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Resumo
O melanoma é um tipo de cancer de pele que tem origem nos melandcitos. Apesar de
somente 0,96% dos novos casos de cancer no Brasil para 2016 serem de melanoma, ele é
extremamente agressivo, sendo que possui alto potencial metastatico o que leva muitos
pacientes a Obito. Uma forma de evitar essa alta mortalidade € a realizacdo de um
diagnostico precoce. Estudos propSem a utilizagdo de substancias ou particulas
fluorescentes para identificar focos de cancer, e entre essas particulas carbon dots tem
apresentado um grande potencial de marcacdo de células cancerosas por apresentarem
fluorescéncia. Tendo em vista essa propriedade de carbon dots, este estudo teve o objetivo
de realizar a caracterizacao fotofisica e avaliar a toxicidade in vitro e in vivo de carbon dots
recobertos com boronato (C-DotB) em camundongos com ou sem melanoma. C-DotB
apresentaram absorbancia na faixa do ultravioleta (abaixo de 400 nm) e quando excitadas a
360 nm apresentaram pico de emissdao em 460 nm. Os testes de toxicidade in vitro foram
realizados com as linhagens celulares NIH/3T3 (fibroblasto murino) e B16F10 (melanoma
murino). Somente a exposi¢ao a 0,1 mg/mL de C-DotB ocasionou morte celular significativa
de 60 e 70% de fibroblastos e melanoma, respectivamente. Nos experimentos in vivo foram
utilizados 66 camundongos C57BL/6. Nas avaliagbes do peso corporal, da racdo consumida
e da ingestdo de 4gua por animais sem tumor e com a aplicacdo de C-DotB ndo mostraram
diferengas significativas quando comparados com animais que n&o receberam o0
nanomaterial, em um periodo de 30 dias. Os exames hematoldgicos realizados apos 2 e 30
dias da aplicacdo de C-DotB, mostraram que C-DotB causou um leve aumento na
guantidade de células do sistema imune dos animais que receberam C-DotB na
concentracao de 0,31 mg/mL e que foram monitorados por 30 dias. Os exames bioquimicos
mostraram que sO ocorreu aumento significativo na fosfatase alcalina dos animais que
receberam C-DotB na concentracdo de 0,16 mg/mL e monitorados por 30 dias, o qual pode
estar relacionado com algum problema Gsseo. As imagens obtidas das laminas coradas com
hematoxilina e eosina mostraram modificacdes em alguns 6rgédos, principalmente no pulméo
onde é possivel ver focos de fibrose e alvéolos coalescidos. No figado foram encontrados
focos de necrose e de inflamagédo. A Unica alteracdo encontrada no baco foi hiperplasia da
polpa branca. Tanto no cérebro quanto nos rins ndo foram encontradas anormalidades. Nos
tumores foi possivel observado necrose e focos inflamatdérios. Para observar a deposicao de
C-DotB nos tecidos analisados, as laminas histolégicas foram analisadas em microscopia de
fluorescéncia. Contudo, ndo foi possivel observar nenhuma fluorescéncia de C-DotB,
provavelmente por ndo ter mais particula no animal no momento da coleta do 6rgéo (2 e 30
dias). Com base nesses dados, C-DotB pode ser utilizado na biomedicina por ser

biocompativel, possuir baixa toxicidade e ser eliminado rapidamente pelo organismo.



Palavras chave: carbon dots, glicose, células B16F10, toxicidade, melanoma,

nanobiotecnologia.
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Abstract
Melanoma it is a skin cancer, which has its origins in melanocytes. Even though melanoma
represents only 0.96% of new cancer cases for 2016 in Brazil, it is extremely aggressive, and
because it has a high metastatic potential, it leads many patients to death. One way to avoid
this high mortality is achieving an early diagnosis. Studies suggests use substances or
fluorescent particles to identify cancer foci. Within these particles, carbon dots has shown a
great potential for targeting cancer cells because of its fluorescence. Owing to this propriety
of carbon dots, this study has the purpose to perform photophysical characterization,
evaluates in vitro toxicity and biodistribution of carbon dots covered with boronate (C-DotB)
in mices with or without melanoma. C-DotB has absorbance at ultraviolet range (above 400
nm) and emission at 460 nm when excited at 360 nm. In vitro toxicity assays were done with
cell lines NIH/3T3 (murine fibroblast) and B16F10 (murine melanoma). Only exposure of 0.1
mg/mL of C-DotB resulted in significant cell death of 40 and 30% of fibroblast and melanoma.
For in vivo experiments, it was used 66 female mice C57BL/6. Body weight, food and water
intake evaluations by tumor free mice and that has been applied C-DotB, did not shown
significant differences with mice that did not received nanomaterial by a period of 30 days.
Hematologic exams shown that C-DotB induce a slight increase in white blood cells for
animals that received C-DotB (0.31 mg/mL) and monitored for 30 days. Biochemistry assays
shown slight increase only in alkaline phosphatase of animals that received C-DotB (0.16
mg/mL) and monitored for 30 days, which can be correlated with bone disturbance. Images
obtained from histological slices stained by hematoxylin and eosin shown alterations in some
organs, mainly in lungs where it is possibly to see fibrosis focus and coalesced alveoli.
Inflammatory and necrosis foci could be found at liver. The only alteration found in spleen
was whit pulp hyperplasia. There were no abnormalities in both brain and kidney. Necrosis
and inflammatory focus where found at tumors slices. To confirm C-DotB deposition at the
analyzed tissues, histological slices were analyzed by fluorescence microscopy. However, it
was not possibly to observe C-DotB fluorescence, probably because there were no more
particles in the animals at the time of organ collected (2 and 30 days). Based on this data, C-
DotB can be used in biomedicine to be biocompatible, have low toxicity and be cleared

rapidly by the body.

Keywords: carbon dots, glucose, B16F10 cells, toxicity, melanoma, nanobiotechnology.
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1. Introducéao

1.1 Cancer

Céancer € o nome dado a um conjunto de doencas diferentes que apresentam
em comum, entre outros fatores, o crescimento desenfreado das células, que ocorre
quando os mecanismos de controle de proliferacdo celular ndo estdo mais em
funcionamento. Essa proliferacdo pode estar relacionada com fatores intrinsecos e
extrinsecos ao organismo, estando os dois relacionados. Os fatores intrinsecos, que
representam de 5 a 10% de todos os canceres (USA, 2013), estdo relacionados ao
modo como o organismo consegue se defender dos fatores externos, assim como se
ja existe uma pré-disposicdo da pessoa desenvolver o cancer, ou seja, se existe
alguma mutagdo danosa no DNA que possa aumentar as chances de o céncer se
desenvolver, entre outros. Os fatores extrinsecos sao aqueles que estdo
relacionados ao meio ambiente e que podem acarretar em mutacdes no DNA,
propiciando o desenvolvimento do cancer. Por exemplo, alta exposicdo a luz
ultravioleta do sol, tabagismo, alcoolismo, uso excessivo de medicamentos, entre
outros. Outro fator que caracteriza o cancer é a habilidade das células cancerosas
invadirem outros tecidos, a chamada metastase, que € um dos motivos pela alta
taxa de mortalidade dessas doencas (Hanahan & Weinberg, 2011; Brasil, 2016).

Na maioria dos casos o desenvolvimento do cancer € lento em razdo de que
sdo necessarias diversas alteracdes no DNA das células para que se dé o inicio
dele. Contudo, existem canceres com desenvolvimento extremamente rapido, os
chamados agressivos, sendo esses tipos os mais dificeis de serem tratados. Esse
elevado desenvolvimento esta relacionado com a taxa de proliferacao celular. Para
que as células cancerigenas consigam proliferar em grandes quantidades e em um
periodo de tempo pequeno € necessario um grande aporte de energia. Essa energia
provem da grande quantidade de moléculas de glicose que as células cancerigenas
consomem (Hamanaka & Chandel, 2012). Devido a essa grande proliferacéo,
células cancerigenas podem apresentar uma maior propensao a invadir outros
tecidos, caso sejam tumores malignos, causando focos de metastase (Hanahan &
Weinberg, 2011).

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), sdo esperados 596 mil

casos novos para o Brasil para o biénio 2016/2017. Dentre os diferentes tipos de



cancer, o que apresentara maior quantidade de novos casos sera o de pele nao
melanoma (29,49%), seguidos do de prostata (10,26%) e mama feminino (9,72%)
(Tabela 1) (Brasil, 2016).

Para os casos de pele ndo melanoma, a estimativa é de aproximadamente
420 mil novos casos. Os mais incidentes para o sexo masculino sdo prostata,
traqueia, bronquio e pulméo, célon e reto, estbmago e cavidade oral. Para o sexo
feminino, os mais incidentes serdo mama feminina, célon e reto, colo do Utero,

traqueia, brénquio e pulméao e estdmago (Figura 1).

Tabela 1. Estimativas para o ano de 2016 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil habitantes e do

nimero de casos novos de cancer, segundo sexo e localizagéo primaria.

Estimativa dos Casos Novos

Prastata 51.200 51,82 13.940 54,93 - -

Mama Feminina - - - - 57.960 56,20 18.920 79,37
Colo do Utero - - - - 15.240 15,85 4.550 19,07
Traqueia, Brénguio e Pulm3o 17.3320 17,49 4.430 20,59 10.890 10,54 3.2320 13,49
Cdlon e Reto 16.660 16,84 5.560 25,80 17.620 17,10 5.210 25,95
Estémago 12.920 13,04 3.130 14,54 7.600 7.37 2.180 9,07
Cavidade Oral 11.140 11,27 2.780 12,95 4.350 4,21 1.230 5,04
Laringe 5.350 5,43 1.500 7,50 Q90 0,24 320 0,97
Bexiga 7.200 7,26 2.110 9,79 2.470 2,39 830 3,21
Esdfago 7.950 8,04 1.460 6,75 2.860 2,76 610 2,27
ovdrio = = = = 6.150 3,95 2.170 8,92
Linfoma de Hodakin 1.4560 1,46 450 1,74 1.010 0,93 400 1,33
Linfoma n3o Hodgkin 5.210 5,27 1.550 7,15 5.030 4,88 1.670 7,02
Glandula Tireoide 1.090 1,08 350 1,27 5.870 5,70 1.800 7,46
Sistema Nervoso Central 5.440 5,50 1.290 5,86 4.830 4,68 1.250 5,20
Leucemias 5.540 5,63 1.370 5,38 4.530 4,38 1.180 4,88
Corpo do Utero - = = = 6.950 6,74 2.530 10,47
Pele Melanoma 3.000 3,03 840 3,86 2.670 2,59 740 2,96
Outras LocalizagGes 51.850 52,38 11.890 35,45 47.840 46,36 11.820 49,33
Swtotal | 214350 | 2100 | 52/50 | 24560 | 205960 | 19957 | o110 | 25755 |

Pele ndo Melanoma 80.850 81,60 17.370 80,90 94.910 91,98 21.910 91,65

Todas as Neoplasias | 205200 | 29813 70.120 326,51 300.870 201,54 83.620 348,00

*Numeros arredondados para multiplos de 10. Fonte: Brasil, 2016.

Localizacdo primaria casos novos %% Localizacdo primaria Casos novos %

Prostata 61.200 28,6% Mama Feminina 57.960 28,1%

Traqueia, Bm’;ﬂ?‘%"és 17.330 8,1% Homens Mulheres  Célon e Reto 17.620 8,6%

Colon e Reto 16.660 7.,8% Colo do Utero 16.340 7,9%

Estémago 12.920 6,0% Traqueia, Bronquio e 10.890 5,3%

Pulm3o

Cavidade Oral 11.140 5,2% Estémago 7.600 3,7%

Esdfago 7.950 3,7% Corpo do Utero 6.950 3,4%

Bexiga 7.200 3,4% Ovario 5.150 3,0%

Laringe 6.360 3,0% Glandula Tireoide 5.870 2,9%

Leucemias 5.540 2,6% Linfoma ndo Hodgkin 5.030 2,4%

Sistema Nervoso Central 5.440 2,5% Sistema Nervoso Central 4.830 2,3%

Figura 1. Distribuicao proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2016, por

sexo, exceto cancer de pele ndo melanoma. Fonte: Brasil, 2016.



Dentre os diferentes tipos de cancer destaca-se o de pele melanoma. Apesar
de representar 0,96% dos novos casos de cancer, 0 melanoma € considerado uma
das formas mais agressivas do cancer de pele, devido ao fato de ser extremamente
metastatico e a sua elevada taxa de mortalidade (Y. Huang et al., 2014).

O melanoma tem sua origem nos melandcitos, células epiteliais que
produzem melanina, que dependendo da sua quantidade, a pessoa apresentara pele
mais clara ou mais escura. Devido as alteracbes que possam ocorrer no DNA dos
melandécitos, como mutacdes nos genes das moléculas p1l6 e CDK4 que ajudam a
regular a divisdo celular (American Cancer Society, 2016), é possivel que sejam
formadas células de melanoma. Melanomas detectados no inicio de sua formacéao
tem um bom progndstico, sendo que 80% dos casos descobertos na sua forma
inicial sdo curados com ressecamento cirargico. Contudo, quando o melanoma é
descoberto em estagios avancados o progndstico ndo é dos melhores. Por ser um
tipo de cancer extremamente agressivo, podem ser encontrados diversos focos de
metastase. Esses focos sdo de dificil tratamento, sendo que pacientes que
apresentem metastase tém taxa de sobrevivéncia de 5% (Gray-Schopfer, Wellbrock,
& Marais, 2007).

Devido ao progndstico ruim dos pacientes que apresentam melanoma em
estagios mais avancados e de dificil tratamento, uma possibilidade para se evitar
esse prognostico € a deteccdo antecipada do cancer. Uma forma para se detectar
melanomas em estagios iniciais é a utilizacdo de farmacos ou particulas que possam
se direcionar ao tumor, mesmo que em estagios iniciais, e la se acumularem de
modo a gerar um sinal de calor ou luminescéncia que pode ser detectado por
equipamentos especiais. Assim, o diagndstico precoce permite um inicio do
tratamento ainda nos primeiros estagios da doenca. A nanotecnologia desponta
como uma das possibilidades a ser usada para a localizagdo de cancer (Chinen et
al., 2015).

1.2 Nanociéncia e Nanotecnologia

A nanociéncia estuda materiais que apresentam propriedades especiais
dependentes de tamanho na escala nanométrica quando comparadas com materiais
na escala macroscopicas, como alteracdes em seus comportamentos elétrico, optico

e catalitico (Eustis & el-Sayed, 2006). Por exemplo, ouro macroscopico apresenta



coloragdo dourada, ja nanoparticulas de ouro de diferentes colora¢cdes podem ser
obtidas dependendo do seu tamanho e forma (Alkilany & Murphy, 2010). Estas
alteracbes podem ser explicadas pelas interacbes mais fortes na escala
macroscopica e na escala nanoscopica, pois na escala macroscopica as interacdes
mais fortes séo a gravidade, pontes de hidrogénio e forcas eletrostaticas, na escala
nanoscopica uma das interacdes mais fortes é a de Van der Waals.

A nanotecnologia € a aplicacdo da nanociéncia de forma técnica, pratica e,
preferencialmente, que apresente viabilidade econémica. Existem diversas
aplicagcbes para 0s nanomateriais, abrangendo areas como engenharias, fisica,
quimica, nutricdo, medicina, biologia, entre outras. Dentre os componentes da
nanotecnologia que vém sendo mais estudados estdo as nanoparticulas, que séo
consideradas uma classe de nanomateriais que possuem pelo menos uma de suas
dimensBes na nanoescala, tipicamente, mas ndo exclusivamente, até 100 nm
(Buzea, Pacheco, & Robbie, 2007; ISO TC 299), podendo ter outras dimensdes na
escala macrométrica, como os nanotubos de carbono (Paredes & Burghard, 2004). A
producdo de nanoparticulas pode ser dada de forma espontanea na natureza, como
nanoparticulas de carbono negro, geradas a partir da vegetacdo e da combustédo
incompleta de combustiveis fésseis (Nowack & Bucheli, 2007), ou podem ser
geradas de forma intencional. Dentre as nanoparticulas geradas de forma

intencional podemos citar, entre outras, os quantum dots.

1.3 Quantum Dots

Quantum dots, ou pontos quanticos, tém sido utilizados desde a década de
1980 sendo que um dos trabalhos pioneiros foi 0 de Rossetti e colaboradores
(1983), no qual eles produziram quantum dots coloidais de cadmio.

Dentre as propriedades dos quantum dots estd a sua capacidade de emitir
fluorescéncia, devido ao chamado efeito do confinamento quantico. Esse efeito
consiste na diminui¢cdo dos niveis de energia de determinado material a valores bem
discretos resultantes da reducdo do tamanho de cristais para poucos nandémetros
(Geszke-Moritz & Moritz, 2013).

A fluorescéncia emitida pelos quantum pode ir desde a faixa do ultravioleta
até o infravermelho préximo, além de apresentarem notavel fotoestabilidade

(Tortiglione et al., 2007). Essa variacdo de fluorescéncia pode ser explicada pela sua



composicdo quimica ou pelo ajuste de seu diametro. Quantum dots de calcogénios
de cadmio como CdS (sulfeto de cadmio) e CdSe (seleneto de cadmio) emitem
fluorescéncia na faixa da luz visivel, enquanto CdTe (telureto de cadmio) emite no
ultravioleta (Hild, Breunig, & Goepferich, 2008).

As propriedades opticas, magnéticas, eletronicas e biolégicas dos quantum
dots permitem que eles possam ter aplicacdes em diversos campos, como visualizar
a captura de certas drogas pelas células (Li et al., 2014), formacao de bioimagens e
ajuda no tratamento de tumores (H. Zhu et al., 2015), terapia fotodinamica (Ge et al.,
2014), atividade antibacteriana (Patil et al., 2015), entre outros.

Apesar de apresentarem diversas aplicacbes, quantum dots podem
apresentar elevada toxicidade por serem constituidos de ions de metais pesados
como o cadmio. Quantum dots de cadmio inibem o crescimento celular, modificam a
expressdo de genes em células, se acumulam na regido perinuclear das células
(Chen et al.,, 2012) e induzem a producdo da proteina HSP70B', aumentando a
citotoxicidade (Migita et al., 2014).

1.4. Quantum Dots de Carbono

Quantum dots de carbono, ou carbon dots (C-Dots), aparecem como uma boa
alternativa dentre os quantum dots por apresentarem menor toxicidade e ainda
emitirem fluorescéncia (Luo et al., 2013). Ja foram desenvolvidos diversos métodos
para a sintese de C-Dots desde a primeira vez que foram registrados (Xu et al.,
2004).

C-Dots podem ser sintetizados por dois métodos muito utilizados para
nanoparticulas comuns: top-down e bottom-up (Song, Zhu, & Yang, 2014). Para o
método de top-down, compostos como folhas de grafite, 6xido de grafeno, carbono
organico e nanotubos de carbono séo reduzidos a C-Dots por meio de ablag&o por
laser, oxidacao eletroquimica, calcinacdo entre outros. JA& o método bottom-up
consiste na formacdo de C-Dots a partir de moléculas menores, como sacarideos e
acido citrico, por meio de desidratacédo e carbonizacdo (Song et al., 2014). Existem
outros processos para producdo de C-Dots, como aquecimento de acido citrico e
ureia em agua por meio de micro-ondas (Stefanakis et al., 2014) ou fazendo o
refluxo de uma membrana carbonizada de B-ciclodextrina em &cido nitrico (Zhu et al,

2014). Também podem ser sintetizados por meio da sintese verde, como a producao



de carbon dots a partir da mistura de mel e agua ultrapura e aguecendo a solucéo a
100 °C (X. Yang et al., 2014).

C-Dots apresentam baixa toxicidade tanto para células como para animais.
Fan e colaboradores (2014) demonstraram que C-Dots produzidos a partir de
polietileno glicol ndo apresentaram citotoxicidade para a linhagem de células de
cancer hepatico humano (Hep G2) mesmo em concentragdes de 400 ug mL™*. Da
mesma forma, Thakur e colaboradores (2014) demonstraram que C-Dots recobertos
com o antibiotico ciprofloxacino ndo apresentaram citotoxicidade para células de rim
de macaco (linhagem Vero) em concentracGes de até 80 mg mL?l. Ja Shi e
colaboradores (2014) mostraram que C-Dots solUveis em &gua ndo apresentaram
toxicidade para o peixe paulistinha (Danio rerio). Contudo, dependendo de sua
cobertura, carbon dots podem apresentar maior ou menor toxicidade. Carbon dots
recobertos com PEI (polietilenoimina) apresentaram maior toxicidade do que carbon
dots recobertos com PPEI-EI (propionil etilenoimina-co-etilenoimina) em células de
cancer de mama humano (MCF7) (Wang et al., 2011). Quando recobertos com PEG
(polietilenoglicol), carbon dots apresentaram menor toxicidade do que PEG isolado
em células de cancer de mama humano (MCF7) (S. T. Yang et al., 2009).

C-Dots apresentam diversas aplicacbes, mas a principal é a formacdo de
bioimagens. C-Dots recobertos com o corante ZW800 foram capazes de serem
capturados por tumores em animais, gerando imagens fluorescentes do local onde o
tumor estava (Huang et al., 2013). C-Dots sem nenhuma cobertura foram capazes
de gerar imagens fluorescentes in vivo e ex vivo de animais com gliomas (Ruan et
al., 2014). C-Dots sensiveis ao pH podem ser utilizados para gerar imagens

fluorescentes de fungos que infectam plantas (Jin et al., 2015).

1.5. Quantum dots de carbono recobertos com boronato

Como qualgquer outra nanoparticula, C-Dots podem ser recobertos com
diferentes moléculas. Uma molécula que pode ser utilizada para recobrir C-Dots é o
boronato. Moléculas de boronato podem se ligar a moléculas de glicose. Shen e Xia
(2014) demonstraram que C-Dots recobertos com boronato (C-DotB) podem ser
utilizados como sensores para acucar no sangue, podendo detectar indicios de
diabetes melitus. Como as moléculas de boronato sédo capazes de se ligar a glicose,

mais de um C-DotB pode se ligar a mesma glicose, gerando um sinal de



fluorescéncia mais forte.

J& se sabe que o crescimento de células cancerigenas se da em parte pela
grande quantidade de moléculas de glicose que elas absorvem, devido
principalmente pelo aumento da expressao de proteinas transportadoras de glicose
(Szablewski, 2013). C-Dots podem apresentar tamanhos em torno de 5 a 10
nandmetros, e por apresentarem esse pequeno tamanho, podem se direcionar com
maior facilidade para células tumorais (Huang et al., 2013). Com a cobertura de
boronato, C-DotB apresentam outra caracteristica para serem mais ainda captados
por células tumorais, a sua ligacdo a moléculas de glicose. Portanto, C-DotB podem
ser direcionados espontaneamente, quando em elevadas quantidades, para células
cancerigenas, e assim serem utilizados como uma eficaz ferramenta na formacéao de
bioimagens de fluorescéncia da regido tumoral, permitindo um diagnéstico,

eventualmente, precoce da doenga.

1.6 Testes bioldgicos

A biocompatibilidade é definida como a habilidade de um material gerar uma
resposta especifica no organismo com o minimo de reacdes alérgicas, inflamatorias
ou toxicas. Um composto biocompativel pode participar de vias metabdlicas de
eliminacao e gerar o minimo de alteracdo homeostatica possivel (Williams, 1999).

Assim, a utlizacdo de um novo farmaco, substancia ou particula na
biomedicina exige a realizacdo de testes toxicoldgicos com o objetivo de analisar
possiveis danos que essa nova substancia possa causar. Carbon dots recobertos
com boronato ndo fogem a essa regra. Por serem particulas de possivel interesse
para a saude humana, deve-se analisar 0os aspectos toxicologicos que eles possam
apresentar.

Dentre os testes toxicologicos estdo os ensaios realizados em linhagens
celulares imortalizadas, testes in vitro, em que o efeito da utilizagdo da particula, em
diferentes concentragbes e/ou de exposicdo, € avaliado pela alteracdo causada na
viabilidade/sobrevivéncia da célula. Contudo, somente testes in vitro ndo sdo o
suficiente para dizer o quao a particula pode ser tOxica, pois em um organismo
multicelular outros fatores podem interferir na resposta, como por exemplo, o
envolvimento do seu sistema imunolégico. Assim, ensaios em animais

experimentais, testes in vivo, também se fazem necessarios.



Os testes in vivo ndo sO6 servem para corroborar os resultados in vitro, como
também podem ser aperfeicoadas as dosagens utilizadas para a obtencdo de uma
melhor eficacia terapéutica (Sharifi et al., 2012). Dentre os parametros estudados
nos testes in vivo para avaliacdo da toxicidade estd a analise clinica do animal,
como, por exemplo, a variagcdo do peso corporal, do consumo de racdo e da
ingestdo de agua (Arami et al., 2015). Ensaios hematolégicos e bioquimicos
também sdo importantes parametros dos testes in vivo. Ambos sdo capazes de
demonstrar possiveis alteragdes fisioldgicas vitais para o bem estar do animal, como
por exemplo, uma anemia causada pela diminui¢cdo de eritrocitos (Berlot & Pozzato,
2015).

Outra forma de determinar a toxicidade de particulas é por meio das técnicas
de Microscopia na analise histologica, onde podemos visualizar evidéncias de
resposta do organismo a um composto exégeno devido a presenca de infiltrados de
células inflamatérias, formagcdo de processos fibréticos e alteracdes morfoldgicas
evidentes, como necrose, causadas nos tecidos pelos quais as particulas passaram

ou que possam ter sido afetados indiretamente pelas particulas.



2. Justificativa

Considerando os avancos na possibilidade de utilizar quantum dots de
carbono recobertos com boronato (C-DotB) como ferramenta para a deteccdo de
tumor por bioimagens, a determinagao da toxicidade e biocompatibilidade de C-DotB
no organismo tornam-se necessarias como estudo prévio para a sua segura
aplicacdo na saude humana. Além disso, esse trabalho visa avaliar se C-DotB
poderdo ser visualizados no interior de tumores, devido a alta afinidade do boronato
a glicose, e a necessidade de células tumorais por glicose no desenvolvimento do
cancer, confirmando a sua utilizacdo no diagnéstico precoce de tumores como o de

pele melanoma, e assim viabilizar um melhor progndstico desta enfermidade.
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3. Objetivos

A partir das condic¢des citadas, 0s objetivos gerais deste estudo foram avaliar

as propriedades fotofisicas (espectros de absorbancia e de excitacdo) e a toxicidade

de C-DotB in vitro e in vivo, além do seu possivel direcionamento espontaneo ao

tecido tumoral. Sendo assim, os seguintes objetivos especificos foram considerados:

Avaliar a toxicidade em células de fibroblasto murino (NIH/3T3) e de
melanoma murino (B16F10) submetidas a exposi¢cdo de C-DotB em diferentes
concentracoes por 24 h;

Avaliar a dinamica de proliferacdo celular em células de fibroblasto murino
(NIH/3T3) e de melanoma murino (B16F10) submetidas a exposi¢do de C-
DotB em diferentes concentragdes por 168 h;

Avaliar parametros clinicos de camundongos submetidos a injecao de C-
DotB;

Avaliar possivel hepato e nefrotoxicidade causados pela aplicacdo de C-DotB
em camundongos, por meio de exames hematoldgicos e bioquimicos;
Analisar a toxicidade e deposicdo de C-DotB no cérebro, pulméo, figado,

baco, rim e tumor por meio de microscopia de luz e fluorescéncia.
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4. Material e Métodos

4.1 Obtengéo da formulagéo de C-DotB

Quantum dots de carbono recobertos com boronato (C-DotB) foram
gentilmente cedidos e desenvolvidos pelo professor Dr. Marcelo.Oliveira Rodrigues
do Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia

Brevemente, para a producao de C-Dots, carbono organico foi aquecido a 120
°C, em seguida calcinado a 300 °C em mufla, por 3 h; e entéo realizado o refluxo do
pé resultante com 250 mL de &cido nitrico (5 mol/L), por 72 h. A suspenséo
ressultante foi filtrada e submetida a centrifugacdo de 6000 rpm por 20 minutos. O
sobrenadante contendo C-Dots foi filtrado em membrana de 0,22 um. Por fim, a
mostra foi seca a 110 °C para obtencao de C-Dots.

Para fazer a ligagdo com o boronato, C-Dots foram funcionalizados com
aminas para o0 aumento das suas propriedades Opticas. Para isso, C-Dots foram
submetidos a um refluxo de cloreto de tionila por duas horas. Foi retirado o0 excesso
de cloreto de tionila e realizado outro refluxo com etilenodiamina por quatro horas.
ApOs a retirada do excesso de etilenodiamina, o solido foi diluido em &agua,
centrifugado a 6000 rpm por 20 minutos e filtrado em membrana de 0,22 um. Por
fim, a mostra foi seca a 80 °C para obtencéo de C-Dots funcionalizados com amina.

Depois de funcionalizadas com amina, as amostras foram ligadas
covalentemente ao acido 4-formilfenilborénico pela reacdo da base de Schiff. Por
fim, as ligacdes iminas foram reduzidas com borohidreto de sodio para se obter C-
DotB.

O tamanho dos C-DotB foi determinado por microscopia eletrbnica de
transmissao pelo grupo de pesquisa do Dr. Rodrigues, tendo valor entre 6 e 8 nm
(comunicacgéao pessoal).

Vale ressaltar que C-DotB foi diluido em soro fisiolégico 0,9% e que C-DotB,
assim como o0s demais C-Dots (Baker & Baker, 2010), sdo extremamente

fotoestaveis.

4.2 Caracterizacéao fotofisica de C-DotB

Como parametro complementar a caracterizacao dos C-DotB, os espectros de
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absorbancia e emissdo de fluorescéncia foram obtidos por espectrometria
(SpectraMax M2 ®, Molecular Devices, EUA). Para tanto, uma aliquota de 200 pL da
amostra foram colocadas em microplacas de cultura de 96 pocos e entdo excitadas
a um comprimento de onda de 360 a 750 nm. Esta metodologia foi adaptada de

NUNES (2004). Foi realizado um experimento em triplicata.

4.3 Ensaios de toxicidade de C-DotB in vitro

4.3.1 Linhagens celulares

Os ensaios in vitro foram realizados utilizando as linhagens celulares de
fibroblasto murino e melanoma murino, denominadas NIH/3T3 e B16F10,
respectivamente. As linhagens foram obtidas da ATCC® (American Type Culture
Collection — Manassas, VA, EUA; CRL-1658 e CRL-6475, respectivamente) por meio

do banco de células do Rio de Janeiro.

4.3.2 Manutencéo das Linhagens Celulares em Monocamada

Neste trabalho, ambas as linhagens celulares foram preservadas em
criotubos contendo 95% de soro fetal bovino - SFB (Gibco, EUA) e 5% de DMSO
(Mallinekrodt Chemicals, EUA), tendo sido devidamente identificadas e
armazenadas em tanque de nitrogénio liquido, em Camara Fria no Laboratério de
Nanobiotecnologia da Universidade de Brasilia, até serem utilizadas.

Na manutencdo de ambos os tipos celulares foi utilizado o meio de cultivo
Dulbecco’s modified Eagle’s medium — DMEM (GIBCO, EUA), suplementado com
10% de SFB e 1% de antibiético PenStrep, composto por penicilina,100U/ml, e
estreptomicina, 100 ug/ml (Gibco, EUA), e tamponado com bicarbonato de sodio
(NaHCOs3) (Sigma-Aldrich Co., EUA), sendo o pH 7,3-74, ajustado pela adicdo de
HCI.

Para a manutencdo das linhagens celulares em monocamada, aliquota
dessas células, na concentracdo de 1 x 108 células/mL, foi retirada do tanque de
nitrogénio liquido e descongelada rapidamente. Em fluxo laminar esterilizado, com
alcool 70% e luz UV por 15 minutos, a aliquota foi transferida para tubo de

centrifugacdo de 15 mL, foi adicionado 1 mL de meio DMEM e logo apoés foi
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centrifugado a 750 g por trés minutos. As células precipitadas foram resuspensas em
1 mL de meio de cultura e transferidas para garrafas de cultivo celular de 25 cm? e
entdo mantidas em incubadora, cuja atmosfera era de 5% de CO2 em ar, a umidade
saturada e a temperatura de 37 °C. Apds 24 horas o meio de cultivo foi substituido
por meio novo. O crescimento celular era periodicamente monitorado em
microscoépio de luz invertido a fim de identificar qualquer alteracdo morfolégica assim
como contaminacgao por bactéria ou fungo.

Quando uma confluéncia de 75-90% de células era atingida na superficie da
garrafa de cultivo, uma quantidade menor de células eram transferidas para uma
nova garrafa, ou seja, era contada uma nova passagem celular. Brevemente, o0 meio
de cultivo era removido e a monocamada de células era desprendida do fundo do
frasco pelo tratamento com 2 mL de solucdo Tripsina-EDTA (Gibco, EUA) por trés
minutos a 37 °C. Em seguida, eram adicionados 2 mL de meio de cultura a fim de
inativar a enzima. A suspenséao de células era entdo centrifugada a 175 g (Excelsa
baby, Fanem, BRA) por dois minutos. Apds a remocao do sobrenadante, as células
eram resuspensa em 1 mL de meio de cultivo.

Para determinar o nimero de células viaveis, 20 yL da suspensdo eram
adicionados a 180 L de solugéo de azul de tripan (0,4%, diluido em PBS). O intuito
de utilizar este corante € que ele s6 € capaz de adentrar nas células que possuem
danos na membrana plasmatica, ou seja, em células ndo viaveis. Dessa nova
solucéo, 10 uL eram retirados e transferidos para a camara Neubauer. As células
nao coradas presentes nos quatro quadrantes laterais eram contadas e utilizando-se
da férmula abaixo, a concentracdo das células era definida.

Numero de células contadas
x Fator de diluicdo  x 10* = N°de células/mL

Numero de quadrantes
contados

Apos ter o numero de células/mL, a quantidade almejada de células foi posta
em uma nova garrafa de cultivo de 25 cm? com 3 mL de meio e levadas novamente
a incubadora. O meio de cultivo era renovado a cada 48-72 h para manter o
crescimento das células. Para os experimentos in vitro foram utilizadas células que
se encontravam com 70 a 90% de confluéncia e entre a quinta e a décima

passagem celular.
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4.3.3 Determinacao da viabilidade celular pelo método de MTT

Um dos métodos utilizados para determinar a viabilidade celular de NIH/3T3 e
B16-F10 foi o método de avaliacdo colorimétrica de brometo 3 (4,5 dimetiltiazol-2il)-
2,5-difenil-tetrazélio (MTT; Invitrogen, EUA), descrita por Mosmann (1983). A solucéo
de MTT interage com as desidrogenases mitocondriais de células viaveis,
promovendo a reducdo do MTT ao composto formazan, o qual possui coloracao
puarpura. A viabilidade celular € indicada pela quantificacdo da producdo de cristais
de formazan.

Para este trabalho foram semeadas 3 x 103 células/poco de NIH/3T3 e 1 x 104
células/poco de B16F10 em placas de poliestireno de 96 pocos e mantidas por 24
horas em incubadora conforme descrito no item 4.3.2. Ap0s esse periodo, o meio de
cultivo foi removido e as células expostas, por 24 h, a uma solu¢cdo de meio de
cultivo contendo C-DotB nas concentracdes de 0,01; 0,05 e 0,1 mg/mL, nas mesmas
condicGes de incubacdo anterior. As células do grupo controle receberam somente
meio de cultivo (DMEM). Ap6s o periodo de incubacdo o meio de cultivo foi
substituido por 150 pL de um novo meio contendo 15 pL de MTT (5 mg/mL) e 135 pL
de DMEM. As células com o novo meio foram incubadas a 37 °C e atmosfera de 5%
de CO2 em ar e umidade saturada. Apés duas horas, a solucao foi removida e 200
uL de DMSO foram adicionados para a solubilizacdo dos cristais de formazan. Para
quantificar a producdo de formazan e assim determinar a viabilidade celular, foi
realizada a leitura de absorbancia a 595 nm em espectrofotdmetro. Este
experimento foi realizado em trés ensaios independentes, cada um em quintuplicata
(n=15).

4.3.4 Dinamica de Proliferacdo Celular

Outro ensaio importante para avaliar a citotoxicidade de C-DotB é verificar se
a capacidade proliferativa das células é mantida ou ndo na presenca das C-DotB
utilizando-se o sistema xCELLigence™ (Roche/ACEA, EUA). Esse sistema abrange
trés estacoes integradas, um instrumento de RTCA, que € mantido dentro de uma
incubadora de cultura de células e que utiliza placas com microelétrodos de ouro
para monitorar a proliferacdo celular em tempo real, por meio da detecgéo

automatizada do indice de biomassa celular determinado pela impedéancia
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eletronica. Os resultados sao apresentados de acordo com o tempo em funcéo do
indice de biomassa celular (indice celular) analisado no software RTCA
(Roche/ACEA, EUA) de acordo com Ke e colaboradores (2011).

Para esse ensaio, primeiramente foram colocados 50 uL de meio de cultura
em placas E-Platel6 (Roche/ACEA, EUA) para obter os valores basais. Uma vez
estabilizado o sistema, 1x102 células/pogo de NIH/3T3 e 3 x 103 células/poco de B16
F10, sem tratamento algum, foram semeadas nas placas que foram mantidas por 30
minutos no fluxo laminar, para a decantacdo das células. Em seguida, as placas
foram colocadas no equipamento de RTCA, o qual jA se encontrava a 2 h na
incubadora, cuja atmosfera era de 5% de CO2 em ar, a umidade saturada e a
temperatura de 37 °C.

Passadas 24 horas, a proliferacdo celular sem a exposicdo aos C-DotB foi
analisada. Logo apoés, o sistema de deteccao foi interrompido e adicionados 50 pL
de meio contendo ou ndo C-DotB nas concentracdes de 0,04; 0,2 e 0,4 mg/mL para
gue a concentracao final fosse de 0,01; 0,05 e 0,1 mg/mL. Como controle utilizaram-
se células sem tratamento e pocos sem células, porém com as mesmas
concentracbes de C-DotB utilizadas junto as células, assim como po¢o contendo
apenas o meio de cultura. As placas foram colocadas novamente no instrumento de
RTCA. Ao longo de 168 horas, o valor de impedancia na placa era mensurado a

cada 30 minutos. Este experimento foi realizado em triplicata (n=3).

4 .4 Ensaios de toxicidade de C-DotB in vivo

4.4.1 Animais

Camundongos C57BL/6 fémeas foram obtidos do Instituto de Pesquisa
Energéticas e Nucleares (IPEN, Sao Paulo) e mantidos no biotério do Departamento
de Genética e Morfologia (GEM-IB-UnB) com temperatura controlada
(aproximadamente 22 °C), ciclo claro/escuro de 12 horas e racdo e agua ad libitum.
Todos os protocolos experimentais com os animais foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso Animal da Universidade de Brasilia (CEUA-UnB) (certificado
154445/2014; Anexo 1).

4.4.2 Delineamentos Experimentais
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A fim de determinar a toxicidade de C-DotB em animais experimentais, 30
camundongos C57BL/6 fémeas com 12 semanas de vida foram utilizados (Figura 2).
Doze animais receberam 100 puL de C-DotB, por via endovenosa caudal lateral, na
concentragéo de 0,31 mg/mL em PBS (C-DotB/h) e outros 12 animais receberam o
mesmo volume de C-DotB, porém em menor concentragdo, 0,16 mg/mL (C-DotB/I).
Seis camundongos (controle) ndo receberam qualquer tipo de injecdo. Logo apés a
injecdo de C-DotB, tanto ha maior quanto menor concentracado, metade dos animais
(n=6 para cada concentragdo) foram monitorados até 48 horas. A outra metade (n=6
para cada concentracdo) teve os parametros clinicos de peso corporal, consumo de
racao e ingestdo de agua, até 30 dias, avaliados conforme descrito no item 4.4.3. Os
animais controle também foram monitorados quanto aos parametros clinicos, como
descrito no item 4.4.3.

Os animais que receberam tanto a menor quanto a maior concentracao de C-
DotB e que foram monitorados até 48 horas, animais denominados C-DotB/| 2 dias e
C-DotB/h 2 dias, respectivamente, foram eutanasiados com Provive 1% (Meizler
Biopharma S/A, BRA) na concentracdo de 60 mg/mL logo ap6s completarem 48
horas da injecdo de C-DotB. E os animais que receberam tanto a menor quanto a
maior concentracdo de C-DotB e que tiveram os parametros clinicos monitorados
por 30 dias, os animais denominados C-DotB/I 30 dias e C-DotB/h 30 dias,
respectivamente, assim como 0s animais controle foram eutanasiados também com
Provive 1% na concentracdo de 60 mg/mL logo apés completarem 30 dias da
injecdo de C-DotB.

Cérebro, pulméo, figado, baco e rim, além de amostra de sangue, foram
coletados de todos os animais. As amostras de 6rgaos foram processadas como
descrito no item 4.4.6, para verificar possivel toxicidade de C-DotB por analise
histolégica. Amostras sanguineas foram processadas como descrito no item 4.4.5

para avaliacdo hematolégica e bioquimica.
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Figura 2. Delineamento experimental dos grupos C-DotB/h e C-DotB/I 2 dias, C-DotB/h e C-DotB/I 30
dias e controle. C-DotB/h e C-DotB/I 2 dias: animais que tiveram a injecdo do C-DotB tanto a maior
quanto a menor concentragdo, respectivamente, e eutanasiados apds dois dias. C-DotB/h e C-DotBl/I
30 dias: animais que tiveram a injecdo do C-DotB tanto a maior quanto a menor concentracao,

respectivamente, e eutanasiados apés 30 dias. Cotrole: animais que nao receberam C-DotB.

A fim de avaliar se C-DotB causavam toxicidade em animais com melanoma e
se 0s mesmos poderiam acumular no tumor, 36 camundongos C57BL/6 fémeas com
12 semanas de vida foram utilizados (Figura 3).

A inducéo de melonoma foi realizada em todos os 36 animais como descrito
no item 4.4.5. Apos quatro dias da indugdo tumoral, seis animais receberam 100 uL
de C-DotB, por via endovenosa caudal lateral, na concentracéo de 0,31 mg/mL em
PBS (C-DotB/h) e outros seis animais receberam o mesmo volume de C-DotB,
porém em menor concentragéo, 0,16 mg/mL (C-DotB/lI). O mesmo ocorreu apos oito
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e catorze dias da inducdo. Logo ap0s a injecao de C-DotB, tanto na maior quanto
menor concentragcdo, 0s animais (n=6 para cada concentra¢gdo) foram monitorados
até 48 horas.

Apoés 48 horas da injecdo de C-DotB, os animais que tiveram a injecdo do
nanomaterial apds quatro dias da inducdo tumoral e que receberam tanto a menor
guanto a maior concentragdo de C-DotB, os animais denominados C-DotB/l tumor-
4d e C-DotB/h tumor-4d, respectivamente, foram eutanasiados com Provive 1% na
concentracdo de 60 mg/mL. O mesmo foi realizado com o0s animais que tiveram a
injecdo do quantum dots apds oito dias da inducéo tumoral e que receberam tanto a
menor quanto a maior concentragédo de C-DotB, os animais denominados C-DotB/I
tumor-8d e C-DotB/h tumor-8d, respectivamente; assim como com 0S animais que
tiveram a injecdo da nanoparticula apos 14 dias da inducdo tumoral e que
receberam tanto a menor quanto a maior concentracdo de C-DotB, os animais C-
DotB/I tumor-14d e C-DotB/h tumor-14d, respectivamente

Cérebro, pulmao, figado, baco, rim e o tumor foram coletados de todos os
animais. As amostras de 6rgaos foram processadas como descrito no item 4.4.6, por
andlise histologica.

Vale ressaltar que as concentragdes utilizadas neste trabalho foram baseadas
na literatura (Tao et al., 2012).



19

Indugdo tumoral
% com B16F10
Camundongo
ﬁ e C578L/6

o s e
% % %J\K@* %@;/ %qu

(0,16 mg/mL) (0,31 mg/mL) C-DotB C-DotB P
| (0,16 mg/mL) I (0,31 mg/mL) C-DotB C-DotB

1 : (0,16 mg/mL) : (0,31 mg/mL)

: | i

1 ' !

1 ! !

i 1 1

i 1 1

1

Hezhiy 48 h : 48 h |

: | i

1 i '

. 1 1

: 1 1

1 1

1 i X

v | |

v 1

v

2 = 6 dias
Eutanasia 10 dias e
C-DotB/l  C-DotB/h  C-DotB/I C-DotB/h C-DotB/I C-DotB/h
tumor-4d tumor-4d  tumor-8d tumor-8d tumor-14d tumor-14d
\(n= 6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) /

@l ~~\ f@g Coleta dos drgaos

~F ML

>

histologia
T Fhigrédslndis

O = tumor no flanco esquerdo do camundongo

Figura 3. Delineamento experimental dos grupos C-DotB/h e C-DotB/I tumor-4d, C-DotB/h e C-DotB/I
tumor-8d e C-DotB/h e C-DotB/l tumor-14d. C-DotB/h e C-DotB/l tumor-4d: animais que tiveram a
injecdo do C-DotB ap0s quatro dias da indugdo tumoral e que receberam tanto a maior quanto a
menor concentracéo, respectivamente. C-DotB/h e C-DotB/I tumor-8d: animais que tiveram a injecéo
do C-DotB apoés oito dias da indug¢do tumoral e que receberam tanto a maior quanto a menor
concentracao, respectivamente. C-DotB/h e C-DotB/l tumor-14d: animais que tiveram a injecdo do C-
DotB apés 14 dias da inducéo tumoral e que receberam tanto a maior quanto a menor concentragao,

respectivamente.

4.4.3 Andlise dos parametros clinicos

Visando avaliar o efeito toxicologico de C-DotB no organismo, a variagdo do
peso corporal, do consumo de racdo e da ingestdo de agua pelos animais dos

grupos controle e dos que receberam C-DotB nas concentracdes de 0,16 e 0,31
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mg/mL foram monitorados 1, 4, 7, 11, 14, 18, 21, 24, 27 e 30 dias apos a injecao do
nanomaterial. O consumo de racdo e a ingestdo de agua também foram avaliados
um dia antes da injecdo de C-DotB. O peso corporal foi determinado pela pesagem
direta do animal na balanca modelo AY220 (Shimadzu Philippines Manufacturing
Inc., Filipinas). Nos dias determinados, a ragdo ndo consumida, incluindo pequenos
fragmentos que se encontravam no interior da gaiola, era pesada e substituida por
360 g de racédo nova. O consumo de racéo foi determinado pela diferenca entre o
peso inicial (360 g) de racdo e o da racdo ndo consumida. Nos mesmos dias, 0
volume de agua néo ingerido era pesado e substituido por cerca de 800 mL de agua
fresca. Da mesma forma que a ragdo, a ingestdo de agua foi determinada pela

diferenca do peso inicial e o do volume de agua nao ingerido.

4.4.4 Inducado de tumores subcutaneos

Para a inducédo do melanoma, primeiramente os animais foram submetidos a
anestesia de quetamina (Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A., Brasil) e
xilazina (Syntec do Brasil, Ltda., Brasil) (1 mg/kg e 0,1 mg/kg, respectivamente) via
intraperitoneal, com um volume final de 100 pL por animal. Apos a anestesia, foram
transplantadas, subcutaneamente, 3,25 x 10° células B16F10 diluidas em 50 pL de
meio DMEM, sem soro fetal bovino e sem antibiéticos, no flanco esquerdo dos
camundongos. O tumor ja se torna palpavel 5 a 10 dias apds a inducéo e entre o 14°
e 21° dia, o tumor atinge o volume de 1 cm? (Overwijk e Restifo, 2001). Durante esse
periodo os animais foram mantidos nas condi¢cdes padrdo do biotério e avaliados
todos os dias para a visualizacao dos noédulos tumorais.

Nos dias de aplicacdo de C-DotB nos animais, foi determinado o volume
tumoral in vivo, com auxilio de um paquimetro digital (King Tools), pela seguinte
formula (Schuh,2004):

Volume tumoral in vivo: (comprimento) x (largura)? x 0,5

4.4.5 Andlises hematoldgicas e bioquimicas

Com o objetivo de analisar quaisquer danos hepaticos e/ou renais

provenientes da administracdo de C-DotB, foram coletados 1 mL de sangue dos
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animais controle, C-DotB/I e C-DotB/h 2 dias, assim como C-DotB/I e C-DotB/h 30
dias, logo apdés a eutanasia. Estas amostras foram divididas em dois tubos
Minicollect® (Greiner Bio-One, AUT) de sangue, um com antigoagulante EDTA para a
realizacdo do hemograma, e outro com gel separador para as analises bioquimicas.

Para a obtencdo do hemograma, as amostras foram rapidamente levadas ao
analisador hematoldgico veterinario Sysmex pocH-100iV Diff™ (Sysmex, JAP) e os
parametros analisados foram: namero total de células brancas (TCB), numero total
de células vermelhas (TCV), hematocrito (HCT), hemoglobina (HGB), volume
globular médio (VGM), hemoglobina globular média (HGM), concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM), plaquetas (PLT), porcentagem de linfocitos
(PL), mondcitos (PM) e neutroéfilos (PN).

Para a realizacdo das analises bioquimicas, as amostras recém coletadas
foram centrifugadas a 5000 rpm por cinco minutos e entdo estocadas a -20 °C, até
no maximo 30 dias. Em seguida, as amostras foram analisadas no equipamento
ChemWell-T (LabTest, BRA) para o0s seguintes parametros: alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotrasferase (AST), creatinina, desidrogenase
lactica (LDH), fosfatase alcalina e ureia. Para a analise de tais pardmetros, utilizou-
se o0s seguintes kits (LabTest, BRA): ALT/GTP Liquiform, AST/GOT Liquiform,
Creatinina K, LDH Liquiform, Fosfatase Alcalina Liquiform e Ureia UV Liquiform.

4.4.6 Andlise da toxicidade por meio de microscopia de luz

A andlise histologica consiste na avaliacdo de secc¢des finas de determinados
tecidos com o objetivo de se reconhecer possiveis alteracdes morfolégicas nestes
tecidos, tais como infiltrados inflamatoérios, necrose ou fibrose, ou para reconhecer
possiveis tecidos em que C-DotB possam se acumular.

Apés a eutanasia dos animais, os érgaos (cérebro, pulmao, figado, baco, rim
e tumor) foram cuidadosamente coletados com material cirdrgico apropriado,
lavados em solucéo salina 0,9% para retirada do excesso de sangue e rapidamente
fixados em paraformaldeido (Sigma-Aldrich, BRA) 4% em PBS por trés horas a
temperatura ambiente. Em seguida as amostras passaram pelos processos de
desidratacéo, em etanol a diferentes concentragdes (70 a 100%), e diafanizag&o, em
solucdo 1:1 de alcool absoluto e xilol, e também em xilol puro, por 60 minutos em

cada solucdo. As amostras foram entéo incluidas e emblocadas, individualmente, em
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parafina (Dindmica Quimica Contemporanea LTDA., BRA).

Para obtencao dos cortes com 3 um de espessura foi utilizado um micrétomo
Leica modelo RM2125RT (Leica, Alemanha). Foram realizados cortes semi-seriados
a partir da regido central do 6rgéao, onde foram desprezados os dez cortes seguintes
apos a obtencdo de uma lamina com trés cortes. No total foram confeccionadas
cinco laminas por o6rgdo, duas laminas foram utlizadas para a coloracdo de
hematoxilina e eosina (H.E.), duas laminas foram utilizadas para a microscopia de

fluorescéncia, e uma lamina mantida como reserva.

4.4.7 Coloracao das Laminas

Para a coloracdo de H.E., as laminas selecionadas passaram por um
processo de desparafinizacéo, hidratacéo e desidratacdo como mostra a Tabela 2.

Depois do ultimo banho de xilol, as laminas foram recobertas com laminulas
utilizando-se verniz incolor (Acrilex, BRA) e colocadas para secar em temperatura
ambiente. Os solventes utilizados (élcool e xilol) foram fabricados pela Dinamica
Quimica Contemporanea LTDA., Brasil.

Para a analise em microscopia de fluorescéncia, as laminas selecionadas
passaram por um processo de desparafinizacdo, com um banho em solucgéo de xilol
por 15 minutos. Em seguida, as laminas foram recobertas com laminulas utilizando-
se verniz incolor (Acrilex, BRA) e colocadas para secar em temperatura ambiente.
Estas laminas e as coradas com H.E. foram analisadas e fotografadas digitalmente
no microscopio AxiosKop 2 (Zeiss, EUA), com a camera AxioCam MRc (Zeiss, EUA)

e com o software ZEN 2011.

4.4.8 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente pela anélise de
variancia ANOVA one-way com o post-hoc de Tukey. Para a analise estatistica do
item 4.4.3 foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn. O programa
estatistico utilizado foi GraphPad Instat versao 3.00 (GraphPad software, EUA). As

diferencas foram consideradas estatisticamente significativas com p< 0,05.



Tabela 2. Protocolo para coloracéo das laminas com hematoxilina e eosina.
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Processo Tempo
Xilol 1 5 minutos
Xilol 2 3 minutos
Xilol 3 2 minutos

Alcool 100% (1) 1 Y% minuto
Alcool 100% (2) 1 Y% minuto
Alcool 90% 1 % minuto
Alcool 80% 1 % minuto
Alcool 70% 1 % minuto
Agua corrente 3 imersdes
Agua destilada 3 imersoes

Hematoxilina
Agua corrente
Agua destilada
Diferenciacdo em agua acidulada (4 gotas
de HCIl em 300 mL de &gua destilada)
Agua corrente
Agua destilada
Agua e aménia (3 gotas de hidroxido de
amonia em 350 mL de agua destilada)
Agua corrente
Agua destilada
Eosina
Agua corrente
Agua destilada
Alcool 70%
Alcool 80%
Alcool 90%
Alcool 100% (1)
Alcool 100% (2)
Xilol 1
Xilol 2
Xilol 3

4 — 5 minutos
3 imersdes

3 imersdes

1 imersao
2 imersodes

2 imersodes

Imersao até o corte ficar azulado

2 imersodes

2 imersodes
20 — 60 segundos
Até tirar 0 excesso

3 imersdes

1 % minuto

1 % minuto

1 ¥ minuto

1 ¥ minuto

1 ¥% minuto

3 minutos

2 minutos

Até a montagem da lamina
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5. Resultados

5.1 Caracterizacao fotofisica de C-DotB

A caracterizacdo fotofisica por espectrometria mostrou que C-DotB apresenta
absorcao na regido do ultravioleta (abaixo de 400 nm) e de emisséo de luz na regiao
do azul (455 até 492 nm). Na Figura 4 observam-se os espectros de absorbancia
(Figura 4A) e os de emisséao de fluorescéncia de C-DotB (Figura 4B e 4C). Pode ser
observado o decaimento da absorbancia de C-DotB de 250 nm até estabilizar em
590 nm. Na Figura 4B é possivel observar o Unico pico de emissao de fluorescéncia
em 460 nm (excitacdo em 360 nm).

Também foi obtido o espectro de emissdo de C-DotB com a particula sendo
excitada em 420 nm (Figura 4C). Esse espectro foi realizado em raz&do do
equipamento VIS Lumina ndo possuir filtro de deteccao de fluorescéncia emitida a
460 nm, somente a partir de 520 nm. Assim, para a analise da biodistribuicdo de C-
DotB in vivo e ex vivo, foi preciso utilizar o comprimento de onda de excitacdo de
420 nm que promove a emissdo de um unico pico de fluorescéncia a 520 nm. Vale
ressaltar que esta emissao tem uma intensidade bem menor, 1.195 u.a., do que a
observada na excitacdo a 360 nm, que foi de 8.538 u.a.
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Figura 4. Espectros de absorbancia e de emisséo de fluorescéncia (excitacdo em 360 e 420 nm) de
C-DotB apés sua preparacdo. A — decaimento da absorcdo de C-DotB. B — pico de emissao de
fluorescéncia de C-DotB a 460 nm, apds excitacdo a 360 nm. C — pico de emissdo de fluorescéncia
de C-DotB a 520 nm, apés excitagdo em 420 nm. C-DotB: pontos quéanticos de carbono recobertos

com boronato.
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5.2 Ensaios de toxicidade de C-DotB em fibroblastos e células de melanoma em

cultivo

5.2.1 Avaliacéo da viabilidade celular de fibroblastos e de células de melanoma apos

a exposicao a C-DotB

Na Figura 5 estdo representados os resultados obtidos da viabilidade celular
de fibroblastos (NIH/3T3) e células de melanoma (B16F10) apos 24 horas de
exposicao a trés concentragbes de C-DotB (0,01; 0,05 e 0,1 mg/mL). A viabilidade
celular foi determinada pelo método MTT e comparado com o controle, o qual ndo
recebeu C-DotB.

A viabilidade celular de NIH/3T3 foi reduzida para 61,87% (p<0,001) quando
expostas a concentracdo de 0,1 mg/mL de C-DotB, como pode ser visualizado na
Figura 5A. Contudo, essas células expostas as concentracfes de 0,01 e de 0,05
mg/mL apresentaram viabilidade celular de 99,43% e 88,07%, respectivamente, ndo
tendo apresentado diferenca significativa quando comparado ao controle (p>0,05). A
comparacao entre as viabilidades apdés a exposicdo a diferentes concentracdes
mostra que fibroblastos quando expostos a 0,1 mg/mL teve uma reducgao
significativa (p<0,001) em relacdo as exposi¢cdes a 0,01 e de 0,05 mg/mL, porém ja
entre estas nao houve diferenca significativa (p>0,05).

A viabilidade das células B16F10, quando expostas a concentracdo de 0,1
mg/mL de C-DotB, foi de 72,60% (p<0,01), como mostra Figura 5B. Quando
analisada as exposi¢cfes as concentracbes de 0,01 e 0,05 mg/mL, a viabilidade
celular foi de 91,25% e 85,70%, respectivamente, sem ter apresentado diferenca
significativa com relacdo ao controle (p>0,05). Ao ser feita a analise entre as
exposicoes, foi observada diferenca significativa (p<0,05) na viabilidade quando as
células permaneceram em contato com a maior concentracdo de C-DotB comparada
com a exposicdo a 0,01 mg/mL, mas o mesmo ndo ocorre em relacao a exposi¢cao a

0,05 mg/mL ou entre as exposi¢cdes as menores concentragdes (p>0,05).
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Figura 5. Viabilidade de fibroblastos murino-NIH/3T3 (A) e células de melanoma murino-B16F10 (B)
apoés 24 horas de exposicdo a trés concentragfes de C-DotB: 0,01; 0,05 mg/mL e 0,1 mg/mL,
avaliada pelo método MTT. C-DotB: carbon dots recobertos com boronato. Os dados estdo
apresentados como meédia + E.P.M. para analise de quinze amostras. Letras diferentes representam

diferenca estatistica significativa. * significa p<0,05; ** significa p<0,01; *** significa p<0,005.



28

5.2.2 Perfil de proliferacdo de fibroblastos e de células de melanoma apds a

exposicao a C-DotB

Na Figura 6 estdo representados os perfis de proliferacdo celular de
fibroblasto murino (NIH/3T3) e melanoma murino (B16F10) em funcdo do tempo
gquando expostas a trés concentragcdes de C-DotB (0,01; 0,05 e 0,1 mg/mL). A
proliferacéao celular foi analisada pelo software RTCA e comparada com o controle, 0
qual nédo recebeu C-DotB.

Os fibroblastos murino (Figura 6A) apresentaram dinamicas de proliferacao
celular semelhantes antes de serem expostas a C-DotB (tempo 0), assim como nas
primeiras 24 horas de exposi¢do a qualquer das concentra¢cdes quando comparado
ao controle. No entanto, a partir desse tempo, fibroblastos expostos as diferentes
concentracbes de C-DotB tiveram o0s seus indices celulares significativamente
(p<0,05) maiores que o controle. Este aumento do perfil de proliferacdo celular é
significativamente (p<0,001) maior ap0s 72 horas de exposicdo as duas maiores
concentracfes, quando comparados ao controle e a exposicdo a 0,01 mg/mL, néao
havendo diferenca significativa (p>0,05) entre a exposicdo as maiores
concentracbes. Vale ressaltar que neste tempo de exposicdo (72 h), ainda é
observada uma maior dinamica na proliferacdo dos fibroblastos quando expostos a
menor concentracdo, comparado ao controle. A partir de 96 horas de exposicao até
o final do tempo experimental, a proliferacdo das células expostas a menor
concentracdo ja nao difere significativamente (p>0,05) ao controle, mas as
exposicfes as duas maiores concentragbes faz com que os indices celulares
continuem significativamente (p<0,05) maiores que o controle, porém sem diferencas
(p>0,05) entre eles.

Na Figura 6B é possivel observar que as células de melanoma apresentaram
dindmica de proliferacdo celular semelhantes antes de serem expostas a C-DotB
(tempo 0). ApGs as exposicdes, essas células tiveram uma diminuicdo significativa
(p<0,01) no indice de proliferacdo apds 24 h de exposicdo a maior concentracdo
guando comparado ao controle, o que ndo ocorreu para as demais exposicdes. Este
perfil permanece o mesmo apods 48 horas de exposicdo. A partir de 96 horas e até o
final do tempo experimental, as células de melanoma tém os indices celulares
significativamente (p<0,01) reduzidos quando expostas as duas maiores

concentracfes, comparados ao controle e a exposi¢cao a 0,01 mg/mL, sem diferenca
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significativa (p>0,05) entre as maiores concentragdes. Enquanto que, no mesmo
intervalo de tempo, as células expostas a menor concentracdo mantiveram a sua

proliferacéo de forma significativamente semelhante ao controle.
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Figura 6. Analise do indice celular de fibroblastos murino-NIH/3T3 (A) e melanoma murino-B16F10
(B) ao longo de 168 horas de exposicdo a trés concentracdes de C-DotB: 0,01; 0,05 e 0,1 mg/mL,
avaliado pelo software RTCA (Real Time Cell Analyser). Os dados estéo representados como média

para analise de trés amostras. * significa que houve diferenca estatistica significativa.
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5.3 Ensaios de toxicidade de C-DotB em camundongos

5.3.1 Analise dos parametros clinicos

Para avaliar o efeito toxicologico de C-DotB no organismo, camundongos
receberam a injecao endovenosa de duas diferentes concentracdes de C-DotB. Para
tanto, as variagdes do peso corporal (Figura 7A), do consumo de ragao (Figura 7B) e
da ingestdo de agua (Figura 7C) foram monitoradas ao longo de 30 dias apoés a
injecdo do material (tempo 0). A figura 7A mostra que todos os animais do grupo
controle tiveram aumento do peso corporal esperado assim como 0s animais dos
dois grupos tratados, sem diferencas significativas (p>0,05).

A Figura 7B mostra que os padrdes de consumo de racdo pelos animais que
receberam a injecdo de com ambas as concentracfes de C-DotB foram similares ao
observado pelos animais do grupo controle durante os trinta dias, ndo havendo
diferenca significativa entre os grupos (p>0,05). O mesmo pode ser observado na
ingestdo de agua (Figura 7C), sem diferencas significativas, (p>0,05) entre os

grupos.
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Figura 7. Variagdo do peso corporal (A), consumo de ragdo (B) e ingestdo de agua (C) por
camundongos C57BL/6 ap0s terem recebido a injecdo de C-DotB na concentracdo de 0,16 mg/mL
(linha amarela) ou 0,31 mg/mL (linha vermelha) ou ndo (controle — linha amarela) ao longo de 30 dias
apos a injecao do nanomaterial. Os dados de peso corporal estdo apresentados como média + E.P.M.

para analise de seis animais por grupo.
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5.3.2 Anélises hematoldgicas

Visando avaliar o efeito toxicologico de C-DotB no organismo, tendo como
foco alteracbes hematoldgicas que pudessem indicar a ocorréncia de processos
inflamatérios e/ou comprometimento do sistema imune dos camundongos que
receberam a injecdo endovenosa de C-DotB nas concentragdes de 0,16 (C-DotB/l) e
0,31 mg/mL (C-DotB/h), foram realizados o hemograma e o linfograma destes
animais a partir do sangue coletado apos dois e 30 dias da injecdo do nanomaterial.

Ao analisar o hemograma (Figura 8), € possivel observar um aumento do
namero de células brancas (TCB; barras escuras na Figura 8A) nos animais cujo
sangue foi analisado apdés 30 dias da aplicacdo dos C-DotB na concentracao de 0,31
mg/mL (C-DotB/h 30 dias). Esse aumento € significativo quando comparado com o
controle e com as outras aplicagbes (p<0,001 e p<0,01). O mesmo pode ser Vvisto
para a quantidade de hemoglobina (HGB; barras escuras na Figura 8B), a qual esta
um pouco mais elevada para o grupo C-DotB/h 30 dias e esse aumento é
significativo (p<0,05) quando comparado aos animais que tiveram a analise
hematoldgica realizada apds dois dias da inje¢cdo dos C-DotB na concentracdo de
0,16 mg/mL (C-DotB/I 2 dias), mas néo é significativo quando comparado ao controle
(p>0,05). Também houve um leve aumento na concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM, barras escuras na Figura 8D) do sangue de animais
coletado 30 dias apds a aplicacdo dos C-DotB a 0,16 mg/mL (C-DotB/I 30 dias).
Esse leve aumento deCHCM ¢ significativo quando comparado ao controle (p<0,05)
e ao grupo C-DotB/I 2 dias (p<0,05). Para os parametros namero de eritrécitos (TCV,
barras claras na Figura 8A), hematdcrito (HCT, barras claras na Figura 37B), volume
globular médio (VGM, barras escuras na Figura 8C), hemoglobina globular média
(HGM, barras claras na Figura 8C) e plaquetas (PLT, barras claras na Figura 8D) nao
houve aumento ou diminuicdo significativa (p>0.05) desses parametros entre 0s
grupos experimentais e o controle.

Quando analisado o linfograma (Figura 9), foi possivel observar um aumento
na porcentagem de linfocitos (PL; Figura 9A) nos animais cujo sangue foi coletado
apos dois dias da aplicacdo de C-DotB na concentracao de 0,31 mg/mL, assim como
dos animais cujo sangue foi coletado 30 dias ap6s a aplicacdo de 0,16 mg/mL,
sendo esses aumentos significativos quando comparados com o controle (p<0,05 e

p<0,001, respectivamente). Também €& observada diferenga significativa quando
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comparado C-DotB/l 30 dias com os grupos C-DotB/ | 2 dias (p<0,01) e C-DotB/ h 30
dias (p<0,05). E possivel visualizar aumento na porcentagem de neutréfilos (PN;
Figura 9C) no grupo C-DotB/h 30 dias, o qual foi significativo quando comparado
com o controle e os demais grupos experimentais (p<0,01). Ao contrario do que foi
observado nos parédmetros de porcentagem de linfocitos e de neutréfilos, ocorreu
uma diminuicdo nos valores do parametro de porcentagem de mondcito (PM; Figura
9B) para todos 0s grupos experimentais, quando comparado ao controle, sendo
essas diminuicbes somente significativas para os grupos C-DotB/h 2 dias (p<0,05),
C-DotB/h 30 dias (p<0,05) e C-DotB/I 30 dias (p<0,001).
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Figura 8. Hemograma de camundongos C57BL/6 ap0s dois e 30 dias da aplicagdo endovenosa de C-
DotB nas concentracdes 0,16 e 0,31 mg/mL. Em A: nUumero total de células brancas (TCB) e de
células vermelhas (TCV). Em B: hematdcrito (HCT) e hemoglobina (HGB). Em C: volume globular
médio (VGM) e hemoglobina globular média (HGM). Em D: concentragdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) e numero de plaquetas (PLT). Os dados estdo apresentados como média + E.P.M.
para analise do sangue de seis animais por grupo. Controle: animais que ndo foram aplicados C-DotB
e 0 sangue coletado aos 30 dias da aplicacdo de C-DotB nos demais animais. C-DotB/h 2 dias:
animais cujo sangue foi coletado 2 dias apds a aplicagdo deC-DotB a 0,31 mg/mL. C-DotB/I 2 dias:
animais cujo sangue foi coletado 2 dias apds a aplicacdo deC-DotB a 0,16 mg/mL. C-DotB/h 30 dias:
animais cujo sangue foi coletado 30 dias apos a aplicagdo deC-DotB a 0,31 mg/mL. C-DotB/I 30 dias:
animais cujo sangue foi coletado 30 dias apds a aplicagdo deC-DotB a 0,16 mg/mL. Letras diferentes
significam diferencas estatisticas significativas. * significa p<0,05; ** significa p<0,01; *** significa
p<0,001.
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Figura 9. Linfograma de camundongos C57BL/6 ap6s dois e 30 dias da aplicacdo endovenosa de C-
DotB nas concentracdes 0,16 e 0,31 mg/mL. Em A: percentagem de linfocitos (PL). Em B:
percentagem de neutréfilos (PN). Em C: percentagem de mondcitos (PM). Os dados estdo
apresentados como média + E.P.M. para andlise do sangue de seis animais por grupo. Controle:
animais que nao foram aplicados C-DotB e o0 sangue coletado aos 30 dias da aplicacdo de C-DotB
nos demais animais. C-DotB/h 2 dias: animais cujo sangue foi coletado 2 dias ap6s a aplicacdo deC-
DotB a 0,31 mg/mL. C-DotB/I 2 dias: animais cujo sangue foi coletado 2 dias apds a aplicacdo deC-
DotB a 0,16 mg/mL. C-DotB/h 30 dias: animais cujo sangue foi coletado 30 dias apds a aplicagao
deC-DotB a 0,31 mg/mL. C-DotB/I 30 dias: animais cujo sangue foi coletado 30 dias ap0s a aplicacédo
deC-DotB a 0,16 mg/mL. Letras diferentes significam diferencas estatisticas significativas. * significa

p<0,05; ** significa p<0,01; *** significa p<0,001.
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5.3.3 Analises bioquimicas

Visando avaliar o efeito toxicologico de C-DotB no organismo, tendo como
foco alteracfes bioquimicas que pudessem indicar a ocorréncia de danos hepaticos
e renais nos camundongos que receberam a injecdo endovenosa de C-DotB nas
concentracbes de 0,16 (C-DotB/l) e 0,31 mg/mL (C-DotB/h), foram analisadas os
niveis de alguns indicadores metabdlicos do sangue coletado apos dois e 30 dias da
injecdo do nanomaterial nos animais (Figuras 10, 11e 12).

Ao analisar as taxas de alanina aminotransferase (ALT, barras escuras na
figura 10), aspartato aminotrasferase (AST, barras claras na figura 10), creatinina
(barras escuras na figura 11), desidrogenase lactica (LDH, barras claras na figura 11)
e ureia (barras claras na figura 12) do sangue coletado dos animais de todos os
grupos, apés dois e 30 dias da aplicacdo de C-DotB nas duas concentragfes, é
possivel observar que ndo houve aumento ou diminuicdo significativa (p>0,05) dos
valores quando comparados ao controle e entre eles (Figuras 10, 11e 12).

E possivel observar um aumento na quantidade da enzima fosfatase alcalina
(barras escuras na figura 12) no sangue coletado dos animais ap6s 30 dias da
aplicacado de C-DotB nas duas concentracdes (0,16 e 0,31 mg/mL). Esse aumento
foi significativo quando os animais que receberam a concentragdo de 0,16 mg/mL
(C-DotB/I 30 dias) foram comparados com o controle (p<0,05) e com os animais que
tiveram o sangue coletado dois dias apds a aplicacdo tanto da menor (p<0,01)
quanto maior (p<0,001) concentracbes de C-DotB. Ja para os animais que
receberam a concentracdo de 0,31 mg/mL (C-DotB/h 30 dias), esse aumento foi
significativo quando comparado com o valor obtido do sangue coletado dos animais

apos dois dias da aplicacdo de 0,31 mg/mL de C-DotB (p<0,01).
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Figura 10. Niveis séricos de ALT (alanina aminotransferase) e AST (aspartato aminotransferase) em
camundongos C57BL/6 ap6s dois e 30 dias da aplicagdo endovenosa de C-DotB nas concentracfes
0,16 e 0,31 mg/mL. Os dados estdo apresentados como média = E.P.M. para analise do sangue de
seis animais por grupo. Controle: animais que ndo foram aplicados C-DotB e o sangue coletado apés
30 dias da aplicacdo de C-DotB nos demais animais. C-DotB/h 2 dias: animais cujo sangue foi
coletado 2 dias apos a aplicagédo de C-DotB a 0,31 mg/mL. C-DotB/I 2 dias: animais cujo sangue foi
coletado 2 dias ap0s a aplicacéo de C-DotB a 0,16 mg/mL. C-DotB/h 30 dias: animais cujo sangue foi
coletado 30 dias apés a aplicacdo de C-DotB a 0,31 mg/mL. C-DotB/I 30 dias: animais cujo sangue foi

coletado 30 dias apés a aplicagdo de C-DotB a 0,16 mg/mL.
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Figura 11. Niveis séricos de creatinina e LDH (desidrogenase lactica) em camundongos C57BL/6
apo6s dois e 30 dias da aplicacdo endovenosa de C-DotB nas concentra¢fes 0,16 e 0,31 mg/mL. Os
dados estao apresentados como média + E.P.M. para analise do sangue de seis animais por grupo.
Controle: animais que nédo foram aplicados C-DotB e o0 sangue coletado apés 30 dias da aplicagcéo de
C-DotB nos demais animais. C-DotB/h 2 dias: animais cujo sangue foi coletado 2 dias apés a
aplicagéo de C-DotB a 0,31 mg/mL. C-DotB/I 2 dias: animais cujo sangue foi coletado 2 dias apés a
aplicacédo de C-DotB a 0,16 mg/mL. C-DotB/h 30 dias: animais cujo sangue foi coletado 30 dias apds
a aplicagdo de C-DotB a 0,31 mg/mL. C-DotB/I 30 dias: animais cujo sangue foi coletado 30 dias apés
a aplicacdo de C-DotB a 0,16 mg/mL.
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Figura 12. Niveis séricos de fosfatase alcalina e ureia em camundongos C57BL/6 apés dois e 30 dias
da aplicagdo endovenosa de C-DotB nas concentragbes 0,16 e 0,31 mg/mL. Os dados estédo
apresentados como média + E.P.M. para andlise do sangue de seis animais por grupo. Controle:
animais que ndo foram aplicados C-DotB e o sangue coletado apds 30 dias da aplicacdo de C-DotB
nos demais animais. C-DotB/h 2 dias: animais cujo sangue foi coletado 2 dias ap6és a aplicacdo de C-
DotB a 0,31 mg/mL. C-DotB/I 2 dias: animais cujo sangue foi coletado 2 dias apés a aplicacdo de C-
DotB a 0,16 mg/mL. C-DotB/h 30 dias: animais cujo sangue foi coletado 30 dias apés a aplicagédo de
C-DotB a 0,31 mg/mL. C-DotB/I 30 dias: animais cujo sangue foi coletado 30 dias apés a aplicacédo de
C-DotB a 0,16 mg/mL. Letras diferentes significam diferengas estatisticas significativas. * significa
p<0,05; ** significa p<0,01; *** significa p<0,001.
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5.3.4 Avaliacdo da toxicidade de C-DotB, por meio de analise histopatologica em

microscopia de luz

5.3.4.1 Andlise histopatoldgica de 6érgados de camundongos sem inducdo tumoral

A fim de detectar possiveis alteragbes morfolégicas, tais como infiltrados
inflamatorios, necrose ou fibrose, causadas por C-DotB nos tecidos cerebral,
hepatico, renal, pulmonar e esplénico de camundongos sem qualquer inducgéo
tumoral e coletados apo6s dois e 30 dias da aplicacdo de 0,16 e 0,31 mg/mL do
nanomaterial, a analise de laminas histoldgicas, coradas com H.E. foi realizada.

Comparado ao controle, os cérebros dos animais que receberam o
nanomaterial, independente dos dias decorridos da aplicacdo e da concentracao,
apresentaram morfologia inalterada, ndo tendo sido presenciados focos de necrose
e inflamacé&o (Figura 13). O mesmo pode ser dito em relagdo a morfologia dos rins,
onde foi possivel identificar facilmente a capsula de Bowman e os tdbulos
contorcidos distal e proximal, e da mesma forma, ndo foram encontrados focos de
necrose, de inflamag&o ou hemorragia (Figura 13).

Diferentemente, foi possivel observar poucos e pequenos focos inflamatérios
nos figados de quatro animais do grupo C-DotB/h 2 dias e em todos animais do
grupo C-DotB/I 2 dias. O mesmo ocorreu nos figados de dois animais do grupo C-
DotB/h 30 dias e em um animal do grupo C-DotB/I 30 dias, assim como em dois
animais do grupo controle. Apesar de terem sido observados esses focos
inflamatoérios, a morfologia dos hepatdcitos de todos o0s grupos apresentou-se
normal. Capilares sinusoides também n&o apresentaram danos. Em nenhuma
lamina, foram encontrados focos de necrose (Figura 14).

A morfologia geral do baco se mostrou normal quando comparado o controle
com 0s animais que receberam o nanomaterial, independente dos dias decorridos
da aplicacdo e da concentracdo. A Unica ressalva que deve ser feita € a hiperplasia
da polpa branca observada em quatro animais do grupo C-DotB/h 30 dias, ja que ela
nao foi observada nos demais grupos experimentais e no controle (Figura 14).

O ¢6rgéo que apresentou maior quantidade de anormalidades foi o pulméo,
tanto para 0s grupos experimentais como para o controle. Foi possivel observar
diferentes tamanhos de areas com fibrose nos pulmdes de dois animais do grupo C-

DotB/h 2 dias, trés animais do grupo C-DotB/I 2 dias, quatro animais dos grupos C-
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DotB/h e C-DotB/l 30 dias e trés animais do grupo controle. Nesses mesmos
animais, foi possivel observar que mais de 50% do tecido pulmonar apresenta
alvéolos coalescidos. Também puderam ser observados focos inflamatorios em
quatro animais do grupo C-DotB/h 30 dias, enquanto que nos grupos C-DotB/I 2 dias
e 30 dias foram visualizados em dois animais e nos grupos C-DotB/h 2 dias e
controle s6 foram observados em um animal. No entanto, os pulmdes nao
apresentaram focos de necrose e nem de hemorragia para todos 0s grupos

experimentais e controle (Figura 15).

5.3.4.2 Analise histopatoldgica de 6rgdos de camundongos com inducéo tumoral

A fim de detectar possiveis alteracdes morfologicas, tais como infiltrados
inflamatoérios, necrose ou fibrose, causadas por C-DotB nos tecidos cerebral,
hepético, renal, pulmonar, esplénico e tumoral de camundongos com melanoma
induzido e coletados apdés dois da aplicacédo de 0,16 e 0,31 mg/mL do nanomaterial,
guando os tumores tinha quatro, oito ou 14 dias de crescimento, a analise de
laminas histoldgicas, coradas com H.E. foi realizada.

Vale ressaltar que o valor médio do volume tumoral obtido nos dias da
aplicacao de C-DotB pode ser visto na Tabela 3.

Tabela 3. Valor médio do volume tumoral (mms3) obtido nos dias da aplicacédo de C-
DotB.

Grupos experimentais Média do Volume Tumoral (mm3)
C-DotB tumor-4d 33,84 +7,92
C-DotB tumor-8d 263,36 + 69,24
C-DotB tumor-14d 1022,58 + 130,61

Os dados estdo apresentados como média = E.P.M. para analise do volume tumoral de 12 animais
por grupo. C-DotB tumor-4d: animais com quatro dias de indug&o tumoral.C-DotB tumor-8d: animais

com dias de inducéo tumoral. C-DotB tumor-14d: animais com 14 dias de indug¢éo tumoral.

A morfologia dos cérebros e dos rins dos animais que receberam o
nanomaterial, independente dos dias decorridos da indugdo tumoral e da

concentracdo injetada de C-DotB, mantiveram-se inalteradas, ndo tendo sido
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encontrados focos de necrose, de inflamacao ou hemorragia (Figura 13).

Como observado nos figados dos animais sem indugdo tumoral, todos os
grupos apresentam focos inflamatérios. Os grupos C-DotB/h tumor-8d e C-Dot/l
tumor-14d foram os que apresentaram 0 maior numero de animais com focos
inflamatorios, 5 e 6, respectivamente. Os demais grupos apresentaram no maximo
dois animais. Nos dois grupos supracitados também foi possivel observar focos de
necrose, o que nao foi encontrado nos demais. Somando-se a esses dois fatores, 0s
hepatocitos de quatro animais do grupo C-DotB/h tumor-8d apresentavam
citoplasma vacuolizados, o que nao foi observado em nenhum outro grupo, com ou
sem inducao tumoral (Figura 14).

Diferentemente do que foi observado para os animais sem tumor, a morfologia
geral do baco foi alterada em muitos animais com tumor induzido. A alteracéo
encontrada foi a hiperplasia da polpa branca, sendo os grupos C-DotB/h tumor-4d e
C-DotB/I tumor-8d os que tiveram o menor nimero de animais com a alteracao, trés
animais em cada grupo. Nos demais grupos esta hiperplasia foi observada em 5 ou
6 animais (Figura 14).

Do mesmo modo que para 0s grupos sem tumor, o pulmao foi o 6rgdo que
apresentou maior quantidade de anormalidades na maioria dos animais com indugéo
tumoral. No minimo, quatro animais de todos os grupos apresentaram fibrose
pulmonar, e, no minimo, em trés animais de cada grupo foi possivel observar focos
inflamatorios, com excecéo para o grupo C-DotB/I tumor-4d, em que nenhum animal
apresentou foco inflamatério. Pelo menos, quatro animais de cada grupo
apresentaram mais de 50% dos seus alvéolos coalescidos. Nao foram encontrados
focos de necrose e/ou hemorragia nos pulmaos de nenhum animal (Figura 15).

Na histologia dos tumores, puderam ser observar focos de necrose em todos
0s grupos, sendo que o grupo C-DotB/I tumor-14d foi o que apresentou menos
animais com necrose, somente dois. Nos demais grupos os focos de necrose foram
observados em quatro a seis animais. Além disso, foi possivel visualizar focos de

inflamacg&o em todos animais de todos os grupos (Figura 15).
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Cérebro

Figura 13. Fotomicrografias de cérebro de camundongos C57BL6 do grub contrle‘(A, do grupo C-
DotB/h 2 dias (B), do grupo C-DotB/I tumor-8d (C). Fotomicrografias de rim de camundongos C57BL/6
do grupo controle (D), do grupo C-DotB/I 30 dias (E) e do grupo C-DotB/h tumor-4d (F). Controle:
animais que ndo foram aplicados C-DotB. C-DotB/I 30 dias: animais nos quais foram injetados C-DotB
a 0,16 mg/mL e eutanasiados apés 30 dias. C-DotB/h tumor-4d: animais com inducédo tumoral de 4
dias nos quais foram injetados C-DotB a 0,31 mg/mL e eutanasiados apés 2 dias. C-DotB/h 2 dias:
animais nos quais foram injetados C-DotB a 0,31 mg/mL e eutanasiados apds 2 dias. C-DotB/l tumor-
8d: animais com inducédo tumoral de 8 dias nos quais foram injetados C-DotB a 0,16 mg/mL e
eutanasiados ap6s 2 dias. C-DotB: carbon dot recoberto com boronato Setas: capsula de Bowman.
Cabeca de seta branca: tabulo contorcido proximal. Cabeca de seta preta: tibulo contorcido distal.
Todas as imagens estdo com aumento de 10X.



Figura 14. Fotomicrografias de figado de camundongos C57BL/6 do grupo controle (A), do grupo C-

DotB/I 2 dias (B), do grupo C-DotB/I tumor-14d (C). Fotomicrografias de bago do grupo controle (D),
do grupo C-DotB/h 30 dias (E) e do grupo C-DotB/I tumor-4d (F). Controle: animais que ndo foram
aplicados C-DotB. C-DotB/h 30 dias: animais nos quais foram injetados C-DotB a 0,31 mg/mL e
eutanasiados apds 30 dias. C-DotB/l tumor-4d: animais com inducdo tumoral de 4 dias nos quais
foram injetados C-DotB a 0,16 mg/mL e eutanasiados ap0s 2 dias. C-DotB/I 2 dias: animais nos quais
foram injetados C-DotB a 0,16 mg/mL e eutanasiados apds 2 dias. C-DotB/I tumor-14d: animais com
inducéo tumoral de 14 dias nos quais foram injetados C-DotB a 0,16 mg/mL e eutanasiados apés 2
dias. C-DotB: carbon dot recoberto com boronato. Tracejado laranja: focos inflamatério. nec: necrose.
hpb: hiperplasia da polpa branca. pbn: polpa branca normal. Todas as imagens estdo com aumento
de 10X.
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Figura 15. Fotomicrografias de pulméo do grupo controle (A), do grupo C-DotB/I 30 dias (B), do grupo
C-DotB/h tumor-14d (C). Fotomicrografias de tumor do grupo C-DotB/l tumor-14d (A), do grupo C-
DotB/I tumor-8d (B) e do grupo C-DotB/h tumor-8d (C). C-DotB/I tumor-14d: animais com indugao
tumoral de 14 dias nos quais foram injetados C-DotB a 0,16 mg/mL e eutanasiados apoés 2 dias. C-
DotB/I tumor-8d: animais com inducdo tumoral de 8 dias nos quais foram injetados C-DotB a 0,16
mg/mL e eutanasiados ap6s 2 dias. C-DotB/h tumor-8d: animais com inducdo tumoral de 8 dias nos
quais foram injetados C-DotB a 0,31 mg/mL e eutanasiados apos 2 dias. Controle: animais que n&o
foram aplicados C-DotB. C-DotB/I 30 dias: animais nos quais foram injetados C-DotB a 0,16 mg/mL e
eutanasiados ap0ds 30 dias. C-DotB/h tumor-14d: animais com indu¢&o tumoral de 14 dias nos quais
foram injetados C-DotB a 0,31 mg/mL e eutanasiados apés 2 dias. C-DotB: carbon dot recoberto com
boronato. Tracejado laranja e fi: focos inflamatdrio. fib: fibrose. Setas azuis: alvéolos normais. Cabeca
de seta preta: alvéolos coalescidos. nec: necrose. t: células tumorais. Setas pretas: angiogénese

Todas as imagens estdo com aumento de 10X.
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5.3.5 Analise da bidistribuicdo de C-DotB nos 6rgaos por meio de microscopia de

fluorescéncia

A fim de verificar a presenca de C-DotB nos tecidos cerebral, hepatico,
renal, pulmonar, esplénico e tumoral de camundongos sem e com indugédo de
melanoma e coletados apés dois e 30 dias da aplicacao de 0,16 e 0,31 mg/mL do
nanomaterial no caso de animais sem inducéo, e apos dois dias da aplicacdo das
mesmas concentracdes de C-DotB, quando os tumores tinha quatro, oito ou 14 dias
de crescimento, a analise de laminas histologicas preparadas para microscopia de
fluorescéncia foi realizada.

Em todos os 6rgaos dos animais sem melanoma coletados apos dois e
30 dias (dados ndo mostrados) da aplicacdo das duas concentracdes de
nanomaterial ndo foi observado a presenca de C-DotB (Figura 16). O mesmo
ocorreu em relacdo aos 6rgaos e ao tumor coletados ap6s dois dias da aplicacédo
das duas concentracGes de C-DotB quando o tumor tinha quatro, oito e 14 dias de
crescimento (Figura 17). Toda fluorescéncia que pode ser visualizada nas imagens
provém da autofluorescéncia dos tecidos, como pode ser observado nas imagens do

controle.
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Cérebro Pulmao nec Bago fi
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C-DotB/h
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Figura 16. Fotomicrografias de fluorescéncia de cérebro, pulméo, figado, baco e rim de animais do grupo C-DotB/h 2 dias e do grupo controle, onde a
fluorescéncia observada nas imagens é autofluorescéncia dos tecidos. C-DotB/h 2 dias: animais nos quais foram injetados C-DotB na concentracédo de 0,31
mg/mL e apds 2 dias foram coletados os 6rgdos. Controle: animais que ndo receberam C-DotB. C-DotB: carbon dot recoberto com boronato. Todas as

imagens estdo no aumento de 10 vezes.
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Figura 17. Fotomicrografia fluorescente de cérebro, pulmao, figado, baco, rim e tumor de animais do grupo C-DotB/h tumor-4d e do grupo controle (exceto
tumor), onde a fluorescéncia observada nas imagens € autofluorescéncia dos tecidos. C-DotB/h tumor-4d: animais com 4 dias de indug¢&do tumoral nos quais

foram injetados C-DotB na concentracdo de 0,31 mg/mL e eutanasiados apds 2 dias. Controle: animais que nédo receberam C-DotB. C-DotB: carbono dot

recoberto com boronato. Todas as imagens estdo no aumento de 10 vezes.
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6. Discussao

A busca por novos agentes capazes de identificar estagios precoces do
cancer que figuem pouco tempo no organismo e que nao apresentem efeitos
adversos é continua. Para tanto, estudos pré-clinicos utilizando sistemas in vitro e in
Vivo para avaliacdo de novas substancias € um passo primordial para a formacao de
novos protocolos clinicos para o tratamento ou deteccdo de doengcas em humanos
(Dobrovolskaia, 2015). Dentre essas substancias para detecgdo do cancer carbon
dots (C-Dots) sdo 6timos agentes por apresentarem pouco tempo de retencdo no
organismo e pela sua baixa toxicidade (Huang et al.,, 2013). Com base nessas
informacdes, este estudo propds avaliar o efeito da utilizagdo de carbono dots
recobertos com boronato (C-DotB) em células de melanoma e de fibroblastos
submetidos ao cultivo celular, assim como em camundongos que foram ou nao
induzidos a desenvolver um melanoma, e neste Ultimo caso, a avaliacdo foi logo
apos quatro, oito e 14 dias do crescimento tumoral. Além disso, a biodistribuicdo de

C-DotB, nos animais também foi avaliada.

6.1 Caracterizacao fotofisica de C-DotB

C-DotB apresentaram uma Unica faixa de excitacdo, na regidao do ultravioleta,
e de emissdo, no azul. Na literatura cientifica sdo encontrados relatos de carbon
dots com fluorescéncia em mais de uma regido do espectro visivel, desde o azul até
o vermelho (Tao et al., 2012), e também de C-Dots que apresentam somente uma
faixa de fluorescéncia. Uma das razdes para ter essa diferenca é o material
escolhido para gerar C-Dots e também o método para a sintese, por exemplo uma
particula provinda de &cido citrico por duas metodologias diferentes apresentou
fluorescéncia na faixa do azul. J&4 dois materiais diferentes, que passaram pelo
processo de pirdlise por micro-ondas, produziram C-Dots que tinham fluorescéncia

na faixa do azul, verde e vermelho (Song, Zhu, & Yang, 2014).

6.2 Citotoxicidade de C-DotB

Diante da propriedade de emissdo de fluorescéncia de C-DotB, foram

utilizadas diferentes concentracdes para avaliar o seu efeito toxico sobre fibroblasto
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e células de melanoma.

Nos dois tipos celulares, C-DotB apresentou toxicidade significativa quando
expostas a maior concentracéao (0,1 mg/mL). Tao e colaboradores (Tao et al., 2012)
observaram que carbon dots produzidos a partir de diferentes estruturas de carbono
(nanotubos de carbono e grafeno) ndo apresentaram toxicidade para as células de
rim embrionario humano (linhagem 293T) na exposi¢cdo a concentragdo de 0,5
mg/mL. Contudo, Havrdova e colaboradores (2016) demonstraram que a toxicidade
de C-Dots pode estar relacionada com a sua carga e cobertura. Foram testadas trés
coberturas diferentes, uma negativa, uma neutra e uma positiva. Os resultados que
0os autores obtiveram mostraram que C-Dots com carga neutra e negativa
apresentaram ICso na concentracdo de 0,3 mg/mL enquanto que para C-Dots com
carga positiva a ICso foi de 0,05 mg/mL para células de fibroblasto murino (linhagem
NIH/3T3).

Sabendo-se que a carga de superficie pode ocasionar maior mortalidade
celular, uma possibilidade para C-DotB terem apresentado elevada citotoxicidade na
concentracdo de 0,1 mg/mL pode ser sua cobertura de boronato, que apresenta
carga negativa devido a suas duas hidroxilas. Todavia, boronato ja possui diversas
aplicacOes biolégicas. Ele pode ser usado como um hidrogel para inibir os primeiros
passos da proliferacdo do virus HIV (Roberts, Hanson, Massey, Karren, & Kiser,
2007), para monitorar a glicose sanguinea (Gamsey, Suri, Wessling, & Singaram,
2006), além de ja ter sido aprovado pelo FDA (6rgdo americano que regulariza o uso
de farmacos no pais) em 2003 como um inibidor de proteassoma para o tratamento
de mielomas multiplos (Goy & Gilles, 2004).

Como C-DotB ndo apresentaram danos relevantes aos tecidos analisados e
causaram poucas ou nenhuma alteracbes nos aspectos clinicos e
hematoldgicos/bioguimicos analisados, essa citotoxicidade nédo representa fielmente
o perfil toxico de C-DotB.
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6.3 Dinamica de proliferacéo celular

Para avaliar o efeito citotoxico de C-DotB ao longo de uma exposicao
prolongada, a dinamica de proliferacdo celular de fibroblastos e de células de
melanoma foi determinada.

As células de melanoma tiveram uma diminuicdo no seu indice celular ap6s
24 h de exposicdo a C-DotB na concentracdo de 0,1 mg/mL. Contudo, com o
decorrer do experimento pode ser observado que houve uma elevada diminuicdo da
proliferagédo celular quando expostas a concentracdo de 0,1 e 0,05 mg/mL, enquanto
que as células expostas a 0,01 mg/mL e o controle continuaram a crescer até o final
do experimento.

Diferentemente, as células de fibroblasto, passadas 24 h de exposicdo a
concentragdo de 0,01 mg/mL n&o tiveram uma diminuigdo da proliferagédo celular.
Com o decorrer do experimento, foi observado que todas as células expostas ou ndo
(controle) ao nanomaterial continuaram a proliferar, sendo que as células expostas
apresentaram uma maior proliferacéo celular.

Devido ao fato de C-DotB causar diminuicdo da proliferacdo de células de
melanoma, mas ndo causar essa diminuicdo nos fibroblastos, uma aplicagao futura
para C-DotB € o combatede melanoma, visto que nas concentracdes de 0,1 e 0,05
mg/mL ocorre a diminuicdo da proliferacdo destas células ao passo que em
fibroblastos ocorreu um aumento da sua proliferacdo. Na literatura cientifica séo
encontrado muitos relatos sobre C-Dots que sdo utilizados como agentes para
marcacao de sitios tumorais devido a sua fluorescéncia (Liu et al., 2014). Entretanto,
existem poucos relatos sobre C-Dots sendo utilizados para o tratamento de cancer.
Beack e colaboradores (2015) utilizaram C-Dots ligados a cloro €6 e a hilauronato
para o0 tratamento de melanoma por meio de terapia fotodinamica.
Interessantemente, ndo foram encontrados relatos sobre C-Dots sendo utilizados
para o tratamento de cancer sem a combinacdo com outras terapias, como pode ser

0 caso de C-DotsB analisado neste estudo.

6.4 Analise dos parametros clinicos

Tendo em vista que diversos fatores exdgenos podem ser nocivos, foi

realizada a analise da variacado do peso corporal, do consumo de racéo e a ingestao
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de agua por camundongos que foram ou ndo injetados endovenosamente com C-
DotB. Foi observado que houve uma ascensdo do peso corporal médio dos dois
grupos experimentais (C-DotB/h e C-DotB/I 30 dias) assim como o controle, além
dos animais ndo terem apresentado alteracdes clinicas como diarreia, vdomito ou
hemorragia externa. Este resultado corroborou com o que é visto na literatura
cientifica. Zheng e colaboradores (2015) demonstraram que mesmo diversas
aplicacdes de C-Dots, provindos de acido citrico, ndo causaram alteracées no peso
corporal médio dos camundongos durante 90 dias de analise.

Quanto ao consumo de racao e ingestao de agua pode ser observado que o0s
animais dos grupos experimentais mantiveram consumo parecido com o dos animais
do grupo controle, demonstrando que apds 30 dias da aplicacdo de C-DotB néo
houve alteracdo na dieta dos camundongos. Os relatos da literatura cientifica
mostram que C-Dots recobertos com polietilenoglicol (PEGisoon) ndo causam
alteracdo na alimentacdo dos animais, como foi demonstrado por Meziani e
colaboradores ( 2010a). Este é o primeiro trabalho que relata sobre a quantidade de
agua ingerida por camundongos apos a injecdo endovenosa de C-Dots.

Com base nesses dados, é possivel afirmar que C-DotB ndo causam
alteracdes nos padrbes clinicos como peso corporal, alimentacdo e ingestdo de
agua num periodo de 30 dias ap0s a injecdo da nanoparticula.

6.5 Andlises hematologicas e bioguimicas

Outro estudo para avaliar a toxicidade de C-DotB é a analise hematoldgica e
bioquimica dos animais sem inducao tumoral que foram injetados com C-DotB. Os
resultados obtidos do hemograma mostraram que, dentre todos os parametros
analisados, somente houve diferenca significativa no numero total de células
brancas (TCB), para o grupo C-DotB/h 30 dias quando comparado ao controle, e na
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), para o grupo C-DotB/I 30
dias quando comparado ao controle.

Ja o resultado do linfograma, mostrou que houve diferenca significativa na
porcentagem de linfocitos (PL), nos animais dos grupos C-DotB/h 2 dias e C-DotBl/I
30 dias quando comparado ao controle. Do mesmo modo, houve diferenca
significativa na porcentagem de mondcitos (PM), nos animais dos grupos C-DotB/h 2

dias e C-DotB/h e C-DotB/I 30 dias quando comparados ao controle. Também foram
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encontradas diferencas significativas na porcentagem de neutréfilos (PN), nos
animais do grupo C-DotB/h 30 dias quando comparado ao controle.

E possivel observar na literatura cientifica que C-Dots podem ou ndo causar
diferencas significativas nos parametros analisados no presente estudo. Zhou e
colaboradores (2015) mostraram que C-Dots conjugados com a toxina B da colera
nao causou diferenca significativa nos parametros de hemoglobina, plaquetas e
hematdcrito. Outra particula testada foi C-Dots provindos de nanotubos de carbono
por Tao e colaboradores (2012), onde foi possivel observar que nao houve diferenca
significativa para os mesmo parametros analisados neste estudo. Ja Zheng e
colaboradores (2015) mostraram que C-Dots provindos de &cido citrico
apresentaram diferencas significativas nos parametros de numeros totais de células
vermelhas, nimeros totais de células branca e hemoglobina.

A diferenca encontrada em TCB pode ser explicada pelo tamanho de C-DotB.
Por possuirem tamanho menor que 10 nm, pode ocorrer a aglomeracdo dessas
nanoparticulas, passando a terem tamanho parecido com determinados virus
(Zheng et al., 2015), o que poderia estimular uma maior producédo de células do
sistema imune. Como a diferengca em CHCM néo foi observada em outros trabalhos
e por ser pouco significativa (p<0,05), talvez ela ndo represente verdadeiramente
alteragdes bioldgicas.

Dentre os parametros bioquimicos analisados, somente foi encontrado um
aumento significativo na fosfatase alcalina, quando comparado o grupo C-DotB/I 30
dias com o controle. Nos trabalhos de Zheng e colaboradores (2015), assim como
Tao e colaboradores (2012), ndo foi encontrada alteragdo significativa nos
parametros ALT, AST, ureia, creatinina e fosfatase alcalina para os C-Dots utilizados.
O aumento observada da fosfatase alcalina pode estar relacionado com doencas
hepéticas ou 6sseas (Udristioiu, lliescu, Cojocaru, & Joanta, 2014). Um dos métodos
para avaliar se a fosfatase alcalina é hepética ou 6ssea é realizar exames com
outras enzimas do figado, como ALT ou AST. Ao analisar ALT e AST do grupo que
apresentou altos valores de fosfatase alcalina, pode-se observar que os valores de
ALT e de AST estdo de acordo com os do controle. Com base nisso, pode se dizer
gue essa fosfatase alcalina € devida a algum dano 0sseo. Entretanto, mais estudos
devem ser feitos para comprovar a origem dessa fosfatase, como teste dos niveis de

gama GT, de fosfato e de calcio no sangue.
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6.6 Analise dos 6rgaos por microscopia de luz

Para analisar possivel toxicidade de C-DotB aos tecidos, foram feitas laminas
histolégicas dos 6rgaos de interesse: cérebro, pulmao, figado, baco, rim e tumor.

Os relatos na literatura cientifica mostram que C-Dots em geral ndo causam
danos aos tecidos, principalmente em pulmao, figado, baco, rim e coracao. Meziani
e colaboradores (2010) mostraram que C-Dots recobertos com PEG ndo causaram
danos ao figado, baco e rim apos aplicagcbes de C-Dots nos dias 1, 7 e 28. Do
mesmo modo, Zheng e colaboradores ( 2015) mostraram que C-Dots provindos de
acido citrico ndo causaram danos ao cérebro, figado, pulmao, rim, baco e coragéo
apos 90 dias de tratamento.

Os resultados obtidos mostraram que tanto nos cérebros como nos rins nao
foram encontrados qualquer dano ao tecido, como também nao foram encontrados
sinais de necrose ou de inflamacao, corroborando o que é encontrado na literatura.

Na analise do pulmédo foram encontrados focos inflamatorios e de fibrose,
principalmente nos grupos que tinham melanoma. A fibrose e os focos inflamatérios
nos pulmdes dos animais com melanoma era algo esperado, visto que melanoma
causa metastase nos pulmdes (Martinez et al., 2005; Monge-Fuentes, 2014), apesar
de néo ter sido observado focos metastaticos nas laminas analisadas. Como néo era
esperado a presenca de focos de inflamacéo, de fibrose e alvéolos coalescidos nos
animais sem tumor e que foram injetados com C-DotB, incluindo também os animais
controle, provavelmente, algum fator externo pode ser elencado para explicar a
causa dessas alteracbes morfologicas. Entre os fatores externos que devem ser
investigados sdo a maravalha, a racdo e/ou os locais onde 0s animais Ssao
acondicionados.

Animais que foram injetados com C-DotsB n&o apresentaram danos no
figado, como também encontrado na literatura. Contudo, alguns animais que tinham
melanoma apresentaram focos inflamatérios, de necrose e hepatdcitos com
citoplasma vacuolizado. Isso pode ser explicado devido ao melanoma, que pode
causar metastase no figado (L. Wang et al., 2009).

N&o foram encontrados danos na analise histopatologica do baco, nem focos
de necrose, corroborando o que é encontrado na literatura cientifica. Um aspecto
estudado nesse trabalho foi o tamanho da polpa branca que estéa relacionado com a

guantidade de células do sistema imune que estdo no baco (Elmore, 2006). Todos os
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grupos que tinham melanoma apresentaram polpa branca alongada por estarem
produzindo células do sistema imune, provavelmente devido a presenca do
melanoma. Os animais do grupo que foram injetados C-DotB na maior concentracao
(0,31 mg/mL) e monitorados por 30 dias também apresentaram hiperplasia da polpa
branca, o que corroborou o resultado encontrado no hemograma para o total de
células brancas desse grupo, que estavam em maior quantidade quando comparado
com o controle.

Neste estudo foi possivel ver diferentes estados de necrose e de focos
inflamatoérios nos tumores analisados. Monge-Fuentes (2014) mostrou que € comum
0s tumores de melanoma apresentarem discretos focos de necrose e inflamagéo.
Contudo, neste estudo foi possivel observar grandes areas de necrose e de
inflamacé&o, o que pode estar sendo ocasionado pela presenca de C-DotB. C-Dots
utilizados para o tratamento de melanomas e outros canceres geralmente estéo
acoplados com outra substancia. Como ja dito anteriormente, C-Dots pode ser
usados para o tratamento de melanoma por meio de terapia fotodinamica (Beack et
al., 2015). C-Dots também podem ser ligados a nanocristais de ferro para o
tratamento fototermal de melanoma (H. Wang et al., 2014). Contudo, ndo existem
relatos na literatura cientifica de tratamentos com C-Dots sem a ligacdo a
substancias anticancerigenas que sejam capazes de causar danos ao tumor. Com

base nisso, uma possivel futura aplicacdo de C-DotB é o tratamento de melanomas.

6.6 Analise dos 6rgaos com microscopia de fluorescéncia

Para que fosse comprovado o local de deposicdo de C-DotB nos o6rgaos
analisados, laminas histolégicas foram analisados por microscopia de fluorescéncia.
Na literatura cientifica ha relatos de C-Dots em 6rgédos como figado e baco apos seis
horas da aplicacédo de C-Dots (Meziani et al., 2010a). Tao e colaboradores ( 2012)
observaram C-Dots recobertos com PEG no tumor apés duas horas da aplicacdo de
C-Dots. Contudo, ja era esperado que nao fosse encontrada fluorescéncia de C-
DotB nos grupos acompanhados por 48 horas, pois os resultados obtidos das
imagens de fluorescéncia in vivo e ex vivo mostraram que havia pouca fluorescéncia
nos animais. Um dos fatores para que nao fosse visualizado C-DotB poderia ter sido
a metodologia adotada, pois para substancias fluorescentes, € comum se congelar

0s Orgaos para que a fluorescéncia seja preservada por mais tempo (Yokoi et al.,
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2015). Apesar de C-Dots néo perderem a sua fluorescéncia como outras substancias
fluorescentes, Tao e colaboradores (2012) utilizaram essa metodologia para
visualizar a fluorescéncia de C-Dots no tumor. Contudo, Meziani e colaboradores (
2010a) utilizaram a mesma metodologia aplica neste trabalho: utilizaram o método
da histologia classica, o qual consiste na fixacdo do material e utilizacdo de parafina
para o emblocamento e obtencdo de laminas histologicas, e obtiveram éxito na
visualizacdo de C-Dots. Contudo, para comprovar que a metodologia adotada neste
trabalho ndo foi a mais adequada para a visualizacdo de fluorescéncia de C-DotB,
deve ser testado o método de congelamento das amostras no mesmo periodo (2 e
30 dias) apos a aplicagédo de C-DotB.
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7. Conclusdes

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

De acordo com os resultados obtidos, pode-se ter as seguintes conclusdes:

C-DotB apresentou espectro de absorbéancia e de excitacdo na regido do
ultravioleta (abaixo de 400 nm) e de emisséo de fluorescéncia na regidao do
azul (de 420 até 500 nm).

Ensaio de citotoxicidade mostrou que a maior concentracdo de C-DotB (0,1
mg/mL) gerou mortalidade celular significativa para NIH/3T3 e B16F10

Ensaio de proliferacdo celular mostrou que células NIH/3T3 tém uma maior
curva de crescimento celular que o controle quando expostas por 168 horas a
C-DotB em diferentes concentra¢cbes (0,01; 0,05 e 0,1 mg/mL). Ja as células
B16F10 apresentaram curvas de crescimento celular menores que o controle
guando expostas as concentracdes de 0,05 e 0,1 mg/mL.

C-DotB nao ocasionou, em camundongos C57BL/6, perda de peso corporal,
ou alteracdo no consumo de racao e na ingestdo de agua pelo periodo de 30
dias apds a sua aplicacao.

Ocorreu aumento no numero de células brancas de um grupo monitorado por
30 dias, indicando que, a longo prazo, C-DotB pode causar processos
inflamatorios.

Ndo foram observadas anormalidades nos parametros bioquimicos
relacionados a danos hepéticos e renais, apesar de ter sido constatado
alterados para a fosfatase alcalina que pode indicar problemas 6sseos.

N&o foram encontradas alteracbes morfoldgicas no cérebro, pulmao, figado,
baco e rim de animais nos quais foram aplicados C-DotB.

Nao foi possivel observar fluorescéncia de C-DotB nas laminas histolégicas
de fluorescéncia apés 2 e 30 dias da aplicagdo do material.

Possivelmente, C-DotB ocasionou maior recrutamento de células do sistema
imune ao sitio tumoral, visto que foram encontrados varios focos de necrose e

infiltrados inflamatérios na regido tumoral.

10) Diante dos resultados dos experimentos in vitro e in vivo, Carbon dots

recobertos com boronato podem ter aplicacdo biomédica por serem

biocompativeis e apresentarem baixa toxicidade.
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