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RESUMO

Quando ocorre uma grande producdo de radicais livres em relagdo as defesas antioxidantes
chamamos de estresse oxidativo, e o excesso dessas substancias oxidantes apresentam efeitos
prejudiciais, como peroxidagao lipidica, oxidacdo de proteinas, além de danos no material
genético, podendo contribuir para o desenvolvimento de véarias condigdes patologicas,
reduzindo drasticamente a qualidade de vida da populagdo. Por isso, entender melhor o
processo pelo qual ocorre a producao de radicais livres, como seus danos e formas de
minimizar tais prejuizos ¢ tdo importante. Varios fatores contribuem para o estresse oxidativo
e o excesso de producdo de radicais livres, incluindo dieta, estilo de vida e condigdes
ambientais. O uso da Drosophila melanogaster em toxicologia e pesquisa de mecanismos
bioquimicos apresenta muitas vantagens devido a capacidade de programar doses controladas,
facilidade de avaliar multiplos marcos de desenvolvimento dentro de um curto ciclo de vida, e
a capacidade de estudar um grande niimero de individuos ao mesmo tempo. A exposi¢do pode
ser avaliada em estdgios de desenvolvimento embrionario, larval, pupal e adulto. Esse trabalho
avaliou os efeitos da exposicdo do 2,2'-azobis-2-amidinopropane ¢ também de pontos
quanticos de tamanhos magicos funcionalizados com caddmio e selénio no desenvolvimento
larval (ovo - larva) de D. melanogaster, sendo dividido em duas partes. A primeira teve o foco
em avaliar os efeitos nas defesas antioxidantes ¢ danos oxidativos das larvas expostas a
molécula 2,2"-azobis-2-amidinopropane. Os resultados mostram alteragdes morfoldgicas,
morte celular e toxicidade. Além disso, foi encontrado um aumento dramatico de
Malondialdeido e Produtos Proteicos de Oxidacdo Avancadas, ¢ aumento da atividade da
Superoxido Dismutase e Catalase nas larvas expostas ao AAPH, devido este composto solivel
em agua e em temperatura fisiologica gerar radicais livres in vitro, pois a sua decomposi¢ao
gera um mol de azoto e dois mols de radicais de carbono. E a segunda etapa, foi investigar os
efeitos da exposi¢do embriondria de quantum dots de cadmio e selénio nas larvas de D.
melanogaster, em relagdo a marcadores de estresse oxidativo, danos teciduais, apoptose e
toxicidade. Nossos resultados mostram que a ingestao oral de Quantum Dot de Seleneto de
Cadmio na concentragdo de 0,3 mg/mL ¢ capaz de gerar danos no intesino médio, reduzir a
taxa de eclosdo além de aumentar o estresse oxidativo. Nossos resultados indicam um modelo
que permite estudar o estresse oxidativo e os danos no sistema gastrointestinal larval, além de
poder ser utilizado como ferramenta para triagem de moléculas com potencial antioxidante e
protetor.

Palavras-chave: Drosophitoxicologia, Estresse Oxidativo, Modelos Experimentais,
Nanoparticulas, Quantum Dots.



ABSTRACT

When it occurs a large production of free radicals concerning the antioxidant defenses, we call
it oxidative stress, and the excess of these oxidizing substances has harmful effects, such as
lipid peroxidation and protein oxidation, in addition to damage to the genetic material, which
may contribute to the development of several pathological conditions, drastically reducing the
quality of life of the population. Therefore, a better understanding of the process by which the
production of free radicals occurs, how their damage, and ways to minimize such damage is so
important. Several factors contribute to oxidative stress and excess free radical production,
including diet, lifestyle, and environmental conditions. The use of Drosophila Melanogaster
in toxicology and biochemical mechanism research has many advantages due to the ability to
implement controlled doses, the ease of assessing multiple developmental milestones within a
short life cycle, and the ability to study large numbers of individuals at the same time.
Exposure can be assessed at the embryonic, larval, pupal, and adult stages of development.
This work evaluated the effects of exposure to 2,2"-azobis-2-amidinopropane and also magic
size quantum dots functionalized with cadmium and selenium on larval development (egg-
larvae) of Drosophila Melanogaster, being divided into two parts. The first focused on
evaluating the effects on antioxidant defenses and oxidative damage of larvae exposed to the
2,2"-azobis-2-amidinopropane molecule. The results show morphological changes, cell death,
and toxicity. In addition, a dramatic increase in MDA and AOPP was found, and an increase
in SOD and CAT activity in larvae exposed to AAPH, because this compound, soluble in
water and at physiological temperature, generates free radicals in vitro, as its decomposition
generates a mol of nitrogen and two moles of carbon radicals. The carbon radical can combine
to produce stable products or react with molecular oxygen to generate peroxyl radicals -
maintaining a constant rate of free radical production in the developmental environment that
can induce oxidative damage. And the second step was to investigate the effects of embryonic
exposure to quantum dots of cadmium and selenium in Drosophila Melanogaster larvae, to
markers of oxidative stress, tissue damage, apoptosis and toxicity. That’s results show that the
oral ingestion of QD 0.3 mg/mL can to damage the midgut, reduce the hatching rate, and
increase oxidative stress. Quantum dots have very interesting optical properties and are being
used more and more in numerous applications, so understanding their effects on living
biological models is very important. Our results indicate a model that allows studying
oxidative stress and damage in the development of the embryonic gastrointestinal system, in
addition to being capable to be used as a tool for screening molecules with antioxidant and
protective potential.

Keywords: Drosophitoxicology, Oxidative Stress, Experimental Models, Nanoparticles,
Quantum Dots.
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1. Introducao

O estresse oxidativo ¢ considerado uma consequéncia de um desequilibrio entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e as defesas antioxidantes, e devido ao
acimulo de compostos pro-oxidantes, o estresse oxidativo foi considerado como facilitador
de uma variedade de condi¢des patologicas, como diabetes, cancer e doencgas
neurodegenerativas (Valko et al., 2007). E um importante mediador de danos celulares e
estruturais que incluem material genético, proteinas e membranas lipidicas, além disso, a
exposi¢cdo prolongada a fatores pro-oxidantes leva a uma alteragdo funcional de enzimas-
chave na biossinalizacdo e estruturas celulares que causam danos a expressao génica

(SHARIFI-RAD et al., 2020).

Diante da constante exposi¢ao dos tecidos as EROs, em condigdes fisiologicas, o
organismo apresenta sistemas antioxidantes. O comprometimento ou saturacdo desses
sistemas sdo fatores determinantes para o desequilibrio (TELES, 2015). Em estudos sobre
estresse oxidativo, ¢ muito importante selecionar uma fonte adequada de radicais livres. A
decomposicdo de um composto azo solivel em 4gua, 2,2,-azobis(cloridrato de 2-
amidinopropano, AAPH) em temperatura fisioldgica gera radicais livres in vitro que podem
induzir danos ao organismo, sendo frequentemente utilizado no estudo da peroxidacdo
lipidica e para a caracterizacdo de antioxidantes (LIU et al., 2002). A decomposicao de
AAPH produz uma mole de azoto e duas moles de radicais de carbono. Os radicais de
carbono podem se combinar para produzir produtos estdveis ou reagir com o 0xigénio
molecular para gerar radicais peroxil - mantendo uma taxa constante de producao de radicais
livres em solugdo (LI et al., 2020). E possivel expor tanto proteinas, quanto usar modelos

vivos em tais estudos.

Drosophila melanogaster ¢ uma pequena mosca da familia Drosophilidae
(FREIRE-MAIA; PAVAN, 1949) que apresenta grandes vantagens para variados testes
biologicas devido a seu répido ciclo de vida, grande quantidade de informacdes sobre seu
genoma, facil manipulacdo laboratorial, pouca exigéncia nutritiva e baixo custo de
manutencdo (OLIVEIRA et al., 2007). Esta espécie também tem sido muito utilizada como
modelo-biologico para avaliar o efeito toxico-genético de substancias nocivas ao genoma, em
ensaios in vivo e in vitro. Com o passar dos anos, esse modelo foi tornando-se mais e mais
conhecida no ramo cientifico. Difundiu-se um modelo multivalente e hoje, na era genomica,
ela vem sendo utilizada no entendimento de fendmenos bioldgicos muito variados, entre eles
os processos do desenvolvimento, envelhecimento (SHAPOSHNIKOV et al., 2022), cancer
(LESLIE, ROSALIE, KATE., 2021), Alzheimeir (CARMO et al., 2021), comportamentos
de memoria e aprendizagem (LEI, HENDERSON, KELEMAN., 2022) entre tantas outras

aplicacdes.
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2. Referencial Teorico

2.1 Estresse Oxidativo, Defesa Antioxidante e Danos Celulares

O estresse oxidativo ¢ definido pela interrupcdo da homeostase redox pela
geracdo desregulagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e ou a reducdo
mecanismos endogenos de defesa antioxidante (SIES., 2015). Quando presente em
baixas concentragdes, EROs desempenham uma fungao critica na homeostase celular.
(CICHOZ-LACH e MICHALAK., 2014). No entanto, o excesso de EROs causa
disfuncdo celular, peroxidacdo de proteinas e lipidios, danos ao DNA e, eventualmente,

leva a danos celulares irreversiveis e morte.

Por defini¢do, o termo radical livre refere-se a d&tomos ou moléculas altamente
reativos, que contém numero impar de elétrons na ultima camada eletronica e este ndo
emparelhamento de elétrons da ultima camada ¢ que lhes confere esta alta reatividade,
tornando-os rapidos por retornar ao estado de equilibrio eletronico (HALLIWELL e
GUTTERIDGE., 1989). Espécies de radicais livres incluem o radical anion superoxido
(Oy), radical hidroxila (OH), alcoxila (OR), 6xido nitrico (NO) e radicais peroxila
(OOR) e também os radicais ndo livres, que compreendem perdxido de hidrogénio
(H,0,), didxido de nitrogénio (NO;) e peroxinitrito (ONOO), entre outras (SIES e
JONES., 2020).

Sob condigoes patoldgicas, o excesso de EROs pode resultar na estimulacio da
sinalizagdo redox patologica que pode causar danos celulares (SIES., 1986) . Devido ao
estresse oxidativo produzido durante as condigdes patoldgicas e fisioldgicas do
metabolismo aerobico, varios compostos organicos, como DNAs, lipidios, carboidratos
e proteinas, sdo estruturalmente danificados. Um nivel oxidante adequado ¢ mantido por
um sistema natural chamado sistema de defesa antioxidante, que atua tanto por

processos enzimaticos quanto nao enzimaticos (CAMPBELL e COLGAN., 2019).

Quando certas EROs reagem com biomoléculas, ocorre dano oxidativo ou
nitrosativo, que pode ser detectado medindo produtos especificos que resultam de tais
danos, que chamamos de biomarcadores de danos oxidativos ou nitrosativos
(HALLIWELL E GUTTERIDGE., 2015). A adi¢do de um elétron a uma molécula de

oxigenio no estado fundamental gera a formagao do anion superdxido.

M O+e — 0"
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Para proteger-se dos efeitos deletérios de subprodutos do proprio metabolismo
celular e também em condi¢des de estresse oxidativo, as células possuem um efetivo
sistema de defesa antioxidante enddgeno, com componentes enzimaticos € nao
enzimaticos que visam a protecdo pela conversdao de EROs em produtos menos nocivos
por meio de uma cascata de reacdes. Entre as defesas enzimaticas, a superoxido
dismutase (SOD) e a catalase (CAT) sdo duas importantes enzimas essenciais para a
primeira linha de defesa celular contra danos oxidativo (PRUCHNIAK; ARAZNA;
DEMKOW, 2016).

Um desses produtos nocivos gerados nesse processo ¢ o peroxido de hidrogénio
(H,O,) pode ser gerado por diferentes fontes, incluindo fatores de crescimento,
estressores quimicos, ou quimiocinas. E mantido em baixas concentra¢des a uma faixa
nanomolecular de 1-100 nm, sendo a molécula central implicada na sinalizagdo celular
regulando redox reagdes; no entanto, a concentracao final de HO, depende dos sistemas
de remocdo (GIORGIO et al., 2007). O superdxido ao receber mais um elétron e dois
ions hidrogénio forma perdxido de hidrogénio (H,0;), através do processo chamado
dismutagdo. Essa reacdo ¢ catalisada pela enzima superdxido dismutase (SOD) que ¢
encontrada em quantidades elevadas nas células de mamiferos e que acelera a reagdo a
10% vezes a freqiiéncia para dismutagio espontanea num pH fisiologico (ALKADI,

2020).

o 20,7+ 2H —>22 4 H,0,+0,

Atravessa facilmente as membranas por aquaporinas € retém a sinalizagdo redox
através de residuos de cisteina (Cys). H,O, oxida residuos de Cys em proteinas
produtoras de acido sulfénico (R-SOH). Se a oxidag¢do continua, R-SH ¢ convertido em
acido sulfinico (R-SO,H) e, posteriormente, se a oxidacdo continua, para (R-SOs;H)
acido sulfonico (GUPTA e CARROLL., 2014). O mecanismo melhor caracterizado pelo
qual o H,O, atuaria como molécula sinalizadora seria por meio da oxidacdo de residuos
criticos de Cys de proteinas que respondem as alteracdes no balanco redox

(D’AUTREAUX; TOLEDANO, 2007).
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A CAT ¢ uma proteina heme (EC 1.11.1.6), uma das mais eficientes enzimas
conhecidas, faz parte do sistema de defesa antioxidante da maioria dos organismos
aerobios. A evolucdo desta enzima provavelmente ocorreu quando o planeta Terra
passou a ter uma atmosfera oxigenada e os organismos necessitaram neutralizar os
subprodutos toxicos do O, (BRAVO et al., 1995). A primeira descricdo desta enzima
ocorreu em 1900, durante um estudo envolvendo folhas de tabaco, quando a capacidade
de metabolizar H,O, foi associada a uma enzima especifica, a qual foi denominada

catalase (LOEW, 1900). E eficiente em transformar peroxido de hidrogénio em agua:

CAT
2H,0, » O,+2H,0
NADPH )

Esta presente principalmente em tecidos que possuem no interior de suas células
os peroxisomos. Coragdo, pulmdes e cérebro estdo mais expostos aos danos provocados
pelos radicais livres, pois ndo possuem peroxisomos. Nestes 6rgaos o H,O, se difunde

para o sangue, onde reage com a CAT eritrocitaria e assim ¢ inativado (GOODSELL,
2004).

Assim, uma segunda linha de enzimas de defesa, como GPx e glutationa-S-
transferase (GST), aldo-ceto redutase e aldeido desidrogenase (ALDH), sdo essenciais
contra as ERO. A glutationa, um composto molecular tanto na forma reduzida (GSH)
quanto na forma oxidada (GSSG), estd envolvida atuando como coenzima para varias
enzimas € também como substrato para GPx e GST durante o mecanismo de defesa
celular contra peroxidagdo de lipidios e hidrogénio (SADASIVAM et al., 2022). O
sistema de defesa antioxidante inclui ainda algumas moléculas enddgenas como a
albumina, transferrina, ferritina, acido trico, bilirrubina e antioxidantes exdgenos

obtidos da dieta como os flavonoides e vitaminas E e C.
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2.2 Nanomedicina, Nanoparticulas e Quantum Dots

A nanotecnologia ¢ uma industria em crescimento com ampla gama de aplicagdes em
produtos de consumo e desenvolvimento de tecnologia. No campo biomédico, as
nanoparticulas estdo encontrando uso crescente como agentes de imagem para marcagao
biomolecular, e direcionamento especifico a tecidos. As propriedades fisico-quimicas das
nanoparticulas devem ser adaptadas para a aplicagao especifica. Por exemplo, a estabilidade
quimica e fisica das nanoparticulas no meio biologico (sem oxidagao, agregagdo, aglomeracao
ou toxicidade) sdo frequentemente necessarias (ZHENG, MORTENSEN, DELOUISE.,
2013). Nanomateriais com pelo menos uma dimensdo inferior a 100 nm sdo basicamente
conhecidos como nanoparticulas, e existem no meio ambiente, a partir de fontes naturais como
atividades vulcanicas, incéndios florestais e/ou provenientes de atividades humanas, como

fumo, emissoes industriais € consumos tecnoldgicos (SHI et al., 2001).

O destino e o padrdo de distribui¢do das nanoparticulas na natureza ainda ndo
totalmente conhecidas e legisladas e precisam ser examinados, pois as nanoparticulas sdo
capazes de atravessar as células e induzir sistemas de defesa (TARRAHI et al., 2019). A
utilizacdo de nanoparticulas em véarias industrias, como nos segmentos de eletronica,
agricultura, medicina e farmacia, liberam residuos abundantes, que chegam aos ecossistemas,
que podem prejudicar os organismos vivos na 4gua, como as plantas aquaticas e
insetos. Portanto, os estudos nanotoxicologicos estdo focados ndo apenas nas caracteristicas
fisicas e quimicas dos nanomateriais, mas também na satide dos organismos vivos afetados

pelas nanoparticulas (FISCHER E CHAN., 2007).

Pontos quanticos (QDs), também conhecidos como nanocristais semicondutores, sio uma
classe de novos nanomateriais com faixas de diametro de 1 a 10 nm (Brunetti et al., 2013)
Esses nanocristais sdo geralmente esféricos ou quase esféricos e contém elementos
pertencentes ao grupo II-VI (CdSe, CdS, CdTe, ZnS, et al.) ou grupo III-V (InP, InAs, Cu,,
InS) (Mattoussi et al., 2000), possuem caracteristicas Opticas e elétricas Uinicas, como espectro
de emissdo estreito e simétrico , tamanho ajustdvel e composi¢do de material (PANDEY e

BODAS., 2020).
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Nos ultimos anos, a aplicacdo de QDs em campos biologicos ¢ biomédicos tem sido
explorada, e sua faixa de aplicagdo depende em grande parte da eficdcia e toxicologia
(STRTAK et al., 2017). Ele foi gradualmente desenvolvido em um novo tipo de sonda
fluorescente, trazendo mudancas para imagens bioldgicas e diagnostico de doencas (WU et al,.
2018). O comprimento de onda de emissdo de fluorescéncia dos QDs cobre toda a regido do
visivel, at¢é mesmo a regido do infravermelho, se ajustar seu tamanho e composi¢cdo. Em
comparagdo com os corantes fluorescentes tradicionais, os QDs tém maior deslocamento de
Stokes, boa resisténcia ao fotobranqueamento, intensidade de fluorescéncia forte, alto
rendimento quantico e estabilidade e sdo apropriados para observagdo de longo prazo ou em

tempo real sob excitacdao continua de luz excitante (LI et al., 2018).

Além disso, a capacidade de interagir com proteinas os tornam excelentes marcadores
para sistemas com luminescéncia estavel. A estrutura ultra-pequena de CdSe QDs também ¢
um recurso chave, pois as particulas sdo excretados através rins. Embora o uso experimental e
clinico tem sido atraente, sua potencial toxicidade ¢ um fator que dificulta seu uso , sendo um
obstaculo que precisa ser superado (SARAIVA et al., 2022). Devido a potencial toxicidade de
metais pesados, a biosseguranca de QDs com metais pesados como nucleo: especialmente Cd
** (cadmio), como CdSe (seleneto de cadmio) e CdTe (telureto de cadmio), tem atraido grande
atencao dos pesquisadores, embora muito progresso tenha sido feito, a toxicidade potencial
dos QDs a base de Cd ndo foi totalmente elucidada. Portanto, ¢ importante avaliar suas
propriedades toxicoldgicas. E de conhecimento comum que a toxicidade dos QDs esta
relacionada a muitos fatores, como composicdo quimica, tamanho da particula, estrutura da
forma, carga, modificacao da superficie e concentragdao (MANSHIAN et al., 2017; ZHENG et
al., 2017; MURASE et al, 2019).
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2.3 Drosophila melanogaster, Desenvolvimento e Morte Celular

A mosca da fruta, Drosophila melanogaster (MEIGEN, 1830) foi estabelecida como
uma excelente ferramenta para a pesquisa em uma ampla gama de assuntos, incluindo
doengas, desenvolvimento, fisiologia e genética. Gragas a uma abundancia de ferramentas
genéticas, estoques de moscas publicamente disponiveis e bancos de dados, bem como sua
semelhanga biologica com sistemas de mamiferos, a Drosophila se solidificou como um

organismo modelo chave para elucidar muitos aspectos da doenga humana.

E amplamente utilizado como organismo modelo em genética, bioquimica, biologia
celular e biologia do desenvolvimento. Desde as ltimas décadas, tem sido utilizado como
modelo para elucidar doengas humanas, ¢ de forma incipiente para estudos toxicoldgicos
(BANGI, 2020). Como um inseto holometabolo, sofre varias mudangas drasticas no plano
corporal ao longo de sua vida. Progredindo de ovo (embrido), larva, pupa e finalmente
adulto, cada estdgio fornece uma plataforma unica para estudar uma ampla variedade de
doengas ¢ condigdes. Além disso, o desenvolvimento desse animal ¢ resultado de uma
estreita coordenagdo entre os sinais dos hormonios, nutrientes e peptideos semelhantes a
insulina (Dilps) que atuam em conjunto para permitir o crescimento fisiolégico adequado do

animal (ALLOCCA; ZOLA; BELLOSTA, 2018).

Figura 1- Ciclo de vida Drosophila melanogaster
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Ao completar o desenvolvimento embrionario, uma larva de primeiro instar eclode do
ovo e comeca a comer. Nesta fase € necessario que a larva consuma alimentos nao apenas
para o crescimento, mas também para converter em armazenamento como gorduras e
acucares no corpo gorduroso, de onde sera utilizado para sustentar a larva durante a
metamorfose. A medida que as larvas crescem, elas trocam seu exoesqueleto por meio de
um processo chamado muda. A cada muda, a larva entrard em um novo estdgio instar,
progredindo por trés instares antes de uma muda final para formar uma pupa. O
desenvolvimento do embrido ao adulto leva cerca de 10 dias e a vida adulta de 1 a 2 meses
(JOHNSON e STOLZING, 2019), permitindo investigacdes em centenas de descendentes
nos estagios juvenil (larva e pupa) ou adulto.

A metamorfose surge durante o estigio de pupa e a maioria das estruturas
embriondrias e larvais se degradam durante esse periodo, enquanto os discos imaginais, que
consistem principalmente de células epiteliais indiferenciadas, se diferenciam nos 6rgaos
adultos. Durante essa transi¢do, o animal ndo consegue se alimentar do ambiente externo e
para sobreviver ativa um processo chamado desenvolvimental-autofagia, um mecanismo de
sinalizacdo de ‘“autoalimentacdo” que converte os nutrientes armazenados do corpo
gorduroso em nutrientes € macromoléculas necessarias para produzir a energia necessaria
para a sobrevivéncia do animal (ANDING E BAEHRECKE, 2015).

Sendo assim, permite um amplo acesso de estudos, principalmente na fase larval
apresentando um bom modelo para estudar diferentes tecidos, devido a sua organizacao
celular possui semelhancas a dos mamiferos e fungdes equivalentes, como a morte celular e
processos bioquimicos. Existem varias causas para a morte celular, incluindo estimulos
causadas por estresse ou mesmo fatores de transcricdo, muito progresso foi feito na
compreensdo da “apoptose” de Drosophila, um termo usado para descrever células mortas
que sofrem condensa¢do do volume celular e fagocitose (KORNBLUTH E WHITE., 2005).
Semelhante a outros organismos, as vias de morte celular em D. melanogaster podem ser
ativadas em resposta a danos no DNA e excesso de estresse imposto em varios
compartimentos subcelulares por fatores extrinsecos (VASUDEVAN E RYOO, 2016).

Tais estimulos convergem na ativagdo de trés genes pro-apoptoticos (R.H.G.), que
antagonizam DIAP-1 (inibidores de proteina apoptotica de mamiferos). Isso leva a formagao
do apoptossoma pela complexagdo de Dronc (Caspase-9 de mamifero) com Dark (Apaf-1 de
mamifero), iniciando assim uma cascata proteolitica para ativagdo de caspases executoras,
Drice e DCP-1 (Caspase-3/6/de mamifero 7) e, finalmente, levando a apoptose (SHINODA
et al., 2019). Como a apoptose de Drosophila requer a expressdo de antagonistas de AP, as
sequéncias regulatorias em seu /ocus devem de alguma forma “interpretar” o estresse pro-

apoptotico e as vias de sinalizacdo (ZHANG et al., 2008).
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3. Objetivo

3.1 Objetivos Gerais
Avaliar os efeitos da exposi¢ao do 2,2'-azobis-2-amidinopropane em larvas de Drosophila

melanogaster em desenvolvimento como um modelo animal alternativo de danos oxidativo.

Avaliar os danos no sistema tratogastrointesinal e atividade antioxidante da ingestdao oral do

quantum dot de selenato de cadmio no periodo desenvolvimental de Drosophila melanogaster.

3.2 Objetivos Especificos
a) Toxicidade Desenvolvimental: eclosdo ovo-pupa e emergencia ovo-adulto.
b) Danos Oxidativos Estruturais: Produtos Proteicos de Oxidagdo Avangadas e
Peroxidagao Lipidica.
c) Defesa Antioxidante: Atividade Superoxido Dismutase, Catalase, Capacidade
Antioxidante Total, e Conteudo Intracelular de EROs.
d) Morfologia: Analise Estrutural e Coloragdo Hematoxilina ¢ Eosina

e) Imunomarcacdo para Caspase-3 Clivada.

4. Metodologia

4.1 Cepa da mosca

Moscas adultas da cepa Canton-S foram utilizadas para obtencao e coleta de ovos
para os experimentos. Adultos machos e fémeas foram colocados em um frasco contendo
fundo de 4gar e meio enriquecido, apds 12 horas os ovos foram recolhidos e contados para
serem colocados em novos frascos para se desenvolverem sendo expostos aos tratamentos

controle e AAPH 30mM, controle e QD CdSe nas concentracdes de 0,1 e 0,3 mg/mL.

4.2 Exposicao

O tratamento com moscas foi administrado via alimento e iniciado imediatamente
apos a oviposi¢do. O AAPH (Sigma-Aldrich, Co LLC, USA) foi preparado diluido em agua
destilada na concentragdo final de 30 mM, e entdo sendo adiconado 5 mL a 1 g de meio
enriquecido de puré de batata (75% puré instantaneo, 15% extrato de levedura, 9,3% glicose e
0,07 % nipagina) e, em seguida, adicionados os ovos recém-coletados para desenvolver até
L3, onde entdo serdo coletados. Os QDs foram diluidos para concentracdo final de 0,3 mg e

0,1 por mL e adicionados ao meio enriquecido juntamente com os ovos recém coletados.
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4.3 Coleta de larvas em terceiro instar

Apoés 3 dias, os ovos adicionados se desenvolveram em larvas de 3 estagio. As
larvas no estagio 3 foram coletadas, lavadas para serem quantificadas, homogeneizadas para
os ensaios bioquimicos, inclusdo histologica e ensaio de toxicidade. Para toxicidade, foi
avaliada a taxa de desenvolvimento de ovos a larvas (eclosdo) e da emergéncia de moscas das

pupas formadas.

4.4 Preparacao de homogeneizado de larvas para ensaios bioquimicos

As larvas (30 larvas por tratamento; 3 réplicas por grupo) foram homogeneizadas
em 1 mL de tampao de homogeneizagdo frio (tampao fosfato de sddio 4 0,1 M contendo KCl
0,15 em pH 7,4). O sobrenadante ap6s a centrifugacdao a 9000 G, durante 10 minutos em 4°C e
foi utilizado para a determinacdo da capacidade antioxidante total (FRAP), ensaio de
peroxidacgdo lipidica (LPO), produ¢do de EROs e atividade das enzimas superoxido dismutase

(SOD) e catalase (CAT).

4.5 Tratamentos

4.5.1 2,2'-azobis-2-amidinopropano

O 2,2'-azobis-2-amidinopropano da Sigma-Aldrich foi diluido em 4gua destilada para uma

concentracao final de 30 mM.

4.5.2 Sintese e Caracterizacao dos Quantum Dot de Selenato de Cadmio

A sintese dos QDs CdSe foi realizada em solugdes coloidais aquosas a temperatura
ambiente. Uma solucao de NaHSe com y mmol de selénio e 2 mmol de NaBH4 foi preparado
em um baldo de trés tubuladuras contendo 10 ml de agua ultrapura e uma atmosfera inerte de
argonio, com y = 0,4, 0,5, 0,8 ¢ 0,9 mmol. Uma segunda solu¢do foi preparada contendo 2
mmol de Cd(CIO4) 2.6H,0, 3 mmol de 1-tioglicerol e 40 ml de dgua ultrapura. As solugdes
foram misturadas e submetidas a refluxo por 30 min. Em seguida, os nanopds foram
produzidos por centrifuga¢do do coloidal aquoso solucao e secagem do precipitado resultante
no vacuo. Finalmente, os nanopds de QDs CdSe foram monodispersos em ultrapura agua. A
caracterizagao foi realizada com os nanopds dispersos em 4gua ultrapura a uma concentragao
de estoque de 1mg/ml, e realizado analise exploratoria aplicada a espectros de reflexdo total
atenuada no infravermelho com transformada de Fourier. Espectroscopia Raman sendo obtido
os espectros pela LabSpec 6 from HORIBAScientific em 532 nm. Absorbancia e

Fluorescéncia foram avaliados no Spectrofluorimetro em uma ampla faixa de infravermelho.
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4.6 Determinacio de proteinas totais

A concentragdo de proteinas totais foi medida no tecido larval homogeneizado
para normalizacdo das atividades enzimaticas antioxidantes. Com auxilio do
homogeneizador de tecidos em tampao fosfato 900uLpH 7.4 50mM EDTA
(ethylenediaminetetraacetic acid) 5mM, na propor¢ao 1:30 uL (unidade de larva:
volume de tampao ). A solugdo foi centrifugada a 10000g durante 15 minutos a 4°C. Em
seguida, o sobrenadante foi coletadoe utilizado para as anélises de estresse oxidativo e o
precipitado descartado.

Em seguida, foi realizada a determinagdo de proteinas totais do sobrenadante
pelo ensaio de Bradford. As proteinas ligam-se ao corante de Bradford (Comassie
Brilliant Blue) as quais poderdo ser quantificadas espectrofotometricamente a 595 nm.
Uma solugdo estoque de soro albumina bovino (BSA) 2mg/mL foi utilizada para a
construcdo da curva padrao (0,1 — 1,4 pg/ul) para a determina¢do de proteinas das
amostras por regressao linear. Tanto a curva como as amostras fordo incubadas com o
reagente de Bradford em microplaca de 96 pocos durante 10 minutos a temperatura

ambiente. A leitura espectrofotométrica foi realizada em 595 nm (BRADFORD, 1976).

4.7 Analise do estresse oxidativo

As larvas expostas foram dosadas quanto as defesas antioxidantes, sendo avaliada a
atividade do sistema superdxido dismutase e catalase, além da capacidade antioxidante total e
contedo intracelular de EROs. Além da dosagem de marcadores de danos oxidativos

lipidicos e proteicos.

4.7.1 Peroxidacao lipidica ou Espécies reativas ao acido tiobarbitirico
(TBARS)

Foi utilizado 100 uL de sobrenadante larval, que foi incubado com 4&cido
tricloroacético (TCA 10%) e TBA 0,67%, sendo posteriormente agitadas e aquecidas
em banho-maria por 2 horas a 40 °C. Apos o resfriamento, as amostras foram diluidas
em 5 mL de n-butanol e centrifugadas a 5000xg durante 3 minutos. O sobrenadante foi
analisado em fluorescéncia da faseorganica a 515 nmex € 553 nmem (Perkin-Elmer LS
55, Massachusetts, EUA); um valor de fluorescéncia do branco (de pogos sem
homogeneizado de coragdo) foi subtraido de todos os valores de fluorescéncia. Uma
curva padrao de 1,1,3,3- tetrametroxipropano (TMP) em tampao fosfato de s6dio com

KCI pH 7,4 foi construida para o calculo de TBARS por regressao linear.
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4.7.2 Niveis de Produtos Proteicos de Oxida¢cao Avancadas (AOPP)

Os niveis de AOPPs como marcador de dano oxidativo de proteinas foram medidos por
espectrofotometria e resultam principalmente da a¢do de EROs sobre proteinas, levando a
formagdo de residuos de ditirosina e reticulagdo de proteinas. AOPP foi determinada de
acordo com o método de (WITKO-SARSAT et al., 1996) usando um espectrofotdometro e
calibrado com uma solucdo de cloramina-T que absorve a 340 nm na presenga de iodeto de
potassio. Uma amostra de 20ul. de homogenato foi misturada com 160uL. de PBS (tampao
fosfato salino) e 20uL de 4cido citrico. A curva para esta leitura foi feita utilizando cloramina
T (curva de 10 a 100 mM) e iodeto de potassio (1,16M). 200uL dos padrdes foram misturados
com 10pL de iodeto de potassio e 20uL de 4cido citrico e a placa foi agitada por 6 minutos
antes da leitura. A absorbancia da mistura de reacdo foi lida a 340 nm. As concentragdes de

AOPPs foram expressas como p molsL ™" de equivalentes de cloramina-T.

4.7.3 Atividade Superoxido dismutase (SOD)

O principio desse ensaio baseia-se na inibicdo da rea¢do do radical *O, com o
pirogalol. Como o *O, ¢ gerado pela auto-oxidagdo do pirogalol em meio basico, a SOD
presente na amostra compete pelo radical. A auto-oxida¢do do pirogalol leva a formacgao
de um composto colorido, detectado no espectrofotometro a 420 nm (MARKLUND;
MARKLUND, 1974). As amostras (20 ulL) de sobrenadante foram pipetadas na
microplaca com 80 U/ml de catalase e 24 mM pirogalol, em tampao Tris-HCl 50 mM
(pH 8,2) contendo EDTA 1 mM. A leitura cinética ocorreu em microplacas a 420 nm

durante 10 minutosem um intervalo de 15 em 15 segundos.

4.7.4 Atvidade Catalase (CAT)

A atividade da catalase foi medida através da degradagdo do H,O; pela variagdo
de absorbancia a 240 nm. Inicialmente, as amostras (10 uL) foram incubadas com 1 uL
de Triton-X 10% no gelo por 15 minutos. Em seguida, foi adicionado H,O, , 0,2% em
tampao fosfato de potassio 10 mM, pH 7,0. A leitura cinética foi realizada em
microplacas especificas para ultravioleta, aplicando um comprimento de onda de 240
nm durante 10 minutos em um intervalo de 15 em 15 segundos (Perkin-Elmer LS 55,

Massachusetts, EUA) (AEBI, 1984).
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4.7.5 Capacidade Antioxidante Total (FRAP)

As espécies antioxidantes reduzem Fe'™ a Fe?". O ferro presente nas amostras é
inicialmente quelado pela 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), formando um complexo
Fe**-TPTZ. Este complexo ¢é reduzido para a forma ferrosa, provocando uma coloragio
azul intensa quantificavel em um comprimento de onda de 593 nm (Molecular Devices,
Menlo Park, CA, EUA) (BENZIE& STRAIN, 1996). Para a andlise, os sobrenadantes
(10uL) foram incubados com o reagente de FRAP (10 volumes de tampao acetato sodio
0,3 M pH 3.6, 1 volume de solu¢do de TPTZ 10 mM e 1 volume de solugdo de cloreto
férrico 20 mM) a 37 °C durante 10 minutos e, posteriormente submetidos a leitora de
microplacas. As concentragdes foram obtidas pormeio de uma curva padrao de trolox
(10 =200 pM), um anélogo da vitamina E, por regressao linear. O valor de absorbancia
do branco (de pogos sem homogeneizado de coragdo) foi subtraido de todos os

valores de absorbancia (BENZIE& STRAIN, 1996).

4.7.6 Conteudo Intracelular de ROS

Espécies reativas foram determinadas em amostras por oxidagdo de diacetato de
20,70 -diclorofluoresceina (DCFH-DA) como um indice geral de producdo de ROS
(PEREZ-SEVERIANO et al., 2004). Uma mistura contendo as amostras, diacetato de
dicloro-dihidro-fluoresceina 10 uM (DCFH-DA) e tampao Tris-HCl 5 mM (pH 7.,4) foi
incubada por 3 min a 37 °C e a emissdo de fluorescéncia do DCF resultante do DCF- A
oxidagdo DA foi medida em um comprimento de onda de excitagdo de 485 nm e um

comprimento de onda de emissdo de 530 nm.

4.8 Histologia

ApoOs 24 horas de fixacdo a 4°C, as larvas foram incluidas em parafina; o material
passou por desidratacdo em concentragdes crescentes (70, 80, 90 e 100%) de etanol,
diafanizacdo em xileno, impregnacdo e inclusdo em parafina ou temperatura de 58° a 60°C
para confec¢do do bloco de parafina. Posteriormente, cortes histologicos transversais de 10
pum de espessura foram realizados em micrétomo (Leica®). Os cortes foram entdao
transferidos para laminas de vidro gelatinizadas e armazenados em temperatura ambiente até

a realizacdo da andlise histoquimica.
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4.8.1 Coloracao de Hematoxilina e Eosina (cortes parafinados)

Cortes transversais de larvas de D. Melanogaster foram coradas com hematoxilina e
eosina (HE). Primeiramente, o material passou por desparafinizagdo por processos em xileno
(15 minutos cada), hidratacdo em diferentes concentragdes de etanol e agua (100, 95, 85,
70% etanol, um minuto cada) e agua destilada por 5 minutos. Em seguida, foram coradas em
solucao de hematoxilina de Harris (5g em 50 mL de alcool absoluto, 100g de sulfato de
aluminio e potassio, 1 L de agua destilada, 2,5g de 6xido de mercurio vermelho e 30mL de
acido acético glacial) por um minuto e, em seguida, lavadas, e também corado em solucao
de eosina-floxina (1g de eosina Y hidrossoluvel, 1g de floxina B, 200 mL de agua destilada,
780mL de etanol 95% e 4 mL de 4acido acético glacial) por 2 minutos e 40 segundos, e
depois lavado. Por fim, as laminas foram desidratadas em alcool e diafinizadas em xilol,
montadas e fotografadas com camera digital acoplada a microscopio de luz, no aumento de

100x.

4.8.2 Imuno-histoquimica (cortes parafinados)

Secgdes transversais de larvas de D. Melanogaster primeiro passaram por processos de
desparafinizacdo e hidratacdo conforme descrito acima. Para iniciar a recuperagdo do
antigeno com tampao citrato a 75-80°C por 30 minutos. Apds o resfriamento, as laminas
foram lavadas em TBST, e o bloqueio da peroxidase endogena foi feito com metanol com
peroxido de hidrogénio 3% por 20 minutos e lavagem com TBST, e o bloqueio proteico com
BSA 5% em TBST por uma hora. Em seguida, o anticorpo primdrio durante a noite foi
incubado a 4°C, coelho anti-Caspase (Imuny® 1:300). Apds a incubagdo, as amostras foram
lavadas e incubadas com anticorpo secundario conjugado com peroxidase por uma hora.
Ap6s lavagem com TBST, as laminas foram reveladas com DAB por 60 segundos e lavadas
em TBST, para posteriormente serem coradas em hematoxilina por 10 segundos e lavadas.
Por fim, as laminas foram desidratadas em alcool e diafinizadas em xilol, montadas e

fotograftadas com camera digital acoplada a microscépio de luz, no aumento de 100x.
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4.10 Ensaio Smurf

A fim de monitorar o vazamento intestinal foi usado o ensaio Smurf em larvas L3.
Portanto, foi adicionado ao meio contendo larvas um corante azul alimenticio ndo toxico (2
mg/mL) diluida em dgua (RERA; VALLOT; LEFRANCOIS, 2018), e no dia seguinte as
larvas sao coletadas e fotografadas. O ensaio avalia a ingestdo alimentar pela co-ingestao de
um corante azul, que nao ¢ absorvido pelo trato digestivo, permitindo assim a quantificagao

direta.

4.11 Analise estatistica

As andlises estatisticas e as figuras foram realizados pelo software prisma
(GraphPad Software, San Diego California — EUA), versao 6.0. Os resultados foram
expressos como média + erro padrao da média para avaliar a diferencaentre os resultados
obtidos todas as andlises foram realizadas em triplicata A significancia da diferenca foi
calculada para o ensaio AAPH (2 tratamentos) teste T-student e o QD CdSe (3
tratamentos) Analise de Variancia (ANOVA) one-way com o Teste de Multiplas

Comparagdes Bonferroni’s. Serd considerado o nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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5. RESULTADOS

PARTE 1

A exposi¢do embriondria-larval ao 2,2"-azobis-2-amidinopropano causa danos teciduais, reduz
a viabilidade e altera os parametros de estresse oxidativo em larvas de terceiro instar de

Drosophila

5.1 Toxicidade no desenvolvimento embrio-larval

As larvas expostas ao AAPH e controle foram avaliadas quanto & toxicidade no
desenvolvimento, sendo quantificada a geracdo de pupas e adultos que se desenvolveram
dos ovos adicionados ao meio. Na Figura 2, em a) e b) é possivel ver que a exposi¢do a 15
mM de AAPH reduz drasticamente o numero de pupas (19%) e a emergencia de moscas
adultas (16,5%) quando comparados ao controle (80%) e (69%) respectivamente. Foi
utilizado o dobro dessa concentragdo, e colocado os ovos para se desenvolverem em 30 mM,
como ¢ visto em (Figura 2 C-D) reduz ainda mais a gera¢do de novos individuos adultos
(<5%). Essas observacdes demonstram que a exposi¢do a 15 mM e 30 mM no periodo
desenvolvimental causam um efeito bastante toxico as larvas, além desse efeito toxico foi
visualizado um atraso de 1 dia para as chegarem em L3, quando comparados com o controle.
Foi realizado um ensaio com a dosagem de 70 mM, o que ocasionou uma morte de 100%,
nao sendo obtida nenhuma pupa nem individuos adultos eclodidos. Devido esses achados, os
experimentos seguintes foram realizados apenas com larvas que foram expostas a 30 mM

durante o seu desenvolvimento.
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Figura 2. Efeitos da exposicio ao AAPH de desenvolvimento em larvas: ensaio de
pupacido e emergéncia de moscas adultas. Larvas de Drosophila foram expostas a
concentragdo de 15 mM e 30 mM de 2,2'-azobis-2-amidinopropano. Taxa de desenvolvimento
de ovos a pupas, (a) 15 mM e (¢) 30 mM. Taxa de emergencia de moscas adultas das pupas,

(b) 15 mM (d) e 30 mM. (Média = DP, n = 3, 50 ovos por amostra).
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5.2 Analise de marcadores de danos oxidativo

5.2.1 Peroxidacao lipidica

O malondialdeido (MDA) ¢ um produto final da peroxidacao lipidica provocada
por danos teciduais. As larvas expostas ao AAPH apresentaram maior peroxidagao
lipica em comparacao com o grupo controle. A figura a seguir utilizou o grupo nao-
tratado como controle negativo, definido como grupo usado para comparagdo que
recebeu apenas agua destilada. Enquanto que o grupo exposto,destacado na cor preta refere-

se as larvas expostas ao AAPH.

*%k%*

Peroxidacgao Lipidica
(nmol MDA/ ug proteina)

0 .
Controle AAPH

Figura 3. Niveis de Malondialdeido produzidos por peroxidacao lipidica
relacionada ao dano oxidativo as membranas. Peroxidacao lipidica de larvas em L3,
grupo controle (4dgua destilada) e grupo exposto a 30 mM de 2,2'-azobis-2-
amidinopropano. Teste: t-student. Valores expressos como média + erro padrio

*#%p<0,001 versus grupo controle.
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5.2.2 Produtos Proteicos de Oxidaciao Avancadas

O AOPP (Advanced Oxidation Protein Products) ¢ gerado através da acdo do estresse
oxidativo sobre proteinas e aminoacidos, pela acdo de oxidantes e ¢ um importante marcador
de dano oxidativo em proteinas. O aumento da formagdo de AOPP tem sido associado e ¢
reconhecido como um marcador precoce e fator de desenvolvimento para numerosas
condi¢des patoldgicas (KALOUSOVA, SKRHA, ZIMA, 2002). As larvas expostas ao

AAPH apresentaram maiores niveis de AOPP em L3 comparados com o controle.
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Figura 4. Niveis de Produtos Proteicos de Oxidacio Avancada. Niveis de AOPP de
larvas em L3, grupo controle (dgua destilada) e grupo exposto a 30 mM de AAPH.
Teste: t-student. Valores expressos como média + erro padrao *p<0,05 versus grupo

controle.
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5.3 Avaliacdo de marcadores antioxidantes

As larvas expostas ao AAPH e Controle foram avaliadas quanto as defesas
antioxidantes, sendo avaliada a atividade do sistema superéxido dismutase e catalase,
além da capacidade antioxidante total e contetido intracelular de ROS. L3 expostas aos
AAPH apresentaram um aumento significativo nas enzimas SOD e CAT, além de um
aumento na capacidade antioxidante total e por consequencia baixos niveis de ROS

intracelular, quando comparados as larvas do grupo controle (p < 0,05).

5.3.1 Atividade da Superoxido Dismutase

A enzima SOD participa do primeiro grupo de defesas antioxidantes,
conhecidas por serem detoxificadoras, ou seja, agem sobre o composto antes que ele
cause lesdo. Ela catalisa a rea¢do de dois anions superdxidos com a formacao de
peroxido, que ¢ menos reativo e pode ser degradado por outra enzima. As larvas
expostas ao AAPH apresentaram atividade aumentada nessa enzima antioxidante de
forma significativa comparadas com o controle, demonstrado que os EROs
produzidos pelo AAPH no meio s3o capazes de ativar a defesa antioxidante primaria

das larvas em L3.
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Figura 5. Atividade da Enzima Superdxido Dismutase. Atividade da Superdxido
Dismutase (SOD) de larvas do grupo controle (dgua destilada) e expostas ao AAPH (30
mM). Teste: t-student. Valores expressos como média + erro padrao **p<0,01 versus

grupo controle.
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5.3.2 Atividade da catalase

A enzima catalase ¢ uma peroxidase, responsavel por decompor o peroxido de
hidrogénio detoxificando a célula, sua atividade se mostrou aumentada nas larvas

expostas a0 AAPH quando comparada com o grupo controle.
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Figura 6. Atividade da enzima Catalase. Atividade da Enzima Catalase (CAT) de
larvas do grupo controle (dgua destilada) e expostas ao AAPH (30 mM). Teste: t-
student. Valores expressos como média £+ erro padrdo. ***p<0,001 versus grupo

controle.
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5.3.3 Capacidade Antioxidante Total (FRAP)

A determinagdo da capacidade antioxidante total se apresentou significativamente
maior nas larvas expostas a0 AAPH comparada com o grupo controle, demonstrando
que a exposi¢ao embrionaria ao AAPH aumenta capacidade antioxidante como resposta
a presenga exagerada de EROs, essa capacidade se deve ao aumento nas enzimas
antioxidantes. E uma medida muito importante, pois mede o sinergismo dos varios

componentes do sistema antioxidante.
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Figura 7. Capacidade Antioxidante Total. Capacidade Antioxidante Total do
sobrenadante de larvas do grupo controle (dgua destilada) e expostas ao AAPH (30
mM). Teste: t-student. Valores expressos como média + erro padrao ***p<0,001 versus

grupo controle.
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5.3.4 Contéudo Intracelular de ROS (DCFH-DA)

E como as defesas antioxidantes se apresentaram significativamente aumentadas,
foi mensurada a quantidade de radicais livres presentes nas células. A exposi¢ao ao
AAPH resultou em uma redu¢do nos niveis de ROS em comparagdo com os do grupo
controle. Esses achados sugeriram que o AAPH desencadea uma resposta antioxidante

elevada, na tentativa de proteger o organismo dos danos oxidativos.
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Figura 8. Niveis Intracelulares de ROS. Niveis Intracelulares de ROS do sobrenadante
de larvas do grupo controle (dgua destilada) e expostas ao AAPH (30 mM). Teste: t-
student. Valores expressos como meédia + erro padrao ***p<0,001 versus grupo

controle.
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5.4 Ensaio Smurf: Permeabilizacdo Intestinal

O ensaio smurf (SA) avalia através de a ingestdo alimentar pela co-ingestdao de um
corante azul que ndo ¢ absorvido pelo trato digestivo, a integridade da barreira intestinal por
meio da visualizacdo direta do corpo do organismo. Na Figura 9 ¢ possivel visualizar os
fenotipos smurfs adquiridos apds os tratamentos: em 9A larva do grupo naive, 9B larva do
grupo controle, 9C larva do grupo exposta a AAPH e em 9D ampliacdo da regidao abdominal
evidenciando extravasamento do corante azul. O ensaio smurf mostrou que a ingestdo oral de
AAPH causou um aumento na permeabilidade intestinal e a difusdo do corante pelo corpo
larval, através de microscopia optica. Como foi demonstrado que a exposi¢do estava causando
permeabilidade intestinal, investigamos a morfologia do trato gastrointestinal da larva exposta,

através do processamento histoldgico.

I E

0,5

Figura 9. A func¢do da barreira intestinal de larvas de Drosophila foi avaliada utilizando
um corante alimentar azul nio absorvente (FD&C azul #1). Fendtipos exibidos pelas
larvas L3 (a) Controle sem corante alimentar azul. (b) Controle com corante alimenticio azul.
(c) Tratamento de larvas AAPH com corante alimentar azul. (d) Ampliacdo da regiao

abdominal, mostrando algumas partes do intestino bem marcadas e permeabilizadas pelo azul.
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5.5 Analise histologica do trato gastrointestinal e corpo gorduroso larval

Na Figura 10, ¢ mostrado cortes histologicos da regido do trato gastrointestinal da larva de
terceiro instar de Drosophila Melanogaster, controle e exposta ao grupo AAPH. Em (A) ¢
uma visdo geral de parte do intestino médio e final mostrando diferentes formas de epitélios.
Uma ampliacdo desta secdo (B) € possivel notar células unidas e bem distribuidas com uma
borda em escova grande e bem definida ao longo do enterdcito, e em (C) sdo células
pertencentes ao corpo gorduroso perivisceral, distribuidas em toda extensao periférica da larva
e regido intestinal. Na imagem podemos ver um grupo de trofdcitos, sdo morfologicamente
uniformes, apresentando formato esférico e nucleo pleomdrfico com o citoplasma estreito
entre muitas inclusdes celulares de goticulas lipidicas. Em (D) notamos conteudos luminais
mais proeminentes, (E) células com uma borda em escova menor, células mais espagadas e
com pequenos corpos nucleares perifericos. Em (D) trofécito centralizado visivel, com nticleo

bem aparente e com menores vactolos lipidicos no citoplasma.
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Figura 10. Cortes histologicos da regido do trato gastrointestinal de larvas de Drosophila
melanogaster, grupos controle e exposta ao 2,2'-azobis-2-amidinopropane. Coloragdo
H&E. Em (A)-(B)-(C) vemos cortes referentes ao trato digestivo e células de gorduras do
grupo controle. E em (D)-(E)-(F) cortes referenes ao trato digestivo e células do corpo

gorduroso das larvas expostas ao AAPH. Fotografadas a 10x, 40x, e 100x respectivamente.



5.6 Imunohistoquimica para Caspase-3 Clivada

As células DAB positivas (marrons) representam células positivas para caspase-3 e as
células positivas para hematoxilina (azuis) representam outras células sem a presenca da
caspase-3 clivada. Em (a) sdo vistos células do trato gastrointestinal do grupo controle, sem
imunomarcagdo para caspase-3 clivada, com coloragdo por hematoxilina (b) células do trato
gastrointestinal de larvas expostas ao AAPH, sendo mostrado forte imunomarcagdo com
células DAB positivas, além disso, apresentam distribuigdo irregular de material genético no
ntcleo. Em (c) células do corpo de gordura perivisceral do grupo controle apresentando
coloracdo hematoxilina positiva, nucléolo evidente com distribuicdo de material genético
periférico. (d) Células corpo de gordura perivisceral de larvas expostas ao AAPH,
apresentando material nuclear fragmentado sem visualizagdo de nucléolo e forte

imunomarca¢do para caspase-3 clivada (e) Quantificagdo da frequéncia de células DAB

positivas.
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Figura 11. Coloracdo Imuno-histoquimica de Caspase-3 Clivada de Células do Trato
Gastrointestinal e Corpo de Gordura Perivisceral de Larvas Expostas ao 2,2'-azobis-2-
amidinopropane. As cé¢lulas DAB + (marrons) representam marcagao positiva para caspase-
3 e as células positivas para hematoxilina (azuis) representam outras células sem a presenga da
caspase-3 clivada. (a) Células de controle do trato gastrointestinal (b) Células do trato
gastrointestinal de larvas expostas a AAPH (c) Células do corpo de gordura perivisceral do
controle e em (d) Células do corpo de gordura perivisceral de larvas expostas a AAPH. (e)
Quantificacdo da frequéncia de células DAB positivas. Setas pequenas indicam borda em
escova, N representa o nucleo da célula, setas grandes e finas mostram o nucléolo e V os

vacuolos citoplasmaticos.
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Parte 2

Efeitos da exposi¢do a nanoparticulas de pontos quanticos de seleneto de cddmio no estresse

5.7

oxidativo e apoptose celular em larvas de Drosophila melanogaster

Caracterizacio do QD CdSe

5.7.1 Infravermelho com Transformada de Fourier

Na figura 12, ¢é possivel visualizar os principais picos da analise estrutural
realizada no FTIR. O pico largo em 3350 cm ' representa grupos hidroxila na estrutura.
Bandas em torno de 2929 ¢cm! correspondem a interagdes C-H, como CH, e CH3; em
hidrocarbonetos alifaticos. Uma banda em 1090 cm ' corresponde a vibragdes C-N
possivelmente de aminas alifaticas. Perto de 1590 e 1400 cm ' existem sinais indicando
vibragdes de C = O e N-H de aminas e amidas. Finalmente, picos em 1590, 1400 ¢ 970
cm ' também podem indicar a presenca de ligacdes duplas C = C, seja de um anel ou de

uma cadeia alifatica.
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Figura 12. Espectros de Infravermelho com Tranformada de Fourier da nanoparticula

de quantum dot de CdSe na faica de 3500 cm™ a 500 cm™.
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5.7.2 Espectroscopia Raman
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Figura 13. Espectros de FT-Raman do filme de nanopos dispersos de quantum dot de

CdSe.
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5.7.3 Espectroscopia de Absorbancia, Fluorescéncia e Microscopia Optica
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Figura 14. Em A, absorbancia e B fluorescéncia realizadas em espectrofluorimetro em largo
espectro de emissdo. Em C, mesmas medidas em 5 concentragdes graduais. E D, imagens de

microscopia optica de nanopds dispersos € secos.
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5.8 Toxicidade no desenvolvimento embrio-larval

A Figura 15-A ¢ mostrado que a exposi¢do ao quantum dot de CdSe nas concentragdes
0,Img/mL e 0,3mg/mL nao sdo capazes de alterar de forma significativa a porcentagem na
geracdo de pupas a partir dos ovos pré-adicionados. Mas a exposicdo a concentragdo de 0,3
mg/mL foi capaz de reduzir de forma signicativa a porcentagem de emergencia de novos
individuos adultos, como ¢ visto em 15-B, demonstrando que o QD CdSe na concentragao de
0,3 mg/mL ¢ capaz de provocar toxicidade, reduzindo a geracao de moscas adultos a partir dos

OVO0S expostos.
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Figura 15. Efeitos da exposicao ao quantum dot de seleneto de cadmio durante o
desenvolvimento de Drosophila: ensaio de geracio de pupas e emergéncia de
moscas adultas. Larvas foram expostas a concentracao de 0,1 mg/mL e 0,3 mg/mL de
quantum dot CdSe. A) Taxa de desenvolvimento de ovos a pupas. B) Taxa de
emergéncia de moscas. (Média = DP, n = 3, 50 ovos por amostra). Teste: One Way
ANOVA, pos test bonferroni. Valores expressos como média + erro padrao, *p<0,05

versus grupo controle, ns ndo significativo.
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5.9 Analise de marcadores de danos oxidativo

5.9.1 Peroxidacao lipidica

A Figura 16 mostra que a exposicao de QD CdSe 0,1 mg/mL foi capaz de
aumentar significativamente os danos lipidicos na larva em L3. Foram encontrados
maiores niveis de malondialdeido (MDA), um produto final da peroxidagdo lipidica
provocada por danos teciduais. As figurass a seguir utilizaram o grupo controle como
comparativo, definido como grupo usado para comparagdo que recebeu apenas agua

destilada. Enquanto que os niveis de MDA das larvas expostas a 0,3 mg/mL foi bem proximo ao

controle.
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Figura 16. Niveis de Malondialdeido em larvas expostas ao quantum dot de
seleneto de cadmio. Larvas de Drosophila foram expostas a concentracdo de 0,1
mg/mL e 0,3 mg/mL de quantum dot CdSe. (Média = DP, n = 3, 50 ovos por amostra).
Teste: One Way ANOVA, pos test bonferroni. Valores expressos como média + erro

padrao **p<0,01 versus grupo controle, ns ndo significativo.
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5.9.2 Produtos Proteicos de Oxida¢cao Avancadas

Em relacao aos nivéis de Produtos Proteicos de Oxidagdo Avangadas, os tratamentos foram
semelhantes estatiscamente, ndo sendo encontradas diferengas significativas sobre danos

proteicos na larva em L3.
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Figura 17. Niveis de AOPP em larvas de Drosophila expostas a concentracio de 0,1
mg/mL e 0,3 mg/mL de quantum dot CdSe. (Média + DP, n = 3, 50 ovos por
amostra). Teste: One Way ANOVA, pos test bonferroni. Valores expressos como média

+ erro padrdo versus grupo controle, ns ndo significativo.
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5.10 Avaliacido de marcadores antioxidantes

5.10.1 Atividade da Superoxido Dismutase

A atividade da SOD larval foi influenciada pela exposicao ao QD CdSe, se mostrando
aumentada na concentragdo de 0,3 mg/mL de forma significativa quando comparada com o
controle, como ¢ visto na Figura 18. A exposi¢do na concentracao de 0,1 mg/mL nao afetou

a atividade da SOD, sendo semelhante ao controle.
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Figura 18. Atividade da superoxido dismutase de larvas de Drosophila
melanogaster expostas ao quantum dot de seleneto de cadmio no periodo
desenvolvimental.  Atividade da Enzima Superoxido Dismutase em larvas de
Drosophila expostas a concentracdo de 0,1 mg/mL e 0,3 mg/mL de QD CdSe. (Média
+ DP, n = 3, 50 ovos por amostra). Teste: One Way ANOVA e post hoc bonferroni.

Valores expressos como média + erro padrao ***p<0,001 versus grupo controle.
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5.10.2 Atividade Catalase

Na Figura 19 ¢ mostrado a atividade da CAT larval, que se mostrou reduzida na
concentragcdo de 0,1 mg/mL de forma significativa quando comparada com o controle. A

exposicao na concentragao de 0,3 mg/mL ndo afetou a atividade da CAT, sendo semelhante

ao controle.
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Figura 19. Atividade da Catalase de larvas de Drosophila melanogaster expostas ao
quantum dot de seleneto de cidmio no periodo desenvolvimental. Atividade da
Enzima Catalase em larvas de Drosophila expostas a concentragdo de 0,1 mg/mL e 0,3
mg/mL de QD CdSe. (Média + DP, n = 3, 50 ovos por amostra). Teste: One Way

ANOVA e post hoc bonferroni. Valores expressos como média + erro padrao *p<0,05

versus grupo controle.
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5.10.3 Capacidade antioxidante total (FRAP)

A capacidade antioxidante total se mostrou significativamente aumentada nas
larvas expostas ao QD CdSe 0,3 mg/mL, quando comparadas com controle e a
concentracdo de 0,1 mg/mL. E semelhante o que foi visto na SOD, a concentracao de
0,1 mg/mL e o controle foram proximos, ndo havendo desbalango nesses parametros

redox.
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Figura 20. Capacidade Antioxidante Total de larvas de Drosophila melanogaster
expostas ao quantum dot de seleneto de cadmio no periodo desenvolvimental.
Capacidade Antioxidante Total em larvas expostas a concentragdo de 0,1 mg/mL e
0,3mg/mL de QD CdSe. (Média + DP, n = 3, 50 ovos por amostra). Teste: One Way
ANOVA e post hoc bonferroni. Valores expressos como média + erro padrao **p<0,01

versus grupo controle, ns ndo significativo.



50

5.10.4 Contéudo Intracelular de ROS (DCFH-DA)

Foi usado a sonda DCFH-DA para medir os niveis de geracao de ROS total nas larvas
em L3 expostas ao QD CdSe, e ¢ mostrado na Figura 21. As larvas do grupo QD CdSe 0,3
mg/mL apresentaram uma menor geracdo de ROS (96,35 + 0,10 IF DCF) de forma
significativa quando comparada com o grupo controle ( 313,68 + 20,18 IF DCF). Na
concentragdo de 0,1 mg/mL ndo houve diferenga significativa no contetido intracelular de

ROS (241,21 + 32,95 IF DCF).
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Figura 21. Conteudo Intracelular de ROS de larvas de Drosophila melanogaster
expostas ao quantum dot de seleneto de cadmio no periodo desenvolvimental.
Conteudo Intracelular de ROS em larvas de Drosophila expostas a concentragao de 0,1
mg/mL e 0,3 mg/mL de QD CdSe. (Média + DP, n = 3, 50 ovos por amostra). Teste:
One Way ANOVA e post hoc bonferroni. Valores expressos como média + erro padrao

*p<0,05 versus grupo controle.
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5.11 Ensaio Smurf: Permeabilizaciao Intestinal

Na figura 22, ¢ possivel visualizar os fenotipos Smurfs, caracterizado por um
aumento dramatico da permeabilidade intestinal que pode ser observado in vivo usando um
ensaio ndo invasivo com microscopia. Na Fig. 22A, temos uma larva do grupo controle que
teve seu desenvolvimento na presenga do meio tradicional sem corante apresentando uma
coloracdo normal. Em B, foi adicionado o corante (FD&C azul #1) no meio tradicional e ¢
possivel visualizar a marcagdo da porcdo final do intestino da larva em L3, e sem
extravasamentos. A imagem representada na Fig. 6C, o QD CdSe 0,1 mg/mL e o corante e
notasse que ha um leve extravasamento do corante nas proximidades do intestino. Na
presenca de QD CdSe 0,3 mg/mL (Fig. 6D) ¢é possivel um aumento drastico do
extravasamento do corante azul para outros tecidos, tendo sido marcando toda a porgao
inferior, denotando um aumento na permeabilidade intestinal derivado da co-ingestdo do
QD. Esses resultados indicaram que as cé€lulas do intestino médio das larvas de Drosophila

apresentaram dano celular sob a exposi¢do ao QD CdSe, e o grau de dano aumentou de

forma dose-dependente.
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Figura 22. Faixa de fenotipos exibidos pelas larvas expostas ao QD CdSE utilizando um
corante alimentar azul nao absorvente (FD&C azul #1). Faixa de fenotipos exibidos pelas
larvas L3 apos a ingestdo dos meios. (a) Controle sem corante alimentar azul. (b) Controle
com corante alimenticio azul. (¢) Tratamento de QD CdSe 0,1 mg/mL + FD&C azul #1. (d)
Tratamento de QD CdSe 0,3 mg/mL + FD&C azul #1..

5.12 Imuno-histoquimica para Caspase-3 clivada

A imunohistoquimica para caspase-3 clivada do intestino médio de larvas
expostas ao QD CdSe foi mostrado na figura 7. Esse resultados mostram que houve um
aumento de CC3 significativo no intestino de larvas expostas a concentragdo de QD CdSe
0,3 mg/mL, denontando forte presenca de morte celular. Em A e B, sdo mostrados regioes
do intestino da larva controle coradas pela hematoxilina, é possivel visualizar enterocitos
com borda em escova bem definidas sem marcacdo DAB +, e a presenca de um grupo de
trofocitos. Nas imagens C e D, vemos que a exposi¢do ao QD CdSe 0,1 mg/mL ndo
provocou danos celulares, a marcagao de hematoxilina sem DAB positivo, ¢ possivel
visualizar a luz do intestino preenchida por conteudo alimentar e enterdcitos retangulares
com borda escova ligeiramente acidofila. Com o aumento da concentracdo para 0,3
mg/mL, houve a presenca de CC3 nas células do intestino da larva. Como mostrado em E
e F, a presenca de toda uma extensdo de enterdcitos marcados positivamente com
presenga de um pouco de conteido alimentar, nucleos fortemente basofilicos. A mucosa
intestinal e seus tecidos e glandulas auxiliares constituem uma barreira complexa e eficaz
a possiveis danos causados por xenobidticos, e sabe-se que a histologia intestinal esta

intimamente ligada a funcdo intestinal (MOTTA et al., 2022).
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Figura 23. Colora¢do Imuno-histoquimica de Caspase-3 Clivada em células do trato
gastrointestinal de larvas em 3 instar expostas ao QD CdSe. As células DAB + (marrons)
representam marcagao positiva para caspase-3 € as c€lulas positivas para hematoxilina (azuis)
representam outras células sem a presenga da caspase-3 clivada. (A) e (B) Células do trato
gastrointestinal de larvas controle, (C) e (D) Células do trato gastrointestinal de larvas
expostas a QD 0,1 mg/mL de CdSe, (E) e (F) C¢lulas do trato gastrointestinal de larvas
expostas a QD 0,3 mg/mL de CdSe, (G) Frequencia da presenga de células DAB positivas.



54

Drosophilas tem um sistema circulatério aberto, de modo que os nutrientes que
atravessam o epitélio intestinal entram na hemolinfa e sdo transferidos aos corpos de
gordura favorecendo a absor¢do de nutrientes, desempenhado forte papel no
funcionamento e sobrevida das larvas (MORAES e MONTAGNE, 2021). Na figura 8, ¢
mostrado trofocitos corados por hematoxilina, grupo de células pertencentes aos corpos de
gordura, caracterizados pela presenca dos vacuolos lipidicos. Em A, temos células do
grupo controle com grandes vacuolos lipidicos, nucléolo bem evidente e a presenca de
uma condensagao perinuclear com vacuolos nucleares. Em B, células do grupo exposto a
QD 0,1 mg/mL CdSe mostrando também grande numero de vacuolos lipidicos e nticleos
bem condensados com nucléolo evidente. Em C, células do grupo exposta a QD 0,3
mg/mL CdSe denontando marcaciao para DAB positiva, e ntiicleos bem condensados com

material genetico distribuido sem demarcagao do nucléolo.

Controle QD 0,1 mg/mL CdSe QD 0,3 mg/mL CdSe
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Figura 24. Colorac¢io Imuno-histoquimica de Caspase-3 Clivada em Trofocitos Larvais
de Drosophila Melanogaster. (A) Células de larvas controle, (B) Células de larvas expostas a
QD 0,1 mg/mL de CdSe, (C) Células de larvas expostas a QD 0,3 mg/mL de CdSe. As células
DAB + (marrons) representam marcacdo positiva para caspase-3 e as células positivas para
hematoxilina (azuis) representam outras células sem a presenca da caspase-3 clivada.

Aumento de 100X, microscopico optico.



55

6.  Discussio

O presente estudo teve como foco verificar os efeitos da exposi¢cdo ao quantum
dot de CdSe ¢ a toxicidade de AAPH usando o modelo de larvas de Drosophila. Para
isso foi utilizado o AAPH para gerar radicais livres para estudar os efeitos do estresse
oxidativo no organismo vivo em desenvolvimento de Drosophila melanogaster. Essa
pequena molécula ¢ um gerador de radical peroxila soluvel em dgua e iniciador da
peroxidacao lipidica (YANAMOTO et al., 1985), mantendo uma taxa constante de
producdo de radicais livres no ambiente desenvolvimental que pode induzir danos
oxidativos. Um bom equilibrio entre a producao de ROS e a desintoxicagdo ¢ essencial
para manter as funcdes celulares normais (KARBOWNIK e LEWINSKI, 2003) e

envolve mecanismos complexos de identificacao e reparo.

O sistema de defesa antioxidante tem a funcdo de inibir e/ou reduzir os danos
causados pela acao dos radicais livres, através de diferentes mecanismos como: prevenir
a formagdo de radicais livres, quando formados, impedindo sua agdo ou, ainda,
favorecendo a reparagdo e a reconstitui¢do de estruturas danificadas (MARTEMUCCI
et al., 2022). Existem varios métodos que podem ser usados para determinar o nivel de
oxidacdo dentro de tecidos e células. A exposicdo ao AAPH no periodo
desenvolvimental foi capaz de gerar um desbalango no sistema redox da larva, e
também foram encontrados danos oxidativos. A SOD representa um dos componentes
enzimaticos do sistema de defesa antioxidativo, integrando um grupo de metaloenzimas
que catalisam a conversdao de O,s- a H,O,,em diferentes compartimentos celulares

(SALVADOR e HENRIQUES, 2004), por meio de uma reacao de dismutacao.

As larvas expostas apresentaram uma alta atividade da SOD, na tentativa de
neutralizar o anion -O,* como resposta antioxidante. A dismutacdo do anio superdxido
leva a formacdo do perdxido de hidrogénio (H,O,), como visto as larvas expostas
apresentaram uma alta atividade da SOD e consequentemente uma atividade da catalase
aumentada, cuja principal fungdo ¢ catalisar a conversao do peroxido de hidrogénio em
oxigénio e agua. Apesar de ndo ser um radical livre, por ndo ter um elétron
desemparelhado na sua ultima camada eletronica, ¢ uma espécie com alto potencial
reativo. Por participar da reacdo de geracdo de OH tem agdo deletéria potencial, uma
vez que esse se constitui no mais reativo dos radicais livres, pois pode alterar qualquer
estrutura celular que se encontre proxima. Diferente dos radicais livres, o HO, tem vida
longa e ¢ capaz de atravessar as membranas celulares apresentando-se potencialmente

toxico para as células (LIMON-PACHECO e GONSEBATT, 2009).
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O sistema de defesa enzimatico composto pela Superoxido Dismutase (SOD) e
Catalase (CAT) agem por meio de mecanismos de prevencdao, impedindo e/ou
controlando a formagdo de radicais livres e espécies ndo-radicais, envolvidos com a
iniciagdo das reagdes em cadeia que culminam com propagacdo e amplificacdo do
processo e, consequentemente, com a ocorréncia de danos oxidativos, agindo com o
mesmo proposito, ou seja, o de impedir o acimulo de peroxido de hidrogénio. Tal agao
integrada ¢ de grande importancia, uma vez que essa espécie reativa, por meio das
reacdes de Fenton e Haber-Weiss, mediante a participagdo dos metais ferro e cobre,
culmina na geragao do radical OH, contra o qual nao ha sistema enzimatico de defesa

(DEMIRCI-CEKIC et al., 2022).

A peroxidagdo de acidos graxos insaturados presente nas membranas lipidicas ¢
um processo conhecido como peroxidagao lipidica. Este processo gera graves alteragdes
da membrana celular, causando perda da fluidez, alteracdo da funcgdo secretora e dos
gradientes i0nicos transmembrana. Dentre os perdxidos de lipideos formados, que
reagem com o acidotiobarbitirico (TBA), destaca-se o malondealdeido, embora outros
compostos como agucar, aminoacidos e bilirrubina podem reagir também com o TBA
(MEAGHER & FITZGERALD, 2000). Dentre os produtos derivados da peroxidagdo
lipidica decorrente do ataque dos radicais livres aos lipideos de membrana esta 0 MDA.
O MDA quando aquecida na presenca do TBA forma um composto de coloragdo rosada,
a qual ¢ lida espectrofotometricamente (YAGI, 1982). Durante o teste TBARS, uma
molécula de MDA reage com duas moléculas de acido tiobarbitirico em pH baixo e altas
temperaturas para formar o complexo "TBA-MDA" de cor rosa (YAGI, 1982). No
presente trabalho os niveis de TBARS nas larvas expostas ao AAPH foram cerca de 4
vezes maiores quando comparada com o grupo controle, demonstrando a extensdo do
dano que € o desenvolvimento na presenga de altos niveis de ROS. Niveis aumentados
de MDA tém sido relacionados com perda da seletividade na troca i0nica, com liberacao

do conteudo de organelas, levando a formagao de produtos citotdxicos e morte celular.

Além de danos lipidicos, os nossos resultados revelaram o aumento significativo
de danos oxidativos proteicos nas larvas expostas ao AAPH, o processo de oxidagdo de
proteinas ¢ especialmente prejudicial, pois as alteracdes conformacionais induzidas nas
estruturas das proteinas podem tornar as proteinas oxidadas inativas e levando a
anormalidades funcionais celulares (BARAIBAR et al., 2012). Podem ocorrer diversos
tipos de modificacdes oxidativas de proteinas induzidas diretamente por ROS ou
indiretamente, através de reacdes com subprodutos do estresse oxidativo. Através da

Oxi-proteoma sabe-se que ha um grupo restrito de proteinas que sao alvos da oxidagao,
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sendo a principal fonte para efeitos deletérios nas células, 6rgdos e consequentemente

sua fun¢do (STADTMAN e LEVINE., 2003).

Nesse modelo, as larvas recém-eclodidas foram expostas durante todo o seu
processo de desenvolvimento larval ao AAPH, e entdo em L3 foram medidos a
quantidade de ROS intracelular, sendo mostrado que foi significativamente menor ao
encontrado nas larvas controle. Em concomitancia, foi encontrada uma alta capacidade
antioxidante para esse mesmo grupo. Porém mesmo com sua alta atividade o dano
lipidico e proteico ndo foi revertido, pois a producao de radicais livres produzidos neste

modelo supera a capacidade de agdo do sistema antioxidante.

O AAPH em meio aquoso gera constantemente moléculas que causam danos,
possuindo uma meia-vida de cerca de 175h a 37°C em pH neutro ( LANDI et al., 1995;
PELUSO et al., 2002), permitindo que a taxa de geragdo de radicais livres seja
essencialmente constante durante toda a fase desenvolvimental até a larva em 3 instar.
Pode-se inferir que os danos causados pelo AAPH no primeiro estagio gere uma reacao
de danos oxidativos que danifica macromoleculas e ativa o sistema antioxidante como
visto na L3, na tentativa de proteger o organismo, combatendo os ROS intracelulares
devido a uma alta capacidade antioxidante através da ativagdo do sistema superoxido

dismutase e catalase.

A larva de primeiro instar comega a se alimentar imediatamente na superficie do
meio contendo AAPH e passa por duas mudas posteriores. As larvas de segundo instar
enterram-se no meio e, quando a larva de terceiro instar estd madura, ela deixa o meio
de cultura e vagueia pelas paredes do frasco, procurando um local para realizar a
pupagio (FERNANDEZ-MORENO et al., 2007). Devido a esse comportamento ¢ pela
estabilidade do composto utilizado, foi investigado se poderia ocorrer a ingestdo oral do

alimento junto com AAPH e causar danos no trato gastrointestinal da larva em 3 instar.

Os resultados mostraram um aumento substancial da permeabilidade do trato
gastrointestinal das larvas expostas ao AAPH, sendo uma extensdo fisiologica dos danos
provocados pela sua ingestdo. A matriz peritréfica (PM) é uma estrutura acelular que
reveste o intestino da maioria dos insetos. E um alvo atraente para estratégias de manejo
de pragas devido ao seu envolvimento nos processos digestivos € ao papel de barreira
contra patogenos e toxinas (SANDOVAL-MOJICA E SCHARF., 2016). Embora
estruturalmente diferente, desempenha um papel analogo ao das secre¢des mucosas do

trato digestivo dos vertebrados e acredita-se que proteja o epitélio do intestino médio de
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particulas abrasivas de alimentos e micrébios, possuindo fungdo vital para o

desenvolvimento adequado desses organismos.

Ja foram demonstrados danos proteicos provocados pelo AAPH em células
intestinais humanas, através da modificacdo oxidativa de proteinas importantes na
adesdo celular (FINAMORE et al., 2018). A fosforilagdo de residuos de tirosina
especificos e outras modificagdes de proteinas, como oxidagdo de tiol, nitragdo e
carbonilagdo, tem sido mostrado como o fator precursor envolvido na ruptura induzida
por estresse oxidativo de zonas de oclusdo, através do ROS como: perdxido de
hidrogénio, 6xido nitrico, peroxinitrito , e acido hipocloroso, em um processo que
resulta no rompimento da morfologia das jungdes celulares e na perda das funcdes de
barreira epitelial e endotelial. Além disso, as ROS podem oxidar a actina e a tubulina,
causando a desmontagem da F-actina e da tubulina, o que leva a ruptura do

citoesqueleto e disfungdes da barreira intestinal (RAO et al., 2002).

A exposicao e ingestdo ao AAPH também levou a um aumento da caspase-3
clivada no trato gastrointestinal das larvas, a CC3 ¢ descrita como uma enzima que atua
na apoptose, sendo amplamente utilizada como marcador de células apoptoticas (Ansari
et al., 2017). Envolve uma ampla variedade de estimulos, que incluem muitos sinais de
desenvolvimento diferentes, bem como varias formas de estresse ou lesao celular, como
danos ao DNA, proteinas nao enoveladas, estresse do reticulo endoplasmatico, espécies
reativas de oxigénio e defeitos na especificacdo ou diferenciacao celular (STELLER.,
2008). O anticorpo CC3 reage de forma cruzada em outras espécies e detecta caspases
clivadas, principalmente DrICE e Dcp-1, caspases efetoras semelhantes a Caspase-3 em
Drosophila (FOGARTY e BERGMANN., 2014), e marca também pelo menos uma
proteina desconhecida adicional, todas as quais requerem DRONC para exposi¢cdo ao
epitopo. As alteragdes vistas nesse tecido sdo compativeis com os possiveis danos
causados pelo AAPH, como os danos oxidativo, disfuncdo na fisiologia do trato
gastrointestinal e morte celular. Isso sugere que a capacidade do intestino larval em

desenvolvimento de lidar com danos oxidativo, pode ser particularmente limitada.

A medida que o numero de aplica¢des de pontos quanticos (QDs) cresce, a
probabilidade de exposicao aumenta. Como esses metais tém potencial para efeitos nocivos
ao meio ambiente e a saude, surgem preocupagdes sobre nossa falta de compreensdo sobre o
destino desses produtos e as possiveis exposi¢des. Quantum dots possui propriedades
oOpticas muito interessantes e vem sendo usada cada vez mais em numerosas aplicacdes, por

isso entender seus efeitos em modelos biologicos vivos € muito importante. Entre os varios
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tipos de QDs, os pontos quanticos baseados em cadmio atraem a maior atengdo devido as
suas amplas aplicagcdes (WANG et al., 2013). Os ions de cadmio que estdo associados na
superficie do QDs podem ser liberados no interior da célula e pode indiretamente aumentar a
formagao de espécies reativas de oxigénio no citoplasma (CUYPERS et al., 2010). E pode
interagir com o sistema antioxidante através da sua alta afinidade por tidis, os ions de
cadmio reduzem os niveis de glutationa reduzindo, levando a um processo oxidativo
perturbandon o estado redox da célula podendo gerar danos estruturais (LOPEZ et al., 2006;
VILELA et al., 2021).

Como mostrado, o QD CdSe 0,3 mg/mL foi capaz de gerar danos celulares no
epitelio do trato gastrointestinal da larva levando ao aumento da permeabilidade intestinal
no ensaio smurf derivado da sua co-ingestdo, e aumento de apoptose e toxicidade
desenvolvimental. A notavel integridade da funcdo da barreira intestinal permite que ele
resista as agressoes diarias dos produtos quimicos aos quais estd exposto, além de fornecer o
suporte nutricional necessario ao organismo (GUZMAN et al., 2020). Achados similares
foram demonstrados por (YANG et al., 2022) que mostrou danos celulares em larvas de
Drosophila sob exposi¢ao ao cadmio, sendo demonstrando danos no intestino médio pelo
aumento do extravasamento do corante azul, além do aumento do contetido de ROS ¢ danos

no DNA.

Nanomateriais de ponto quantico de cadmio-selénio (CdSe QDs) ja foram
foram avaliados quanto a sua citotoxicidade in vitro, como no carcinoma hepatocelular onde
foi observado mortes celulares por encolhimento, ruptura de membrana e expressao de genes
apoptoticos (RAHMAN; OPO; ASIRI, 2021). E quanto ao extravasamento de Cd e Se, foi
mostrado que se 0 QD CdSe ¢ funcionalizado em nanoparticulas de vidro sua citotoxicidade
foi reduzida em queratinocitos humanos (ANDO et al., 2016). Demonstrado que a etapa de
sintese de nanoparticulas deve levar em consideracdo a eventual toxicidade do composto se
vazado. Foi demonstrado os efeitos do revestimento de nanoparticulas de CdSe/ZnS na
toxicidade celular, e a composi¢ao do ligante ¢ mais importante na geragdo de ROS do que a
carga de superficie, enquanto a carga de superficie ¢ um importante fator de citotoxicidade

(ZHENG et al., 2017).

Além disso, ja foi demonstrado que a exposicdo ao cadmio em larvas de
Drosophila ¢ capaz de aumentar a expressao dos genes que codifica a adenina nucleotideo
transferase mitocondrial ( sesB e Ant2 ), e ativar genes envolvidos com o aumento dos niveis
de apoptose (YANG et la., 2022). Alteragdes na expressao desses genes também podem

alterar o potencial de membrana nas mitocondrias e levar a um aumento prejudicial no
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conteudo de ROS e mais danos ao DNA. Foi demonstrado por uma abordagem protedmica
em células hepaticas e larvas de zebra-fish (GARCIA-CALVO et al., 2021) expostas ao
CdSe funcionalizado com ZnS, que a exposicao causa hipoxia e geracdo de ROS que leva a
apoptose, por ativacdo da via TDP-43. Além de ter alto impacto em organismos em

desenvolvimento, podendo induzir graves problemas neurais e locomotores.

De forma interessante, foi mostrado a toxicidade de QD utilizando um modelos
vivos, sendo demonstrado que a concentragio de Se na composi¢do do quantum dot de Cd*"
impacta diretamente na sua citoxicidade, através da sua interacdo com os fons de Cd*" em
modelo de embrido de galinha (VILELA et al., 2021). Isso se deve, pois os ions de selénio
se ligam aos fons Cd*" na superficie de CdSe MSQDs dimuindo a quantidade de Cd*" livres,
, alterando a citotoxicidade. Além da concentracdo de Se impactar na reducdo da toxicidade,
ela pode até apresentar efeitos terapéuticos positivos. Foi demonstrado experimental in vivo
e in vitro, efeitos antioxidantes de CdSe MSQDs em neutréfilos e macréfagos sendo
capazes de atenuar a producdo de EROs por estas células, além de ndo impactar na
viabilidade celular (SARAIVA et al., 2022), além de apresentarem atividade scavenger em
combater radicais. Demonstrando que controlar a densidade de Se na superficie da

nanoparticula representa uma estratégia interessante para reducdo da toxicidade de QDs.

Ao contrario da maioria dos tecidos epiteliais, como o intestino médio de
Drosophila adulta (BUCHON et al., 2010), o epitélio do intestino médio de Drosophila
larval possui pouca presenca de células progenitoras para mediar a renovagdo constante
(MATHUR et al., 2010), provavelmente devido a a natureza transitoria dos tecidos
larvais. No entanto, o intestino médio larval ¢ exposto a desafios ambientais, como
poluentes toxicos e bactérias. O epitélio larval de Drosophila contém enterdcitos
absortivos (ECs) e células enteroenddcrinas secretoras (EEs). No entanto, em contraste
com sua contraparte adulta, ndo sofre renovagdo epitelial continua (JIANG e EDGAR,
2009; MICCHELLI et al., 2011). Assim, durante o desenvolvimento larval, o intestino
médio ndo cresce em tamanho pelo aumento do numero de CEs, mas sim pelo aumento

do tamanho e ploidia de um determinado numero de CEs larvais (DURONIO, 1999).

Além disso, uma forte expressao de CC3 foi observada em um grupo de células
conhecidas como corpos gordurosos. O corpo gorduroso ¢ semelhante ao figado e tecido
adiposo que armazena gordura e serve como um o6rgao de desintoxicacdo e resposta
imune (MUSSELMAN et al., 2013), as larvas de drosoéfila continuamente comem e
armazenam gordura para metamorfose a medida que se desenvolvem. As alteragcdes no

tamanho das células devem-se em grande parte ao acimulo ou perda de substancias de
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reserva: goticulas lipidicas, depositos de glicogénio e granulos de proteinas.

Os organismos requerem processos de desenvolvimento robustos para garantir
sua transi¢do viavel para adultos, os nossos resultados mostraram que a exposi¢ao ao
AAPH induz letalidade e atraso no desenvolvimento de larvas de Drosophila. Além
disso, a exposicdo ao QD CdSe 0,3 mg/mL também gerou danos na larva em
desenvolvimento, mostrando que esses dois modelos; um organico usando um composto
que gera radicais peroxil no meio leva a prejuizos desenvolvimentais € que a exposicao

ao QD ¢ capaz de gerar danos similares a esse modelo.

A progressdo rigidamente regulada do desenvolvimento pode interferir na
capacidade regenerativa dos organismos em maturacdo. As larvas em especial possuem
um reparo tecidual limitado do seu intestino ao contrario do adulto, em vez disso, ocorre
um reparo tecidual ndo efetivo e mantém o intestino em um estado encurtado até o
momento da pupacdo, o que pode tornar esses organismos em desenvolvimento mais
susceptiveis a infecgdes e disfungdes metabolicas (HOUTZ et al., 2019), reduzindo o

numero na geracao de individuos saudaveis.

Além da toxicidade, o atraso no desenvolvimento pode ser explicado como um
mecanismo compensatorio aos danos sofridos, pois permite ao organismo uma
recuperagdo mais adequada, j4 que a regeneracdo ¢ incompleta. Isso pode sugerir dois
cenarios: primeiro, € possivel que o reparo do intestino em larvas seja limitado para
manter um numero suficiente de precursores de intestino medio adulto (AMPs) para o
desenvolvimento do epitélio do intestino médio adulto. Alternativamente, ¢ possivel
que o nimero de AMPs presentes no momento do dano seja um fator limitante, e ndo

seja suficiente para atenuar os danos nas larvas acometidas.

Sendo assim, uma consequéncia do uso das células imaginais para reparar o
intestino médio da larva sem aumentar a proliferacdo ¢ a necessidade de um periodo de
crescimento larval prolongado, para repor as células antes da pupagdao (KEITHA et al.,

2017; HOUTZ, et al., 2019).

Nesse contexto, nossos resultados mostram que o estresse oxidativo induzido por
AAPH pode interferir em etapas cruciais associadas a morfogénese intestinal de larvas
de drosophilas, podendo causar danos sistémicos notaveis, como disfuncao fisiologica e
morte celular e que a exposicao ao QD na concentragao de 0,3 mg/mL ¢ capaz de gerar

prejuizos e alteragdes similares, demonstrando toxicidade in vivo.
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Comparando os dois compostos; um com geracdo de EROs constantes e outro
um composto ambiguo metal e mineral, notamos que a exposi¢do a danos constantes
nessa concentracdo desafia o organismo em desenvolvimento a se defender
apresentando atividades antioxidantes estimulada mas com presenca de danos
oxidativos estruturais, pois a geracdo de danos provocados pelo AAPH supera a
velocidade do organismo em se reparar. Quando expomos a um composto limitado em
gerar EROs, o sistema antioxidante também ¢ ativado mas consegue sobrepor os danos
e reparar com mais eficiéncia, mostrando que a composicio e concentracdo de Se e Cd*"

na superficie do QD esta envolvido nos niveis de toxicidade.

Nossos resultados também indicam um modelo que permite estudar o estresse
oxidativo e danos no sistema gastrointestinal embrionario em desenvolvimento, além de
poder ser utilizado como ferramenta para triagem de moléculas com potencial

antioxidante e protetor.

7. Conclusao

e O desenvolvimento larval na presenga de AAPH na concentragdo 30 mM ¢ capaz
de gerar danos estruturais e celulares na larva de terceiro instar de Drosophila
melanogaster, causando um desequilibrio no sistema redox, através do aumento da
atividade do sistema SOD-CAT na tentativa de reduzir a presenga de moléculas
oxidantes, geracdo de danos oxidativos proteicos e lipidicos com consequente
redugdo na viabilidade larval. Além disso, demonstrou aumentar a caspase-3, um
forte mediador da morte celular programada nas células do trato gastrointestinal,

pela ingestao oral de AAPH.

° A exposicdo aos pontos magicos de tamanhos quanticos de selenato de
cadmio ¢ dependente da concentracdo e dose para gerarem prejuizos no modelo de
desenvolvimento larval. Sendo mostrado que, a exposi¢do na concentracdo de 0,3
mg/mL ¢ capaz de aumentar a atividade da linha de defesa primaria antioxidante, sendo
ela capaz de inibir a geracdo de danos oxidativos. Mas a ingestao oral provoca danos no

intestino médio, através do aumento de morte celular e extravasamento.
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