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RESUMO

O cancro continua a ser uma das principais causas de morte no mundo ocidental, no
entanto, os tratamentos atuais oferecem uma eficacia limitada com significativos efeitos
adversos. Neste sentido, a nanotecnologia focou-se no desenvolvimento de novos materiais
capazes de alcangarem o alvo com uma maior especificidade. Surgem, assim, os nanotubos
de carbono, potenciais candidatos em sistemas de entrega de biomoléculas na terapia e
diagnéstico do cancro. Os nanotubos de carbono apresentam uma estrutura atomica Unica
bem como propriedades elétricas, térmicas e, mecanicas inigualaveis, que os tornam
promissores para a entrega de farmacos no local alvo. A capacidade de absorver radiagao na
regiao do infravermelho proximo permite que sejam empregues na remogao fototérmica de
tumores. Além disso, tém também sido feitos estudos para o seu uso em imunoterapia.
Todavia as preocupagoes relativas a toxicidade nos humanos bem como no meio ambiente
devem ser ultrapassadas a fim de poderem ser utilizados em ensaios clinicos e, futuramente,

comercializados.

Palavras-chave: nanotecnologia, nanotubos de carbono, terapia do cancro.

ABSTRACT

Cancer remains a leading cause of death in the western world, however, actual treatments
offer limited efficacy with extensive secondary effects. Therefore, nanotechnology focused
on developing new materials capable of targeting with enhanced specificity. Thus appear
carbon nanotubes as potential candidates in drug delivery systems for cancer therapy and
diagnosis. Carbon nanotubes have unique atomic structure, as well as unequaled electric,
thermal and mechanical properties, making them attractive for drug delivery to the target
site. The ability to absorb radiation in near infrared region allows their use in photothermal
ablation of tumors. Furthermore, studies have been done for the use of carbon nanotubes in
immunotherapy. However concerns related to the toxicity in humans and environment
should be overcome in order to use carbon nanotubes in clinical trials and be

commercialized in a near future.
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LISTA DE ABREVIATURAS

ADN - Acido desoxirribonucleico

CBNs — Nanomateriais a base de carbono

CLSM — Microscopia confocal de varrimento laser
CNTs — Nanotubos de carbono

CVD - Deposicao quimica em fase de vapor

Cy5 — Cianina 5

DWCNTs — Nanotubos de carbono de parede dupla
EAD — Descarga de arco elétrico

FCM — Citometria de fluxo

FITC — Isotiocianato de fluoresceina

FR — Recetores de folato

LA — Ablagao por lazer

MDR — Células multirresistentes

MWCNTs — Nanotubos de carbono de parede mdltipla
NIR — Regido do infravermelho préximo

PEG — Polietilenoglicol

P-gp — Glicoproteina-P

SEM — Microscopia eletronica de varrimento
SWCNTs — Nanotubos de carbono de parede simples
TEM — Microscopia eletronica de transmissao

TGA — Andlise termogravimétrica



I CANCRO

A palavra cancro deriva do grego karkinos que significa caranguejo, este termo foi
usado pela primeira vez por Hipocrates (460-370 B.C) devido a semelhanga entre a
vascularizagao do tumor e as patas do crustaceo (Sudhakar, 2010; American Cancer Society,
2014). O cancro é uma doenga na qual as células se dividlem de forma descontrolada.
Existem varios tipos de cancro, em todos eles as células continuam a crescer e a dividir-se
dando origem a células anormais. Alguns tipos de cancro podem deslocar-se para outras
partes do corpo através da circulagao sanguinea ou dos vasos linfaticos (metastases). No
entanto, nem todos os tumores correspondem a cancro podendo ser benignos ou malignos
(Sudhakar, 2010). Os tumores benignos, raramente, colocam a vida em risco, e podem ser
removidos ou regredirem. Além disso, as células dos tumores benignos nao se disseminam
para os outros tecidos. Ao invés, os tumores malignos sao mais graves, podendo colocar a
vida em risco, e apesar de poderem ser removidos, ha a possibilidade de voltarem a crescer.
As células dos tumores malignos podem invadir e danificar os tecidos e 6rgaos circundantes.
Os fatores de risco mais comuns sio o envelhecimento, tabaco, exposi¢ao a luz solar e
radiagao ionizante, determinados agentes quimicos, dieta pobre, falta de atividade fisica ou
excesso de peso (Liga Portuguesa Contra o Cancro).

O cancro continua a ser uma das principais causas de morte no mundo ocidental,
estando associado a custos consideraveis para a sociedade (Fonseca et al, 2014). Em
Portugal, a incidéncia de novos casos de tumores malignos tem vindo a aumentar. Entre
2009 e 2010 observou-se a um aumento de 4% dos casos. O cancro da prostata apresenta
maior taxa de incidéncia, seguido pelo cancro da mama, célon, traqueia, brénquios, pulmao,
estomago e reto (DGES, 2010). Todavia, os tratamentos atuais, designadamente, a
quimioterapia, radioterapia e cirurgia oferecem uma eficacia limitada com extensos efeitos
adversos, como resultado dos efeitos toxicos nas células normais (Fonseca et al., 2014). A
acao nao especifica da quimioterapia tem despertado a necessidade de formulagdes capazes
de alcangarem o alvo com uma maior especificidade, menos téxicas, mais acessiveis e que
promovam uma melhoria na qualidade de vida (Ranganathan et al, 2012). No cancro da
mama e da prostata pode usar-se hormonoterapia visto que estes tipos sao sensiveis a agao
de determinadas hormonas (Sudhakar, 2010).

O aparecimento da nanotecnologia trouxe a promessa de revolucionar varios
campos, entre as quais a oncologia, propondo sistemas de entrega de farmacos avangados

para a terapia do cancro (Fonseca et al., 2014).



2 NANOTECNOLOGIA

O prefixo “nano” indica extrema pequenez. Tao pequeno que uma estrutura a escala
nanométrica (Figura 1) tem de ser ampliada mais de 10 milhoes de vezes para poder ser vista
em pormenor a olho nu (Fortunato, 2005). A nanotecnologia é um ramo da ciéncia de
natureza multidisciplinar, relacionada com a fisica, quimica, ciéncia dos materiais e biologia
(Merkoai, 2007). Refere-se a compreensiao e controlo da matéria ao nivel dos dtomos e
moléculas, ou seja, com dimensoes entre | e 100 nanometros. Os materiais com dimensoes
a nanoescala apresentam propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas Unicas que diferem
significativamente dos materiais a escala macroscépica (Ranganathan et al., 2012).

A maior vantagem da nanotecnologia reside no seu potencial em criar novas
estruturas com capacidade para atravessar membranas celulares e biomoléculas com
solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade aumentadas, melhorando, assim, a eficicia da
entrega. Desta forma, a nanotecnologia tem sido empregue em varias aplicagoes biomédicas,
designadamente na bioimagiologia e na entrega de biomacromoléculas (Vardharajula et dl,
2012), mas também tem sido aplicada em dreas como a eletrénica, produgao e
armazenamento de energia, magnetismo, Otica, tecnologias da informagao e no

desenvolvimento de materiais (Nacional Cancer Institute).
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3 NANOMATERIAIS A BASE DE CARBONO

As varias formas de carbonos (alétropos) identificados até a data incluem minerais
que ocorrem naturalmente (e.g. grafite, diamante, carvao) e fulerenos (e.g. buckyballs,
grafeno, nanotubos de carbono) os quais podem ser artificialmente sintetizados, tendo sido
recentemente encontrados também na natureza (Lamberti et al., 2015). A grafite é um dos
materiais naturais mais antigos e mais largamente usados, sendo tradicionalmente conhecida
como o principal constituinte do lapis. Estudos sobre a grafite revelaram que a combinagao
Unica das suas propriedades fisicas advém da sua estrutura molecular, a qual consiste em
camadas empilhadas de dtomos de carbono hibridizado em sp® (Pierson, [s.d.]). Com o
desenvolvimento das técnicas de nanofabricagao e o surgimento dos nanomateriais, a grafite
comegou a ser extensivamente usada como matéria-prima para construir varios tipos de
nanomateriais a base de carbono (CBNs, do inglés carbon-based nanomaterials),
incluindo nanotubos de parede simples ou de parede mdltipla, fulerenos, nanodiamantes e

grafeno (Figura 2) (Engineering et al., [s.d.]).
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Figura 2 — Virios tipos de nanomateriais a base de carbono (Engineering et al., [s.d.]).

Os CBNs possuem excelente resisténcia mecanica, condutividade térmica e elétrica,
e propriedades espetroscopicas. A maior parte da investigagao tém-se focado na utilizagao
destas propriedades em diversas aplicagoes (Engineering et al, [s.d.]; Pierson, [s.d.]). Os
nanomateriais a base de carbono apresentam uma natureza multifuncional, sendo que a
incorporagao em biomateriais pode aumentar ainda mais as suas fungoes. Assim, os CBNs
tém sido alvo de investigagio biomédica, designadamente, em sistemas de entrega de

farmacos, no reforgo de tecidos, e na marcagao celular e tecidular (Engineering et al., [s.d.]).



4 PROPRIEDADES, SINTESE E CARACTERIZACAO DOS NANOTUBOS
DE CARBONO

Desde a sua descoberta, em 1991, por lijima (He et al, 2013), os nanotubos de
carbono (CNTs, do inglés carbon nanotubes) tém sido amplamente explorados para
potenciais usos em medicina (Amenta e Aschberger, 2015). Do enrolamento de uma ou mais
folhas de grafeno resultam estruturas cilindricas ocas de parede simples (SWCNTs) ou de
parede multipla (MWCNTs), estas folhas de grafeno sao constituidas por atomos de
carbono arranjados hexagonalmente (Lamberti et al., 2015). A forma cilindrica e a elevada
razao area de superficie/volume conferem-lhes excelentes propriedades de absorg¢ao quando
comparados com outros hanomateriais, nomeadamente as nanoparticulas esféricas (Amenta
e Aschberger, 2015). Os SWCNTs sao camadas de carbono monocilindricas com diametro
situado entre 0.4-2.0 nm. Dependendo da direcao dos hexagonos, os nanotubos podem
estar organizados em arranjos quirais, em ziguezague ou em armchair. Os CNTs de parede
dupla (DWCNTs) consistem somente em dois tubos com tamanhos semelhantes aos
SWCNTs. Por sua vez, os MWCNTs resultam de multiplas camadas de grafeno enroladas
(tubos concéntricos), os tubos cilindricos centrais apresentam um diametro médio de -3
nm enquanto os tubos cilindricos externos tém 2-100 nm (Figura 3) (Lamberti et al., 2015).
Os MWCNTs, ao contrario dos SWCNTs, podem ser produzidos sem ou com catalisadores
e tém geralmente um grau de pureza mais elevado e menos defeitos, porém uma vez que os
defeitos ocorrem durante a sintese, torna-se mais dificil de os aperfeicoar. Todavia os
SWCNTs necessitam de catalisadores para a sua sintese, e normalmente contém mais
impurezas metalicas, sendo mais propensos a defeitos durante a funcionalizagao (Amenta e

Aschberger, 2015).
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Figura 3 — Nanotubos de carbono de parede simples (SWCNTs) e os seus diferentes
arranjos, e nanotubos de parede multipla (MWCNTs) (Lamberti et al., 2015). )



Tal como foi referido anteriormente os CNTs tém uma estrutura atdmica Unica bem
como propriedades mecanicas, térmicas, magnéticas, Oticas e elétricas excecionais
(Vardharajula et al., 2012). As propriedades elétricas e oticas decorrem nao sé do carbono
sp’, mas também das propriedades fisicas, nomeadamente, o didmetro, o comprimento,
parede simples versus parede multipla, a funcionalizagao da superficie, e a quiralidade
(Engineering et al., [s.d.]). Os CNTs podem ser quimicamente modificados para apresentar
porcoes especificas (grupos funcionais, moléculas e polimeros) a fim de conferir
propriedades adequadas as aplicagoes biologicas, nomeadamente, elevada solubilidade e
biocompatibilidade, capacidade de resposta celular, melhorada compatibilidade material
(Bianco et al.,, 2005). Os CNTs sao relativamente flexiveis e interagem com as membranas
celulares penetrando nas células e, dependendo do seu tamanho sao capazes de entrar no
nucleo permitindo, assim, a entrega de firmacos a nivel celular e nuclear. Também
apresentam elevada resisténcia devido ao carater sp® das ligagdes C-C e densidade muito
baixa (1,3 g/cm®) o que os torna materiais extremamente leves, estas caracteristicas sio uteis
para a sua aplicagdo na reparagao tecidular e outras aplicagdes médicas (Amenta e
Aschberger, 2015).

A sintese dos CNTs pode ser feita através de diversas técnicas, entre as quais,
descarga de arco elétrico (EAD), deposi¢ao de vapor quimico de grafite (CVD) e ablagao por
lazer (LA). Independentemente do método de sintese utilizado, os CNTs tém que ser
purificados por oxidacdo (para remogao das impurezas carbonaceas) ou através de
tratamento acido (para remogao das impurezas metdlicas), por vezes siao usados
tratamentos com ultrassons para encurtar os CNTs ou para melhorar a sua dissolugao. As
impurezas e imperfeigoes estruturais sao responsaveis pela toxicidade dos CNTs. Assim, os
CNTs usados em aplicagoes biomédicas devem estar isentos de impurezas e nao apresentar
danos estruturais (Amenta e Aschberger, 2015).

Diferentes materiais e moléculas podem ser incorporados no interior da estrutura
dos CNTs através da difusao/insergao ou endocitose, ou anexados a sua superficie a fim de
se alcancar uma determinada agao terapéutica. Podem ser usadas varias moléculas ao mesmo
tempo obtendo-se, assim, sistemas multifuncionais (Figura 4), como por exemplo, sistemas
de entrega capazes de libertar um determinado farmaco num alvo especifico sendo
simultaneamente possivel rastrea-lo no interior do organismo. Isto é conseguido através da
incorporagao de um agente de contraste adicional (Amenta e Aschberger, 2015). O método
de internalizagao é mais eficaz, pois o farmaco conjugado é degradado no interior das
células, sendo ai libertado o agente farmacolodgico. Ao passo que quando esta ligado a

superficie do CNT o farmaco pode ser degradado nos fluidos fisiologicos antes de ser
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internalizado (Hirlekar et al., 2009). Além disso, a capacidade de absorver radiagao na regiao
do infravermelho préximo permite que os CNTs sejam usados na destruicao fototérmica

dos tumores (Huang et al., 2008).

\
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Figura 4 - Representagao esquematica de um sistema multifuncional com fungao

terapéutica e de diagnostico. Na cavidade interna estd o agente de diagnodstico e a
superficie esta ligado um agente que reconhece o alvo (recetor quimico ou anticorpo) bem

como o farmaco conjugado através de um ligante clivavel (Amenta e Aschberger, 2015).

A caracterizagao dos CNTs pode ser feita através de espetroscopia Raman,
microscopia eletronica de transmissao (TEM), microscopia eletronica de varrimento (SEM) e
ainda através de andlise termogravimétrica (TGA). A espetroscopia Raman permite o
screening rapido e fiavel da presenga de SWCNTs. Por sua vez, a TEM possibilita a avaliagao
detalhada das estruturas, enquanto a SEM permite uma visao geral. Por fim, a TGA fornece
informagoes sobre a abundancia relativa das particulas do catalisador, nanotubos de carbono

e de outras estruturas carbonaceas (Hirlekar et al., 2009).



5 APLICACOES BIOLOGICAS DOS NANOTUBOS DE CARBONO

Desde o inicio do século XXI, os CNTs foram introduzidos na farmacia e na
medicina em sistemas de entrega de agentes terapéuticos, uma vez que tém a capacidade de
transportar biomoléculas, através das membranas celulares, mantendo-as intactas durante o
transporte e internalizacdo nas células (He et al, 2013; Lamberti et al, 2015). Por
conseguinte, os CNTs sao materiais promissores para varias aplicagoes biologicas, entre as
quais veiculos para a entrega de farmacos, particularmente, no tratamento do cancro
(Mundra et al,, 2014), mas também no desenvolvimento de novos agentes de diagnostico ou
como fontes de raio-X para imagiologia (Amenta e Aschberger, 2015). E de salientar ainda o
seu uso como estruturas de apoio (scaffolds) em culturas de células tronco e no
desenvolvimento de biossensores. Para além disso, a associagio de CNTs com proteinas

levou ao desenvolvimento de nanocompdsitos com propriedades antimicrobianas (Figura

5) (Mundra et al., 2014).
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Figura 5 — Aplicagoes biologicas dos nanotubos de carbono (Mundra et al., 2014).



Os CNTs nao funcionalizados sao de dificil dispersao (Vardharajula et al, 2012) e
insollveis em solugao aquosa por causa da sua superficie altamente hidrofébica (Amenta e
Aschberger, 2015; He et al, 2013). A falta de solubilidade tem sido uma barreira para o seu
uso em aplicagoes biologicas e biomédicas (Hirlekar et al, 2009). Assim, de forma a
ultrapassar esse problema as modificagoes na superficie ou a funcionalizagao assumem um
papel crucial na melhoria das propriedades fisico-quimicas e de superficie (Vardharajula et al,
2012). Com o desenvolvimento de técnicas de funcionalizagao expandiu-se ainda mais a gama
de potenciais aplicagbes dos CNTs, devido a melhoria de algumas propriedades,
designadamente, aumento da solubilidade e biocompatibilidade, diminuida tendéncia para
formar aglomerados e aumento da dispersao, resultando num efeito citotoxico menor
(Vardharajula et al., 2012). A funcionalizagdo é o processo que permite a conjugacao de
varias moléculas a superficie (funcionalizagdo exohedral) ou no interior dos CNTs
(funcionalizagao endohedral). Os CNTs podem ser funcionalizados com farmacos
antineoplasicos, proteinas, ADN, oligonucleétidos, polimeros e surfatantes (Amenta e
Aschberger, 2015; Vardharajula et al, 2012). Assim, dependendo da natureza das
biomoléculas, a funcionalizagao podera ser feita com base em ligagdes covalentes ou nao
covalentes (He et al, 2013). Os CNTs interagem de forma nao covalente através de
interacoes fracas, tais como, adsorgao, interagoes TI-TI, ligagoes de hidrogénio, interagoes
electroestaticas e forgas de Van der Waals, o que aumenta a miscibilidade dos CNTs em agua
tornando-os menos téxicos. A funcionalizacdao exohedral pode ser conseguida tanto por
adsor¢ao nao covalente como por ligacio covalente. A funcionalizagio covalente é
normalmente feita por reacdes de cicloadigio ao carbono sp” ou por tratamento acidico
(por exemplo, HNO,) para dar origem a grupos carboxilicos, os quais poderao,
posteriormente, ser funcionalizados. A funcionalizacdo endohedral permite a
incorporagao de varias moléculas, entre as quais farmacos antineoplasicos, os
farmacosalcangam o interior dos CNTs por capilaridade, sendo retidos por forgas Van der
Waals e interagoes TI-TT entre as moléculas e as paredes dos CNTs (Amenta e Aschberger,
2015).

Como foi mencionado anteriormente os MWCNTs apresentam um didmetro maior
comparativamente aos SWCNTs possibilitando, assim, a incorporagao de um nimero mais
elevado de moléculas. A libertagao dos farmacos do interior dos CNTs parece ser
estritamente dependente do diametro. Quanto maiores forem os CNTs, mais fortes serao
as interagoes entre as moléculas e as paredes dos CNTs e, consequentemente menos
eficiente sera a libertagao do farmaco. Portanto, para que os CNTs possam ser usados como

veiculos na entrega de farmacos devem ser concebidos sistemas nos quais o farmaco seja
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bem armazenado na cavidade interna, mas libertado eficazmente no local alvo (Amenta e
Aschberger, 2015). Contudo, os CNTs funcionalizados tornam-se hidrofilicos e disponiveis
para serem combinados com farmacos ou biomoléculas (He et al., 2013).

O uso dos CNTs para o desenvolvimento de aplicagdes na terapia requer a
compreensao do seu percurso no organismo humano, ou seja, o seu perfii ADME
(absorgao, distribuicao, metabolizagdo e excregao). A via de administragao permite
determinar quais os tecidos onde os CNTs se acumulam e as potenciais reagoes toxicas.
Quando a administragao ¢ feita por via intravenosa, pode considerar-se 100% de absorc¢ao,
visto que o farmaco fica completamente disponivel na corrente sanguinea. Porém, quando a
administragao é por via oral o farmaco é absorvido pela barreira gastrointestinal antes de
atingir a corrente sanguinea e o local alvo. Apesar de existirem varios estudos, a
distribuicdo ainda nao é bem conhecida, pois os estudos nao sao facilmente comparaveis e,
por vezes, fornecem resultados contraditorios. Estudos toxicologicos apos administragao
intravenosa de CNTs mostraram que estes se distribuem por varios érgaos, acumulando-se
maioritariamente, no figado, pulmoes e baco (Amenta e Aschberger, 2015). No que diz
respeito ao metabolismo nao existe muita informagao. O facto de causar granulomas apos
administragao indica que tém tendéncia a acumular-se nos macrofagos. Contrariamente, num
estudo foi demostrado que os SWCNTs podem ser biodegradados pela enzima
mieloperoxidase, presente nos neutrofilos dos ratinhos, a acdo da mieloperoxidase
(conversao dos CNTs em agua e dioxido de carbono) pode ser bastante promissora em
sistemas de entrega de farmacos (He et al., 2013). Varios estudos referem que a eliminagao
dos CNTs ocorre predominantemente através do figado e da bilis, enquanto outros referem
que também pode ser através dos rins. O comprimento, a funcionalizagao e o estado de
dispersao tém um papel importante na determinagao do perfil de eliminagao.

Todavia, o uso de CNTs em aplicagoes biomédicas, diferentemente das outras
nanoparticulas (lipossomas, firmacos poliméricos e micelas) ainda nao atingiu a fase de
ensaios clinicos. Isto deve-se principalmente a preocupagoes relativas a baixa solubilidade em
meio aquoso, baixa biodegradabilidade e potencial toxicidade. Portanto, para se proceder ao
desenvolvimento e a comercializagado de nanotubos requer-se uma analise completa do

risco/beneficio (Amenta e Aschberger, 2015).



6 USOS NO TRATAMENTO DO CANCRO

As propriedades elétricas, térmicas e espectroscopicas dos CNTs oferecem
vantagens a nivel da detegao, monotorizagao e tratamento de doengas (Spinato et al.,, 2015).
Os nanotubos de carbono no tratamento do cancro podem ser usados como veiculos de
entrega de farmacos anticancerigenos ou de metais radioativos, como fontes de

calor e na imunoterapia (He et al,, 2013; Mundra et al., 2014; Spinato et al., 2015).

6. VEICULOS DE ENTREGA DE FARMACOS ANTICANCERIGENOS

Os sistemas de entrega de farmacos (Figura 6) contribuem para a melhoria da
biodistribuicao, reducao dos efeitos tdxicos e ainda permitem concentrar o farmaco no
tecido alvo. Os CNTs sao considerados excelentes veiculos para a entrega de farmacos
devido as suas propriedades fisicas (Amenta e Aschberger, 2015). A elevada area de
superficie, a estabilidade quimica e a estrutura poliaromatica sao propriedades que os torna
capazes de serem conjugados com uma vasta variedade de moléculas terapéuticas de forma a
serem transportadas até um alvo especifico (He et al, 2013). Essas moléculas podem ser
incorporadas na cavidade interna bem como funcionalizadas a superficie. As suas pequenas
dimensoes permitem-lhes escapar a opsonizagio bem como a fagocitose e, no caso de
entrega de farmacos a células cancerosas os CNTs entram passivamente nos tumores sem a
ajuda de anticorpos nem de outras moléculas. Este efeito de permeabilidade e retengao
aumentado promove a acumulagao do farmaco no tumor (Amenta e Aschberger, 2015;

Mundra et al., 2014).

iodegradable
cap

Functionalized CNT

Figura 6 — Representacio esquemdtica do processo de entrega de firmacos. (a) A
superficie do CNT encontra-se ligado o recetor quimico (Y) e na cavidade interna esta o
farmaco (.) (b) A extremidade do CNT é tapada (c) O conjugado obtido entra no
organismo, alcangando o alvo (d) A célula internaliza o CNT através de endocitose mediada
por recetores (e) No interior da célula extremidade é removida ou biodegradada, sendo
libertado o farmaco (He et al., 2013).
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A resisténcia a quimioterapia tém sido apontada como obstaculo para a eficacia da
terapéutica do cancro. Nas células multirresistentes (MDR) a glicoproteina-P (P-gp) esta
sobreexpressa, sendo esta responsavel pelo aumento do efluxo de farmacos
anticancerigenos. Assim, para superar o desfio colocado pelas células de leucemia MDR
K562 foi feito um estudo no qual os SWCNTs foram carregados com doxorrubicina
(DOX), e funcionalizados com um anticorpo para a glicoproteina-P (Mundra et al., 2014). A
DOX pertence ao grupo das antraciclinas e esta indicada no tratamento de diversos
tumores, incluindo o linfoma nao-Hodgkin agressivo, no entanto, é altamente toxica
e pode conduzir a supressao da hematopoiese, toxicidade gastrointestinal e cardiaca (Liu, Z.
et al., 2010). Os nanotubos obtidos reconheceram especificamente as células de leucemia
MDR K562, tendo demonstrado um carregamento eficaz e uma libertagao controlada de
DOX. Estes resultados foram confirmados por citometria de fluxo (FCM) e microscopia
confocal de varrimento laser (CLSM). Quando comparado com a DOX livre verificou-se
uma maior citotoxicidade sobre as células MDR K562 e uma supressao significativa da
proliferagao celular (Mundra et al., 2014).

A incorporagao de DOX em SWCNTs funcionalizados com PEG através de ligagoes
nao covalentes entre os anéis aromaticos (TT-TT stacking) é bastante vantajosa na medida em
que melhora o tempo de semi-vida e possibilita um maior uptake pelo tumor. O conjugado
SWCNT-DOX demonstrou claramente aumento do tempo de semivida (2.22h)
comparativamente a DOX livre (0.21h). As ramificagoes PEG siao responsaveis por uma
menor clearence pelos macrofagos e a passagem repetida dos conjugados do farmaco nos
vasos tumorais causam um aumento do uptake pelo tumor. O empilhamento de farmacos
em nanotubos de carbono para além do supramencionado tem também a vantagem de nao
comprometer a quimica do farmaco. A informagao obtida pela espectroscopia Raman
relativamente a biodistribuicao dos SWOCNTs combinada com a obtida através de
fluorescéncia para a detegio da DOX indica que embora a maioria dos SWCNT-DOX
permanegam associados nas primeiras horas apds a administragao, a DOX carregada vai-se
dissociando lentamente dos SWCNTs, sendo excretada pelos rins. A maioria dos nanotubos
sao muito grandes para serem excretados pelos rins e, por isso, sao excretados lentamente
pelas fezes (Liu, Z. et al,, 2010).

A libertagao controlada de DOX pode ser obtida através da combinagao de
SWCNTs com quitosano e acido folico. O conjugado SWCNT-DOX para além de induzir a
morte das linhas celulares do carcinoma hepatocelular SMMC-7721 e diminuir o
crescimento do cancro do figado também demonstrou menor toxicidade in vivo que a

doxorrubicina livre (Lamberti et al., 2015).



Os SWCNTs também podem ser conjugados com o paclitaxel (PTX). Este farmaco
€ usado no tratamento do cancro da mama, ovario e células niao pequenas do
pulmao (INFARMED). A administragao in vivo dos SWCNTs-PTX em ratinhos com cancro
da mama 4T| demonstrou ser altamente eficaz na supressao do crescimento do tumor
apresentando menor efeito toxico nos orgaos saudaveis quando comparado com o taxol
livre mesmo numa dose mais baixa de farmaco (5mg/kg) (Liu, Z. et al, 2008). A maior
eficacia terapéutica e os efeitos adversos reduzidos poderao ser atribuidos ao tempo de
semi-vida mais longo e a permeabilidade e retencao aumentada (He et al., 2013).

Alguns tipos de cancro apresentam sobreexpressao do recetor de biotina na
membrana citoplasmatica, neste sentido, foi feito um estudo no qual os CNTs foram
funcionalizados com biotina e conjugados com um farmaco inibidor da mitose através de um
ligante clivavel. Os CNTs reconheceram especificamente as células tendo sido internalizados
através de endocitose mediada por recetores, o ligante foi clivado e o farmaco libertado no
interior das células. A internalizagao do conjugado SWCNT-biotina em linhas celulares de
leucemia LI2I0FR e a subsequente libertagio do farmaco foi comprovado através da
espectroscopia de fluorescéncia (Amenta e Aschberger, 2015). No entanto, nas células
cancerosas dos nodulos linfaticos verifica-se sobreexpressao dos recetores de acido félico,
assim, os MWCNTs funcionalizados com acido folico e revestidos com uma camada de
nanoparticulas de magnetite na superficie interna foram carregados com cisplatina através
de nanoprecipitagdao. Com a ajuda de um magnete externo o sistema de entrega de cisplatina
foi conduzido para os noédulos linfaticos, ao passo que a funcionalizagdo com folato foi
responsavel pelo reconhecimento e internalizagao nas células tumorais, demonstrando-se
assim, a libertagao controlada de cisplatina nas células cancerosas Hela (Yang, F. et al., 2008).

Além disso, os CNTs também podem ser usados no tratamento de tumores
cerebrais, uma vez que o seu pequeno tamanho e a possibilidade de modificagoes externas

os tornam capazes de atravessar a barreira hematoencefilica (Caraglia et al., 2012).



6.2 TERAPIA COM NANOTUBOS FUNCIONALIZADOS COM ANTICORPOS E
PREENCHIDOS COM METAIS RADIOATIVOS

Os CNTs para além de permitirem a entrega de firmacos e genes as células-alvo
também podem ser usados na entrega de radionuclideos/metais radioativos. Os SWCNTs
funcionalizados com anticorpos e preenchidos com radionuclideos (*Y, '*I, "“C, *Cu ou
”"Tc) podem ser aplicados na imagiologia ou no tratamento do cancro.

Através da funcionalizagio endohedral e exohedral foi idealizado um novo nanotubo
de carbono para a entrega de metais radioativos (Spinato et al, 2015). Os SWCNTs foram
primeiramente purificados através de tratamento com vapor, o qual abre as extremidades
dos CNTs, reduz o numero de defeitos estruturais e ainda remove as impurezas
carbonaceas (Ballesteros et al, 2008). A remogao do carbono amorfo permite uma
funcionalizagao mais eficaz das paredes dos CNTs (Shao et al, 2007). Os SWCNTs
purificados e com as extremidades abertas sao entao preenchidos com analogos radioativos
(halogenetos metalicos), nomeadamente, SmCl, ou LuCl;, e selados através de um
tratamento de elevada temperatura, o qual permite que os compostos fiquem confinados na
cavidade interna. A encapsulagao dos halogenetos metalicos nos SWCNTs foi confirmada
através de microscopia eletronica e espectroscopia. Posteriormente, procedeu-se a
funcionalizagao externa dos SWCNTs obtidos através da cicloadigao do nitreno. Neste
sentido, os SMCI,@SWCNT foram dispersos em NMP seco através de ultrassons, em
atmosfera inerte, a fim de evitar que espécies altamente reativas interajam com o oxigénio,
visto que a reagao com nitreno pode também levar a adicao de radicais. Apds este passo,

adicionou-se um excesso de azida S3 e sujeitou-se a mistura a 200°C durante |12h (Figura 7).
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Figura 7 — Reaccio de cicloadicdo do nitreno ao SmCL,@SWCNT (la) e clivagem do
grupo ftalimida de forma a permitir a funcionalizagio do grupo amino SmCl,@SWCNT-
NH, (3a) (Spinato et al., 2015).

ao

O composto obtido, SMCl,@SWCNT-Pht (2a), na presenca de etanol (EtOH) e
hidrazina (N,H,) perde o grupo protetor ftalimida dando origem a SmCl,@SWCNT-NH,
(3a). Para confirmar se a funcionalizagdo ocorreu, os CNTs funcionalizados com o grupo
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amino (3a) e o percursor protegido com Pht (2a) foram caracterizados por TGA em
atmosfera inerte. Os SmClI;@SWCNT-NH, (3a) foram incubados durante 24h com um
anticorpo  monoclonal (Cetuximab) na presenca de |-(3-dimetilaminopropil)-3-
etilcarbodiimida hidrocloreto (EDC.HCI) e N-hidroxi sulfo succinimida (NHSS) em

condigoes tampao (Figura 8).

Sa 4a
Figura 8 — Obten¢ao do SWCNT funcionalizado com Cetuximab, SmCl,@SWCNT-mAb
(42), e do complexo nao covalente SMCl;@SWCNT/mADb (5a) na auséncia de reagentes e

acoplamento (Spinato et al.,, 2015).

O Cetuximab liga-se especificamente ao recetor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR), inibindo o crescimento celular. Este recetor membranar regula multiplos processos
celulares estando sobreexpresso em varias células cancerosas. O Cetuximab esta indicado
para o tratamento do carcinoma colorretal, carcinoma do pulmao de niao pequenas
células, carcinoma da cabeca e do pescoco. As proteinas podem ter uma forte afinidade
para os CNTs, por isso, foi realizada uma reagao de controlo para verificar se também
ocorria imobilizagdo niao covalente do anticorpo. Neste ambito incubou-se o
SmCI,@SWCNT-NH, (32) com o Cetuximab na auséncia de reagentes de acoplamento nas
mesmas condigoes que a reagao covalente.

Com base na analise termogravimétrica verificaram que o SmCl,@SWCNT-mADb e o
conjugado nao covalente SmCI,@SWCNT/mAb apresentam um carregamento do
Cetuximab similar, 250 mg g"' e 200 mg g, respetivamente. Isto indica que uma quantidade
nao negligenciavel de anticorpo é adsorvida nos nanotubos a qual nao pode ser removida
apesar dos passos de lavagem e didlise.

No entanto, através da eletroforese em gel (Figura 9) observaram diferengas entre
ambos os compostos. No caso do conjugado nao covalente SmCI,@SWCNT/mADb (5a) o
anticorpo nao ligado é livre de migrar através do gel e, por isso, observa-se uma banda na
posi¢ao ca.|50 kDa que corresponde ao Cetuximab. Por sua vez, o conjugado covalente

SmCI,@SWCNT-mADb (4a) ndo da origem a nenhuma banda que corresponda a posi¢ao do
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mADb, isto sugere que a maior parte do Cetuximab esta covalentemente ligado ao CNT, nao
podendo migrar através do gel. A presenca de pequenas quantidades de mAb nao conjugado

nao pode ser excluida sendo provavelmente responsavel pelas bandas claras obtidas.

“ A Figura 9 — Electroforese em gel do
Cetuximab, SmCI,@SWCNT-mAb (4a)
= e SmCI,@SWCNT/mADb (5a) (Spinato et

al, 2015).

Cetuximab
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Com o intuito de se avaliar a capacidade dos conjugados obtidos em alcangar o alvo
foi feita uma imunocoloragao com um anticorpo secundario e incubagao dos CNTs com
células EGFR+ seguido por citometria de fluxo, microscopia confocal ou anadlises
elementares. Tanto o SmCL,@SWCNT-mAb (4a) como o complexo controlo
SmCl,@SWCNT/mAb (5a), foram marcados com anti-IgG humano ligado a nanoparticulas
de ouro (AuNP), capazes de reconhecerem Cetuximab. Como controlo as mesmas
amostras foram separadamente marcadas com anti-lgG coelho ligados a AuNPs, o qual nao é
especifico para as IgGs humanas. Os resultados permitiram concluir que apenas o conjugado
obtido por reagao covalente, SmCl;@SWCNT-mAD, é capaz de reconhecer seletivamente o
alvo. Assim, foi feita a caracterizagio do SmCIl,@SWCNT-mAb marcado com anti-IgG
humano através da analise EDX e mapeamento elementar EDX confirmando a presenga de
Sm e Au e a sua localizagao na area analisada. Provando-se desta forma que o Cetuximab foi
eficientemente imobilizado nos SWCNTs preenchidos com Sm e que a sua afinidade para um
anticorpo secundario foi conservada apds a conjugagao.

Os complexos SWCNTs-anticorpo foram incubados com células do glioblastoma
U87 modificadas para sobreexpressar EGFR (U87-EGFR+). Como controlo negativo
recorreram a células ovaricas de hamster chinés (CHO), visto que estas nao expressam
EGFR. Ambas as células foram tratadas por um periodo de |h e 3h com 10 pg/ml de CNTs.
Como controlo positivo usou-se o Cetuximab numa concentragao de 2.5 pg/ml. Apds o
tempo de incubagao as células foram lavadas, fixas e tratadas com um anticorpo secundario

fluorescente que se liga ao Cetuximab a fim de permitir a analise da ligagao celular e o uptake

19



por citometria de fluxo. Assim, mais de 80% das U87-EGFR+ foram capazes de se ligar e
internalizar o Cetuximab ligado covalentemente ou nao aos SWCNTs. Mesmo que ambos os
conjugados sejam internalizados pelas U87-EGFR+, pode colocar-se a hipétese de que parte
do mAb do conjugado nao covalente se dissocie do CNT e se ligue ao EGFR. No caso das
células CHO menos do que 5% foram capazes de se ligar e internalizar o Cetuximab. A
seguir foi ainda determinado o teor de samario (Sm) nas células tratadas com Sm@SWCNT-
mAb, o que representa uma medida indireta do uptake. Assim, as células U87-EGFR+ e
CHO foram tratadas com 25 pg / ml de SmCI,@SWCNT-mADb, apos 24h as células foram
lavadas, e foi medido o teor intracelular de Sm através de espectroscopia de emissao
atomica por plasma acoplado (ICP-AES). Nas células U87-EGFR+ obteve-se uma maior
quantidade de Sm, 5.60+0.08 pg/célula, o que indica que houve uma entrega mais eficiente do
Sm contido nos nanotubos comparativamente as células CHO, 1.59+0.04 pg/célula.

Contudo, a encapsulagao de radioisotopos nos CNTs e a subsequente
funcionalizagado com ligandos que reconhecem alvos especificos pode ser uma forma
eficiente de entrega de isétopos tanto para fins terapéuticos como de diagnostico. Os
radioisotopos, contrariamente aos farmacos antineoplasicos, quando alcangam o local alvo
nao devem ser libertados das nanocdpsulas para exercer o efeito terapéutico, devem ficar

confinados na cavidade interna até decairem (Spinato et al., 2015).

6.3 TERAPIA FOTOTERMICA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO PROXIMO

A aplicagao da terapia fototérmica no tratamento do cancro tem sido amplamente
investigada visto ser pouco invasiva e altamente eficiente quando comparada com outros
métodos existentes (Moon, Lee e Choi, 2009; Zhou et al., 2014).

Quando as células sao sujeitas a temperaturas superiores a 42° C ocorre
desnaturaciao das proteinas e rutura das membranas e, consequentemente, morte celular
(Hildebrandt, 2002). Enquanto que os tecidos bioldgicos (pele, por exemplo) sao
transparentes a radiacdo no infravermelho proximo (NIR, 700-1100 nm), os CNTs por
sua vez apresentam elevada absorgao otica na regiao do infravermelho proximo e quando
expostos a luz NIR geram quantidades significativas de calor, num curto espago de tempo
(<120s). Este efeito fototérmico pode ser usado para induzir a morte celular de células
cancerosas in vivo de forma nao invasiva (Amenta e Aschberger, 2015; Moon et al, 2009).
Foram realizados varios estudos in vitro para a aplicagio de CNTs na terapia fototérmica. No
que diz respeito a estudos in vivo existe um numero limitado, e a realizagao de ensaios

clinicos ainda nao foi reportada (Amenta e Aschberger, 2015).
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Num estudo piloto in vivo selecionaram os SWCNTs revestidos com polimeros
anfifilicos (10%-5kPEG-PMHC ;) que apresentavam um maior uptake tumoral e acumulagao
relativamente baixa na pele. Estes SWCNTs foram injetados por via intravenosa em sete
ratinhos Balb/c portadores de tumores 4T| em ambos os ombros. Como controlo usaram
sete ratinhos também portadores de tumores 4T, mas nao injetados com SWCNTs. Um
dia apos a irradiagaio com NIR (808 nm) dos sete tumores injetados com SWCNTs cinco
desapareceram, deixando cicatrizes negras no local do tumor original. De entre estes cinco
tumores, trés nao voltaram a crescer num espago de duas semanas, a0 passo que os outros
dois reapareceram uma semana apés o tratamento. Os restantes dois tumores do grupo de
ratinhos injetados com SWOCNTs foram parcialmente removidos e observou-se um
crescimento lento apos a irradiacdo. Ao invés, os tumores no grupo controlo, ratinhos
injetados com SWCNTs mas nao irradiados e ratinhos irradiados com luz IR mas nao
injetados com SWCNTs, mostraram um crescimento rapido do tumor. O que indica que
apenas a injecao dos SWCNTs combinada com a irradiagao tem efeito terapéutico no
crescimento dos tumores (Figura 10). A densidade de poténcia do laser NIR usada neste
estudo (I W / cm?) (Liu, X. et al,, 2011) é menor do que a usada quando se administraram
nanorods de ouro, isto &, nanoestruturas em formato de bastdes, (2 W / cm’>~ 4 W / cm?)
(Huang et al, 2008), possivelmente devido ao efeito de permeabilidade e retengao

aumentados e elevado poder de absorgao dos nanotubos de carbono (Liu, X. et al.,, 201 I).

No Laser Laser Irradiated

No SWNT

SWNT
Injected

L L L )

—

Figura 10 — Fotografias dos ratinhos apds os varios tratamentos. O tumor do ratinho
injetado com SWCNT e irradiado foi completamente destruido (Liu, X. et al,, 2011).
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Apods a destruicao do tumor pela irradiagaio com NIR os SWCNTs injetados no
tumor podem deslocar-se para o sistema reticuloendotelial e ser lentamente eliminados
(Moon et al.,, 2009).

De forma similar ratinhos tratados com SWCNTs funcionalizados com PEG
(SWCNT-PEG) mostraram destruicio completa dos tumores sem efeitos nocivos ou
recorréncia do tumor durante 6 meses, a0 passo que os tumores nho grupo controlo
continuaram a crescer até a morte do ratinho. Uma das maiores preocupagoes apods a
terapia fototérmica é se os SWCNTs se acumulam ou nao nos tecidos/orgaos ou se sao
eliminados. Neste estudo foi também possivel verificar que maioria dos SWCNTs foram
completamente excretados através da via biliar e urinaria em cerca de 2 meses (Moon et al.,
2009).

Um outro estudo utilizou SWCNTs CoMoCAT®, nanotubos com tamanho uniforme
(0.81 nm) e pico de absor¢ao aos 980 nm, conjugados com folato (SWCNT-FA), o qual se
liga especificamente a superficie do recetor de folato marcador de tumor. Tanto nos ensaios
in vitro como in vivo os SWCNT-FA melhoraram efetivamente a destruicao fototérmica das
células tumorais nao afetando as células normais. Varios tumores solidos, incluindo, células
do carcinoma da mama, pulmao, endométrio, cérvix, ovario e rim sobreexpressam
receptores de folato (FRs) na membrana citoplasmatica. Neste sentido foram usadas células
EMT6 FR-positivas (FR+) com FRs sobreexpressas nas superficies e células FR-negativas
(FR-) sem FRs. Ambas as células FR+ e FR- foram incubadas com SWCNT-FA durante 2h,
lavadas, e, posteriormente, irradiadas com laser (0.5 W / cm?) durante 2 min. Apds a
irradiagao, observou-se que nas células FR+ tinha ocorrido morte celular, o que foi
evidenciado pelas alteragdoes morfoldgicas drasticas, ao passo que as células FR-
permaneceram intactas. Assim, pode concluir-se que as células FR+ conseguem internalizar
seletivamente os SWCNT-FA sendo destruidas quando sujeitas a radiagao NIR. In vitro foi
avaliada a viabilidade das células tumorais sujeitas a concentragoes de SWCNT-FA e
intensidades diferentes. Durante a irradiagio de intensidade 60 |/ cm? as células tumorais
tratadas apenas com laser sem a presenga de SWCNT-FA permaneceram intactas enquanto
as sujeitas a laser e SWCNT-FA apresentaram citotoxicidade fototérmica. Por sua vez,
durante a irradiagio de intensidade 120 J/ cm? as células tumorais sujeitas apenas ao laser
apresentaram citotoxicidade acentuada (37%). No entanto, a fotocitotoxicidade foi mais
significativa quando se usou os SWCNT-FA. Os SWCNT-FA com concentragao de .75
pg/ml e 3.5 pg/ml levaram a taxas de citotoxicidade de 60% e 85%, respetivamente (Figura
I'1). Portanto tanto a concentragao como a intensidade do laser sao fatores responsaveis

pela citotoxicidade.

22



120 5

— Laser
100 - L— [ Laser+1.75 pg/ml FA-SWNT
5 T I Laser+3.5 pg/ml FA-SWNT
T e0- ' M ANISE LT RS ¥
Q ~y $t 4 4
o - ]
° | . !
& 60 : St
3 ~™

é‘ - .
| 904 Control 120 Jem?® 120 Jem*+FA-SWNT
- (3.5 ug/ml)
] (b)
O 20

0 - -

60 Jiem 120 Jiem

(@)

Figura |1 - Viabilidade das células tumorais sujeitas a tratamentos diferentes. (a) Células
tumorais tratadas apenas com laser ou com laser e FA-SWCNT. As células sem tratamento
serviram de controlo. (b) Imagens oticas das células tumorais sujeitas a condi¢oes diferentes
tal como indicado (Zhou et al., 2014).

Para investigar os efeitos dos SWCNT-FA in vivo injetaram células EMT6 em fémeas
Balb/c. Os tumores dos ratinhos com ou sem SWCNT-FA foram irradiados por laser (980
nm). Durante a irradiagao foi medida a temperatura a superficie dos tumores com uma
camara térmica infravermelha. Num dos ratinhos com SWCNT-FA a irradiagao causou uma
elevagao de temperatura de 63°C, no entanto, o tumor sem SWCNT-FA irradiado da
mesma forma levou a uma elevacao de 54°C. Ensaios com outros animais conduziram a
resultados similares. Assim, pode concluir-se que os SWCNT-FA podem melhorar a terapia
fototérmica.

Com o intuito de se investigar a distribuigado dos SWCNTs injetaram diretamente
nos tumores solugdoes de FITC-SWCNT ou FITC-SWCNT-FA. Os tumores foram
analisados ao microscopio de fluorescéncia 6h apos a injegao. A fluorescéncia dos SWCNT-
FA foi detetada somente no interior dos tumores, porém, os SWCNT foram detetados no
interior e também no tecido circundante. Isto indica que SWCNT-FA tem uma maior
afinidade para as células tumorais devido aos anticorpos especificos para o tumor, enquanto
os SWCNT que nao se encontram conjugados com folato, para além, de entraram nas
células tumorais também penetraram nos tecidos circundantes através de difusao
intracelular.

Os principais desafios associados a terapia fototérmica estao relacionados com a
seletividade do tratamento bem como a capacidade de atingir o nivel apropriado de calor
por irradiacao. A seletividade pode ser conseguida através da funcionalizagao, ao passo que o

aquecimento dos nanotubos apds irradiagio pode ser modulado através da projegao de
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CNTs com boro ou azoto. Estas modificagoes criam defeitos nas superficies o que podera
levar a dispersao na trajetoria da luz e aumentar as propriedades de aquecimento dos CNTs.
O aquecimento excessivo podera levar a efeitos indesejaveis nos tecidos saudaveis
circundantes e o aquecimento insuficiente conduzira a falha na destruicao das células
tumorais. Os nanotubos de carbono mais longos apresentam um melhor acoplamento 6tico
e, por conseguinte, melhores propriedades térmicas comparativamente aos CNTs mais
curtos. Assim, escolher os CNTs com o comprimento adequado também é importante para
otimizar o aquecimento (Amenta e Aschberger, 2015).

A terapia fototérmica apesar de ser bastante promissora esta limitada ao tratamento
de tumores superficiais por causa da baixa penetragao tecidular da radiagao NIR (Gannon et
al, 2007) Uma outra limitagao esta relacionada com a recorréncia do tumor, o qual pode ser
ultrapassado ao aumentar a imunogenicidade do tumor (Amenta e Aschberger, 2015).
Contudo, o uso de CNTs funcionalizados na terapia fototérmica se combinados com a
quimioterapia também entregue pelos nanotubos de carbono podera trazer grandes
oportunidades para o tratamento do cancro (Liu, X. et al., 201 I).

Os SWCNTs também podem libertar calor quando expostos a ondas de
radiofrequéncia (RF) induzindo citotoxidade nas células cancerosas. Num estudo os
SWCNTs funcionalizados através de ligagdes nao covalentes com Kentera, polimero nao-
idnico e biocompativel, foram injetados em coelhos com tumores hepaticos VX2 sendo
expostos a RF (13.56 MHz). Apos 48h, todos os grupos tratados com SWCNT
demonstraram necrose completa, enquanto os tumores nos grupos controlo, tratados com
RF mas sem serem injetados com SWCNT e os injetados com SWCNT mas nao tratados

com RF permaneceram viaveis (Gannon et al., 2007).

6.4 IMUNOTERAPIA

A imunoterapia consiste em estimular o sistema imune do doente de forma a
combater as células tumorais malignas (He et al, 2013). A estimulagao pode ser alcangada
através da administracao de vacinas obtidas a partir de células cancerigenas inativadas ou
citocinas que modulam a resposta imune. Tanto as vacinas como as citocinas podem ser
entregues pelos CNTs, melhorando desta forma a imunoterapia antitumoral (Amenta e
Aschberger, 2015). A conjugacao de MWCNTs com uma proteina de lisado tumoral (vacina
de célula tumoral) em ratinhos portadores de tumor do figado H22 demonstrou um
aumento da eficacia da imunoterapia (He et al, 2013). Além disto os CNTs oxidados
também apresentam a capacidade de retardar o crescimento do tumor através da agao

imunoestimuladora (Amenta e Aschberger, 2015).
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7 TOXICIDADE DOS NANOTUBOS DE CARBONO

Embora existam muitos dados acerca das vantagens em termos de maior eficacia e
menos efeitos adversos, varios estudos recentes relataram toxicidades inesperadas induzidas
pelos CNTs (Lamberti et al., 2015).

Os CNTs podem induzir toxicidade através da formagao de radicais livres
designadamente da produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS), resposta inflamatoria
aumentada e formagao de granulomas (Jain, Singh e Pillai, 2012). A formagao de radicais
livres deve-se as impurezas metdlicas presentes nas paredes de CNTs, mas também a falha
da fagocitose pelos macrofagos subsequente a exposicao de CNTs longos (fiber-like). Ao

passo que a inflamagao granulomatosa é devida a formagao de agregados (Nel et al., 2009).

7.1 ESTUDOS TOXICOLOGICOS IN VITRO E OS FACTORES QUE
INFLUENCIAM A TOXICIDADE DOS CNTs

Alguns estudos realizados in vitro relataram um aumento da citotoxicidade dos CNTs
relacionado com o uptake celular, aglomeragao e stresse oxidativo induzido (Yang, S. T. et
al, 2012). Os resultados conflituosos a respeito da biocompatibilidade dos CNTs resultam
da variabilidade, isto & comprimento, forma, espessura, carga, grau de aglomeragao,
método de producido, pureza, funcionalizagao e nimero de paredes (Amenta e Aschberger,
2015; Engineering et al.,, [s.d.]; Madani, Mandel e Seifalian, 2013) bem como dos protocolos
de teste (estudos in vitro vs in vivo, tipos de células, tecidos e animais testados) (Engineering
et al, [s.d.]). Assim, apesar dos varios estudos disponiveis os protocolos usados nem sempre
sao estandardizados (Amenta e Aschberger, 2015). MWCNTs curtos e finos sao
considerados menos toxicos que os nanotubos de carbono longos tipo fibra (fiber-like), uma
vez que sao mais facilmente interiorizados pelas células fagociticas e, consequentemente,
eliminados para fora do organismo (Murphy et al., 2012). Contrariamente, os CNTs longos e
com maior didmetro conduzem a uma maior citotoxicidade, pois o processo de fagocitose
falha levando a producao de ROS e mediadores de inflamagao. A citotoxicidade também
pode ser atribuida a remogao incompleta no passo de purificagao dos catalisadores metalicos
(Fe, Co, Ni e Mo) usados durante a preparagao dos CNTs, os quais podem gerar radicais
livres causando danos nas células e membranas (Jain et al, 2012). Para ultrapassar este
problema pode recorrer-se a ultrassons. Um estudo demonstrou que sujeitar os CNTs ao
ultrassons durante 5 min reduz significativamente a sua toxicidade, este efeito podera ser

devido a libertagao das impurezas metalicas para a solugao (Madani et al., 2013).
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7.2 ESTUDOS TOXICOLOGICOS IN VIVO

Os estudos toxicologicos in vivo permitem obter informagdes mais precisas e
relevantes sobre varios parametros, tais como, distribuicao, metabolismo e eliminagao, uma
vez que avaliam a citotoxicidade no organismo todo ao invés dos estudos in vitro (Madani et
al,, 2013).

Os CNTs podem ser administrados através da via oral, intravenosa, inalatoria ou
transdérmica (Madani et al, 2013). A toxicidade sistémica dos CNTs depende da via de
exposicao e de varios outros fatores relacionados com as suas propriedades fisico-quimicas.
Nalguns estudos os CNTs demonstraram um comportamento toxico apds administragao
oral e intravenosa, ao passo que outros nao revelaram toxicidade (Amenta e Aschberger,
2015). Apesar de nao haver indicagao clara do método de entrada mais toxico, alguns
estudos indicam que a administracao endovenosa, oral e dérmica dos CNTs resultaria numa
ligeira inflamagao, porém a inalagao dos CNTs seria mais preocupante, na medida em que
podera resultar numa inflamagao grave (Foldvari e Bagonluri, 2008). Assim, a toxicidade dos
CNTs parece estar relacionada com o método de administragao. Varios estudos indicam que
a exposicao do sistema respiratorio as nanoparticulas pode resultar em asma, bronquite,
enfisema e cancro do pulmao. Todavia a entrada dos CNTs através do trato gastrointestinal
podera levar a doenga de Crohn e cancro do célon. Para além disso, a exposi¢ao do sistema
circulatério pode conduzir a coagulagao sanguinea e doenga cardiaca. Contudo, nem todas
as nanoparticulas sao toxicas e ao se alterar a forma, tamanho e composi¢ao pode modificar-
se a nanotoxicidade dos CNTs (Madani et al., 2013).

Assim, é necessaria uma investigagao mais profunda sobre a toxicidade e
farmacocinética das diferentes formas de CNTs, particularmente in vivo, antes de serem

eficazmente usados em estudos clinicos e, posteriormente, comercializados (Lamberti et al.,

2015).

7.3 ESTRATEGIAS PARA DIMINUIR A TOXICIDADE

A funcionalizagdo pode melhorar significativamente a dispersibilidade e
biocompatibilidade, bem como diminuir a toxicidade dos CNTs (Madani et al, 2013). Foi
demonstrado que a dispersibilidade pode reduzir a imunotoxicidade dos CNTs. Os
SWCNTs funcionalizados apresentam melhor biocompatibilidade e sao menos citotdxicos
quando comparados com os nanotubos nao funcionalizados (Amenta e Aschberger, 2015;
Lee, Khang e Kim, 2015). Os CNTs ao serem revestidos com um polimero biocompativel
(policarbonato, poliuretano ou policarbonato-uretano) mostraram diminuigao significativa da

toxicidade e da inflamagao (Kumar et al, 2014). Uma das abordagens mais comuns é
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funcionalizar os CNTs com o polimero PEG, o qual reduz a citotoxicidade dos CNTs in vivo,
melhora o comportamento farmacocinético, prolonga o tempo de semi-vida e ainda diminui
a captura pelo sistema reticuloendotelial. (Madani et al., 2013). Um estudo demonstrou que
o uso de ramificagoes PEG pode melhorar o tempo de semi-vida para I5h bem como
melhorar a sua excregao. Os resultados mostraram que os CNTs funcionalizados sao
excretados através da urina e das fezes, ao passo que os nao funcionalizados apresentaram
uma excrec¢ao reduzida. A toxicidade dos CNTs-PEG sé foi reportada para doses elevadas
de CNTs. Os CNTs também podem ser funcionalizados com Tau, os resultados
apresentaram inflamacao celular e destruicio mitocondrial muito baixa quando
administrados numa dose elevada (Yang, S. T. et al, 2012). Assim, as modificagoes quimicas
tais como, funcionalizagao, produgao de CNTs com dimensoes controladas e purificagao
conduzem a uma menor toxicidade (Kumar et al, 2014). Para além disso, a introducao de
defeitos estruturais permite a biodegradacio dos CNTs através de catalise enzimatica
(Mundra et al.,, 2014)

A aplicacao dos CNTs ao campo biomédico nao esta a ser tio rapido como em
outras areas. Enquanto alguns produtos baseados em CNTs ja estao a ser usados em téxteis,
matrizes poliméricas, artigos de desporto, microelectronica e armazenamento de energia,
por sua vez os medicamentos e dispositivos médicos para aplicagdes in vivo ainda nao foram

comercializados (Amenta e Aschberger, 2015).
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8 CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS

Nos dltimos anos os nanotubos de carbono tém sido alvo de investigagao uma vez
que sao materiais com propriedades extremamente interessantes podendo ser usados em
varias aplicagoes, entre as quais, a terapia do cancro. Tendo como base os varios estudos
supramencionados pode concluir-se que os nanotubos de carbono em sistemas de entrega
de farmacos anticancerigenos siao bastante eficientes, pois demonstraram supressao
significativa da proliferacao celular in vitro bem como diminui¢cao do crescimento do tumor in
vivo, levam a um aumento do tempo de semivida e a uma diminui¢ao da toxicidade quando
comparados com o farmaco livre. Desta forma, pode dizer-se que os nanotubos de carbono
na entrega de farmacos contribuem para a melhoria do perfil farmacolégico e terapéutico
dos farmacos. A entrega de isotopos radioativos através dos CNTs também demonstrou ser
eficaz, nao sendo necessaria a sua libertacio no local alvo ao contrario dos farmacos
antineoplasicos. Com base nos estudos referenciados relativamente a terapia fototérmica
conclui-se que apenas a injegao dos SWCNTs combinada com a irradiagao NIR permite a
remocgao dos tumores. Para além disso, a funcionalizagao dos SWCNTs com um marcador
tumoral demonstrou uma melhoria significativa na afinidade para as células alvo e,
consequentemente, na destruicao das células tumorais nao afetando as células normais. Os
CNTs também podem ser usados na entrega de vacinas ou citocinas melhorando a
imunoterapia anticancerigena.

Todavia, varias questoes se colocam em relagao ao seu perfil toxicologico, uma vez
que os nanotubos de carbono apresentam caracteristicas diversificadas entre si,
nomeadamente, no que diz respeito a forma, tamanho, comprimento e funcionalizagao.
Apesar disto, foi demonstrado que modificagoes quimicas aumentam a biocompatibilidade e
dispersibilidade diminuindo significativamente a toxicidade. Contudo, deve ser feita uma
avaliagao in vivo mais profunda com protocolos estandardizados e doses adequadas a fim de
poderem ser usados em ensaios clinicos e, posteriormente, comercializados.

Nos proximos anos alguns CNTs poderao entrar em ensaios clinicos,
designadamente, nanotubos de carbono conjugados com siRNA para a terapia do cancro, o
uso dos nanotubos de carbono na melhoria da imagiologia do cancro coloretal e ainda a sua

utilizagao como fonte de raio-X para detetar pequenos tumores.
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