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RESUMO

Quantum Dots (QDs) sédo nanocristais fluorescentes de semicondutores que vém
ganhando espaco em Ciéncias da Saude como sondas fluorescentes para estudos
de sistemas bioldgicos tanto in vitro como in vivo. Entretanto, para assegurar sua
aplicabilidade em organismos vivos, Sdo necessarios testes de avaliacdo de
toxicidade. Tendo em vista estes aspectos, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar e
comparar o efeito de diferentes concentragbes de QDs de CdTe e ZnSe
funcionalizados com Acido Mercaptopropidnico (AMP) e/ou Acido Mercaptosuccinico
(AMS) sobre cultura de macrofagos da linhagem RAW 264.7, células imuno efetoras
gue desempenham papel relevante na defesa do organismo frente a patdégenos.
Para tanto, foram realizados testes de: (1) viabilidade celular através de MTT para
definicdo de ICso em 24 horas de exposi¢do aos QDs, (2) viabilidade por exclusao de
lodeto de Propidio (PI) e analise de ciclo celular por Pl na ICsy por 24 horas, e por
fim (3) avaliacdo dos niveis de Ca?" citoplasmatico utilizando o Fluo-3. O teste
estatistico utilizado foi One-Way ANOVA com nivel de significancia p < 0,05. O teste
MTT mostrou que apds um periodo de 24 h de exposicao aos QDs de CdTe houve
reducdo da viabilidade para ~35 e 70% nas concentra¢gbes maximas e minimas
utilizadas (35,3+2% e 71+3,5% respectivamente) sendo a ICsy obtida para em ~76
nM (AMP=51,7+3,5% e AMS=56,3+8,6%). Essa toxicidade se apresentou de forma
dose-dependente. JA 0 ZnSe se mostrou menos téxico com ICsg em ~380 nM
(48,7+11,3%). A analise da viabilidade com Pl em 76 nM para todas as
nanoparticulas, indicou que nao ha leséo significativa da membrana plasmatica apos
24 h de incubacdo. O teste de ciclo celular, também em 76 nM, indicou que as
amostras expostas aos QDs de CdTe apresentaram mais debris (AMP=27,4+3,8;%;
AMS=28,4+3,9% e C=4,4+1,3) e menos células em S e G2 (AMP=7,3+0,3 e
4,7+0,5%; AMS=7,6+0,6 e 3,9+0,5% e C=16,1+2,3 e 13+1,7 % respectivamente). Ja
os resultados de ZnSe nao diferiram do controle. As analises com Fluo-3 mostraram,
para os QDs de CdTe, um aumento significativo de calcio citoplasmatico a partir da
concentracdo de 76 nM (AMP=263,1+17,8; AMS=255,1+16,2 e C=102,5+6,5).
Entretanto para o ZnSe sé foi observado aumento significativo desse ion para
concentracdes a partir de 260 nM (ZnSe=188+15,8 e C=107,2+4,6). Concluimos que
QDs de CdTe apresentam toxicidade consideravelmente maior que de ZnSe para as
células RAW 264.7, independente do agente estabilizante/funcionalizante ou
tamanho do QD. Isso indica que a toxicidade esta provavelmente ligada a liberacéo
do Cadmio. Com relagdo ao CdTe, acredita-se que danos posteriores & membrana
plasmatica nessas células podem ser reflexo dos eventos precoces ocorridos na
mitocondria e nos niveis de Ca”**. Por fim, de acordo com os resultados
apresentados, observamos que a morte celular de RAW 264.7 devido a exposi¢cao
aos QDs é um evento crescente e continuo diretamente relacionado com o tempo de
exposicao e com a concentracédo de QDs ministrada.

Palavras-Chave: Quantum Dots, Toxicidade, Macréfagos
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ABSTRACT

Quantum Dots (QDs) are fluorescent semiconductor nanocrystals that have been
considered important fluorescent probes for studies of biological systems both in vitro
and in vivo in Health Sciences. However, to ensure its applicability in living
organisms, tests are needed to evaluate toxicity. In this context, the aim of this study
was to evaluate and compare the effect of different concentrations of CdTe and ZnSe
QDs with Mercaptopropionic Acid (MPA) and/or Mercaptosuccinic Acid (MSA)
funcionalization, on cultured RAW 264.7 macrophage lineage, immune effectors cells
important to the organisms” defense. For this, the tests performed by us were: (1)
cellular viability by MTT to define I1Cso after 24 hours of exposure to the QDs, (2)
viability by Propidium lodide (PI) and analysis of the cell cycle by Pl in the ICs for 24
hours, and (3) evaluation of cytoplasmic Ca®" (in 2 hours with 5 concentrations of
QDs) by using Fluo-3. The statistical test used was one-way ANOVA with
significance level of p £ 0.05. The MTT assay showed that after a 24 h of exposure to
the CdTe QDs the viability decreased to ~35 and 70% at maximum and minimum
concentrations used (35.3 and 71+2%+3.5%, respectively) with an 1Csy obtained at ~
76 nM (MPA=51.7+3.5=56.3% and 8.6% MSA). This toxicity was presented in a
dose- dependent way. It was shown that the ZnSe was less toxic with 1Cso ~380 nM
(48.7+11.3%). The viability by Pl with 76 nM, indicate no significant injury to the
plasma membrane after 24 hours of incubation for all types of nanopatrticles. The test
of cell cycle, also at 76 nM, indicated that samples exposed to the CdTe QDs showed
more debris (MPA=27.4+3.8%; MSA=28.4+3.9% e C=4.4+1.3) and less cells in S
and G2 (MPA=7.3+0.3 e 4.7+0.5%; MSA=7.6+0.6 e 3.9+0.5% e C=16.1+2.3 e
13+1.7% respectively). However the results of ZnSe did not differ from the control.
Analyses with Fluo-3 for the CdTe QDs, showed a significant increase in
citoplasmatic calcium from the concentration of 76 nM (MPA=263.1+17.8;
MSA=255.1+16.2 e C=102.5+6,5). However for ZnSe significant increase was
observed only for ion concentrations from 260 nM (ZnSe=188+15.8 e C=107.2 +4.6).
We conclude that CdTe QDs exhibit considerably toxicity, higher than ZnSe for RAW
264.7 cells, independent of the stabilizer/functionalizing agent or the QD size. This
indicates that the toxicity is probably linked to the release of Cadmium. In respect to
CdTe, we believe that upcoming damages to the plasma membrane could reflect the
events that occur early in the mitochondria and in the Ca? * levels. Finally, in
accordance with the presented results, we observed that the RAW 264.7 cell death
due to exposure to QDs is a continuous and growing event directly related to the
exposure time and the concentration of QDs provided.

KeyWords: Quantum Dots, Toxicity, Macrophage.
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1. INTRODUCAO

A luz é uma radiacdo eletromagnética, situada entre o infravermelho e
ultravioleta, que vem sendo utilizada como meio de estudo de variados fendbmenos
desde os primeiros trabalhos no ramo da Ciéncia. No estudo da biologia ela esta
presente desde o0s primeiros microscopios Opticos, onde se puderam observar
estruturas basais de tecidos e células, até as mais refinadas técnicas atuais de
aquisicdo de imagens e de analises, tais como a microscopia confocal, microscopia
de fluorescéncia e ping¢as opticas.

Porém, para se fazer uso destas tecnologias sofisticadas de aquisicdo de
imagens microscopicas € necessario 0 uso conjunto de elementos que permitam o
contraste entre as diferentes estruturas da amostra - como células e organelas,
fiboras e matrizes. E assim, podemos citar os mais diferentes tipos de corantes:
corantes tradicionais, fosforescentes e fluorescentes, como os Quantum Dots (QDSs).

Na procura de metodologias mais estaveis que nos permitam a aquisicdo de
dados, os QDs vém ganhado destaque. S&o nanocristais fluorescentes de
semicondutores em escala nanométrica, que sofrem reduzida fotodegradacdo e
possuem propriedades interessantes para a aquisicdo de imagens. Os QDs
possuem de 1 a 10 nm de diametro, e apresentam com um largo espectro de
absorcdo. Seu tamanho define o comprimento de onda de emissdo, permitindo
assim que particulas do mesmo material produzam fluorescéncias variadas. Além
disto, estas particulas podem ser funcionalizadas com moléculas organicas que |he
confiram funcéo especifica de acordo com o objetivo de uso.

Devido ao fato de sofrerem fotodegradacéo reduzida em relagcdo aos corantes
fluorescentes tradicionais, e possuir um largo espectro de absorcéo, o que permite
qgue varios QDs possam ser excitados com um Unico laser, os QDs tém ganhado
destaque na marcacdo de sistemas bioldgicos tanto in vitro como in vivo. Apos
conjugacao destas nanoparticulas com biomoléculas, eles podem ser utilizados para
a elucidacdo de mecanismos celulares e tissulares, para o diagnoéstico de patologias
e inclusive para tratamento.

Como seu uso na biologia é recente, muitos aspectos a respeito da sua
interagdo com o sistema bioldgico como também da sua influéncia sobre o

metabolismo celular ainda permanecem sem compreensédo. Os estudos sobre sua
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toxicidade séo variados, porém ainda ha muito a se entender sobre os mecanismos
que regem a dindmica da interacdo dos QDs em células, tecidos e organismos.
Tendo em vista seu potencial uso como sonda fluorescente, € importante conhecer
as alteragfes que a nanoparticula pode provocar sobre o objeto de estudo.

Morte celular, producdo de espécies reativas do oxigénio (ROS), producédo de
Oxido Nitrico (NO, Nictric Oxide), além de danos ao DNA como metilagcdo de
histonas e fragmentacédo do material genético, e promocéao de inflamacao sdo alguns
dos eventos causados pelos QDs ja descritos na literatura. A mitocondria € tida
como um dos primeiros alvos da toxicidade enquanto se especula sobre a elevacéo
dos niveis de calcio na presenca de nanoparticulas, porém 0s mecanismos que
desencadeiam estas respostas ndo estdo muito bem elucidados.

Para estudar estes efeitos sobre o metabolismo celular, alguns sistemas
biolégicos sdo de particular interesse. Entre eles estédo o cultivo de células primarias
(extraidas diretamente de organismos vivos) ou imortalizadas (células transformadas
e de crescimento indefinido em cultura) provenientes de tecidos-chave para o
organismo, como por exemplo, hepatécitos, células epidermaticas, células nervosas,
células de mucosa intestinal ou células imunes efetoras (fagocitos mononucleares).

As células imunes efetoras, como os Macrofagos, se mostram em destaque,
pois sao elas que irdo promover a defesa do hospedeiro na presenca de um agente
agressor ao organismo, como um patdgeno, uma ceélula tumoral ou uma paticula
inerte como um QD, utilizando mecanismos como a fagocitose, producdo de Oxido
Nitrico e de citocinas mediadoras da inflamacdo, além da producdo de ROS.
Portanto esta célula é alvo de varios testes de toxicidade e proliferacéo celular para
assegurar o uso de drogas, compostos inorganicos e agentes quimicos com
potencial medicamentoso.

Dentro deste contexto iremos focar este trabalho na analise dos possiveis
efeitos causados pelos Quantum Dots sobre culturas de macréfagos imortalizados, a
fim de tentar elucidar os mecanismos envolvidos na agressdo causada por estas

nanoparticulas sobre o sistema biol6gico em questéo.
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2. OBJETIVOS

Geral:

Avaliar a citotoxicidade de Quantum Dots hidrofilicos de CdTe/CdS-AMP, CdTe/CdS-
AMS e ZnSe/ZnS-AMS sobre cultura de células RAW 264.7

Especificos:

Caracterizar opticamente Quantum Dots de CdTe/CdS-AMP, CdTe/CdS-AMS e
ZnSelZnS-AMS;

Avaliar o efeito dos diferentes QDs sobre a viabilidade celular de macréfagos através
da técnica do MTT.

Avaliar os possiveis efeitos de QDs sobre a integridade da membrana plasmatica de

macrofagos.
Avaliar os possiveis efeitos de QD sobre o DNA dos macrofagos.

Avaliar os possiveis efeitos dos QDs sobre os niveis intracelulares de Calcio.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Luz, Luminescéncia e Fluorescéncia

Luz visivel é uma onda eletromagnética, com comprimentos determinados
dentro do intervalo para o qual o olho humano é sensivel. E uma radiacio
eletromagnética com comprimentos de onda que vao da radiacdo infravermelha até
a radiacdo ultravioleta. A luminescéncia € emissdao de luz em determinado
comprimento de onda apresentada por certas substancias quando estimuladas (Kurt
Nassau, 2003).

A fluorescéncia é um tipo especifico do fendmeno de luminescéncia. E a
emissao de radiacao eletromagnética visivel quando a molécula € excitada pela luz,
e que perdura enquanto a excitacao estiver presente. Ela ocorre porque, sob o efeito
da radiacdo, elétrons absorvem energia e passam do chamado estado fundamental
para o estado excitado. Ao voltar ao estado fundamental, uma das formas de se
liberar o excesso de energia € na forma de radiacdo eletromagnética. Na
fluorescéncia, esse processo ocorre em fracbes de segundos e se encerra
imediatamente com a retirada da fonte de excitacdo (Servico geoldgico do Brasil,
2013). Na Figura 1 encontram-se exemplos de cristais fluorescentes.

Fig. 1: Cristais visualizados sob excitacdo em diferentes comprimentos de onda. Da esquerda para a
direita: luz branca e diferentes comprimentos de onda no espectro de luz UV (Electric LadyLand
Museum).

3.2. Quantum Dots

Pontos Quanticos ou Quantum Dots (QDs) sao cristais de semicondutores
fluorescentes em escala nanométrica (nanocristais). Apresentam diametros da

ordem de 1 a 10 nm, (1 nm = 10° m) e sdo constituidos de poucas centenas a
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poucos milhares de atomos, exibindo propriedades Opticas que sao
significativamente diferentes quando comparadas aos mesmos cristais em escala

macroscopica, chamados "bulk" (Fig.2) (Santos, et al, 2008).
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Fig. 2: (a) Exemplos de cristais artificiais macroscépicos, sintetizados quimicamente em laboratorio.
Entre eles um cristal de CdTe, o qual d& origem a pontos quanticos; (b) Bulk de CdTe; (c) Bulk de
ZnSe. (The Crystal Growth Laboratory, 2013)

Os materiais semicondutores possuem uma estrutura composta de uma
Banda de Valéncia (BV) ocupada por elétrons, uma Banda de Conducéo (BC) sem
elétrons, e por um Band Gap (BG), uma banda de energia proibida ao elétron entre
as bandas BV e BC. Com o efeito da diminuicdo do tamanho dos materiais
semicondutores para a escala nanométrica, ocorre um alargamento do Band Gap e
0 aparecimento de niveis discretos ao final das bandas BC e BV (Fig.3) (Santos et
al, 2008).
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Fig. 3: Discretizacdo dos niveis energéticos dos cristais de semicondutores de acordo com o tamanho
da particula (adaptado de Sigma-Aldrich).

Quando um féton de luz visivel atinge esses materiais, elétrons da BV séo
excitados e migram para a BC, atravessando o BG. Porém sua permanéncia no
estado excitado € curta, e 0s elétrons acabam retornando ao seu estado inicial.
Neste retorno, o elétron libera parte da energia adquirida em forma de fluorescéncia.
Devido a emissao estar associada a energia do BG, quanto maior a diferenca
energética entre BV e BC, menor sera o comprimento de onda e vice versa. Uma
vez que a energia do BG ir4 variar de acordo com o tamanho da nanopatrticula,
podemos "sintonizar" o comprimento de onda do f6ton emitido com o diametro do
cristal (Fig. 4) (Jamieson et al, 2007).

CdSe CdTe

e e 000 ©
N\

Intensidade de Fluorescéncla
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de Onda

Fig.4: Relacdo entre tamanho da nanoparticula e seu espectro de emisséo (cor)

Estes semicondutores (Fig. 5), quando em escala nanométrica, apresentam
propriedades diferentes de seus similares macroscoépicos, propriedades estas que

sdo de grande interesse quando se trata de sondas bioldgicas.
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Fig.5: Exemplo da fluorescéncia de QDs de CdTe sintonizavel com o tamanho. Comprimento de
excitacdo: 365 nm.

Entre as caracteristicas que tornam os QDs interessantes como sondas
fluorescentes estdo: (1) o largo espectro de absorcdo, que permite que varios tipos
de QDs que emitem luz em diferentes regides do visivel sejam excitados
simultaneamente utilizando apenas um comprimento de onda; (2) seu relativo
estreito espectro de emissao, facilitando a distingdo entre cada tipo de QD, o que
pode ser controlado pela variacdo do tamanho do nanocristal, (3) sua fluorescéncia
intensa possui relativa fotoestabilidade (Fig. 6) (Chan et al 2002; Lira et al, 2010 ;
Han et al, 2001).
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Fig. 6. Espectros de absor¢céo (a) e emissao (b) de Rodamina 6G e QDs de CdSe. O espectro de
emissdo do QD é estreito na largura a meia altura do pico, enquanto o seu perfil de absorcdo é amplo
e continuo, o que significa que 0 QDs é mais eficientemente excitado em qualquer comprimento de
onda inferior a 530 nm. Em contraste, a Rodamina 6G, corante organico, tem um perfil de excitacao
estreito e largo espectro de emissdo (Chan et al, 2002).

Enquanto isso, 0s corantes organicos convencionais possuem estreito
espectro de absorcédo, exigindo um estimulo por luz de um comprimento de onda
especifico, que varia de corante para corante. Isto implica na necessidade de uma
fonte de luz especifica para cada reagente com que se trabalha (Jamieson et al,
2007). Estes corantes também possuem um espectro de emissdo largo, ou seja,
seus espectros podem sobrepor-se, impedindo de se visualizar variadas estruturas
biolégicas com precisdo e sem superposi¢do de sinais. Isto limita o niumero de
sondas fluorescentes que podem ser utilizadas para marcar diferentes moléculas
bioldgicas simultaneamente (Jamieson et al, 2007; Michalet et al, 2005; Xiao et al,
2010).
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Os QDs também sao conhecidos como atomos artificiais, pois em escala
nanometrica estdo sob acdo do Efeito Quantico, onde ocorre a discretizacdo dos
niveis energéticos (Fig. 3). Como séo nanoparticulas muito pequenas, modificacbes
ocorridas em sua superficie se tornam bastante relevantes. Aspectos como ligacdes
ndao compartilhadas de atomos da superficie, ou caracteristicas do meio em gque
estdo, podem provocar diminuicdo de sua fluorescéncia (Santos et al, 2008). Para
refazer as ligacbes ndo compartilhadas dos atomos de sua superficie, comumente
recobrem-se os cristais (nucleo) com outro semicondutor de com BG de energia
maior (casca), processo chamado de passivacdo. Os nanocristais resultantes sao

entdo chamados de nucleo/casca (Fig.7) e sao mais fluorescentes.

2 PN
[ ] ¥
& ‘ “4‘.4'

Nucle
Casca (Passivaggo)

>Funcionalizagdo

Fig.7: Representacdo esquematica da estrutura do QD.

Durante a sintese dos nanocristais € comum se adicionar ao meio um agente
estabilizante, que ira agir de forma a evitar a precipitacdo das nanoparticulas
(Santos et al, 2008; Han et al, 2001). Os agentes estabilizantes mais utilizados nas
sinteses hidrofiicas sdo o Acido Mercaptopropidnico (AMP) e o Acido
Mercaptosuccinico (AMS) (Fig. 8).

Ambos possuem dupla funcdo devido a presenca de um grupamento
contendo Enxofre e um grupamento Carboxilico. Os atomos de enxofre formam
ligacbes covalentes com os atomos de Cadmio do nucleo que possuem ligacbes
livres, e deste modo é formada a camada de passivacdo de CdS. Por outro lado,
estes mesmos estabilizantes possuem um grupamento carboxilico que ird funcionar
tanto como agente estabilizante, como funcionalizante e nele ainda € possivel se
ligar outras biomoléculas como proteinas e lipideos (Rogach et al, 2007).

A Cisteamina é outro agente estabilizante de funcdo dupla que pode ser
utiizado na estabilizacdo e funcionalizagdo das nanoparticulas. Ela possui um
grupamento Tiol, que ira participar da passivacédo, e um grupamento amina, o qual

confere carga positiva ao QD em pH neutro.
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HS/\AOH HO on

SH 0

Fig. 8: Estrutura molecular dos estabilizantes mais comuns: (a) acido 3-mercaptopropiénico (AMP);

(b) &cido mercaptossucinico (AMS).

Além da funcionalizacdo com AMS e AMP, pode-se também recobrir
concomitantemente a nanoparticula com moléculas de interesse especifico, como
por exemplo, proteinas, lipidios e farmacos, processo chamado de bioconjugacéo, e
€ utilizado para atribuir funcdo especifica a nanoparticula. Exemplos de
bioconjugacdo com Quantum Dots s&o a utilizacdo de anticorpos para marcacao
especifica e identificacdo de estruturas (Wu et al, 2003; Dahan et al, 2003; Lidke et
al, 2004).

3.3 Toxicidade

Devido as suas propriedades Opticas, os QDs estdo sendo amplamente
utilizados em varios campos da biologia. Seus usos véo desde a utilizacdo de QDs
como sondas fluorescentes para a marcacao de células (Wu et al, 2003; Dahan et al,
2003; Lidke et al, 2004), ensaios dinamicos (Parak et al, 2002) ou entrega de genes
(Kleina et al, 2009) até sua associacdo com nanoparticulas magnéticas para
agentes de contraste em imagens de ressonancia magnética (Okamatsu et al, 2013;
Pankhurst, et al 2003). Além de serem utilizados em culturas celulares, os QDs tém
sido introduzidos com sucessO em experiéncias com animais para marcagao
especifica in vivo (Ballou et al, 2004; Kim et al, 2004) e o uso futuro em aplicacdes
clinicas é previsto (Alivisatos, 2001). Logo, € evidente que para qualquer aplicacéo
clinica a biocompatibilidade das nanoparticulas é crucial.

Visto que QDs séao diferentes do seu bulk devido ao seu tamanho, é uma

guestdo Obvia se perguntar sobre os potenciais perigos decorrentes da sua
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miniaturizacao (Service, 2000). Podemos pensar em pelo menos quatro diferentes
meios pelos quais QDs, introduzidos no organismo podem interferir com a
funcionalidade do sistema biolégico e, finalmente, levar ao declinio de seu
metabolismo: (1) nanoparticulas podem ser compostas de materiais toxicos. Este é o
caso, por exemplo, de nanoparticulas de CdSe e CdTe. Dentro do organismo, ions
toxicos sao libertados, e provocam morte celular. Efeitos tdéxicos de ions cadmio e
outros materiais sdo conhecidos e descritos na literatura (Kondoh et al, 2002; Limaye
e Shaikh, 1999; Rikans e Yamano, 2000; Santone, et al, 1982; Lopez et al, 2003); (2)
A deposicdo e impregnacdo das nanoparticulas sobre o sistema biolégico podem
causar danos, independente do material utilizado na composi¢cdo dos QDs. Sabe-se
gue nanoparticulas podem aderir a superficie de membranas celulares por adsorcéo
(Ghitescu e Fixman, 1984; Jordan et al, 1999), além de serem também endocitados
pelas células (Parak et al, 2002; Jordan et al, 1999; Kloepfer et al, 2003). A adeséo a
membrana celular e o armazenamento de particulas no interior das células podem
ter efeitos prejudiciais, mesmo para particulas inertes que ndo se decompdem ou
reagem; (3) A forma da nanoparticula tem influéncia sobre sua toxicidade. Particulas
de mesmo material, mas de formas diferentes podem ter efeito toxico exacerbado
por uma ou outra forma. Tem sido relatado que os nanotubos de carbono podem
perfurar células como se fossem agulhas. (Lam et al, 2004; Warheit et al, 2004).
Em estudo com nanotubos de carbono em pulmédo, foi mostrado que estas
nanoparticulas séo significativamente mais toxicas do que nanoparticulas de grafite,
ou seja, do mesmo elemento, porém em formato diferente (Lam et al, 2004); (4) O
tipo de recobrimento utilizado para funcionalizar estas particulas € crucial para a
determinacao da sua toxicidade. Em um estudo comparativo de QDs funcionalizados
com agentes de cargas opostas - acido mercaptopropiénico (AMP) de carga
negativa e Cisteamina (Cys) de carga positiva, ambas em pH neutro - foi mostrado
que a funcionalizagcdo com Cys tornou a particula menos toxica. Uma vez que sua
carga € positiva, as interagdes QDs-células ocorreram de forma menos agressiva, e
a metabolizacdo da nanoparticula foi mais facilmente conduzida. Além disto, a carga
positiva ajudou a neutralizar radicais livres produzidos pelo estresse oxidativo
causado pelo préprio QD (Derfus et al, 2004).

Em 2004, Derfus et. al relataram que particulas de CdSe dispersas em meio

aquoso liberam fons Cd** e que a concentracdo dos fons se correlaciona
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diretamente com os efeitos téxicos provocados. Os mesmos autores demonstraram
que a liberacdo de ions € aumentada pela oxidac&o, quer pela exposicdo ao ar ou a
radiacdo UV, mas € diminuida por encapsulagcdo dos QDs com passivacdes
adequadas, tal como ZnS (Derfus et al, 2004).

Tang et al. mostraram a neurotoxicidade de QDs de CdSe em cultura de
neurénios do hipocampo. Foi observada morte celular dose-dependente com 24
horas de exposicado continua aos QDs (Tang et al, 2008). Ming et al., em 2011,
mostrou que a exposicao a concentracdes, mesmo baixas, de QDs sdo capazes de
reduzir a viabilidade de células endoteliais, provocar estresse oxidativo com
liberacdo de ROS, fragmentacdo da mitocondria e quebra de potencial de membrana
mitocondrial, além disso os QDs iniciam mecanismos apoptoticos mitocondriais
(Ming Yana et al, 2011). Diferentes nucleos e revestimentos de QDs ja se sabem ser
toxicos para culturas primarias de hepatécitos de ratos (Shiohara et al, 2004). Além
disso, foi demonstrado que a base de cadmio dos QDs induz a perda dramatica de
células no pancreas, células de carcinoma (PANC-1), células de feocromocitoma de
rato (PC12) e células microgliais de murino (N9) (Lovric et al, 2005; Chang et al,.
2009).

A toxicidade dos QDs pode ser alterada por modificacdes de superficie (Chan
et al, 2012) sugerindo que as superficies reativas podem desempenhar um papel
importante na citotoxicidade de QD (Lovric et al, 2005; Chang et al,. 2009). Quando
revestidos com proteinas ou polimeros biocompativeis, QDs sdo menos prejudiciais
para as células e organismos. No entanto, quando QDs sao retidos nas células ou
acumulados no corpo durante um longo periodo de tempo, 0s revestimentos séo
degradados pelos mecanismos de defesa do organismo. Estes QDs tém entdo seus
ndcleos expostos, provocando estresse oxidativo, induzindo danos a fragfes
subcelulares que culminam com morte celular por apoptose néo classica (Lovric et
al, 2005; Chang et al,. 2009; Choi et al; 2007).

Muitos sdo os estudos que relatam efeitos téxicos dos QDs em nivel celular,
subcelular, protéico e em DNA (Wang et al, 2010; Lu et al, 2010). Segundo eles, os
QDs podem entrar nas células através de endocitose ou provocar danos a
membrana plasmatica, mitocéndria e nucleo, conduzindo a apoptose celular ((Ming
Yana et al, 2011; Shiohara et al, 2004; Lovric et al, 2005; Chang et al,. 2009;
Valadares , 2006; Choi et al; 2007). Ao nivel protéico, os QDs podem se ligar a
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albumina do soro humano, e formar complexos de proteina-QDs que levam a
mudancas conformacionais, tanto em nivel secundario quanto em nivel de estrutura
terciaria (Xia et al, 2008). Ao nivel de DNA, QDs podem lesar o DNA devido a
geracao de radicais livres (Green e Howmam, 2005).

Embora estes estudos toxicoldgicos (Derfus et al, 2004; Tang et al, 2008; Su
et al, 2009) mostrem a toxicidade dos QDs como resultado da sua exposicdo em
sistemas biologicos, o entendimento do seu mecanismo ainda permanece limitado
(Tang et al, 2008). E para tal, é imprescindivel a compreensao de seus efeitos sobre
0 sistema imune e suas células. Embora haja estudos em macréfagos (Zheng et al,
2007; Li et al, 2013; Higuchi et al, 2008), estes sédo escassos e tratam puramente da
marcacdo de nanoparticulas sobre as ceélulas. Poucos sdo os que tratam seus

efeitos sobre o metabolismo deste sistema (Martin et al, 2010).

3.4. Macréfagos

Os macréfagos sado células de defesa, amplamente distribuidas pelo
organismo, que recebem diferentes nomes de acordo com a sua localizag&o. Alguns
exemplos sao: microglia no Sistema Nervoso Central, células de Kuppfer no figado,
macrofagos alveolares no pulméo, células dendriticas na regido subcortical dos
linfonodos e células de Langerhans na pele (Imunologia Celular, 2005).

S&o células relativamente grandes, que medem entre 25-50 ym de diametro,
apresentam nucleo irregular, possuem um ou mais nucléolos, cromatina pouco
condensada, citoesqueleto bem desenvolvido, inUmeras projecdes citoplasmaticas,
grande numero de lisossomos, complexo de Golgi e mitocdndrias(Auger et al 1992).
Eles sdo, sem duvida, um dos mais importantes tipos de células do sistema imune
inato e podem assumir formas morfoldgicas diferentes conforme sua localizacdo
(Halliwell et al, 1999).

Os macrofagos podem exercer a funcdo de defesa de maneira indireta, por
meio de atividades antitumorais e microbicidas, da secre¢do de citocinas, da
apresentacao de antigenos, regulando assim o sistema imune (Klimp et al, 2001) ou
de forma direta, identificando, fagocitando e destruindo efetivamente corpos

estranhos. Desta forma, o macréfago tem papel central no inicio da resposta inata e
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adquirida e a efetividade da resposta contra patbgenos depende da sua forma de
ativacao (Dinarello, 1996).

A fagocitose desenvolvida pelos macréfagos compde o inicio do conjunto das
atividades biolégicas de toda a resposta imunolégica e da resposta inata, e é
constituida pelas etapas: aderéncia ao substrato, quimiotaxia, ingestdo de células e
particulas inertes e producao radicais livres (Sporn et al, 1990; De La Fuente et al,
1991; Holgate et al, 1996; Aderem et al, 1999; Zapolska-Donar et a, 2000). Ha
"espraiamento” do macrofago, com alteracédo da forma (arredondada para achatada),
e consequente aumento da area de contato da membrana plasmética com o
substrato a ser fagocitado, e redistribuicdo das organelas citoplasmaticas.

Durante a etapa de aderéncia ao substrato, ocorre a ativacdo de receptores
para moléculas de adeséo, como fibronectina, vibronectina e laminina, ocasionando
rearranjo do citoesqueleto celular para que ocorra a fagocitose (Sampaio, 2005).
Com a internalizacdo do patdégeno (que pode ser um microorganismo ou um corpo
estranho, assim como uma nano ou microparticula), ha a formacéo de uma vesicula
onde o agente agressor permanece confinado, e esta fica acessivel ao endossoma
(Swanson e Baer, 1995). Por meio de uma série de eventos de fusdo, a membrana
vesicular e o contetdo do endossoma fusionam-se para formar o fagolisossoma.

Funcionalmente, apo0s ingestdo da particula e formacdo do fagolisossoma,
ocorre a "explosao respiratéria”, resultando em aumento no consumo de oxigénio e
na geracdo de ROS. O anion Superéxido (O2) é o principal radical livre produzido, e
a partir dele sdo gerados outros ions poderosos no defesa do organismo, como o
OH" e 0 NO que combinados produzem radicais peroxinitrito (NO3’) e também H,0,
altamente ativos na eliminacdo de patdgenos invasores, atacando microrganismos
e/ou células infectadas, mas que em excesso pode lesar células vizinhas, causando
dano além de defesa (Bauerle et al, 1996; Pithon-Curi et al, 1995; imunologia
celular, 2005). Desta forma, linhagens macrofagicas sdo de grande interesse para
obtencéo de informacdes sobre a resposta produzida frente a presenca de "agentes
agressores" desconhecidos em organismos.

Dentre as linhagens imortalizadas de macréfagos disponiveis, se destaca as
RAW 264.7, oriundas de células tumorais peritoneais induzidas por virus (Abelson
Leukemia Virus) em ratos (Raschke et al, 1978). Estas células sdo aderentes,

apresentam alta taxa de fagocitose e de multiplicagcdo. Sao resistentes e
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relativamente faceis de cultivar. S&o interessantes para testes de toxicidade, pois
apresentam metabolismo que mimetiza macrofagos de culturas primarias, porém

nao sofrem fase de declinio no seu crescimento, por serem imortalizadas.

3.5. Ciclo Celular

Num organismo pluricelular, os mecanismos de divisdo celular sdo essenciais
para permitir a embriogénese, crescimento e reparacdo apos perda de células. A
vida de uma célula é ritmada pelo ciclo celular, onde cada célula de um organismo
sofre modificacdes ciclicas que a conduzem a divisédo celular e a formacdo de duas
células-filhas. Portanto a andlise do ciclo celular € um passo importante para a
compreensao das vias de ativacdo e proliferacdo das células (Poirier et al, 2003).
Em células cultivadas in vitro, informacdes sobre o ciclo celular sdo importantes no
sentido de assegurar o crescimento sadio de uma populacao.

O ciclo celular eucariético (Fig. 9) é compreendido em dois periodos: interfase
(Fase G1; Periodo S; Fase G2) e mitose (M). A interfase € caracterizada pela
intensa atividade metabdlica e preparacdo para divisdo celular. Ela abrange trés
periodos, G1, S, e G2 e, a identificacdo destas fases pode ser obtida por meio da
marcacao e quantificacdo de DNA nuclear de células em suspensédo, com lodeto de
Propideo (PI).

Em G1 ndo ocorre sintese de DNA. Séo produzidas moléculas de RNA no
citoplasma, as quais promoverédo a sintese de proteinas. A célula cresce em volume
e torna-se grande, com o dobro das proteinas iniciais.

Na fase S ocorre a sintese de DNA no interior do nudcleo. Nesta fase a
guantidade de DNA presente € maior que em G1, porém menor que em G2.

Em G2 ndo ha mais sintese de DNA, porém ha mais material genético que em
S e o0 dobro em relacdo a G1. Aqui se reinicia a producdo de RNA, formando mais
proteinas para um novo periodo de crescimento celular. A célula entra em uma
situacdo de desequilibrio entre superficie e volume que obriga a célula a iniciar o
processo de divisdo (Giacomello Campeol, 2013).

A Mitose é o processo pelo qual uma célula se divide em duas outras novas
células iguais. E importante no crescimento dos organismos multicelulares e nos

processos de regeneracdo de tecidos do corpo. Uma célula dividindo-se por mitose
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daré origem a duas outras células, com o mesmo niumero de cromossomos da célula

inicial.

G2

Préfase
Prometafase
‘ Metafase

| |Anafase
Tel6fase
Citocinese

MITOSE

G1

Fig. 9: Desenho esquematico das fazes do ciclo celular.

A regulacdo adequada do ciclo celular, com o controle correto da sintese de
substancias reguladoras (ciclinas dependentes de quixases - CDK) e inibidoras
(inibidores de CDK), € fundamental para o desenvolvimento normal dos organismos
multicelulares. Uma falha nesse controle pode acarretar uma superproducao
desnecessaria de células, frequentemente com resultados maléficos, como a
formacao de tumores (cancer) (Biologia Celular e Molecular, 2005).

A dinamica do processo de divisdo celular € muito complexa. Ela ocorre por
meio de uma série de eventos e processos nucleares e citoplasmaticos de forma
coordenada e possui mecanismos de controle rigoroso envolvendo genes e
proteinas regulatérias que atuam em diferentes etapas do ciclo celular. Em cultura,
as células de uma populacdo normalmente apresentam-se em diferentes fases de
ciclo celular. Se todas as células de determinada populagéo estivessem na mesma
etapa do ciclo celular, essa populacdo estaria em sincronismo celular. Uma
variedade de técnicas e substancias pode sincronizar células em fases especificas
do ciclo celular (Biologia Celular e Molecular, 2005).

3.6 Técnicas de analise de Citotoxicidade

A citotoxicidade basal é definida como “os efeitos adversos resultantes da
interferéncia com estrutura e/ou processos celulares essenciais para a sobrevida,

proliferacdo e/ou funcdo comum a todas as células do organismo” (Ekwall, B. 1999)
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A avaliagdo da citotoxicidade basal é importante, uma vez que as fungdes celulares
basais suportam as funcdes celulares érgaos-especificas. A citotoxicidade basal &
expressa como ICsp (concentracdo que inibe 50% das células quando comparado as
células controle ndo-tratadas), a qual pode ser matematicamente calculada a partir
da curva de dose-efeito. Varios métodos aplicados para testar a toxicidade geral séo
Uteis na toxicologia in vitro. Como regra geral, as células sdo expostas a diferentes
concentracfes de um produto quimico por um dado periodo de tempo, sendo
posteriormente a fungéo celular mensurada utilizando diferentes alvos. Os ensaios
mais frequentemente empregados para a avaliacdo de citotoxicidade basal sdo, o
teste de reducao do tetrazolium MTT, o teste da captacdo do corante vital vermelho
neutro (3-amino-m-dimetilamino-2-metilfenazina), liberacdo da enzima lactato
desidrogenase (LDH) e Azul de Tripan (Su et al, 2009).

3.6.1 MTT

O ensaio de MTT ¢é utilizado para medir a viabilidade celular ap6s tratamento
com agentes estressantes. Ele se baseia no fato de o MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-
2yl]-2,5- diphenyltetrazolium bromide thiazolyl blue) ser um sal tetrazolium que, apos
clivagem por desidrogenases presentes na mitocondria de células viaveis, torna-se
insolivel em &agua pela formacédo de cristais de formazan, azuis, e sollveis em
solventes organicos. Apos adicdo de Dimetil Sulfoxido (DMSO - solvente organico)
sobre as células, o MTT convertido em formanzan é solubilizado e pode ser lido por
espectrofotometria. Quanto maior for a absorbéancia lida, mais células funcionais
haviam na amostra. E esta reacéo pode ser expressa em percentual de células vivas
de acordo com a absorbancia lida em 570 nm, obtendo-se o percentual da
viabilidade celular (De Castro et al, 2004; Porto et al, 2011).

3.6.2 lodeto de Propideo

O lodeto de Propideo (Pl) € um corante que intercala entre as bases
nitrogenadas do DNA produzindo fluorescéncia que pode ser detectada e
quantificada por equipamentos de analise de fluorescéncia. Ele possui um pico de

absorcdo em 490 nm e um pico de emissdo em 638 nm. O método de andlise de

Recife
2013



Raele, R.A.

Avaliacao da Citotoxicidade de Quantum Dots, In vitro, em Células RAW 264.7
| 32
viabilidade pela exclusdo do lodeto de Propideo (PI) é baseado no fato do Pl ser um
corante que se liga ao DNA, que porém, ndo € capaz de atravessar a membrana
plasmatica quando esta se encontra intacta (adaptado de www.ucl.ac.uk).

Quando uma célula se encontra sob estresse, alguns dos sistemas de
transporte ativo sdo afetados, seguindo-se a despolarizagdo da membrana
citoplasmatica (células intactas) e, mais tarde, a sua permeabilizacdo (mortas).
Assim, na presenca de lesdo membranar, o corante ndo mais consegue ser mantido
fora da célula, se difundindo para o seu interior, até atingir o nucleo e se ligar ao
DNA (adaptado de sobiologia.com.br).

A analise do ciclo celular de uma populacéo de células pode também ser obtida
por meio da marcacao e quantificacdo de DNA nuclear com o PI. A premissa deste
corante é que ele se liga proporcionalmente a quantidade de DNA presente na célula
(Fig. 10). Células quiescentes e em G1 possuem apenas uma copia de DNA e por
conseguinte, possui intensidade de fluorescéncia X. Células em fase G2/M do ciclo
celular possuem duas copias de DNA e mostram intensidade de fluorescéncia 2X.
Uma vez que as células na fase S estdo sintetizando DNA, os valores de
fluorescéncia estéo entre as populagdes X e 2X. O histograma resultante consiste de
trés populagdes: duas curvas de Gauss (X e 2X picos) e uma da populacdo em fase

S (adaptado de www.ucl.ac.uk).

Cuantidade de DNA
Gy L .'\__ N, Tempa

Proface MetEaie Anafze Telolae
Mitose -
Figura 10: esquema exemplificando as fases do ciclo celular e a quantidade de DNA presente em
cada uma delas. Observe que em G2 ha o dobro de DNA que em G1 enquanto que em S ha uma
guantidade intermediaria. Apés a finalizacdo da Mitose em G2 a célula entra em G1 novamente com

quantidade inicial de DNA. (Adaptado de www.sobiologia.com.br).

3.6.3 Analise de Céalcio
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O calcio é essencial para varias funcbes celulares, como endocitose e
exocitose, contracdo muscular, ativacdo de enzimas, regulacdo de mecanismos de
morte, dentre outros. Entretanto, em excesso no citoplasma, é citotoxico. Assim, a
célula dispbe de alguns mecanismos que mantém o0s niveis intracelulares de calcio
dentro de uma faixa adequada de concentragdo, como por exemplo, as bombas de
calcio e de calcio-sédio e 0 sequestro de calcio no reticulo endoplasmatico e na
mitocondria. Varios agentes toxicos podem aumentar o célcio intracelular, superando
a capacidade da célula de regular sua concentracdo, e deste modo provocar danos
ao seu metabolismo. A elevacao do calcio citoplasmatico pode provocar (1) deplecao
das reservas de ATP: com a elevacdo dos niveis citoplasmaticos de calcio, ha
diminuicdo da sintese do ATP e aumento do seu consumo. A diminui¢do da sintese
ocorre tanto porque a captura do célcio pela mitocondria dissipa a forca préton-
motora da membrana quanto porque o calcio ativa enzimas oxidativas que produzem
espécies reativas lesivas a membrana. Ja o aumento do consumo de ATP é
provocado pelo aumento do trabalho dos transportadores de calcio na tentativa de
reduzir seus niveis citosolicos.(2) Dissociacdo dos microfilamentos: filamentos de
actina mantém a morfologia celular por ancoramento a proteinas presentes na
membrana plasmatica. O aumento do calcio citoplasmatico dissocia a actina dessas
proteinas levando a formacédo de bolhas na membrana e predispondo-a a rupturas.
(3) Ativacdo de enzimas hidroliticas: existem proteases, fosfolipases, DNAses e
RNAses calcio-dependentes. A ativacdo sustentada dessas enzimas levara a
citotoxicidade.(4) Geracdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio: o calcio
ativa enzimas envolvidas na geracado de espécies reativas, como desidrogenases e
xantina oxidases (Ward, 2004).

Algumas das causas do aumento da concentragdo do célcio citoplasmético
podem ser:

Aumento do influxo (entrada) de calcio devido a abertura de canais ibnicos de
calcio operados ou dano a membrana plasmatica; diminuicdo do efluxo (saida)
provocado por funcionamento inadequado dos transportadores responsaveis pela
saida do calcio da célula ou pela sua captura pelo reticulo endoplasmatico ou
mitocondria; mobilizacdo de reservatorios intracelulares por agentes que lesem a
membrana mitocondrial ou do reticulo endoplasmatico, ou que sejam agonistas do

receptor para Inositol Trifosfato (IP3), o qual esta acoplado a canais de calcio na
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membrana do reticulo endoplasmatico e cujo estimulo promove abertura desses
canais com consequente saida do calcio.

Como referido anteriormente, muitas funcdes celulares dependem do calcio,
mas em concentracdes e locais adequados. Gragas a toxicidade de elevadas
concentragdes citosolicas de Ca**, basta uma ligeira alteragéo nas vias sinalizadoras
para provocar consequéncias devastadoras nas funcdes celulares: o excesso ou a
deficiéencia de Ca** na altura e no local errados podem levar & rapida morte celular
por necrose, ou a inducdo da morte celular programada (apoptose) (Giacomello e
Campeol 2013; Ward, 2004).

O indicador de Ca?* Fluo-3 foi desenvolvido para uso com fontes de excitagéo
da luz visivel e pode ser utilizado em citometria de fluxo e microscopia de laser
confocal. Desde que foi introduzido em 1989, imagens com Fluo-3 revelaram a
dindmica espacial de muitos processos elementares na sinalizacdo de célcio (Life
Tecnologies, 2013).

As propriedades mais importantes do Fluo-3 sao o fato de ter um espectro de
absorcdo compativel com excitagdo a 488 nm por laser de argbnio, e um grande
aumento da intensidade de fluorescéncia em resposta a ligacdo do Ca®* em 526 nm.
O Fluo-3, Fluo-4 e todos os seus derivados apresentam grande aumento de
intensidade de fluorescéncia quando ligados ao Ca?*. O aumento da intensidade de
fluorescéncia na ligagdo com Ca?* é tipicamente> 100 vezes.

Assim, a utilizacdo do Fluo-3 para marcacéo de Calcio em testes de toxicidade
pode revelar estagios precoces de respostas celulares frente a agente nocivos,

sinalizacao celular e inicio de processos apoptaticos (Life Tecnologies, 2013).
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4. METODOLOGIA

4.1 Desenho do Estudo

O estudo experimental utilizou células da Linhagem de Macrofagos RAW 264.7
como modelo celular para avaliar in vitro, o efeito causado pela administracédo de
varias concentracbes de Quantum Dots de CdTe/CdS-AMP, CdTe/CdS-AMS e
ZnSe/ZnS-AMS, por um periodo de 2 e 24 horas de incubacéo, de acordo com o
teste utilizado. As células foram dividas nos seguintes grupos, de acordo com o
estimulo aplicado:

Grupo 1: CdTe/CdS-AMP

Grupo 2: CdTe/CdS-AMS

Grupo 3: ZnSe/ZnS-AMS

ApoOs os periodos de incubacdo com as nanoparticulas, as células foram
testadas para os seguintes parametros: (1) MTT: Avaliacéo da viabilidade celular por

atividade enzimatica mitocondrial; (2) NO: Quantificacdo da producdo de Oxido

Nitrico pela reacdo de Griess; (3) Analise de Viabilidade com lodeto de Propideo
(PD): Foi utilizada a citometria de fluxo para avaliacdo de viabilidade por dano a

membrana plasmatica utilizando PI; (4) Analise de Ciclo Celular: Avaliacdo de ciclo

celular e fragmentacado de DNA por citometria de fluxo utilizando PI e (5) Analise de

Célcio Citoplasmatico: Marcacdo de Calcio citoplasmatico para identificacdo de

alteracOes celulares precoces (Fig. 11).

Para todos os grupos de nanoparticulas foram realizadas caracterizacbes
Opticas dos QDs para obter informag8es sobre suas propriedades espectroscopicas,
seu tamanho e sua concentracdo. Além disso, for realizada a seqiéncia de testes
acima para avaliar a resposta celular frente a nanoparticula.

Nos ensaios MTT e NO foram testadas 5 (cinco) concentracdes diferentes de
QDs, durante incubagbes de 24 horas, sendo no minimo um N = 6 de amostras
experimentais de todas as concentragbes, além de 6 controles negativos e 6
positivos confeccionados utilizando Lipopolissacaridio de E. coli (LPS) como agente
ativador de macrofagos.

Nos ensaios de viabilidade e ciclo celular com o corante lodeto de Propideo por

citometria de fluxo foi testada apenas uma concentracdo de cada nanoparticula. A
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concentragdo escolhida foi a mais préxima possivel da ICsy de acordo com o teste
de MTT. Foi utilizado o numero de N = 3, em duplicata, totalizando 6 amostras que
foram incubadas por também por 24 horas.

J& no ensaio de andlise de calcio (utilizando-se o corante Fluo-3) foram
testadas as 5 concentracdes diferentes dos QDs, em incubacbes de 2 horas, com
um N = 3 em duplicata também totalizando 6 amostras.

Além destes testes foram feitas imagens em microscopia confocal. Neste caso
foi utilizada a maior concentragcdo de nanoparticulas aplicadas nos testes por um

periodo de 24 horas de incubacéo.

Quantum Dot ’

' CdTe/CdSe - AMP J { CdTe/Cdse - AMSJ

- v

Raw 264.7

‘

Caracterizacao

MTT

NO

Citometria
Viabilidade — Pl

Citometria
Ciclo Celular

Andlise de Ca2*

Microscopia
Confocal

Fig. 11: Representacdo esquematica do Desenho do Estudo.
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O teste estatistico utilizado para a comparacdo de resultados foi ANOVA e
Tukey, onde o nivel de significancia foi p < 0,05. Todos os dados foram processados
pelo Software Origin.

4.2 Sintese dos Quantum Dots

4.2.1 CdTe/CdS-AMP e CdTe/CdS-AMS

Para sintetizar as nanoparticulas foram necessarias duas etapas distintas e

complementares para ambos agentes estabilizantes (fig. 12).

Etapa Il ]

45[ Cd?* + AMP/AMS ]

CdTe/CdS

Fig.12: Esquema da sintese de QDs de CdTe/CdS. Etapa | a esquerda; etapa Il a direita.

Na etapa | foi separada uma aliquota de 1,02 mL de solucdo de AMP (acido 3-
mercaptopropibnico) a 4,9%. Ja para a preparacdo da solucdo de AMS foram

diluidos 0,034 g de AMS em 5 mL de &gua ultrapura. Cada estabilizante foi
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adicionado a 20 mL de solugéo de Perclorato de Cadmio (Cd(ClO,4),) 0,01 M. Os pHs
das solucdes resultantes foram entdo elevados para 10,5 através da adicdo de
NaOH 2 M, sob agitacdo. A solucdo formada de Cd**/AMP ou Cd**/AMS foi entdo
aguecida lentamente até a temperatura final de 80 °C para ser usada na etapa
seguinte.

Na etapa Il preparou-se a solucdo de Telurio reduzido, utilizada para a sintese.
Foram adicionados 0,013 g de Telurio metalico em 100 uL de NaOH 2 M. Em
atmosfera de nitrogénio (necessaria, pois a presenca de O, interfere na redugédo do
telario) adicionou-se a essa solucao 0,144 g de Boridreto de Sodio (NaBH,), que
agiu como agente redutor, diluido em cerca de 5 mL de agua ultrapura. A partir de
entdo a temperatura foi elevada para 80 °C. O aumento da temperatura
proporcionou a reducdo do Tellrio e € marcada pelo aparecimento de coloracao
violeta na solucéo (formac&o de Te™ reduzido), seguida de transparéncia (Te™).

Para concluir a sintese, foi adicionada a solugcéo de Telurio reduzido (etapa Il) a
solucdo de Cd**/AMP ou Cd*/AMS (etapa |) e ambas permaneceram sob agitacéo e
aguecimento (aproximadamente 90 °C) por 7 horas para QDs funcionalizados com
AMS e 3 horas para os de AMP. Apds este periodo, as particulas estavam ja
passivadas com CdS e estabilizadas com AMP ou AMS, que também agiram como
agentes funcionalizantes (Santos et al, 2008). As propor¢des Cd:Te:Estabilizante
foram 2:1:2,4 e 2:1:5,7 para os QDs de CdTe com AMS e AMP, respectivamente.

4.2.2 ZnSe/ZnS-AMS

A sintese de particulas de ZnSe é feita em duas etapas e é semelhante a
sintese dos QDs de CdTe.

Etapa I: Foram pesados 0,0228 g de acido mercaptosuccinico (AMS) e
adicionados 50 mL de agua ultrapura, posteriormente elevou-se o pH para 10,3
utilizando uma solugéo de NaOH 2 M. Em seguida adicionou-se 2,70 mL de solucao
de Zn(NO3),.6H,0 a 0,01 M e a mesma foi mantida sob aquecimento a 100 °C.

Etapa II: Consistiu na preparacdo da fonte de ions seleneto (Se®), na qual se
pesou 0,001 g de selénio metélico (Se®) em um vidro de penicilina e em seguida
adicionou-se 0,01 g do agente redutor Boridreto de Sdodio (NaBH,;). Ambos os

reagentes foram misturados até formarem uma massa homogénea de cor

Recife
2013



Raele, R.A.

Avaliacao da Citotoxicidade de Quantum Dots, In vitro, em Células RAW 264.7
| 39
acinzentada. Em seguida foi adicionado lentamente cerca de 1 mL de agua ultrapura
e manteve-se o sistema sob constante agitacdo e aquecimento em torno de 100 °C.
O processo de reducdo do selénio durou cerca de 3 minutos, esse processo foi
evidenciado pela caracteristica incolor da solu¢do contendo ions seleneto e ocorreu
sob atmosfera de nitrogénio.
Ao final, injetou-se o Se? ao baldo da etapa | e deixou-se a reagdo ocorrer por
150 minutos. O volume total da sintese observado no fim foi de 56 mL. A proporcao
Zn:Se:AMS foi de 1:0,0004:6.

Todos os reagentes utilizados nas sinteses foram da Sigma-Aldrich.
4.3 Caracterizacdo Optica dos Quantum Dots

ApoOs as etapas descritas acima, fez-se, entdo, a caracterizacdo Optica dos
QDs utilizando espectroscopia de absorcdo e emissdo das amostras descritas. Essa
caracterizacdo é importante para se avaliar a qualidade Optica dos QDs, bem como
para saber em que comprimento de onda esta sua fluorescéncia, para sua utilizacao
na marcacdo dos sistemas biolégicos de interesse, além da escolha dos
equipamentos para analise, 0os quais devem conter os filtros correspondentes aos
comprimentos de onda da emisséao.

As medidas para caracterizacdo Optica das nanoparticulas foram realizadas
utilizando os instrumentos fluorimetro Perkin-Elmer LS55, e o espectrofotbmetro

UV\VIS SHIMADZU, utilizando a agua ultrapura como referéncia.

4.4 Purificacéo e Esterilizacdo das Nanoparticulas

Para purificar as amostras de QDs foi utilizado o filtro Pierce Protein
Concentrator de 20 K MWCO (Thermo Scientific). O filtro consiste em uma
membrana de celulose aderida em um suporte acoplado a um tubo tipo Falcon (15
mL), que durante a centrifugacdo retém moléculas de peso superior a 20.000

Daltons, concentrando assim a amostra e eliminando residuos (Fig. 13).
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Fig 13: Tubos de filtracdo Pierce Protein Concentrator (adaptado de: www.thermoscientific.com)

Os filtros s@o primeiramente centrifugados com agua ultra pura (5000 rpm, 5
min) para a eliminacdo do glicerol presente membrana. O glicerol € um agente
umectante que evita o ressecamento da membrana. Apds a remocéao do glicerol, os
QDs foram centrifugados e ressuspendidos em tampé&o salino-fosfato (PBS)
sucessivas vezes (2500 rpm, 5 min) até a total remocao restos de sintese (residuos
de elementos ndo reagentes e excesso de agentes funcionalizantes). Desta forma
além de concentrar e purificar a amostra, o pH, originalmente alto apds a sintese,
também fica ajustado em 7,4

Seguidamente a centrifugacdo, as nanoparticulas foram esterilizadas em
membrana de 0,22 um (Millipore) para evitar contaminacdo. Uma aliquota de 1 mL
foi retirada para a caracterizacdo Optica e determinacdo da concentragdo em

nanoparticulas por mL.

4.5 Padronizagdo do Numero de Particulas

O calculo da estimativa de concentracdo de particulas de CdTe por mL foi feito
de acordo com Yu et al, 2003 e Dagtepe et al, 2007 (Yu et al, 2003; Dagtepe et al,
2007), que utilizaram o espectro de absorcao para estimar o tamanho e o nimero de
particulas presentes. De acordo com a lei de Beer-Lambert, quanto maior a
absorbancia, maior a concentracao:

A=¢eC.L Eqg. 1

onde: A é a absorbancia na posi¢do do primeiro maximo de absor¢cdo da amostra de
QDs, ¢ € o coeficiente de extingdo (L/mol/cm), C é a concentragdo da amostra e L €
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o comprimento do trajeto da luz (valor fixo em 1 cm, correspondente a distancia da
cubeta de uso padréo).
Utilizando a equacédo de Dagtepe (EQ. 2) chegamos a estimativa dos diametros

dos QDs, considerando o primeiro maximo de absorcéo (Dagtepe et al, 2005).

d = 1,38435 — 0,0066xA Eq. 2
1-0,0121xA

onde: d € o didmetro da nanoparticula e A é o comprimento de onda do primeiro
maximo de absorcao.

Para chegar a estimativa da concentracdo primeiro calculamos o valor do
coeficiente de extingcéo utilizando a Eq. 3 (abaixo) de Yu (Yu et al, 2003), lembrando

que ¢ é o coeficiente de extin¢do (L/mol/cm) e d € o tamanho ou didmetro dos QDs.

e = 10043(d)**? Eq. 3

Depois aplicamos a equacdo de Beer-Lambert, chegando entdo a estimativa da
concentracao.

Para os QDs de ZnSe o numero de particulas foi estimado a partir da
concentracéo inicial de reagentes utilizados na sintese das nanopatrticulas.

Para este calculo foram consideradas véarias aproximacgfes, uma vez que nao
se tem na literatura o coeficiente de extingdo molar para o ZnSe e logo ndo podemos
calcular sua concentracdo pela lei de Beer-Lambert. A primeira consideracédo é

assumir que o ZnSe esta na estrutura de blenda de zinco (Fig. 14):

Fig. 14: Representacdo da estrutura blenda de zinco. Representacao dos atomos de Zinco em cinza e
atomos de Selénio em Laranja. (Adaptado de WWW.Wikipedia)
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O ZnSe tem um parametro de rede (aresta do cubo) de 0,5668 nm tendo um
volume de:
Veuno= @° > Veubo = (0,5668 nm)® = 0,1821 nm®.

Considerando que todas as nanoparticulas séo esferas de 3 nm (raio 1,5 nm)
de diametro tendo volume (essa estimativa foi feita com base nos resultados do
grupo que indicam, através de difracdo de raio-X que essas particulas tém por volta
de 3 nm de diametro):

Vestera = (413)TT1° > Vestera = (4/3) T (1,5 nm)* = 14,139 nm°.

Tendo-se os dois volumes, é possivel calcular quantos cubos tém em uma

nanoparticula:
N° de cubos na nanoparticula = ( Vesfera/ Veubo) = 14,139/0,1821 = 77,6 cubos.

E preciso saber quantos pares de ZnSe se tem em um cubo, para isso se
calcula o fator ocupacional. A Figura 14 representa apenas um cubo, porém numa
rede cristalina existem varios cubos um ao lado do outro, logo os 8 selénios das
pontas estao interagindo com 8 cubos e 0s 6 selénios restantes estao interagindo
com 2 cubos, tendo-se o0 seguinte calculo para o fator ocupacional (F):

F=8 (1/8) + 6 (1/2) = 4.

Agora é possivel saber quantos pares de ZnSe existem nos 77,6 cubos que

cabem na nanoparticula:
(77,6) x 4 = 310,57 pares de ZnSe por nanopatrticula.
Na sintese realizada no laboratorio o selénio € o reagente limitante. Sua

massa pesada foi de 0,0010 g (1,26 x 10™ mol). O volume final da sintese foi de 56

mL. Considerando que todo selénio reagiu para formar ZnSe, tem-se:
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(1/56) x 1,26 x 10 = 0,0225 x 10™ mol de ZnSe por mL da sintese.

Multiplicando-se pela constante de Avogrado, pode-se obter o numero de

pares de ZnSe formados na sintese:
0,0225 x 10 x 6,02 x 10%® = 13,545 x 10*° pares de ZnSe por mL da sintese.

Sabendo-se que uma particula tem 310,57 pares de ZnSe e sabendo-se que
se tem 13,545 x 10 pares de ZnSe por mL da sintese, pode-se estimar quantas

nanoparticulas se tem por mL:
(13,545 x 10%° / 310,57) ~ 4,4 x 10** nanoparticulas por mL de sintese.

Para que a suspensao de ZnSe se encontrasse na mesma ordem de grandeza
gue os demais QDs, um volume total de 50 mL de sintese foi concentrado em 10
vezes, tendo seu volume reduzido para 5 mL, utilizando-se os tubos concentradores
filtro Pierce Protein Concentrator de 20 K MWCO (Thermo Scientific).

Foi calculada a concentracdo das suspensodes, apos filtradas e purificadas, e a
partir desta concentracdo o volume foi justado com PBS estéril para que todas as
suspensdes de QDs permanecessem em uma ordem de grandeza de 10%
particulas/mL.

De cada suspensdo méae (10'° QDs/mL) foram retiradas aliquotas de diferentes
volumes e feitas diluicbes no proprio meio de cultura para incubacdo. As
concentracBes finais em contato com as células foram: 10 particulas/mL (~0,17
UM); 5x10* particulas/mL (~0,085 pM); 3,5x10™ particulas/mL (~0,0595 pM); 103
particulas/mL (~0,017 pM) e 10* particulas/mL (0,0017 pM).

4.6 Cultivo Celular

Para a realizacdo dos testes de toxicidade, foi escolhida a linhagem celular
imortalizada RAW 264.7 (Fig. 15). Esta é uma linhagem macrofagica aderente e
imortalizada por virus (Raschke et al, 1978) que preserva todas as caracteristicas de

uma célula fagocitica do sistema mononuclear. As células sdo oriundas do Banco de
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Células do Rio de Janeiro - UFRJ e foram mantidas em garrafas de cultura de 25
cm?, com filtro (TPP), em atmosfera de CO, a 5% e a 37 °C durante todo o periodo

experimental.

Fig. 15: aspecto de cultivo celular oriunda do Banco de Células do Rio de Janeiro (esquerda).

Imagem das células em microscopia Optica (direita)

Para manutencao das células o meio de cultura utilizado foi Dulbecco Medium
Eagle Modified (DMEM) (Invitrogen), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB) (Invitrogen) e 1% de antibidtico-antimicotico (penicilina/estreptomicina,
Invitrogen), de acordo com instru¢cdes do Banco de Células do Rio de Janeiro,
trocado a cada trés dias. A troca de meio de cultura oferece novos nutrientes e um
pH ideal para que as células permanecam saudaveis.

Para a manutencdo da confluéncia celular, as células foram tripsinizadas a
cada semana. Durante a descolagem das células, todo o meio de cultura é removido
e as células séo lavadas com PBS, 1x e pH 7.4, com a finalidade de remover todos
os vestigios de SFB, agente inativante da tripsina. S&o adicionados de 3 a 5 mL de
Tripsina + EDTA 0,05% (Invitrogen) por garrafa, que posteriormente s&o
encaminhadas para a estufa, onde ficam em incubacdo por 8 a 10 min, em
temperatura ideal para agdo da enzima (37 °C). ApOs este tempo, as células sédo
descoladas sob agitagdo e homogeneizacdo, e transferidas para tubo de
centrifugagéo, tipo Falcon, contendo 5 mL de meio DMEM, pois o SFB presente
neste € necessario para a inativacdo da enzima, evitando danos as células. Os
tubos séo centrifugados (Eppendorf refrigerada) a 24 °C, 1200 rpm, por 10 minutos
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para formacdo de pellet de células. O sobrenadante é descartado e o pellet é
ressuspendido em 1 mL de meio DMEM. Uma aliquota de 10 pL é retirada e
homogeneizada em 90 puL de Azul de Tripan, para avaliacdo. Apdés a contagem, a
concentracdo de células é ajustada para 10° células/mL de meio, plaqueadas em
garrafa de cultura ou placas de 06 pocos e mantidas para condugdo de

procedimentos experimentais.
4.7 Incubagdo com Nanoparticulas

Para a realizacdo dos testes MTT, Viabilidade e Ciclo Celular por PI, 10°
cels/mL foram semeadas em placas de 06 pocos e encubadas por 2 horas em estufa
para adesdo das célulase estabilizacdo de seu metabolismo. ApGs este periodo,
todo o sobrenadante foi descartado e prosseguiu-se a lavagem com PBS 1x e entao
foi adicionado novo meio de cultura: DMEM sem vermelho de Fenol (indicador de pH
presente, que interfere com as propriedades Opticas dos QDs) suplementado apenas
com 3% SFB (pois interfere na estabilidade dos QDs) e antibidtico. Foram entéo
adicionadas 5 aliquotas em diferentes volumes de cada tipo de QDs afim de se obter

em cada pogo as concentragdes finais desejadas.

Fig. 16: Células plagueadas em placas de 06 pocos (esquerda). Garrafas de Cultura e placas

de 06 pocos durante incubacdo em estufa de CO, (direita).

Ap6s a adicdo das nanoparticulas (Fig. 17), as placas foram mantidas em
estufa, onde por um periodo de 24 horas. Ao término deste periodo, foram

realizados os testes que se seguem.
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Os pogcos com controles negativos e positivos foram testados
concomitantemente com as amostras experimentais e ambos n&do receberam o
tratamento com as nanoparticulas. O controle negativo era composto por amostras
de células que ndo receberam nenhum tipo de estimulo, apenas meio de cultura, e
por isso suas medidas foram utilizadas com padréo de viabilidade 100%.

Fig. 17: Amostras de QDs concentradas e estéreis prontas para uso.

4.8 MTT

A solucdo de MTT foi preparada dissolvendo-se 5 mg de MTT comercial
(Sigma-Aldrich) em 1 mL de PBS 1x, pH 7,4. ApGs as 24 horas de incubacado das
células com as nanoparticulas nas diferentes concentracdes (7,6 nM - 760 nM), o
sobrenadante foi aliquotado e as células foram lavadas com PBS, e entdo foram
adicionados 550 pL de PBS e 55 pL da solucao de MTT. As placas retornaram a
estufa onde ficaram mantidas por mais 2 horas.

A partir deste ponto foi preciso proteger as amostras da luz, pois os cristais de
formazan sao fotossensiveis e degradam-se na presenca de luminosidade. Foram
adicionados 400 pL de DMSO em cada pogo e com o auxilio de um screaper, raspa-
se a monocamada celular aderida ao fundo da placa e o sobrenadante é
armazenado para a leitura, ao abrigo da luz.

Cada aliquota é lida em espectrofotdmetro (Evolution 600 da Thermo Scientific
sempre utilizando a agua ultra-pura como referéncia), em comprimento de onda de
570 nm. Quanto maior a absorbancia, mais células viaveis presentes na amostra. Os
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resultados sdo expressos em percentuais de viabilidade celular em relagdo a média
do grupo controle, que é estabelecida como 100% de viabilidade.

4.9 Integridade de Membrana Plasmatica e Analise de Ciclo Celular

A andlise por citometria de fluxo foi feita em citbmetro BD FACSCalibur, e as
aquisicoes foram feitas em filtro FL2 (585/40 nm) sendo analisados de 10.000
eventos em cada experimento.

Apés a incubacgdo de 24 horas dos grupos experimentais e controles negativos
(de acordo com os padrées mencionados), o sobrenadante foi removido e aliquotado
e as células lavadas e tripsinizadas segundo protocolo ja citado (Fig.18). O pellet de
células foi ressuspendido em 1 mL de solucdo de albumina 2% (49 mL de PBS
estéril + 1 g de albumina — Sigma-Aldrich), onde permaneceu por um periodo de 30
minutos. As células entdo foram marcadas com lodeto de Propideo (IP) - na
concentracao de 2 pL/mL de albumina e analisadas no equipamento anteriormente

mencionado.

Fig. 18: Plagueamento das células para citometria de fluxo.

Para analise de ciclo celular, ap6s a incubacao por 30 minutos com albumina,
as células foram centrifugadas (1200 rpm, 10 min), o sobrenadante foi descartado e
o pellet ressuspendido em solucdo detergente (PSSI: 1,4uL de Triton X-100 1%; 20
uL de RNAse (20mg); 60 uL de lodeto de Propideo 2mg/mL; PBS gsp - 10 mL), onde
permaneceram por mais 30 minutos e em seguida foram encaminhadas para analise
por Citometria de Fluxo.
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4.10 Andlise de Célcio

Para a analise de célcio, ap0s a tripsinizacdo, as células foram semeadas em
placa de 24 pocos em uma densidade de 10* células por poco, diferentemente dos
testes anteriores onde foi utilizada placa de 06 pocos em concentracdo de 10°
cels/mL, e incubadas por 2 horas para adesdo. Entédo todos os pocos foram lavados
com PBS 1x e é adicionado 1 mL de meio de cultura DMEM sem Vermelho de Fenol
(Invitrogen) e 3% de SFB, juntamente com as nanoparticulas, e incubadas. 1 hora
depois 800 uL do sobrenadante séo retirados e adicionados 2 pL do fluoréforo Fluo-
3. Assim as células retornam a estufa, onde permanecem por mais 1 hora.

ApoOs as 2 horas de incubacéo (1 hora sem fluoréforo e 1 hora com o Fluo-3)
as células foram lavadas varias vezes com tampao de lavagem para a remocao
completa do sobrenadante (onde estavam presentes além das nanoparticulas néo
internalizadas, o calcio ndo ligado e metabdlitos celulares) e encaminhadas para o
microscopio de fluorescéncia invertido Axio Observer Al (Zeiss), acoplado a camera
CCD Axio Cam (Zeiss) para a aquisicdo de imagens em objetiva de 32x. Apos a
aquisicao das imagens, os dados foram processados pelo Software AxioVision
(Zeiss, Alemanha), que analisou as intensidades de fluorescéncia, ap0s ligacdo do
Fluo-3 com o Ca*' liberado no citoplasma, e as comparou ao grupo controle. Os

resultados foram adicionados em planilha para confeccéo de grafico.

4.11 Analise por Microscopia de fluorescéncia e Confocal a Laser

Para a aquisicdo de imagens as células foi adicionado meio de cultura (DMEM
sem vermelho de Fenol), para que ndao houvesse interferéncia na fluorescéncia das
nanoparticulas. Cada um dos trés tipos de nanoparticulas foi adicionado em um
poco diferente, em volume adequado para se obter a concentragdo celular final
desejada. Foram produzidos pogos de cada QD com a maior concentragao utilizada
nos testes: 10 QDs/mL e as células foram encaminhadas novamente para

incubacgao por um periodo de 24 horas (Fig. 19).
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Fig. 19: Placas para microscopia cm 10° células aderidas e estimulas por QDs,

Ao término da incubagdo, o sobrenadante foi removido, as células foram
lavadas com PBS e encaminhadas para microscopio de fluorescéncia (LEICA DMI
4000 B) e observadas com uma objetiva de 60x (NA = 1,25). As imagens foram
capturadas por camera e processadas pelo Software em aumento 60x.

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos em ambiente
asséptico, em capela de fluxo laminar nivel 2, utilizando os equipamentos de
protecdo individuas necessarios. Os materiais utilizados nos procedimentos foram
todos esterilizados por calor tmido, em autoclave, a 121°C, durante 20 minutos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo Optica dos Quantum Dots

A obtencdo dos espectros, tanto de absor¢do como de emissado, é importante,
pois nos informa caracteristicas como a homogeneidade das populacdes de
nanoparticulas envolvidas no processo de fluorescéncia, além do tamanho e
concentracdo das mesmas. E importante também com relacdo a andlise da
fluorescéncia nos equipamentos. Quanto mais larga é a primeira banda de absorgéo
maior a distribuicdo de tamanho das nanoparticulas. Quanto mais largo € o espectro
de emisséo, mais defeitos existem nos cristais. Quanto mais deslocado para a direita
for a primeira banda de absorcdo, maior o tamanho do QD e mais para o vermelho

sera sua emissao.
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Fig. 20: Caracterizacdo 6ptica dos Quantum Dots de CdTe/CdS-AMP mostrando o primeiro pico de

absorbancia (seta) em 491 nm e um pico de emissédo em 550 nm. Excitagcdo em 365 nm.

Na Figura 20 podemos ver o grafico de caracterizacdo Optica das
nanoparticulas de CdTe/CdS-AMP que apresentaram um pico de absorcdo em 491
nm e emitem fluorescéncia em 550 nm, na regido do espectro eletromagnético do
verde. Estas nanoparticulas apresentaram um diametro médio de 2,6 nm segundo a
equacao Dagtepe (Dagtepe et al, 2007). A concentragdo da suspensdo das
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nanoparticulas de CdTe/CdS-AMP pode ser estimada (Yu et al, 2003) como sendo
aproximadamente 4,5 x 10™ particulas/mL que corresponde a 7,6 uM, dado obtido a
partir da equacdo de Beer-Lambert e Yu et al. A largura a meia altura (FWHM, do
inglés full width at half maximum) foi estimada em 50 nm, mostrando que 0s cristais

apresentam poucos defeitos.
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Fig. 21: Caracterizacdo 6ptica de CdTe/CdS-AMS mostrando o primeiro pico de absorbéncia (seta)

em 555 nm e um pico de emissdo em 600 nm. Excitacdo em 365 nm.

Na Figura 21 temos o grafico de caracterizacdo oOptica de nanoparticulas de
CdTe/CdS-AMS. O pico de absorcédo é em 555 nm e emitem fluorescéncia em 600
nm, na regido laranja do espectro eletromagnético. Semelhantemente ao AMP, estas
particulas apresentaram um didametro médio de 3,1 nm, concentracdo aproximada
também de 4,5 x 10* particulas/ mL (7,6 pM) e FWHM = 49 nm.
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Fig. 22: Caracterizacédo 6ptica de ZnSe/ZnS-AMS mostrando o primeiro pico de absorbancia (seta)

em 400 nm e um pico de emissdo em 440 nm. Excitacdo em 315 nm.

Na Figura 22 temos o mesmo grafico de caracterizacdo Optica, porém das
nanoparticulas de ZnSe/ZnS-AMS. Elas apresentaram um pico de absor¢cdo em 400
nm e emitem fluorescéncia em 440 nm (excitacdo em 315 nm), na regido do azul do
espectro eletromagnético. A banda larga de fluorescéncia (até a regido do laranja,
apesar da fraca Fluorescéncia), indica que esses cristais ainda apresentam defeitos
de superficie.

Por ndo conterem um nucleo composto de CdTe, a sua concentracdo nao pode
ser estimada pela equacdo Dagtepe e foi estimada entdo com base nas
concentragcfes de reagentes utilizados durante a sintese e considerando que todos
reagiram 100%. Com este protocolo, a ordem de grandeza do numero de particulas

contidas na sintese foi de aproximadamente 4,5 10* particulas/mL (7,6 uM).

5.2 MTT

O teste do MTT mostrou a porcentagem de células viaveis apés 24 horas de

exposi¢do a cada um dos QDs nas 5 concentrag6es diferentes.
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Fig.23: Grafico de viabilidade celular apés 24 horas de exposicdo aos QDs de CdTe/CdS-AMP

A Figura 23 mostra o gréafico de viabilidade de células RAW 264.7 apés 24
horas de exposi¢cdo aos QDs de CdTe/CdS-AMP. De acordo com o Teste One-Way
ANOVA houve reducdo significativa na viabilidade para todas as concentracdes e C+
em relacdo ao controle negativo. Segundo o grafico, a ICso pbde ser estimada em

uma concentracdo de 76 nM de QDs, o que corresponde a 10* particulas/mL.
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Fig. 24: Grafico de Viabilidade celular apés 24 horas de exposicdo aos QDs de CdTe/CdS-AMS.
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No teste de viabilidade MTT apds a exposicdo com QDs CdTe/CdS-AMS de
nota-se 0 mesmo padrdo de viabilidade visto para os QDs de AMP. Também de
acordo com o Teste One-Way ANOVA houve reducao significativa na viabilidade
para todas as concentracbes e C+ em relagdo ao controle negativo, o que sugere
que ndo hé diferenca entre o uso de AMP ou AMS como agentes funcionalizantes.
Segundo o grafico, a ICs; a também pode ser estimada em 76 nM (10
particulas/mL)

Em 2003, Lopez e colaboradores (Lopes et al, 2003) mostraram os efeitos
provocados pelo Cadmio sobre culturas celulares Neurdnios. Os autores concluiram
gue em concentracdes baixas (< 1 uM), o Cadmio é capaz de provocar apoptose, e
em concentracdes elevadas (> 1 puM) provoca necrose das células, mostrando seu
alto poder de agressdo. Em 2004, Derfus et al. mostrou que nanoparticulas de CdTe
liberam espontaneamente no meio fons Cd** e que estes ions sd0 os maiores
responsaveis pela toxicidade destas nanoparticulas (Derfus et al, 2004).

Em 2011, Jiahan Li e colaboradores (Li et al, 2011) mostraram que a toxicidade
de QDs de CdTe esta relacionada com seu efeito sobre a mitocondria. Eles
mostraram que os QDs aumentam a permeabilidade da membrana mitocondrial
interna aos ions H* e K*, provocando uma transi¢do de permeabilidade e inibindo a
respiracdo. Esta transicdo de permeabilidade ocasiona a liberacdo de proteinas
nocivas como citocromo C no citoplasma, que ativam mecanismos apoptoticos, além

de provocar estresse oxidativo e colapso do potencial de membrana mitocondrial.
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Fig. 25: Gréfico de Viabilidade celular apds 24 horas de exposi¢cdo aos QDs de ZnSe/ZnS-AMS.
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Ja a Figura 25, que mostra o grafico de viabilidade das células nas mesmas
condicdes apds exposicdo aos QDs de ZnSe/ZnS-AMS, apresentou um padrao de
viabilidade diferente daqueles vistos anteriormente. Houve diferenca significativa
para todas as concentragcfes da nanoparticula, exceto para a menor delas, 1 pL, que
corresponde a aproximadamente 7,6 nM (10*2 particulas/mL), de acordo com o teste
estatistico. Além disto, a ICs, foi diferente daquela mostrada anteriormente, situando-
se entre 260 e 380 nM (0,35 e 0,5 x10'* QDs/mL).

Este aumento na viabilidade corrobora com dados da literatura onde sabe-se
que QDs sintetizados com nucleo e casca de Cadmio liberam fons Cd** no meio
onde se encontram (Derfus et al, 2004). Assim sendo, QDs sintetizados com Zinco
no lugar de Cadmio se mostram como uma alternativa para aplicagbes em biologia.

Segundo Fang e colaboradores em 2000, altas concentracfes citoplasmaticas
de Zinco provocam a translocacdo de citocromo C da mitocéndria para o citosol, e
consequente ativagdo de caspases que iniciam o processo de apoptose (Feng et al,
2000). Em 1995 Link e Von Jagow mostraram que concentragdes de Zinco entre 100
e 200 nM inibem a cadeia transportadora de elétrons (Link and Jagow, 1995)
Estudos de Dineley em 2001 mostraram que concentragdes acima de 30 puM inibem
a respiracdo celular e acima de 200 nM o Zinco promove o dobro de acumulo de
ROS na mitocondria (Dineley et al, 2003). O que se observa nestes estudos
realizados em diversos sistemas biologicos in vitro, como células malignas da
prostata (Feng et al, 2000) células de coracdo bovino (Link and Jagow, 1995) e
neurénios (Dineley et al, 2003; sobiologia.com.br, 2013), € que as concentra¢cdes
necessarias para provocar disfuncbes celulares sdo mais altas que aquelas
necessarias para o Cadmio.

Além disto, estes estudos corroboram com o0s resultados aqui encontrados em
relacdo ao Zinco, onde apenas concentracdes > que 100 nM molar provocaram
reducdo maior que 50% na viabilidade celular.

Tanto o Zinco como 0 Selénio sado elementos que estdo presentes
naturalmente na biologia de organismos e provém da nossa alimentacdo. A
Castanha-Do-Para, semente conhecida nacional e internacionalmente, € um
alimento rico em Selénio e deve ser consumida com moderacao. Zinco e Selénio

participam como Co-Fatores enzimaticos de varios processos bioldgicos, e por isso
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sao tolerados e sdo necessarios ao organismo. Porém, estes elementos devem ser
ingeridos com parcimbnia, uma vez que altas concentracbes podem causar
intoxicacao.

Como mostrado na Figura 22, os QDs de ZnSe/ZnS-AMS, apesar de ainda
provocarem dano e morte celular, se mostraram menos toxicos, e em baixa
concentracdo ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao controle. Por
outro lado, os QDs de ZnSe tém a desvantagem de precisarem ter sua fluorescéncia
excitada no UV, o que além de poder ser prejudicial para as células, tém um baixo
poder de penetracdo nos tecidos biologicos dificultando sua aplicacdo in vivo

(apesar de sua menor toxicidade).

5.3 Anélise de Membrana

Os testes de viabilidade utilizando a metodologia de marcacdo de células
inviaveis por lodeto de Propideo mostraram que apoés incubacéo de 24 horas com 0s
trés QDs na concentracao final de 10** QDs/mL (~76 nM) n&o h& dano & membrana
plasmatica (Fig. 26). Todos QDs foram previamente testados a parte de seus

reagentes para eliminar/conferir interferéncia de sua fluorescéncia nesses testes.
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Fig. 26: Graficos de citometria de fluxo mostrando a intensidade de fluorescéncia de células marcadas
e ndo marcadas pelo Pl. Atencdo especial para a auséncia de fluorescéncia em M2 para todos os
grupos: (a) controle negativo; (b) células expostas a 10™* QDs de AMP/ mL (76 nM) por 24 horas; (c)
células expostas a 10" QDs de AMS/ mL (76 nM) por 24 horas; (d) células expostas a 10" QDs de
ZnSe/ mL (76 nM) por 24 horas.

Estes resultados séo interessantes, pois de acordo com o teste de viabilidade
por atividade enziméatica mitocondrial esta mesma concentracao reduziu em 50% o
namero de células vidveis nas incubacdes com nanoparticulas de CdTe/ZnS-AMP e
CdTe/ZnS-AMS. Podemos entender, apesar de nao haver danos aparentes a
membrana plasmatica nesta concentracdo (76 nM), jA ha o comprometimento da
mitocondria, responsavel pela respiracdo celular, crucial para que a célula mantenha
seu funcionamento.

Lérvic em 2005 mostrou que QDs de CdTe funcionalizados com AMP
provocam queda na viabilidade apds apenas 4 horas de exposicdo a uma
concentracdo de 10 pg/mL pelo teste de MTT em células de cancer de mama
humanas (MCF-7). Lorvic concluiu que a mitocondria € uma das organelas mais
sensiveis a presenca de QDs e é a primeira a ser afetada por eles. Danos a
membrana plasméatica também foram observados nas mesmas condi¢des, porém
apenas apos 24 horas de incubacdo, o que sup0s-se pelos autores ser reflexo da
ativacdo de mecanismos apoptoticos apos o comprometimento mitocondrial (Lovric
et al, 2055).

Além do teste de viabilidade com Pl na concentragdo de 76 nM feita para todas
as nanoparticulas, foram testadas mais trés concentracdes de CdTeCdS-AMP (760,
380 e 260 nM) no mesmo periodo de tempo (resultados ndo apresentados). Houve
diferenca significativa na integridade da membrana plasmatica para as
concentracdes 760 nM (30,4+2,05%) e 380 nM (67,2+4,0%).

Como perspectivas, seria interessante estudar a viabilidade celular por Pl de
diferentes concentracbes para as nanoparticulas de CdTe/ZnS-AMS e ZnSe/ZnS-
AMS, e também por tempos mais prolongados com o objetivo de se observar em
gue momento este comprometimento da atividade mitocondrial é refletido na
integridade da membrana plasmatica. Espera-se que os dados obtidos com QDs de
CdTe/ZnS-AMS sejam semelhantes aos de CdTe/ZnS-AMP, uma vez que ambos

possuem Cadmio em sua composicdo. Porém estima-se que para QDs de
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ZnSe/ZnS-AMS estes danos sejam menores devido ao seu carater menos téxico e a
necessidade de concentracdes mais altas para que haja disfuncéo celular, uma vez
gue tanto o zinco como o0 selénio sdo elementos que estdo presentes naturalmente

no metabolismo celular, como co-fatores enziméaticos.

5.4 Andlise de Ciclo Celular por PI

A Figura 27 nos mostra a porcentagem de células da populacdo em cada fase
do ciclo celular apés 24 horas de incubacéo com 10'® QDs/mL (76 nM). Todos QDs
foram previamente testados a parte de seus reagentes para eliminar/conferir
interferéncia de sua fluorescéncia nesse teste.

De acordo com o gréafico da Fig. 27, um nimero menor de células avanca no
ciclo celular apés incubacdo com CdTe. Para essas incubacdes (tanto AMP quanto
AMS) h& uma quantidade significativamente maior de debris, e menos células
entram em S e em G2 segundo teste o estatistico One-Way ANOVA. A formacao de
debris pode estar associada a células apoptéticas, onde a membrana plasmatica
divide o conteudo citoplasmatico em vesiculas para que eles sejam recolhidos por
células efetoras durante a promoc¢do de reparo. J4 para células incubadas com
nanoparticulas de ZnSe/ZnS-AMS observou-se que estes provocaram menos
modificacdes no curso do Ciclo Celular. A formacao de debris ndo teve significancia
em relacdo ao controle e observamos que um numero de células proximo ao
controle inicia a fase de duplicagcdo de DNA (S), porém poucas delas atingem a fase
G2/M (Fig. 28 a e d).
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Fig. 27: Efeito dos QDs sobre o ciclo celular

Chang e colaboradores mostraram em 2011 que quanto menor é a
nanoparticula, mais toxicidade ela apresenta. Os autores demonstraram que
particulas menores de CdTe (<2 nm) atingem mais rapidamente o ndcleo e
provocam danos ao DNA com mais facilidade. Porém, em seus experimentos 0s
tempos de incubacéo utilizados foram pequenos (de 0,2 horas a 3 horas). De acordo
com os resultados aqui obtidos, o tamanho da nanoparticula teve pouca influéncia
na toxicidade a nivel nuclear, visto que ndo houve diferenca significativa entre os
danos ao DNA causados por nanoparticulas maiores (CdTe/CdS-AMS) ou menores
(CdTe/CdS-AMP), em incubacdes por tempos prolongados (24 horas). Neste
trabalho é importante ressaltar que os QDs de ZnSe/ZnS também sé&o
funcionalizados com AMS, e mesmo assim mostram toxicidade menor. Isto indica
gue o componente Cadmio parece ser responsavel pelos danos, ocultando os
efeitos toxicos oriundos de tamanho ou funcionalizagdo dos QDs.
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Fig 28: Gréfico de citometria mostrando os picos de fluorescéncia em cada fase do ciclo celular. (a)
Controle, (b) CdTe-AMP, (c) CdTe-AMS e (d) ZnSe. Onde M1, M2, M3 e M4 se referem a: debris, G1,
S e G2/M respectivamente.

Em 2008, Choi et al. mostraram que QDs de CdTe induzem a uma
hipoacetilacdo global do DNA, levando a uma resposta epigenética da célula. J4 é
de conhecimento na literatura que células apoptoticas possuem histonas
hipoacetiladas. Segundo os autores, exposi¢cdes a QDs ativam mecanismos pro-
apoptoticos, e inibem genes anti-apoptéticos, promovendo a morte celular
programada [82].

Em comparacdo com o presente estudo, podemos dizer que as particulas de
ZnSe/ZnS-AMS mostram um comportamento menos toxico em relacdo aos QDs
CdTe/CdS ao promoverem menos fragmentacdo do DNA e modificarem menos o
decorrer do ciclo celular. Porém ainda ha certa toxicidade apresentada, visto que
estas particulas impediram a progressdo das células para a fase G2/M do ciclo,

bloqueando a concluséo da divisao celular.
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55 Analise de Calcio

A analise de liberacdo de Célcio citoplasmatico foi feita em células expostas as
5 concentracfes diferentes de todos os QDs por um periodo de 2 horas e as
aquisicdes foram feitas em excitagdo com filtro na faixa de 488 nm e aquisicdo em
510 nm.

Os resultados com CdTe-AMP (Figs 29 e 30) mostraram um aumento do Ca**
citoplasmatico, seja por entrada de Calcio na célula ou esvaziamento das reservas
intracelulares é progressivo a medida que as concentragfes das nanoparticulas
aumentam.

Devido ao fato de o fluoréforo Fluo-3 apresentar pico de fluorescéncia em 526
nm, faixa bem préxima a emisséo dos QDs de CdTe/CdS-AMP (550 nm), as leituras
observadas nas maiores concentragcbes podem ter sido influenciadas pela
fluorescéncia das nanoparticulas. Portanto, € mais prudente se analisar apenas as
concentracbes < 260 nM, onde se sabe, através de imagens de microscopia de
fluorescéncia, ndo haver mais interferéncia devido a fluorescéncia dos QDs.

Se levarmos em conta as conclusdes de Loérvic, podemos entender que as
altas concentragbes de calcio no citoplasma celular sédo resultado de eventos
precoces desencadeados pelos QDs principalmente na mitocondria e que serao
identificados mais tardiamente em varias outras localidades como membrana

plasmatica (ver resultados de viabilidade por Pl) e DNA (Fig. 26).
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Fig. 29: Grafico mostrando a intensidade de fluorescéncia emitida devido a ligagdo do Fluo-3 com o

Ca”" liberado, apds 2 horas de exposicdo por diferentes concentracdes de QDs de CdTe-AMP.

A Figura 30 mostra imagens das células marcadas com o fluor6foro Fluo-3
apos 2 horas de incubacdo. Observe que a fluorescéncia aumenta sua intensidade
de forma dose dependente, inclusive nas menores concentracdes, onde nédo ha

interferéncia das nanoparticulas.

7,6 nM 76 nM

380nM 260 nM 760 nM

Fig. 30: Variacédo da intensidade de fluorescéncia de acordo com a concentracdo de QDs de CdTe-
AMP.

A Figura 31 mostra a proporcdo de ions Ca2+ presente no citoplasma celular
apos um periodo de exposicdo de 2 horas aos QDs de CdTe-AMS. Observou-se que
as maiores intensidades de fluorescéncia aqui ainda sdo menores que aquelas
produzidas pela exposicdo aos QDs de CdTe-AMP, o que mostra que ndo ocorre o
fendbmeno de interferéncia para QDs de CdTe/CdS-AMS. Nao ha diferenca
significativa entre o controle e a menor concentracdo utilizada, mas ha entre todas

as demais.
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Figura 31: Gréfico da liberacdo de célcio citoplasmatico apds 2 horas de exposicdo aos QDs de
CdTe- AMS.

Os resultados da variagdo de Célcio citoplasmético aqui apresentados
discordam dos dados apresentados por Tang e colaboradores em 2008. Tang
utilizou um sistema de perfuséo para testar o efeito imediato da administracdo de
trés concentragbes diferentes (1, 10 e 20 nM) de QDs de CdSe Hidrofobicos. Os
resultados por ele observados mostraram que para uma concentracdo de 1 nM de
QDs ndo ha modificacdo significativa nos niveis de calcio. Porém, a administracao
de 10 e 20 nM provocou um aumento imediato da fluorescéncia média em 0,33 +
0,01 e 0,47 + 0,02 respectivamente.

Neste trabalho observamos que ap0s uma exposicdo de 2 horas as
nanoparticulas de CdTe/CdS (tanto AMP como AMS) em uma concentragao de ~7,6
nM (a mais proxima dos valores utilizados Tang) ndo ha diferenca significativa em
comparacdo com o controle, segundo o Teste One-Way ANOVA. Esta diferenca
pode ter sua origem nos agentes quimicos utilizados na sintese das nanoparticulas
gue segundo os autores estavam em cloroféormio. De acordo com os autores, nao foi
utilizado nenhum tratamento nos QDs apds a sintese, assim, restos de sintese como
excessos de estabilizantes e elementos que ndo reagiram completamente (ex. Cd*")
podem aumentar a toxicidade dos QDs.
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7,6 nM 76 nM

380nM 260 nM 760 nM

Figura 32: Imagens de células marcadas com Fluo3 e expostas aos QDs de CdTe/CdS-AMS.

Observou-se que nas incubacgfes com particulas de CdTe/CdS-AMS a fluorescéncia
adquirida atinge seu pico na concentracdo de 260 nM, e ndo apresenta aumento
mesmo com o0 incremento das concentracdes superiores (fig. 32). Nao foram
encontrados na literatura dados que expliquem este fenbmeno. Porém, pode-se
supor que ocorre a deplecdo das reservas intracelulares de calcio, e com a
perturbacdo da integridade da membrana plasmatica, os sistemas de captacdo de
calcio extracelular podem estar danificados.

Tang também mostra que as variacdes dos niveis de Ca** sdo devidas tanto ao
influxo de Ca®" para dentro da célula como & liberacdo das reservas do fon pelo
reticulo endoplasmatico. Aqui podemos levantar a hipétese de uma relagdo entre
disfuncdo mitocondrial, elevacdo do Calcio citoplasmatico e danos posteriores a
membrana plasmatica.

De acordo com Jiahan Li e colaboradores, que estudaram os efeitos de QDS
de CdTe sobre a mitocondria (ja citados neste trabalho), QDs de CdTe e CdSe
desestabilizam o potencial de membrana e provocam abertura de poros na sua
estrutura com extravasamento de fatores antes confinados ao seu interior. Varios
destes compostos sdo pré-apoptoéticos (ex. citocromo C e p53) e acionam o Calcio
para atuar como segundo mensageiro no desenvolvimento da resposta. Em 24

horas e nas maiores concentracdes de QDs de CdTe/CdS-AMP observamos o
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aparecimento de dano a membrana plasmatica, o qual podemos sugerir ser reflexo

dos eventos precoces ocorridos na mitocéndria e nos niveis de Ca?*.
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Fig. 33: Grafico de intensidade de fluorescéncia apés exposicao das células a QDs de ZnSe por 2

horas.

7,6 nM 76 nM

380nM 260 nM 760 nM

Figura 34: Imagens de céulas marcadas com Fluo3 e expostas a QDs de ZnSe/ZnS-AMS.

Podemos observar através das Figuras 33 e 34, que esta intensidade de

fluorescéncia € ainda menor quando o QD utilizado é de ZnSe-AMS. Nao ha
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diferenca significativa entre as concentracbes abaixo de 260 nM e controle segundo

0 teste estatistico.

5.6 Imagens

As imagens feitas em microscopia confocal e de fluorescéncia convencional,
apos 24 horas de exposicdo as nanoparticulas em concentracdes de 760 nM e 76
nM mostram a sua interagcdo na superficie celular, assim como sua acumulacdo em
vesiculas citoplasmaticas (figuras 35, 36 e 37). As marcacbes com CdTe se
mostraram distribuidas de forma mais homogénea pela célula mostrando
provavelmente marcacdo de membrana e endocitose. Ja a fluorescéncia do ZnSe
parece estar mais localizadas pontualmente em vesiculas. Vale ressaltar que a
concentracéo utilizada para se ter essa boa marcacao foi maior que a ICso para 0s
trés tipos de QDs. E interessante notar que a imagem com CdTe-AMS (Fig. 33)
apresenta fluorescéncia no vermelho e no verde, sendo que a emissao original
desse QD é na regidao do vermelho. A fluorescéncia no verde parece vir de
vesiculas, como se a célula estivesse metabolizando o QD e ele passasse a emitir
no verde, em decorréncia do seu tamanho estar sendo diminuido durante esse

processo.

Figura 35: Marcacdo com CdTe/CdS-AMP apds 24 horas de exposicdo em microscopia confocal.
Excitacdo em 488 nm. Escala = 30 pm.
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Figura 36: Marcacéo de células com CdTe/CdS-AMS apds 24 horas de exposicdo em microscopia de
fluorescéncia. Filtros L5 e TX2. Escala = 20 um.

Figura 37: Marcacao de células com ZnSe ap6s 24 horas de exposi¢do. Excitacdo em 405 nm por

microscopia confocal. Escala: 45 um.
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6 CONCLUSOES

A caracterizacdo Optica foi obtida com sucesso, mostrando nanoparticulas
fluorescentes verde e no laranja de CdTe de tamanhos 2,61 nm e 3,1 nm
respectivamente. A caracterizacdo optica dos QDs de ZnSe mostrou, que apresar de
fluorescentes, esses QDs ainda apresentam defeitos de superficie evidenciado pelo
largo espectro de emisséo.

Concluimos que a ICsp, estimada através do teste de MTT para os QDs de
CdTe tanto de AMP como AMS, se encontra na concentracao aproximada de 76 nM.
A viabilidade variou de aproximadamente 40 a 80% para a maior € menor
concentracéo utilizada. Os QDs de ZnSe apresentaram-se menos toxico, visto que a
ICso foi estimada em 380 nM, revelando uma perspectiva promissora para 0 seu uso
in vivo. No entanto sua excitacdo na regido do UV e emissdo no azul podem ser
fatores limitadores.

N&o ha dano a membrana plasmatica evidenciado pela marcacdo com lodeto
de Propideo na concentracdo e tempo de exposicdo utilizados (ICso do CdTe) para
todos os QDs. Porém, em concentracbes maiores (760 e 380 nM) observa-se
reducao significativa da viabilidade celular (de 70 e 30%).

As nanoparticulas com Cadmio causaram fragmentacdo do DNA e bloqueio da
progresséo do ciclo celular. QDs de CdTe e ZnSe diminuiram o namero de células
gue entra na fase S, enquanto que para os QDs de ZnSe o comportamento foi mais
parecido com o controle. Todas as nanoparticulas foram capazes de elevar os niveis
de Célcio intracelular a partir de concentragdes acima de 76 nM (para QDs de CdTe-
AMP e CdTe-AMS) e 260 nM para QDs de (ZnSe-AMS).

Em conjunto esses resultados mostram que os QDs de CdTe apresentam toxicidade
consideravelmente maior que os de ZnSe para as células RAW 264.7, sendo essa
independente do agente estabilizante/funcionalizante ou tamanho do QD. Isso indica que
essa toxicidade esta provavelmente ligada a liberagdo do cadmio.

Com relagdo ao CdTe, acredita-se que danos posteriores a membrana plasmética
nessas células podem ser reflexo dos eventos precoces ocorridos na mitocéndria e nos
niveis de Ca?".

De acordo com os dados obtidos e analisados neste trabalho podemos concluir
gue nanoparticulas fluorescentes de CdTe/CdS-AMP, CdTe/CdS-AMS bem como de
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ZnSe/ZnS-AMS podem apresentar toxicidade em maior ou menor grau e podem
provocar alteracbes metabdlicas e morte celular em culturas de células da linhagem
RAW 264.7 in vitro.
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7 PERSPECTIVAS

Como perspectivas deste trabalho ficam a ampliacdo de testes como os de
viabilidade por exclusédo de PI para mais concentracdes de todas as particulas, além
do desenvolvimento de outra metodologia para mensuracdo de Oxido Nitrico.
Andlises se tipo de morte celular, assim como investigacdo da morfologia por
microscopia eletrdnica podem complementar e ajudar a elucidar alguns processos
observados.

A definicdo do carater toxicologico de qualquer agente € multifatorial, e portanto
mais estudos sado necessarios para compreender sua acao e afirmar a seguranca do
seu uso. Ainda sdo necessarios muitos testes especificos para a compreensao dos

mecanismos que desencadeiam danos em sistemas biolégicos.
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