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APRESENTAÇÃO 
 

 De acordo com o regulamento vigente do Programa de Pós-Graduação em 

Nanotecnologia Farmacêutica, em resolução aprovada pelo Conselho de Pesquisa, 

Extensão e Cultura da Universidade Federal de Goiás (CEPEC N° 948), a presente 

tese foi redigida no formato de compilação de artigos científicos, e encontra-se 

organizada da seguinte maneira: 

 

• Resumo em Português e Inglês, seguidos do sumário; 

• Introdução geral, incluindo a justificativa do estudo; 

• Objetivos gerais e específicos; 

• Capítulo 1, contendo revisão da literatura; 

• Capítulos 2 e 3, contendo os trabalhos realizados durante a tese, em formato 

de artigos científicos; 

• Discussão geral dos resultados encontrados; 

• Conclusões; 

• Referências bibliográficas; 

• Apêndice, contendo resultados da preparação de suspensões não utilizadas 

em experimentos posteriores; 

• Anexos, contendo os pareceres consubstanciados do Comitê de Ética em 

Pesquisa da UFRGS quanto ao uso de pele humana nos experimentos da 

tese. 
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RESUMO 
 

Objetivos: O objetivo principal da presente tese foi avaliar as interações entre a pele 

e agregados de fulerenos C60 estabilizados com polivinilpirrolidona (C60-PVP), 

considerando sua incorporação recente em cosméticos, comparando-se a absorção 

dérmica in vitro entre pele suína e humana e avaliando-se o status oxidativo ex vivo 

de lipídios e proteínas de pele humana, sob radiação ultravioleta A, para verificar a 

influência deste fator externo nos estudos. Métodos: As dispersões de agregados 

de C60 preparadas foram caracterizadas quanto ao pH, tamanho de partícula, 

potencial zeta e morfologia. Os estudos de absorção dérmica foram realizados com 

pele suína e humana, sob uma fonte de radiação UVA, em equipamento 

automatizado de células do tipo Franz. Estudos in vitro foram realizados com 

homogenato de pele humana, na presença ou não de um sistema pró-oxidante, 

variando-se o tempo de incubação e a concentração de C60-PVP, avaliando-se os 

níveis de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e proteína carbonila. 

Utilizou-se pele humana recém excisada para estudos ex vivo de difusão de C60-

PVP na presença de radiação UVA e avaliação da peroxidação lipídica e oxidação 

de proteínas. Resultados: O tamanho dos agregados de C60 obtido por análise de 

rastreamento de nanopartículas (NTA) foi 129 ± 54 nm e o potencial zeta foi -4,93 ± 

1,72 mV. Os agregados apresentaram formato irregular e permearam através da 

pele humana e suína após 12 h de exposição. O C60-PVP não demonstrou atividade 

antioxidante, mas causou oxidação proteica, devido ao PVP. O C60 induziu oxidação 

de proteínas da epiderme humana ex vivo. Conclusões: A NTA foi considerada a 

técnica mais adequada para a caracterização do tamanho dos agregados de C60-

PVP, devido à dinâmica de agregação não controlada do sistema. A pele humana 

mostrou-se menos permeável do que a pele suína e a irradiação UVA aumentou o 

teor de C60 até a derme. O C60 não demonstrou capacidade antioxidante, mas pró-

oxidante, e induziu a carbonilação de proteínas da epiderme humana. 

 

Palavras-chaves: fulereno; C60; nanomaterial; pele humana; absorção dérmica; 

peroxidação lipídica; proteína carbonila. 
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ABSTRACT 
 

Objectives: The main objective of the present dissertation was to evaluate the 

interactions between the skin and fullerene C60 aggregates stabilised with 

poly(vinylpyrrolidone) (C60-PVP), considering its recent incorporation into cosmetics, 

by comparing in vitro dermal absorption with porcine and human skin, and 

investigating the ex vivo oxidative effects to lipids and proteins of the human skin, 

under  UVA irradiation to verify the influence of this external factor to the studies. 

Methods: Aggregate dispersions were characterised for pH, particle size, zeta 

potential, and morphology. Skin absorption studies were performed using porcine or 

human skin under UVA or sham irradiation, in automated Franz diffusion cells 

equipment. In vitro studies were performed with human skin homogenates, with or 

without a pro-oxidant system, varying the time of incubation and the C60-PVP 

concentration, to evaluate thiobarbituric acid reactive species (TBARS) and protein 

carbonyl levels. Freshly excised human skin was used for ex vivo studies of C60-PVP 

diffusion with UVA radiation and subsequent determination of lipid peroxidation and 

protein oxidation content. Results: C60 aggregate size through nanoparticle tracking 

analysis (NTA) was 129 ± 54 nm and zeta potential was -4,93 ± 1,72 mV. C60 

aggregates presented irregular shape and permeated through human and porcine 

skin after 12 h exposure. C60-PVP did no demonstrate antioxidant activity, but caused 

protein oxidation due to PVP. C60 induced protein oxidation of human epidermis ex 

vivo. Conclusions: NTA was considered the most suitable method for aggregate 

size characterisation of C60-PVP, due to the non-controllable aggregation dynamics 

of the system. Human skin was less permeable than porcine skin and the presence 

of UVA-R increased C60 content up to the dermis. C60 demonstrated no antioxidant 

capacity, but pro-oxidant activity, and induced protein carbonylation in human 

epidermis. 

 

Keywords: fullerene; C60; nanomaterial; human skin; dermal absorption; lipid 

peroxidation; protein carbonyl. 

 

  



12 
	
  
 

  



13	
  
	
  

LISTA DE FIGURAS 
 

Figura 1. Estrutura do fulereno C60....................................................................... 22 

Figura 2. Representação esquemática dos diferentes tipos de preparações de 

C60......................................................................................................................... 33 

Figura 3. Representação esquemática dos mecanismos fotoquímicos Tipo 1 e 

Tipo 2.................................................................................................................... 35 

Figura 4. Representação esquemática da pele, indicando os principais 

componentes estruturais...................................................................................... 37 

Figura 5. Representação esquemática da pele, mostrando as possíveis rotas 

de absorção de substâncias................................................................................. 39 

Figura 6. Size distribution from NTA measurements............................................ 58 

Figura 7. TEM images of C60-PVP aggregates..................................................... 59 

Figura 8. Representative liquid chromatograms of a blank sample of human 

skin spiked with PVP solution and C60 extracted from human skin spiked with 

C60-PVP dispersion…………………………………………………………………… 60 

Figura 9. C60 content after 2, 6 and 12 h of skin absorption experiments 

showing results for stratum corneum, viable epidermis and dermis of porcine 

and human skin.................................................................................................... 61 

Figura 10. TBARS and protein carbonyl formation induced by the pro-oxidant 

system FeSO4/EDTA and FeSO4/H2O2, respectively........................................... 84 

Figura 11. Epidermis and dermis lipid peroxidation after 12 h exposure to PVP 

or C60-PVP dispersions in the presence or not of UVA radiation.......................... 87 

Figura 12. Epidermis and dermis protein carbonyl content after 12 h exposure 

to PVP or C60-PVP dispersions in the presence or not of UVA radiation............. 88 

 
  



14 
	
  
 
 
  



15	
  
	
  

LISTA DE TABELAS 
 

Tabela 1. Lista dos nanomateriais manufaturados do Programa da 

OECD.................................................................................................................... 32 

Tabela 2. Mean and SD values of particle size distribution parameters of each 

method used for determinations........................................................................... 57 

Tabela 3. In vitro lipid peroxidation (TBARS content) of human skin 

homogenates in contact with different concentrations of PVP or C60-PVP over 

different time durations……………………………………………………………….. 85 

Tabela 4. In vitro carbonyl protein content of human skin homogenates in 

contact with different concentrations of PVP or C60-PVP over different time 

durations………………………………………………………………………………… 86 

 
  



16 
	
  
 
 
  



17	
  
	
  

SUMÁRIO 
 

INTRODUÇÃO...................................................................................................... 19 

OBJETIVOS.......................................................................................................... 25 

CAPÍTULO 1: Revisão da literatura...................................................................... 29 

1.1 Nanomateriais e aspectos regulatórios.......................................................... 31 

1.2 Fulereno C60................................................................................................... 33 

1.2.1 Generalidades............................................................................................. 33 

1.2.2 Efeitos biológicos de agregados de C60...................................................... 34 

1.2.3 Aplicação cutânea de C60............................................................................ 36 

1.3 Pele e radiação ultravioleta............................................................................ 37 

1.3.1 Pele: estrutura e rotas de absorção............................................................ 37 

1.3.2 Efeitos da radiação ultravioleta sobre a pele............................................... 39 

1.3.3 Defesas antioxidantes e estresse oxidativo................................................ 41 

1.3.3.1 Peroxidação lipídica................................................................................. 42 

1.3.3.2 Oxidação de proteínas............................................................................. 43 

CAPÍTULO 2: Caracterização físico-química e estudos de absorção dérmica 

de C60-PVP sob a influência de radiação UVA..................................................... 45 

2.1 Apresentação................................................................................................. 47 

2.2 Publicação 1: Ultraviolet A irradiation increases the permeation of 

fullerenes into human and porcine skin from C60-PVP aggregate dispersions…. 49 

CAPÍTULO 3: Avaliação dos efeitos oxidativos a lipídios e proteínas de pele 

humana após aplicação de C60-PVP.................................................................... 71 

3.1 Apresentação……………………………………………………………………… 73 

3.2 Publicação 2: Oxidative effects of C60-PVP aggregate dispersions to lipids 

and proteins of human skin: In vitro and ex vivo studies under ultraviolet A 

radiation…………………………………………………………………………………. 75 

DISCUSSÃO GERAL………………………………………………………………….. 95 

CONCLUSÕES………………………………………………………………………… 99 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS…………………………………………………. 103 

APÊNDICE……………………………………………………………………………… 115 

ANEXOS………………………………………………………………………………... 121 

 

 



18 
	
  
 

 

  



19	
  
	
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

INTRODUÇÃO 
 
 

 

 

  



20 
	
  
 

  



21	
  
	
  

Nanomateriais são definidos como sendo materiais naturais, incidentais ou 

manufaturados que contenham partículas, incluindo aquelas no estado de agregado 

ou aglomerado, onde para 50 % ou mais das partículas, na distribuição de tamanho 

por número, uma ou mais dimensões externas estejam no intervalo de tamanho 

entre 1 nm e 100 nm (EUROPEAN COMMISSION, 2011). O aparecimento de 

fenômenos dependentes do tamanho nanométrico dos materiais geralmente permite 

novas aplicações dos mesmos em diversas áreas, devido a propriedades diferentes 

e tecnologicamente interessantes, as quais divergem do material original de 

tamanho maior (OBERDÖRSTER et al., 2005; CROSERA et al., 2009).  

Produtos como cosméticos, medicamentos, tecidos, equipamentos diversos e 

produtos de limpeza utilizam nanomateriais manufaturados em sua composição e 

encontram-se comercialmente disponíveis (CROSERA et al., 2009). Além disso, com 

o crescimento da utilização da nanotecnologia e o lançamento de novos produtos 

contendo nanomateriais sendo cada vez mais frequente (WOODROW WILSON 

INTERNATIONAL CENTER FOR SCHOLARS, 2013), mais trabalhadores e 

consumidores entrarão em contato com “nanoprodutos”. Documentos oficiais de 

alguns órgãos regulatórios têm discutido a questão acerca dos riscos potenciais que 

nanomateriais podem produzir, e se os mesmos precisam de regulação especial, 

uma vez que é importante que haja uma abordagem responsável e coordenada 

sobre o assunto (ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND 

DEVELOPMENT, 2010). 

A avaliação mais detalhada dos possíveis efeitos que nanomateriais podem 

causar deve ser profundamente estudada, uma vez que a grande área superficial 

específica de nanopartículas, devido ao seu tamanho reduzido, possibilita maior 

reatividade e atividades biológicas, se comparadas com partículas maiores 

(OBERDÖRSTER et al., 2005). Nanomateriais, ao entrarem em contato com a pele, 

podem alojar-se junto à epiderme, um ambiente avascular, onde não são suscetíveis 

à remoção por fagocitose (CROSERA et al., 2009). Possíveis efeitos da exposição 

dérmica a nanomateriais podem levar ao câncer de pele, irritação e/ou 

sensibilização dérmicas, ou produzir efeitos sistêmicos após absorção (MONTEIRO-

RIVIERE; INMAN, 2006). 

Fulerenos C60 (Figura 1), também denominados buckminsterfullerene, são 

moléculas contendo 60 átomos de carbono, arranjadas em uma estrutura 

semelhante a uma bola de futebol (KROTO et al., 1985) e devem ser considerados, 
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por definição, nanomateriais (EUROPEAN COMMISSION, 2011). Em consequência 

de serem praticamente insolúveis em água, alguns métodos de dispersão aquosa 

foram descritos, os quais formam agregados nanométricos estáveis em 

determinadas condições (DEGUCHI; ALARGOVA; TSUJII, 2001; YAMAKOSHI et al., 

1994). 

 

 
Figura 1. Estrutura do fulereno C60. 

 

Aos fulerenos é atribuída a atividade antirradicais livres (ANDRIEVSKY et al., 

2009; TAKADA et al., 2006a), propriedade química responsável por despertar o 

interesse de algumas empresas fabricantes de cosméticos, que estão incluindo este 

nanomaterial em seus produtos (WWICS, 2013). Entretanto, apesar da utilização 

dos fulerenos por consumidores de produtos cosméticos, há uma escassez de 

estudos com relação ao perfil de absorção dérmica e dos possíveis efeitos que esse 

nanomaterial pode causar à pele, para garantir a segurança da aplicação cutânea 

desse nanomaterial (MONTEIRO-RIVIERE; RIVIERE, 2009). 

Para fins de harmonização da linguagem do presente trabalho, o processo de 

absorção dérmica será definido como sendo um termo global que descreve o 

transporte de substâncias através da pele (WORLD HEALTH ORGANISATION, 

2006). Este processo pode ser dividido em três passos: (a) penetração, definida 

como a entrada de uma substância em uma camada ou estrutura particular da pele; 

(b) permeação, definida como a penetração de substâncias através de uma camada 

a outra da pele, a qual é funcionalmente e estruturalmente diferente da primeira 

camada; e (c) ressorção, definida como sendo a captação de uma substância pelo 

sistema vascular local da pele, em que na maioria dos casos ocorre absorção 

sistêmica (WHO, 2006). 

A pele é uma das principais barreiras do corpo humano contra agentes 

químicos, físicos e microbianos, além de prevenir a perda transepidermal de água, 
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manter a homeostase interna e apresentar funções sensoriais e de excreção. 

Entretanto, por possuir uma área de superfície relativamente grande, a pele é 

considerada uma rota potencial à exposição ocupacional e/ou ambiental a 

nanopartículas, além de ser uma via acessível para a administração voluntária de 

medicamentos ou cosméticos (MONTEIRO-RIVIERE; INMAN, 2006; GUTERRES; 

ALVES; POHLMANN, 2007). O entendimento dos processos de absorção cutânea, 

assim como os possíveis efeitos que esses podem ocasionar, é necessário na 

avaliação dos aspectos de segurança de xenobióticos, como produtos químicos e 

formulações cosméticas (SCHAEFER et al., 2008). 

Um fator que pode influenciar os efeitos e a absorção dérmica de 

nanomateriais é a exposição da pele à radiação ultravioleta, pois vários cosméticos 

são de uso diurno. Alguns estudos demonstraram que a radiação UVA, além de ser 

responsável por danos na derme e DNA (HERRLING; JUNG; FUCHS, 2006), pode 

causar alterações químicas nos lipídios estruturais do estrato córneo e reduzir 

localmente a sua compactação (MERLE; BAILLET-GUFFROY, 2009). Estas 

alterações podem resultar no aumento da permeação cutânea de algumas 

substâncias, tornando indispensável o conhecimento deste dado para a avaliação da 

segurança de cosméticos contendo fulerenos. 

Dessa forma, considerando: (a) a incorporação de fulerenos em produtos de 

consumo que possuem contato direto com a pele e que podem ser utilizados durante 

o dia; (b) a escassez de estudos relativos à absorção e possíveis efeitos dérmicos 

de nanomateriais, inclusive de fulerenos; (c) que metodologias mais próximas ao 

que ocorre in vivo fornecem dados com maior exatidão; e (d) que a predição da 

absorção dérmica e dos possíveis efeitos de nanomateriais deve ser conduzida de 

modo que a avaliação da segurança dos mesmos seja fidedigna, o presente trabalho 

objetiva estudar o comportamento de fulerenos quando aplicados sobre a pele suína 

e humana, gerando informações ainda inexistentes na literatura científica. 
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Objetivo geral 
 

O objetivo deste trabalho foi avaliar as interações entre a pele e dispersões 

aquosas de agregados de fulerenos, comparando-se a absorção dérmica in vitro 

entre pele suína e humana, e avaliando-se os efeitos oxidativos a lipídios e proteínas 

de pele humana, sob a influência da radiação UVA. 

 

Objetivos específicos 
 

• Preparar dispersões aquosas de agregados de fulerenos C60, estabilizados 

com polivinilpirrolidona (PVP), e caracterizá-las quanto ao pH, tamanho e 

distribuição de tamanho de partícula, potencial zeta e morfologia; 

• Comparar os perfis de absorção dérmica de C60-PVP em pele suína e 

humana através da quantificação dos mesmos nas diferentes camadas da 

pele (estrato córneo, epiderme viável e derme) e no meio receptor; 

• Verificar a influência da exposição a uma fonte de radiação UVA nos perfis de 

absorção dérmica de C60-PVP em pele suína e humana;  

• Avaliar a influência do tempo de aplicação da dispersão no perfil de absorção 

dérmica de C60-PVP em pele suína e humana; 

• Avaliar in vitro a capacidade antioxidante de C60-PVP em homogenato de pele 

humana frente a um sistema oxidante; 

• Avaliar in vitro a peroxidação lipídica e carbonilação de proteínas dependente 

do tempo em homogenato de pele humana com diferentes concentrações de 

C60-PVP; 

• Avaliar ex vivo a peroxidação lipídica e a carbonilação de proteínas em pele 

humana recém excisada após aplicação de C60-PVP sob a influência da 

radiação UVA. 
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O conteúdo presente no Capítulo 1 desta tese de doutorado refere-se a um 

artigo de revisão ainda não publicado, motivo pelo qual foi excluído da versão digital 

disponibilizada para a Biblioteca Digital de Teses e Dissertações da UFRGS. 
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CAPÍTULO 2: Caracterização físico-química e estudos de absorção dérmica de 
C60-PVP sob a influência de radiação UVA  
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2.1 Apresentação 
 

As informações acerca da incerteza quanto à segurança de nanomateriais, 

apresentadas no capítulo anterior, assim como a ampla utilização de fulerenos C60 

em produtos cosméticos, e a escassez de conhecimento referente às suas 

interações com a pele, motivaram nosso grupo de pesquisa a realizar o trabalho 

descrito neste capítulo. Primeiramente, a dispersão aquosa de agregados de 

fulerenos estabilizados com polivinilpirrolidona (C60-PVP) foi preparada e 

caracterizada, para se avaliar corretamente os efeitos biológicos que esse 

nanomaterial poderia exercer na pele. Em particular, diferentes técnicas de 

determinação da distribuição de tamanho de partícula foram utilizadas para a 

caracterização mais completa do sistema.  

Em seguida, os processos de absorção dérmica in vitro da dispersão C60-PVP 

foram investigados, utilizando-se para isso pele suína e humana, com o propósito de 

comparar os perfis de penetração cutânea. Além disso, avaliou-se a capacidade de 

uma fonte de radiação UVA em modificar o perfil de penetração/permeação dos 

agregados de fulerenos na pele.  

O conteúdo presente no Capítulo 2 desta tese de doutorado encontra-se foi 

aceito para publicação no periódico científico Skin Pharmacology and Physiology, 

fator de impacto 2,885 (2013), Qualis A2 (Souto, G. D.; Pohlmann, A. R.; Guterres, 

S. S. Ultraviolet A irradiation increases the permeation of fullerenes into human and 

porcine skin from C60-PVP aggregate dispersions), motivo pelo qual foi excluído da 

versão digital disponibilizada para a Biblioteca Digital de Teses e Dissertações da 

UFRGS. 
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CAPÍTULO 3: Avaliação dos efeitos oxidativos a lipídios e proteínas de pele 
humana após aplicação de C60-PVP  
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3.1 Apresentação 
 

 Após avaliar a absorção cutânea da dispersão de agregados de C60 e verificar 

que os fulerenos são quantificados até as camadas mais inferiores da pele, decidiu-

se avaliar os efeitos que o C60 poderia causar nos lipídios e proteínas da pele 

humana. Para isto, uma série de experimentos in vitro foi realizada com 

homogenatos de pele: utilizando-se um sistema pró-oxidante para verificar a 

capacidade antioxidante do C60; avaliando-se a influência de diferentes 

concentrações de C60 e tempo de incubação nos efeitos oxidativos; e estudando-se 

o possível mecanismo de oxidação. Os ensaios de espécies reativas ao ácido 

tiobarbitúrico e de carbonilação de proteínas foram utilizados neste estudo como 

indicativo de peroxidação lipídica e oxidação proteica, respectivamente. 

 Além disso, experimentos ex vivo foram realizados com pele humana recém 

excisada (metabolicamente ativa) para que a avaliação dos efeitos oxidativos do C60 

em um modelo mais próximo do que ocorre in vivo fosse possível. Adicionalmente, 

utilizou-se uma fonte de radiação UVA nestes experimentos de difusão, pois se 

verificaram possíveis alterações da permeação de C60 na pele sob essa condição.  

O conteúdo presente no Capítulo 3 desta tese de doutorado refere-se a um 

manuscrito que se encontra em fase de submissão ao periódico científico 

Toxicological Sciences, fator de impacto 4,328, Qualis A1, motivo pelo qual foi 

excluído da versão digital disponibilizada para a Biblioteca Digital de Teses e 

Dissertações da UFRGS. 
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DISCUSSÃO GERAL 
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 Os resultados obtidos na presente tese demonstraram as interações entre o 

tecido cutâneo e fulerenos C60 estabilizados com o polímero hidrofílico PVP. Os 

objetivos específicos propostos foram atingidos, gerando duas publicações no 

formato de artigos científicos. 

 A carência de estudos avaliando os efeitos do C60 na pele, sendo este um 

nanomaterial já comercializado em produtos cosméticos, motivou os pesquisadores 

envolvidos neste trabalho a avaliar interações ainda não relatadas entre a pele e o 

C60, sob a influência da radiação ultravioleta A. A literatura científica que aborda o 

assunto é concentrada em um grupo de pesquisadores japoneses da Universidade 

de Osaka, em colaboração com membros da empresa Vitamin C60 BioResearch 

Corporation, a qual comercializa insumos contendo C60 para incorporação em 

formulações cosméticas. Dessa forma, torna-se importante a realização de estudos 

de segurança e eficácia por outros grupos de pesquisa, confirmando-se as 

propriedades de nanomateriais, ainda alvos de documentos regulatórios e de muitos 

estudos de segurança. 

 Considerando o exposto, a primeira parte da tese abordou a revisão da 

literatura sobre o tema, demonstrando a preocupação de agências regulatórias 

quanto à inclusão de nanomateriais inorgânicos em produtos de consumo, 

publicando opiniões e conclusões acerca de resultados preliminares. As 

generalidades, efeitos biológicos e aplicações cutâneas de agregados do fulereno 

C60 foram abordados de forma a demonstrar as discrepâncias existentes quanto ao 

fato de serem ou não tóxicos frente a sistemas biológicos. A estrutura da pele e 

alterações ocasionadas pela radiação ultravioleta A foram amplamente revisadas, 

para que os efeitos do C60 a serem observados fossem adequadamente 

interpretados. Os métodos de avaliação da peroxidação lipídica e oxidação de 

proteínas foram brevemente revisados, pois são bastante utilizados devido à 

facilidade com que são realizados, além de fornecerem um screening comparativo 

confiável antes do planejamento de estudos mais aprimorados. 

 Os capítulos subsequentes da tese abordam os procedimentos experimentais 

utilizados para a execução dos objetivos propostos. Dessa forma, a publicação 1 

contém os resultados da caracterização das dispersões de agregados de C60-PVP, 

em que se demonstrou pela primeira vez sua distribuição de tamanho pela análise 

do rastreamento de nanopartículas, método demonstrado ser o mais adequado para 

a caracterização de sistemas com dinâmica de agregação não controlada. 
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Posteriormente, estudos de absorção dérmica foram conduzidos para responder às 

questões de o quanto o C60 seria capaz de penetrar na pele e se a pele suína como 

modelo animal apresentaria os mesmos resultados. O C60 foi capaz de permear in 

vitro através da pele suína e humana, porém a comparação dos perfis de permeação 

mostram diferenças marcantes quanto à penetração do C60 no estrato córneo, pois a 

pele suína não ofereceu tanta resistência quanto a pele humana. Além disso, os 

estudos demonstraram modificações nos perfis de permeação dos fulerenos pela 

fonte de radiação UVA, os quais atingiram camadas mais inferiores da pele em 

maiores quantidades. Assim, concluiu-se com esta publicação que a pele humana é 

melhor modelo para a investigação da permeação cutânea de C60 e levantou-se a 

questão da utilização de cosméticos de uso diário e diurno contendo C60-PVP. 

 A publicação 2 originou-se da questão de que, se o C60 é capaz de permear a 

pele humana, quais seriam os efeitos que eles poderiam provocar neste tecido? 

Dessa forma, utilizando-se de métodos de reação colorimétrica para quantificação 

de TBARS e grupamentos carbonílicos em proteínas, estudos in vitro foram 

primeiramente conduzidos. Estes estudos resultaram na conclusão de que, nas 

condições utilizadas, o C60-PVP não possui capacidade antioxidante, mas provoca 

oxidação de proteínas da pele, efeito também demonstrado pelo veículo, sugerindo-

se uma interação física do PVP com as proteínas. Por outro lado, experimentos ex 

vivo em pele humana metabolicamente ativa demonstraram que o C60 per se induziu 

a carbonilação de proteínas, efeito observado na ausência de radiação UVA. Além 

disso, a radiação UVA não provocou efeitos adicionais à oxidação de proteínas na 

presença de C60 e, dessa forma, o mecanismo de oxidação proteica causado pelo 

C60 permanece desconhecido. Investigações futuras são necessárias para se obter 

respostas quanto à real segurança das dispersões de agregados de C60-PVP.  
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• Os agregados de C60 estabilizados com o polímero hidrofílico PVP são mais 

adequadamente caracterizados quanto à distribuição de tamanho pelo 

método Nanoparticle Tracking Analysis, devido à dinâmica de agregação não 

controlada do sistema; 

• Os agregados de C60 possuem carga negativa e morfologia irregular; 

• O C60 na concentração utilizada é capaz de permear através da pele suína e 

humana in vitro, porém a pele humana mostrou-se menos permeável, 

principalmente devido às diferenças estruturais do estrato córneo; 

• A radiação UVA modificou o perfil de permeação do C60, aumentando a 

concentração do mesmo nas camadas inferiores da pele, tanto suína quanto 

humana; 

• A quantidade de C60 permeada ao longo do tempo permaneceu constante na 

pele suína desde as primeiras horas de exposição, e a permeação foi mais 

lenta na pele humana; 

• O C60 não possui atividade antioxidante frente às espécies reativas do 

oxigênio induzidas por íon ferroso em homogenato de pele humana; 

• O C60-PVP possui atividade pró-oxidante dependente da concentração in vitro 

frente a proteínas, não relacionada à geração de oxigênio singleto, e devida 

ao PVP; 

• O C60 causa aumento significativo dos níveis de proteína carbonilada ex vivo 

na epiderme humana. 

• A irradiação da pele humana durante os estudos ex vivo não mostrou efeitos 

adicionais em decorrência da presença de C60. 
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APÊNDICE A: Preparação de suspensões aquosas de fulerenos através de 

agitação estendida e troca de solvente 

 

Introdução 
 

Desde a descoberta do fulereno C60 por Kroto et al. (1985), sua produção 

aumentou substancialmente após o desenvolvimento de um método para produção 

em grande escala (KRATSCHMER et al., 1990). A solubilidade aquosa menor que 

10-9 µg/mL do fulereno em pó (HEYMANN, 1994) acarretou na proposta de 

diferentes métodos de preparação de suspensões aquosas de fulerenos 

(denominadas nC60 ou FWS – fullerene water suspensions).  

Estes métodos comumente envolvem a dissolução do C60 em um solvente, 

seguida da adição de água e subsequente remoção do solvente (DEGUCHI; 

ALARGOVA; TSUJII, 2001; YAMAKOSHI et al., 1994). Além disso, foi proposto que 

o nC60 pode ser a forma ambientalmente mais relevante do C60, pois agregados 

podem ser formados com a agitação da água (FORTNER et al., 2005). 

Por este motivo, agregados nC60 foram destaque de vários estudos 

toxicológicos que receberam atenção generalizada (OBERDÖRSTER, 2004; SAYES 

et al., 2005). Dessa forma, o início experimental da presente tese teve como objetivo 

a preparação e caracterização do tamanho de partícula de suspensões nC60 

preparadas por diferentes métodos descritos na literatura.  

 

Métodos 
 

Preparação de Aq/nC60. A suspensão aquosa identificada como Aq/nC60 

seguiu o método descrito por Cheng et al. (2004) de agitação estendida em água. 

Dessa forma, 5 mg de fulereno C60 foram mantidos sob agitação constante em 200 

mL de água ultrapura durante 30 dias, ao fim do qual a suspensão foi filtrada (0,45 

µm). 

 

Preparação de THF/nC60. A suspensão tetrahidrofurano/nC60 (THF/nC60) foi 

preparada conforme método descrito primeiramente por Deguchi et al. (2001). 5 mg 

de fulereno C60 (99.5+% de pureza, SES Research, USA) foram dissolvidos em 200 

mL de THF, e esta mistura foi mantida sob agitação por aproximadamente 15 h em 
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temperatura ambiente. A solução foi filtrada (0,45 µm) para a remoção de partículas 

não dissolvidas. Após, 200 mL de água ultrapura foram adicionados 

(aproximadamente 1 L/min) à solução de C60 em THF sob agitação vigorosa. O THF 

foi removido sob vácuo em evaporador rotatório, sob temperatura de 35 °C, com 

dois ciclos de evaporação e adição de 100 mL água ultrapura, produzindo-se 

aproximadamente 100 mL de THF/nC60, a qual foi posteriormente filtrada (0,45 µm). 

 

Preparação de Son/nC60. A suspensão preparada através de sonicação 

(Son/nC60) foi baseada no método de Andrievsky et al. (1995). Uma solução de 1 

mg/mL de fulereno C60 em tolueno (10 mL) foi adicionada a 100 mL de água 

ultrapura. Essa mistura bifásica foi sonicada durante 3 h em capela de exaustão 

para que o tolueno fosse evaporado completamente. A suspensão formada foi 

filtrada (0,45 µm).  

 

Preparação de PVP/C60. A suspensão de fulereno C60 estabilizado com 

polivinilpirrolidona (PVP) foi preparada de acordo com o método proposto por 

Yamakoshi et al. (1994). 10 mL de uma solução a 50 mg/mL de PVP em clorofórmio 

foi adicionada a 5 mL de uma solução a 1 mg/mL de C60 em tolueno. A mistura foi 

agitada, os solventes evaporados sob vácuo em evaporador rotatório, e o filme 

remanescente foi sonicado com 10 mL de água ultrapura. A suspensão foi filtrada 

em membrana PVDF (0,45 µm). 

 

Determinação do tamanho de partícula. O tamanho z-average de partícula 

(diâmetro hidrodinâmico médio), o tamanho médio por intensidade (CONTIN) e o 

índice de polidispersão (PdI) foram determinados por espalhamento de luz dinâmico 

(DLS, do inglês Dynamic Light Scattering), utilizando-se o equipamento Zetasizer® 

Nano ZS (Malvern Instruments, UK). As amostras foram diluídas ou não em água 

ultrapura filtrada (0,45 µm) antes das análises, que foram realizadas a 25 °C.  

 

Resultados e Discussão 
 

 Os valores z-average, CONTIN e PdI, determinados por espalhamento de luz 

dinâmico, juntamente com os valores de taxa de contagem (kcps) encontram-se 

sumarizados na Tabela A1. 
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Tabela A1. Parâmetros avaliados na análise por espalhamento de luz dinâmico das 

suspensões aquosas de fulerenos. 

Amostra Z-ave (nm) PdI CONTIN (nm) kcps 
Aq/nC60 810 ± 160 0,718 ± 0,132	
   144 ± 39	
   94 ± 102	
  

THF/nC60 nf1 403 ± 29	
   0,523 ± 0,006	
   199 ± 3	
   763 ± 12	
  
THF/nC60 223 ± 28	
   0,519 ± 0,069	
   119 ± 10	
   132 ± 1	
  
THF/nC60 1:500 353 ± 21	
   0,515 ± 0,042	
   131 ± 9	
   52 ± 1	
  

Son/nC60 nf1 350 ± 20	
   0,635 ± 0,037	
   98 ± 1	
   438 ± 2	
  
Son/nC60 125 ± 8	
   0,359 ± 0,036	
   82 ± 6	
   172 ± 14	
  
Son/nC60 1:5002 94 ± 1	
   0,202 ± 0,021	
   95 ± 1	
   1347 ± 5	
  

PVP/C60 1:500 244 ± 16	
   0,499 ± 0,121	
   13 ± 2 e 130 ± 15	
   149 ± 9	
  
PVP/C60 1:1002 160 ± 3	
   0,323 ± 0,012	
   150 ± 3	
   1719 ± 18	
  
Todas as análises foram realizadas no modo automático do equipamento. 1nf = não 
filtrada. 2Amostras cujo resultado atende aos critérios de qualidade da análise. 
 

 A distribuição de tamanho de partícula por espalhamento de luz dinâmico 

compõe diversos parâmetros a serem analisados, especialmente quando o padrão 

de espalhamento não provém de nanopartículas esféricas com distribuição estreita 

(BOYD; PICHAIMUTHU; CUENAT, 2011). Vários estudos objetivaram a completa 

caracterização de suspensões aquosas de fulerenos preparadas por diferentes 

métodos (LYON et al., 2006; DUNCAN; JINSCHEK; VIKESLAND, 2008; KIM et al., 

2010), porém os dados de distribuição de tamanho variam e normalmente abordam 

poucos parâmetros. Dessa forma, além do tamanho Z-average, que é o parâmetro 

original e mais estável produzido pela técnica, e do PdI, que indica a amplitude de 

distribuição de tamanho da amostra, foram avaliados o tamanho médio por 

intensidade dos picos das amostras, gerados pelo algoritmo CONTIN, e a taxa de 

contagem de fótons, que é o número de fótons detectados durante a análise, a qual 

deve estar acima de determinados valores para se obter sinal suficiente para a 

análise. 

 Pode-se observar que, apesar da seleção da amostra em filtro 0,45 µm, os 

agregados preparados por agitação estendida em água reagregam-se, atingindo 

valores limites de PdI para análise por DLS. As suspensões THF/nC60 atingiram 

menores valores de Z-average e PdI, porém nota-se que conforme a amostra é 



118 
	
  
diluída (primeiramente por filtragem e após por adição de água), a taxa de contagem 

de fótons diminui, conforme o esperado, sendo que nenhuma das contagens é 

suficiente para uma análise adequada de amostra, o que sugere a reagregação em 

partículas maiores, mesmo após a filtração. No caso das suspensões Son/nC60, 

observa-se redução do Z-average, redução do PdI e aumento da taxa de contagem 

de fótons com a diluição da amostra. A diluição 1:500 da Son/nC60 atendeu aos 

critérios de qualidade de uma análise por DLS e, além disso, o tamanho Z-average e 

CONTIN atingiram valores muito semelhantes, demonstrando a homogeneidade da 

amostra. As dispersões PVP/C60 foram também avaliadas e seus resultados 

demonstrados nesta seção para fins comparativos, por este motivo foram 

denominadas diferentemente. O DLS mostrou-se adequado para a análise dessa 

dispersão em diluição 1:100, atingindo os maiores valores de taxa de contagem de 

fótons. Por outro lado, em maior diluição a taxa de contagem é muito reduzida e o 

PdI aumentado, demonstrando uma distribuição multimodal da amostra com dois 

picos de intensidade distintas, indicados pelo CONTIN. 

 Dessa forma, os resultados apresentados nesta seção demonstram a 

natureza polidispersa das suspensões aquosas de fulerenos C60. Apesar de não ser 

uma técnica adequada para a caracterização desse tipo de sistema, o DLS é 

amplamente utilizado para este fim, gerando resultados muito variados conforme o 

grupo de pesquisa. Entretanto, é possível obter-se algumas informações acerca da 

dinâmica do sistema, estudando-se diferentes diluições e condições de análise, 

assim como os diferentes parâmetros gerados.  
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ANEXO A: Parecer consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa sobre o 

projeto intitulado “Avaliação da absorção dérmica in vitro de nanomateriais” para 

utilização de pele humana nos estudos desta tese 
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ANEXO B: Parecer consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa sobre o 

adendo ao projeto intitulado “Avaliação da absorção dérmica in vitro de 

nanomateriais” 
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