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Resumo

A nanomedicina é o ramo da nanotecnologia que investiga a aplicacdo de novos
materiais para a area medica e biomédica. Os nanotubos de carbono (CNT) sao conhecidos pela
sua aplicacdo em diversas areas de pesquisas, como nos campos Optico e eletrénico. No campo
biomédico, os CNT podem auxiliar no diagndstico e tratamento de doengas, como por exemplo:
no desenvolvimento de novos biossensores e entrega controlada de drogas as células doentes.
Neste cenario, apresentamos uma revisdo literaria dos CNT aplicados na area biomédica,
demonstrando os principais avangos e enfatizando seu potencial de uso como nanocarreador de
agentes antineoplésicos para células tumorais. Na sequéncia, apresentamos os dados
experimentais de um estudo em que CNT foram modificados para transportar paclitaxel (PTX)
mimetizados com anticorpos anti-PSMA para endereca-los as células de cancer prostatico
humano. Nossos resultados demonstram a eficiéncia da metodologia empregada para a
incorporagdo de paclitaxel nos CNT, bem como para 0 revestimento com anticorpos
monoclonais. Mais importante foi a observacdo de que a preparagéo final contendo PTX e 0
anticorpo anti-PSMA (CNT-PTX-Ab) mostrou-se mais eficiente que o PTX puro em atacar
células tumorais LNCaP. Ao final, apresentamos os dados de um estudo adicional em que 0s
CNT carregados com PTX foram submetidos com glicose. Considerando que células tumorais
apresentam metabolismo mais elevado que as células normais hipostenizamos que o agucar
poderia favorecer sua interacdo com essas células. Nossos resultados mostram que a glicose
melhorou discretamente a entrega do PTX para as células tumorais, porém a interacdo com
monacitos e células dendriticas também foi exacerbada pela presenca de glicose, provocando

alteracdes fenotipicas e funcionais nessas células.
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Resumo

Nanotubos de carbono (CNT) sdo estruturas formadas por folhas de grafeno enroladas,
com comprimento e didmetro variaveis. Suas caracteristicas fisico-quimicas como resisténcia a
tracdo, boa condutividade térmica e elétrica, permitem sua aplicacdo em diversas areas de
pesquisas. No presente texto, apresentamos dados da literatura que aprovam a aplicacdo dos
CNT na éarea biomédica, como nanosensores para o diagnostico ou como nanocarreadores para
o transporte de farmacos, enfatizando o potencial de uso dessas nanoestruturas no combate ao

cancer.
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Abstract

Carbon nanotubes (CNT) are nanostructures synthesized with graphene sheets, which
walls have a spiral shape with varied length and thickness. Their physicochemical feature such
as resistance to tension, thermal and electrical conductivity, allow their application in several
fields. In this overview we present evidence supporting the applicability of CNT in biomedical
practice and as nanosensors for diagnostics, as nanocarriers for drug transportation,

emphasizing their potential to fight cancer.
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A nanotecnologia € uma das areas com maior volume de pesquisa na atualidade,
utilizando o conhecimento da quimica, fisica, ciéncia dos materiais e biotecnologia para o
desenvolvimento de novos materiais (1). Pode ser definida como uma engenharia de sistemas
funcionais, manipulavel em escala atbmica, molecular e supramolecular, com dimensdo de
trabalho de 1 a 100 nandémetros (2). Uma das areas de investigacdo da nanotecnologia é o
desenvolvimento e aplicacdo de nanoparticulas nos campos biomédico, dptico e eletrénico (3).

A nanomedicina é o ramo da nanotecnologia que se dedica ao desenvolvimento de novos
materiais destinados as aplicacdes médicas e biomédicas para auxiliar no diagndstico
(ressonancia magnética, raios-X e ultra-som) e no tratamento de doencas (hipertermia,
libertacdo de farmacos e radicais livres). As principais classes de nanoparticulas pesquisadas
com potencial uso clinico sao lipossomos (4), nanoparticulas poliméricas (5), dendrimeros (6),
guantum dots (7), nanoparticulas metalicas (8) e nanoparticulas de carbono (9). Assim, em
linhas gerais, lipossomos sdo particulas esféricas (nanométricas) formada por uma ou mais
bicamadas fosfolipidicas, nanoparticulas poliméricas sdo nanocapsulas ou nanoesferas
composta por uma matriz polimérica em sua estrutura. Os dendrimeros sdo nanoparticulas com
estrutura polimerimerica composta de um nucleo e cadeias ramificadas ao redor, enquanto 0s
quantum dot sdo nanoparticulas cristalinas com caracteristicas semicondutoras, capaz de emitir
uma coloracBes especifica de acordo com seu tamanho. Outras nanoparticulas podem ser
construidas com elementos diversos, como é o caso dos nanotubos de carbono e as
nanoparticulas de ouro. Um dos aspectos mais importantes das nanoparticulas é a possibilidade
de manipulagdo das estruturas, de modo que permita seu “enderecamento” a um tecido ou
6rgdo, através de técnicas de mimetizacdo de sua superficie (10). A aplicabilidade dessas
particulas é também dependente de seu tamanho que determina sua capacidade de movimento
no interior dos 6rgaos e tecidos, de modo que nanoparticulas menores que 10 nm, como certas
drogas formadas por pequenas moléculas, sdo rapidamente eliminadas pelo rim, enquanto
particulas na faixa de 10 nm a 100 nm viajam pela corrente sanguinea (11, 12) e podem se
depositar em locais especificos, desde que adequadamente enderecadas (7).

Assim, estudos prévios demonstram que nanocarreadores podem transportar acidos
nucleicos, proteinas e farmacos para as células de interesse (13) e seu enderegcamento pode ser
feito pela fixacdo de biomarcadores (caracteristicos de cada classe celular) a superficie das
estruturas, estabelecendo maior especificidade pelo tecido alvo (13, 14). Na Tabela 1 podem
ser observados exemplos de diferentes tipos de nanoparticulas mimetizadas com marcadores

diversos, objetivando seu enderecamento e transporte de moléculas com a¢do antitumoral.



Tabela 1: Agentes antitumorais transportados por nanoparticulas para células alvo.
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Nanoparticulas Agente Objetivo Célula alvo Referéncia
atitumoral
Liposomos MCEF-7 (15)
Docetaxel Entrega de antioxidantes e docetaxel por lipossomos em células cancerigenas. HepG-2
PC-3
Transporte de gefitinib conjugado com peptideos capazes de transpor células bEnd.3 (16)
Gefitinib endoteliais do cérebro e interagir com adenocarcinoma de pulmao. PC9
Transporte de curcumina e SiRNA de STAT3 sobre carcinoma de pele. 17)
STAT3 siRNA A431
Nanoparticulas Transporte de quimioterapico por nanocarreadores conjugados com peptideos HelLa (18)
de ouro Doxorrubicina capazes de transpor a membrana celular. A549
3T3-L1
Efeitos das nanoparticulas de ouro sobre a acéo inflamatoria e imunomodulatéria de (19)
———————— células mononucleares. Mondcitos
Nanoparticulas de ouro complexadas com peptideos e siRNA de Bcl-2 para avaliar (20)
Bcl-2 siRNA sua interacdo com glioblastoma. Glioblastoma
Quantum dots | Oligonucleotideos | Conjugacdo de quantum dots com oligonucleotideos de EpCAM e Muclpara MDA-MB-231 (21)
de EpCAM e deteccdo de célula metastética e analise por imagem de fluorescéncia no Kato 111
Mucl infravermelho préximo.
Avaliar o potencial dos quantum dots exercerendo simultaneamente a funcéo de (22)
Paclitaxel diagnéstico e carreador de agente antineoplasico. HepG2
Doxorrubicina Carregamento de quantum dots de grafeno com quimioterapico e andlise de (23)
interacdo com células por fluorescéncia e imagem de ressonancia magnética. HelLa
Dendrimeros TWIST siRNA Nanoparticulas conjugadas com siRNA a fim de impedir a expressao de marcadores A2780R (24)
de transicdo de células epiteliais para mesenquimais, avaliando seus resultados na Ovcar8
prevencao de metastase de células de cancer de ovario e sua sensibilizagdo a
quimioterapico.
Maltose Verificar a agdo imunomodulatoria de dendrimeros revestidos com maltose em (25)
células mononucleares. THP-1
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Entre as nanoparticulas sintetizadas a partir de elementos orgénicos, destacaremos 0s
nanotubos de carbono (CNT), por conta de seu grande potencial de inovagdo cientifica e
tecnoldgica. Os CNT sédo estruturas formadas por folhas de grafeno “enroladas”, podendo ser
classificados como nanotubos de paredes simples (SWCNT - Single Wall Carbon Nanotubes),
quando apresenta uma Unica camada de grafite ou de multiplas paredes (MWCNT - Multiwall
CarbonNanotubes), quando é formado por mais de uma camada (26). O didmetro e o
comprimento dos SWCNT podem variar entre 0,5-3,0 nm e 20-1000 nm, respectivamente,
enquanto as dimensdes dos MWCNT estdo entre 1,5-100 nm e 1-50 um (10). Sua forma
cilindrica caracteristica € resultante das ligacOes covalentes (sp?) formadas entre os atomo (27)
e essas particulas apresentam uma forca extraordinaria, com resisténcia a tracéo de até 100 giga
pascal (GPa) e densidade de 1,3 a 1,4 g/cm® (28, 29). Outras propriedades como a boa
condutividade térmica e elétrica (30, 31) permitem sua aplicacdo em diversas areas de pesquisa
e desenvolvimento de novos dispositivos. Assim como outros nanomateriais, 0s CNT podem
ser naturalmente encontrados no ambiente, principalmente em regides que tiveram (ou tem)
grande atividade vulcanica (32, 33). Os CNTs se mostram potencialmente Uteis na area
biomédica para entrega controlada de drogas (13) as células doentes, minimizando sua acdo em
tecidos sadios do corpo e evitando os efeitos colaterais usualmente provocados pelo tratamento.
Assim, CNT tem sido utilizados na deteccdo de células cancerosas presentes na corrente
sanguinea. Conjugados com anticorpos monoclonais, eles sdo utilizados no desenvolvimento
de biossensores para deteccdo de marcadores tumorais no organismo, constituindo-se em uma
alternativa barata e rapida para diagnosticar o cancer ou detectar sua recidiva (34, 35).

Esses nanotubos também tém sido avaliados como veiculos para administracao dirigida
de drogas no tratamento do cancer, gracas a possibilidade de manipulacdo para aumentar sua
seletividade celular (36, 37). As caracteristicas acima citadas tornam bastante atrativas a
possibilidade de uso dos CNT na terapia antitumoral, superando dificuldades usuais dos
tratamentos contra o cancer. Por exemplo, quando quimioterapicos conseguem entrar nas
células doentes, ha possibilidade deles serem ejetados por bombas celulares, antes que
comecem a agir, como um mecanismo natural de resisténcia (38). Em contraste, as
nanoparticulas penetram na célula por endocitose, processo que cria uma bolsa de membrana
celular em torno do objeto, levando-o para dentro da célula e protegendo-o dos mecanismos de
bombas celulares (39-41).



Tabela 2: Agentes antineoplésicos transportados por nanotubos de carbono.
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Material Agentes Célula-alvo Resultado Referéncia
antineoplasicos
PTX conjugados com SWNT revestidos com lipideos foram capazes de inibir o desenvolvimento de (42)
células tumorais in vitro e in vivo.
SWCNT complexado com albumina de soro humano e PTX apresentou maior efeito citotdxico que o (43)
SWCNT Paclitaxel MCF-7 proprio quimioterapico.
SWCNT-Paclitaxel inibe a proliferagdo de células MCF-7 de forma dependente da concentragdo e do (44)
tempo.
SWCNT Doxorrubicina HepG2 SWCNT-DOX possibilitou maior captacdo do quimioterépico pelas células. (45)
HelLa
CNT complexado com DOX e anticorpo interrompeu a proliferacdo de células leucémicas (K562R) e (46)
SWCNT Doxorrubicina K562R potencializou a a¢do do quimioterapico.
7-Ethyl-10-hydroxy- HCT116 A conjugacdo de CNT com anticorpos anti-C225 demonstrou ser eficaz no transporte de quimioterapicos 47
SWCNT | camptothecin (SN38) HT29 para células EGFR positivas.
MWCNT DU145, PC-3, | Nanotubos séo capazes de serem complexados com carboplatina e reduzir o crescimento de células (48)
SWCNT Carboplatina A498, EJ28 | cancerosas com maior eficiéncia do que o quimioterapico puro.
SH-SY5Y, O tratamento possibilitou a reducéo da proliferacdo celular em todas linhagens de células tumorais de (49)
MWCNT Doxorrubicina HT-29, HepG2 | modo pH dependente, com maior libera¢do do farmaco a pH 5,3.
MWCNT Paclitaxel MKN-45 MWCNT-PTX promovem apoptose nas células, potencializando a a¢do do quimioterapico. (50)
As nanoparticulas carregadas com docetaxel apresentou maior citotoxicidade, com maior nimero de morte | (51)
MWCNT Docetaxel A549 celular por apoptose.
Cloreto de platina MCF-7 A acdo de quimiossensibilizador e cloreto de platina carreados simultaneamente por CNT aumentou a (52)
MWCNT (V) A2780 citotoxicidade dos componentes nas linhagens de células tumorais.
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As dimensdes dos nanotubos de carbono permitem que sejam conjugados com mais de
uma estrutura, possibilitando tanto o carreamento de grandes quantidades de farmacos quanto
a conjugacdo de moléculas responsaveis pelo seu enderecamento celular. Nesse sentido, foi
demonstrado, em modelos de estudos com células tumorais, que CNT podem ser carregados
com quimioterapicos e controlar liberagdo do farmaco dentro das células doentes (53). Na
Tabela 2 destacamos alguns estudos em que CNT foram utilizados como nanocarredores de
agentes antineoplasicos.

As propriedades dos CNTs permitem aplicar técnicas fisico-quimicas menos
prejudiciais aos pacientes, como tratamentos fototérmico e fotodindmico. CNTs apresentam
propriedades térmicas quando exposto a comprimentos de onda na faixa do infravermelho (54)
e seu aquecimento possibilita 0 uso simultaneo de tais estruturas no diagnostico e tratamento
de melanomas. Zhang H. et al (55) observou ser possivel carrear farmacos e utilizar as
propriedade térmicas dos CNT para tratar células tumorais (in vitro e in vivo) por hipertermia.
Seus resultados demonstraram que o tratamento por fototerapia contribui para potencializar o
efeito antitumoral das nanoparticulas, ndo afetando o transporte do farmaco e apresentando
baixa toxicidade de irradiacdo laser nos tecidos sadios. Para direcionar CNT as células de
carcinoma hepatocelular, as nanoparticulas foram conjugadas com albumina humana para
facilitar sua internalizacdo via receptor Gp60 de células HepG2 (56). Os resultados demostram
a afinidade das nanparticulas pelo receptor, resultando em maior captacdo dos CNT e aumento
de morte celular por ablacéo térmica, apds o tratamento com laser. A eficacia da fototerapia
com CNT e seu baixo efeito citotoxico no organismo foi demostrado também in vivo, por
exposicdo a luz de infravermelho proximo, nos animais tratados com SWCNT observou-se a
destruicdo de células do sitio tumoral, apresentando indice de recidiva menor que 0s grupos
controle (57).

Consciente do potencial dos CNT no desenvolvimento de novas estruturas e sabendo da
eficacia desse nanomaterial no transporte de quimioterapico, Wu H. et al (58) investigou os
MWCNT como agentes carreadores de doxorrubicina. Ao acoplar ferrita de cobalto na
superficie de CNT, observou sua capacidade de produzir imagens por ressonancia magnética
(RM). O complexo MWCNT/CoFe204 foi capaz de, simultaneamente, gerar imagens de RM
em células de cancer de colo de utero (HeLa) e apresentar grande potencial de citotoxicidade
da doxorrubicina acoplada. Do mesmo modo, observou-se in vivo, o potencial terapéutico dos
nanotubos de carbono na geracdo de imagens por ressonancia magnética (RM) e tratamento do
cancer por radioisétopos e fototerapia (59). Os autores acoplaram polidopamina (PDA) aos

CNT, um polimero capaz de melhorar a qualidade de imagens de RM pela afinidade a Mn?*, e
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o conjugaram com radionuclideo 1. A presenca do radionuclideo nas nanoparticulas tornou
as células mais sensiveis aos efeitos da fototerapia enquanto a conjugagdo com PDA na
nanoplataforma, permitiu a geracdo de imagens por RM, demonstrando o potencial dos CNT
no diagnostico e tratamento do cancer.

As pesquisas com CNT na area biomédica ganharam espaco nos Gltimos anos e 0s bons
resultados permitiram estudar sua aplicagdo nas propostas de terapia génica do cancer. Por
exemplo, a possibilidade de entregar genes sem limitacdo de tamanho fez dos CNT uma
ferramenta de uso na terapia génica, sendo utilizados como vetores na entrega de plasmideo,
RNA de interferéncia (siRNA) e micro RNA (miRNA) para células doentes. Alidori S. et al
(60) demonstraram a possibilidade de funcionalizagdo dos CNTs com sequéncias de
oligonucleotideos (DNA e RNA). Estudando a estabilidade dos CNTs em condicdes
fisioldgicas, a afinidade das ligagcdes e 0 processo de entrega do vetor, 0s autores demonstram
a influéncia do pH sobre a carga superficial da nanoparticula e sua agdo no processo de
construcdo do vetor, contribuindo para seu uso na terapia génica. Wu Y. et al (61) investigaram
o transporte de cadeias de DNA por CNT e observaram que, diferente de oligonucleotideos
livres, os vetores protegem o material genético de clivagens enzimatica e da interferéncia de
proteinas de ligacdo de acido nucleico, proporcionando melhor estabilidade e mantendo a
funcdo da fita por maior tempo no citoplasma. Nas células tumorais, o silenciamento de
determinados genes permite aumentar a eficicia de tratamentos, a utilizacdo de iIRNA e siRNA
inibem a sintese de proteinas importantes para sobrevivéncia das células. Para direcionar a acao
dessas moléculas sintéticas, CNT foram conjugados com siRNA sobre células de cancer de colo
de utero (HeLa), demonstrando inibir a expressao de proteina de modo mais eficaz que outros
agentes de transfeccdo (62). A complexacdo de CNT com siRNA de BCLOI (proteina presente
em cancer colorretal e de mama) e aptdmeros com afinidade a molécula de adesdo de células
epiteliais (EpCAM) inibe a expressdo da proteina em células de adenocarcinoma de mama (63).
In vivo, observou-se em camundongos, a melhora do tratamento com siRNA de PLK1 (proteina
quinase responsavel por regular a formacao do fuso mitotico) carreado por CNT e sua relacao

direta com 0 aumento da retencdo nas células tumorais (64).
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Internalizacéo e toxicidade das nanoparticulas.

Como visto, as nanoparticulas sdo capazes de entregar diversas estruturas para células,
mas, diferente dos elementos carreados, sua internalizacdo pode ocorrer por mais de uma via.
Caracteristicas estruturais (como tamanho e formato), presenca de grupos funcionais (polimeros
e proteinas) e concentracdo, influenciam na captura das nanoparticulas (65). O modo de
internalizacdo pode se diferenciar de acordo com a linhagem celular; assim, algumas celulas do
sistema imune (como monacitos e neutrofilos) sdo capazes de reconhecer as nanoparticulas e
captura-las por via fagocitica, enquanto células tumorais as capturam por difusdao ou endocitose
(65).

Assim como as demais nanoparticulas, o tamanho e a presenca de materiais adsorvidos
na superficie influenciam na captura dos CNTs pelas células. A hidrofilicidade superficial dos
MWCNTSs interfere na sua interacdo com a membrana celular e nanoparticulas mais dispersas
em solucdo aquosa entram com maior facilidade nas células, enquanto a captura de CNT com
poucos grupos funcionais € reduzida consideravelmente (66). A principal forma de
internalizacdo dos MWCNT € por via endocitica mediada por clatrina (proteina necessaria na
formacdo da vesiculas endossomais) (67). Células tumorais HelLa capturam os CNT via
receptor especifico, um processo de transporte ativo por via endocitica, seguido pelo seu
transporte para o reticulo endoplasmatico e sua liberacdo no citoplasma (67). Células epiteliais
brénquicas normais tem um mecanismo de endocitose dos MWCNT e sua captura pode ocorrer
preferencialmente via clatrina, mas outras vias, como macropinocitose, também contribuem
para sua internalizacdo (68). Quando bloqueado o suplemento de energia nas células, o0s CNT
sdo capazes de entrar (em menor quantidade) por translocacdo da membrana plasmatica, uma
via que ndo consome energia e confirma as varias possibilidades de internalizagdo dos CNTs
(69). As nanoparticulas carregadas com quimioterapicos sdo internalizadas por via endocitica,
a fuséo dos endossomos (pH 7,4) com os lisossomos (fagolisossomos) promove a reducgéo de
pH (4,8), desencadeando a liberagdo do farmaco. Assim, a entrega do farmaco através dos
nanotubos produz niveis mais elevados dentro da célula do que sua entrega livre (70). Assim,
0s CNT mimetizados com estruturas que apresentem afinidade por células tumorais poderiam
interagir de modo diferenciado por essas células, permitindo o enderecamento de agentes
terapéuticos (71, 72), resgatando a ideia seminal de Paul Ehrlich, de desenvolvimento dos
“projéteis magicos” (ainda que a epoca ele se referisse a simples conjugacdo de toxinas a
anticorpos).

A toxicidade produzida pelas nanoparticulas variam de acordo com materiais usados em

sua sintese, suas caracteristicas estruturais e condi¢cdes experimentais, como tipo de linhagem
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celular a ser avaliada e o tempo de exposicdo ao nanocomposto (73). As pesquisas sobre a
toxidade dos nanotubos de carbono, in vitro e in vivo, sdo intensas, mas inconclusivas.
Nanotubos suficientemente pequenos podem atravessar a membrana celular sem provocar leséo
tecidual (74), porém algumas particularidades como tamanho, area de superficie e pureza
influenciam seu grau de risco (75, 76). Ha evidencias de que, para evitar efeitos toxicos e
inflamatorios no organismo, enzimas celulares fazem sua biodegradacéo (77, 78) e estudos com
camundongos demonstram que eles sdo excretados gradualmente através da via biliar (79). N@o
héa efeitos toxicos generalizados, mas sua exposicdo crénica pode gerar alteracdes bioquimicas
que revelam toxicidade nos pulmdes, representando um risco para a sadde humana (80). O
recobrimento das nanoparticulas com polimeros biocompativeis com as células torna-as
hidrossoltveis (10) e diminui sua toxicidade (81) .

Danos no DNA e morte celular por apoptose sdo os principais efeitos citotoxicos
observados em tratamentos com altas doses de CNT (82). A presenca desse nanomaterial pode
induzir a formac&o intracelular de espécies reativas de oxigénio e levar a danos no material
genético e perturbar a funcdo mitocondrial (83). A genotoxicidade € alterada quando as
nanoparticulas entram individualmente nas células ou em um emaranhado de nanotubos, sendo
que individualmente provocam ruptura do material genético e a presenca de emaranhados reduz
sua toxicidade (84). Sasaki T. et al (85) observaram efeitos genotdxicos causados por MWCNT
e concluiram que as nanoparticulas sdo capazes de induzir aberracfes cromossdmicas como
poliploidia. Jackson P. (86) et al demostraram em células epiteliais de pulmao de hamster que
MWCNT com diferentes funcionaliza¢fes ndo induzem citotoxicidade e apenas grupos de
nanoparticulas sem modificacdo apresentam niveis aumentados de danos ao DNA. Estudos
realizados em células de adenocarcinoma de pulmao humano (A549) e ensaios em fibroblastos
de pulméo de hamster demonstraram que o0s danos no material genético produzidas por espécies
reativas de oxigénio esta relacionada com a presenca de grupos carboxila nas nanoparticulas
(87) e suas propriedades fisico-quimicas (88).

Atualmente, o desenvolvimento de nanocompostos para futuro uso clinico esta
vinculada as pesquisas de agdo citotoxica e imunomoduladora das nanoparticulas nas células
do sistema imune. Por apresentar efeitos citotoxicos, a presenca das nanoparticulas no
organismo estimula a resposta de células mononucleares e polimorfonucleares. MWCNT em
altas concentracdes induzem a producao de espécies reativas de oxigénio por leucocitos do
sangue periférico, com consequente dano ao material genético e morte celular (89). Em

concentragfes ndo toxicas, as nanoparticulas ndo prejudicam a viabilidade celular e nem a
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linfoestimulacdo (90), mas aumentam a producdo de IFN-y e TNF- o interferindo em sua fungao
(92).

Altas concentracbes de CNTs podem diminuir a viabilidade celular de mondcitos
humanos e induzir sua diferenciacdo em macrdfagos (92). A geometria da nanoparticula
influencia no processamento e resposta inflamatoria nas células mononucleares, aumentando a
expressao de genes que codificam citocinas IL-1pB e IL-6 (93). Meunier et al (94) comprovou
que a producdo de citocinas pro-inflamatérias estd ligada a ativacdo da caspase-1 e
inflamassoma NIrp3, demonstrando que a producdo de IL-1B e IL-18 requer acidificacdo
lisosomal (decorrente da fagocitose dos CNTSs) e fluxo de ions potassio para fora da célula,
descartando a participacdo de espécies reativas de oxigénio nesse processo inflamatdrio.
Pesquisas mais recentes apontam reducdo do perfil pro-inflamatério quando proteinas do
sistema complemento interagem com a superficie dos nanotubos (95). A presenca de tais
proteinas favorece a captura dos CNT por mondcitos e macrofagos, produzindo uma resposta
anti-inflamatoria pela reducdo da producdo de TNF-a e IL-1p (96).

Nos macrofagos, os CNT puros produzem espécies reativas de oxigénio e danos no
material genético que podem levar a morte celular (97). Quando funcionalizadas com
polimeros, a captura das nanoparticulas é reduzida, produzindo menor estresse oxidativo e
morte celular (98). Quando fagocitados, a baixa degradacdo dos CNT pelos macréfagos produz
resposta inflamatdria. Pesquisas apontam que a eliminacdo dos CNT ocorre pela ativacdo de
Nox2 oxidase (uma isoforma de NADPH oxidase), desencadeando a producdo de espécies
reativas de oxigénio responsaveis pela degradacdo das nanoparticulas (99).

Pela capacidade de carrear diversas estruturas, os CNTs podem facilitar a captura de
antigenos pelas células dendriticas e potencializar sua resposta imune (100). Por exemplo,
nanoparticulas conjugadas com proteinas especificas de células tumorais sdo capturadas pelas
DCs que processam essas proteinas e expdem 0s peptideos gerados em associagcdo com
moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) (101). A presenca de
MWCNT puro durante o processo de diferenciacdo de mondcitos em células dendriticas pode
alterar a funcdo das DCs (102), mas quando ja diferenciadas os CNTs néo interferem no seu
fendtipo (103). A expressdo de marcadores de maturagdo (como HLA-DR, CD86 e CD80) pode
ser alteradas pelos materiais complexados na superficie dos CNT, permitindo o
desenvolvimentos de nanoparticulas que modulem a agdo das DCs (103). Experimentos in vitro
e in vivo realizados por Faria et al (104) demonstraram a aplicacdo dos CNT complexados com
antigenos especificos como veiculo estimulatorio de DCs, favorecendo a apresentacdo de

antigenos e a linfoproliferacdo de células T CD4" e T CD8".
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O desenvolvimento de nanoparticulas capazes de circular o maior tempo possivel pelo
organismo, transpondo as barreiras fisiologicas sem causar toxicidade aos tecidos, € um dos
grandes desafios da nanomedicina. Os primeiros testes in vivo realizados com CNTs mostraram
que as nanoparticulas podem circular pela corrente sanguinea de camundongos, com uma
parcela do material sendo eliminada pela urina e outra ficando retida em 6rgao como figado,
baco, rins e pulméo (105, 106). Albini et al (107) demostraram a formacao de agregados de
CNT nos principais 6rgdos de camundongos, semanas ap0s a exposi¢ao, ocasionando aumento
de células CD68" e deposicdo de proteinas amildides nos tecidos. Altas doses de CNT
provocam aumento da massa de 6rgaos como figado, baco e pulméo (108). Nos pulmdes, o
acumulo de CNT pode produzir processos inflamatérios com expressdo de TNF-a nas células,
fibrose e formacao de coladgeno nas lesbes (109). Em 2016 foram realizados pela primeira vez
testes com CNTs em macacos, Alidori et al (110) observaram que a maioria das nanoparticulas
administradas por via intravenosa foi rapidamente eliminada pela urina e o restante
depositando-se no figado, com mudancas patoldgicas ndo detectadas nos tecidos. O tamanho e
a dispersdo das nanoparticulas influenciam na circulacdo pelo organismo. Quando incorporados
com polimeros, a toxicidade dos CNT in vivo diminui, impedindo sua retencdo nos 6rgaos,
aumentando seu tempo de circulacdo e a quantidade de nanoparticulas excretadas (111).

CNTs apresentam caracteristicas que podem auxiliar o combate ao cancer, porém, para
viabilizar sua aplicacdo clinica, sdo necessarias mais pesquisas que comprovem sua seguranca
e efetividade. Como beneficio, as nanoparticulas permitiriam que simples modificacdes
ampliassem sua aplicacdo a diversas linhagens tumorais, podendo ser uma abordagem
econdbmica vidvel. Acreditamos que, como nanocarreador, os CNTs podem transportar
quimioterapicos a células especificas, diminuindo os efeitos colaterais do farmaco no
organismo e aumentando sua efetividade, tornando-se um promissor instrumento no tratamento

de doengas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Nos estudos apresentados na presente dissertacdo demonstramos inicialmente a
eficiéncia da polimerizacdo de nanotubos de carbono com polietilenimina para a incorporacao
da droga antitumoral paclitaxel. O revestimento dos CNT com o anticorpo anti-PSMA mostrou-
se eficiente em transportar a droga para as células de cancer prostatico LNCaP, cuja a acéo
toxica foi superior a droga pura usada como controle. A preparacdo de CNT-PTX mostrou-se
toxica também para a linhagem de cancer colorretal HCT-116 (PSMA"), mas o revestimento
com o anticorpo (CNT-PTX-Ab) ndo promoveu qualquer incremento na atividade toxica,
comprovando a especificidade do anticorpo usado. Além disso, os estudos com mondcitos de
doadores normais indicaram que, embora interajam ativamente, essas particulas sdo indcuas as
células de defesa.

Ap06s definirmos o método de incorporagdo do PTX nos nanotubos, decidimos tentar a
viabilidade de uso de glicose para induzir interacéo preferencial das particulas com as células
tumorais de préstata. Nossos resultados mostram que o beneficio dessa abordagem foi muito
discreto, enderecar os CNT para as células de cancer prostatico. Ao contrario do esperado, tal
tratamento ndo inibiu a interacdo das particulas com mondcitos e células dendriticas, resultando

em efeitos adversos a essas células.





