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Resumo

A administragdo “in vivo” de nanotubos de carbono “multi-walled” (MWCNT’s), mesmo sem
serem funcionalizados, estimula o aparecimento de uma reposta imune em camundongos
normais. Nesse trabalho nds fornecemos evidéncias de que essas nanoparticulas de carbono
também estimulam a resposta imune em camundongos portadores de tumor. Os MWCNT’s (100
pg) diluidos em PBS contendo 0,1 % de Pluronic 127 foram inoculados sistemicamente em
camundongos portando tumores cujos tamanhos atingiram 5 milimetros (mm) e a resposta imune
foi avaliada nos linfonodos desses animais. Observamos que os tumores de animais que
receberam as nanoparticulas ndo cresceram como os tumores dos animais ndo tratados. A discreta
inibicdo do crescimento do carcinoma pulmonar de Lewis (LLC) foi acompanhada pela ativacao
de linfécitos T CD8" tanto em nimero quanto em funcdo. A ativacdo da funcdo citotéxica dos
linfécitos T CD8* pode ser explicada pelo aumento da expressdo de citocinas pertencentes a
familia da IL-12, principalmente IL-27, que € descrita como a citocina envolvida na estimulacao
da citotoxicidade de linfécitos T CD8". Nossos dados demonstraram que nanotubos de carbono

“multi-walled”, mesmo sem funcionalizag@o estimula resposta imunologica antitumoral.

Palavras-chave: Nanotubos de carbono, Carcinoma pulmonar de Lewis, Resposta imune.
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Abstract

The “in vivo” administration of multi walled carbon nanotubes (MWCNT’s) even without
functionalization stimulates the immune response of naive mice. Here we provide evidence that
these carbon nanoparticles also stimulated the immune response of tumor-bearing mice. The
MWCNT’s (100 pg) diluted in PBS with 0,1% of Pluronic 127 were inoculated systemically in
mice with tumor that reached 5 mm and the immune response was evaluated in the lymph nodes.
We observed that the tumors that received the nanoparticles did not grow as the untreated tumor.
The discrete inhibition of the growth of the Lewis Lung Carcinoma (3LL) was accompanied by
activation of CD8 T lymphocytes both in number and in function. The activation of the cytotoxic
function of CD8 T lymphocytes may be explained by the increase of expression of cytokines
belongs to the IL-12 family, mainly the IL-27, which is described as a cytokines involved in the
stimulation of CD8 T lymphocytes cytotoxic function. Our data demonstrated that MWCNT even

without functionalization stimulated the antitumor immune response.

Keywords: Carbon nanotubes, Lewis lung carcinoma, Immune response.
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Capitulo I

INTRODUCAO GERAL



1.1 Nanotecnologia

Embora o conceito de nanoparticulas tenha sido criado na era moderna, a humanidade
sempre teve contato com particulas em escalas nanométricas. Citando como exemplo, em meados
do século IX, artesdos da Mesopotdmia, em um processo totalmente empirico, criavam vasos
cujas superficies eram recobertas com nanoparticulas, criando brilho em seus artesanatos (1);
incéndios ocasionais em florestas criam particulas nanométricas (2).

Essas particulas sdo geradas de varias maneiras podendo ser classificadas quanto a sua
origem como nanoparticulas incidentais ou nanoparticulas estruturadas (2). As nanoparticulas
incidentais podem se originar a partir de atividades humanas (queima de combustiveis fésseis) ou
espontaneamente por meio de algum fendmeno natural (incéndios em florestas). As
nanoparticulas estruturadas sdo geradas racionalmente pela humanidade, servindo a um propdsito
definido e pré-estabelecido. Nessa categoria encontramos ampla gama de compostos ou
particulas confeccionadas em escala nanométrica: lipossomas, micelas poliméricas, nanocapsulas,
nanoesferas, nanotubos de carbono, fulerenos, grafenos, dendrimeros, nanoemulsdes, pontos
quanticos, dentre outros. (1, 2, 3, 4, 5, 7). Embora recentemente comecamos a nos preocupar e
estudar o impacto das nanoparticulas na satde e no desenvolvimento da sociedade vale salientar
que esses estudos ainda s@o incipientes e que hi tempos estamos expostos a essas particulas:
derivados da queima de combustiveis fésseis e incéndios (citados acima), alimentos contendo
aditivos nanoparticulados como diéxido de titdnio (TiO2) e aluminossilicatos.

O desenvolvimento de particulas estruturadas sé foi possivel com o avango tecnoldgico
em vdrias dreas como: fisica, quimica, eletronica, engenharia, ciéncias de materiais (4). Esse
avango ocorrido a partir do inicio do século XX levou ao surgimento de um novo ramo da

ciéncia, conhecido como Nanotecnologia.



Nanotecnologia, cujo prefixo nano deriva do grego “anio”, ¢ definida como a ciéncia ¢ a
engenharia envolvida na sintese, design, aplicagdo e caracterizacdo de materiais, compostos ou
particulas, com pelo menos uma de suas dimensdes variando entre 0,1 a 100 nm (nandmetros) e
tem como sua unidade funcional as nanoparticulas (3,4). A palavra nandmetro indica a divisao de
um metro por um bilhdo sendo, portanto, a bilionésima parte do metro (3). Os materiais
nanométricos possuem propriedades intrinsecas a sua condi¢cdo que permitem aplicacdes nas mais
diversas dareas: medicina (nanomedicina), biologia (nanobiologia), ci€ncias dos materiais,
engenharia eletrOnica, ciéncias da computacdo (1, 2, 3, 6, 7). Uma das caracteristicas mais
marcantes dos materiais em escala nanométrica € a grande relacdo drea/superficie que esses
materiais possuem (7).

Devido a suas particularidades as nanoparticulas geram um grande interesse na area da
saude, pois sua escala nanométrica possibilita o desenvolvimento de nanodispositivos e
nanomateriais que interagem diretamente em nivel subcelular dentro de um sistema bioldgico (3).
Atualmente sdo desenvolvidas pesquisas em campos como: biosensores, diagndsticos e imagens,
sistemas carreadores de drogas, genes e peptideos (delivery-system), sistemas ‘“‘scaffolds”
bioativos (1, 2, 5 ). O grande interesse despertado para o desenvolvimento de “delivery-systems”
ocorre devido a possibilidade de se estruturar carreadores nanométricos contendo farmacos ou
outras moléculas bioativas. Essa combinacdo nanocarreador + farmaco/moléculas bioativas
possui caracteristicas especificas que podem potencializar a interagdo farmaco-alvo e diminuir
efeitos colaterais. Por exemplo, um sistema carreador nanométrico permite que determinado
farmaco seja colocados em maior quantidade no carreador, pois esse serd entregue diretamente no
local de interesse diminuindo assim a possibilidade de efeitos colaterais; o sistema ‘“delivery-

system” permite um aumento de meia vida do firmaco em questdo, promove melhora na



estabilidade, concede protecdo contra ambientes que podem ter efeito de degradagdo na molécula
que estd sendo transportada; drogas antitumorais associadas a nanocarreadores atingem o alvo de
forma mais eficiente e controlada, e podem se acumular no tumor devido a presenca de vasos
fenestrados na massa tumoral, que possuem poros com tamanho menor que 200 nm permitindo
assim que os nanocarreadores atravessem esses poros e “entreguem’ a droga no local exato (1, 5,
7).

Embora a nanotecnologia se mostre um campo extremamente promissor, ainda falta
consenso sobre os riscos que podem advir da producdo em larga escala de materiais
nanométricos, devido principalmente a baixa quantidade de estudos realizados. Alguns estudos
toxicoldgicos indicam efeitos nocivos das nanoparticulas, principalmente em ambito ocupacional
e ambiental. Nesses estudos foram elucidadas as principais vias de exposi¢do a nanoparticulas e
posteriores consequéncias dessa exposi¢do. As principais vias de acesso estudadas sdo: via oral,
inalacdo, via dérmica, e parenteral (uso em aplicagdes biomédicas). Preocupacdes com aspectos
de sauide publica em relacdo a incorporacdo da nanotecnologia no dia-a-dia estdo comecando a se
firmar em todo o mundo, embora ainda falte muito para um consenso mundial sobre riscos que os
materiais derivados da nanotecnologia podem apresentar (2,6).

Dentre todos os possiveis materiais nanométricos citados, os nanotubos de carbono
(carbon nanotubes — CNT’s) despertam grande interesse e atualmente sdo alvos de vdrias
pesquisas com o intuito de aplicar suas propriedades fisico-quimicas Gnicas em campos variados

como: eletronica, engenharia de materiais e nanomedicina.



1.2 Nanotubos de Carbono

Em meados da década de 1980, um novo material composto por carbono, designado de
fulereno, foi descrito. O fulereno C60 apresenta uma estrutura icosaédrica com 32 faces sendo,
12 faces pentagonais e 20 faces hexagonais. Esse composto é mais uma forma alotrépica do
carbono, além do grafite e diamante e, apds sua descoberta, grande interesse foi gerado e
indmeras pesquisas realizadas em relacdo aos fulerenos (9). Nesse contexto, no inicio da década
de 90, mais precisamente em 1991, os nanotubos de carbono (CNT’s) foram observados pela
primeira vez. Nesse ano Sumio lijima publica um artigo no qual descreve uma nova estrutura
finita de carbono, que se constitui de tubos em forma de agulhas, com didmetro variando de 4 a
30 nm e comprimento de até 1 micrOmetro (um). Essa nova estrutura recebe o nome de
nanotubos de carbono (CNT’s) e mais um campo de pesquisa se abre em relacdo a essa nova
forma alotrépica (10).

OS CNT possuem interessantes propriedades Oticas, mecanicas e eletrOnicas, o que gera
pesquisas nas mais diversas dreas no intuito de utiliza-los como: sensores quimicos e bioldgicos,
pontas para microscopios de forca atomica (MFA), emissores de elétrons, armazenadores de
gases (por exemplo, o hidrogénio), sistemas carreadores (“delivery-systems” - que podem carrear
farmacos, peptideos, RNA, DNA), elementos de reforco em compdsitos, ‘“‘scaffolds” para
crescimento de células dsseas e no tratamento de tumores (11, 12, 13, 14).

Os CNT’s s@o compostos por folhas de grafite (grafenos) que se enrolam formando uma
estrutura oca tubular de forma cilindrica com 1 4&tomo de espessura. Essas folhas de grafite sdo
formadas por dtomos de carbono ligados entre si em uma estrutura semelhante a anéis hexagonais
condensados. Dependendo do arranjo desses dtomos ao longo da superficie tubular, os CNT’s

podem ser metdlicos ou semicondutores. Dependendo da quantidade de folhas de grafeno que se



enrolam concentricamente sobre o proprio eixo, os nanotubos podem apresentar variacdes nos
ndmeros de paredes. As estruturas que apresentam apenas uma parede (uma camada de grafeno)
sdo chamadas de nanotubos de paredes simples (Single-Wall Carbon Nanotubes — SWCNT’s); as
que apresentam duas camadas sdo denominadas nanotubos de parede dupla (Double-wall Carbon
Nanotubes — DWCNT’s) e finalmente quando existem mais de duas folhas de grafeno enroladas
concentricamente os nanotubos sdo chamados de nanotubos de multiplas paredes (Multi-Wall
Carbon Nanotubes - MWCNT’s). Os primeiros nanotubos observados por Sumio Iijima foram os
MWCNT e eles foram encontrados durante um processo de sintese similar a sintese de fulerenos,
chamado de método de descarga por arco elétrico. OS SWCNT possuem geometria simples e
podem variar o seu didmetro de 0,4 nm a 3,0 nm e o comprimento da ordem de 20-1000 nm; Os
MWCNT apresentam didmetros entre 1,4 a 1000 nm, com comprimento podendo atingir de 1 a
varios micrometros (10 - 12, 15 - 17).

Em relag@o a sua sintese, os CNT’s podem sdo obtidos a partir de trés métodos diferentes,
que ocasionam variacdes tanto no tipo de CNT’s gerados (SWCNT, DWCNT ou MWCNT),
como no rendimento obtido e no grau de pureza dos nanotubos de carbono: método por descarga
de arco elétrico, ablagao por laser e deposi¢do quimica a partir da fase de vapor (10, 18 - 20).

Todos esses métodos compartilham uma caracteristica em comum que € a adicdo de
energia em uma fonte de carbono com o intuito de fragmentar essa fonte produzindo dtomos de
carbono isolados ou fragmentos, que se recombinardo gerando CNT’s. A fonte de energia pode
ser eletricidade (descarga por arco elétrico), um feixe de laser de alta intensidade (ablacdo pd
laser) ou calor de um reator (deposi¢cdo quimica por vapor) (20). O método por descarga de arco
elétrico € realisado em uma atmosfera de gis inerte entre dois eletrodos de carbono que podem

ser puros ou conter catalisadores. Através desses eletrodos é gerada uma descarga elétrica que



atinge temperaturas superiores a 3000 °C, resultando na deposicdo de CNT’s (que sdo formados
na presenca de catalisadores apropriados — ferro, cobalto ou niquel) sobre um substrato. Esse
método € barato porem apresenta algumas desvantagens como: alta quantidade de impurezas
geradas durante o processo de sintese; dificil controle das caracteristicas dos nanotubos. (10, 12,
20, 21, 22). O método por ablacdo a laser consiste em irradiacdo de um feixe de laser em grafite
contendo catalisadores apropriados. Com temperaturas atingindo mais de 3000° C ocorre geracao
de atomos ou fragmentos de carbono provenientes do grafite, seguida da formacdo de nanotubos
de carbono (12, 20, 21, 22). E um método caro e no final do processo aparecem muitas impurezas
como particulas de grafites e metais. O método de deposicao quimica a vapor (CVD) foi descrito
em 1993 por Yacaman e colaboradores. Esse método envolve a decomposicao de compostos de
carbono gasosos ou volateis (metano, mondxido de carbono, acetileno, etileno, benzeno, xileno e
outros hidrocarbonetos) catalisada por nanoparticulas metalicas, que servem como pontos de
nucleagdo para o crescimento de nanotubos de carbono. E 0 método mais usado para a producio
comercial de CNT’s, pois diferente dos outros dois métodos citados, a técnica de CVD permite
um “scale-up” para producao industrial. Também ¢ um método que apresenta maior controle
durante sua execucdo, resultando em CNT’s com menores niveis de impurezas.

Os parametros mais importantes que permitem esse controle no CVD sdo: pressdao do
reator, temperatura do substrato no qual crescerd o CNT’s, tipo de gds ou solvente utilizado e o
tipo de catalisador. Embora os CNT’s obtidos por CVD tenham menor quantidade de impurezas
quando comparados aos métodos de descarga por arco elétrico e ablagdo por laser, ainda pode
haver a necessidade de remocgao desses residuos indesejados; para isso a técnica mais comumente
usada € o tratamento com 4cidos fortes (HNO3 e H2SO4), que limpa os CNT’s de impurezas

como residuos de catalisadores e formas amorfas de carbono (18 — 26). Para a caracterizacao



estrutural, morfolégica e andlise de pureza dos CNT’s, vdrias técnicas sdo usadas em conjunto
complementando umas as outras. Os nanotubos provenientes de fontes comerciais geralmente
sao acompanhados de andlises como: espectros Raman, microscopia eletronica de varredura
(MEV), microscopia eletronica de transmissdo (MET), analise termogravimétrica (TGA), andlise
elementar de dados. A espectroscopia Raman € considerada a técnica dptica dominante para se
analisar os CNT’s, devido a grande sensibilidade do método e a caracteristica intrinseca dos

nanotubos, que emitem um grande sinal Raman (27,28).

1.3 Biocompatibilidade dos Nanotubos de Carbono

Devido as vérias possibilidades de uso dos CNT’s na medicina, estudos comegaram a ser
realizados no intuito de investigar o papel desempenhado pelos mesmos dentro de sistemas
bioldgicos. A principal caracteristica revelada pelos estudos € a necessidade de funcionalizagcdo
dos nanotubos de carbono, através de vérias técnicas diferentes e com resultados variados que
atendam a um objetivo especifico. Essas funcionaliza¢des sao realizadas através de reagdes
quimicas nas paredes, pontas dos CNT’s, ou mesmo por encapsulamento fazendo com que estes
se tornem mais soldveis e, consequentemente, com maior poder de interacdo entre meios
organicos, inorganicos e meios bioldgicos (11, 12, 14— 16). Para a funcionalizagdo dos CNT’s
podem ser realizadas reacdes covalentes e ndo covalentes. Dimitrios Tasis et al. (2006) e
Maurizio Prato et al. (2008) mostraram vérias formas de funcionalizacdo que podem ser aplicadas
aos CNT’s: halogenacdo nas paredes dos CNT’s, reacdes de cicloadicdo, oxidag¢do, amidacao,
insercdo de moléculas dentro dos nanotubos, adicdo de radicais, revestimentos dos CNT’s com
polimeros. As técnicas de funcionalizacdo dos CNT’s com radicais organicos aumentam as

possibilidades dos nanotubos atravessarem as membranas celulares, permitindo a entrega de



farmacos e outras moléculas dentro do citoplasma ou até mesmo no nucleo. Dentre todas as
possibilidades de funcionalizacdo, as duas mais utilizadas atualmente sdo os processos quimicos
de oxida¢do com 4cidos fortes e ultrassonicacdo (resultando na presenga de hidroxilas e/ou
carboxilas nas paredes laterais dos nanotubos) e os processos de adi¢do de radicais (que permite a
insercao de radicais de interesse nas paredes e pontas dos CNT’s). Com essas funcionaliza¢des os
nanotubos apresentam maior solubilidade em 4gua, ocorre aumento na dispersdo dos CNT’s e,
posteriormente, € possivel o acoplamento de moléculas como proteinas, DNA, RNA, farmacos,
peptideos, que se ligam nos radicais atachados nos nanotubos de carbono (15, 29, 30). Desde a
descoberta dos CNT’s na década de 90 muitos estudos foram publicados sobre a utilizagdo desse
material em sistemas bioldgicos embora até hoje ndo exista consenso sobre a forma que os
nanotubos atravessam as membranas celulares e se internalizam atingindo o citoplasma e/ou o
nucleo. Em um artigo publicado em 2005, Alberto Bianco et al. inferem que a internalizacdo dos
CNT’s ocorrem através de um processo passivo e independente da via endocitica (29,30). No
mesmo ano, os pesquisadores Nadine Wong Shi Kam and Hongjie Dai publicam os estudo
afirmando que os CNT’s se internalizam nas células através de um processo endocitico
dependente de energia (31). Outro estudo realizado no ano de 2008 (Seishiro Hirano et al.)
mostra que os MWCNT’s, pelo menos em parte, se ligam a receptores MARCO (macrophage
receptor with collagenous structure) presentes na membrana de macréfagos e posteriormente sao
fagocitados. Os receptores MARCO pertencem a familia de receptores “scavengers” e
desempenham um importante papel na fagocitose de particulas ambientais nao opsonizadas. Esse
mesmo estudo demonstra que os MWCNT promovem danos nas membranas dos macréfagos

apos a sua ligagdo com os receptores MARCO (32).



Além da falta de consenso em relacao a forma que os CNT’s s@o internalizados pelas
células, outras questdes permanecem controversas quando se estuda esse material: sua toxicidade
e sua capacidade de induzir resposta imunolégica quando introduzidos em sistemas bioldgicos.

Uma das principais preocupagdes que envolvem o uso de nanotubos de carbono é em
relacdao ao desconhecimento do impacto sobre a satde de trabalhadores envolvidos na fabricacao
e manuseio desse material. Estudos realizados mostram que os CNT’s podem levar a danos no
DNA, danos em células pulmonares (presenca de granulomas, infiltrados inflamatorios) (33,35).
CRAIG A. POLAND et al. mostraram que os MWCNT’s podem apresentar citotoxicidade
semelhante ao asbesto, dependendo principalmente da forma e comprimento dos nanotubos.
Nesse trabalho foi detectado o surgimento de processo inflamatério com aparecimento de
leucécitos polimorfonucleares e exudato proteico, apds a inoculacao intraperitoneal de 50 ug de
MWCNT em camundongos (34).

Em um trabalho publicado por nossa equipe (Grecco et al. — 2011), mostramos que os
CNT’s estimulam as fun¢gdes dos macréfagos levando a um aumento na expressao de interleucina
12 (IL 12), resultando assim em uma série de eventos que ativam a resposta imunoldgica celular
(Th1) e a produgao de anticorpos (36).

Um estudo publicado em 2007 (Kateb e colaboradores) mostra que a internalizacdo de
MWCNT por macréfagos e células tumorais, ndo alteram o perfil de expressao de citocinas nem
a capacidade de proliferacao dessas células. Nesse mesmo estudo foi avaliada a capacidade dos
CNT’s em ligar DNA e siRNA e carred-los dentro de células da microglia, mostrando a
viabilidade do uso desses nanotubos como carreadores em terapia anticancer (37). Embora ainda
ndo exista consenso sobre os efeitos toxicos e sobre os efeitos exercidos pelos CNTs sobre o

sistema imunoldgico, intensas pesquisas sdo realizadas no intuito de se aproveitar todo o
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potencial desse material como carreador bioldgico de drogas antitumorais e como

nanodispositivos que podem ajudar na detec¢do precoce do cancer (38-40).

1.4 Sistema Imunolégico

O sistema imunolégico desempenha uma fungdo vital em todos os organismos
multicelulares, coordenando e efetuando reacdes contra substincias estranhas, células
senescentes, microbios, contra células anormais que eventualmente surgem no proprio organismo
e contra macromoléculas (proteinas, polissacarideo). Esse sistema é composto por células e por
moléculas que desempenham suas func¢des protegendo o hospedeiro contra as ameacas citadas.
Essas reacOes sdo denominadas resposta imunoldgica ou resposta imune. A imunologia € a
ciéncia que estuda o sistema imunoldgico em toda a sua extensdo (aspectos moleculares e
aspectos celulares) e, para um melhor entendimento, as respostas imunoldgicas sdo classificadas
em duas: resposta imunoldgica inata (também chamada de resposta imunoldgica natural) e
resposta imunoldgica adaptativa (chamada de resposta imunoldgica adquirida) (41-42).

A resposta imune inata possui trés func¢des importantes: € a linha de defesa inicial do
organismo contra infeccdes por micrébios; seus mecanismos efetores t€ém capacidade de eliminar
micro-organismos; ela estimula a resposta adaptativa e influencia na natureza e desenvolvimento
da mesma, tornando-a mais efetiva. Outras duas caracteristicas inerentes a esse tipo de resposta é
que ela € efetuada apenas contra micro-organismos e, seu padrdo no desenvolvimento dessa
resposta € sempre o mesmo (41).

Os principais componentes da resposta imune inata sdo: barreiras fisicas e quimicas
(epitélios e moléculas antimicrobianas produzidas pelas superficies epiteliais); células fagociticas

(neutréfilos, macréfagos células dendriticas) e natural killers (células NK); proteinas sanguineas
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(sistema complemento e mediadores de inflamacdo) e citocinas (proteinas que regulam e
coordenam atividades das células componentes da resposta imune) (41). Os componentes da
resposta imune inata reconhecem estruturas caracteristicas que sao compartilhadas por
microrganismos patégenos. Tais estruturas incluem &cidos nucleicos (RNA fita dupla presente
em virus no estdgio de replicacdo, sequencias ndo metiladas de CpG DNA presentes em
bactérias), proteinas caracteristicas encontradas em micro-organismos, complexos lipidicos e/ou
de carboidratos (LPS em bactérias Gram negativas, dcido teicdico em bactérias Gram positivas).
Essas estruturas compartilhadas por micro-organismos recebem o nome de PAMP’s (pathogen-
associated molecular patterns) e as células participantes da resposta imune inata possuem Varios
receptores especificos que reconhecem esses padrdes moleculares. Esses receptores sdo expressos
nas superficies das células (ex, Macrophage mannose receptor — MMR; Macrophage scavenger
receptor - MSR), em compartimentos intracelulares (ex, Proteina quinase — PKR; Toll like
receptors -TLR) e podem ser secretados na corrente sanguinea e em fluidos tissulares (ex,
Mannan-binding lectin -MBL, C-reactive protein - CRP, e Serum amyloid protein — SAP). As
principais funcdes desses receptores incluem opsonizacgdo, ativagio do sistema complemento e da
cascata de coagulagdo, fagocitose, ativacdo de vias de sinalizacao pré-inflamatdrias, e indugdo de
apoptose (43).

A resposta imune adquirida ou adaptativa tem como principais caracteristicas a memaoria
imunoldgica apds exposi¢do prévia a um determinado antigeno, uma alta especificidade e
diversidade dessa resposta, especializacdo, autolimitacdo e capacidade de nao reagir a moléculas
e/ou células do proprio organismo. Essas caracteristicas permitem que a resposta imune
adaptativa aumente sua magnitude e sua capacidade defensiva toda vez que hd repeticdo na

exposicdo de um antigeno que ja tenha entrado em contato anteriormente com o organismo.
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Outro ponto importante da reposta adquirida € a capacidade de reconhecer um grande nimero de
substancias nio provenientes de microrganismos, além daquelas originadas pelos microrganismos
(41). A resposta imune adaptativa pode ser subdividida em: reposta imune humoral e resposta
imune celular. A resposta imune humoral é mediada por anticorpos produzidos pelos linfocitos B.
Esses anticorpos circulam na corrente sanguinea e estdo presentes nas secrecdes provenientes de
mucosas. A principal fun¢do dos anticorpos é a neutralizagdo da capacidade infecciosa de
microrganismos, além do reconhecimento de antigenos microbianos. A resposta imune celular é
mediada por linfécitos T, células apresentadoras de antigenos (APCs), células efetoras bem como
os produtos gerados pelas mesmas. Ha diferentes subpopulagdes de linfécitos que diferem na
maneira como € efetuado o reconhecimento de antigenos. Os linfécitos B expressam em sua
superficie, receptores especificos (BCR) e, como citado anteriormente, tem a capacidade de
producdo de anticorpos. Os linfécitos T ndo sdo capazes de produzir anticorpos e expressam em
sua superficie, receptores especificos denominados TCR. Esses linfocitos consistem em
subpopula¢des funcionalmente distintas: T helper CD4" e T citotéxico CD8" (CTL’s) (41). A
principal diferenca existente entre os linfécitos B e linfécitos T em termos de reconhecimento de
antigenos, € que os primeiros reconhecem peptideos, proteinas, dcidos nucléicos, polissacarideos,
lipideos e pequenos produtos quimicos, enquanto que os linfécitos T reconhecem como antigeno
apenas os peptideos dispostos numa sequéncia primdria de aminodcidos. Para o reconhecimento
do peptideo pela célula T, é fundamental que ele esteja unido a uma forma alélica das moléculas
do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) do préprio individuo, expressa na
superficie das células apresentadoras do antigeno (APC’s) (41,44). As APC’s (células
dendriticas, macréfagos ou linfocitos B) convertem antigenos protéicos em peptideos e os

acoplam a moléculas de MHC, gerando o primeiro sinal indispensdvel para a ativacdo de
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linfécitos T. O MHC garante que as células T sé reconhecam antigenos proteicos associados a
uma célula, e que o tipo certo de célula T (helper - CD4" ou citotéxicas - CD8") responda de
maneira eficiente. Os linfécitos T CD4" reconhecem antigenos ligados moléculas MHC de classe
I enquanto os T CD8" reconhecem antigenos ligados em moléculas MHC de classe 1. O segundo
sinal € dado pela ligacdo de moléculas co-estimulatérias presentes tanto nos linfécitos, como nas
APC’s (40; 44). As principais moléculas co-estimulatdrias estudadas sao as CD 152 (CTLA4) e
CD 28 que estdo presentes nos linfécitos e CD 80 e CD 86 presentes nas células apresentadoras
de antigenos. A inibicdo da expressdo dessas moléculas suprime a resposta dos linfocitos T,
mecanismo conhecido como anergia. H4 concordancia na literatura que o sinal dado pela
molécula CD28 influencia positivamente a ativagdo linfocitdria, enquanto o sinal dado pela
molécula co-estimulatéria CTLA4 (CD152) € negativo na ativacao de linfocitos (45).

ApOs a apresentacao dos antigenos pelas APC’s, € iniciada uma sucessdo de eventos que
resultard em ativagdo linfocitaria. Produtos soliveis produzidos pelos linfécitos sdo
extremamente importantes nesse processo de ativacdo. Os linfécitos T helper CD4" secretam
alguns tipos de citocinas que os diferenciam em subpopulacdes celulares do tipo Th1 e Th2. Mais
recentemente, um terceiro subtipo foi descrito, os linfécitos T helper17. Linfécitos CD4" do tipo
Th1 secretam citocinas que apresentam atividade pré-inflamatéria como: IL-2, IFNy e TNFa, que
medeiam as reagdes de hipersensibilidade tardia e induzem a sintese preferencial de alguns
isotipos de imunoglobulinas pelos linfécitos B. Linfécitos CD4" do tipo Th2 produzem citocinas
antiinflamatorias e secretam IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. Eles estdo associadas com a producao de
imunoglobulinas dos tipos IgG 1 e IgE pelos linfécitos B. As células ThO produzem um padrio
combinado de citocinas Th1l e Th2, enquanto o subtipo designado Th3, identificado na mucosa

intestinal, produz quantidades considerdveis de fator transformador de proliferacio (TGFp)
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(46,47). Varios fatores que ocorrem no momento da interacdo entre células como o
microambiente em que se desenvolve essa interacdo APC’s + linfdcitos, as citocinas expressas
nesse microambiente, o tipo de células apresentadoras que entram em contato com linfécitos

influenciam a diferenciac@o do subtipo de resposta Th1 ou Th2 (48).

1.5 Imunologia de Tumores

O cancer € um dos principais problemas de saide publica mundial, e € uma das mais
importantes causas de morbidade e mortalidade que afligem criancas e adultos (40). Atualmente
estd bem estabelecida e aceita a teoria de que a presenca de fenOmenos intrinsecos a células
autdbnomas determinam o aparecimento precoce do cancer. As caracteristicas presentes nas
células tumorais sdo: capacidade proliferativa descontrolada (essas células produzem fatores de
crescimento que as estimulam; perdem a capacidade de responder a sinais inibitdrios de
crescimento), habilidade de invadir tecidos e se metastizar (replicando descontroladamente e
criando novos vasos sanguineos em um processo denominado angiogénese) (40,49). Essas
transformacoes celulares sdo iniciadas por fatores genéticos e epigenéticos que ativam oncogenes
e suprimem mecanismos supressores de tumor (50). As células tumorais, apesar de derivadas do
préprio organismo, sdo capazes de elicitar resposta imunoldgica devido a presenca de antigenos
expressos em sua superficie e esses antigenos sdo reconhecidos como “ndo proprios” mas a
presenca das caracteristicas descritas acima permitem que essas células consigam sobrepujar a
vigilancia imunolégica do organismo ocorrendo assim a progressdao dos tumores. O conceito de
vigilancia imunolédgica foi introduzido na década de 50 por Mcfarlane Burnet e postula que
algumas fungdes fisioldgicas do sistema imunoldgico sd@o o reconhecimento e destruicdo de

clones provenientes de células transformadas antes delas se transformarem em tumor e, a
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destruicdo de tumores antes deles crescerem desordenadamente (40,49). As células tumorais
conseguem escapar das respostas imunoldgicas inatas e adaptativas (vigilancia imunolégica)
através de processos conhecidos como imuno edicdo (também chamado de imuno selecdo) e
subversdo imune. Na imuno edi¢do ocorre selecio de células tumorais ndo imunogénicas
enquanto que na subversdo imune ocorre supressdo ativa da resposta imunoldgica (49). O
processo de imuno edicdo é extremamente dinamico e compreende trés fases, a saber: eliminacao
(consiste na remocao direta ou indireta de células malignas pelas células do sistema imune),
equilibrio (¢ a fase de laténcia apds a remocao incompleta de células tumorais pelo sistema
imune) e escape (aparecem células tumorais ndo imunogénicas que escapam da vigilancia
imunoldgica) (50).

A presenca de antigenos especificos tumorais permite a montagem de uma resposta
imunoldgica contra essas células anormais, pelo menos até a fase de equilibrio. Esses antigenos
tumorais podem ser produtos de oncogenes mutados e genes supressores de tumor; produtos de
outros genes mutados; proteinas celulares com expressdo aberrantes ou superexpressas; antigenos
tumorais produzidos por virus oncogénicos; antigenos oncofetais; glicoproteinas e glicolipideos
expressos alteradamente na superficie celular; antigenos de diferenciacdo do tipo especifico de
tecidos (40). Os linfécitos T citotéxicos (CD8" - CTL’s) desempenham um importante papel no
combate a células tumorais, reconhecendo e neutralizando células potencialmente malignas que
expressam peptideos derivados de proteinas celulares alteradas, ou proteinas virais oncogénicas.
Essas estruturas alteradas sdo processadas pelas células apresentadoras de antigenos (APC’s) e
sdo apresentadas associadas com moléculas de MHC classe 1. Muitos estudos mostram que um
alto nimero de linfécitos T infiltrados no tumor indica um bom progndstico. Apds o contato com

antigenos apresentados, os linfécitos naive T CD8" rapidamente se diferenciam em linfécitos
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efetores T CD8 * (CTL’s) produzindo citocinas como IFNy, aumentado a expressdo de receptores
em sua superficie (FasL) e produzindo moléculas quimicas efetoras de citotoxicidade: perforinas
e granzimas. E importante ressaltar que os linfécitos T CD4" também atuam no momento de
diferenciacio dos linfécitos T CD8" produzindo citocinas (por exemplo IFNy) que direcionario a
formacdo desses linfécitos citotéxicos (CTL’s). Essa atuagio por parte das T CD4" é dividida em
trés fases: fase de inducao da formacao dos CTL’s, fase de manutencdo da reposta por parte dos
CTLs e fase de formacdo e manutencao das células de memoria (CTL’s de memoria) (40, 49, 51,
53). Outro fator crucial para a formacdo dos CTL’s € a presenca da interleucina 27 (IL-27),
pertencente a familia da IL-12 (IL-12, IL-23, IL-27). Ela € uma proteina heterodimérica
produzida pelas APC’s, composta pelas subunidades EBI3 (EBV-induced 3) e p28 (que é
homdloga a subunidade p35 presente na IL-12), e atua em diferentes tipos de células que
expressam um complexo de receptores denominados IL-27R. Similarmente a IL.-12, ela apresenta
potente atividade antitumoral através de mecanismos indiretos como: indu¢do de Linfécitos T
CDS8" e NK; inibi¢do da angiogénese primdria dos tumores. A IL-27 atua ativando os fatores de
transcricdo STAT 1-5, Tbet e EOMES aumentando assim a producdo de perforinas e granzimas
pelos CTL’s. (52,54-56). As perforinas e granzimas sdo importantes moléculas quimicas efetoras
da acdo citotéxica via que os CTLs apresentam contra seus alvos. Os linfécitos citotéxicos
quando ativados apresentam em seu citoplasma organelas com func¢des de armazenamento e de
secre¢cdo denominadas lisossomas, que armazenam em seu interior perforinas (proteinas com
capacidade de formar poros em membranas) e granzimas (pertencentes 4 familia das serinas
proteases). Quando os CTL’s interagem com sua célula alvo, ocorre exocitose e o conteido dos
granulos € liberado na sinapse imunoldgica. As perforinas permeiam a membrana citoplasmatica

das células alvo e promovem a entrada das granzimas, que iniciam o processo de apoptose
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através da agdo sobre as caspases (proteinas citosdlicas que contem residuos de cisteina e

desempenham tanto func¢des pré-inflamatdrias quanto fungao promotora de apoptose) (57-60).
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Capitulo 11

Administracao nanotubos de carbono “multiwalled” in vivo ativa
citotoxicidade tumor-especifica de linfécitos T CD8" e reduz ligeiramente o

crescimento de carcinoma pulmonar em camundongos
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2.1 Introducio

Aplicacdes biomédicas para nanotubos de carbono estdo sendo intensamente
investigadas devido as caracteristicas desses materiais que apresentam uma combinacdo de
tamanho e propriedades fisico-quimicas extremamente tuteis (1,2). No combate aos tumores os
nanotubos de carbono t€m um grande potencial em amplas dreas como: diagndsticos por
imagens; como “delivery-system” atuando no fornecimento de agentes farmacoldgicos ou de
moléculas como DNA; participando do silenciamento de genes com RNA de interferéncia;
transportando oligonucleotideos e/ou proteinas para o tratamento ou detec¢do de determinados
tipos de cancer (3). Entretanto, poucos estudos estdo abordando o efeito dos nanotubos de
carbono sem nenhum tipo de funcionaliza¢do em modelos experimentais de tumores em animais.
Recentemente, demonstramos que nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT’s) ndo
funcionalizados, estimulam tanto a resposta imune inata quanto a resposta imune adaptativa em
camundongos normais. O sisttma imunoldgico pode tanto promover como Ssuprimir o
crescimento de tumores (4). Na literatura ja estd bem estabelecido que a inflamacdo cronica
predispde ao surgimento do cancer (5). Citocinas pré-inflamatérias como a Interleucina-1 (IL-1)
e a Interleucina-6 (IL-6) s@o consideradas essenciais na progressao tumoral (6). Por outro lado,
um nuimero elevado de linfécitos T intratumorais prediz sobrevivéncia a longo prazo em
pacientes com determinados tipos de tumores, sugerindo uma resposta antitumoral imunitaria
(7,8). Linfécitos T CD4" “tumores-especificos” orquestram a resposta imunoldgica contra o
cancer. Esses linfécitos T CD4" sdo necessdrios para a ativacdo de linfécitos T CD8" citotéxicos,
mediada por citocinas (9,10) Linfécitos T CDS8*, também conhecidos como linfécitos T
citotoxicos (CTL’s), desempenham um papel fundamental no controle de varios tipos de canceres

(11,12). A ativacdo de linfécitos T citotoxicos pode ser explicada pela acdo de inimeras e
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potentes citocinas imunoregulatdrias, que sdo geradas durante a resposta imune inata e funcionam
como um link funcional entre a resposta imune inata e resposta imune adaptativa. As citocinas
que pertencem a familia IL-12 (IL-12, IL-23 e IL-27) sdo particularmente importantes na
ativacdo de células T citotéxicas (CTL’s). A familia de citocinas pertencentes a IL-12 foi
avaliada em vdarios tumores pré-clinicos, revelou-se que esta citocina exerce efeitos anti-tumorais
potentes contra varios modelos de tumor (13). Os efeitos anti-tumorais de IL-27 pode ser
explicado principalmente devido aos seus efeitos sobre a ativagdo das células NK (natural-killers)

e ativacdo de linfécitos T CD8" (14-16).

No presente estudo, apresentamos evidéncias de que a administracdo in vivo de
nanotubos de carbono (MWCNT’s) ndo funcionalizados reduz ligeiramente o crescimento do
carcinoma pulmonar de Lewis (LLC). A reducdo do crescimento do tumor foi acompanhado pelo
aumento de IL-12 e IL-27 e aumento da quantidade de linfécitos T CDS8" citotéxicos com
atividade contra células tumorais. Estes resultados indicam que, mesmo sem funcionalizacio
prévia, o MWCNT desempenha um papel importante contra o desenvolvimento tumoral, devido a

sua capacidade de estimular a resposta imunoldgica no sistema imune.
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Materiais e métodos

2.1.1 Preparacao e Caracterizaciao de Nano tubos de Carbono

Os Nanotubos de Carbono Multiwalled usados nessa pesquisa foram preparados no Laboratdrio
de Nanoengenharia e Diamante (NanoEng), pertencente ao Departamento de Semicondutores,
Instrumentos e Fotonica da Faculdade de Engenharia Elétrica e Computacio da UNICAMP
(FEEC) . Os MWCNT’s foram sintetizados pelo método de deposicdo quimica a partir da fase
vapor assistida por filamento quente (HFCVD), crescido em substrato de cobre. Esse substrato é
composto por folhas de cobres polidas (10 X 10 mm?®) com espessura de 0,5 mm (4). Antes da
deposicdo dos MWCNT’s, os substratos foram revestidos com solucdo de polianilina e
posteriormente secos sobre uma placa de aquecimento no ar a 373 K durante 120 min. Depois de
secos, esses substratos foram umedecidos com 0,2 ml de uma solug@o de nitrato de niquel (2 gl'l)
diluido em acetona. Apds esse processo eles foram imersos durante 30 min na camara de reacao
do sistema de HFCVD e alimentados com vapor de canfora diluida em propanona (20 gl'l). Dois
gases carreadores diferentes foram usados na camara do reactor: hidrogénio (Vol 14,5%.) e
nitrogénio (85% vol.). A pressdo total no sistema se manteve em 27 mbar e uma vazao total de
cerca de 100 centimetros cubicos por segundo (sccm) foram mantidos ao longo do processo de
obtengcdo dos MWCNT’s A temperatura, medida por um termopar colocado no lado de baixo do
substrato de cobre, foi mantida a 723 K. Durante a sintese de MWCNT’s pelo método de
HFCVD, foram formados sobre a superficie superior do substrato uma espécie de “filme” de
MWCNT’s. Estes “filmes” foram facilmente retirados no final do processo, devido a diferenca
existente entre o coeficiente térmico de dilatacio dos MWCNT’s e do cobre. Os “filmes” de
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MWCNT’s foram tratados durante 20 min com ultrassonica¢do levando a produ¢ao de um p6 de
MWCNT’s com nanotubos de carbono apresentando cerca de 1000 nm de comprimento e 60-80
nm de didmetro, aberto em ambas as extremidades. Os MWCNT’s foram caracterizados por
espectroscopia Raman, microscopia eletronica de varredura com emissao de campo (FESEM -
field emission scanning electron microscope) e microscopia eletronica de alta resolucao
(HRTEM- high resolution transmission electron microcope). Os espectros Ramam foram
registrados a temperatura ambiente usando um sistema Renishaw e empregando um laser de
argonio (A = 514.5 nm), com poténcia de cerca 6 mW. As andlises morfolégicas das amostras
foram feitas como uso de FESEM usando um microscopio JEOL JSM-6330F operado a S kV e 8

pn A e com o usode HRTEM usando um JEOL 3010.

2.1.2 Animais

Camundongos C57BL/6 foram obtidos originalmente a partir do Jackson Laboratory (Bar
Harbor, Maine, EUA) e atualmente sdo estabelecidos como uma colonia no Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica (CEMIB) da UNICAMP. Para a realizagdo dos
experimentos foram utilizados camundongos f€meas com idades variando de 6 a 8 semanas.
Durante o periodo de seguimento adotado neste estudo, os animais foram mantidos em gaiolas de
plastico com tampa de metal e maravalha, alimentados com racdo industrializada e dgua “ad
libitum”, com temperatura mantida entre 21° e 23°C com um ciclo de 12h de luminosidade e 12h
de escuro, no biotério do Departamento de Genética, Evolucdo e Bioagentes do Instituto de
Biologia da Unicamp sob condi¢des convencionais. Os animais foram separados randomicamente

nos grupos de estudos (grupo tratamento e grupo controle). Todos os procedimentos foram

30



realizados de acordo com as diretrizes propostas pelo Conselho Brasileiro de Protecdo Animal e

aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UNICAMP.

2.1.3 Preparacao de MWCNT para experimentos in vitro e ex vivo

Para os ensaios in vitro, os MWCNT’s foram tratados termicamente a 250 ° C durante 2h, no
intuito de remover possiveis endotoxinas contaminantes. Apds a esterilizacdo, os MWCNT’s (1
mg) foram suspendidos em 1 mL de solucdo salina de tampao de fosfato estéril (PBS) com 0,1%
de Pluronic 127 (F 127) (Sigma, St. Louis, MO, EUA) e sonicados por 20 minutos. O uso do
Pluronic 127 justifica-se uma vez que sua capacidade tensoativa reduz as interacoes hidrofobicas
e melhora a solubilidade das preparagdes contendo nanotubos de carbono [4]. Para a obten¢do de
macréofagos injetou-se tioglicolato intraperitoneal em camundongos e apds 3 dias o liquido
intraperitoneal foi coletado e centrifugado por 10 minutos a 1200 rpm. Apés a centrifugacdo as
hemaceas foram lisadas com solucdo de cloreto de amonio a 0.82%. As células em suspensao
foram lavadas novamente com solucao de Hanks, centrifugadas e ressuspendidas em meio RPMI
1640 (Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de glutamina a 0.2mM,
4,25mg/ml de gentamicina e 2-mercaptoetanol na diluigdo 1:5000 (meio completo). Para
determinac¢do da viabilidade celular foi utilizado o método de exclusdo com azul de Trypan.

Para ensaios in vivo, os MWCNT’s sonicados e esterilizados foram suspensos em PBS estéril
(PBS livre de Ca*’ e Mg+2) com 0,1 % de Pluronic 127, a uma concentrag¢do de 100 pg/100 uL
por animal e essa solucdo foi continuamente agitada em vortex até a inoculagdo por via
intravenosa através do plexo orbital. As células do carcinoma pulmonar de Lewis (LLC) foram
doadas pela Dr. Giselle Longo. Apds descongelamento, as células foram mantidas em garrafas de

cultura (2-3 X 10° células/garrafa) e cultivadas com meio de cultura completo {suplementado
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com 0,5% de piruvato e 1% de MEM (MEM aminodcidos nado essenciais, Invitrogen, EUA)} As
garrafas de cultura foram mantidas em estufa com temperatura de 37 ° C e 5% de tensdo de CO2,
durante 24 horas. O meio foi substituido a cada 48 horas, e as células foram colhidas apds 144
horas de incubagdo. Um total de 10° células LLC foi injetado por via subcutanea no flanco direito
de camundongos C57BL/6. Quando os tumores atingiram 5 mm de didmetro (dia 12), os animais
foram distribuidos aleatoriamente entre grupo controle e grupo de tratamento com MWCNT’s (5
animais por grupo).Os tamanhos dos tumores foram medidos utilizando um paquimetro os
2

volumes foram calculados utilizando a seguinte formula: Total V (mm3 ) = (largura” x

comprimento) / 2.

2.1.4 Marcaciao de MWCNT

Os MWCNT’s foram marcados com kit para coloragdo contendo um corante vermelho
fluorescente (PKH26; Sigma Aldrich, MO, EUA). O kit contém o corante PKH26, que é um
corante vermelho fluorescente, atéxico e hidrofébico, e o Diluent C, que € um diluente especifico
para essa marcagdo. Os MWCNT’s foram primeiramente diluidos no Diluent C e posteriormente
foi acrescentado o corante PKH26; em seguda realizou-se uma incubagdo a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Os nanotubos corados foram entdo lavados trés vezes com PBS e
centrifugados a 120.000 g durante 4 horas em uma temperatura de 4 °C. Em seguida foram
ressuspendidos em PBS contendo 0,1% de Pluronic 127 na concentracdo de 1 mg/ml. Esta
preparagdo de MWCNT foi usada nas primeiras 24 horas apos a marcagdo dos MWCNT’s com o

corante.
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2.1.5 Microscopia Confocal

Um microscépio confocal invertido Zeiss LSM 510 Meta foi usado para estudo de
imagem fluorescente. As células (macréfagos) foram plaqueadas em laminulas de vidros
juntamente com os MWCNT’s corados. Apds as 24 horas de incubagdo as laminulas foram entao
fixadas com paraformaldeido 4% e lavadas com PBS. Para montagem, utilizou-se o corante
nuclear DAPI na dilui¢do 1:100. Um laser de argdnio com comprimento de onda de 488 nm foi

utilizado para excitar o corante PKH26.

2.1.6 Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo foi realizada para detec¢do de MWCNT’s corados em macréfagos;
para a andlise da populagio de linfécitos T CD 8" em células colhidas dos linfonodos € para a
andlise da atividade citotéxica dos linfécitos T CD8" sobre as células tumorais (3LL). Os
macréfagos foram incubados com MWCNT’s (10 ug / ml) durante 4 h a 37 ° C. Apds o periodo
de incubagdo as células foram lavadas duas vezes e analisados por um citometro de fluxo. Os
dados foram adquiridos (10.000 a 30.000 celulas) em um citometro FACSCanto (BD

Biosciences) e analisados usando o software FACSDiva (BD Biosciences).

2.1.7 RT-PCR Quantitativo

O RNA mensageiro das células de bago e linfonodos foi extraido usando Trizol (Applied
Bioscience, EUA) de acordo com o fabricante. Foi realizada a transcricdo reversa (RNAm em
cDNA) usando um kit denominado High Capacity DNA Reverse Transcription Kit (Applied
Byosistems, USA) . A analise foi realizada com Tagman um ABI Prism 7500 Sequence Detector

Tagman (PE Applied Biosystems, Darmstadt, Alemanha). Os primers B-actina, IL-12, IL-27,
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perforinal e granzima B, foram obtidas a partir da lista do fabricante Applied bioscience. A -
actina foi utilizada como controle interno. O nivel de expressdo de cada transcrito foi avaliado
sempre em relac@o ao resultado da andlise de expressao realizada na mesma amostra, nas mesmas
condic¢des e ao mesmo tempo. Os dados foram obtidos por medi¢des independentes realizadas em

duplicatas (cinco animais / grupo).

2.1.8 Analises Estatisticas
A significincia estatistica dos resultados foi determinada usando a andlise de variancia
ndo paramétrica de Kruskal-Wallis ou o teste de Mann-Whitney. Um valor de p menor que 0,05

foi considerado significante.
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Resultados

2.2.1 Caracterizacdo morfolégica de nanoparticulas de carbono através de analise do
espectro Raman, Microcopia Eletronica de Varredura com Emissao de Campo (FESEM) e

Microscopia Eletronica de Alta Resolucao (HRTEM).

A Figura 1 (A) mostra imagens FESEM tipicas das particulas de nano tubos assim que
depositadas. As barras de escala sdo de 10 a 1000 nm. As imagens ilustram claramente que as
amostras depositadas consistem em nanotubos “multiwalled” ndo alinhados e uniformes, que
cobrem a superficie do substrato com uma aglomerag¢do formando um emaranhado. As Figuras 1
(B) e (C) apresentam uma imagem HRTEM tipica que mostra a natureza da estrutura dos
MWCNT’s. A Figura 1 (D) mostra um espectro tipico de Raman dos MWCNT’s. Este espectro
pode ser dividido em regides de frequéncias de primeira e segunda ordem. Na regido de primeira
ordem aparecem dois picos intensos em 1344 cm™ e 1578 cm’, correspondentes ao pico de
desordem sp” (linha D) e ao pico de grafite altamente orientada E2, sp” (linha G). Na regido de
segunda ordem, hd um pico intenso em 2687 cm” que corresponde ao segundo harménico da
linha D (2 x D), um pequeno pico em torno de 2921 cm-', que corresponde 2 soma das
frequéncias das linhas D e G (D + G), e um pequeno pico em torno de 3202 cm’, que
corresponde ao segundo harmonico da linha G (2 x G). A intensidade do pico D é maior quando
comparada a intensidade do pico G correspondente, o que ndo indica um alto grau de ordem C-C
sp2, correspondendo aos espectros Raman de nanotubos de carbono desordenados de paredes

multiplas.

35



C D

m v Ll v Ll
F B o MWCNT |
ol l -
0 - p

= | 200

s % I g

| w17
Wk | [ 4
20} ‘i‘ i f\\f/ 3184 3
11
e | / J'. \"é-ld““
. " % = r
(cm™)

Figura 1. FESEM (A) e HRTEM ((B) e (C)), mostrando a natureza da estrutura dos MWCNT’s.
Espectro tipico da andlise por espectroscopia Raman dos MWCNT (D).
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2.2.2 Administracao “in vivo” de MWCNT inibe discretamente o crescimento do carcinoma

pulmonar em camundongos.

MWCNT’s esterilizados e dispersos com Pluronic F127 0,1% em PBS (1 mg/mL) foram
administrados sistemicamente em camundongos portadores de tumor. O crescimento do tumor foi
reduzido nos individuos que receberam 100 ug de MWCNT’s / animal em relacdo aos animais
ndo tratados. O efeito de MWCNT foi seguido por pelo menos uma semana e uma reducio do

crescimento tumoral LLC foi observado (Figura 2).
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Figura 2. Crescimento tumoral ap6s administragdo de MWCNT’s em animais com tumor.
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2.2.3 MWCNT’s sao internalizados por macréfagos e estimulam a producio de citocinas

pertencentes a familia da IL-12.

Para investigar o efeito dos nanotubos de carbono sobre a funcdo de macréfagos, os MWCNT’s
corados com corante fluorescente foram incubados com macréfagos peritoneais e a internalizacao
foi avaliada por citometria de fluxo e microscopia confocal. A figura 3A demonstra através de
microscopia confocal que os macréfagos internalizaram MWCNT’s corados com PKH26 (cor
vermelha). A internalizagdo dos MWCNT’s também foi demonstrada através da citometria de
fluxo (figura 3B). A internalizacdo de nanoparticulas ativa os macréfagos levando a um aumento

na expressao das citocinas IL-12 e IL-27 (figura 3C).
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Figura 3. MWCNT’s corados com corante PKH26 (vermelho) sdo internalizados por macréfagos
(A). Porcentagem de MWCNT’s corados com corante PKH26 internalizados por macréfagos

(analisado por citometria) (B). Expressao de mRNA de citocinas IL-12 e IL-27. * (p<0,005) (C).
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2.2.4 MWCNT’s aumentam o nimero de linfécitos T CD8" e a producio de Perforina 1 e

Granzima B.

Os linfécitos citotéxicos sdo as principais células do sistema imune envolvidas na eliminacdo de
células tumorais (1,2). Este experimento foi realizado para demonstrar o efeito no nimero e na
funcio da populacdo de linfécitos T CD8", apés a administracio de MWCNT’s em animais
portadores de tumor. A figura 4A mostra o aumento significativo no nimero de linfécitos T
CD8" provenientes de linfonodos de camundongos portadores de tumor tratados com MWCNT’s,
em relacdo ao grupo controle (animais com tumor sem tratamento com MWCNT’s). A Figura 4B
mostra que a administragio de MWCNT’s também aumenta significativamente a expressao de

perforina e em menor grau a producdo de granzima B.
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Figura 4. Aumento no nimero de linfécitos T CD8" em linfonodos de animais portadores de
tumor tratados com MWCNT’s, em relacdo ao grupo de animais nao tratados (grupo controle)
(A). Administragdo de MWCNT’s aumenta significantemente a expressao de Perforina 1 (p <

0,05) e em menor grau a producio de Granzima B (B).

41



2.2.5 MWCNT’s estimulam a atividade citotoxica de linfocitos T CD8+ contra células

tumorais LLC.

Para confirmar se os linfécitos T CD8" sdo citotoxicos para as células do carcinoma pulmonar de
Lewis (LLC), esses linfécitos foram retirados de linfonodos de animais portadores de tumor que
receberam MWCNT’s (grupo tratado) e de animais portadores de tumor que ndo receberam
MWCNT’s (grupo controle). Essas células foram co-cultivadas com células LLC durante 4 h.
Apo6s este periodo de tempo, as células tumorais foram coradas com anexina para avaliar a
apoptose. A figura 5 demonstra que os linfécitos T CD8" de camundongos portadores de tumor
tratados com nanotubos de carbono induzem apoptose de maneira significativa em relagdo aos

linfécitos T CD8" provenientes de camundongos portadores de tumor sem tratamento com

MWCNT.
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Figure 5. Linf6citos T CD8" provenientes de camundongos portadores de tumor tratados com
MWCNT’s induzem mais apoptose nas células LLC (Lewis Lung Carcinoma) do que os
linfécitos T CD8" provenientes de camundongos portadores de tumor sem o tratamento com

MWCNT’s (in vitro).
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Discussao

No presente estudo apresentamos evidéncias de que a administragao in vivo de Nanotubos de
Carbono “Multiwalled” (MWCNT’s) ativa a fungdo citotoxica de linfécitos T CD8" em animais
portadores de tumor. Muitos estudos abordam sobre a importancia de nanoestruturas de carbono
em modelos experimentais de cancer. No entanto, poucos estudos analisam o efeito de nanotubos
de carbono ndo funcionalizados dentro de um sistema bioldgico. Uma vez que essas
nanoestruturas estimulam uma resposta imunoldgica, nds conduzimos alguns experimentos no
intuito de entender o efeito dessas nanoparticulas sobre a resposta imunoldgica de animais
portadores de tumor. N6s mostramos claramente que os linfécitos provenientes de animais
portadores de tumor que receberam MWOCNT’s expressam de maneira significativa mais
citocinas pré-inflamatérias como 1L-12 e IL-27 do que animais portadores de tumor que nao
receberam MWCNT’s. Essas citocinas produzidas pelas células na resposta imunoldgica inata
estabelecem um link com a resposta imunoldgica adaptativa. Notavelmente, IL-12 induz a
producdo de IFN-y pelas populacgdes de linfocitos T e/ou pelas células natural killer (NK) (17), e
tem demonstrado potente atividade antitumoral dependente de IFN-y- em modelos de tumores.
Além disso, atualmente a IL-12 estd sendo investigada em pacientes com vdrios tipos de tumores
sOlidos (18,19). Alguns estudos descreveram outras duas citocinas heterodiméricas (IL-23 and
IL-27) que estdo estruturalmente relacionadas com a IL-12, e em termos de fun¢do essas duas

citocinas complementam as atividades da IL-12 na coordenacdo e regulacdo da iniciacdo,
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expansdo e manutengdo da resposta imune adaptativa mediada por células T (20). Nesse trabalho
nés demonstramos que a administracio de MWCNT’s aumenta a expressdo de duas citocinas
pertencentes a familia da citocina IL-12 (IL-12 e IL27) e aumenta o ndmero de linfécitos T CD8"
nos linfonodos de animais portadores de tumor. Essa observacdo estd de acordo com estudos
anteriores que demonstraram que o efeito antitumoral mediado pela citocina IL-27 leva a um
aumento dramdtico no ndmero de linfécitos T CD8" em linfonodos (21). Esse aumento no
nimero de linfécitos T CD8" mediado pelos MWCNT’s foi acompanhado pelo aumento da
funcdo desses linfocitos, com um aumento significante de Perforina 1 e, em menor grau de
Granzima B. Além disso esse trabalho fornece evidéncias de que linfécitos T CD8" provenientes
de camundongos portadores de tumor tratados com MWCNT’s induzem apoptose nas células
tumorais (LLC) quando colocados em co-cultura durante 4 horas. Nesse processo, a Perforina 1
(proteina formadora de poro) e a Granzima B (protease citotoxica) sdo lancadas do citoplasma
onde se encontravam dentro de granulos para a sinapse imunolégica que ocorre entre 0s
linfécitos T CD8” citotéxicos e as células do carcinoma pulmonar de Lewis (LLC) . As granzimas
sd0 um conjunto altamente conservado de proteases de serina. Depois que elas sdo lancadas nas
células tumorais alvo, elas podem clivar proteinas celulares levando a destruicao dessas células
através da inducdo de apoptose (21). Dessa maneira, nossos dados indicam que a administracao
in vivo de MWCNT’s ativa os linfocitos T CD8" que consequentemente induzem apoptose em
células de carcinoma pulmonar de Lewis (LLC). Embora nao fomos capazes de estabelecer o
efeito direto da IL-27 na ativacio de linfécitos T CD8", o fato de que a expressdo desta citocina
estd aumentada nos linfonodos de animais portadores de tumor que receberam MWCNT’s sugere
que ela pode desempenhar um papel importante nesse processo. Nossas observagdes estdo em

acordo com estudos prévios que demonstraram que a reducdo tumoral induzida por IL-27 ¢é
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criticamente dependente da ac¢do de linfécitos T CD8" (21, 22). Tomadas em conjunto, esse
trabalho fornece evidéncias de que os MWCNT’s, mesmo sem funcionalizacdao, estimulam a
expressao de citocinas pertencentes a familia da IL-12, as quais estdo envolvidas na estimulacao

de linfécitos T citotoxicos com relevante reposta imuno antitumoral.

45



Referéncias

. KLUMPP C, KOSTARELOS K, PRATO M, BIANCO A. Functionalized carbon

nanotubes as emerging nanovectors for the delivery of therapeutics. Biochim Biophys
Acta. 2006 ;1758(3):404-12.

. PRATO M, KOSTARELOS K, BIANCO A. Functionalized carbon nanotubes in drug
design and discovery. Acc Chem Res. 2008 ;41(1):60-8.

. ELHISSI AM, AHMED W, HASSAN IU, DHANAK VR, DEMANUELE A. Carbon

nanotubes in cancer therapy and drug delivery. J Drug Deliv. 2012;2012:837327.

. GRECCO AC, PAULA RF, MIZUTANI E, SARTORELLI JC, MILANI AM,

LONGHINI AL, OLIVEIRA EC, PRADELLA F, SILVA VD, MORAES AS,
PETERLEVITZ AC, FARIAS AS, CERAGIOLI HJ, SANTOS LM, BARANAUSKAS
V. Up-regulation of T lymphocyte and antibody production by inflammatory cytokines
released by macrophage exposure to multi-walled carbon nanotubes. Nanotechnology.

2011;22(26):265103.

. BALKWILL F AND MANTOVANI A INFLAMMATION AND CANCER: BACK TO

VIRCHOW? Lancet 2002; 357:539-545

. MICHAEL DOUGAN, DANAN LI, DONNA NEUBERG, MARTIN MIHM, PAUL

GOOGE, KWOK-KIN WONG, GLENN DRANOFF .A dual role for the immune
response in a mouse model of inflammation-associated lung cancer J Clin Invest. 2011;

121(6): 2436-2446.

. ELIZABETH D. THOMPSON, HILDA L. ENRIQUEZ, YANG-XIN FU, VICTOR H.

ENGELHARD Tumor masses support naive T cell infiltration, activation, and
differentiation into effectors J Exp Med. 2010 ; 207(8): 1791-1804.

. M STUMPF, A HASENBURG, M-O RIENER, U JUTTING, C WANG, Y SHEN, M
ORLOWSKA-VOLK, P FISCH, Z WANG, G GITSCH, M WERNER, S LASSMANN.
Intraepithelial CD8-positive T lymphocytes predict survival for patients with serous stage
IIT ovarian carcinomas: relevance of clonal selection of T lymphocytes Br J Cancer. 2009;
101(9): 1513-1521.

. YING XIE, AKGUL AKPINARLI, CHARLES MARIS, EDWARD L. HIPKISS,

MALCOLM LANE, EUN-KYUNG M. KWON, PAWEL MURANSKI, NICHOLAS P.
46


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Klumpp%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kostarelos%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Prato%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bianco%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16307724
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16307724
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Prato%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kostarelos%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bianco%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17867649
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Elhissi%20AM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ahmed%20W%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hassan%20IU%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dhanak%20VR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22D%27Emanuele%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22028974
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21576788
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21576788
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3104747/?tool=pmcentrez
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3104747/?tool=pmcentrez
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2916130/?tool=pmcentrez
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2916130/?tool=pmcentrez
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2778517/?tool=pmcentrez
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2778517/?tool=pmcentrez

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

RESTIFO, PAUL ANDREW ANTONY.Naive tumor-specific CD4+ T cells
differentiated in vivo eradicate established melanoma J Exp Med. 2010; 207(3): 651-667.
ZUQIANG LIU, HAE S. NOH, JANET CHEN, JIN H. KIM, LOUIS D. FALO, JR,,
ZHAOYANG YOU. Potent Tumor-Specific Protection Ignited by Adoptively Transferred
CD4+ T CellsJ Immunol. 2008; 181(6): 4363—4370.

PING YU, YOUJIN LEE, YANG WANG, XIAOJUAN LIU, SOGYONG AUH,
THOMAS F. GAJEWSKI, HANS SCHREIBER, ZHAOYANG YOU, CAMPBELL
KAYNOR, XINZHONG WANG, YANG-XIN FU. Targeting the Primary Tumor to
Generate CTL for the Effective Eradication of Spontaneous Metastases J Immunol. 2007;
179(3): 1960-1968.

RODOLFO D. VICETTI MIGUEL, THOMAS L. CHERPES, LEAH J. WATSON,
KYLE C. MCKENNA CTL Induction of Tumoricidal Nitric Oxide Production by
Intratumoral Macrophages Is Critical for Tumor Elimination J Immunol. 2010 ; 185(11):
6706—6718.

XU M, MIZOGUCHI I, MORISHIMA N, CHIBA Y, MIZUGUCHI J, YOSHIMOTO T.
Regulation of antitumor immune response by the IL-12 family cytokines, IL-12, IL-23
and IL-27 Clin Dev Immunol. 2020; 1-9 review

R. SALCEDO, J. K. STAUFFER, E. LINCOLN, ET AL., IL-27 mediates complete
regression of orthotopic primary and metastatic murine neuroblastoma tumors: role for
CD8+ T cells, Journal of Immunology, vol. 173, no. 12, pp. 7170-7182, 2004.

Y. SHINOZAKI, S. WANG, Y. MIYAZAKI, ET AL., Tumor-specific cytotoxic T cell
generation and dendritic cell function are differentially regulated by interleukin 27 during
development of anti-tumor immunity, International Journal of Cancer, 2009; 124:1372—
1378,

M. MATSUI, T. KISHIDA, H. NAKANO, ET AL., Lnterleukin-27 activates natural killer
cells and suppresses NK-resistant head and neck squamous cell carcinoma through
inducing antibody-dependent cellular cytotoxicity, Cancer Research, 2009; 69: 2523—
2530,

G. TRINCHIERI, Interleukin-12 and the regulation of innate resistance and adaptive

immunity, Nature Reviews Immunology, 2003; 3: 133-146,

47


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2839147/?tool=pmcentrez
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2839147/?tool=pmcentrez
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2596715/?tool=pmcentrez
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2596715/?tool=pmcentrez
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2387226/?tool=pmcentrez
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2387226/?tool=pmcentrez
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3152256/?tool=pmcentrez
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3152256/?tool=pmcentrez
http://dx.doi.org/10.1002/ijc.24107
http://dx.doi.org/10.1002/ijc.24107
http://dx.doi.org/10.1002/ijc.24107
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-08-2793
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-08-2793
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-08-2793
http://dx.doi.org/10.1038/nri1001
http://dx.doi.org/10.1038/nri1001

18.

19.

20.

21.

22.

BRUNDA MIJ, LUISTRO L, WARRIER RR, ET AL. Antitumor and antimetastatic
activity of interleukin 12 against murine tumors. J Exp Med. 1993;178(4):1223-1230
GATELY MK, RENZETTI LM, MAGRAM J, ET AL. The interleukin-12/interleukin-12-
receptor system: role in normal and pathologic immune responses. Annual Review of
Immunology. 1998;16:495-521

R. A. KASTELEIN, C. A. HUNTER, AND D. J. CUA, Discovery and biology of 1L-23
and IL-27: related but functionally distinct regulators of inflammation, Annual Review of
Immunology, 2007;25: 221-242,

MORISHIMA N, OWAKI T, ASAKAWA M, KAMIYA S, MIZUGUCHI ]J,
YOSHIMOTO T. Augmentation of effector CD8+ T cell generation with enhanced
granzyme B expression by IL-27. Journal of Immunology. 2005;175(3):1686—-1693.
SALCEDO R, HIXON JA, STAUFFER JK, ET AL. Immunologic and therapeutic
synergy of IL-27 and IL-2: enhancement of T cell sensitization, tumor-specific CTL
reactivity and complete regression of disseminated neuroblastoma metastases in the liver

and bone marrow. Journal of Immunology. 2009;182:4328-4338.

48


http://dx.doi.org/10.1146/annurev.immunol.22.012703.104758
http://dx.doi.org/10.1146/annurev.immunol.22.012703.104758

Capitulo I1I

Conclusoes

Os macrofagos tem a capacidade de internalizar os nanotubos de carbono “multiwalled”
(MWCNT’s);

Ap0s a internalizacdo dos nanotubos de carbono, ocorre um aumento na expressao de
citocinas pertencentes a familia das IL-12;

O aumento da expressdo de IL-12 e IL-27 pelas células apresentadoras de antigenos leva a
uma ativacdo tanto no nimero da populagdo linfocitaria quanto nas fungdes dos linfécitos
citotéxicos T CD8" (CTL’s);

Os CTL’s ativados aumentam a expressao de Perforina 1 e Granzima B, promovendo um
maior combate as células tumorais;

A administracdo sistémica de MWCNT’s em animais portadores de tumor provoca

aumento da citotoxicidade tumor especifica de linfécitos T CD8".
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