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RESUMO

0 entendimento da interacao de nanotubos de carbonos e fulerenos com os consti-
tuintes da pele, em especial o sistema imune de pele, é relevante para a determinacao
de parametros toxicoldgicos. Realizou-se revisao voltada a tais aspectos. Parte conside-
ravel das referéncias encontradas concentrou-se nos efeitos citotoxicos e de permeacéo
da pele. Em menor escala, ha artigos sobre ativacao e imunomodulacao de células e ou-
tros elementos imunes. Poucos trabalhos encontrados tratam, especificamente, da res-
posta imunoldgica cutanea, limitando o conhecimento relacionado. Os achados sugerem
que os nanomateriais analisados possam estar envolvidos em quadros dermatoldgicos,
como dermatite de contato irritativa, reacdes anafilactoides, urticaria e angioedema,
e suscitam a necessidade de que se realizem estudos adicionais para confirmacao dos
achados. A padronizacao da descricdo e testagem de caracteristicas dos nanomateriais
empregados em experimentos pode facilitar a comparacao dos resultados.

PALAVRAS-CHAVE: Fulerenos; Nanotubos de carbono; Alergia e
Imunologia; Dermatopatias

Abstract

The understanding of the interaction of carbon nanotubes and fullerenes with the
constituents of the skin, especially the skin immune unit, is relevant to the determina-
tion of toxicological endpoints. A systematic review was done focused on such aspects.
Considerable part of the found references concentrated in cytotoxicity and skin per-
meation. On a smaller scale, there are articles on immunomodulation and activation
of immune cells and other elements. Few of the found studies deal specifically with
cutaneous immune response, limiting the related knowledge. The findings suggest that
nanomaterials studied may be involved in skin problems such irritant contact dermati-
tis, anaphylactoid reactions, urticaria, angioedema, and raised the need for performing
additional studies to confirm the findings. The standardization of the description and
testing of nanomaterials characteristics used in experiments can facilitate comparison
of results.
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Introducao

A nanociéncia vem se desenvolvendo rapidamente, de for-
ma que nanomateriais sdo encontrados hoje em varios produ-
tos, como eletrénicos, alimentos, medicamentos e utensilios
da industria e de uso doméstico.

Para que um material seja considerado produto da nano-
tecnologia deve ter pelo menos uma de suas dimensées na es-
calade 1 a 100 nm . Essa dimensao nanométrica faz com que
grande parte do volume de atomos de uma molécula encontre-
-se na sua superficie, o que garante enorme reatividade dessas
estruturas, com multiplas aplicacées 2.

Dentre os nanomateriais, os alotropos do carbono, como
fulerenos e nanotubos de carbono, destacam-se por serem
dos mais produzidos e pela diversidade de aplicacées 3. Por
essa razao, é crescente a preocupagao sobre os riscos ao am-
biente e a salde associados a exposicao ocupacional ou ndo
a esses nanomateriais, especialmente através da pele e das
vias respiratorias *°.

A pele é um dos principais meios de interacdo do homem
com o ambiente e nessa condicao exerce um importante pa-
pel de protecdo contra agressdes de natureza fisica, quimica
e biologica ¢7. A exposicdo cutdnea aos nanomateriais pode
ocorrer através da aplicagdo direta de um medicamento que
contenha nanocarreadores ou tecido tratado com nanoparticu-
las, por exemplo, ou de forma involuntaria, no meio ambiente
e industrias ao contato com matérias-primas ou residuos de
processos produtivos é.

Diversos questionamentos referentes a interac&o de nanoma-
teriais com a pele sao feitos, como a penetragao através de bar-
reiras fisiologicas integras e danificadas, citotoxicidade, inducao
de estresse oxidativo e inflamacao, além da mutagenicidade®.

Como qualquer nova substancia quimica, potencialmen-
te, os nanomateriais encerram riscos de dermatite de contato
alérgica ou por irritante, uma vez que essas estruturas podem
representar novos alérgenos, haptenos, agentes de reacdes
cruzadas, além de produzir danos ainda desconhecidos . As-
sim, muitos dos riscos estimados da interacao de nanomate-
riais com a pele envolvem em sua fisiopatogenia elementos da
resposta imunoldgica cutanea. O entendimento de cada passo
envolvido nesse processo é relevante para a construcdo do co-
nhecimento acerca da nanotoxicidade cutanea.

Alétropos do carbono

Os alotropos do carbono representam um dos nanomate-
riais mais investigados na atualidade por sua ampla aplicabi-
lidade nas areas médica e tecnoldgica. A hibridizacao especi-
fica do carbono, as ligacdes estabelecidas entre os atomos, a
conformacéo irdo determinar a natureza do alétropo, podendo
este ser um nanotubo de carbono (CNT), fulereno, grafeno,
grafite ou diamante .

Os fulerenos possuem uma estrutura esférica oca ', de
forma que os atomos de carbono estdo organizados em anéis
policiclicos *. Diferentes tipos de fulerenos podem ser gerados

Interacdes de alotropos do carbono com a pele

de acordo com o radical presente na sua superficie, o seu pro-
cesso de sintese e o nimero de atomos de carbono utilizados,
tendo por exemploo C, e o Cy >,

Atualmente, os fulerenos tém sido utilizados na sintese
de sistemas carreadores de drogas, cosméticos, lubrificantes,
catalisadores, polimeros modificados e artigos esportivos °. De-
vido a capacidade de reagir com diferentes espécies quimicas,
especialmente radicais livres, como superoxidos, hidroxilas e
liporradicais 4", os fulerenos tém sido empregados em cos-
méticos como antioxidantes. Esse efeito é potencializado ain-
P450 dependente da mono-oxigenase '¢. Ainda devido ao efeito
antioxidante, o uso tépico de fulerenos também tem sido pro-
posto no tratamento da acne, com possivel beneficio na redu-
¢ao do sebo e da infiltragdo de neutrofilos 7. A capacidade de
fulerenos reduzirem a sintese de radicais livres, induzida pela
exposicao as radiacoes ultravioleta A (UVA) e B (UVB), parece
favorecer, também, o emprego desses nanomateriais em filtros
solares '®1, Outra caracteristica € a capacidade de inibir a me-
lanogénese induzida pela radiacao UVA em melanocitos huma-
nos, podendo ser aplicados como agentes despigmentantes 2.

Os CNT sdao compostos por uma ou mais paredes de grafeno
encurvadas 22, De acordo com o numero de paredes, ha trés
tipos de nanotubos de carbono: parede Gnica (SWCNTs), pare-
de dupla (DWCNTs) e o de multiplas paredes (MWCNTs), que
diferem ainda quanto ao diametro 2.

Durante a sintese dos nanotubos de carbono, frequente-
mente, quantidades significativas de ferro?, niquel » e cobal-
to ficam retidas no seu interior %, ja que sao catalizadores uti-
lizados no processo 226, Esses metais contaminantes podem ter
efeito bioldgico ao atuarem como catalisadores de reacdes de
estresse oxidativo %4, induzindo a formacao de radicais livres,
actmulo de peroéxido e deplecado de antioxidantes 7, além de
poderem tomar parte em respostas inflamatorias agudas 2.

Devido as suas propriedades mecanicas, estruturais e de
transporte diferenciadas, os CNT tém sido usados na sintese
de nanocarreadores de drogas, biossensores, plasticos resis-
tentes, blindagem eletromagnética, microscopios de varredura
por sonda, fibras resistentes, além de outras utilidades na area
médica e nas indUstrias aeroespacial, de computacéo e de ele-
traniCOS 13,25, 29,30,31.

Uma aplicabilidade dos CNT tém sido a de vetores para o
transporte de moléculas terapéuticas %2, permitindo o desen-
volvimento de vacinas mais imunogénicas ** e de drogas com
acao sitio-especifica, reduzindo efeitos colaterais *.

As superficies dos CNT e fulerenos sdao quimicamente
inertes, dificultando a interacdo com estruturas biologicas 2.
A funcionalizacao consiste na ligacao de grupos funcionais e
compostos as superficies. Pode-se dar por ligacdes covalentes
ou nao covalentes, como as proporcionadas pelos aminoacidos
ou grupos hidroxilas, a superficie dos nanomateriais *, deter-
minando novas propriedades fisico-quimicas ¥. Algumas das
consequéncias desse processo sao o aumento da solubilidade
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dos CNT e fulerenos em agua, potencializando sua interacao
com elementos bioldgicos, a mobilidade dessas estruturas en-
tre diferentes compartimentos nos organismos >3 e o desven-
cilhamento de elementos do sistema imunologico, aumentan-
do a biodisponibilidade das substancias carreadas .

A interacdo de alotropos do carbono com elementos do
sistema imunoldgico ja é conhecida, especialmente, porque
essas estruturas vém sendo utilizadas em vacinas, inclusive de
aplicacdo intradérmica e intramucosa 3%. O detalhamento dos
potenciais pontos de interacdo com o sistema imunoldgico da
pele visa ndo somente a busca por novas aplicagbes desses na-
nomateriais como prever possiveis complicacdes relativas ao
estimulo prolongado da resposta imunologica.

O sistema imunolégico cutaneo

A pele encontra-se continuamente exposta a uma infinida-
de de antigenos e irritantes, o que leva a necessidade de um
sistema imunoldgico eficaz e diferenciado. A diversidade da
resposta imunologica cutanea levou a sugestao, no século pas-
sado, da existéncia de um tecido linfoide especifico associado
a pele, denominado SALT (Skin Associated Lymphoid Tissue)® e
posteriormente SIS (Skin Immune System) *.

Quanto ao tipo de resposta imune, na unidade imunolo-
gica cutanea encontram-se elementos da imunidade inata e
adaptativa, além daqueles que fazem a mediacéo entre os dois
tipos de respostas.

A barreira fisica cutanea

A pele é composta por trés camadas, a epiderme, a derme
e a hipoderme, que diferem estruturalmente e quanto a funcao
4, Sua organizagao estrutural representa uma barreira fisica.

A camada cornea é composta pelos cornedcitos *', que
estdo ligados uns aos outros através dos corneodesmossomas
e sdo envoltos por uma matriz extracelular rica em lipideos
apolares, organizados em bicamada. Na epiderme os quera-
tindcitos sdo recobertos pela cornea e organizados de forma
a dificultar a penetracdo dos micro-organismos e substancias
quimicas potencialmente nocivas “. Eles sao as células predo-
minantes e se organizam em quatro camadas (basal, espinhosa,
granulosa e estrato corneo), estando ligados entre si através
dos desmossomas e a camada basal através dos hemidesmos-
somas. Essas células ndo sao inertes e participam da resposta
imune ao secretarem citocinas, quimiocinas, peptideos antimi-
crobianos, componentes da via do complemento e metabdlitos
do acido araquidonico #*, além de fagocitarem bactérias e
fungos . Intercalados entre os queratindcitos encontram-se os
melandcitos, células de Langerhans e células de Merckel, além
de uma populagéao flutuante de células inflamatorias .

Logo abaixo da epiderme, observa-se a membrana basal,
seguida da derme, onde se encontra uma diversidade de cé-
lulas residentes, como fibroblastos, mastdcitos, macrofagos,
células inflamatorias transitorias, além dos apéndices cutane-
os e os plexos vascular e nervoso ‘4, Os anexos cutaneos con-
sistem na unidade pilossebacea e nas glandulas sudoriparas.

o®

A penetracdo transcutdnea de produtos quimicos se faz
através da difusdo passiva, respeitando diferentes gradientes
de concentragao “, sendo que geralmente apenas particulas
pesando até 500 Da seriam capazes de atravessar a pele 4.
De uma forma geral, em relacao ao tamanho, estruturas de
até 1000 nm permeiam a pele integra em zonas flexurais, ao
mesmo tempo que, nas outras regides, se a pele tiver solu-
¢ado de continuidade, particulas de até 7.000 nm sao capazes
de atingir estratos cutaneos mais profundos '°. Esse processo
possui alguns obstaculos fisicos, como a camada cérnea, uma
estrutura essencialmente lipofilica “.

As glandulas sudoriparas e os foliculos pilosos representam
pontos de menor resisténcia a permeacao de substancias na
pele, por apresentarem aberturas diretas na superficie cuta-
nea “. De uma forma geral, a literatura cita que particulas
inferiores ao diametro da abertura folicular, algo entre 10-210
pm, seriam capazes de permear a pele através dessa via “.

Células envolvidas na resposta inata cutanea

Os neutrofilos sao dos principais componentes da resposta
imune inata, embora nao estejam naturalmente presentes na
pele “. Ja os mondcitos deixam a circulacdo sanguinea e che-
gam a pele, transformando-se em macrdfagos ¥, e se encon-
tram em grande nimero, principalmente na derme, proximos
a membrana basal %',

As células apresentadoras de antigenos sdo responsaveis
pela captura, processamento e apresentacao de antigenos as
células T nos linfonodos, contribuindo para a imunidade adqui-
rida %2. Na pele sdo observadas duas populacdes dessas células,
sendo elas as células de Langerhans (LC) e as células dendriti-
cas dérmicas .

As LC sdo um subtipo de células dendriticas imaturas pre-
sentes na epiderme 4, nas camadas basal e suprabasal, cujos
prolongamentos permitem a cobertura de uma area de 20% da
epiderme, facilitando a captura de antigenos *. Ja as células
dendriticas sao encontradas predominantemente na derme e
possuem funcdes semelhantes as células de Langerhans®.

Os mastocitos presentes na pele localizam-se ao redor dos
capilares, arteriolas e vénulas da derme e hipoderme *. Ja
os basofilos estao presentes nas lesdes de algumas doencas
cutaneas, como dermatite atopica, urticaria e prurigo, e se
assemelham estrutural e funcionalmente com os mastocitos *.

Os eosinofilos seguem um padrao de distribuicdo na pele
semelhante ao de outros tecidos, estando em maior nimero
nos processos de natureza alérgica e autoimune >4%7:%,

Elementos sollveis da resposta imunologica
inata cutanea

As proteinas do sistema complemento chegam a pele por
difusdo através dos vasos com permeabilidade alterada por
algum estimulo inflamatodrio®. Outras células, como mondci-
tos e macrofagos, residentes na pele ou atraidos pelo inicio
da inflamagdo, também podem ser fonte dessas proteinas. A
literatura ja descreveu a sintese de diversos elementos do sis-
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tema complemento pelos queratindcitos, como C3, C5, C7, C8,
C9, fator B, fator H regulador do complemento e fator I, além
de expressarem os receptores de complemento CR1, cC1qgR,
C5aR, CR 2 e citocinas reguladoras do sistema *.

Células envolvidas na resposta adaptativa
cutanea: os linfocitos T e B

Os linfocitos T representam 1-3% da populacao de células
epidérmicas %% enquanto os linfocitos B nao sdo encontra-
dos na pele ou na mucosa oral sem alteracdes *. Essas células
T s&o linfocitos de memoria CD45R0* que expressam na superfi-
cie moléculas de adesao, como o antigeno cutaneo linfocitario
(CLA), além de receptores de quimiocinas e enzimas que irao
contribuir para a migracao até a pele °'.

Em condicdes de homeostase, os linfocitos T sdo encontra-
dos na epiderme proximos a membrana basal e as células de
Langerhans e na juncdo dermoepidérmica, ao redor das vénu-
las pos-capilares dos plexos superficial e profundo 3%,

Metodologia

Realizou-se revisao bibliografica de artigos cientificos, in-
cluindo estudos clinicos e laboratoriais, relatos de caso, revi-
sdes, editoriais, cartas e dominios na internet referentes ao
tema. O levantamento bibliografico foi centrado no sistema
imunolégico, anatomia e particularidades da imunologia na
pele, alotropos do carbono e interacdes entre estes. Foram
considerados artigos e documentos publicados impressos ou na
internet até 30 de novembro de 2011.

Para as buscas, foram utilizadas as bases de dados eletro-
nicas Academic Search Premier (EBSCO), Cross Search (Isi Web
Services WOK), Medline, Ovid MEDLINE, Scielo e Scopus. Foram
revistas, também, as bibliografias dos artigos encontrados, em
busca de fontes nao selecionadas. A pesquisa se restringiu aos
idiomas inglés, francés, espanhol e portugués.

Realizou-se uma sintese sobre aplicabilidades e caracteris-
ticas fisico-quimicas relevantes dos nanomateriais em estudo,
além de descricao breve da estrutura imunolégica cutanea.
Em seguida, prosseguiu-se o relato das possiveis interacdes dos
nanomateriais abordados com cada elemento da resposta imu-
nolégica da pele.

Interacao dos alotropos do carbono com
elementos da resposta imunolégica inata

Interacdao com os elementos da barreira fisica e
permeacao cutanea

A permeacao de CNT e fulerenos em queratinocitos e ou-
tras células da pele vem sendo estudada nao s6 para avaliagcdo
de efeitos tdxicos, mas visando-se também a possibilidade do
desenvolvimento de matrizes para o carreamento de farmacos.
Monteiro-Riviere et al 2 demonstraram que MWCNT sao capa-
zes de penetrar queratinocitos em cultura, sendo observados
através de microscopia de transmissao eletronica (TEM) em

Interacdes de alotropos do carbono com a pele

vacuolos citoplasmaticos. Bullard-Dillard et al ¢ descreveram a
capacidade de o fulereno C,; e de uma versao mais solivel do

nanomaterial, o fulereno C, , derivado de sais de amonio qua-

60’
ternario, serem captados por queratindcitos humanos imorta-
lizados. Observou-se que ambas as formas do fulereno foram
captadas pelos queratindcitos, embora o derivado de sais de
amonio se acumulasse de forma mais lenta. O mecanismo exa-
to de permeacéo dos alotropos do carbono em queratindcitos
nao foi descrito, embora possivelmente essa internalizacao
ocorra através de endocitose ou fagocitose .

A andlise dos efeitos citotdxicos de nanomateriais sobre cé-
lulas da estrutura cutanea é relevante, pois a destruicdo delas
pode levar a alteracdes da barreira fisica, bem como a inducao
de citocinas que iniciem um processo inflamatério. Shvedova
et al ®avaliaram o efeito de SWCNT em cultivo de queratinoci-
tos HaCat e observaram a inducéo da sintese de radicais livres,
actmulo de derivados de peroxidos, reducdo de antioxidantes
e consequente toxicidade aos queratindcitos. Os trabalhos su-
gerem, também, que, independentemente da concentracdo do
nanomaterial no meio, ha uma diferenca de citotoxicidade en-
tre os proprios CNT, respeitando a seguinte ordem: MWCNO <
MWCNT < SWCNT ¢5%, Essa diferenca pode ser justificada pelo
diametro, de forma que estruturas menores encerrariam maior
acao citotoxica. Ja a citotoxicidade de fulerenos em queratiné-
citos é dependente da natureza do radical utilizado na funciona-
lizacdo do nanomaterial e da concentracao no meio 4.

Os contaminantes metalicos, presentes como residuos do
processo de sintese desses nanomateriais, tém papel relevante
na citotoxicidade por catalisarem reacées que produzem radi-
cais livres 2. Murray et al 2 expuseram pele artificial humana
(EpidermFT) e células epidérmicas murinas JB6 P+ a SWCNT
parcialmente purificados e nao purificados, contendo ferro. Foi
observado que as células JB6 P+ produziam radicais OH quando
expostas ao SWCNT, sendo que o processo foi inibido ao se adi-
cionar ao meio o quelante de metais dexferoxamina. Ja a pele
artificial, com células humanas na epiderme e derme, apos a ex-
posicao a 75 pg de SWCNT, apresentava hiperceratose, paracera-
tose, aumento das células basais na epiderme e dos fibroblastos
na derme, além do aumento das fibras colagenas. Observou-se,
ainda, aumento da sintese de citocinas inflamatorias a exposi-
cao ao SWCNT nao purificado, especialmente de IL-6, IL-12 e
IFN-y. As associacdes da destruicao de queratindcitos por acao
citotoxica com as citocinas liberadas e alteracdes histologicas
da pele permitem a consideracdo de possivel dermatite de con-
tato irritativa desencadeada por essa classe de nanomateriais .

Necessariamente, a interacao de nanomateriais com o siste-
ma imunologico é dependente da capacidade de essas estruturas
permearem a pele integra ou danificada por traumas ou processos
inflamatorios. Essa permeacéo pode ocorrer através dos foliculos
pilosos e glandulas sudoriparas, por via intercelular ou através
das células, neste caso por processos como a endocitose, perme-
acao direta da membrana celular ou transporte através de canais
transmembrana, quando a nanoparticula for menor do que 5 nm*.

Diversas caracteristicas intrinsecas aos nanomateriais pa-
recem ser relevantes para a analise da permeacdo cutanea,
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como: tamanho, diametro hidrodinamico, carga superficial,
forma, composicao, potencial zeta, agregacao, metabolismo,
deformidade, dentre outros .

Existe ainda atualmente uma grande preocupacao com
os alotropos do carbono e a exposicao de cunho ocupacional.
Em estudos, procurou-se simular situacoes do processo labo-
ral que pudessem alterar essa permeacao, como a realizacao
de movimentos repetitivos. Rouse et al ¢ demonstraram difu-
sao passiva de fulerenos funcionalizados (Baa-Lys(FITC)-NLS)
em pele porcina submetida a flexdes repetidas prolongadas. A
observacao através de TEM mostrou que a penetracao desses
fulerenos ocorreu preferencialmente através do espaco inter-
celular e que apds 24 horas eles se encontravam na camada
granulosa. Xia et al 7%, na tentativa de simular exposicao ocu-
pacional, avaliaram o efeito de diferentes solventes sobre a
penetracao cutanea do fulereno C60- pristina na pele de por-
cos Yorkshire. Observou-se que apenas os fulerenos diluidos
em tolueno, ciclo-hexano e cloroférmio foram encontrados em
um nivel profundo da camada cérnea. Embora ressalvas devam
ser feitas quanto a quantidade e concentracdo de nanoma-
teriais utilizados nesses experimentos e a real concentracao
dessas estruturas no ambiente, deve-se ter atencdo quanto as
substancias presentes no local de trabalho que possam poten-
cializar a absorcao cutanea e toxicidade de nanomateriais.

Interacdo com os neutrofilos

A maioria dos trabalhos relacionados a interacao de alo-
tropos de carbono com neutrofilos se concentra em sua analise
nas vias respiratorias. Isso ocorre porque grande parte da ex-
posicao aos CNT e fulerenos pode se dar pelas vias aéreas, em
situagcoes ocupacionais ”' (Tabela 1).

Os neutrofilos internalizam os alotropos do carbono, funcio-
nalizados ou nao, e os armazenam em vesiculas intracitoplasma-
ticas. A carga de superficie dessas estruturas parece influenciar
a acdo de enzimas neutrofilicas, de modo que SWCNT com carga
de superficie negativa podem ser degradados por mieloperoxi-
dases presentes em vesiculas citoplasmaticas 7. Esse fato tem
relevancia, pois sugere que modificacdes na superficie de na-
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nomateriais podem alterar a natureza biopersistente dessas es-
truturas, aumentando a biocompatibilidade e reduzindo efeitos
toxicos quando empregados, por exemplo, em farmacos como
carreadores. Kagan et al 72 produziram CNT apds modelagem em
que sitios ativos a acdo de mieloperoxidase neutrofilica foram
produzidos nos CNT. O resultado foram compostos capazes de
serem destruidos pela mieloperoxidase de animais de experi-
mento, sem que produzissem lesdes granulomatosas pulmona-
res, em contraste com aqueles sem os sitios, em questao.

Uma vez no interior da célula, os nanomateriais sao ca-
pazes de influenciar os mecanismos de acdo dos neutrofilos.
Dessa forma, é possivel que nanomateriais como os fulerenos,
com acao antioxidante, neutralizem ROS de fagolisossomas.
Como essas espécies de oxigénio sdo relevantes para a degra-
nulacdo de neutrdfilos, pode haver reducdo da funcdo com im-
pacto na resposta imunologica a agentes infecciosos. Por outro
lado, essa neutralizacdo de ROS pode ser Util no tratamento de
dermatoses inflamatorias, como a acne .

Entretanto, esse efeito depressor sobre a acdo neutrofilica
nao foi observado no trabalho de Tsao et al 73, quando se sugeriu
que o carboxifulereno aumentava a viabilidade e o poder bac-
tericida dessas células contra bactérias GRAM positivas. Além
disso, outros trabalhos também demonstraram a acdo pro-infla-
matdria de alotropos de carbono, principalmente os que tratam
da instilacao pulmonar dos nanomateriais, com aumento do in-
filtrado neutrofilico. Kagan et al 72 sugerem que os efeitos anti-
-inflamatorios encontrados com alétropos do carbono ocorrem
quando as estruturas empregadas nos experimentos ndo estdo
funcionalizadas. Estudos adicionais precisam ser realizados para
a avaliacao dos fatores envolvidos nessas respostas divergentes.

Os trabalhos em cobaias sugerem que o contato da pele
com SWCNT promove influxo de neutrofilos ao local, apenas,
em doses elevadas, como 160 pg *. A localizacao preferen-
cial do infiltrado das células ao redor de foliculos permite o
questionamento sobre uma possivel permeacdo através dessas
estruturas. Em estudos com CNT instilados em pulmoées parece
que o infiltrado neutrofilico s6 ocorre no tecido pulmonar se o
nanomaterial nao estiver agregado 7.

Tabela 1. Resumo das interacdes de alotropos do carbono com células da resposta imunoldgica inata

Neutrofilo Macréfago Mastacito Células dendriticas
Permeacao celular Fagocitose Fagocitose Endocitose? Fagocitose, Macropinocitose
Pinocitose? Pinocitose? - Dependente do tamanho

Citotoxicidade Nao observada (peixe

minnows)

Alteracées funcionais  -Reduz expressao de
enzimas neutrofilicas
-Inibe degranulacao
-Reduz mecanismo de
NETosis

Nao observada
(mastdcito humano)

- SWCNT: dependente do tamanho e da
concentracao no meio
(Células avaliadas - Balb-c, RAW 264.7)

- Aumento do
influxo cutaneo
- CNT: aumenta

degranulacao

- Fulereno : reduz
degranulacéo

- Inducéo IL-6, TNF-a, TGF-B
- Divergéncia quanto a inducéo de
moléculas de superficie
- Contaminante metalico :altera potencial
redox Inducéo de granulomas cutaneos

- Resultados divergentes

- Pode ser dependente

da concentracao (Células
avaliadas: células dendriticas
de ratos e humanas)

- CNT: nao observadas

- Fulerenos - inducao de
citocinas e moléculas de
superficie
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Interacdo com macréfagos

A fagocitose de nanoparticulas por macréfagos depende de
propriedades fisico-quimicas dessas estruturas como tamanho,
solubilidade, carga de superficie e funcionalizagdo 7. Assim, as
nanoparticulas maiores e com carga na superficie teriam maior
chance de serem internalizadas por esse processo.

A opsonizacdo de nanoparticulas, com a adesdo de anti-
corpos e fragcbes do complemento a sua superficie, ocorre,
instantaneamente, quando essas sao administradas por via pa-
renteral, potencializando a sua fagocitose 6. Uma transposicao
dessa observacao pode ser feita as nanoparticulas capazes de
permear a pele, que, uma vez opsonizadas por anticorpos e
fatores do complemento presentes na epiderme e na derme,
seriam mais facilmente captadas por macrofagos.

A internalizagédo de alotropos do carbono por macrofagos
pode ocorrer através de fagocitose, especialmente quando
funcionalizados e agregados 7% 7. Embora na maioria dos re-
latos nao tenha sido especificado o termo “pinocitose”, pos-
sivelmente os alétropos menores e nao agregados permeiam a
célula através desse processo.

As investigacoes sobre a citotoxicidade dos alotropos de
carbono em macrdfagos sao divergentes. Enquanto alguns tra-
balhos nao mostram reducao da viabilidade celular 77, outros
descrevem que a toxicidade desses nanomateriais é dependen-
te de sua concentracao no meio ¥, da presenca de contaminan-
tes metalicos * e da sua solubilidade 8. Um ponto divergente
entre os estudos, que pode justificar a diferenca encontrada,
€ a concentracao do nanomaterial no meio dos experimentos.
Trabalho que ndo observou citotoxicidade utilizou nanoparti-
culas na concentracao de 10 pg.ml' 77, enquanto nos outros
as concentracdes variaram de 30 pg.ml" a 0,5 mg.ml* 6567,
Demonstrou-se também que para essa linhagem celular existe
diferenca entre o potencial citotoxico de SWCNT e MWCNT, de
forma que este Gltimo n&o altera a viabilidade celular, ainda
que em grande concentracao no meio ¢.

Quanto as alteragdes funcionais, um estudo demonstrou que
apenas os CNT capazes de estimular a fagocitose induziram um
aumento de IL-6 e TNF-qa, fato nao observado com as estruturas
que permearam de outra forma a membrana dos macrofagos
77 A funcao dos macrofagos perante estimulos habituais, como
estruturas bacterianas, também pode ser reduzida apds a ex-
posicdo prévia aos alotropos do carbono. Dumortier et al 77 de-
monstraram que esse fato ocorre na dependéncia da funciona-
lizacao utilizada, uma vz que apenas os SWCNT que continham
polietileno glicol (PEG), tiveram impacto na funcao macrocitica.

A inducdo da maturacdo de macrofagos por esses nano-
materiais, estudada através da expressao de moléculas de su-
perficie como CD40 e CD86, mostraram resultados diferentes.
Enquanto uma menor concentracao de SWCNT no meio nao in-
duziu a expressao dessas moléculas 77, a maturacao e ativacao
de macroéfagos foram observadas no trabalho que empregou
maior quantidade do nanomaterial ¢. Dessa forma, a seme-
lhanca do potencial citotoxico, a ativacdao do macrofago por
CNT e fulerenos pode ser dependente da dose.

Interacdes de alotropos do carbono com a pele

Um fendémeno que pode ser observado é a incapacida-
de de os macrofagos fagocitarem materiais inertes, como os
nanomateriais, ainda que estes estejam opsonizados 7. Esse
processo pode levar ao acimulo de células monociticas ao re-
dor do nanomaterial, com formacéao de granulomas”, além da
liberacdo de enzimas por células inflamatérias como os neu-
trofilos, levando ao dano tecidual 7. Em trabalho em que se
estudou a formacao de granulomas em pele, SWCNT e MWCNT
de 20 e 80 nm foram implantados no subcutaneo de cobaias
8, A formacéo granulomatosa foi observada apos trés semanas
do experimento, sendo que tardiamente os SWCNT induziram
maior infiltracdo de macrofagos, deixando os granulomas com
paredes mais espessas. A utilizacdo de nanomateriais alta-
mente purificados permitiu a analise de que essas estruturas
sozinhas, independentemente de contaminantes metalicos,
podem induzir a formacao de granulomas (Tabela 1).

Interacdo com as células dendriticas

A analise da interacdo de nanomateriais com células den-
driticas, as apresentadoras de antigenos mais eficazes do or-
ganismo humano, visa principalmente a determinacdo de uma
possivel captacao, processamento e apresentacao de nanoma-
teriais, como se fossem antigenos.

Os alotropos do carbono podem ser internalizados pelas
células dendriticas através de macropinocitose ®' e fagocitose
338 nao sendo descrita a endocitose nos trabalhos revistos. A
captacao parece dependente da concentracao do nanomate-
rial no meio e do tamanho das estruturas, uma vez que aquelas
com maior didmetro sao internalizadas mais facilmente 2.

Os resultados referentes ao potencial citotoxico dos alo-
tropos do carbono sao conflitantes. Um trabalho descreve acao
toxica de SWCNT e MWCNT em células dendriticas na depen-
déncia da concentragdo dos nanomateriais no meio (3, 10,
30 pg.ml"). Por sua vez, Wang et al ® relataram que MWCNT
carboxilicos, de diferentes tamanhos e concentracdes (10, 50
e 100 pg.ml"), dotados de contaminantes metalicos, nao exer-
ceram atividade citotoxica significativa nessas células. Nota-se
que no primeiro trabalho ndo foram descritas caracteristicas
fisico-quimicas dos CNT, como a funcionalizacdo, que pudes-
sem justificar as diferencas encontradas. Maior concentracao
do nanomaterial e a presenca de contaminantes metalicos em
diferentes quantidades seriam preditores de um maior efeito
toxico, o contrario do que foi observado por Wang et al .

Possivel papel imunomodulador de alétropos do carbono
em células dendriticas também vem sendo estudado. Através
de mecanismos ainda desconhecidos, CNT podem ser conju-
gados a peptideos considerados imundgenos fracos, induzindo
a internalizacdo por células dendriticas, levando a ativacdo
de linfocitos TCD4+, que por sua vez desenvolvem resposta
Th2, com producdo de anticorpos &'. Essa propriedade pode
ter grande aplicabilidade no desenvolvimento de imunotera-
pia, especialmente visando ao tratamento de neoplasias, de
forma que antigenos do tumor até entao considerados fracos
imundgenos podem ter seu potencial imune amplificado pela
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conjugacao com nanomateriais. Por outro lado, existe a possi-
bilidade de se questionar também se os nanomateriais pode-
riam se ligar a peptideos autdlogos, tornando-os imundgenos
fortes, reconhecidos por células apresentadoras de antigenos e
propiciando o desenvolvimento de doencas autoimunes.

Quanto a ativacdo das células dendriticas - um processo
essencial para que sejam capazes de apresentar antigenos as
células T -, fulerenos e CNT apresentaram resultados diferentes.
Os primeiros, segundo Yang et al ®, sao capazes de induzir a
expressdo na superficie das células de moléculas coestimulatd-
rias de linfocitos, receptores de quimiocinas, além de citocinas
inflamatorias, efeitos nao observados com os CNT ¢332, As conse-
quéncias desses processos devem ser estudadas. Habitualmen-
te, o encontro de antigenos identificados como potencialmente
danosos pelas células dendriticas incita o processamento desses
e a maturagao da célula. Assim, deve ser avaliado se o fulereno
pode ser reconhecido como antigeno a ser apresentado as célu-
las T ou se interfere apenas em mecanismos de sinalizacao celu-
lar, com efeitos ainda desconhecidos. Além disso, o fato de CNT
nao ativarem as células dendriticas nos experimentos citados
nao descarta a possibilidade de esses nanomateriais atuarem
como haptenos, ligando-se a peptideos presentes no meio, pas-
sando entao a ser considerados imundgenos fortes.

Apesar da relevancia das células de Langerhans para a
apresentacdo de antigenos oriundos da pele, no que tange
aos alotropos do carbono, nao foram encontrados trabalhos
que estudassem essa interacdo. Células dendriticas dérmicas
também nao sdo citadas nos estudos encontrados. A impor-
tancia da reproducao desses achados citados em estudos com
pele humana pode ser reforcada pelo observado em traba-
lhos envolvendo outros nanomateriais aplicados na imuniza-
cdo cutanea. Manolova et al > demonstraram que as células
apresentadoras de antigenos da pele so6 seriam relevantes para
a captura e transporte de poliestirenos quando estes fossem
maiores do que 200 nm. As demais estruturas inferiores a essa
medida eram capazes de migrar espontaneamente por linfa-
ticos cutaneos até os linfonodos de drenagem da pele, onde
seriam captadas por células dendriticas ali presentes. Dessa
forma, se apresentarem o mesmo comportamento, é possivel
que alotropos do carbono e nanoparticulas de prata s6 venham
a interagir com células apresentadoras de antigenos cutaneas,
caso se encontrem agregados ou tenham comprimento maior
do que 200 nm, no caso de CNT (Tabela 1).

Interacdo com mastocitos

Os alotropos do carbono podem ser internalizados por mas-
tocitos de pele humana, sendo que trabalho especifico com
fulerenos mostrou que esse processo ocorre através de endo-
citose . Ja na célula, os fulerenos podem ser encontrados no
interior de organelas e livres no citoplasma .

Os estudos indicam haver diferenca do impacto dos alétro-
pos do carbono em mastdcitos. Enquanto CNT em altas concen-
tracdes no meio relacionam-se ao influxo de mastdcitos para
o sitio de aplicacdo e aumento da degranulacao %, fulerenos

o®

parecem inibir esse processo, além da liberacdo de citocinas
858 Esse fato pode ter implicacdo no emprego desses nano-
materiais, uma vez que CNT podem se relacionar a quadros
de urticaria e angioedema néao imunologicos, além de reacao
anafilactoide, ao tempo que fulerenos podem ser empregados
justamente na prevencao dessas reacoes. A localizacao dos fu-
lerenos em lisossomas e mitocondrias, locais da producéo de
(Tabela 1).

Andlise da influéncia de outros fatores na ativacdo dos
mastocitos, como a concentracdao do nanomaterial no meio e
a funcionalizacao, deve ser mais bem estudada. Ainda que a
quantidade de histamina liberada no meio nao seja suficiente
para a inducéo de alteracdes sistémicas, deve-se lembrar que
as substancias sintetizadas por mastdcitos alteram o tonus e a
permeabilidade vascular, favorecendo a migracao de células
inflamatorias para a pele, com consequéncias diversas.

Interacdao com eosinofilos

Apesar da participacdo de eosintfilos em processos alérgi-
cos cutaneos, poucos trabalhos utilizando essas células e alo-
tropos do carbono foram encontrados.

Observou-se que SWCNT, MWCNT e carbon black injetados
nas vias respiratorias de camundongos, associados a alérgeno
ovoalbumina (OVA), sdo capazes de induzir um aumento de eo-
sindfilos no lavado broncoalveolar . No entanto, nao foi rela-
tado aumento de eosindfilos nos experimentos com implante
cutaneo de alotropos do carbono (Tabela 1).

Ainteracao com o sistema complemento

Os alétropos do carbono sao capazes de se ligar a algumas
fracdes do complemento » e ativar a via classica, a via alter-
nativa e a via das lectinas %, embora alguns resultados sejam
conflitantes ?. Essa ativacao do complemento por CNT pode ser
reduzida ou inibida através de modificacdes na superficie do na-
nomaterial, como a funcionalizacao por ligacoes covalentes .

A interacdo das proteinas do sistema complemento com
nanoparticulas pode aumentar a depuracdo dessas estruturas,
diminuindo a biodisponibilidade de drogas nanoparticuladas, ou
induzir reacdo pseudoalérgica e anafilactoide, sendo esta ultima
causada por potentes anafilotoxinas como C4a, C3a e C5a.

Apesar da producao de uma diversidade de elementos das
vias do complemento por células constituintes da epiderme e
derme, e de esses fatores atingirem a pele através da circula-
¢&o sanguinea, nao foram encontrados trabalhos que abordas-
sem a ativacao do sistema no local.

Interacao dos alétropos do carbono com
elementos da resposta imunolégica adaptativa

Interagées com os linfécitos T

Os CNT funcionalizados sao capazes de permear os linfoci-
tos T 77 e os estudos sobre a citotoxicidade nessas células mos-
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traram resultados divergentes 77:%, que podem ser justificados
por diferencas metodoldgicas dos experimentos. A funcionali-
zacdo pode aumentar a citotoxicidade, que é dependente ain-
da do tempo de exposicao e da quantidade de CNT no meio .

Em relacao a funcéo linfocitaria, os CNT parecem favore-
cer a ativacao de linfécitos T CD4+, em detrimento da célula
T CD8+. Koyama et al ¥ implantaram no subcutaneo de ca-
mundongos BALB/c, SWCNT (0,8 - 2,2 nm), CSNT (cup-stacked
type carbon nanotubes) (50-150 nm) e MWCNT (20 e 80 nm) e
observaram nas primeiras semanas uma elevacao dos linfécitos
T CD4+ no sangue periférico e reducdo da célula T CD8+, na
maioria dos experimentos (Tabela 2).

Tabela 2. Resumo das interacdes dos alotropos do carbono
com células da resposta imunoldgica adaptativa

Linfocito B

Linfocito T

Permeacao
celular

Citotoxicidade

Alteracdes
funcionais

Endocitose?

- Resultados
divergentes;

Endocitose?

- SWCNT: nao observada
(Célula avaliada -

- Solubilidade pode Balb-c)
influenciar - Fulerenos -
(Células avaliadas: dependente da
Balb-c, Jukart) concentracao

- Aumento do TCD4+ nos
implantes cutaneos
- Ativagao direta: nao
observadas
- Ativacao de

(Célula avaliada - Raji)

- Inducéo de
imunoglobulina contra
antigenos fracos
- Desenvolvimento de
1gG anti-C60 que reage

macroéfagos a Th1 de forma cruzada com
(IFN-y) c70
- Aumenta resposta a
antigenos fracos
- Pode induzir resposta
Th1 e Th2

Uma vez ativado o linfécito T CD4+, a resposta desenvol-
vida pode ser tanto do tipo Th1 quanto Th2. Possivelmente,
fatores como a funcionalizacdo e outras caracteristicas dos
nanomateriais podem estar envolvidos na determinacao da
resposta linfocitaria. Mais uma vez, essa propriedade imuno-
estimulatoria dos alotropos do carbono pode ser aplicada no
desenvolvimento de vacinas, potencializando a resposta imu-
nolégica contra antigenos fracos.

Deve-se lembrar que a citotoxicidade observada em cé-
lulas T Jukart, comumente utilizadas para estudos de viabili-
dade de células T, nao foi reproduzida em células humanas,
levando ao questionamento sobre a utilidade dessa linhagem
nos experimentos.

Interacao com os linfocitos B e anticorpos

CNT e fulerenos parecem capazes de permear linfocitos B
78 91, Embora SWCNT funcionalizados nao ativem e nem mos-

Interacdes de alotropos do carbono com a pele

trem atividade citotoxica sobre células B 77, experimentos com
fulerenos evidenciaram citotoxicidade e imunossupressao de
linfocitos B °°'. Nesse caso, ressalvas devem ser feitas quanto
a variacdes de concentracées do nanomaterial no meio e a
presenca da funcionalizacao.

Outro ponto de interesse no estudo de células B é a capa-
cidade de reconhecerem nanomateriais como antigenos, de-
sencadeando a indesejada producao de anticorpos. Chen et al
9 demonstraram em seu experimento o desenvolvimento de

anticorpos do tipo IgG contra fulerenos C,,, com reacao cruza-

60’
da com o C,,. Esse achado pode ter impacto tanto no desenvol-
vimento de vacinas quanto nos riscos relacionados a utilizacdo
de alotropos do carbono em farmacos. A indugao de IgG dire-
cionada contra nanomateriais pode relacionar-se a diminuicao
da viabilidade de drogas administradas, bem como associar-
-se a processos inflamatarios por depésito de imunoglobulinas.
Os demais anticorpos presentes no organismo, nao especificos
para alotropos do carbono, parecem ter interacdo fraca com
esses nanomateriais, nao sendo relevantes para o processo de
opsonizacao *? (Tabela 2).

Conclusao

O progresso da nanotecnologia depende do desenvolvi-
mento de nanomateriais biocompativeis e isso envolve o
entendimento da interacao dessas estruturas com o sistema
imunolégico.

A divisao entre imunidade inata e adaptativa muitas vezes
é dificil devido a interligacao existente entre essas duas res-
postas. A descricao isolada de cada componente da imunidade,
apesar de facilitar a avaliacao, pode ocultar justamente a in-
teracao entre elas.

A interacao dos alétropos do carbono com diversos ele-
mentos da resposta imunoldgica inata e adaptativa é ampla
e complexa. Pode-se observar que a maioria dos trabalhos
citados refere-se a experimentos realizados em camundon-
gos ou in vitro, sendo que, neste ultimo caso, utilizaram-se
células do sistema imunoldgico nao necessariamente per-
tencentes a pele humana. Dessa forma, ressalvas devem ser
feitas no que tange a transposicao dos resultados observa-
dos para a pele, uma vez que interagdes imunes em sistemas
vivos podem modificar respostas observadas em experimen-
tos in vitro.

Apesar da relevancia para a avaliacdo de propriedades
bioldgicas, nao se observa padronizacao da descricdo minima
de caracteristicas fisico-quimicas dos nanomateriais empre-
gados nos experimentos. Essa caréncia, associada as dife-
rencas de técnicas, pode dificultar a interpretacao de dados
conflitantes observados.

De uma forma geral, os alétropos de carbono potencial-
mente podem estar envolvidos em reagbes irritativas e gra-
nulomatosas na pele, além de angioedema, urticaria e reacéo
anafilactoide. Novos estudos sdo necessarios para o estabele-
cimento dos riscos e beneficios advindos das interacdes de na-
nomateriais com o sistema imunologico cutaneo.
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