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CYTOTOXICITY AND GENOTOXICITY OF CARBON NANOTUBES. There are many controversies regarding the cyto- and
genotoxicity of carbon nanotubes (CNTSs). In this work, we discuss that many of the incongruous arguments are probably associated

with the poor physical-chemical characterization of the CNT samples used in many publications. This manuscript presents examples

of carbon nanostructures observed under high resolution electron microscopy that can be found in typical CNT samples, and shows

which roles in cyto- and genotoxicity need to be better investigated. Issues concerning chemical treatment are addressed and examples

of misunderstandings that can occur during the studies of cyto- and genotoxicity of CNT samples are given.
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INTRODUCAO

A ideia de nanotecnologia como uma ciéncia de manipulagdo mo-
lecular ou de escala nanométrica sempre foi um fascinio para muitos
pesquisadores. Feynman em 1959 e Drexler em 1986 ja chamavam
a atencdo da comunidade cientifica com relagdo a nanotecnologia.'?
Com os avangos da microscopia e de outras técnicas, a nanotecnologia
se tornou nos ultimos 10 anos uma das dreas mais importantes da
ciéncia e da inovagdo tecnoldgica com projecdes comerciais estimadas
para 2015 em um trilhdo de ddlares.>*

Nesse contexto a Nanotoxicologia desempenha um papel impor-
tante, pois investiga os efeitos dos nanodispositivos e nanoestruturas
em sistemas bioldgicos.’ A avaliagdo toxicoldgica de particulas e
fibras em escala nanométrica® contribui para uma série de questdes
ligadas a utilizacio de nanomateriais em produtos comerciais. Sendo
assim, o entendimento dos mecanismos de cito- e genotoxicidade
de um dado nanomaterial ¢ fundamental para a defini¢do de seu
impacto ambiental e de estratégias de protecio aos trabalhadores e
consumidores.”

O presente artigo apresenta uma revisdo de estudos realizados
sobre a eventual inducdo de danos as células e ao DNA (citotoxici-
dade e genotoxicidade, respectivamente) por nanotubos de carbono
(NTCs), conduzidos em experimentos in vitro. Na literatura existente
é possivel detectar vérias controvérsias e questdes que ainda precisam
ser esclarecidas ja que algumas dessas nanoestruturas se apresentam
biocompativeis. Recentes estudos demonstraram, por exemplo, que
a enzima mieloperoxidase presente em neutréfilos humanos € capaz
de degradar nanotubos de carbono de parede simples (NTCPS) e que
os produtos da biodegrada¢do dos NTCs ndo induziram inflamacao
quando expostos aos pulmdes de camundongo.®!?

Embora haja um conflito sobre o mérito do descobrimento dos
NTCs," o fato € que esses sdo um dos nanomateriais mais fascinantes
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e estudados nas ultimas duas décadas. Um NTCPS pode ser descrito
basicamente como uma folha de grafeno enrolada e fechada em cada
extremidade por metade de um fulereno. Quando vérias folhas de
grafeno constituem a parede do tubo os mesmos sdo classificados
como NTCs de parede muiltiplas (NTCPM).'* Os NTCs apresentam
didmetros normalmente na faixa de 0,7 a 100 nm e comprimento que
pode atingir dezenas de microns. Diferentemente de nanofibras de
carbono, os NTCs t€m como caracteristica marcante a presenca de
um canal central vazio no qual € possivel hospedar vdrias espécies
quimicas, podendo assim formar inimeros compostos de inser¢ao
ou intercalagdo.!

Visualmente as amostras de NTCs apresentam-se na forma de
material particulado, ou seja, um pé de aspecto preto similar ao
carbono amorfo que se encontra aglomerado formando estruturas
muito mais densas do que as observadas tradicionalmente em negro
de fumo, um aditivo usado em polimeros, tintas, pneus, etc. Esse
aspecto € observado tanto para amostras contendo NTCPS quanto
NTCPM (Figura 1).

Figura 1. Fotografia de material particulado contendo nanotubos de carbono
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A importancia dos estudos de cito- e genotoxicidade dos NTCs
ocorre porque centenas de publicagdes sugerem que esse nanoma-
terial poderd vir a ser utilizado em baterias de fons de litio, super-
capacitores, células a combustivel, células fotovoltaicas, em catdlise
heterogénea, desenvolvimento de membranas para captura de CO, '¢
materiais compdésitos poliméricos,'”-# filtros para a remocéo de varios
compostos orgénicos volateis e tratamento de efluentes,'** materiais
micro/nanoestruturados®'*?e vdrias outras aplicagdes tecnoldgicas.”

Estudos também tém demonstrado que NTCs podem afetar o
crescimento de plantas, atuando como um eventual adubo.?**

Na drea biomédica os NTCs sdo estudados visando a producdo ou
melhoria de biomateriais, tais como préteses para artroplastia, placas
ou parafusos para fixacdo de fraturas, suportes para a regeneracio
Ossea, sistemas de entrega de drogas, sensores quimicos e bioldgi-
cos, suporte para enzimas em biorreatores, entre outros. Os NTCs
se mostram bastante eficientes como vetores de agentes de contraste
para imagens por ressondncia.’**7 Curiosamente, a absor¢ao ptica
intrinseca de NTCPS e NTCPM tem sido explorada para matar células
cancerosas com efeito foto-térmico usando radiagio no infravermelho
préximo.?? Os mesmos ainda sdo promissores para aplicacdo na
engenharia de tecidos 9sseos e no crescimento de células neurais. 3

A industria farmacéutica tem grande interesse no uso de NTCs
como transportador molecular (proteinas, dcidos nucleicos e outras
moléculas bioativas) com grande seletividade - drug delivery. Assim,
0os NTCs podem atuar como efetivo veiculo de agentes terapéuticos
no tratamento de tumores e outras doencas.*® Essa capacidade de
transportar drogas foi demonstrada para o antitumoral doxorrubici-
na acoplada a NTCPS, onde se verificou uma eficiente inibi¢do da
proliferacio de células de cancer cervical (HeLa). Os pesquisadores
concluiram que esse sistema de entrega de drogas em nanoescala ¢
mais seletivo e eficaz do que o préprio farmaco livre, pode reduzir
a quantidade de droga a ser aplicada e os efeitos colaterais nos pa-
cientes.** Além disso, o transporte e a entrega de siRNA (silencing
RNA) por NTC em células HeLa foi realizado com sucesso e o
silenciamento dos genes lamina A/C foi mais eficiente com NTCPS
do que com o agente de transfeccdo lipofectamina. NTCPS também
foram estudados como um sistema de carregamento de proteinas
(por meio de um complexo de nanotubo-proteina citocromo C).*
Este tipo de NTC também foi utilizado com sucesso para liberacio
de acetilcolina, no cérebro, no tratamento de camundongos com a
doenga de Alzheimer.>

Assim, essas dezenas de aplica¢des podem vir a consumir
toneladas de NTC e mostram que os mesmos sio efetivamente de
grande interesse tecnolégico sendo, portanto, importante para na-
nofarmacologia e a nanomedicina a realizac¢@o de estudos de cito- e
genotoxicidade de amostras de NTCs.

NANOTUBOS DE CARBONO E PENETRACAO CELULAR

Um dos fatores que deve ser levado em consideracgio nos estudos
de cito- e genotoxicidade de NTCs relaciona-se a sua capacidade
de penetrar as barreiras biolégicas de mamiferos, plantas e micro-
organismos. Os mecanismos de captacdo de materiais em nanoescala
e sua influéncia sobre a toxicidade devem ser estudados porque podem
criar um nivel de imprevisibilidade t6xica.?-

Para os NTCs considera-se a penetragdo celular por endocitose/
fagocitose ou nanopenetrag¢do. Endocitose representa o engolfamento
de uma particula extracelular pela célula, por exemplo, um virus (~100
nm, em tamanho), pela criagdo de uma vesicula que €, entdo, integra-
da a célula. Fagocitose € semelhante a endocitose, mas geralmente
envolve a captacdo de particulas maiores, tais como bactérias (~1
um), e € caracteristica de um subgrupo de células imunes - fagocitos
(p-ex. neutréfilos, macréfagos, células dendriticas). Esses processos
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sdo dependentes de energia e ndo ocorrem em baixas temperaturas
e em ambientes com baixos niveis de ATP.** Vdrios estudos indicam
a endocitose/fagocitose como o mecanismo de absorcio celular de
aglomerados de NTCs.** Acredita-se que esses aglomerados sdo
absorvidos pelas células por endocitose dependente de energia e, por
isso, visualizados dentro dos endossomos em imagens de microscopia
eletronica.* Por sua vez, tais aglomerados dentro dos endossomos
podem liberar NTC individualizados, os quais entdo atravessam a
membrana do endossomo e escapam para o citoplasma. Todavia,
as dimensdes dos aglomerados ndo foram descritas nos trabalhos
mencionados, ou seja, ainda ndo foram estabelecidas as dimensdes
minima e maxima para o processo de fagocitose de amostras de NTCs.

Por outro lado, a nanopenetracdo € um processo passivo inde-
pendente de energia e, neste caso, os NTCs se difundem através da
membrana celular. Assim, NTCs bem dispersos (individualizados)
provavelmente atravessam a membrana celular e entram nas células
diretamente através da nanopenetragao.

Também existe a hipétese de que os NTCs poderiam se comportar
similarmente a peptideos de penetracdo celular, os quais representam
sequéncias poli-catidnicas que aumentam a absor¢ao de proteinas em
células de mamiferos.*

O comprimento dos tubos € outra varidvel que também tem in-
fluéncia na penetracao celular.*#Por exemplo, os NTCs mais curtos
(~0,22 um de comprimento) sio integrados com mais facilidade aos
fagécitos e macréfagos do que os mais longos (0,8 um). Tubos me-
nores parecem provocar menos danos do que aqueles com dimensao
da ordem de 1 micron.***’ Enfim, deve ser mencionado que alguns
trabalhos descrevem que os NTCs penetram nas células, sem entrar
no niicleo,*’enquanto outros constataram a entrada no nicleo*>!-
e, ainda, que essa entrada pode ser reversivel.>*Em andlises realizadas
por microscopia eletronica os NTCs sdo encontrados principalmente
nos lisossomos e nas mitocondrias.*

CITOTOXICIDADE DE NANOTUBOS DE CARBONO

Um dos primeiros trabalhos conduzidos em relagio a toxicidade in
vitro de NTCs foi realizado com NTCPS. As exposic¢des as linhagens
de células humanas HaCat (queratindcitos) e células epiteliais dos
bronquios resultaram em gerag@o de espécies reativas de oxigénio
(EROs), peroxidacdo de lipidios, estresse oxidativo, disfung¢do mi-
tocondrial e mudangas na morfologia celular.>

A toxicidade de substancias pode ser avaliada tanto em culturas
de células (in vitro) quanto em organismos vivos (in vivo) como
peixes, ratos e camundongos. A maioria das pesquisas toxicoldgicas
baseia-se primeiramente em testes in vitro para direcionar o caminho
para futuros estudos in vivo. Os testes in vitro ndo exigem o uso de
animais e, portanto nao necessitam passar por comité de ética, além
de apresentarem um custo relativamente baixo quando comparados
aos testes in vivo.

Ensaios de viabilidade celular

Para a avaliacdo da viabilidade celular existe uma variedade de
métodos aplicados e bem descritos na literatura como, por exemplo,
os métodos baseados em reacdes bioquimicas: MTT [brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-YL)-2,5-difeniltetrazolio], XTT [2,3-bis(2-
metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida], WST
(tetrazdlio soldvel em dgua) que sdo marcadores para atividade
enzimdtica das mitocondrias; e LDH (lactato desidrogenase) que
¢ um marcador de lise celular. Uma pletora de trabalhos com esses
protocolos tém sido realizados. A comparagdo dos resultados apre-
sentados na literatura representa uma dificil tarefa, pois além da falta
de amostras de NTCs bem caracterizadas, as respostas bioldgicas
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também sdo influenciadas pelo tipo celular, densidade de células, meio
de cultivo e método de dispersdo dos NTCs utilizados nos estudos.*®

Somando-se a esses fatos, existe uma questdo metodoldgica de
extrema importancia: os NTCs podem interagir com os corantes dos
ensaios de viabilidade celular Coomassie blue, Alamar Blue e neutral
red.”¥Evidéncias espectroscopicas demonstraram que NTCPS podem
interagir diretamente com MTT.® Esta interferéncia néo afeta direta-
mente a reagdo enzimadtica, mas o produto da metabolizagdo do MTT
(um corante insoldvel em dgua denominado formazam) pelas enzimas
desidrogenases mitocondriais, que € adsorvido sobre a superficie de
NTCPS, reduz a concentraciio desse corante e altera a leitura em es-
pectrofotometria, ou seja, o indicador do ndmero de células vivas.””
61 J4 para os testes WST-8, XTT e LDH (baseados em sais soldveis
em dgua) ndo foi confirmada a interagdo com os NTCs.*® Portanto, é
necessdrio precaucdo na interpretagio dos dados oriundos dessas me-
todologias e orienta-se que haja uma descri¢ao detalhada e consistente
do protocolo utilizado nos experimentos conduzidos com NTCs, bem
como a aplicacdo independente de mais de um teste de viabilidade.®*%

Ensaio clonogénico

O ensaio clonogénico tem se mostrado o método mais confidvel
para a avaliac@o da toxicidade in vitro de NTCs.*° O ensaio ndo
utiliza corantes celulares, assim néo hd a interagio bioquimica com
as particulas testadas. Além disso, diferente dos testes de viabilidade
que mensuram um efeito biolégico especifico, este € um ensaio in
vitro baseado na capacidade de uma unica célula crescer e se tornar
uma colonia, detectando assim morte celular reprodutiva, um efeito
bioldgico mais amplo.”!

O efeito de quatro diferentes tipos de amostras de NTCPM foi
avaliado nas linhagens A549 (células de pulméao humano), NHIK3025
(células de carcinoma de cérvix humano) e RBE4 (células endoteliais
de cérebro de rato). As amostras contendo NTCPM induziram uma
diminui¢@o do nimero de coldnias, principalmente em células RBE4
em baixas concentra¢des que variaram de 5 a 20 pg/mL. O maior
efeito foi observado para amostras de NTCPM com didmetro de cerca
de 50 nm.® Um outro trabalho usando amostra de NTCPS mostrou
uma reducdo do nimero de colonias de células epiteliais de pulmao
humano (BEAS-2B) ¢ HaCaT."

Com o uso do ensaio clonogénico € possivel distinguir os efei-
tos de proliferacdo celular incluindo o tamanho da coldnia como
um pardmetro adicional. Por meio de uma andlise quantitativa do
tamanho das coldnias, foi verificado que amostra de NTCPS dimi-
nuem o tamanho das coldnias em trés linhagens (BEAS-2B, HaCaT
e A549).2 Os NTCs presentes em meio de cultivo celular podem
adsorver nutrientes necessarios para o crescimento e manutengao
celular e, portanto, reduzem a formacao de coldnias, sendo o tama-
nho das coldnias a principal consequéncia. Sabe-se que as células
em ambiente com deficiéncia de nutrientes respondem diminuindo
a proliferacdo celular e que no ensaio podem ser detectadas como
coldnias de tamanho reduzido.?””?

Essa deple¢ao foi comprovada por estudos de espectroscopia no
qual NTCPS foram dispersos em meio de cultura comercial e entdo
removidos do meio por ultracentrifugacio e filtracao. O esgotamento
de nutrientes do meio de cultura, devido a adsor¢do de biomoléculas,
aparece como uma explicacdo dada pelos autores para a citotoxici-
dade indireta de NTCPS em células A549. Assim, € importante que
essa citotoxicidade indireta seja diferenciada de uma citotoxicidade
inerente aos nanomateriais.*

GENOTOXICIDADE DE NANOTUBOS DE CARBONO

Estudos de genotoxicidade sugerem a existéncia de interacdo
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direta entre NTCs e o DNA ou as proteinas relacionadas ao DNA que
poderiam levar a danos fisicos no material genético. Alternativamente,
a genotoxicidade também tem sido associada com estresse oxidativo,
inflamag@o e erro de sinalizacao celular.” Os catalisadores metélicos
(usados no processo de sintese) tém sido apontados como a principal
fonte dos efeitos genotdxicos, varias nanoparticulas metalicas podem
atuar como sitios para a geracdo de EROs.® O ataque oxidativo ao
DNA tem se mostrado um dos principais efeitos que governam a
genotoxicidade de amostras de NTCs contaminadas por metais.”**!
Apesar de ser relativamente esperado que nanoparticulas metdlicas
apresentem toxicidade, no caso dos NTCs ndo € possivel saber se os
efeitos sdo devidos a metais livres ou ligados ao carbono.

Existem ainda outros questionamentos que podem surgir da
propria metodologia utilizada na investigacdo da genotoxicidade de
NTCs. Entre os testes utilizados o mais empregado € o ensaio Cometa.
O principio do ensaio Cometa baseia-se na migracdo de fragmentos
de DNA por eletroforese. O DNA (que possui carga negativa) migra
em dire¢do ao anodo ao ser submetido a uma corrente elétrica, o que
resulta em uma imagem que se parece com um cometa contendo
duas partes: uma “cabeca” e uma “cauda”. Quanto maior o nimero
de quebras na fita do DNA de uma célula, maior serd sua cauda.®

A Figura 2A apresenta uma microfotografia de um nucleoide
(DNA mais proteinas da matriz nuclear) de células de pulmao de ha-
mster chinés (V79) que ndo foram tratadas com NTCPM, enquanto as
Figuras 2B-E contém amostras de NTCPM hidrofébicos produzidos
por deposi¢do quimica de vapor, livre de metais e ndo submetidos a
tratamento para remocdo de carbono amorfo. Os nucleoides foram
corados com iodeto de propideo, que se intercala no DNA. As Figuras
2B-E mostram exemplos de nucleoides encontrados em uma andlise
de 50 nucleoides de células V79 tratadas com a concentragdo de 12,5
ug/mL de NTCPM e que induziu danos no DNA.

Figura 2. Ensaio Cometa com células de hamster chinés: controle negativo
(sem tratamento com NTCPM - ndo hd cauda) - (A); nucleoides de células
tratadas com 12,5 ug/mL de NTCPM hidrofobicos livres de metais (B-E),
onde se pode evidenciar a presenca de aglomerados de NTCs (indicados por
setas brancas) e, também, cauda extensa indicativa de danos. A magnificagdo
total é de 400x para as Figuras (A), (C), (D), (E) e 200x para (B) o aumento
utilizado, geralmente, na andlise, no qual os aglomerados ndo podem ser
vistos com facilidade

Na literatura de genotoxicidade incluindo estudos com fulerenos
e nanofibras®> o que se observa € uma série de resultados divergentes.
Por exemplo, a inducdo de quebras no DNA nio foi verificada quando
células mesoteliais foram expostas a amostras de NTCPS. No entanto,
quando os danos oxidativos foram avaliados com o uso da enzima
FPG (formamidopirimidina-DNA glicosilase - que reconhece bases
oxidadas na molécula de DNA) um aumento significativo de danos foi
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detectado.®® O tratamento por 6 h com amostras de NTCPS também
ndo induziu quebras no DNA de linfécitos humanos.®

Amostras de NTCPS com comprimento de 1,3 um induziram
quebras no DNA na dose de 96 ug/cm? ap6s 3 e 24 h de exposic¢do,
em células de pulmio de hamster chinés (V79).% Uma mistura de
NTCs (contendo ~50% de NTCPS) induziu um aumento dose-
dependente de danos no DNA nas concentragdes de 1 a 100 pg/cm?.%
Também foram encontradas quebras no DNA, na dose de 25 pg/cm?
de amostras de NTCPS e amostras de NTCPM,>*” outros dados de-
tectaram indugdo significativa de quebras para amostras de NTCPS
em concentracdes ainda menores (5 e 10 pg/mL).* Curiosamente, um
aumento significativo de quebras no DNA causadas por amostras de
NTCPM em células A549 foi detectado, mas nio foram detectadas
lesdes oxidativas do DNA, com o uso da enzima FPG.¥

Uma grande variedade de técnicas citogenéticas, tais como
Teste do Microntcleo (MN), Troca de Cromatides Irmas (SCE) e
Aberragdes Cromossdmicas (CA), podem ser usadas com sucesso no
monitoramento de exposi¢ao aos agentes genotoxicos. Relativamente
poucos trabalhos investigaram os efeitos de NTCs utilizando-se tais
técnicas e novamente € possivel notar a existéncia de resultados
conflitantes.*¢%¢7

A avalia¢do da genotoxicidade de NTCs € assim um desafio
interdisciplinar e bastante complexo,” pois uma variedade de meca-
nismos pode influenciar no perfil genotéxico desses nanomateriais,
tais como a interagdo de NTCs com os elementos estruturais da célula,
ligacdo ao citoesqueleto, ao fuso mitdtico, microtibulos,?!86:2499-101
ao DNA telomérico!® e as sequéncias de DNA ricas em GC nos
cromossomos.'” A exposi¢do as amostras de NTCs pode acionar
diferentes respostas celulares e a utiliza¢@o de técnicas moleculares
(ex.: Western Blot, RT-qPCR, Microarray, Citometria de Fluxo, etc.)
também deve ajudar efetivamente na compreensiao dos fenomenos
relacionados a toxicidade destes materiais.”™"

DOSIMETRIA NA NANOTOXICOLOGIA DE NANOTUBOS
DE CARBONO

Como j4 citado, uma propriedade inerente aos NTCs € a sua
hidrofobicidade e, portanto, uma propensao a se aglomerar especial-
mente sob condicdes fisiologicas. Além disso, NTCs sdo atraidos uns
pelos outros por forgas de van der Waals. Com relacdo a exposi¢ao
humana, por conseguinte, € provdvel que na maioria das circunstancias
esses nanomateriais estejam sob a forma de aglomerados em vez de
monodispersos.” Todavia, os testes de toxicidade in vitro geralmente
envolvem a administra¢do das substancias testadas em um meio
aquoso (dgua, tampao fosfato, meio de cultura), o que exige que as
amostras de NTCs estejam bem dispersas no meio de cultura, assim
adispersdo € importante pois afetard a dose que efetivamente entrara
em contato com as células.!®

Virios métodos vém sendo utilizados para aumentar a dispersao
dos NTCs em meio aquoso, e para tal fim a grande maioria dos
NTCs disponiveis tem que ser submetida a funcionalizac¢@o de suas
superficies ou, entdo, é necessdria a utiliza¢do de surfactantes.'**
Como resultado a essas modificacdes, as respostas cito- e genotoxi-
cas também sdo diferentes. Por exemplo, a dispersdo de NTCs por
meio da modificacio quimica da superficie dos mesmos resultou em
diminui¢do de toxicidade, ocasionada pelo aumento de funcionaliza-
¢80.""Em contrapartida, outros estudos mostraram que NTCs foram
mais citotéxicos quando estabilizados com um surfactante.”’ O uso
de surfactantes pode gerar um falso cendrio de exposi¢@o, pois nem
sempre estariam presentes nas situagdes de exposicoes fisioldgicas.

Outro fator importante que deve ser considerado é que a maioria
dos trabalhos publicados realizou a dispersdo dos NTCs por soni-
cacdo. Diferentes aparelhos podem ser utilizados para este fim, por
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exemplo, sonicador com sonda ou banho ultrassom. Dependendo do
tempo e intensidade o processo de sonicagdo pode provocar quebras
e ainserg¢do de defeitos nos NTCs**!% alterando, consequentemente,
a resposta bioldgica.

A forma como € realizada a exposicdo de amostras de NTCs
as c€lulas € muito importante, pois a toxicologia é baseada em um
conceito fundamental: o efeito dose-resposta, ou seja, um aumento
de concentrag@o ou dose implica em um aumento de cito- e geno-
toxicidade. Na toxicologia convencional, a dosimetria € baseada na
concentracio administrada (frequentemente massa por volume). No
entanto, no caso de NTCs hd um debate em relacio a dosimetria, pois
alguns estudos mostraram que ndo existe uma correlagdo direta entre
massa de NTCs e o efeito cito- e genotdxico.® Neste sentido, novos
indicadores vém sendo propostos como pardmetro de efeito téxico,
entre eles o nimero de NTCs presentes no meio de exposi¢ao e nao
sua massa.'%197 J4 a drea de superficie tem sido apontada como uma
alternativa melhor para se entender a resposta celular de exposi¢do
aos NTCs, ja que estaria correlacionada com a indugdo de estresse
oxidativo no interior da célula.*!03106.108

Outra questido que merece atengdo se relaciona ao fato de que a
maioria dos trabalhos tem utilizado doses que nio necessariamente
refletem a realidade de exposi¢@o aos nanomateriais. A avalia¢do da
concentra¢do de particulas por unidade de drea sobre um determinado
tecido dos seres vivos € relativamente dificil de ser obtida e em uma
situagdo de exposic¢do real poderd ser menor do que nos modelos de
estudo em laboratério.®

NANOTUBOS DE CARBONO E SUAS IMPUREZAS

Além dos problemas que as metodologias usadas para avaliagido
de cito- e genotoxicidade apresentam, é extremamente relevante de-
finir nos trabalhos qual tipo de amostra de NTCs estd sendo estudada.
As propriedades dos NTCs dependem drasticamente da distribuicao
de didmetro, comprimento e densidade de defeitos na parede ao longo
do comprimento do tubo (p.ex. buracos, estruturas pentagonais e hep-
tagonais ao invés de hexdgonos). Esses parametros sio estabelecidos
e controlados pelo fornecedor dos NTCs e estas informagdes ndo sdo,
necessariamente, apresentadas para quem adquire comercialmente
as amostras. Ha que se ressaltar que durante o processo de sintese
de NTCs vdrios outros nanomateriais podem ser produzidos como
carbono amorfo, nanografites, onions e fulerenos.'!1°

Os NTCs podem conter impurezas metalicas, ou seja, catali-
sadores usados no seu crescimento (p.ex., Fe, Co, Ni, Mn, etc.).
Dependendo do método de preparagdo os catalisadores podem ser
observados nas extremidades, interior, nas paredes, presos em outras
nanoestruturas e no interior de cavidades grafiticas, podendo estar
ligados ou ndo a dtomos de carbono.!'! Até o momento a maioria
dos estudos sugere de uma forma mais consensual que os residuos
de catalisadores seriam responsdveis pela toxicidade apresentada nas
amostras de NTCs.* Estes metais podem gerar EROs em sistemas
bioldgicos induzindo a um estado de estresse oxidativo,* alterando
assim a homeostase celular. Foram detectadas por alguns pesquisa-
dores que amostras de NTCPS, contendo residuos de ferro, possuem
um alto potencial citotéxico em células de pulmao humano (A549)%
e macréfagos pulmonares de camundongo (RAW 264.7),% embora
esses ensaios de viabilidade celular tenham sido realizados por meio
dos criticados métodos Alamar blue, Neutral red e MTT.® J4 para
amostras de NTCPS com baixa quantidade de ferro foram descritos
niveis significativamente mais baixos de toxicidade.”%* Além disso, o
tratamento de amostras de NTCPS ndo purificados com um quelante
de ferro para remocao dos residuos presentes demonstrou reduzir sig-
nificativamente tanto a geracdo de oxidantes quanto a citotoxicidade.*
Esses estudos com amostras contendo o metal ferro sugerem que o
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efeito citotoxico de catalisadores metdlicos depende da concentra-
¢do e, possivelmente, da forma como estdo associados aos NTCs.
Entretanto, novamente a caracterizacdo realizada nas amostras nao
permite dizer exatamente como estavam esses metais nas amostras
de NTCs (extremidade dos tubos, enclausurados no canal central,
dispersos em carbono amorfo, recobertos por camadas de grafeno,
adsorvidos sobre as paredes, etc.).

A purificacdo quimica e a funcionalizacio sdo os tratamentos
mais utilizados no preparo de amostras de NTCs para testes biol6-
gicos. No caso da purificacio jd € bem conhecido que a remocdo
dessas impurezas pode ser conduzida em grandes quantidades,
porém a eliminacdo efetiva das varias impurezas depende muito
da metodologia aplicada e esta quando ndo realizada com cuidado
pode provocar uma série de defeitos estruturais, fracionamento e/
ou destrui¢do dos NTCs.!">!3 Dependendo do fornecedor ou do
método usado na produgdo dos NTCs vdrias nanoestruturas podem
estar presentes e os métodos de purificacdo nem sempre podem ser
estendidos para qualquer tipo de amostra, pois a eficiéncia das me-
todologias pode depender muito das impurezas e do tipo de NTC da
amostra. Por exemplo, a acdo do dcido nitrico concentrado sobre os
NTCs depende do seu diametro, densidade de defeitos, presenca ou
nao de carbono amorfo, do empilhamento e nimero de camadas de
grafeno que constituem a sua superficie.!'*!¢ O tratamento quimico
das amostras de NTCs € um fator importante na resposta celular.
Por exemplo, NTCPM hidrofébicos sem processamento pds-sintese
apresentam menor toxicidade do que esta mesma amostra tratada
com 4cido nitrico.'"’

Essas varidveis também se aplicam para as vdrias metodologias
de funcionalizag@o, j4 que mesmo com 0s avangos obtidos a maioria
dos tratamentos quimicos pode gerar residuos, fragmentos de tubos
oxidados e fragmentos de carbonos carboxilados denominados
debris,"">'3 ou outras nanoestruturas. Por exemplo, o uso de dcido
nitrico concentrado pode gerar fragmentos de carbonos carboxilados
debris, principalmente quando durante o processo de purificacdo nao
se remove o carbono amorfo das paredes dos tubos.''* Esses debris
interferem nos ensaios de cito- e genotoxicidade comprometendo as
conclusdes dos trabalhos. Isso significa que para utilizagdo eficiente
de métodos de purificagdo e funcionalizagdo das amostras s3o neces-
sdrios ajustes na concentragdo, tempo e temperatura dos tratamentos
para que sejam gerados poucos debris.''®

Nesse contexto fica claro que € importante fazer uma distingdo
entre cito- e genotoxicidade de “amostras de NTCs” e de “NTCs”,
a primeira pode ser constituida de vdrios tipos de nanoestruturas de
carbono ou mesmo nanoparticulas metdlicas, e ndo somente de NTCs.
Sem uma correta avaliacdo das amostras (catalisador ligado ou livre,
carbono amorfo, tipos de NTCs, outras nanoestruturas, influéncia da
concentracdo de impurezas, etc.) torna-se dificil identificar os fatores
que realmente estdo governando o grau de toxicidade de amostras
de NTCs e/ou de NTCs.

As Figuras 3 e 4 ilustram alguns tipos de impurezas que podem
ser encontradas em amostras de NTCs e que certamente interferem
nos resultados de cito- e genotoxicidade de NTCs.

A Figura 3 mostra uma tipica microfotografia de varredura ele-
tronica de uma amostra particulada de NTCPM crescida sobre um
substrato MgO por método de deposi¢do quimica a vapor. A amostra
cujo aspecto visual € aquele apresentado na Figura 1 € composta por
uma aglomerado de tubos com vdrios didmetros e comprimentos,
cujas extremidades contém particulas cataliticas que normalmente
sao facilmente removidas com a utilizacao de dcidos minerais como
HCI ou HNO,, por exemplo.

A Figura 4 contém microfotografias de amostras de NTCPS
coletadas em um microscopio de transmiss@o eletronica de alta
resolug¢@o e mostra outros tipos de impurezas que sdo mais dificeis
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Figura 3. Microfotografia eletronica de varredura de NTCPM

de serem observadas em amostras de material particulado usado em
estudos de cito- e genotoxicidade. Essas andlises foram realizadas
dispersando-se o material particulado obtido a partir de um reator de
arco em dlcool isopropilico e gotejando o mesmo sobre uma grade
tipo lacey carbon. Com esse tipo de andlise € possivel detectar uma
importante impureza dos NTCs, o carbono amorfo, que pode ser
encontrado nos poros gerados pelos aglomerados de tubos ou impreg-
nado as paredes dos NTCs (Figura 4A). Na Figura 4B € possivel ver
nanoparticulas metdlicas (manchas escuras) impregnadas de carbono
amorfo, adsorvidas sobre feixes de NTCPS. Essa figura revela que
nanoparticulas metdlicas podem estar presentes ndo somente nas
extremidades dos tubos, como no caso da Figura 3. Ja a Figura 4C
releva outro tipo de nanoestrutura muito interessante e que néo é
relativamente simples de ser removida: catalisadores envolvidos
por vdrias camadas de grafeno.''* A Figura 4D € um exemplo de um
NTCPM bem paralelas (livre de defeitos) submetido a purificagdo,
onde € possivel observar uma baixissima concentra¢do de carbono
amorfo adsorvido nas paredes.

As figuras anteriores revelam que a avaliacdo de quais nano-
particulas e impurezas podem estar contidas em amostras de NTCs
(comerciais ou ndo) € uma tarefa relativamente complexa. Embora a
microscopia seja uma técnica fundamental para a drea de NTCs, as
microfotografias podem levar o leitor a conclusdes erroneas sobre
o real estado de pureza das amostras ou da qualidade dos NTCs.
Isso ocorre porque esta técnica mostra somente fragdes pontuais
da amostra, muitas vezes escolhidas pelo operador do equipamento
de forma proposital. Além disso, para a realizagcdo de andlises de
microscopia eletronica, € necessdrio obter uma boa dispersdo dos
NTCs, como observado na Figura 1. Nessa etapa de preparacio o
operador pode coletar regides da dispersio para preparo da grade que
ndo necessariamente contém as impurezas presentes na amostra, pois
as vdrias impurezas existentes nas amostras de NTCs precipitam de
forma diferente porque sdo particulas de diferentes massas e formas,
prejudicando a avaliagdo da microscopia.'"

Por essas razdes € importante para um trabalho de cito- e geno-
toxicidade que além da microscopia, as amostras sejam analisadas
também por varias outras técnicas. A andlise térmica € particularmente
interessante porque pode detectar vérios tipos de impurezas,'* tais
como a presenca de carbono amorfo, metais e grafites, mas tem li-
mitagdes com relagdo a concentracdo dessas impurezas em relacio a
massa de NTCs. J4 a técnica ICPMS (espectrometria de massas com
plasma indutivamente acoplado) € particularmente muito sensivel
para a detec¢do de metais, enquanto a EELS (espectroscopia de
perda de energia de elétrons) pode ser conduzida em conjunto com a
microscopia eletronica de transmissao, sendo também muito sensivel
na detecc@o de impurezas.!1120:12!
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Figura 4. Microfotografias eletronicas de transmissao de alta-resolugdo. (A)
feixes de NTCPS com diametro da ordem de 2 nm e carbono amorfo, (B) feixes
de NTCPS, carbono amorfo e particulas metdlicas, (C) feixes de NTCPS com
particulas metdlicas envolvida por camadas de grafeno (1), esfera vazia com
paredes de grafeno (2) e (D) NTCPM totalmente purificado (sem carbono
amorfo ou particulas metdlicas)

Quim. Nova

CONSIDERACOES FINAIS

As controvérsias existentes nos estudos descritos no decorrer
da revisdo originam-se, em parte, da diversidade de amostras pro-
duzidas: modo de sintese (descarga por arco elétrico, ablagio por
laser, HiPCO e deposi¢do quimica de vapor), tipos de catalisadores
usados, tamanho, drea de superficie, modo de dispersdo, método de
purificacdo e funcionalizac@o, além de problemas nas caracterizagdes
fisico-quimicas das mesmas.

E importante ressaltar novamente que as amostras de NTCs
usadas nos vdrios ensaios bioldgicos podem conter vdrios tipos de
nanoestruturas de carbono, impurezas metélicas, além dos proprios
NTCs. Neste sentido, trabalhos da literatura trazem o emprego do
termo “Alta Pureza” e que deve ser interpretado com cautela. Como
ja descrito, amostras de NTCs purificadas com édcidos ainda podem
conter carbono amorfo e traco de metais que s6 serdo identificados
com o emprego metodoldgico correto (p. ex. andlises térmicas —ex.:
TGA, EELS e microscopia de alta resoluc@o).!"*!"® Entre os vérios
trabalhos de genotoxicidade publicados™#9+121-12¢ poucos tém feito
uso de andlises térmicas (um pardmetro importante para caracte-
rizacdo e recomendado pelo National Institute of Standards and
Technology). Muitos trabalhos apresentam imagens de microscopia,
porém essas sdo de baixa resolugao’*$38387.889397 o que compromete
o entendimento dos tipos de contaminantes existentes nos NTCs.
Existem ainda trabalhos sem explicagdo detalhada do método de
sintese, tratamentos de purifica¢do, funcionalizagdo e sem imagens
das amostras estudadas.®*°

Quanto aos tratamentos quimicos utilizados para a purificacio
hd poucas informagdes descritas nos trabalhos.396125126 Alguns
destes utilizam amostras comerciais e ndo descrevem se o material
foi ou ndo purificado ou quais dcidos foram usados para purificagdo.
Essa informacdo € relevante, pois tratamentos com fortes oxidantes
(p.ex.: H,SO,/KMnO,) danificam intensamente as paredes dos tubos
e podem induzir a formagdo de fragmentos de carbono.!'>!!3 Estes
fragmentos podem estar envolvidos na toxicidade de amostras purifi-
cadas e explicariam os resultados de maior toxicidade para amostras
purificadas do que para amostras nio purificadas,'?”'*® ou de mesmo
potencial genotdxico antes e apés a purificagio.”

Para experimentos em culturas de células exige-se esterilizagao
da amostra em estudo (para que nio haja contaminantes biol6gicos -
micobactérias, bactérias e esporos de fungos). Isso pode ser feito por
meio de diferentes métodos: filtragem em membranas, esterilizacdo
com UV, autoclavagem (calor imido), aquecimento em estufas (calor
seco - geralmente 200 °C/2 h), etc. Muitas das amostras de NTCs
avaliadas em estudos de toxicidade in vitro passaram por esses pro-
cedimentos e ndo foram caracterizadas pds-esterilizagao.

E importante ressaltar que os estudos realizados até o momento
sdo adaptacdes dos procedimentos padrdes utilizados para outras
substincias quimicas e as interferéncias dos NTCs sobre essas técni-
cas devem ser consideradas. Por exemplo, aglomerados de nanoparti-
culas (TiO, e CuO)* foram observados, ao microsc6pio, depositados
sobre a “cabeca” do cometa e que também podem ser observados
no estudos com amostras de NTCs, como demonstrado na Figura 2.
Porém, os NTCs com grupos funcionais (p.ex., tratamento com dcido
nitrico/4cido sulftirico) também poderiam migrar para os eletrodos
sob a¢do do campo elétrico existente, um efeito que comprometeria
a contagem de nucleoides que efetivamente sofreram danos.”*?

CONCLUSAO
Diversos testes toxicolégicos como, por exemplo, os ensaios de

viabilidade celular e clonogénico estdo disponiveis e padronizados
para se avaliar a resposta bioldgica a uma substancia quimica. No
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entanto até o momento, ndo existem testes especificos e padronizados
para a avaliagdo da toxicidade de amostras de NTCs. Essa dificul-
dade compromete a comparacio de resultados e o consenso sobre a
toxicidade desses nanomateriais. As respostas dos experimentos de
toxicidade ainda sofrem interferéncias dos tipos de c€lulas usadas.
Diferentes linhagens celulares possuem diferentes backgrounds ge-
néticos € que contribuem para a resisténcia/tolerancia, sensibilidade
e recuperacdo da viabilidade apds a exposicdo aos NTCs.

Os mecanismos de cito- e genotoxicidade podem ser diversos
e de dificil elucidacdo. Assim, aconselha-se o uso de uma bateria
de testes abrangendo uma vasta gama de mecanismos (geracio de
EROs, mutagdes génicas e cromossdmicas, ciclo celular, apoptose,
processo inflamatdrio, entre outros) para a deteccéo correta dos
efeitos ocasionados pelas amostras de NTCs. A aplicag@o destes
métodos padronizados para NTCs exige, ainda, diversas adapta-
¢des e precaugdes na interpretagdo dos resultados.”® Até o presente
momento parte das controvérsias existentes nos estudos de cito- e
genotoxicidade estdo associadas, em parte, as dificuldades existentes
na avaliagdo da efetiva pureza das amostras e aplicag@o correta dos
métodos de purificaciio e/ou de funcionaliza¢do dos NTCs, ja que a
purificacdo nfio necessariamente torna esses materiais mais tolerdveis
em sistemas biolégicos.

O tubo ideal para aplica¢des em sistemas bioldgicos deveria ser
aquele que nio necessitasse de tratamentos sofisticados de purificagdo
ou funcionalizacdo quimica. A funcionaliza¢do mesmo quando nio
baseada em dcidos minerais pode introduzir impurezas, reagentes e
surfactantes, que ndo sdo completamente removidos com as lavagens.
Os esfor¢os para produzir NTCs mais biocompativeis vém se tornan-
do cada vez maiores e uma das saidas que vem sendo utilizada com
sucesso € o revestimento dos tubos com polimeros menos nocivos
as células. A utilizagdo de catalisadores alternativos sem toxicidade
também representa uma estratégia promissora para a sintese de NTCs
hidrofilicos'” menos cito- e/ou genot6xicos. A correlagdo entre as
diferentes estruturas e a biocompatibilidade dos NTCs € outro fator
que merece investigagdo para melhor entendimento dos efeitos ad-
versos destes nanomateriais.

Outro fato importante € que a produgdo em larga escala de muitos
desses nanomateriais ja ocorre, como os baytubes® da Bayer. A ficha
de seguranca desse produto afirma que o mesmo ndo € perigoso para
satide ou meio ambiente, de acordo com as diretivas da comunidade
europeia 2006/121/EC. Portanto, a produ¢do de NTCs em larga es-
cala ndo representa grande ameaga, pois 0 mesmo nao possui grande
capacidade de se dispersar no ar, como o negro de fumo que é um
nanomaterial comercial largamente utilizado pela industria.

Com relag@o ao impacto ambiental dos laboratérios de NTCs ou
empresas € interessante mencionar que o residuo de nanoestruturas
pode ser tratado. No caso dos metais pesados (catalisadores) ja
existem metodologias.'*® Outra alternativa seria o uso de peréxido
concentrado, uma vez que esse tem o poder de destruir vérias na-
noestruturas de carbono, inclusive os préprios NTCs dependendo
da concentraco, temperatura e tempo de reacdo." fons de cilcio
também podem auxiliar na descontaminagdo e remoc¢ao de NTCPM
(tratados com HNO,/H,SO,) de ambientes aquaticos. Na presenca
desses fons, esses NTCs formam aglomerados de tamanhos micro-
métricos, que sio retidos em filtros.!!

Enfim, os dados existentes sobre toxicidade de NTCs sdo ainda
limitados e conflitantes e muitos esforgos ainda devem ser direciona-
dos a este campo. O que se pode adiantar € que ndo hd efeitos toxicos
generalizados para NTCs, mas o que se evidencia € a existéncia de
diversos graus de riscos para as diferentes amostras de NTCs, sendo
que esses dependem das condigdes de sintese e processamento das
amostras.
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