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Resumo

Pontos quéanticos de tamanho magico de CdSe (CdSe-MSQDs) tem sido amplamente
utilizados como sondas fluorescentes em sistemas bioldgicos. No entanto, eles podem
ser citotoxicos dependendo do seu tamanho e composi¢cdo. Na tentativa de evitar
danos, novas rotas sintéticas foram propostas para controlar os danos oxidativos
dessas nanoparticulas. O objetivo deste trabalho foi avaliar marcadores de estresse
oxidativo em encéfalo de embrido de galinha exposto a CdSe-MSQDs sintetizados com
diferentes concentragdes de selénio. Sessenta ovos foram mantidos por dez dias em
uma chocadeira com controle de temperatura e umidade. No nono, os ovos foram
divididos em seis grupos e receberam uma injecdo na camara de ar. O grupo controle
positivo recebeu 50 mM/ovo de 2,20-Azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride
(AAPH), o grupo controle negativo recebeu injegcdo de solugcdo salina e os outros
grupos receberam injegado contendo solugdo de CdSe em 4 diferentes concentragdes
de selénio (0,4; 0,5; 0,8; 0,9 mM). Apds 24 horas, os ovos foram abertos e o encéfalo
foi coletado e homogeneizado para analisar a atividade das enzimas superoxido
dismutase (SOD), glutationaperoxidase (GPx) e glutationaredutase (GR), Catalase
(CAT), quantidade de Glutationa reduzida (GSH), quantificagdo da peroxidacgao lipidica
(TBARS) e capacidade antioxidante total (FRAP). Além disso, foi realizada a analise da
densidade vascular da membrana coriolantéide (CAM). A peroxidacdo lipidica,
atividade das enzimas, GPx, GR, Catalase e SOD aumentou no encéfalo dos embrides
expostos a CdSe-MSQDs com 0,4 mM de selénio em relacdo ao controle. Também
houve uma diminui¢do na capacidade antioxidante total nesse grupo. A quantidade de
GSH diminuiu nos grupos expostos a CdSe-MSQDs com 0,4; 0,5 mM de selénio. As
concentracdes de 0,4 e 0,5 mm de selénio causaram uma redugao expressiva na
densidade vascular da CAM de embriées de galinha. Nossos resultados mostraram que
CdSe-MSQDs sintetizados com baixa concentracédo (0,4 mmol) de selénio afetaram o
sistema de defesa antioxidante no encéfalo e a vascularizacdo da CAM, enquanto que
em concentracbes mais elevadas de selénio, n&o houve dano. As maiores
concentracdes de selénio diminuiram a quantidade de ions cadmio adsorvidos na
superficie dos CdSe-MSQDs reduzindo seu efeito citotdéxico. Esses achados reforgcam a
importancia de novas rotas sintéticas para a producdo de nanomateriais com menor
toxicidade, visando a sua utilizagdo segura em sistemas bioldgicos.

Palavras chave: neurotoxicidade, pontos quanticos CdSe, estresse oxidativo.



Abstract

Magic-sized quantum dots of CdSe (CdSe-MSQDs) have been widely used as
fluorescent probes in biological systems. However, they may be cytotoxic depending on
their size and composition. In order to avoid damage, new synthetic routes were
proposed to control the oxidative damages caused by these nanoparticles. The aim of
this work was to evaluate oxidative stress markers in chicken embryo encephalon
exposed to CdSe-MSQDs synthesized with different concentrations of selenium. Sixty
eggs were kept for ten days in a brooder with temperature and humidity control. At the
ninth day, the eggs were divided in to six groups and received an injection in to the air
chamber. The positive control group received 50 mM/egg of 2.20-Azobis (2-
amidinopropane) dihydrochloride (AAPH), the negative control group received saline
injection and the other groups received an injection containing CdSe solution at 4
different concentrations of selenium (0.4, 0.5, 0.8, 0.9 mM). After 24 hours, the eggs
were opened and the encephalon was collected and homogenized to analyze the
activity of the enzymes superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx) and
glutathione reductase (GR) and catalase (CAT), reduced glutathione (GSH)
quantification of lipid peroxidation (TBARS) and total antioxidant capacity (FRAP). In
addition, analysis of the vascular density of the chorioallantoic membrane (CAM) was
performed. Lipid peroxidation, enzyme activity of GPx, GR, CAT and SOD increased in
the encephalon of the embryos exposed to CdSe-MSQDs with 0.4 mM of selenium
compared to the control. There was also a decrease in total antioxidant capacity in this
group. The amount of GSH decreased in the groups exposed to CdSe-MSQDs with 0.4
and 0.5 mM of selenium. The concentrations of 0.4 and 0.5 mM of selenium caused an
expressive reduction in the vascular density of chicken embryos CAM. Our results
showed that CdSe-MSQDs synthesized with low concentration (0.4 mM) of selenium
affected the antioxidant defense system in the encephalon and the vascularization of
CAM, whereas in higher concentrations of selenium, there was no damage. The higher
concentrations of selenium decreased the amount of cadmium ions adsorbed on the
surface of the CdSe-MSQDs, reducing their cytotoxic effect. These findings reinforce
the importance of new synthetic routes for the production of nanomaterials with lower
toxicity, for their safe use in biological systems.

Keywords: neurotoxicity, quantum dots CdSe, oxidative stress.
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1. Introducao:

A utilizacdo de nanomateriais funcionais na area biomédica tem sido amplamente
explorada, entre eles, os pontos quanticos (PQs) apresentam muitas propriedades
Opticas atraentes, como alta fotoluminescéncia rendimento quantico, absor¢cdo ampla
acoplada com emissédo estreita e fotoestabilidade forte (1-3). Consequentemente,
varios tipos de PQs tém sido fabricados e utilizados para aplicagcbes que incluem
biossensores (4), sondas bioldgicas (5, 6) e entrega de drogas (7).

Uma classe de CdSe QDs denominada quantum magic-sized (MSQDs) tem sido
destaque em varios experimentos cientificos porque sao estaveis ao longo do tempo e
tém espectro de luminescéncia mais amplo do que os QDs tradicionais, o que permite
serem observados por diferentes tipos de equipamentos (8, 9). Um estudo anterior
demonstrou que CdSe-MSQDs tiveram alta estabilidade luminescente em cultura
celular, mesmo apdés 36 horas (10). Outro ponto que diferem dos PQs tradicionais € o
tamanho extremamente pequeno dos MSQDs, o que pode ser vantajoso para estudos
celulares, ja que atravessam facilmente a membrana celular. Entretanto, o tamanho da
particula e a area de superficie sdo considerados fatores importantes que contribuem
direta e significativamente para a sua toxicidade, sendo as nanoparticulas de tamanho
menor, mais téxicas (11).

Algumas modificagées das propriedades do PQ podem os tornar menos toxicos e
nocivos. Em um estudo anterior, foi demonstrado que o aumento de Selénio na sintese
de CdSe-MSQDs, diminui sua citotoxicidade em células, devido a mudancgas na
densidade de defeitos de superficie dessas nanoparticulas. A densidade de defeitos
esta associada com a quantidade de ions cadmio adsorvida na superficie, o que afeta
diretamente a citotoxicidade (12).

O fato dos CdSe-MSQDs terem cadmio, um metal pesado, em sua composicao,
pode dificultar suas aplicagdes praticas e uso em nanomedicina. Alguns estudos com
PQs contendo cadmio tém reportado necrose e apoptose celular induzida por resposta
ao estresse oxidativo (13). Os ions cadmio adsorvidos na superficie dos PQs podem
ser liberados no citoplasma das células (14) e podem aumentar a formagao de ROS de
maneira indireta (15). Além disso, como mostra uma alta afinidade pelos tiéis, os ions

11



cadmio induzem a uma deplecdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) levando a
perturbagao do balango redox e a um ambiente oxidativo (16).

Para tentar sanar os danos causados por ROS, a célula dispbe de defesas
antioxidantes enzimaticas (catalase, superdxido dismutase, Glutationaredutase e
peroxidase) e ndo enzimaticas (GSH, acido ascorbico, alfa-tocoferol, entre outras), que
atuam contra a acéo toxica dessas espécies e sao responsaveis pelo equilibrio entre a
producdo e a eliminagcdo das mesmas (17), assim, a andlise da atividade dessa
enzimas em conjunto com a quantificagdo da peroxidacgao lipidica € uma boa estratégia
para avaliar a toxicidade dos PQs nos tecidos. Nesse sentido, embrides de galinha tém
sido um modelo sensivel para investigar os potenciais efeitos téxicos no
desenvolvimento de 6rgédos e danos oxidativos devido ao baixo custo e simplicidade
dos ensaios.

O objetivo desse estudo foi avaliar a citotoxicidade de CdSe-MSQDs, produzidos
em diferentes concentragcdes de selénio, em marcadores do estresse oxidativo no
encéfalo de embrido de galinha HH35 e seu efeito na vascularizagdo da membrana
corioalantéide (CAM).

1.1 Nanoparticulas

Nanoparticulas (NPs) sd&o uma ampla classe de materiais que incluem
substancias particuladas, que tém uma dimensdo menor que 100 nm (18). O rapido
crescimento da nanotecnologia transformou numerosos setores dos campos
biomédico, industrial e bioldégico, com aplicagdes inovadoras nas areas de
biotecnologia, eletrénica, cosméticos, biossensores, ciéncia dos materiais, aeroespacial
engenharia e entrega de medicamentos. Suas propriedades fisico-quimicas, elétricas e
propriedades térmicas permitem seu uso em ciéncia médica, cosméticos e roupas,
aumentando assim a probabilidade de exposi¢ao ambiental a esses NPs (19).

A expansao da nanotecnologia deu origem a questdes relativas a potencial
toxicidade de NPs, o aumento da exposicdo aos seres humanos e liberacdo no
ambiente durante o seu fabrico e os seus métodos adequados uso e descarte (Li et al.
2008). O grande numero de parametros fisico-quimicos de NPs, como forma, tamanho,
estrutura e elementos essenciais, torna a investigacdo de seus efeitos toxicos
complexa e desafiadora (20). O pequeno tamanho dos NPs permite que eles

atravessem membranas celulares (21) e prejudiquem diretamente o tecido atingido.
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Muitos estudos nanotoxicologicos foram realizados para demonstrar o papel critico de
NPs e particulas ultrafinas na indugcdo de estresse oxidativo e seus efeitos bioldgicos
(22, 23).

Existe um vasto numero de nanoparticulas, com as mais diversas aplicagoes,
em varias areas. Entre eles, os pontos quanticos (QDs) apresentam muitas

propriedades Opticas atraentes, as quais estao descritas a seguir.

1.2 Pontos quanticos (QDs)

Os Quantum Dots ou QDs, sdo compostos por agregados de centenas a alguns
milhares de atomos, com didmetros de particula entre os 2 e os 10 nm (24). Os seus
nucleos cristalinos consistem em metais, cujos revestimentos biocompativeis tendem a
ser feitos com moléculas hidréfilas e grupos funcionais, de maneira a que apresentem a
bioatividade desejada. Apresentam grande potencial para vetorizacdo de farmacos,
pois podem ser conjugados com substancias ativas, ligandos e marcadores biolégicos,
e no campo da imagiologia clinica, por apresentarem espetros de fluorescéncia unicos
(25).

Os metais semicondutores tém uma banda preenchida chamada a 'banda de
valéncia e uma banda vazia conhecida como a 'banda de conducido'. Em dimensdes
nanomeétricas, as propriedades eletrbnicas gerais do soélido tornam-se severamente
distorcida e implicam no sistema de energia total e a termodindmica (26). Nesse
sentido, os pontos quanticos de CdSe sao altamente adequados, pois, 0 comprimento
de onda de absorgéo pode ser ajustado a todo o espectro de luz visivel devido ao efeito
de confinamento quantico (8). Quando um semicondutor € irradiado com luz, ou seja
recebe enegia, um elétron passa da banda de valéncia para banda de condugéao,
deixando uma lacuna na banda de valéncia. O par elétron-lacuna é conhecido como
éxciton. Quando o elétron retorna ao seu estado fundamental, a energia do éxciton
pode ser emitida como um foton. Este fenébmeno é conhecido como fluorescéncia.

Baseado em modelos da teoria quantica, cientistas e engenheiros sao capazes
de calcular e prever algumas propriedades importantes (por exemplo, 6pticas) como o
tamanho de particula semicondutor é reduzido, alcangando o valor limite onde todas
essas propriedades sao drasticamente alterados. Em outras palavras, para a grande
maioria dos semicondutores, a redugao de tamanho de particula provoca uma divisdo

na distribuicdo de energia da banda e, portanto, maior energia bandgap (EQ).
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Isso significa que pode-se conseguir uma estrutura de banda diferente através do
controle das dimensdes das particulas (27, 28).

Em um modelo simplificado, a energia do féton emitido pode ser entendida como
a diferenca da energia entre o nivel desocupado mais baixo da banda de condugéo e o
nivel ocupado mais alto da banda de valéncia, ou seja, existe uma relagdo entre o
tamanho das particulas e a energia “banda gap” de um ponto quantico semicondutor e
a posicao do primeiro pico de absor¢do e a emissao de fluorescéncia podem ser
modulados a partir do controle do tamanho do ponto quéantico durante a sintese (3).
Com o aumento no tamanho do ponto quéantico, ocorre um desvio para o vermelho
(menor energia) tanto na emissdo, como na absorgédo de luz. Por outro lado, pontos
quanticos menores absorvem e emitem luz de cor mais azul (alta energia) (figura 1).
Entdo, os QDs tém propriedades Opticas ajustaveis pelo tamanho que abrem

possibilidades para avangos revolucionarios em aplicagdes biologicas.
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Figura 1: Desenho esquematico representando as mudangas no comportamento optico

das nanoparticulas associadas ao seu tamanho.

1.3 Pontos quanticos de tamanho magico

Uma classe de QDs denominada pontos quanticos de tamanho magico (MSQDs)
tem sido destaque em varios experimentos cientificos porque sdo estaveis ao longo do
tempo e tém espectro de luminescéncia mais amplo do que os QDs tradicionais, o que
permite serem observados por diferentes tipos de equipamentos (8, 9). Outro ponto que
diferem dos QDs tradicionais € o tamanho extremamente pequeno dos MSQDs, o que
pode ser vantajoso para estudos celulares, ja que atravessam facilmente a membrana
celular. Entretanto, o tamanho da particula e a area de superficie sdo considerados
fatores importantes que contribuem direta e significativamente para a sua toxicidade,

sendo as nanoparticulas de tamanho menor mais toxicas (11).

1.4 Aplicacdoes dos QDs

Nanomedicina refere-se a medicina altamente especificas, com intervencao na
escala molecular para curar doencas ou reparar tecidos danificados, restaurando sua
funcdo. Para isso, € de extrema importancia a visualizagdo de estruturas e
compartimentos dentro de células e o grande numero de moléculas que estdo
envolvidas em seu metabolismo. Assim, as estruturas e moléculas de interesse tem
que marcadasa fim de serem visualmente observadas. Entre varios métodos, a técnica
mais comum usada em biologia celular € a marcagdo por fluorescéncia (29).
Basicamente, marcadores fluorescentes séo divididos em dois grandes grupos:
corantes organicos e nanocristais inorganicos. Corantes organicos sao as sondas mais
comumente usadas em biologia celular e tém algumas desvantagens associadas a
rapida fotodegradagao, o que limita significativamente sua aplicagdo em imagem de
longo prazo e detecgdo multicolorida. Por outro lado, QDs s&o corantes
semicondutores inorganicos que tem varias propriedades diferentes e vantagens
importantes em relagdo aos convencionais corantes organicos; (1) a possibilidade
opgao de ajustar o comprimento de onda de emissao de QDs, alterando o tamanho do

nanocristal; (2) espectros de emissao estreito e simétrico; uma unica fonte de luz pode
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ser usada para excitagao simultanea de multiplos semicondutores QDs com diferentes
espectros de emissao de mais comprimentos de onda que a fonte; capacidade de
funcionar através de ciclos repetidos de excitagao/fluorescéncia para analise de longo
prazo; (3) fotoestabilidade extrema de QDs revestidos contra fotodegradagdo, bem
como mudangas no pH dos eletrélitos biologicos que s&o onipresentes em ambientes
biolégicos. A capacidade de tornar os QDs biocompativeis e atdoxicos estende sua
aplicabilidade para imagens in vivo. A sua forga de sinal também oferece utilidade na
segmentacao e aplicagdes de detecgao. Alguns exemplos de aplicagdes sdo descritos

a segquir.

1.5 Pontos Quanticos em Biologia e Medicina

As aplicagdes biologicas foram discutidas em muitos artigos e revisées. (2, 3, 30-
40) (27). QDs estdao sendo intensamente pesquisado como uma nova classe de
nanoparticulas para sondas celulares, imagens moleculares, biossensoriais e in vivo
(41-46). O crescimento exponencial do uso desses nanocristais inorganicos em
aplicagdes biomédicas é devido ao fato de também poderem ser observados com alta
resolugdo por microscopia eletrbnica, entre varias vantagens ja mencionadas em
comparagao com fluoréforos organicos (47). Os QDs também foram testados na
maioria das aplicacdes biotecnoldgicas que usam fluorescéncia, incluindo tecnologia de
matriz de DNA, ensaios de imunofluorescéncia e biologia celular e animal. Alguns dos
usos bem sucedidos de QDs tem sido na marcacdo de célula fixas e tecidos;
imunocoloragao de proteinas de membrana, microtubulos, antigenos, actina e nucleo
(1, 27, 48, 49).

Apesar do progresso na sintese e conjugacdao de QDs, a producdo de
nanoparticulas de tamanho extremamente pequeno ainda é uma grande preocupagao
tanto em aplicagdes bioldgicas in vitro como in vivo. Alguns grupos de pesquisa
tentaram reduzir o didametro dos QDs visando melhorar aplicacbes de marcacado de
células. Por exemplo, o tamanho pode afetar a endocitose ou limitar o acesso a
receptores de interesse, como aqueles na sinapse neuronal. O tamanho das particulas
pode afetar drasticamente a biodistribuicao e farmacocinética, sendo assim, o tamanho
6timo depende da aplicagao (50-52). Em uma interpretacdo ampla, para tornar os QDs
Uteis para aplicagdes biomédicas, os QDs podem ser divididos em dois grandes grupos
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relativos a especificidade projetada do aplicagdo biomédica: sondas "nao direcionado e
direcionadas".

O primeiro grupo € comumente sintetizado baseado em QDs com um nucleo
semicondutor passivado por uma camada protetora, seguida de revestimento com
protetor orgénico, como polimeros que suprime o reconhecimento de macrofagos e
pode controlar a biocompatibilidade fisiolégica. O segundo grupo denominado
"direcionado" € mais complexo, sua estrutura é bioconjugada a um ligante com o
objetivo de alcancgar o local especifico de interesse. O ligante direciona os QDs para o
local desejado, por exemplo um tecido doente. O acumulo de QD no local doente
aparece como uma mancha brilhante (em comparacdo com o tecido saudavel),
identificando a localizagdo da doenca (53). Algumas técnicas tém sido desenvolvidas
para alcancar efetivamente estruturas celulares, como sua bioconjugagdo com
peptideos projetados, proteinas e sequéncias de DNA (33, 35, 54). Em nosso
laboratorio estamos desenvolvendo a bioconjugagao de MSQDs-CdSe com flavonoides
antioxidantes, como quercetina e acido galico para diminuir sua toxicidade. (Trabalho
de conclusao de curso da aluna Ana Luisa Silva Borges).

Apesar dos avangos na tecnologia de marcagdo, QDs ainda s&o um campo
emergente de pesquisa onde algumas questbes importantes precisam ser
adequadamente abordada, tais como citotoxicidade, quimica de superficie para
estabilizar conjugado sob condig¢des in vivo (55). De fato, a escolha do marcador deve
ser com base em varias propriedades do sistema de destino e uma Unica classe de
fluoréforo ndo sera a solucdo para todos os requisitos. Para as aplicacbes bem
sucedidas de nanomateriais em biologia e medicina pode ser necessario que os QDs
entrem nas células (52). A entrada dos nanomateriais na célula requer que eles
atravessem a membrana celular que consiste em uma bicamada lipidica com proteinas
em seu meio ou fixados perifericamente. Todo o processo é bastante complexo e ainda
nao totalmente entendido.

Uma revisdo interessante aborda alguns aspectos dos mecanismos e vias da
endocitose (56). Embora ndo seja uma questéo trivial, os nanomateriais podem entrar
nas células através de processos conhecidos, incluindo (1) absorgéo inespecifica por
endocitose, onde o0s nanomateriais muitas vezes acabam nos compartimentos
endociticos; (2) microinjecédo direta de nanomateriais, que € um procedimento tedioso e

s6 aplicavel a um numero limitado de células; (3) eletroporagao, que usa mecanismos
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para "empurrar” fisicamente os nanomateriais pela membrana; e (4) captagdo mediada
com base na funcionalizagao superficial de nanomateriais (28).

Existem algumas estratégias desenvolvidas para revestir os nanomateriais e
conferir as caracteristicas desejadas, um revestimento de superficie ideal deve
satisfazer os seguintes requisitos basicos: (1) impedir que os nanomateriais se
agreguem durante o armazenamento a longo prazo; (2) manter uma solubilidade em
agua; (3) manter as funcionalidades dos nanomateriais; e (4) assegurar a
biocompatibilidade antes dos nanomateriais interagirem com seus alvos. Algumas
pesquisas ja vem trabalhando nesse sentido. Silva et. al. sintetizaram pontos quanticos
de tamanho magico CdSe (MSQDs) e observaram fluorescéncia em imagens de

microscopia em células HeLa de mesmo apds 36 horas como mostra a figura 2 (10).
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Figura 2: Imagem fluorescente (a) apds 24 h de incubagdo com 0,05 M de MSQDs.
Apods 36 h, a fluorescéncia é ainda visivel (b). A seta branca indica que os QDs na
membrana celular. Cabeca de setas indica MSQDs CdSe dentro das células. Escala
barra=200 uM. (Figura retirada de Sila, et. al. 2014 (10)).

Kim et al.106 mostraram um sistema bem projetado em QDs e nanocompdsitos
para marcagao de células vivas (57). Ao incorporar QDs recobertos com anticorpos em
polimeros biodegradaveis, eles desenvolveram um sistema de entrega
endolisossomico para atarvessar a membrana, por via dependente do pH e carga de
superficie do QD. Ao entrar no citosol, as nanoesferas sofrem hidrélise libertando assim
os QD bioconjugados. Este abordagem facilita a marcagdo de células e estruturas
subcelulares dentro de células vivas sem a exigéncia de fixacdo celular ou

permeabilizacdo de membrana. A figura 3 ilustra esse mecanismo.
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Figura 3: Mecanismo de liberagdo citosolica e direcionamento subcelular de QD.
Representagdo esquematica do escape de QD do compartimento endolissossémico

apos a internalizagdo celular com liberagdo citosélica da carga encapsulada. QDs
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conjugados com anticorpo podem ser entregues desta maneira para permitir a
marcagao de organelas subcelulares ou outros alvos moleculares. (Figura adaptada de
Kim, et, al. 2006 (58))

Um artigo de revisdo publicado por Nel et al. mostra as diversas interagdes
biofisico-quimicas nas interfaces entre nanomateriais e sistemas biolodgicos e a partir
disso, & possivel prever que QDs de varios tamanhos de particulas, acoplados a
ligantes naturais ou sintéticos (biomoléculas e oligbmeros) encapsulado em
"revestimento” biocompativel sera utilizado no futuro para marcacdo especifica de
células ou tecidos, e procedimentos clinicos (59). O maior desafio é entender o
mecanismo de toxicidade desses materiais € promover esforgos para aumentar a

biocompatibilidade.

1.6 Toxicidade dos QDs

Uma questao primordial que esta impedindo o uso em larga escala de QDs € a
sua toxicidade (60). Varias pesquisas que utilizam QDs, ndo mostram a toxicidade a
longo prazo. Devido ao seu tamanho, extremamente pequeno e o fato de serem
capazes de atravessar a membrana celular, QDs podem formar agregados, ligarem-se
inespecificamente as membranas celulares e proteinas intracelulares, e induzirem a
formacao de espécies reativas de oxigénio. QDs maiores do que o limiar de filtragdo
renal podem, rapidamente, acumular no sistema reticuloendotelial apés administragao
intravenosa. Além disso, existem também preocupagdes sobre a toxicidade relacionada
as moléculas usadas para funcionalizagao da superficie dos QDs (61).

O fato de os QDs possuirem componentes basicos altamente tdxicos (por
exemplo, atomos de metais pesados (Cd, Hg, Pb, As, Pb) levanta sérios problemas de
seguranga. QDs mais comumente usados sdo baseados em um nucleo de CdSe
(cadmio divalente), uma nefrotoxina na sua forma iénica. QDs contendo cadmio tém
reportado necrose e apoptose celular induzida por resposta ao estresse oxidativo (13).
Os ions cadmio adsorvidos na superficie dos QDs podem ser liberados no citoplasma
das células (14) e podem aumentar a formagdo de ROS de maneira indireta (15). Além
disso, como mostra uma alta afinidade pelos tidis, os ions cadmio induzem a uma
deplecao dos niveis de glutationa reduzida (GSH) levando a perturbagao do balanco

redox e a um ambiente oxidativo (16).
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No unico estudo quantitativo a longo prazo sobre QDs de biodistribuicdo até
hoje, Yang et al. Mostrou que apds a administragcdo intravenosa de QDs contendo
cadmio, a concentragdo de cadmio no figado e rins aumentaram gradualmente ao

longo do curso de 28 dias (62).

1.7 Cadmio e estresse oxidativo

O cadmio é incapaz de catalisar reagdes redox em sistemas bioldégicos em
condi¢des fisiologicas. Entretanto, tem sido demonstrado que o Cd aumenta a
concentracéo livre de Fe, possivelmente pela sua substituicdo em proteinas e, portanto,
aumenta a quantidade de metais redox ativos livres (15, 63). Metais redox ativos
aumentam diretamente a producdo de radicais OH (hidroxila) através do Reacao de
Fenton.

Diferentes estudos apontam para a geracédo de estresse oxidativo e disfungao
mitocondrial durante citotoxicidade induzida por metais (64-66). Sabe-se que a
exposicao ao Cd induz alteragdes na estrutura e fungdo mitocondrial em animais. Ja
em 1971, Mustafa e Cross relataram efeitos induzidos por Cd em reagdes de
transferéncia de elétrons na mitocondria de macréfagos alveolares. Estudos
confirmaram a visao geral de que as mitocéndrias sdo um dos principais alvos celulares
de metais como Cd e discutiram potenciais mecanismos de citotoxicidade induzida por
Cd (64, 67-73). Mais especificamente, Belyaeva et al. (2006) descobriram que a
producdo de ROS induzida por Cd provavelmente ocorre no nivel de complexo Ill e
esta relacionado com a abertura do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial
(MPT) (74).

Wang et al. (2004) investigou os efeitos inibitérios do Cd em relagcdo ao
complexos individuais da cadeia respiratéria em mitocéndrias de figado, cérebro e
coragao de camundongos. Eles mostraram que o complexo Il e lll sdo mais sensiveis
para Cd do que os complexos I, IV e V. Resultados de estudos cinéticos sugerem,
como possivel mecanismo de geragcao de ROS por ions Cadmio, o acumulo de semi
ubiquinonas instaveis, propensas a transferir um elétron para o oxigénio molecular e,
assim, formar o radical superéxido (75).

A lesao mitocondrial caracterizada pela perda do potencial de membranal pode
levar a ativagao de caspases e consequentemente morte celular por apoptose (76, 77).

Dorta et al. (2003) definiu dois conjuntos de respostas induzidas por Cd em
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mitocondrias isoladas de figado de rato. Em uma primeira fase, o Cd interage com tiois
protéicos que levam a permeabilidade da membrana. Isto é seguido pela geragédo de
ROS em uma segunda fase mais lenta, junto com a liberagéo de ions ferro, levando a
peroxidagao lipidica da membrana mitocondrial (15).

Superoxido dismutases (SOD) s&o metalo-enzimas que catalisam a dismutagao
de O2 « - para H202. Atividade total de SOD durante a exposicao ao Cd tem sido
estudada intensivamente e ambos, aumentos e diminuicbes sao descritos em literatura
(78, 79). Essas aparentes discrepancias podem ser atribuidas a diferentes condigbes
de exposi¢cdo, bem como ao sistema organico estudado. Jurczuk et al. (2004)
expuseram ratos a 50 mg Cd/L (na agua ingerida por eles) durante 12 semanas e notou
um aumento na atividade total de SOD em rins, enquanto uma diminui¢cdo foi
observada no figado (78). A exposicdo aguda (24 h), no entanto, resultou em uma
diminuicdo das atividades hepaticas e renais de SOD apds administragao
intraperitoneal de dose unica de 5 mg/kg (79).

Estudo in vitro, onde células neuronais corticais foram expostas por 24 horas a
diferentes concentragbes de Cd mostraram um aumento no total Atividade da SOD
(16). Aléem das condigbes de exposi¢ao (aguda versus crbnica, in vivo versus em in
vitro e administracdo) o envolvimento de isoformas especificas localizadas em
diferentes compartimentos celulares, também deve ser levado em conta (80).

A desintoxicagao de perédxido de hidrogénio pode ser realizada por ambas as
enzimas, catalases (CAT) e glutationa peroxidases (GPX). Catalases sdo enzimas
contendo heme que catalisam a degradacao de H202 a agua e oxigénio divalente sem
usar quaisquer equivalentes redutores celulares (81). Um aumento na atividade da CAT
no figado de ratos foi detectada apds 6 dias exposicao intraperitoneal diaria ao Cd (82).
Estes resultados foram confirmados por experimentos em ratos que foram expostos ao
Cd por 5 dias via gavagem, onde um aumento da atividade CAT foi observado no
sangue (83). Por outro lado, Casalino et al. (2002) observaram reducao das atividades
de CAT em rins e figados de ratos apds administragao intraperitoneal aguda (24 h),
bem como via crbénica por meio da ingestao de agua potavel (10 a 30 dias).

Enquanto a CAT é ativa em situagbes de estresse severo, é sugerido que
peroxidases (Px) protegem a célula contra baixos niveis de estresse oxidativo (81),
possivelmente indicando um papel no ajuste fino dos niveis de ROS importantes na
transducdo de sinal. Em contraste com a CAT, a desintoxicacdo de H202 pelas

peroxidases ocorre com a oxidagao de outros substratos orgénicos, por exemplo a
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GPX utiliza GSH como substrato. Em ratos, uma atividade aumentada de GPX foram
encontradas em células sanguineas apds administragao intraperitoneal ao Cd (84)
(Ognjanovic et al. 2003), enquanto atividades diminuidas de GPX foram relatadas no
figado e rim de camundongos e ratos apds exposigao cronica ao Cd.

O tripeptideo GSH (L-c-glutamil- L-cisteinil-glicina) € um dos mais importantes
metabolitos que lidam com oxidagao induzida por Cd. A glutationa desempenha um
papel predominante como substrato para GSH--transferases (GST), a fim de proteger
as células contra compostos xenobioticos e oxidantes. Suas propriedades antioxidantes
sdo atribuidas a o grupo tiol (SH-) no residuo de cisteina (85). Nas células, GSH é
mantido em sua forma reduzida pela glutationa redutase (GR). A complexagdo com
GSH torna o Cd livre indisponivel para a célula, bloqueando assim 0s mecanismos que
levam ao estresse oxidativo induzido por Cd, mas ao mesmo tempo, pode causar a
deplegédo de GSH e causar um desequilibrio no ssitema redos (86).

A figura 4 mostra as possiveis vias de toxicidade de ions cadmio, sendo o
estresse oxidativo, um dos mecanismos em destaque. Na sessdo seguinte

apresentamos como o estresse oxidativo tem um papel central na toxicidade de QDs.
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Figura 4: Esquema que representa os possiveis mecanismos que levam ao
estresse oxidativo induzido por cadmio. fons cadmio séo liberados no citossol e podem
alterar o potencial de membrana da mitocéndria e aumentar a produgdao de ROS. Os
ions cadmio substituem metais, como Fe e Cu, de proteinas como apoferritina e
metalotioneina liberando-os no meio. Esses metais podem aumentar diretamente a
producao de radicais OH (hidroxila) através do reagédo de Fenton. O cadmio pode ainda
reagir com a glutationa reduzida (GSH), causando uma deplegcdo nos niveis desse

antioxidante, e consequentemente, alterar todo sistema de defesa antioxidante.

1.8 Estresse oxidativo como mecanismo para toxicidade de QDs

As respostas biologicas das células, como o estresse oxidativo ocorre devido ao
desbalango entre a producdao de ROS e a capacidade de restauracédo do sistema de
defesa antioxidante. O excesso de ROS, como resultado da exposicdo de tecidos e
células a QDs, leva ao aumento do estresse oxidativo e induz uma resposta das
enzimas antioxidantes. No caso de oxidacdo moderada de estresse, ativagao
transcricional de enzimas antioxidantes ocorre através da indug¢ao do fator nuclear Nrf2
(87).

Em um nivel intermediario, o estresse oxidativo pode ativar proteinas sensiveis a
redox como proteina quinase (MAPK) e fator nuclear de cadeia leve (NF-KB) que
induzem a uma cascata de sinalizagdo produzindo uma resposta proé-inflamatéria.
Niveis altos de estresse oxidativo resulta em disfungdo da cadeia transportadora de
elétrons e dano na membrana mitocondrial, seguido de morte celular.

Os principais fatores para as influéncias pré-oxidantes de Qds incluem tanto o
esgotamento de antioxidantes quanto o aumento da producdo de ROS que tem efeitos
nocivos sobre os constituintes das células incluindo lipidos, proteinas ou DNA (88). O
estresse oxidativo devido a exposicdo a QDs pode aumentar quantidade de
peroxidacgao lipidica, causar dano ao DNA e estimular redes de sinalizagdo associadas
a falta de crescimento celular, carcinogénese e fibrose (89).

Reacdes de ROS induzidas por QDs incluem ativagao de citocinas inflamatérias, vias
de sinalizacao celular, fatores de transcricdo especificos e expressao de quimiocinas.

Os mecanismos celulares induzidos por QDs estao intimamente associados com
transcricdo de genes que contribuem para a genotoxicidade, inflamagao, cancer e

fibrose (90). A super expressado de enzimas antioxidantes indica o inicio dos efeitos de
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estresse, onde a apoptose mitocondrial ocorre durante disturbios do estresse oxidativo
toxico (87). Assim, os estudos de exposicdo a QDs devem incluir critérios rigorosos
atribuir indicadores de estresse oxidativo in vivo e in vitro como um preditivo para

avaliagao de risco (91).
1.9 Estresse oxidativo e antioxidantes no sistema nervoso central

Evidéncias patologicas de dano neuronal mediado por ROS mostra a grande
vulnerabilidade a ROS na composi¢cdo dos tecidos nervosos, incluindo um grupo de
acidos graxos insaturados suscetiveis a peroxidagao. Os radicais livres podem atacar
acidos graxos insaturados, iniciando assim cascatas ou reagbes em cadeia, levando a
dano de acidos graxos insaturados vizinhos (92). Sabe-se que o cérebro é constituido
de altas concentragbes de acidos graxos polinsaturados, que sao mais vulneraveis a
peroxidagdo, e apesar de seu peso relativamente baixo (2%), o o cérebro consome
uma fracdo desordenada (20%) de oxigénio. Além disso, a quantidade de defesa
enzimatica no cérebro € menor em comparagao com outros 6rgaos tecidos, e assim as
células nervosas sdo consideradas mais suscetiveis estresse oxidativo que outros
tecidos corporais (93).

A glutationa (GSH) é um tripeptideo contendo enxofre amino cisteina acida que
possui um grupo SH reativo com capacidade redutora. Assim, se liga aos metais dos
QDs. Os ions cadmio por exemplo, induzem a uma deplegao dos niveis de glutationa
reduzida (GSH) levando a perturbagdo do balango redox e a um ambiente oxidativo
(16). Pode ser). Glutationa reduzida (GSH) é o principal antioxidante ndo proteico do
organismo. Assim, sua deplecao pode tem influéncia negativa sobre o equilibrio redox
no cérebro. A GSH participa na diferenciacdo de neurdnios, modulagdo de
neurotransmissao, regulacdo da apoptose e também atua como armazenamento e
transportador de cisteina (94). Nesse contexto, a deplecdo de GSH pode ter
consequéncias criticas no desenvolvimento de tecido cerebral.

As enzimas antioxidantes, incluindo a glutationa peroxidase (GPx), catalase
(CAT) e superoxido dismutase (SOD) constituem a primeira linha de defesa contra as
ROS, e a reducdo de sua atividade contribui aos efeitos oxidativos nocivos sobre o
tecido (95). Os mecanismos de defesa por enzimas antioxidantes seréao discutidos na
sessdo seguinte e incluem limpeza de espécies ROS, remocgao de oxigénio singlete ou
seus precursores, inibicdo da geragao de ROS, ligacdo de ions metalicos necessarios

para a catalise da producado de ROS, e up-regulation de enzimas enddgenas.
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Foi demonstrado que QDs metalicos podem alterar drasticamente a funcao da
barreira hematoencefalica (BHE) e sua permeabilidade em modelos animais e celulares
e induzir notavel edema. Além disso, nessas regides do cérebro, ativagao de células
gliais, lesao de células neuronais, perda de mielinizacao fibras, e regulagcdo da proteina
de choque térmico sdo bastante frequentes, indicando que as alteragbes da BHE
também podem levar a alteragbes neurodegenerativas. e processos neuro-
inflamatdrios (96). Muito poucos estudos discutiram como os QDs passam pelo BBB e

causam neurotoxicidade; portanto mais investigagcdes devem ser feitas.

1.10 Sistema de defesa antioxidanete e biomarcadores do estresse oxidativo

Como a producdao de EROs é um evento fisioldgico, nosso metabolismo se
dispbe de defesas antioxidantes enzimaticas (GPx, CAT, SOD, glutationaredutase) e
nao enzimaticas (GSH, acido ascérbico, alfa-tocoferol, entre outras), que atuam contra
a acgao toxica dessas espécies e sao responsaveis pelo equilibrio entre a producéo e a
eliminagédo das mesmas (figura 5) (17). Quando ocorre um aumento da produgéo de
ROS suficiente para ultrapassar a capacidade antioxidante ou agir de forma a diminuir
as defesas antioxidantes do organismo; a esse fenbmeno chamamos de estresse
oxidativo (EO)(97, 98). Nesse sentido, as enzimas antioxidantes tem funcdo de
neutralizar as EROs. Essas enzimas podem ser utilizadas como biomarcadores uma

vez que alteragdes na sua atividade pode ser resultado da resposta antioxidante (99).
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Figura 5: Mecanismo de protecao do sistema de defesa antioxidante e mecanismo de
peroxidagao lipidica em um quadro de estresse oxidativo causada por superproducao

de EROs ou diminuigao da atividade de enzimas antioxidantes.

1.10.1 Superéxido dismutase

A SOD esta na linha de frente das enzimas antioxidantes, ela catalisa a reacao
de conversdao do anion superoxido em perdxido de hidrogénio (H202) e oxigénio
molecular (O2) na presenga de H* (100). Existem isoformas da SOD dentro da célula:
CuZn-SOD é encontrada no citoplasma e no nucleo e Mn-SOD esta presente na

mitocdndria, mas pode ser libertada no espago extracelular (101).

1.10.2 Catalase

A catalase esta localizada nos peroxissomos e catalisa a redug¢ao do H202 a H20
e O2. O tipo mais comum de catalase € um tetramero de 240 kDa, ou seja, possui
quatro cadeias polipeptidicas na sua estrutura quaternaria, com cerca de 60 kDa
de massa. Cada cadeia polipeptidica liga um grupo hemo, semelhante ao que existe
na hemoglobina, possuindo entdo cada hemo um iondeferro. E este centro

metalico que reage com o peréxido de hidrogénio. A atividade da enzima catalase é
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consistentemente encontrada elevada no coragéo (102-106) e aorta (104), bem como

cérebro (107) em quadros de estresse oxidativo.

1.10.3 Glutationa Peroxidase e GlutationaRedutase

Tanto a glutationaperoxidase (GPx) quanto a redutase (GR) s&o enzimas
encontradas no citoplasma, mitocéndria e nucleo. A GPx cataliza a redugdo do
peréxido de hidrogénio em agua através da GSH sendo a doadora de hidrogénio, a
qual converte glutationa reduzida (GSH) em oxidada (GSSG). A reciclagem de GSH a
partir de GSSG ocorre utilizando a coenzima NADPH gerado pela glicose-6-fosfato-
desidrogenase (G6PDH) (108).

1.10.4 Glutationa Reduzida

A glutationa reduzida (GSH, L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) pode ser considerada
um dos principais tampodes redox intracelular. Possui capacidade redutora, devido ao
seu grupamento —SH, presente em cisteina, protegendo a célula contra lesdo causada
pelo estresse oxidativo. (108).

Pode ser oxidada para forma GSSG, forma dimerizada da GSH. A importancia
deste par é tal que a razdo GSH/GSSG é normalmente utilizada para estimar o

estado redox dos sistemas bioldgicos.

1.10.5 Capacidade Antioxidante Total

A capacidade antioxidante total, em resumo, esta relacionada com a capacidade
do metabolismo em proteger os sistemas biolégicos dos efeitos deletérios resultantes
dos processos ou reagdes envolvendo EROs.

O balanco redox em liquidos biolégicos, organelas, células ou tecidos é
determinado pela presenca de pares redox responsaveis pelo fluxo de elétrons. Esses
sofrem frequentes interconversdes entre o estado reduzido e o oxidado. Alguns desses
pares redox sao interligados ("redox cycling"), outros constituem sistemas redox
independentes. O balanco redox, na célula, relaciona-se a soma dos produtos do
potencial de reducdo e da capacidade redutora de uma série de pares redox,

acoplados, presentes (109).
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Os diversos testes propostos na literatura variam quanto ao tipo de radicais
gerados, ao indicador de oxidagao escolhido e ao método usado para sua detecgdo e
quantificacdo. Sdo chamados ensaios de captagdo ("trapassays"). Em todos esses
ensaios, um radical € gerado e reage com moléculas-alvo, para produzir cor,
fluorescéncia, quimioluminescéncia, perda ou ganho de sinais de ESR ("Electron Spin
Resonance" ou Ressonéancia do Spin Eletrénico) ou outra mudanga mensuravel. A
presenca de antioxidantes altera esses sinais, 0 que permite sua analise quantitativa
(110).

1.10.6 Peroxidacao Lipidica

A peroxidacéo lipidica é uma reacdo em cadeia que se inicia com o sequestro do
hidrogénio do acido graxo poliinsaturado da membrana celular pelo radical
hidroxila(OHe) ou pelo radical alcoxila (LOe), resultando na formagdo de um radical
lipidico (Le). Na primeira etapa de propagacédo o Le reage rapidamente com o Oz,
resultando na formagado do radical peroxila LOOe que por sua vez sequestra outro
hidrogénio do acido graxo poliinsaturado, formando novamente o Le. A reacdo soO
termina quando os radicais Le e LOOe propagam-se até destruirem a si so (figura 5). A
peroxidagcao lipidica pode ser -catalisada por ions ferro, por conversdao de
hidroperoxidos lipidicos (LOOH) em radicais altamente reativos (alcoxila e peroxila) que
por sua vez iniciam nova cadeia de reacgdes, denominada (111). A membrana € um dos
componentes celulares mais atingidos por radicais devido a presenga de acidos graxos

poliinsaturados que sofrem uma oxidacdo em cadeia.

LH+OH'-> L'+HO Iniciacdo
L* +0,-5L00"* Propagacdo
LH+LOO* »1* +LOOH Propagacio
LOO* +1L' 5LOO0L Terminacio
LOO* +LOO* -LOOL +0, Terminagdo

Figura 6: Etapas da lipoperoxidagdo onde LH representa um acido graxo

polinsaturado, Le um radical lipidico e LOOe um radical peroxila.

As consequéncias da peroxidacgao lipidica em membranas podem ser a perda da
seletividade na troca idnica e liberagdo do conteudo de organelas, como enzimas
hidroliticas dos lisossomas e formacédo de produtos citotoxicos como malondialdeido
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(MDA) podendo levar a morte celular. Vale lembrar que nem sempre os processos de
peroxidacao lipidica sdo prejudiciais, pois seus produtos sdo essenciais na formagéo

de prostaglandinas em resposta inflamatéria (112).

1.11 Modelo animal Embriao de galinha

Os embrides de galinha sdo considerados um bom modelo para pesquisa
experimental, em particular devido a falta de influéncias maternas na embriogénese e
ao rapido desenvolvimento, permitindo uma avaliagao precisa da toxicidade (Rashidi e
Sottile 2009; Ribatti 2012). O crescente uso do embrido de galinha como modelo na
pesquisa biologica e farmacéutica também esta relacionado a sua simplicidade e baixo
gasto em comparagao com os modelos de mamiferos ( Vargas, Zeisser- Labouebe,
Lange, Gurny &amp; Delie, 2007).

O desenvolvimento embrionario esta completo no momento da eclosdo aos 21
dias, como descrito nos estagios Hamburger-Hamilton (HH). Os estagios iniciais do
rapido crescimento embrionario das galinhas fornecem modelo sensivel para investigar
os potenciais efeitos tdxicos no peso corporal, desenvolvimento de 6rgaos e danos
oxidativos.

O cérebro do embrido comeca a se desenvolver nas primeiras 24 horas de
incubacao, a extremidade anterior do tubo neural aumenta para formar o cérebro. No
estagio 36 (10 dias) a flexdo craniana quase desaparece e a flexao cervical é reduzida,
OuU seja, 0 pescogo € menos convexo € a cabega ndo € mais dobrada contra o torax.
Nessa fase de desenvolvimento o embrido ainda ndo apresenta resposta imune,
somente a partir do 14° dia de desenvolvimento embrionario que o sistema imune
comecga a apresentar respostas, a transferéncia de IgY do saco da gema para a
circulacdo do embrido inicia-se no 7 dia de estagio embrionario e aumenta
progressivamente do 14 ao 21 dia da vida intra-ovo (113) , ou seja, esse periodo de
desenvolvimento HH36 € uma boa alternativa para observar a resposta ao estresse
oxidativo, sem interferéncia, ainda, do sistema imune.

A membrana corioalantéide (CAM) é um sistema circulatério importante no
embrido de galinha. E comumente usado para estudar a angiogénese e sua inibicao
em resposta a agentes toxicos in vivo. Quando o embrido cresce 34HH (8 dias
embrionarios), um sistema integrado de vasos sanguineos de CAM é formado,
originando assim uma rede de capilares que permitir o contato préximo com o ar vindo

dos poros da membrana da casca do ovo. Funciona para transporte de calcio, troca de
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gas, equilibrio acido-base e reabsorsao de eletélitos (Gabrielli & Accili, 2010; Gilbert,
2010). A rapida proliferacdo celular vai até 37HH (dia 11); a partir de entdo, sua
velocidade diminui. (Armstrong, Voyles, Armstrong, Fuller, & Rutledge, 2011). Fortes
evidéncias experimentais indicam que aumento do estresse oxidativo e dano oxidativo
associado podem causar lesdes vasculares graves. O aumento das ROS levaria a

disfungao endotelial e peroxidagao lipidica (Touyz, 2004).

2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O objetivo desse estudo foi avaliar a toxicidade de CdSe-MSQDs, produzidos em
diferentes concentragdes de selénio, em marcadores do estresse oxidativo no encéfalo
de embrido de galinha HH35 e seu efeito na vascularizagdo da membrana
corioalantéide (CAM).

2.2 Objetivos especificos
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Avaliar no encéfalo de embrides de galinha de HH35 expostos a CdSe-MSQDs,
produzidos em diferentes concentragdes de selénio, a atividade das enzimas
superoéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPX), glutationa
redutase (GR) e quantidade de glutationa reduzida (GSH).

Quantificar a peroxidagao lipidica (TBARS) e capacidade antioxidante total
(FRAP) no encéfalo de embrides de galinha de HH35 expostos a CdSe-MSQDs,
produzidos em diferentes concentragbes de selénio.

Qualificar e quantificar a densidade vascular da membrana corioalantéide dos
embrides de galinha de HH35 expostos a CdSe-MSQDs, produzidos em diferentes

concentracdes de selénio

3. Metodologia

3.1 Sintese de pontos quanticos de tamanho magico CdSe-MSQDs

Os CdSe-MSQDsforam sintetizados em solugdes coloidais aquosas a
temperatura ambiente. Uma solucdo de NaHSe com y mmol de selénio e 2 mmol de
NaBH4 foi preparada num baléo de trés tubuladuras contendo 10 ml de agua ultrapura
e numa atmosfera inerte de argbnio, com y = 0,4, 0,5, 0,8 e 0,9 mmol. Uma segunda
solugao foi preparada contendo 2 mmol de Cd (ClO4) 2.6H20, 3 mmol de 1-tioglicerol e
40 ml de agua ultrapura. As solugdes foram misturadas e refluxadas durante 30
minutos. Em seguida, os nanopds foram produzidos por centrifugacdo da solugao
aquosa coloidal e depois secagem do precipitado resultante em vacuo. Finalmente, os

nanopos foram monodispersos em agua ultra pura.
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3.2Caracterizacao dos CdSe-MSQDs

O espectro de absorcdo foi obtido em temperatura ambiente usando um
espectrofotbmetro UV - VIS - NIR de feixe duplo Shimadzu UV-3600 (Nishinokyo-
Kuwabara-cho, Nakagyo-ku, Kyoto, Jap&o), operando entre 190 e 3300 nm e resolugéo
espectral de 1 nm. Os espectros de fluorescéncia foram registrados com um
espectrofotometro Cary Eclipse (Varian - Palo Alto, CA, EUA), utilizando um

comprimento de onda de 357 nm de uma lampada de xenbnio como fonte de excitacao.

3.3TBARS- in vitro

A peroxidacgao lipidica in vitro foi realizada pelo método descrito por Anup et al.
(2006) com modificagdes. O figado de ratos saudaveis foi retirado e homogeneizado
em tampéao fosfato (50 mM, pH 7,4) em 10 volumes (v/p) e centrifugado a 3000 x g
durante 10 minutos e o sobrenadante foi utilizado nas analises. Os QDs(0,25 mL) foram
entdo incubados com 0,5 mL de sobrenadante dehomogeneizado, 0,9 mL de tampéo
fosfato (50 mM, pH 7,4) e 0,25 mL de acido ascorbico (0,1 mM) a 37 ° C por 24 horas e
a reacao foi parada com adicédo de 1 mL de TCA 20%.Apds centrifugacédo a 3000 x g
por 15 min, o sobrenadante foi incubado com 1 mL de TBA (0,67%) a 100 "C por 15

min. A absorbancia do complexo foi medida a 532 nM.

3.4 Grupos e procedimento experimental

Os ovos, linhagem Hy-line W-36, foram obtidos pelo Incubatério Novo Mundo,
localizado na cidade de Uberlandia-MG.Os ovos fertilizados foram mantidos em
incubadora automatica, a 37°C e 70% de umidade até que os embrides atingissem o
estagio de desenvolvimento de Hamburger-Hamilton (HH) desejado. No 9° dia (HH35)
de incubagdo, os ovos foram divididos em 6 grupos (n= 10 animais/grupo) e
receberam injecdo de 100 uL na camera de ar, comCdSe-MSQDs sintetizados com
diferentes concentracdes de selénio(0,4; 0,5; 0,8 e 0,9 mmol). No controle positivo, foi
injetado cloridrato de 2,2'-azobis(2-amidinopropano)(AAPH) a 50 mmol/ovo de acordo
com o método descrito anteriormente(114, 115). Para o controle negativo, os ovos
foram injetados com solucdo salina (0,72% cloreto de sodio). Apds 24 horas de
incubacdo os ovos foram abertos, o registro fotografico da CAM foi realizado e

33



osenceéfalos foram homogeneizados em potter com tampéo fosfato de sédio (1:10 p/v
pH 7.4) e centrifugados a 8000 xg e o sobrenadante foi utilizado nas analises. A
concentracao total de proteina foi medida utilizando o método de Bradford (116). O
protocolo do modelo de embrido de galinha foi realizado de acordo com o método
descrito anteriormente (114) e todos os procedimentos foram aprovados pela Comissao
de Etica na Utilizacdo de Animais da Universidade Federal de Uberlandia (CEUA/UFU),

numero do protocolo 040/17.

3.5 Analise de marcadores de estresse oxidativo

3.5.1 Peroxidacao lipidica (TBARS)

A peroxidacgao lipidica foi medida no homogeneizado do encéfalo dos embrides
pela reacdo do malondialdeido (MDA) na amostra com o acido tiobarbiturico (0,67%). A
fase organica foi avaliada em fluorimetroa 515 nm de excitagdo e 553 nm de emissao.
A curva padrdao de MDA permitiu a quantificacdo deste composto nas amostras, por

meio de regressao linear (117).

3.5.2 Capacidade AntioxidanteTotal (FRAP)

Os antioxidantes presentes nas amostras reduzem o Fe * 3 (solugdo de cloreto
férrico 20 mM) para Fe * 2, que é quelado pela 2,4,6-tri (2piridil) -striazina (TPTZ 10
mM), formando o complexo Fe *2- TPTZ, que tem uma cor azul intensa. Este complexo

foi avaliado no espectrofotémetro a 593 nm(118).

3.5.3 Atividade de Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada com base na reducédo da absorbéancia do
peroxido de hidrogénio (H202) a 240 nm, em uma solugdo contendo 20 mM de H20z2,
0,1% de Triton X-100, 10 mM de tampéao fosfato de potassio (pH 7,0) e 10 pl de
amostra (119). A unidade CAT é definida como 1 y mol de H202 consumida por minuto

e a atividade especifica foi calculada em U/mg de proteina.

3.5.4 Atividade de superoéxido dismutase (SOD)
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A atividade da SOD baseia-se na capacidade de auto-oxidagdo do pirogalol
(120). Para a determinagéo da atividade da SOD, foram misturados 15ul de amostra,
80 U/mLdeCAT, 0.38 mM de pirogalol e a solugao foi analisada utilizando um
espectrofotbmetro a 420 nm. Uma curva de calibragdo foi realizada usando SOD
purificada como padrdo. A inibicdo da auto-oxidagdode 50% do pirogalol é definida

como uma unidade SOD. Os resultados foram calculados em U/mg de proteina.

3.5.3 Atividade de glutationaperoxidase (GPX)

Para medir a atividade daGPX, o homogeneizado foi incubado com tampaoGpx
(100 mM de fosfato de potassio com 1 mM de EDTA pH 7,7), 40 mM de azida sddica,
GSH (diluida em 5% de acido metafosforico), GR (diluida em tampao Gpx), NADPH
(diluido em bicarbonato de sodio 5%) e terc-butii 0,5 mM. O decaimento da
concentracdo de NADPH foi avaliado por 10 minutos em espectrofotdmetro, a 340
nm(121).

3.5.4 Glutationa Reduzida (GSH)

O teor de proteina das amostras foi inicialmente precipitado pelo acido
metafosférico (MPA) na proporgdo 1: 1 (homogeneizado / MPA). As amostras foram
centrifugadas a 7000 x g por 10 minutos e o sobrenadante foi utilizado para asanalises.
Uma curva padrao de GSH (0,001-0,1 mM) foi feita para quantificar a GSH nas
amostras usando uma regresséo linear. A GSH reage com orto-ftalaldeido (OPT 1 mg /
mL de metanol) diluido em tampao fosfato de sédio monobasico (0,1 M) e EDTA (0,005
M). A leitura foi realizada em fluorémetro com excitacdo de 350 nm e emissao de 420
nm (122).

3.6 Microscopia eletronica de fluorescéncia

O encéfalo foi separado para exame microscopico 4 horas apds a injecao. As
fatias do 6rgao (10 uym) foram preparadas com criostato, secas ao ar por 30 minutos e
fixadas com paraformaldeido a 2% por 10 minutos. Os nucleos foram corados pelo
DAPI (de coloragao azul), e o sinal de QDs (de coloragao vermelha) foi adquirido com

microscopia eletrénica de fluorescéncia(ampliagao x 40X).
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3.7 Determinacao da densidade de vasos sanguineos em membranas

corioalantéide (CAM) de embrides de galinha

Dez CAMs de cada grupo foram examinados. A CAM foi fotografadapor camera
digital (12,1 MPixels) com zoom digital de 10 X (f/2.8) e as areas ocupadas pelos vasos
sanguineos foram quantificadas com o auxilio doprograma de processamento de

imagens Image J (https://imagej.net/Imaged), juntamente com o pluginVesselAnalysis

(https://imagej.net/Vessel Analysis). Com o ImageJ , a imagem alvo €& aberta e

selecionada a opgao Plugins>VesselAnalysis>VesselAnalysis (complete), selecionando
a area desejada daimagem em seguida. O plugin automaticamente converte a imagem
para o formato ideal(.Tif) e gera uma versao binaria, em preto e branco. A verséo
binaria € entao selecionada, e através da opgao Plugins>VesselAnalysis, é selecionada
a regiao de interesse, no caso a membrana do ovo. O valor da densidade vascular foi

obtido pelo calculo (area dos vasos/area total) x 100.

3.8. Analise estatistica

Todos os valores sao apresentados como média + SEM. A analise dos
biomarcadores de estresse oxidativo foi realizada por ANOVA, seguida da comparagao
multipla de Dunett como poés-teste, comparando todos os grupos com o controle
(solugao salina). Todas as analises foram realizadas no programa GraphPadPrism
(GraphPadPrism para Windows; GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). p<0,05 foi

considerado significativo.

4. Resultados

Nos resultados in vitro, no homogeneizado de figado de rato exposto aos diferentes
QD podemos observar que houve aumento da peroxidagao lipidica no figado de ratos
saudaveis, expostos a CdSe-MSQDscom QD 0,4 e 0,5 mmol de selénio em relagdo ao
controle. Os homogeneizados incubados com CdSe-MSQDs 0,8 e 0,9 mmol de selénio

nao mostraram diferenga na producéo de MDA em relagao ao controle negativo.
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Figura 7: Peroxidacdo lipidica (TBARS) em homogeneizado de figado de ratos
saudaveisexpostos a solugéo salina (controle negativo), CdSe-MSQDs sintetizadas em
diferentes concentracbes de selénio (QD 0,4-0,9 mmol)e AAPH (2,20-Azobis(2-

amidinopropane) dihydrochloride).* p <0,05 comparado com controle.

Houve um aumento da atividade das enzimas GR e Gpx no encéfalo dos
embrides expostos a CdSe-MSQDs com 0,4 mmol de selénio e no grupo AAPH. No
grupo CdSe-MSQDs com 0,5 mmol de selénio houve uma diminuigdo da atividade da
enzima GR. Além disso, foi observado uma diminuicdo na quantidade de GSH no
encéfalo dos embrides expostos a CdSe-MSQDs com 0,4 e 0,5 mmol de selénio e no
grupo AAPH (Figura 2).
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Figura 8: Sistema de defesa antioxidante da glutationa no encéfalo de embrides de
galinha (HH35) expostos asolugdo salina (controle), CdSe-MSQDs sintetizadas em
diferentes concentracdes de selénio (QD 0,4-0,9 mmol) e AAPH 2,2'-azobis (2-

amidinopropano). * p <0,05 comparado ao controle.

Houve um aumento da atividade da enzima SOD no encéfalo dos embrides com
CdSe-MSQDs sintetizados com as menores concentragoes de selénio (04 e 0,5 mmol)
em relagdo ao controle. A atividade da enzima catalase aumentou somente nos
enceéfalos de embrides expostos a CdSe-MSQDssintetizados com 0,4 mmol de selénio

em relagao ao controle negativo (Figura 3).

catalase SOD

E-Y
)
N
(=]
]

H

U/mg proteina
n
.|
.|
_|
U/mg proteina
2
_|
_|

(2]
1

Figura 9: Atividade das enzimas catalase e superoxido dismutase em encéfalo de
embrido de galinha (HH35) expostos a solugdo salina (controle), CdSe-MSQDs
sintetizadas em diferentes concentragées de selénio (QD 0,4-0,9 mmol)e AAPH AAPH

2,2'-azobis (2-amidinopropano).” p <0,05 comparado com controle.
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A figura 4 mostra uma diminuicdo na capacidade antioxidante total, e um
aumento na peroxidagéo lipidica no encéfalo de embrides de galinha expostos a CdSe-

MSQDs com 0,4 mmol de selénio em relagao ao controle.
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Figura 10: Capacidade antioxidante total (FRAP) e peroxidagao lipidica (TBARS) em
encéfalo de embrido de galinha (HH35) expostos asolugdo salina (controle negativo),
CdSe-MSQDs sintetizadas em diferentes concentracdes de selénio (QD 0,4-0,9 mmol)

e AAPH 2,2'-azobis (2-amidinopropano).” p <0,05 comparado com controle.

Na figura 5B e C é possivel verificar a presenga dos CdSe-MSQDscom 0,4 e 0,9
mmol de seléniono encéfalo dos embrides, indicado pelos pontos vermelhos no interior
das células.

A B C
Figura 11: Imagens doencéfalo de embrido de galinha (HH35) expostos asolugao

salina (A), CdSe-MSQDs sintetizado com 0,4 mmol (B) e 0,9 mmol (C) de selénio. As

fatias do encéfalo (10 uym) foram preparadas em criostato e o nucleo foi marcado com
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DAPI (azul). O sinal de CdSe-MSQDs (vermelho) foi captado com microscopio de
fluorescéncia (EVOS) x 40.

A figura 6 mostra alteragdes estruturais na rede vascular da membrana
corioalantéide no 10° dia de desenvolvimento embrionario, apds injecdo de solugao
salina, CdSe-MSQDs e AAPH em diferentes grupos. As CAMs dos grupos solug¢ao
salina e CdSe-MSQDs nas concentragdes 0,8 e 0,9 mmol de selénio, mostraram-se
compativeis com este estagio de desenvolvimento, ou seja, vasos organizados, com
padrdao de ramificacdo em arvore (dentridrica) e distribuicdo com ocorréncias
predominantemente simétricas, respeitando um padrao de hierarquia das ramificagdes
vasculares sequenciais em relagao ao calibredos vasos e a distancia das ramificacoes.
Ja as CAMsdos grupos CdSe-MSQDs nas concentragbes 0,4 e 0,5mmol de selénio e
AAPH mostraram regides com pouco brotamento vascular, com vasos com pouca ou
sem nenhuma ramificagado, indicando alteragdes no preenchimento da rede capilar, o

que foi comprovado quando analisamos a densidade vascular da CAM (figura 7).

Figura 12: Morfologia vascular da CAM de embrides de galinha (HH35) expostos

asolucao salina (A), CdSe-MSQDs sintetizadas em diferentes concentragdes de selénio
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(QD 0,4 (B); 0,5 (C); 0,8 (D) e 0,9mmol (E) e AAPH (F) (2,20-Azobis(2-amidinopropane)
dihydrochloride).

Densidade vascular da CAM
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Figura 13: Densidade dos vasos sanguineos da CAM de embrides de galinha(HH35)
expostos asolugao salina (controle negativo), CdSe-MSQDs sintetizadas em diferentes
concentragdes de selénio (QD 0,4-0,9 mmol)e AAPH 2,2'-azobis (2-amidinopropano).
* p <0,05 comparado com controle. A direita estdo representados o sistema binario da
CAM de embrides de galinha(HH35) expostos asolugdo salina (A), CdSe-MSQDs
sintetizadas em diferentes concentragdes de selénio (QD 0,4 (B); 0,5 (C); 0,8 (D) e
0,9mmol (E) e AAPH (F) (2,20-Azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride).

5. Discussao

O presente estudo mostrou que a modificacdo da concentracido de selénio
durante a sintese de CdSe-MSQDs causou alteragdes no sistema de defesa
antioxidante do encéfalo de embrides de galinha (HH 35). CdSe-MSQD sintetizados na
concentracdo 0,4 mmol de selénio promoveram uma resposta antioxidante do sistema
glutationa, SOD e CAT, mas que nao foi capaz de evitar o dano oxidativo evidenciado
pelo aumento da peroxidacao lipidica e diminuicao da capacidade antioxidante total no

encéfalo dos embrides. Além disso, as CAMs dos embrides expostos a CdSe-MSQDs
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sintetizados com menores concentragdes de selénio (0,4 e 0,5 mmol) apresentaram
uma menor densidade dos vasos.

Os CdSe-MSQDs utilizados nesse trabalho ja foram caracterizados em um
trabalho anterior, demonstrando através dos espectros de absorgcdo e fluorescéncia,
caracteristicas de pontos quénticos de tamanho magico (12). As maiores
concentragdes de selénio (0,8 e 0,9 mmol) aumentam a intensidade de fluorescéncia e
diminuem a largura total da banda a metade do maximo. Isso ocorre porque o selénio
reage com o cadmio durante a sintese, atenuando as densidades de defeitos na
superficie dos CdSe-MSQDs, o que diminui a quantidade de ions
cadmiodsorvidos.Além disso, 0sCdSe-MSQDs com as menores concentracdes de
selénio durante a sintese (0,4 e 0,5 mmol) apresentaram citotoxicidade, provavelmente
devido a maior concentracdo de ions cadmio adsorvido na superficie dos CdSe-
MSQDs (12).

A analise da peroxidagao lipidica in vitro utilizando esses CdSe-MSQDs
sintetizados com menores concentragcbes de selénio (0,4 e 0,5 mmol), ou seja com
maior quantidade de cadmio adsorvidos em sua superficie apresentaram aumento da
peroxidagao lipidica quando comparado ao controle. Outro estudo atribuiu a
citotoxicidade de pontos quanticos a base de cadmio a liberagao desses ions na célula
(22). A exposicao a ions cadmio leva a um aumento do estresse oxidativo (66, 123,
124) por vias indiretas de aumento de ROS, como a indugcdo de NADPH oxidases
através da ligagdo com grupos tiol e pela substituicdo de metais de seu sitio ativo (13).

A partir desses resultados in vitro, utilizamos o modelo de embrides de galinha
para elucidar como os CdSe-MSQDs influenciam o sistema de defesa antioxidante. No
encéfalo dos embrides expostos a CdSe-MSQDs com 0,4 mmol de selénio foi
observado umamaior ativagéo do sistema de defesa glutationa evidenciado pelo maior
consumo de GSH e maior atividade de GPX e GR. Esses dados corroboram com um
estudo que também observou uma relagdo GPX/GSH aumentada no encéfalo de
pintinho expostos a acrilamida, um potente neurotéxico, no terceiro dia de
desenvolvimento embrionario (125).

Além disso, os ions cadmio apresentam alta afinidade pelos grupos tidis, ou
seja, a GSH é um alvo priméario para esses ions, 0 que pode ter contribuido para
deplecdo de GSH no encéfalo dos embrides expostos a CdSe-MSQDs com 0,4 mmol
de selénio. Isso também explica o fato dos embrides expostos a CdSe-MSQDs

sintetizados com 0,5 mmol de selénio mostrarem uma diminuicdo da GSH apesar de
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nao terem apresentado alteracdo na peroxidacgao lipidica e na capacidade antioxidante
total. Esses dados reforcam que a deple¢cdo de GSH tem um papel importante na
inducdo do estresse oxidativo causado pelos ions cadmio liberados pelos CdSe-
MSQDs.

O grupo exposto a CdSe-MSQDs com 0,4 mmol de selénio, apresentou aumento
da atividade das enzimas CAT e SOD.Estudos tem demonstrado que a regulagdo
positiva de genes relacionados a expressao de enzimas antioxidantes como a SOD e
CAT pode ser um indicador de estresse oxidativo que ocorre devido a exposi¢cao a
nanoparticulas(91, 126). Outro trabalho que analisou o efeito neurotoxico da acrilamida
em embrido observou um aumento da SOD e CAT no hipotdlamo dos pintinhos,
indicando uma resposta ao aumento da produgao de ROS (125).

No encéfalo dos embrides expostos a CdSe-MSQDs com 0,4 mmol de selénio
foi observado uma diminuicdo da capacidade antioxidante total e aumento da
peroxidagao lipidica. Outro estudo também apresentou essas alteragcdes para
evidenciar acitotoxicidade de nanoparticula sem encéfalo de embrido de galinhas (127).
Os tecidos cerebrais sdo geralmente considerados sensiveis a peroxidagao e
modificagdo oxidativa devido ao alto conteudo de acidos graxos insaturados e atividade
antioxidante insuficiente em relagao a outros tecidos, tornando-os mais vulneraveis ao
dano oxidativo (92, 128).

A partir dos dados da microscopia eletrénica de fluorescéncia, observamos a
presenga dos CdSe-MSQDs no encéfalo dos embrides de galinha, indicando que os
mesmos podem atuar diretamente nas células causando os danos oxidativos
observados. Um trabalho conduzido por Liu, et. al. mostrou a presenga de pontos
quanticos de CdSe no tecido cerebral de ratos, e concluiu que os mesmos sao capazes
de atravessar a barreira hematoencefalica (129).

Os CdSe-MSQDs com 0,4 e 0,5 mmol de selénio causaram uma diminui¢cao da
densidade vascular na CAM dos embrides, provavelmente induzido pela liberacéo
parcial de ions cadmio no local. A CAM dos embrides expostos a CdSe-MSQDs com
0,8 e 0,9 mmol de selénio ndo apresentaram diferenga em relagdo ao controle, uma
vez que possuem menores concentragbes de ions cadmio.

Na CAM dos embrides expostos a AAPH foram observados alteragdes
morfoldgicas evidentes. A aplicagdo do AAPH na cdmara de ar gera uma liberacao
acentuada de ROS tendo a CAM como primeiro alvo, gerando uma alteragao do padrao

de vascularizagédo (130). O estresse oxidativo na CAM pode levar a danos no DNA e
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aumento de apoptose das células endoteliais, levando a diminuigdo da densidade dos
vasos sanguineos.

Em resposta ao estresse oxidativo gerado pelo AAPH observamos uma
estimulacédo do sistema glutationa no encéfalo dos embrides desse grupo, apesar de
nao ter apresentado alteragdo na peroxidagao lipidica e na capacidade antioxidante
total. Outros trabalhos mostraram aumento da peroxidacdo lipidica no coracdo de
embrides expostos a AAPH (115), provavelmente os efeitos danosos do AAPH como a
rapida geracao de radicais peroxil, afetam primeiramente o sistema cardiovascular.
Esse achado pode indicar que AAPH, prejudica o encéfalo dos embrides de maneira
indireta, devido ao dano gerado primeiramente na vascularizagao da CAM.

Os resultados, em conjunto, do aumento da atividade das enzimas catalase,
SOD, GPx e GR, deplecao dos niveis de GSH, diminuicdo da capacidade antioxidante
total e aumento da peroxidagao lipidica no encéfalo dos embrides, além da diminuigao
da densidade vascular da CAM, mostram um evidente desequilibrio no sistema de
defesa antioxidante e consequente aumento do estresse oxidativo causado por

exposicao aos CdSe-MSQDs com menores concentragdes de selénio.

6. Conclusao
Nossos resultados mostraram que o CdSe-MSQDs sintetizados com baixa

concentracao (0,4 mmol) de selénio afetaram o sistema de defesa antioxidante no
enceéfalo, levando a um aumento da perxidacao lipidica. Além disso, a vascularizagao
das CAMs, nos grupos 0,4 e 0,5 mmol de Se, foi prejudicada. As maiores
concentragbes de selénio (0,8 e 0,9 mmol) diminuiram a quantidade de ions cadmio
adsorvidos na superficie dos CdSe-MSQDs e ndo houve dano aos embrides desses
grupos. Esses achados reforcam a importadncia de novas rotas sintéticas para a
producado de nanomateriais com menor toxicidade, visando a sua utilizagdo segura em
sistemas biolégicos. O presente estudo também forneceu um novo modelo, utilizando
nanoparticulas como indutoras de estresse em encéfalo de embrido de galinha, como
uma alternativa para modelos animais e celulares, podendo ser utilizado para testes de

pequenas moléculas e drogas que possuem atividades anti-oxidantes.
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