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Abreviaturas

SWCNT — Nanotubos de carbono de parede simples
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TNF - Fator de necrose tumoral
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MARCO — Receptor de macréfagos com estrutura de coldgeno
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m-RNA — Acido ribonucleico mensageiro
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NK — Natural Killer

APC’s — Células apresentadoras de antigenos

OMS - Organizacao mundial da saide

CTLs — Células T citotoxicas

MHC — Complexo principal de histocompatibilidade
Thl — Linfécitos T helper 1

STAT- 4 — Transdutor de sinal
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Resumo

A capacidade dos nanotubos de carbono penetrar nas células abriu a possibilidade da utilizacdo
dessas nanoparticulas no diagndstico e tratamento das neoplasias malignas. Contudo, pouco se
conhece sobre o efeito dessas particulas ndo funcionalizadas, ou seja, sem moléculas acopladas,
sobre a resposta imune. Nesse estudo demonstramos que nanotubos de carbono de paredes
multiplas (MWCNT) corados com substancia fluorescente penetram nas células de carcinoma de
pulmdo (LLC) de camundongos. A internalizacdo dessas particulas foi avaliada utilizando-se
microscopia confocal e citometria de fluxo. Uma vez dentro das células o MWCNT inibiu a
resposta proliferativa das LL.C in vitro. A inoculacio dos nanotubos de carbono in vivo também
reduziu a velocidade de crescimento do tumor. A reducdo da velocidade de crescimento foi
acompanhada de aumento da resposta proliferativa dos linfécitos estimulados por mitégeno
inespecifico e pela expressdo de IFN . O IFN estd envolvido na resposta contra os tumores e
esses resultados indicam que os nanotubos de carbono estimulam a resposta imune. Por outro
lado, verificou-se significativa redu¢@o da expressao citocinas como TNF , IL-17, IL-10 e TFG ,
que estdo envolvidas na resposta imune pré-tumor.

Esses resultados indicam que, mesmo na auséncia de funcionalizac@o, os nanotubos de carbono
ativam a resposta imune e que conseqiientemente a resposta imune altera o crescimento desse

tumor.
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Abstract

The ability of carbon nanotube to penetrate cells opens the possibility for using these particles on
diagnosis and treatment of malignant neoplasms. However, little is known about the effect of the
non functionalized carbon nanotube, in other words, without attached molecules, on the immune
response. In this study, we demonstrate that the multi-walled carbon nanotubos (MWCNT)
stained with a fluorescent dye can penetrate mouse lung carcinoma (LLC) cells. These particles
internalization was evaluated by confocal microscopy and flow cytometry. Once inside the cells,
the MWCNT inhibited the LLC proliferative response in vitro. The in vivo inoculation of
MWCNT in tumor-bearing mice also resulted in the reduction of tumor growth. The growth
speed reduction was accompanied by mitogen nonspecific stimulation of T lymphocyte
proliferative response and IFN expression. The IFN is involved on response against tumor and
these results show that the carbon nanotubes stimulate the immune response. On the other hand, a
significant reduction on citokines like TNF , [L-17, IL-10 e TFG , that are involved on pro-
tumoral immune response, was verified. These results show that, even without functionalization,
the carbon nanotubos activate the immune response and consequently the immune response

changes the tumoral growth.
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Introducao

A nanotecnologia ¢ um novo campo da ciéncia voltado para a manipulacdo de
moléculas com medidas nanométricas e tem o objetivo de formar novos produtos e
dispositivos que permitam trazer aos produtos ja existentes novas funcdes ou a criacdo de

novas estruturas (1).

Aplicagdes da nanotecnologia estdo presentes em quase todos os aspectos da
vida moderna como nos produtos de consumo, produtos quimicos, equipamentos médicos e
tecnologia de informacdes. Na drea da satude, a nanotecnologia possui importante papel no
desenvolvimento de biosensores (2), nanocosméticos (3) e para aperfeicoar o efeito de

farmacos ou vacinas (4).

Nas tltimas décadas uma série de particulas em nano escala foram
desenvolvidas para uso teraputico como as gelatinas, ceramicas, lipossomos, micelas,

nanoparticulas de ouro, nanoparticulas magnéticas e nanoparticulas de carbono.

As nanoparticulas de carbono emergiram com imenso potencial para o
diagnéstico e tratamento de condi¢des patoldgicas, principalmente no campo da oncologia

(1,5,6).

Descobertos por IIJIMA, em 1991, os nanotubos de carbono (carbon
nanotubes-CNTs) foram assim chamados devido a sua forma tubular e tamanhos
nanométrico (7). Os CNTs sdo estruturas cilindricas com didmetro da ordem de poucos
nandmetros e comprimento da ordem de microns, sendo constituidos exclusivamente por
atomos de carbono dispostos em uma série de anéis benzeno em uma estrutura tubular. Os
nanotubos sdo compostos por folhas de grafite (grafeno) que se enrolam formando uma
estrutura oca tubular de forma cilindrica com 1 dtomo de espessura (8,9). Os CNTs podem
ser metdlicos ou semicondutores e possuirem interessantes propriedades Oticas, mecanicas e
eletrbnicas, o que gera pesquisas no intuito de utilizd-los como: sensores quimicos e
biol6gicos, pontas para microscopios de forca atdomica (ATM), emissores de elétrons,
armazenadores de gases (por exemplo, o hidrogénio), sistemas carreadores (delivery

system) que podem carrear farmacos, peptideos, RNA, DNA), elementos de reforco em
17



compositos, scaffolds para crescimento de células dsseas e no tratamento de tumores

(1,8,9,10).

Os CNTs podem ser classificados em trés categorias baseadas na sua estrutura:
parede simples (single wall, SWCNT) que sdo constituidos de uma camada de grafeno,
parede dupla constituido por duas camadas e parede mdltipla (multi wall, MWCNT),
constituidos de diversas camadas de grafeno (7,8,11,12). Os SWCNT tém didmetros entre
0,4 a 3,0 nm e comprimentos na faixa de 20-1000 nm, enquanto MWCNT sdo maiores,
com didmetros na ordem de 1,4-1000 nm e comprimentos de um a varios micrdmetros

(13,14).

Em relacdo a sintese, os CNTs sdo obtidos a partir de trés métodos diferentes,
que ocasionam variacoes tanto no tipo de CNTs gerados (SWCNT, DWCNT ou MWCNT),
como no rendimento e no grau de pureza, método por descarga de arco elétrico, ablagdao por

laser e deposi¢cdo quimica a partir da fase de vapor (7,15,16).

Esses métodos compartilham uma caracteristica em comum que € a adi¢do de
energia a uma fonte de carbono com o intuito de fragmentar essa fonte produzindo dtomos
de carbono isolados ou fragmentos, que se recombinardo gerando CNTs. A fonte de energia
pode ser eletricidade (descarga por arco elétrico), um feixe de laser de alta intensidade

(ablagdo por laser) ou calor de um reator (deposi¢do quimica por vapor) (16).

O método de descarga por arco elétrico € realizado 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 deposicio de CNTs ( formados na presenca de catalisadores
apropriados — ferro, cobalto ou niquel) sobre um substrato. Esse método é barato, porém
apresenta algumas desvantagens como: alta quantidade de impurezas geradas durante o

processo de sintese e dificil controle das caracteristicas dos nanotubos (7,8,16,17,18).

O método por ablacdo a laser consiste na irradiagdo de um feixe de laser em
grafite contendo catalisadores apropriados. Com temperaturas atingindo mais de 3000° C
ocorre geragdo de atomos ou fragmentos de carbono provenientes do grafite, seguida pela
formacao de nanotubos de carbono (8,16,17,18). E um método caro e no final do processo

aparecem muitas impurezas como particulas de grafite e metais. O método de deposicao
18



quimica a vapor (CVD) foi descrito em 1993 e envolve a decomposi¢do de compostos de
carbono gasosos ou voldteis (metano, mondxido de carbono, acetileno, etileno, benzeno,
xileno e outros hidrocarbonetos) catalisada por nanoparticulas metdlicas, que servem como
pontos de nucleagio para o crescimento dos nanotubos de carbono (19). E o método mais
usado para a produ¢do comercial de CNTs, pois diferente dos outros dois métodos citados,
a técnica de CVD permite um direcionamento para producdo industrial. Também é um
método que apresenta maior controle durante sua execucdo, resultando em CNTs com

menores niveis de impurezas.

Os parametros mais importantes que permitem esse controle no CVD sdo:
pressdo do reator, temperatura do substrato no qual crescerd os CNTs, tipo de gis ou
solvente utilizado e o tipo de catalisador. Embora os CNTs 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 remocao desses residuos indesejados;
para isso a técnica mais comumente usada € o tratamento com 4dcidos fortes, que limpa os

CNTs de impurezas como, residuos de catalisadores e formas amorfas de carbono (15,20).

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

emitem um grande sinal Raman (21,22).

Além das caracteristicas descritas acima, os CNTs possuem interessantes
propriedades fisico-quimicas como: estrutura bem ordenada, baixo peso molecular, alta
resisténcia mecanica, alta condutividade elétrica e térmica e grande area de superficie. A
combinac¢do de todos esses fatores faz dos CNTs um material tnico, com potencial para
diversas aplicagdes (12, 23, 24,25). Nesse contexto surgem varios campos de pesquisa em
relacdo aos CNTs sendo que os principais interesses estdo em suas possiveis aplicacdes em

diversas areas como na Quimica, Fisica de materiais, Engenharia, Biologia, Farmacologia e
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Medicina (4, 8, 9,26). No entanto, antes que esses CNTs tenham uma aplicacdo segura na
drea biomédica, a toxidade, biocompatibilidade e o desempenho dos mesmos dentro dos
sistemas bioldgicos precisam ser completamente investigados para que o impacto dessas

estruturas na sadide seja benéfico (27).

Estudos sobre a utilizacdo dos CNTs em sistemas bioldgicos foram publicados,

embora até hoje ndo exista consenso sobre a forma na qual os nanotubos atravessam as

membranas celulares se sdo internalizados atingindo o citoplasma e/ou o ntcleo (27).

Ainda ha debate sobre o mecanismo exato pelo qual os CNTs entram nas
células. No entanto, duas vias principais t€ém sido descritas na literatura: a via de difusao
passiva dos CNTs através das bicamadas lipidicas da membrana celular e a via de fixacao
de CNTs na membrana celular externa, o que resulta na sua absor¢do pelas células
utilizando um processo dependente de energia, tal como a endocitose. O mecanismo exato
de absor¢do de CNTs € determinado por vdrios fatores, tais como o tamanho, a forma, o
grau de dispersido, e a formacdo de complexos supramoleculares de CNTs (28). O tamanho
dos nanotubos de carbono influencia sua absorcdo celular e destino, SWCNT longos sdo

mostrados no citoplasma, enquanto SWCNT curtos sao transportados para o nicleo celular
).

Ainda, foi demonstrado que os nanotubos utilizam um receptor de macréfago
com estrutura colagenosa (MARCO, do inglés, macrophage receptor with collagenous
structure) presentes na membrana de macréfagos, e posteriormente sao fagocitados (29). O
receptor MARCO pertence a familia de receptores scavengers e desempenham um
importante papel na fagocitose de particulas ambientais ndo opsonizadas. Esse mesmo
estudo demonstra que os MWCNTS promovem danos nas membranas dos macréfagos apos

a sua ligacdo com o receptor MARCO (29).

A aplicagdo dos CNTs para a entrega de drogas em seu local de acdo tornou-se
uma das principais dreas de interesse para diferentes grupos de pesquisa. Isto se dd
principalmente devido a sua capacidade de associar grupos funcionais desejados em suas
camadas exteriores (30). A estrutura monolitica concava do CNTs e sua capacidade de

ligar grupos funcionais fazem desse material um 6timo transportador de drogas. Eles
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podem ser funcionalizados para serem mais soliiveis em dgua e estdveis em soro, com baixa

toxicidade celular (30,31).

A maneira de associar moléculas bioldgicas aos CNTs pode variar, drogas e
moléculas bioldgicas podem se fixar a superficie através de grupos funcionais, em um
processo chamado acondicionamento, ou elas podem ser carregadas para o interior dos
CNTs (32). Essas funcionalizacdes sdo realizadas através de reacdes quimicas nas paredes,
pontas dos CNTs, ou mesmo por encapsulamento fazendo com que estes se tornem mais
soliveis e, consequentemente, com maior poder de interacdo entre meios organicos,

inorganicos e meios bioldgicos (1, 8, 9,12).

Sem ddvida nenhuma, o maior interesse no emprego das nanoparticulas de

carbono esta voltado para o tratamento do cancer.

O cancer ¢ um dos principais problemas de saide publica tanto em paises
desenvolvidos quanto em paises em desenvolvimento. O cincer ou neoplasia maligna é
resultado de mutagdes em genes especificos, gerando instabilidades genOmicas e
consequentemente proliferacdo celular acelerada e descontrolada. Tais mutagdes podem
levar a perda ou aumento de fun¢do de genes, sendo que alteragdes tanto genéticas quanto
epigenéticas estdo envolvidas na oncogénese e progressdo tumoral (33,34). Dentre as
caracteristicas peculiares do desenvolvimento de tumores podemos citar: crescimento
autossuficiente e ilimitado, resisténcia a apoptose, resisténcia aos estimulos de inibi¢do do

crescimento, angiogénese sustentada e potencial metastatico (35,36).

O arsenal disponivel para o tratamento do cancer inclui a resec¢do cirdrgica,
quimioterapia, radioterapia ou a combinagdo dessas modalidades. A despeito dos
progressos observados no tratamento de cancer, a forma convencional de quimioterapia
apresenta uma série de problemas como os efeitos colaterais, ou seja, a toxicidade sist€émica
e o efeito citotéxico sobre as células sauddveis que circundam os tumores. O risco de
nefrotoxicidade, neurotoxicidade, toxicidade vascular, infertilidade e complica¢des por
trombo embolias podem ser antecipados. Outros problemas da quimioterapia convencional

incluem a inabilidade de certos quimioterdpicos terem acesso as células tumorais.

Diante desses problemas, os pesquisadores trabalham em uma variedade de

modelos utilizando nanoparticulas, com o intuito de utilizar os quimioterdpicos de uma
21



forma mais eficiente com redugdo dos efeitos indesejaveis das drogas. Recente estudo
demonstrou que SWCNT funcionalizado com drogas antineopldsicas permanecem em
circulacdo por um tempo maior que a droga administrada de forma convencional, o que
pode aumentar a eficiéncia do tratamento. Com relagdo ao clearance das nanoparticulas de
carbono, foi demonstrado que os SWCNT funcionalizados com drogas antineopldsicas
liberam os firmacos em dareas especificas e sdo gradativamente removidos da circulacdo

através das vias biliares e intestinais.

A conjugac@o de CNTs com a droga antineopldsica paclitaxel demonstrou ser
eficaz na supressdo do crescimento tumoral devido a prolongada circulacdo sanguinea e,
assim, maior captacdo da droga no tumor. Os CNTs apresentaram biocompatibilidade,
excrecdo eficiente e pouca toxidade ao organismo (26). Testes in vivo da acdo dos CNTs
conjugados com a droga doxorrubicina, para tratamento de melanoma em camundongos,
mostrou que hd reducdo significativa da toxicidade sistémica do firmaco, mantendo

inalterada a sua eficécia terapéutica.

Ainda no campo da oncologia, a exposi¢cdo a radia¢do infravermelha leva a
morte celular por desnaturagao irreversivel das proteinas ou dano da membrana plasmatica
em virtude de temperaturas maiores que 40°C. Esta forma de terapia tem se mostrado eficaz

para o tratamento do cancer incluindo o de figado, pulmao e préstata (37-41).

Os MWCNT parecem ser mais eficientes que os SWCNT para o tratamento dos
tumores pela ablacdo térmica. Isso se deve ao fato dessas estruturas liberarem energia
vibracional quando expostas a luz intravermelha. Essas nanoparticulas também t€m mais
elétrons disponiveis por particula, e também mais metal e tendem a absorver a radiagdo
infravermelha mais rapidamente. A elevagdo local da temperatura, nesse processo, aumenta
a permeabilidade vascular tumoral, o que pode ser vantajoso para a entrega seletiva de

medicamentos no local do tumor a partir da circulagdo sistémica (42,43).

Além da entrega de drogas (drug delivery) anti neopldsicas, os CNTs estdo
sendo estudados para a entrega de genes especificos na terapia do cancer (44). CNTs
parecem representar um vetor ndo viral muito bom para a terapia génica, uma vez que
podem atravessar a membrana celular por endocitose e, também, devido a funcionalizagdo
dos CNTs, o DNA pode ser transferido sem qualquer degradacao (45).
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Considerando-se que essas nanoparticulas sdo substincias estranhas ao
organismo, € extremamente relevante o estudo da interacdo dessas nanoparticulas e o

sistema imunolégico do individuo.

Em trabalho recentemente publicado, mostramos que mesmo sem
funcionalizacio os MWCNT sdo capazes estimular tanto a resposta imune inata como
adaptativa de animais normais. Apds a inoculagdo com MWCNT foi possivel observar
significativo aumento da expressdo de mRNA de citocinas como TNFa, I1L6 e IL10, com
concomitante reducdo do TGFp. Verificamos ainda um significativo aumento da producao
de anticorpos especificos para ovalbumina nos animais inoculados com o MWCNT,

sugerindo seu efeito na resposta imune adaptativa (46).

A literatura, no entanto, ¢ pobre em estudos relacionando a capacidade dos

nanotubos de carbono estimular a resposta imune em individuos portadores de tumores.

No inicio do século XX, Paul Ehrlich sugeriu que o sistema imunoldgico
apresentava habilidade em reconhecer células tumorais como estranhas e reagir contra elas.
No entanto, a idéia de que as células tumorais seriam antigenos “ndo proprios” e que as
células do SI teriam a capacidade de reconhecé-las e elimind-las foi questionado por algum

tempo (47,48).

Apesar das controvérsias, um pouco mais tarde, Macfarlane Burnet e Lewis
Thomas reafirmaram a idéia de Ehrlich quando lancaram a teoria da vigilancia
imunoldgica, propondo que mesmo quando ndo detectados, a maioria dos tumores

poderiam ser eliminados de forma eficiente pelo sistema imunolédgico (48,49,50,51).

Virios estudos demonstram que o sistema imune tanto protege o organismo
contra o crescimento de tumores, como também induz a resposta do tumor contra o
organismo. Essa interacdo do sistema imune do individuo e as diferentes etapas do
desenvolvimento dos tumores estdo muito bem descritas na hipétese de imunoedi¢do dos
tumores. Essa hipdtese vem complementar a teoria da vigilancia imunoldégica contra o

aparecimento dos tumores no organismo.

A hipdtese da imunoedicdo dos tumores trabalha com a dualidade do organismo

em proteger contra as células tumorais utilizando o sistema imune e o0s mecanismos
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imunoldgicos que também possibilitam o escape do tumor, através supressdo ativa do
sistema imune (imunosubversao) (35). Esses mecanismos podem ser divididos em trés
passos principais: (a) eliminacdo, que se refere ao sucesso inicial na erradicacdo das células
tumorais pelo sistema imunoldgico; (b) equilibrio, em que células tumorais e sistema imune
encontram-se em equilibrio e as células que sobreviveram a elimina¢do passam a ser
remodeladas devido a pressdo imunoldgica, com mutagdes genéticas variadas que as
tornam menos imunogénicas; (c) escape, fase final da imunoedicdo onde as células
tumorais variantes menos imunogénicas e conseguem escapar da vigilancia imunoldgica e

continuar a sua proliferacdo (52,53).

Frente a todos estes mecanismos complexos que compdem o SI, observa-se que
o combate antitumoral é realizado mais comumente por uma resposta celular mediada
principalmente por linfécitos T, tanto CD4+ como CDS8+. A literatura mostra que a
presenca de linfécitos T dentro do tumor (TIL — tumor infiltrate lymphocytes) esta

associada ao melhor progndstico em diferentes tipos de cancer (54).

Os antigenos tumorais sdo apresentados via MHC I para os linfécitos TCD8+
que ap6s o reconhecimento do antigeno liberam moléculas de perforinas e granzimas que
auxiliam na destrui¢do das células tumorais (55,56). Os linfocitos T CD4+ especificos para
os antigenos tumorais orquestram a resposta imune contra os tumores. Esses linfocitos sdo
populacdes heterogéneas em relacdo ao tipo de citocinas que eles produzem Linf6citos
CD4 T helper 1 (Thl) produzem interferon-y (IFN-y), interleucina-2 (IL-2) e fator de
necrose tumoral-o (TNF-a), potencializando a imunidade mediada por células e sdo
induzidas via sinalizac¢do de IL-12 através do transdutor de sinal e ativador de transcri¢dao-4
(STAT-4) e T-bet (57,58,59). Linfécitos CD4 Th2 produzem IL-4, IL-5 e fator
transformador de crescimento-f (TGF-B) que direcionam a uma resposta imune do tipo
humoral e sdo induzidas via IL-4 com ativacdo dos fatores de transcricdo 6 (STAT-6) e

GATA-3 (57,59).

Na ultima década o paradigma dos subtipos de linfécitos Th1/Th2 foi
questionado.  Estudos realizados no modelo da encefalomielite experimental autoimune
mostraram a existéncia de outra populacdo de linfécitos CD4+ que produzem a citocina IL-

17 identificada como Th 17, embora outras células possam produzir essa citocina (60). A
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IL-17 desempenha um papel importante na regulacdo da migragcdo leucocitdria durante as
reacdes inflamatdrias. Deficiéncia no receptor para IL-17 (IL-17R) diminui a expressdo de
citocinas e quimiocinas e reduz a infiltracio celular, especialmente de neutréfilos (61,62).
Embora as células produtoras de IL-17 sejam detectadas em pacientes com cancer e em
camundongos portadores de tumores (63), o papel da IL-17 no desenvolvimento do tumor é
ainda controverso. Estudos recentes indicam que o crescimento tumoral é aumentado em
camundongos geneticamente deficientes (KO) e que o mecanismo estd associado com NK
produtoras de IFN-y e linfécitos T (64). Dessa forma, respostas mediadas por IL-17 sdo
protetoras contra o desenvolvimento tumoral. Por outro lado, outro estudo recente mostra
que o crescimento tumoral é suprimido em camundongos geneticamente deficientes para
IL-17 e IEN-y (65). O autor sugere que a IL-17 induz a produ¢do de IL-6 pelas células
tumorais, a qual, por sua vez, promove o crescimento tumoral por uma via dependente de

STAT-3 (60).

Em termos da atuac@o das células e citocinas no controle da proliferacdo de
células tumorais, a geragdo eficiente de uma resposta do tipo Thl parece eficaz na acdo
antitumoral e o contrdrio parece ocorrer na indug¢do de Th2 (59,66). O estudo de Bais e
colaboradores (2005) demonstrou a mudanca para um padrao de citocinas do perfil Th2

durante a carcinogénese em mulheres com neoplasia intraepitelial cervical grau III (67).

Jie Meng e colaboradores (2010) publicaram um estudo no qual 62 fémeas de
BALB/c tiveram tumor induzido por células Th2 sendo que 44 desses animais foram
tratados com MWCNTs e 18 foram utilizados como controles. O estudo relatou um
aumento significativo, de mais de 50%, na expressao das citocinas IFNy, IL-1a, IL-1p, IL-
9, IL-10, IL-12, IL-13 e IL-17 nos animais tratados em relacdo aos controles. Um aumento
um pouco menor, mas maior que 20%, foi observado na expressdo de TNF-a, IL-2, IL-3,

IL-4 (68).

As células T CD4+ também apresentam funcdo imunossupressora € Sao
denominadas células T reguladoras (Tregs). As células Tregs formadas no timo sio ditas de
ocorréncia natural ou células Tregs naturais (nTregs). Expressam as moléculas CD4+ e
CD25+ e o fator de transcri¢do forkhead box 3 (Foxp3) identificado como fator chave no

desenvolvimento de células Tregs. Envolvidas principalmente na manutencdo da
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autotolerancia imunoldgica, prevencdo de doencgas autoimunes e de respostas exacerbadas

contra patégenos (69,70).

As Tregs também se originam na periferia a partir de determinados estimulos
(71). Dentre estas existem as células Thl e Th3 que realizam suas func¢des regulatérias
através da liberag@o das citocinas IL10 e TGF-f respectivamente. Estas células, assim como

as nTregs, uma vez ativadas, passam a expressar a molécula Foxp3.

Além da atuagdo na prevencdo de autoimunidade e manutencdo da
autotolerdncia, ha evidéncias de que as células Tregs atuem a favor da progressdo tumoral
devido a supressdo da resposta imune (72). As células Tregs t€ém a habilidade de inibir a
funcdo efetora de células NK, linfécitos T citotoxicos especificos para o tumor (73,74) e
agem ainda sobre DCs inibindo sua funcdo normal (75). No estudo de Wolf e
colaboradores, foi possivel observar potentes caracteristicas imunossupressoras como o

aumento de células Tregs CD4+ CD25+ no sangue periférico de pacientes com cancer (76).

Embora a resposta imune antitumoral mediada por células seja muito
importante, a indu¢do de resposta imune humoral com produg@o de autoanticorpos contra
antigenos super expressos ou modificados no cancer ja foi relatada em alguns trabalhos

(77,78).

Ainda que ndo esteja bem conhecido o mecanismo exato para a produgdo destes
autoanticorpos, sabe-se que a maior expressdo dos antigenos tumorais durante a
carcinogénese sdo eventos que conduzem ~maior imunogenicidade tumoral,

consequentemente estimulando a resposta imune humoral (79,80).

Dependendo do microambiente onde o tumor estd em expansdo e do tipo de
tumor, mesmo citocinas pré-inflamatdrias podem exercer atividade pré ou antitumoral. O
TNFao, por exemplo, apresenta atividade pré e antitumoral. A a¢do do TNFa nas células em
um microambiente tumoral promove angiogénese, e diminui¢ao da vigilancia imunoldgica
através da supressdo da resposta proliferativa de linfécitos T e inibicdo da a citotoxicidade
mediada pelos macréfagos. Por outro lado, essa mesma citocina esta envolvida na resposta

contra os tumores.
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Embora seja uma citocina, com efeito antiinflamatério, a IL-10 também
apresenta funcdo de suprimir e estimular o crescimento de tumores. A IL-10 tem a
propriedade de inibir a angiogénese dos tumores, assim como aumentar a produ¢do de
moléculas téxicas como o 6xido nitrico, o que leva a regressdo dos tumores em alguns
modelos experimentais. Por outro lado, a IL-10 diminui a apresentacdo cruzada dos
antigenos tumorais nas células dendriticas, e isso inibe da ativacdo de linfocitos especificos

para os tumores e consequentemente prejudica a resposta imune antitumoral.

O tumor ainda induz disfuncdo imune através da secrecio de TGFp, essa
citocina induz células mieloides supressivas e células Tregs. Além disso, os tumores podem
ainda conduzir a supressao das fungdes das células dendriticas(CDs), tornando-as incapazes
de estimular e ativar de forma eficiente as células T. Observa-se que esta imunossupressao
das CDs ocorre de forma sist€émica e alteracdes na sua diferencia¢do sdo freqiientemente
evidenciadas, com diminui¢do de CDs maduras, funcionais e aumento de CDs imaturas e

funcionalmente incapazes de ativar as células T (81).

A literatura € pobre no que diz respeito ao estudo da resposta imune de animais

portadores de tumores na presenca de nanoparticulas de carbono. No entanto, alguns
trabalhos mostram essa interacdo. Um estudo publicado por Kateb e colaboradores (2007)
mostrou que a internalizacdo de MWCNT por macrofagos e células tumorais nao altera o
perfil de expressdo de citocinas nem a capacidade de proliferacdo dessas células. Nesse
mesmo estudo foi avaliada a capacidade dos CNTs em ligar se ao DNA e carrega-los para

dentro de células da microglia (28).

Diante da importincia do sisttema imune no controle das neoplasias e o
crescente interesse da comunidade cientifica em utilizar os nanotubos de carbono como
alternativa terapéutica para os tumores, no presente estudo verificamos como a inoculacio
dos MWCNT altera a resposta imune e conseqiientemente o crescimento do carcinoma de
pulmio de Lewis (LLC). O LLC foi isolado a partir de um carcinoma epidermdide
espontaneo de camundongo C57BL/6. Trata-se de um tumor transplantdvel, pouco
hemorragico e a maior parte do tecido tumoral é uma massa homogénea e semiuniforme,

sendo, portanto, um modelo tumoral importante para diferentes estudos (82).
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Objetivos

Estudar o efeito da administracio dos nanotubos de carbono de paredes mudltiplas na

resposta imunoldgica e no desenvolvimento do carcinoma de pulmio induzido em

camundongos.
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CAPITULO 1
In vivo administration of multi walled carbon nanotubes (MWCNT) reduces

the growth of lung carcinoma in mice by activating the immune response
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Abstract

The ability of carbon nanotube to penetrate cells opens the possibility for using
these particles to improve the diagnosis, monitoring and treatment of cancers. However,
little is known about the effect of the carbon nanotube without functionalization on the host
immune response. Here, we demonstrate that the MWCNT stained with a red fluorescent
dye can penetrate Lewis lung Carcinoma (LLC) cells. The in vivo inoculation of MWCNTS
in tumor-bearing mice results in the reduction of tumor growth. The reduction of the tumor
growth is accompanied by stimulation of T lymphocyte proliferative response and in vitro
suppression of LLC cells proliferation. Moreover, an increase in the expression of IFNy
was observed with a simultaneous significant decrease of other cytokines such as TNFa,
IL-17, IL-10 and TGFp. These results suggest that even without functionalization the
growth of tumor cells are inhibited by MWCNT due to stimulation of host immune

response.
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Introduction

Carbon nanotubes have generated much interest as possible biological vectors
after the discovery of their capacity to penetrate cells. This property is currently used to
improve the diagnosis, monitoring, and treatment of many diseases, including cancer.””
However, the host immune response against the carbon nanotubes should be considered
prior to any treatment. Recently, we have demonstrated that the in vivo administration of
non-functionalized carbon nanotubes stimulates both the innate and adaptive immune

4
response.

Recent studies demonstrated that the immune system not only protects the host
against tumor growth but also induces tumor immunogenicity, which is the basis of cancer
immunoediting hypothesis. This hypothesis stresses the dual host-protective and tumor-
promoting actions of immune system in the development of tumors’. Tumor—specific
CD4" T lymphocytes orchestrate the immune response against cancer. CD4 T Iymphocytes
are required for cytokine-mediated activation of tumor-specific cytotoxic CD8" T
lymphocytes. Tumor infiltration by IFN y producing Th1 CD4" T lymphocytes and CD8" T
lymphocytes and the presence of cytokines such as IFN y and TNFa that promote tumor
control has been associated with an improved prognosis for patients with many different
cancers.”"" On the other hand, CD4" T cells may also suppress antitumor immunity through
the activation of CD4'CD25" T cells or IL-10-producing type 1 T regulatory (Trl) cells,
which down regulate the immune system.lz_14 In mice bearing tumors the production of
immune suppressive cytokines, such as IL-10 and TGF B, is accelerated and the high

et : . : 15-16
infiltration of T regulatory cells was demonstrated in tumor microenvironment.

In the current study, we present evidence that the in vivo administration of non-
functionalized carbon nanotubes reduces the growth of Lewis lung carcinoma (LLC) cells
either in vivo or in vitro. The reduction of the tumor growth was accompanied by the
increase in proliferative response of T lymphocytes and of the IFN y expression. In parallel,
significant decreases of TNF-a, IL-10 and TGF-B were observed after inoculating
MWCNTS in tumor-bearing mice. These findings support the idea that even without
previous functionalization, the MWCNTS plays an important role against tumor growth due

to their capacity of stimulate the host immune system.
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Methods

Preparation and characterization of carbon nanotubes

The MWCNTS used in this research were prepared in our laboratory.17 The
procedure involved HFCVD of carbon atoms from carbon sources on polished copper foil
substrate (10 x 10 mm square) of 0.5 mm thickness. Before the MWCNTS deposition, the
substrates were coated with a polyaniline solution without spinning and dried on a hot-plate
in air of 373 K for 120 min, they were then wet with 0.2 ml of acetone doped with nickel
nitrate (2 gl'l). The substrates were immersed for 30 min in the reaction chamber of the
HFCVD system and fed with the vapor of camphor diluted in propanone (2 gl'l). Two
different carrier gases were used in the reactor chamber: hydrogen (14.5% Vol.) and
nitrogen (85% Vol.). A total pressure of about 27 mbar and a total flow rate of about 100
sccm were maintained throughout preparation. The temperature, measured by a
thermocouple placed on the underside of the copper substrate, was maintained at 723 K.
During the HFCVD processing, felts of MWCNTS were formed over the top surface of the
substrate. These felts were easily detached at the end of the process, due to the
MWCNTS/copper thermal dilatation coefficient mismatch. The felts were finally
ultrasound treated for 20 min leading to the production of a powder of MWCNTs of around

1000 nm in length and 20 nm in diameter, open at both ends.

Raman spectra were recorded at room temperature using a Renishaw
microprobe system employing an Argon laser for excitation (A = 514.5 nm), with a laser
power of about 6 mW. Morphological analyses of the samples were made with a FESEM
using a JEOL JSM-6330F operated at 5 kV and 8 pA and with a HRTEM using a JEOL
3010.

Animals

C57B1/6 mice were originally obtained from the Jackson Laboratory (Bar
Harbor, Maine-USA) and are currently established as a colony at the University of
Campinas Breeding Center, where they are housed and maintained pathogen free. Six to

eight-week-old females were used in the experiments. They were allowed access to
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standard rodent chow and water ad libitum, with the temperature maintained between 21°C
and 23°C in a 12h light /12h dark cycle. The animals were age matched for individual
experiments and randomly distributed to treatment and control groups. All procedures were
carried out in accordance with the guidelines proposed by the Brazilian Council on Animal
Care and approved by the University Committee for Ethical Animal Experimentation

(CEEA/UNICAMP # 2038-1).

MWCNTS preparation for in vitro and ex vivo assays

For in vitro assay, the sonicated MWCNTS were heat-treated at 250°C for 2h in
an electric furnace to remove possible contaminating endotoxins. After sterilization, the
MWCNTS (1 mg) were suspended in 10% endotoxin-free Pluronic 68 (F 68) (Sigma, St.
Louis, MO, USA), since pluronic surfactant reduces the hydrophobic interactions and
improves the solubility of the nanotubes prep:’:lrations.18 The suspension containing
MWCNTS was added to the cultures (1 pg/ml) so that the final Pluronic F 68 concentration
was 0.1%.

For in vivo assays, the sonicated and sterilized MWCNTS were suspended
in sterile phosphate-buffered saline with Ca™ and Mg"" (PBS) at a concentration of 100
pg/mouse and they were continuously vortexed until intravenously inoculation through the

orbital plexus.

Mouse Lewis lung carcinoma (LLC) cells were obtained from Dr Giselle
Longo. After defrosting, cells were cells were seeded at 2-3.10° cells/100 mm dish and
cultivated with complete culture medium (added 0,5% piruvate, 1% MEM [MEM non
essential Amino Acids, Invitrogen, USA), under 37° C and 5% COz2 tension, for 24 hours.
The medium was replaced every 48 hours, and the cells were harvested after 144 hours of
incubation. A total of 10° LLC cells were injected subcutaneously in the right flank of
C57BL/6 mice. When tumors reached 5 mm in diameter (day 10), the mice were

randomized to treatment groups of 10 mice.

Twenty four hours later, five mice from each group were sacrificed for
histological examination and toxicity study. The remaining mice were examined every 3

days for evaluation of tumor growth. Tumor sizes were measured using a caliper in mm3
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and volumes were calculated using the following formula: TV (mm3)=(wid‘[h2 x length)/2,
where L equals length and W equals width. Study endpoint was death or sacrifice of the

animal with very high tumor volume that exceeded 3500 mm’.

MWCNTS labeling

The sonicated MWCNTS were tagged with a non-toxic, hydrophobic red
fluorescent dye (PKH26; Sigma Aldrich, MO, USA). The PKH26 stock solution was
diluted to 2x10 ® M and added to the MWCNTS stock for incubation at room temperature
for 5 min. The stained nanotubes were then washed three times with PBS, centrifuged at
120,000xg for 4 h at 4°C, suspended to 80 pg/ml using 0.1% F 68. This preparation of
MWCNTS was used within 24 h of labeling.

Confocal Microscopy

A Zeiss LSM 510 Meta inverted 2-photon confocal microscope was used for
fluorescent imaging study. Cells were plated in 33 mm dishes in 2 ml culture medium. An

Argon 488 nm laser was used to excite the PKH26 dye.

Flow Cytometry

Flow cytometry was performed to detect stained MWCNTS within tumor cells.
The LLC cells were incubated with MWCNTS (10 pg/ml) for 4 h at 37°C. After the period

of incubation the cells were washed twice and analyzed by a flow cytometer. Data was
acquired (10.000 to 30.000 cells) on a FACSCanto cytometer (BD Biosciences, USA) and
analyzed using FACSDiva software (BD Biosciences, USA).

Lymphocyte proliferative response

The evaluation of the proliferative response of lymphocytes to a nonspecific
mitogen was performed in lymph node cells. The lymph node cells were removed at 7 days
after administration of the MWCNTS. The lymph nodes were mechanically dispersed

through a nylon mesh to isolate single-cell suspensions. The cells in suspension were
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washed twice in Hanks solution and re-suspended in a culture medium (RPMI-1640) with 3

Mercaptoethanol, antibiotics, and 5% heat-inactivated fetal bovine serum and stimulated
with Concanavalin-A (Con-A) for 72 h. Cultured cells were pulsed with tritiated Thymidine
(1pCi/ml) and the DNA-incorporated radioactivity, reflecting active cell proliferation, was
measured 18 h later using standard liquid scintillation techniques * The results were

expressed in counts per minute (CPM), considering the triplicate averages.

Quantitative RT- PCR

The mRNA of the spleen cells was extracted by using Trizol (Applied
bioscience, USA) according to the manufactures recommendations, and reversed to cDNA.
Tagman analysis was performed with an ABI Prism 7500 Tagman Sequence Detector (PE
Applied Biosystems, Darmstadt, Germany). The primers GAPDH, IFN vy, TNFa, IL-17, IL-
10, and TGFp were obtained from the approved list of applied bioscience manufacturers.
The expression of a housekeeping gene (GAPDH) was set in relation to the specific
mRNA. Data was obtained by independent duplicate measurements (six mice/group). The
threshold cycle value of the individual measurements did not exceed 0.5 amplification

cycles.

Statistical analysis
The statistical significance of the results was determined using a Kruskal-Wallis

non- parametric analysis of variance or a Mann-Whitney U test. A p value smaller than

0.05 was considered significant.
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Results

Raman and FESEM and HRTEM morphological characterization of carbon

nanoparticles

Figure 1A shows a typical Raman spectrum of the as-deposited samples. This
spectrum can be divided into regions of first- and second-order frequencies. In the first-
order region, two intense peaks appear at 1344 and 1578 cm'l, corresponding to the
Disorder-induced sp2 peak (D-line) and the Graphite-oriented E2g mode sp2 peak (G-line).
In the second-order region, there is a high peak at 2687 cm'l, which corresponds to the
second harmonic of the D-line (2 x D), a small peak around 2921 cm’” corresponding to the
sum of the D- and G-line frequencies (D + G), and a small peak around 3202 cm’
corresponding to the second harmonic of the G-line (2 x G). The intensity of the D-peak
was greater than that of the corresponding G-peak, which does not indicate a high degree of
C-C sp2 order, corresponding to the Raman spectrum for disordered multi-walled carbon
nanotubes. Figures 1B-C present a typical HRTEM image showing the nature of MWCNTS

structure.

Internalization of MWCNTS by LLC cells

To investigate whether the MWCNTS penetrates into the LLC cells, these cells
were cultured in the presence of MWCNTS (10 pg/ml) labeled with fluorescent dye. After
24 h, the cells were examined under confocal microscopy and by flow cytometry. Figure 2
clearly demonstrates that tumor cells internalized the MWCNTS. The internalization was
evaluated either by flow cytometry or confocal microscopy. Figure 2A demonstrates the
results of unstained LLC cells, while figure 2B demonstrates the results of LLC stained
with the fluorescent dye. Figure 2C demonstrates the negative control of the analysis of the
LLC cells stained with fluorescent dye, while the figure 2D shows the LLC cells with
stained carbon nanotubes in the cytoplasm. To investigate whether the internalization of
carbon nanotubes interferes in the growth of LLC, these cells were label with 3H
thymidine. Figure 2E demonstrates that the internalization of carbon nanoparticle

significantly reduces the proliferative response of tumor cells.
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MWCNTS administered systemically reduce the growth of lung carcinoma

Since the internalization of MWCNTS reduces the in vitro growth of LLC, we
investigated whether these nanoparticles interfere in the in vivo growth of the carcinoma.
The carbon nanoparticles were inoculated systemically (100 pg/mouse). The growth of the
carcinoma was followed and the tumor mass was measured every other day. Figure 3
clearly demonstrates that the administration of MWCNTS significantly reduces the growth

of the carcinoma in relation to untreated mice.

MWCNTS stimulate immune response in mice

The observation that the systemic administration of MWCNTS results in the
reduction of the tumor mass suggests that the nanoparticles may directly inhibit the growth
of tumor cells or that the inhibition of growth might be explained by activation of mice
immune response. To test the second hypothesis, the proliferative response of T
lymphocytes and the expression of cytokines from mice inoculated or not with MWCNTS
were evaluated. Figure 4A demonstrates that the in vivo administration of MWCNTS
stimulated the proliferative response of T lymphocytes from mice inoculated with carbon
nanoparticles systemically in relation to the control group. The activation of T lymphocytes
was accompanied by increase of expression of IFN y (Figure 4B) and a significant decrease
of IL-17, suggesting that the nanoparticles selectively suppress the Th17 cells. Significant
decrease in the expression of TNFa, IL-10 and TGFp was also observed. These results
suggested that the beneficial effects of carbon nanotubes might be explained, at least in

part, by the modulation of cytokines production.
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Discussion

Carbon nanotubes have emerged as candidates for a novel chemotherapeutic
drug deliver."”* However, the effect of these nanoparticles on host immune system before
functionalization with antitumoral drugs needs additional study. In the present study, we
were able to demonstrate that the in vivo administration of MWCNTS significantly reduced
the growth of lung carcinoma in mice and we present evidence that the beneficial effect of

these nanoparticles is due the activation of the immune system of tumor-bearing mice.

To investigate whether the LLC cells internalized the MWCNTS, the cells were
incubated with MWCNTS previously stained with a fluorescent dye. The results clearly
demonstrated that the LLC cells internalized the MWCNTS without apparent cytotoxicity.
The internalization of carbon nanotubes results in significant inhibition of in vitro growth
of LLC cells. Significant reduction of the velocity of tumor growth was also observed when
MWCNTS were administered systemically in tumor-bearing mice. The systemic form of

administration is relevant because it allows the nanotubes to reach many types of tumors.

To investigate whether the administration of MWCNTS stimulates the immune
response, the proliferative response of T lymphocytes of tumor-bearing mice and of those
treated with carbon nanotubes was evaluated. We demonstrated that tumor-bearing mice
presented a significant reduction of proliferative response of T lymphocytes in relation to
normal mice, which indicates that these individuals presented immunosuppression.
Interestingly, the administration of MWCNTS reversed the inhibition of proliferative
response of T lymphocytes, emphasizing that the inoculation of MWCNTS stimulate the

immune response.

Activated T lymphocytes produce cytokines, which are involved in both
promoting tumor growth and in the immunity against the tumors. This complex cytokine
network influences the malignant cell proliferation, metastasis, angiogenesis and the
composition of the leukocytes either in the tumor microenvironment or the peripheral
lymphoid organs. In the present study, the mRNA expression of cytokines was evaluated in
lymph nodes of tumor-bearing mice inoculated or not with the MWCNTS. Activated CD4"

T lymphocytes secrete specific cytokines that can regulate effector immune responses.

40



Three major CD4" T lymphocytes subsets have been described: Thl cells that produce
IFNy; Th2 cells, characterized by secretion of IL-4, IL-5, and IL-13; and Th17 cells that
secrete IL-17A and IL-17F*"** The IFN vy act as an extrinsic suppressor of tumor
evolution. This cytokine acts by inhibiting tumor incidence and growth. 2% Here, we
demonstrated that the inoculation of MWCNTS stimulated the expression of IFN y, which
may explain, at least in part, its contribution to the reduction of tumor growth in tumor-

bearing mice.

The function of CD4" T helper 17, which secrete IL-17 in tumor immunity is
still controversial. Previous studies demonstrated that IL-17-producing cells are detected in
cancer patients and tumor-bearing mice.” Moreover, recent studies have proven that IL-
17 promotes tumor development by inhibiting the CD8" T cell infiltration in tumors by the
enhancement of myeloid-derived suppressor cells development and function.” Here we
demonstrated that tumor-bearing mice presented increased expression of IL-17, which is
significantly decreased after inoculation with  MWCNTS. This result suggests that

decreased expression of this cytokine may be beneficial to tumor-bearing mice.

It is noteworthy that carbon nanoparticles act differently on the Thl and Th17
subsets of CD4" T lymphocytes. Although this observation needs further investigation, this
apparent discrepancy may be explained by the effect of the MWCNTS on the intracellular
pathway of these subsets of CD4" T lymphocytes. Thl lymphocytes express a T-bet
transcription factor, which is required for IFN vy differentiation; while Th17 expresses the
RORyt essential for its differentiation.”’ These results suggest that inoculation of

MWCNTS stimulate selectively the Th1 subset of CD4" T lymphocytes.

The administration of MWCNTS to tumor bearing mice also showed a
significant decrease of TNFa in relation to tumor-bearing mice untreated. The TNFa has
both tumor-promoting and antitumor activities. The action of TNFa on cells in the tumor
microenvironment includes promotion of angiogenesis,31 impairment of immune
surveillance through T cell suppression and inhibiting the cytotoxicity of activated
macrophages.32 Recent study has demonstrated that TNFa also promotes Th17 cells
differentiation.”> These results suggest that the beneficial effect of MWCNTS is associated

with the decrease of these proinflammatory cytokines.

41



We have observed that the administration of MWCNTS induced a significant
decrease in production of IL-10 in tumor-bearing mice. IL-10, a potent pleiotropic
cytokine, has the dual ability to immunosuppress or immunostimulate anti-cancer
properties.34 IL-10 can inhibit tumor-induced angiogenesis and enhance the production of
tumor-toxic molecules such as nitric oxide, which leads to tumor regression in some

3% On the other hand, IL-10 can impair tumor-associated antigen cross-

preclinical models.
presentation by dendritic cells, thus potentially preventing T cells from mounting an
effective immune response against malignant cells.”” Thus, the effect of carbon nanotubes
decreasing IL-10 expression may contribute to the activation of immune response in tumor-

bearing mice.

Many tumors are already known to evade immune surveillance by impairing the
development or activity of tumor-specific cytotoxic T cells, in a TGFp-dependent
manner.> ™ A previous report has demonstrated that TGFf subverts the immune systems
into directly promoting tumor growth through IL-17 production.41 Here, in agreement with
these observations, we have shown that lymph nodes from tumor- bearing mice express a
significant increase of TGFP, which is significantly decreased after inoculation of
MWCNTS. Thus, the beneficial effect of carbon nanoparticle may be explained by its

action in this cascade of cytokines.

Taken together, we were able to demonstrate that carbon nanoparticles increase
the expression of IFN y with simultaneous decrease of IL-1, TNF a, IL-10 and TGFp in
tumor-bearing mice. These results suggested the effect of the carbon nanoparticle on
immune system should be considered before drug-deliver experiments. Moreover, the
possibility to combine the proinflammatory properties of MWOCNTS with the
functionalization of certain chemotherapeutic drugs will permit further exploration relating
to chemo and immunotherapy to obtain significant improvement in response against

tumors.
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Figure 1 - Typical Raman spectrum of the as-deposited MWCNTS preparation (A). HRTEM
(B) and (C) showing the nature of the MWCNTS structure.
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Figure 2 — Internalization of MWCNTS by LLC. Flow cytometry of unlabeled (A) and PHK-
26-labeled MWCNTS incubated with LLC (B). C) Confocal image of LLC cells without
MWCNTS and PHK-26-labeled MWCNTS (D). Proliferation of LLC cells incubated and not-
incubated with MWNCT (E).
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B) Representative tumor image of LCC and LCC+MWCNTS groups.
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CONCLUSOES

Os resultados apresentados permitiram as seguintes conclusdes:

v/ Os nanotubos de carbono sdo internalizados pelas LLC.

v' Os MWCNTS reduzem, significativamente, o crescimento das LLC in vitro.

v A administracdo sisttmica de MWOCNT reduz significativamente o
crescimento do carcinoma de pulmao experimental.

v/ A inoculacdio com as nanoparticulas de carbono estimula a resposta
proliferativa de linfécitos T com mitégeno inespecifico e aumenta a
expressao dos IFN-y.

v' A administrag@o in vivo dos MWCNTS reduz a expressdo das citocinas IL-

1, TNF-a, IL-10 e TGF-f.
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