha uma razédo area/
massa muito aumentada, fornecendo uma enorme area de contato com as membranas
biolégicas e aumentando a capacidade de absorcao e transporte dessas substancias
(SMART et al., 2006).

A funcionalizagdo da superficie € um fator decisivo para a determinacéo da
solubilidade do nanotubo, definindo o grau de hidrofobicidade da particula e a
capacidade de solubilizacdo em meios biologicos (TANG et al., 2012). Nanotubos de
carbono do tipo ‘pristine’ possuem como caracteristica a ndo-funcionalizacéo de sua
estrutura. Estudos observaram que esse tipo de nanotubo é inerentemente hidrofébico
e altamente citotoxico, levando a uma preferéncia pela funcionalizacao na comunidade
cientifica (YANG et al., 2008).

O tipo de funcionalizacdo de um CNT afeta diretamente a capacidade de
agregacao da nanoparticula, de acordo com sua interacdo com o meio. Em geral,
nanotubos de carbono possuem uma tendéncia a agregacdo em diversos tipos de
meio, o que direciona os CNTs a acumulacao tecidual (LANONE, BOCZKOWSKI,
2006).

Atendéncia a aglomeracao pode variar também com o formato da nanoparticula.
Os nanomateriais podem assumir diversas formas, como esferas, fibras, tubos, anéis,
e formas planas. Apesar de possuirem forma bem definida, os nanotubos podem
apresentar defeitos estruturais que alteram seu formato e tamanho usuais e mudam
seu comportamento, causando toxicidade. Além disso, ha outros defeitos como o
formato da extremidade do CNT, residuos da catalise do nanotubo que podem levar
a formacao de radicais livres e o defeito de Stone-Wales que consiste no pareamento
de arranjos hexagonais e pentagonais dos atomos de carbono, podendo potencializar
possiveis efeitos toxicos (FIRME, BANDARU, 2010).

Fatores adicionais para a determinacdo da toxicidade incluem a taxa de
degradabilidade, que €& dependente do tipo de funcionalizacdo do nanotubo, e a
concentragcao de particulas inseridas no organismo ou célula. O efeito toxicolégico de
CNTs apresenta comportamento dose-dependente, devido a alteragéo do padrdo de
absorcéo celular e acumulacédo do nanotubo. Quando o nanotubo apresenta menor
padréo de degradacao tecidual, pode dificultar seu clearance, levando a um maior
deposito celular do nanomaterial (LANONE, BOCZKOWSKI, 2006). Estudos mostraram
ainda que o padréao de biodistribuicdo, e consequentemente de toxicidade, se altera de
acordo com a via de administracdo do nanotubo in vivo (AILLON et al., 2009).

2.3.1 Mecanismos da toxicidade de nanotubos de carbono

A etiologia dos efeitos toxicos de nanotubos de carbono no organismo ainda ndo
foi totalmente elucidada. Acredita-se que, uma vez internalizados, os CNTs exercam a
citotoxicidade através de trés mecanismos principais: o nuclear, o citoplasmatico e o
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mitocondrial (FIRME, BANDARU, 2010).

Apl6s entrada na célula, independentemente da via, CNTs podem atravessar
a membrana nuclear e causar citotoxicidade por meio de danos no DNA, como por
exemplo provocar o aprisionamento da célula em certas fases do ciclo celular, afetar
sua proliferacdo e causar efeitos mutagénicos. Essas nanoparticulas podem ainda
permanecer no citoplasma e atuarem como RNA de interferéncia. Sendo assim, podem
levar ao silenciamento génico, regulando a expressdo de genes decodificadores
de proteinas e alterando o metabolismo celular. Tal alteragdo também pode levar a
geracao de sinais apoptoticos e a perda de viabilidade celular (FIRME, BANDARU,
2010; KUNZMANN et al., 2011).

O estresse oxidativo é tido como o principal mecanismo molecular de citotoxicidade
mediada por CNTs e ocorre quando o equilibrio entre a geracdo de compostos
oxidantes e a atuag&o dos sistemas de defesa antioxidantes sofre perturbacées. Essa
perturbacdo pode ocorrer quando, por exemplo, a formacéo de radicais livres excede
as defesas antioxidantes disponiveis na célula ou organismo. Como resultado, temos
um aumento nas concentracdes de lipidios, proteinas e acidos nucleicos oxidados,
e muitas dessas moléculas tornam-se inativas e incapazes de exercer suas funcoes
basicas (BARBOSA et al., 2010).

Estudos prévios comprovaram que os nanomateriais possuem uma capacidade
intrinseca de gerar espécies reativas de oxigénio (ROS), tanto in vitro quanto in vivo,
especialmente na presenca de luz UV ou metais de transicao. Essa producéo pode
estar relacionada as propriedades fisico-quimicas Unicas das nanoparticulas. Além
disso, os CNTs uma vez internalizados, podem se mobilizar nas mitocéndrias. Essas
organelas possuem um papel importante ndo somente no fornecimento de energia a
célula, mas também no controle da proliferacéo e apoptose, por meio de mecanismos
dependentes da via redox. Assim, a mobilizacdo de CNTs nas mitocdndrias poderia
alterar essa via causando perda de viabilidade celular. Varios resultados mostraram
gue essa acumulacao leva a um aumento na geracao de radicais livres e peroxido e a
deplecao total de reservas antioxidantes e glutationa, uma proteina que atua como um
poderoso antioxidante (LANONE, BOCZKOWSKI, 2006; SMART et al., 2006; RAWAT
et al., 2016).

Assim como a biodistribui¢cdo, a toxicidade de CNTs varia de acordo com a via
de administragdo da nanoparticula. A maior parte dos estudos de toxicidade abordam
principalmente a via de exposicao pulmonar, ja que é a via primaria de exposicao
ocupacional aos nanotubos. Os resultados sao bastante discrepantes, no entanto,
a grande maioria reporta respostas inflamatérias agudas ap6s sua captacéo pelos
macrofagos, com expressdo de citocinas como TNF e IL-1, acompanhadas de
granulomas pulmonares ao redor dos aglomerados de nanotubo, fibrose intersticial
difusa progressiva e espessamento da parede alveolar. Marcadores de estresse
oxidativo como acumulacdo de peroxido e deplecdo de glutationa também foram
encontrados no tecido pulmonar afetado, sugerindo esse mecanismo como 0O
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responsavel pela inflamacgéo e toxicidade pulmonar (LANONE, BOCZKOWSKI, 2006;
LIANG et al., 2010).

Quanto a via de exposicdo cutanea, alguns estudos demonstraram que,
eventualmente, pode ocorrer a absorcdo de CNTs através da barreira cutédnea
levando ou nao a efeitos nocivos. As manifestacdes de toxicidade cutanea incluem
hiperplasia dérmica causada por citotoxicidade de queratindcitos, alopécia localizada
e espessamento da pele (LIANG et al., 2010; RAWAT et al., 2016).

Os efeitos toxicos causados através de administracdo de nanotubos via
intraperitoneal, intravenosa e subcutdnea sdo 0s mais preocupantes para suas
possiveis aplicagdes biomédicas. Ainda ha muitos resultados conflitantes nessa area,
embora a maioria das pesquisas mostrem alta biocompatibilidade apds inje¢des por
essas vias. Geralmente, ocorre o acimulo dos CNTs no figado, pulmdes, baco e rins
poucas horas apés a injecao. O tempo de degradacdo e clearance dos nanotubos
injetados do organismo diferem bastante de acordo com o tipo de nanotubo. Grande
parte é facilmente excretada via renal em um curto periodo de tempo. Em alguns
casos, geralmente com nanotubos do tipo ‘pristine’, ha a acumulagao persistente nos
orgaos supracitados, o que levanta uma certa preocupag¢ao com seus efeitos tdxicos a
longo prazo (DENG et al., 2007; YANG et al., 2008; YANG et al., 2012; RAWAT et al.,
2016).

E importante ressaltar a magnitude da interferéncia da funcionalizacdo e
caracterizagcdo do nanotubo injetado para os ensaios toxicologicos. Problemas de
acumulacgao e clearance renal lento de nanoparticulas séao facilmente resolvidos com
funcionalizacées que diminuam a taxa de agregacdo de CNTs. Da mesma forma,
CNTs com um tamanho muito grande podem resultar em fagocitose ineficiente e
em consequente ruptura de membranas macrofagicas. A presenca de impurezas ou
inclusive a purificacdo excessiva de um nanotubo pode levar a maior formacao de
ROS (AILLON et al., 2009).

31 CONSIDERACOES FINAIS

Em se tratando de suas vastas aplicacbes biomédicas, a existéncia de
tantos resultados discrepantes, obtidos através de estudos com metodologias tao
divergentes quanto a sintese, funcionalizacdo e via de administracdo dos nanotubos
de carbono, torna indispensavel a realizacado de ensaios toxicol6gicos sistematicos
tanto em modelos in vitro quanto in vivo. Contudo, a utilizacdo dessas nanoparticulas
quando adequadamente sintetizadas, purificadas e funcionalizadas, tem se revelado
compensadora considerando-se sua importante capacidade carreadora de drogas e
antigenos.
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