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Resumo 

 

 

A capacidade dos nanotubos de carbono penetrar nas células abriu a possibilidade da utilização 

dessas nanopartículas no diagnóstico e tratamento das neoplasias malignas. Contudo, pouco se 

conhece sobre o efeito dessas partículas não funcionalizadas, ou seja, sem moléculas acopladas, 

sobre a resposta imune. Nesse estudo demonstramos que nanotubos de carbono de paredes 

múltiplas (MWCNT) corados com substância fluorescente penetram nas células de carcinoma de 

pulmão (LLC) de camundongos. A internalização dessas partículas foi avaliada utilizando-se 

microscopia confocal e citometria de fluxo. Uma vez dentro das células o MWCNT inibiu a 

resposta proliferativa das LLC in vitro. A inoculação dos nanotubos de carbono in vivo também 

reduziu a velocidade de crescimento do tumor. A redução da velocidade de crescimento foi 

acompanhada de aumento da resposta proliferativa dos linfócitos estimulados por mitógeno 

inespecífico e pela expressão de IFN . O IFN está 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 redução da expressão citocinas como TNF , IL-17, IL-10 e TFG , 

que estão envolvidas na resposta imune pró-tumor. 

Esses resultados indicam que, mesmo na ausência de funcionalização, os nanotubos de carbono 

ativam a resposta imune e que conseqüentemente 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 , IL-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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Introdução 

 

 

A nanotecnologia é um novo campo da ciência voltado para a manipulação de 

 

moléculas com medidas nanométricas e tem o objetivo de formar novos produtos e 

 

dispositivos que permitam trazer aos produtos já existentes novas funções ou a criação de 

 

novas estruturas (1). 
 

Aplicações da nanotecnologia estão presentes em quase todos os aspectos da 

vida moderna como nos produtos de consumo, produtos químicos, equipamentos médicos e 

tecnologia de informações. Na área da saúde, a nanotecnologia possui importante papel no 

desenvolvimento de biosensores (2), nanocosméticos (3) e para aperfeiçoar o efeito de 

fármacos ou vacinas (4). 
 

Nas últimas décadas uma série de partículas em nano escala foram 

desenvolvidas para uso terapêutico como as gelatinas, cerâmicas, lipossomos, micelas, 

nanopartículas de ouro, nanopartículas magnéticas e nanopartículas de carbono. 
 

As nanopartículas de carbono emergiram com imenso potencial para o 

diagnóstico e tratamento de condições patológicas, 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 são estruturas cilíndricas com diâmetro da ordem de poucos 

nanômetros e comprimento da ordem de mícrons, sendo constituídos exclusivamente por 

átomos de carbono dispostos em uma série de anéis benzeno em uma estrutura tubular. Os 

nanotubos são compostos por folhas de grafite (grafeno) que se enrolam formando uma 

estrutura oca tubular de forma cilíndrica com 1 átomo de espessura (8,9). Os CNTs podem 

ser metálicos ou semicondutores e possuirem interessantes propriedades óticas, mecânicas e 

eletrônicas, o que gera pesquisas no intuito de utilizá-los como: sensores químicos e 

biológicos, pontas para microscópios de força atômica (ATM), emissores de elétrons, 

armazenadores de gases (por exemplo, o hidrogênio), sistemas carreadores (delivery 

system) que podem carrear fármacos, peptídeos, RNA, DNA), elementos de reforço em 
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compósitos, scaffolds para crescimento de células ósseas e no tratamento de tumores 

(1,8,9,10). 
 

Os CNTs podem ser classificados em três categorias baseadas na sua estrutura: 

parede simples (single wall, SWCNT) que são constituídos de uma camada de grafeno, 

parede dupla constituído por duas camadas e parede múltipla (multi wall, MWCNT), 

constituídos de diversas camadas de grafeno (7,8,11,12). Os SWCNT têm diâmetros entre 

0,4 a 3,0 nm e comprimentos na faixa de 20-1000 nm, enquanto MWCNT são maiores, 

com diâmetros na ordem de 1,4-1000 nm e comprimentos de um a vários micrômetros 

(13,14). 
 

Em relação à síntese, os CNTs são obtidos a partir de três métodos diferentes, 

que ocasionam variações tanto no tipo de CNTs gerados (SWCNT, DWCNT ou MWCNT), 

como no rendimento e no grau de pureza, método por descarga de arco elétrico, ablação por 

laser e deposição química a partir da fase de vapor (7,15,16). 
 

Esses métodos compartilham uma característica em comum que é a adição de 

energia a uma fonte de carbono com o intuito de fragmentar essa fonte produzindo átomos 

de carbono isolados ou fragmentos, que se recombinarão gerando CNTs. A fonte de energia 

pode ser eletricidade (descarga por arco elétrico), um feixe de laser de alta intensidade 

(ablação por laser) ou calor de um reator (deposição química por vapor) (16). 
 

O método de descarga por arco elétrico é realizado em uma atmosfera de gás 

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 

3000ºC, resultando na deposição de CNTs ( formados na presença de catalisadores 

apropriados – ferro, cobalto ou níquel) sobre um substrato. Esse método é barato, porém 

apresenta algumas desvantagens como: alta quantidade de impurezas geradas durante o 

processo de síntese e difícil controle das características dos nanotubos (7,8,16,17,18). 
 

O método por ablação a laser consiste na irradiação de um feixe de laser em 

grafite contendo catalisadores apropriados. Com temperaturas atingindo mais de 3000º C 

ocorre geração de átomos ou fragmentos de carbono provenientes do grafite, seguida pela 

formação de nanotubos de carbono (8,16,17,18). É um método caro e no final do processo 

aparecem muitas impurezas como partículas de grafite e metais. O método de deposição 
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química a vapor (CVD) foi descrito em 1993 e envolve a decomposição de compostos de 

carbono gasosos ou voláteis (metano, monóxido de carbono, acetileno, etileno, benzeno, 

xileno e outros hidrocarbonetos) catalisada por nanopartículas metálicas, que servem como 

pontos de nucleação para o crescimento dos nanotubos de carbono (19). É o método mais 

usado para a produção comercial de CNTs, pois diferente dos outros dois métodos citados, 

a técnica de CVD permite um direcionamento para produção industrial. Também é um 

método que apresenta maior controle durante sua execução, resultando em CNTs com 

menores níveis de impurezas. 
 

Os parâmetros mais importantes que permitem esse controle no CVD são: 

pressão do reator, temperatura do substrato no qual crescerá os CNTs, tipo de gás 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 

ablação por laser, ainda pode haver a necessidade de remoção desses resíduos indesejados; 

para isso a técnica mais comumente usada é o tratamento com ácidos fortes, que limpa os 

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

Para a caracterização estrutural, morfológica e análise da pureza dos CNTs, 

várias técnicas são usadas em conjunto complementando umas às outras. Os CNTs 

provenientes de fontes comerciais geralmente são acompanhados de análises como: 

espectros Raman, microscopia eletrônica de varredura (MEV), microscopia eletrônica de 

transmissão (MET), analise termogravimétrica (TGA) e análise elementar de dados. A 

espectroscopia Raman é considerada a técnica óptica dominante para analisar os CNTs, 

devido à grande sensibilidade do método e a característica intrínseca dos nanotubos, que 

emitem um grande sinal Raman (21,22). 
 

Além das características descritas acima, os CNTs possuem interessantes 

propriedades físico-químicas como: estrutura bem ordenada, baixo peso molecular, alta 

resistência mecânica, alta condutividade elétrica e térmica e grande área de superfície. A 

combinação de todos esses fatores faz dos CNTs um material único, com potencial para 

diversas aplicações (12, 23, 24,25). Nesse contexto surgem vários campos de pesquisa em 

relação aos CNTs sendo que os principais interesses estão em suas possíveis aplicações em 

diversas áreas como na Química, Física de materiais, Engenharia, Biologia, Farmacologia e 
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Medicina (4, 8, 9,26). No entanto, antes que esses CNTs tenham uma aplicação segura na 

área biomédica, a toxidade, biocompatibilidade e o desempenho dos mesmos dentro dos 

sistemas biológicos precisam ser completamente investigados para que o impacto dessas 

estruturas na saúde seja benéfico (27). 
 

Estudos sobre a utilização dos CNTs em sistemas biológicos foram publicados, 

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

membranas celulares se são internalizados atingindo o citoplasma e/ou o núcleo (27). 
 

Ainda há debate sobre o mecanismo exato pelo qual os CNTs entram nas 

células. No entanto, duas vias principais têm sido descritas na literatura: a via de difusão 

passiva dos CNTs através das bicamadas lipídicas da membrana celular e a via de fixação 

de CNTs na membrana celular externa, o que resulta na sua absorção pelas células 

utilizando um processo dependente de energia, tal como a endocitose. O mecanismo exato 

de absorção de CNTs é determinado por vários fatores, tais como o tamanho, a forma, o 

grau de dispersão, e a formação de complexos supramoleculares de CNTs (28). O tamanho 

dos nanotubos de carbono influencia sua absorção celular e destino, SWCNT longos são 

mostrados no citoplasma, enquanto SWCNT curtos são transportados para o núcleo celular 

(7). 
 

Ainda, foi demonstrado que os nanotubos utilizam um receptor de macrófago 

com estrutura colagenosa (MARCO, do inglês, macrophage receptor with collagenous 

structure) presentes na membrana de macrófagos, e posteriormente são fagocitados (29). O 

receptor MARCO pertence à família de receptores scavengers e desempenham um 

importante papel na fagocitose de partículas ambientais não opsonizadas. Esse mesmo 

estudo demonstra que os MWCNTS promovem danos nas membranas dos macrófagos após 

a sua ligação com o receptor MARCO (29). 
 

A aplicação dos CNTs para a entrega de drogas em seu local de ação tornou-se 

uma das principais áreas de interesse para diferentes grupos de pesquisa. Isto se dá 

principalmente devido a sua capacidade de associar grupos funcionais desejados em suas 

camadas exteriores (30). A estrutura monolítica côncava do CNTs e sua capacidade de 

ligar grupos funcionais fazem desse material um ótimo transportador de drogas. Eles 
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podem ser funcionalizados para serem mais solúveis em água e estáveis em soro, com baixa 

toxicidade celular (30,31). 
 

A maneira de associar moléculas biológicas aos CNTs pode variar, drogas e 

moléculas biológicas podem se fixar à superfície através de grupos funcionais, em um 

processo chamado acondicionamento, ou elas podem ser carregadas para o interior dos 

CNTs (32). Essas funcionalizações são realizadas através de reações químicas nas paredes, 

pontas dos CNTs, ou mesmo por encapsulamento fazendo com que estes se tornem mais 

solúveis e, consequentemente, com maior poder de interação entre meios orgânicos, 

inorgânicos e meios biológicos (1, 8, 9,12). 
 

Sem dúvida nenhuma, o maior interesse no emprego das nanopartículas de 

carbono está voltado para o tratamento do câncer. 
 

O câncer é um dos principais problemas de saúde pública tanto em países 

desenvolvidos quanto em países em desenvolvimento. O câncer ou neoplasia maligna é 

resultado de mutações em genes específicos, gerando instabilidades genômicas e 

consequentemente proliferação celular acelerada e descontrolada. Tais mutações podem 

levar à perda ou aumento de função de genes, sendo que alterações tanto genéticas quanto 

epigenéticas estão envolvidas na oncogênese e progressão tumoral (33,34). Dentre as 

características peculiares do desenvolvimento de tumores podemos citar: crescimento 

autossuficiente e ilimitado, resistência à apoptose, resistência aos estímulos de inibição do 

crescimento, angiogênese sustentada e potencial metastático (35,36). 
 

O arsenal disponível para o tratamento do câncer inclui a resecção cirúrgica, 

quimioterapia, radioterapia ou a combinação dessas modalidades. A despeito dos 

progressos observados no tratamento de câncer, a forma convencional de quimioterapia 

apresenta uma série de problemas como os efeitos colaterais, ou seja, a toxicidade sistêmica 

e o efeito citotóxico sobre as células saudáveis que circundam os tumores. O risco de 

nefrotoxicidade, neurotoxicidade, toxicidade vascular, infertilidade e complicações por 

trombo embolias podem ser antecipados. Outros problemas da quimioterapia convencional 

incluem a inabilidade de certos quimioterápicos terem acesso às células tumorais. 
 

Diante desses problemas, os pesquisadores trabalham em uma variedade de 

modelos utilizando nanopartículas, com o intuito de utilizar os quimioterápicos de uma 
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forma mais eficiente com redução dos efeitos indesejáveis das drogas. Recente estudo 

demonstrou que SWCNT funcionalizado com drogas antineoplásicas permanecem em 

circulação por um tempo maior que a droga administrada de forma convencional, o que 

pode aumentar a eficiência do tratamento. Com relação ao clearance das nanopartículas de 

carbono, foi demonstrado que os SWCNT funcionalizados com drogas antineoplásicas 

liberam os fármacos em áreas específicas e são gradativamente removidos da circulação 

através das vias biliares e intestinais. 
 

A conjugação de CNTs com a droga antineoplásica paclitaxel demonstrou ser 

eficaz na supressão do crescimento tumoral devido à prolongada circulação sanguínea e, 

assim, maior captação da droga no tumor. Os CNTs apresentaram biocompatibilidade, 

excreção eficiente e pouca toxidade ao organismo (26). Testes in vivo da ação dos CNTs 

conjugados com a droga doxorrubicina, para tratamento de melanoma em camundongos, 

mostrou que há redução significativa da toxicidade sistêmica do fármaco, mantendo 

inalterada a sua eficácia terapêutica. 
 

Ainda no campo da oncologia, a exposição à radiação infravermelha leva à 

morte celular por desnaturação irreversível das proteínas ou dano da membrana plasmática 

em virtude de temperaturas maiores que 40°C. Esta forma de terapia tem se mostrado eficaz 

para o tratamento do câncer incluindo o de fígado, pulmão e próstata (37-41). 
 

Os MWCNT parecem ser mais eficientes que os SWCNT para o tratamento dos 

tumores pela ablação térmica. Isso se deve ao fato dessas estruturas liberarem energia 

vibracional quando expostas à luz intravermelha. Essas nanopartículas também têm mais 

elétrons disponíveis por partícula, e também mais metal e tendem a absorver a radiação 

infravermelha mais rapidamente. A elevação 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 circulação sistêmica (42,43). 
 

Além da entrega de drogas (drug delivery) anti neoplásicas, os CNTs estão 

sendo estudados para a entrega de genes específicos na terapia do câncer (44). CNTs 

parecem representar um vetor não viral muito bom para a terapia gênica, uma vez que 

podem atravessar a membrana celular por endocitose e, também, devido à funcionalização 

dos CNTs, o DNA pode ser transferido sem qualquer degradação (45). 
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Considerando-se que essas nanopartículas são substâncias estranhas ao 

organismo, é extremamente relevante o estudo da interação dessas nanopartículas e o 

sistema imunológico do indivíduo. 
 

Em trabalho recentemente publicado, mostramos que mesmo sem 

funcionalização os MWCNT são capazes estimular tanto a resposta imune inata como 

adaptativa de animais normais. Após a inoculação com MWCNT foi possível observar 

significativo aumento da expressão de mRNA de citocinas como TNFα, IL6 e IL10, com 

concomitante redução do TGFβ. Verificamos ainda um significativo aumento da produção 

de anticorpos específicos para ovalbumina nos animais inoculados com o MWCNT, 

sugerindo seu efeito na resposta imune adaptativa (46). 
 

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

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

No início do século XX, Paul Ehrlich sugeriu que o sistema imunológico 

apresentava habilidade em reconhecer células tumorais como estranhas e reagir contra elas. 

No entanto, a idéia de que as células tumorais seriam antígenos “não próprios” e que as 

células do SI teriam a capacidade de reconhecê-las e eliminá-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 lançaram a teoria da vigilância 

imunológica, propondo que mesmo quando não detectados, a maioria dos tumores 

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

Vários 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 interação do sistema imune do indivíduo e as diferentes etapas do 

desenvolvimento dos tumores estão muito bem descritas na hipótese de imunoedição dos 

tumores. Essa hipótese vem complementar a teoria da vigilância imunológica contra o 

aparecimento dos tumores no organismo. 
 

A hipótese da imunoedição dos tumores trabalha com a dualidade do organismo 

em proteger contra as células tumorais utilizando o sistema imune e os mecanismos 
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imunológicos que também possibilitam o escape do tumor, através supressão ativa do 

sistema imune (imunosubversão) (35). Esses mecanismos podem ser divididos em três 

passos principais: (a) eliminação, que se refere ao sucesso inicial na erradicação das células 

tumorais pelo sistema imunológico; (b) equilíbrio, em que células tumorais e sistema imune 

encontram-se em equilíbrio e as células que sobreviveram à eliminação passam a ser 

remodeladas devido à pressão imunológica, com mutações genéticas variadas que as 

tornam menos imunogênicas; (c) escape, fase final da imunoedição onde as células 

tumorais variantes menos imunogênicas e conseguem escapar da vigilância imunológica e 

continuar a sua proliferação (52,53). 
 

Frente a todos estes mecanismos complexos que compõem o SI, observa-se que 

o combate antitumoral é realizado mais comumente por uma resposta celular mediada 

principalmente por linfócitos T, tanto CD4+ como CD8+. A literatura mostra que a 

presença de linfócitos T dentro do tumor (TIL – tumor infiltrate lymphocytes) está 

associada ao melhor prognóstico em diferentes tipos de câncer (54). 
 

Os antígenos tumorais são apresentados via MHC I para os linfócitos TCD8+ 

que após o reconhecimento do antígeno liberam moléculas de perforinas e granzimas que 

auxiliam na destruição das células tumorais (55,56). Os linfócitos T CD4+ específicos para 

os antígenos tumorais orquestram a resposta imune contra os tumores. Esses linfócitos são 

populações heterogêneas em relação ao tipo de citocinas que eles produzem Linfócitos 

CD4 T helper 1 (Th1) produzem interferon-γ (IFN-γ), interleucina-2 (IL-2) e fator de 

necrose tumoral-α (TNF-α), potencializando a imunidade mediada por células e são 

induzidas via sinalização de IL-12 através do transdutor de sinal e ativador de transcrição-4 

(STAT-4) e T-bet (57,58,59). Linfócitos CD4 Th2 produzem IL-4, IL-5 e fator 

transformador de crescimento-β (TGF-β) que direcionam a uma resposta imune do tipo 

humoral e são induzidas via IL-4 com ativação dos fatores de transcrição 6 (STAT-6) e 

GATA-3 (57,59). 
 

Na última década o paradigma dos subtipos de linfócitos Th1/Th2 foi 

questionado. Estudos realizados no modelo da encefalomielite experimental autoimune 

mostraram a existência de outra população de linfócitos 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 regulação da migração leucocitária durante as 

reações inflamatórias. Deficiência no receptor para IL-17 (IL-17R) diminui a expressão de 

citocinas e quimiocinas e reduz a infiltração celular, especialmente de neutrófilos (61,62). 

Embora as células produtoras de IL-17 sejam detectadas em pacientes com câncer 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 está associado com NK 

produtoras de IFN-γ e linfócitos T (64). Dessa forma, respostas mediadas por IL-17 são 

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 IFN-γ (65). O autor sugere que a IL-17 induz a produção 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 atuação das células e citocinas no controle da proliferação de 

células tumorais, a geração eficiente de uma resposta do tipo Th1 parece eficaz na ação 

antitumoral e o contrário parece ocorrer na indução de Th2 (59,66). O estudo de Bais e 

colaboradores (2005) demonstrou a mudança para um padrão de citocinas do perfil Th2 

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

Jie Meng e colaboradores (2010) publicaram um estudo no qual 62 fêmeas 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 expressão das citocinas IFNγ, IL-1α, IL-1β, IL- 

9, IL-10, IL-12, IL-13 e IL-17 nos animais tratados em relação aos controles. Um aumento 

um pouco menor, mas maior que 20%, foi observado na expressão de TNF-α, IL-2, IL-3, 

IL-4 (68). 
 

As células T CD4+ também apresentam função imunossupressora e são 

denominadas células T reguladoras (Tregs). As células Tregs formadas no timo são ditas de 

ocorrência natural ou células Tregs naturais (nTregs). Expressam as moléculas CD4+ e 

CD25+ e o fator de transcrição forkhead box 3 (Foxp3) identificado como fator chave no 

desenvolvimento de células Tregs. Envolvidas principalmente na manutenção da 
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autotolerância imunológica, prevenção de doenças autoimunes e de respostas exacerbadas 

contra patógenos (69,70). 
 

As Tregs também se originam na periferia a partir de determinados estímulos 

(71). Dentre estas existem as células Th1 e Th3 que realizam suas funções regulatórias 

através da liberação das citocinas IL10 e TGF-β respectivamente. Estas células, assim como 

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

Além da atuação na prevenção de autoimunidade e manutenção da 

autotolerância, há evidências de que as células Tregs atuem a favor da progressão tumoral 

devido à supressão da resposta imune (72). As células Tregs têm a habilidade de inibir a 

função efetora de células NK, linfócitos T citotóxicos específicos para o tumor (73,74) e 

agem ainda sobre DCs inibindo sua função normal (75). No estudo de Wolf e 

colaboradores, foi possível observar potentes características imunossupressoras como o 

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

Embora a resposta imune antitumoral mediada por células seja muito 

importante, a indução de resposta imune humoral com produção de autoanticorpos contra 

antígenos super expressos ou modificados no câncer já foi relatada em alguns trabalhos 

(77,78). 
 

Ainda que não esteja bem conhecido o mecanismo exato para a produção destes 

autoanticorpos, sabe-se que a maior expressão dos antígenos tumorais durante a 

carcinogênese são eventos que conduzem maior imunogenicidade tumoral, 

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

Dependendo do microambiente onde o tumor está em expansão e do tipo de 

tumor, mesmo citocinas pró-inflamatórias podem exercer atividade pró ou antitumoral. O 

TNFα, por exemplo, apresenta atividade pró e antitumoral. A ação do TNFα nas células em 

um microambiente tumoral promove angiogênese, e diminuição da vigilância imunológica 

através da supressão da resposta proliferativa de linfócitos T e inibição da a citotoxicidade 

mediada pelos macrófagos. Por outro lado, essa mesma citocina esta envolvida na resposta 

contra os tumores. 
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Embora seja uma citocina, com efeito antiinflamatório, a IL-10 também 

apresenta função de suprimir e estimular o crescimento de tumores. A IL-10 tem a 

propriedade de inibir a angiogênese dos tumores, assim como aumentar a produção de 

moléculas tóxicas como o óxido nítrico, o que leva a regressão dos tumores em alguns 

modelos experimentais. Por outro lado, a IL-10 diminui a apresentação cruzada dos 

antígenos tumorais nas células dendríticas, e isso inibe da ativação de linfócitos específicos 

para os tumores e consequentemente prejudica a resposta imune antitumoral. 
 

O tumor ainda induz disfunção imune através da secreção de TGFβ, essa 

citocina induz células mieloides supressivas e células Tregs. Além disso, os tumores podem 

ainda conduzir à supressão das funções das células dendríticas(CDs), tornando-as incapazes 

de estimular e ativar de forma eficiente as células T. Observa-se que esta imunossupressão 

das CDs ocorre de forma sistêmica e alterações na sua diferenciação são freqüentemente 

evidenciadas, com diminuição de CDs maduras, funcionais e aumento de CDs imaturas e 

funcionalmente incapazes de ativar as células T (81). 
 

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

portadores de tumores na presença de nanopartículas de carbono. No entanto, alguns 

trabalhos mostram essa interação. Um estudo publicado por Kateb e colaboradores (2007) 

mostrou que a internalização de MWCNT por macrófagos e células tumorais não altera o 

perfil de expressão de citocinas nem a capacidade de proliferação dessas células. Nesse 

mesmo estudo foi avaliada a capacidade dos CNTs em ligar se ao DNA e carregá-los para 

dentro de células da microglia (28). 
 

Diante da importância do sistema imune no controle das neoplasias e o 

crescente interesse da comunidade científica em utilizar os nanotubos de carbono como 

alternativa terapêutica para os tumores, no presente estudo verificamos como a inoculação 

dos MWCNT altera a resposta imune e conseqüentemente o crescimento do carcinoma de 

pulmão de Lewis (LLC). O LLC foi isolado a partir de um carcinoma epidermóide 

espontâneo de camundongo C57BL/6. Trata-se de um tumor transplantável, pouco 

hemorrágico e a maior parte do tecido tumoral é uma massa homogênea e semiuniforme, 

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

 

 

Estudar o efeito da administração dos nanotubos de carbono de paredes múltiplas na 

resposta imunológica e no desenvolvimento do carcinoma de pulmão induzido em 

camundongos. 
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CAPÍTULO 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 IFNγ 

was observed with a simultaneous significant decrease of other cytokines such as TNFα, 

IL-17, IL-10 and TGFβ. 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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CD4  T lymphocytes orchestrate the immune response against cancer. CD4  T lymphocytes 

 

 

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.1-3
 

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 

response.4 

 

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 tumors5. Tumor–specific 

+ + 

 

are required for cytokine-mediated activation of tumor-specific cytotoxic CD8+
 T 

lymphocytes. Tumor infiltration by IFN γ producing Th1 CD4+
 T lymphocytes and CD8+

 T 

lymphocytes and the presence of cytokines such as IFN γ and TNFα that promote tumor 

control has been associated with an improved prognosis for patients with many different 

cancers.6-11
 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 (Tr1) cells, 

which down regulate the immune system.12-14
 In mice bearing tumors the production of 

immune suppressive cytokines, such as IL-10 and TGF β, is accelerated and the high 

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

 

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 γ expression. In parallel, 

significant decreases of TNF-α, IL-10 and TGF-β 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-1). 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-1). 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 (λ = 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 A and with a HRTEM using a JEOL 

3010. 
 

Animals 

 

 

C57Bl/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 21oC 

and 23oC 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 250o
 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 preparations.18
 The suspension containing 

MWCNTS was added to the cultures (1 µg/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 

μg/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 2-3.106
 cells/100 mm dish and 

cultivated with complete culture medium (added 0,5% piruvate, 1% MEM [MEM non 

essential Amino Acids, Invitrogen, USA), under 37º C and 5% CO2 tension, for 24 hours. 

The medium was replaced every 48 hours, and the cells were harvested after 144 hours of 

incubation. A total of 106
 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)=(width2
 × 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 mm3. 
 

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 2x10−6
 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 μg/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 µg/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 β 

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 

(1μCi/ml) and the DNA-incorporated radioactivity, reflecting active cell proliferation, was 

measured 18 h later using standard liquid scintillation techniques 4. 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. 

Taqman analysis was performed with an ABI Prism 7500 Taqman Sequence Detector (PE 

Applied Biosystems, Darmstadt, Germany). The primers GAPDH, IFN γ, TNFα, IL-17, IL- 

10, and TGFβ 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-1, 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-1, which corresponds to the 

second harmonic of the D-line (2 x D), a small peak around 2921 cm-1
 corresponding to the 

sum of the D- and G-line frequencies (D + G), and a small peak around 3202 cm-1
 

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 μg/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 µg/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 γ (Figure 4B) and a significant decrease 

of IL-17, suggesting that the nanoparticles selectively suppress the Th17 cells. Significant 

decrease in the expression of TNFα, IL-10 and TGFβ 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.19,20
 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



differentiation. These results suggest that the beneficial effect of MWCNTS is associated 

 

 

Three major CD4+
 T lymphocytes subsets have been described: Th1 cells that produce 

IFNγ; Th2 cells, characterized by secretion of IL-4, IL-5, and IL-13; and Th17 cells that 

secrete IL-17A and IL-17F.21-22
 The IFN γ act as an extrinsic suppressor of tumor 

evolution. This cytokine acts by inhibiting tumor incidence and growth. 23-24
 Here, we 

demonstrated that the inoculation of MWCNTS stimulated the expression of IFN γ, 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.25-28
 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.29
 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 Th1 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. Th1 lymphocytes express a T-bet 

transcription factor, which is required for IFN γ differentiation; while Th17 expresses the 

RORγt essential for its differentiation.30
 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 TNFα in relation to tumor-bearing mice untreated. The TNFα has 

both tumor-promoting and antitumor activities. The action of TNFα 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 TNFα also promotes Th17 cells 

33 

 

with the decrease of these proinflammatory cytokines. 
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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 

preclinical models.35-36
 On the other hand, IL-10 can impair tumor-associated antigen cross- 

presentation by dendritic cells, thus potentially preventing T cells from mounting an 

effective immune response against malignant cells.37
 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 TGFβ-dependent 

manner.38-40
 A previous report has demonstrated that TGFβ 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 TGFβ, 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 γ with simultaneous decrease of IL-1, TNF α, IL-10 and TGFβ 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 MWCNTS with the 

functionalization of certain chemotherapeutic drugs will permit further exploration relating 

to chemo and immunotherapy to obtain significant improvement in response against 

tumors. 
 

 

 

. 
 

 

 

 

42



 

 

References 

 

 

1. S. Y. Madani, A. Tan, M. Dwek and A. M. Seifalian, Int J Nanomedicine 7, 905- 

914 (2012). 

2. S. Y. Madani, N. Naderi, O. Dissanayake, A. Tan and A. M. Seifalian, Int J 

Nanomedicine 6, 2963-2979 (2011). 

3. A. M. Elhissi, W. Ahmed, I. U. Hassan, V. R. Dhanak and A. D'Emanuele, J Drug 

Deliv 2012, 837327 (2012). 

4. A. C. Grecco, R. F. Paula, E. Mizutani, J. C. Sartorelli, A. M. Milani, A. L. 

Longhini, E. C. Oliveira, F. Pradella, V. D. Silva, A. S. Moraes, A. C. Peterlevitz, 

A. S. Farias, H. J. Ceragioli, L. M. Santos and V. Baranauskas, Nanotechnology 22 

(26), 265103 (2011). 

5. R. D. Schreiber, L. J. Old and M. J. Smyth, Science 331 (6024), 1565-1570 (2011). 

6. V. Shankaran, H. Ikeda, A. T. Bruce, J. M. White, P. E. Swanson, L. J. Old and R. 

D. Schreiber, Nature 410 (6832), 1107-1111 (2001). 

7. K. M. Friedman, P. A. Prieto, L. E. Devillier, C. A. Gross, J. C. Yang, J. R. 

Wunderlich, S. A. Rosenberg and M. E. Dudley, J Immunother 35 (5), 400-408 

(2012). 

8. L. Zhang, J. R. Conejo-Garcia, D. Katsaros, P. A. Gimotty, M. Massobrio, G. 

Regnani, A. Makrigiannakis, H. Gray, K. Schlienger, M. N. Liebman, S. C. Rubin 

and G. Coukos, N Engl J Med 348 (3), 203-213 (2003). 

9. M. Camus, M. Tosolini, B. Mlecnik, F. Pages, A. Kirilovsky, A. Berger, A. Costes, 

G. Bindea, P. Charoentong, P. Bruneval, Z. Trajanoski, W. H. Fridman and J. 

Galon, Cancer Res 69 (6), 2685-2693 (2009). 

10. H. E. Kohrt, N. Nouri, K. Nowels, D. Johnson, S. Holmes and P. P. Lee, PLoS Med 

2 (9), e284 (2005). 

11. G. Rahir and M. Moser, Cancer Immunol Immunother 61 (6), 751-759 (2012). 

12. A. Facciabene, S. Santoro and G. Coukos, Oncoimmunology 1 (4), 575-577 (2012). 

13. K. L. Knutson, M. L. Disis and L. G. Salazar, Cancer Immunol Immunother 56 (3), 

271-285 (2007). 
 

 

 

43



 

 

14. W. Tan, W. Zhang, A. Strasner, S. Grivennikov, J. Q. Cheng, R. M. Hoffman and 

M. Karin, Nature 470 (7335), 548-553 (2011). 

15. B. Bierie and H. L. Moses, Cytokine Growth Factor Rev 21 (1), 49-59 (2010). 

16. H. Bohlen, M. Kessler, M. Sextro, V. Diehl and H. Tesch, Ann Hematol 79 (3), 

110-113 (2000). 

17. H. J. Ceragioli, A. C. Peterlevitz, J. C. R. Quispe, A. Larena, M. P. Pasquetto, M. A. 

Sampaio and V. Baranauskas, J Phys Conf Ser 100 (2008). 

18. M. D. Clark, S. Subramanian and R. Krishnamoorti, J Colloid Interface Sci 354 (1), 

144-151 (2011). 

19. S. Kolhe and K. Parikh, Int J Bioinform Res Appl 8 (1-2), 112-125 (2012). 

20. C. Fabbro, H. Ali-Boucetta, T. Da Ros, K. Kostarelos, A. Bianco and M. Prato, 

Chem Commun (Camb) 48 (33), 3911-3926 (2012). 

21. C. Pot, L. Apetoh, A. Awasthi and V. K. Kuchroo, Semin Immunol 23 (6), 438-445 

(2011). 

22. A. Jager, V. Dardalhon, R. A. Sobel, E. Bettelli and V. K. Kuchroo, J Immunol 183 

(11), 7169-7177 (2009). 

23. G. P. Dunn, C. M. Koebel and R. D. Schreiber, Nat Rev Immunol 6 (11), 836-848 

(2006). 

24. H. Ikeda, L. J. Old and R. D. Schreiber, Cytokine Growth Factor Rev 13 (2), 95-109 

(2002). 

25. X. Y. Meng, C. H. Zhou, J. Ma, C. Jiang and P. Ji, Med Oncol (2012). 

26. M. Paladugu, A. Thakur, L. G. Lum, S. Mittal and P. Parajuli, Cancer Immunol 

Immunother (2012). 

27. I. Kryczek, S. Wei, W. Szeliga, L. Vatan and W. Zou, Blood 114 (2), 357-359 

(2009). 

28. D. He, H. Li, N. Yusuf, C. A. Elmets, M. Athar, S. K. Katiyar and H. Xu, PLoS 

ONE 7 (2), e32126 (2012). 

29. D. He, H. Li, N. Yusuf, C. A. Elmets, J. Li, J. D. Mountz and H. Xu, J Immunol 184 

(5), 2281-2288 (2010). 

30. V. Lazarevic, X. Chen, J. H. Shim, E. S. Hwang, E. Jang, A. N. Bolm, M. Oukka, 

V. K. Kuchroo and L. H. Glimcher, Nat Immunol 12 (1), 96-104 (2011). 
 

44



 

 

31. S. J. Leibovich, P. J. Polverini, H. M. Shepard, D. M. Wiseman, V. Shively and N. 

Nuseir, Nature 329 (6140), 630-632 (1987). 

32. N. B. Hao, M. H. Lu, Y. H. Fan, Y. L. Cao, Z. R. Zhang and S. M. Yang, Clin Dev 

Immunol 2012, 948098 (2012). 

33. L. C. Zaba, I. Cardinale, P. Gilleaudeau, M. Sullivan-Whalen, M. Suarez-Farinas, J. 

Fuentes-Duculan, I. Novitskaya, A. Khatcherian, M. J. Bluth, M. A. Lowes and J. 

G. Krueger, J Exp Med 204 (13), 3183-3194 (2007). 

34. S. Mocellin, F. M. Marincola and H. A. Young, Journal Leukocyte Biol 78 (5), 

1043-1051 (2005). 

35. K. Asadullah, W. Sterry and H. D. Volk, Pharmacol Rev 55 (2), 241-269 (2003). 

36. L. Cervenak, L. Morbidelli, D. Donati, S. Donnini, T. Kambayashi, J. L. Wilson, H. 
 

Axelson, E. Castanos-Velez, H. G. Ljunggren, R. D. Malefyt, H. J. Granger, M. 
 

Ziche and M. T. Bejarano, Blood 96 (7), 2568-2573 (2000). 
 

37. K. Avradopoulos, S. Mehta, D. Blackinton and H. J. Wanebo, Ann Surg Oncol 4 

 

(2), 184-190 (1997). 
 

38. L. Yang and D. P. Carbone, Adv Cancer Res 92, 13-27 (2004). 
 

39. H. Gobbi, W. D. Dupont, J. F. Simpson, W. D. Plummer, Jr., P. A. Schuyler, S. J. 
 

Olson, C. L. Arteaga and D. L. Page, J Natl Cancer Inst 91 (24), 2096-2101 (1999). 
 

40. H. G. Kang, M. H. Chae, J. M. Park, E. J. Kim, J. H. Park, S. Kam, S. I. Cha, C. H. 
 

Kim, R. W. Park, S. H. Park, Y. L. Kim, I. S. Kim, T. H. Jung and J. Y. Park, Lung 

 

Cancer 52 (1), 1-7 (2006). 
 

41. R. Schnepp and X. Hua, Cancer Biol Ther 2 (2), 171-172 (2003). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

45 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

47 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 – A) Evolution of tumor size, in relation to the initial tumor size, after injection. 

B) Representative tumor image of LCC and LCC+MWCNTS groups. 
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Figure 4 - Lymph proliferative response of lymph nodes from naïve control and tumor- 

bearing animals injected and not with MWCNTS (A). Expression of cytokines (IL-17, IFN, 

TNF, IL-10 and TGF) in the lymph nodes of LCC and LCC+MWCNTS injected animals 

(B). 
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CONCLUSÕES 

 

 

 

 

 

Os resultados apresentados permitiram as seguintes conclusões: 
 

 

 

 

 

 Os nanotubos de carbono são internalizados pelas LLC. 
 

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

 A administração sistêmica de MWCNT reduz significativamente o 

 

crescimento do carcinoma de pulmão experimental. 
 

 A inoculação com as nanopartículas de carbono estimula a resposta 

 

proliferativa de linfócitos T com mitógeno inespecífico e aumenta a 

 

expressão dos IFN-γ. 
 

 A administração in vivo dos MWCNTS reduz a expressão das citocinas IL- 

 

1, TNF-α, IL-10 e TGF-β. 
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