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RESUMO

O uso de nanoparticulas na medicina tem crescido significativamente, especialmente na area
da nanomedicina terandstica, que integra diagnostico e terapia em uma Unica estrutura
nanométrica. Entre as diversas nanoparticulas, os pontos quanticos tém se destacado como
promissores na entrega de fArmacos e como sistemas de imagens médicas e biossensores. No
entanto, a presenca de metais pesados em sua composi¢do levanta preocupagdes sobre sua
toxicidade, limitando sua utilidade clinica. Este estudo investigou a biocompatibilidade de
pontos quanticos ultrapequenos de nucleo de seleneto de cddmio e casca de sulfeto de cadmio
(CdSe/CdS) em Drosophila melanogaster, um organismo modelo com vantagens para estudos
de nanotoxicologia. Os resultados demonstraram que os tratamentos ndo afetaram as distintas
fases do desenvolvimento do animal e a expectativa de vida, além disso ndo causaram
desequilibrio redox na mitocondria do corpo gorduroso larval por meio de biossensores in
vivo. Esses resultados sugerem que os pontos quanticos de CdSe/CdS sdo biocompativeis em
D. melanogaster, fornecendo insights valiosos sobre sua seguranga em sistemas bioldgicos.
Futuras pesquisas devem continuar explorando os efeitos desses tratamentos e outras técnicas
para uma avaliacdo abrangente da seguranca dos pontos quanticos, visando seu potencial uso

em aplicagdes terandsticas.

Palavras-chave: Biocompatibilidade, Pontos Quanticos, Drosophila melanogaster,

Nanomedicina Terandstica



ABSTRACT

The use of nanoparticles in medicine has grown significantly, especially in the area of
theranostic nanomedicine, which integrates diagnosis and therapy in a single nanometric
structure. Among the various nanoparticles, quantum dots have stood out as promising in drug
delivery and as medical imaging systems and biosensors. However, the presence of heavy
metals in its composition raises concerns about its toxicity, limiting its clinical usefulness.
This study investigated the biocompatibility of ultrasmall cadmium selenide core and
cadmium sulfide shell (CdSe/CdS) quantum dots in Drosophila melanogaster, a model
organism with advantages for nanotoxicology studies. The results demonstrated that the
treatments did not affect the different phases of the animal's development and life expectancy,
in addition, they did not cause redox imbalance in the mitochondria of the larval fat body
using in vivo biosensors. These results suggest that CdSe/CdS quantum dots are
biocompatible in D. melanogaster, providing valuable insights into their safety in biological
systems. Future research should continue exploring the effects of these treatments and other
techniques for a comprehensive assessment of the safety of quantum dots, aiming for their

potential use in theranostic applications.

Keywords: Biocompatibility, Quantum Dots, Drosophila melanogaster, Theranostic

Nanomedicine
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1 INTRODUCAO

Particulas de tamanho nanométrico podem ser definidas como nanomateriais (NMs) e,
especificamente, como nanoparticulas (NPs). Os NMs abrangem uma variedade de estruturas
que possuem dimensodes na faixa de 1-100 nandmetros (nm) em pelo menos uma dimensao,
enquanto as NPs se referem a particulas que possuem as trés dimensdes na escala nanométrica

(Contera et al., 2020).

O tamanho bastante pequeno proporciona aos materiais na escala nanométrica uma
relagdo entre area superficial e volume extremamente alta (Kheiri et al., 2019).
Consequentemente, caracteristicas de tamanho e funcionalidades de superficie desempenham
papéis fundamentais na diferenciacdo de suas propriedades e aplicagdes, quando comparadas

as formulagdes convencionais do mesmo material (Arora et al., 2012; Gwinn et al., 2006).

Por suas caracteristicas peculiares, o uso das NPs tem sido amplamente explorado em
diversas dareas, incluindo cosméticos, eletronica e aplicagdes biomédicas (Missaoui et al.,
2018). A nanomedicina ¢ um campo em expansao da nanotecnologia que busca revolucionar
o diagnostico e tratamento de doengas, como o cancer. Uma vez que essa doenga ¢ uma das
principais causas de mortalidade em todo o mundo; no entanto, os tratamentos convencionais
frequentemente resultam em efeitos adversos nos pacientes (A Zaimy et al., 2017; Sung et

al., 2021).

Assim, o primeiro marco significativo da nanomedicina ocorreu na década de 1970
com a introdu¢do da formulagdo lipossomal da doxorrubicina (Doxil®), que se tornou o
primeiro nanomedicamento aprovado pela Administragdo Federal de Medicamentos (Food
and Drug Administration - FDA) dos Estados Unidos da América (EUA) (Forouhari et al.,
2021, Zhao et al.,, 2018). Desde entdo, as aplicagdes das NPs se estenderam do
desenvolvimento de medicamentos para avangos em bioimagem, diagnéstico e engenharia de

tecidos (Brown et al., 2014).

A nanomedicina terandstica € um campo emergente como uma abordagem promissora
no paradigma terap€utico, uma vez que a nanotecnologia permite a integracdo do diagnostico
e da terapia em uma Unica estrutura nanométrica (Ramanathan et al., 2018). Entre os diversos
tipos de NPs, os pontos quanticos (PQs) sdo semicondutores cristalinos que possuem uma
aplicacdo vasta em razao de suas propriedades Opticas e eletronicas serem ajustaveis atraves

do tamanho do nanocristal (NC) (Jesus, 2018). Nesse sentido, apresentam-se como agentes
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promissores ndo apenas na entrega de farmacos, mas também por suas propriedades
fluorescentes, tornando-os candidatos ideais para atuarem como sistema de imagens médicas

e biossensores (Khan et al., 2021).

No entanto, as informagdes sobre a seguranca das NPs estdo atrasadas em comparacao
com as pesquisas sobre suas aplicacdes, ja4 que o numero de artigos que abordam a
aplicabilidade dos NMs ¢ significativamente maior do que estudos de toxicidade e riscos
associados a eles (Najahi-Missaoui et al., 2020). Assim, embora os PQs apresentem
vantagens que lhes conferem potencial na aplicagdo clinica, a inclusdo de metais pesados em
sua formulagdo restringe essa utilidade devido as preocupacdes com a toxicidade associada a

esses elementos quimicos (Missaoui et al., 2018).

A nanotoxicologia atual se baseia principalmente em modelos in vitro, que fornecem
dados limitados sobre o comportamento das NPs nos organismos (Chifiriuc et al., 2016).
Portanto, os modelos in vivo sdo essenciais para entender os efeitos das NPs, permitindo
observar suas interagdes complexas com os sistemas biologicos e capturar a complexidade

dos tecidos e sistemas de defesa (Chrishtop et al., 2021).

Nesse contexto, a Drosophila melanogaster, também conhecida como mosca-da-fruta,
¢ um organismo modelo amplamente utilizado devido a sua consideravel semelhanga genética
e fisiologica com os humanos (Ong et al., 2014). Além disso, ¢ um modelo que oferece varias
vantagens e por ser economico ¢ dinamico permite uma avaliagao rapida dos possiveis efeitos
dos NMs, tornando este organismo um excelente modelo para testar efeitos toxicos mediados

por NPs (Demir et al., 2022; Demir e Demir, 2022).

2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Nanotecnologia e Nanoparticulas

Os termos nanociéncia € nanotecnologia ganham destaque e se tornam cada vez mais
presentes em nosso cotidiano, sendo necessario distingui-los. Enquanto a nanociéncia abrange
o estudo e a compreensdo dos fendmenos e propriedades relacionadas a manipulagdo de
materiais em escalas atomica, molecular ¢ macromolecular, a nanotecnologia concentra-se na
producdo, caracterizacao e aplicacdo das NPs em uma ampla variedade de areas (Cadioli e

Salla, 2006; Lekshmi et al., 2024; Zhu et al., 2021).
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A nanotecnologia proporciona solu¢des inovadoras para os desafios contemporaneos
enfrentados pela sociedade (Saritha et al., 2022). Fundamentado na alta relacdo entre area e
volume das NPs, este campo dinamico e abrangente confere propriedades mecanicas,
magnéticas, elétricas e Opticas Unicas a esses materiais, possibilitando o desenvolvimento de
produtos inovadores (Bansal et al., 2024; Malik et al., 2023). Por isso, as NPs encontram
aplicagdo em diversas areas, incluindo medicina, industria téxtil e aeroespacial, automoveis,
cosméticos, agricultura, embalagens de alimentos, dispositivos optoeletronicos, Optica, entre

outros (Chhipa et al., 2019; El-Kalliny et al., 2023).

Apesar da nanotecnologia ser considerada uma das tecnologias mais promissoras do
século XXI, sua origem nao ¢ recente. Seu uso remete ao século IV d.C., como demonstrado
pelo uso de NPs na taca de Licurgo pelos romanos, representando assim um dos mais antigos
exemplos de NMs sintéticos (Bayda et al., 2019). Essa descoberta ¢ consequéncia da
constante evolug¢do da nanociéncia impulsionada pelo interesse crescente e pela capacidade de
obter imagens de NMs com técnicas de resolugdo atdmica, como a microscopia de varredura
por tunelamento (Najahi-Missaoui et al., 2020). Por isso, a nanotecnologia teve um
crescimento exponencial na ultima década, o que implica na aplicabilidade das NPs em
diversas areas, incluindo a industria farmacéutica, ciéncia dos materiais, tecnologia de
alimentos, eletronica, equipamentos esportivos, cosméticos, entre diversas outras (Missaoui et

al., 2018).

NPs sao definidas como particulas cujas dimensdes variam entre 1 e 100 nanometros.
Esse termo engloba particulas de diferentes rotas sintéticas, a partir de elementos quimicos
como lipidios, carbono, polimeros, metais e 6xidos (Li et al., 2020). Esse tipo de NM
apresenta propriedades fisicas e quimicas distintas em comparagdo com materiais de
composi¢do semelhante em escalas micro ou macroscopicas, devido ao aumento da relagao

entre area de superficie e volume (Rao et al., 2023).

Vale ressaltar que as novas propriedades fisicas e quimicas das NPs ampliam a
diversidade de materiais disponiveis e que algumas dessas propriedades, como as dOpticas, sao
dependentes do tamanho e da composi¢ao quimica dos materiais (Korotcenkov et al., 2010;
Sanfelice et al., 2022). Segundo Yang et al. (2021) sdo as propriedades fisico-quimicas, em
especial composi¢do, estrutura cristalina, tamanho e forma, que afetam suas interagdes com
sistemas biologicos e biomoléculas, influenciando aspectos como sinalizagdo, cinética e

toxicidade.
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As NPs apresentam uma ampla variedade de caracteristicas, incluindo dimensoes,
formas, tamanhos, composi¢des, porosidade, fases e uniformidade. Como resultado dessa
diversidade, varias classificagdes tém sido propostas para categoriza-los (Namakka et al.,
2023). Em particular, as NPs inorganicas, especialmente os materiais semicondutores, tém
sido alvo de maior atengdo como sistemas potenciais de diagnosticos e terapia em diversas
doengas, incluindo o cancer (Nufez et al., 2018). Essa grande aplicabilidade no campo
biomédico ¢ decorrente do seu tamanho controldvel e propriedades oOpticas Unicas,
condutividade elétrica, propriedades magnéticas, propriedades cataliticas e boa

biocompatibilidade (Ma et al., 2023).

Em relagdo a sua origem, as NPs podem ser classificadas em trés grupos principais:
naturais, incidentais e projetadas. As NPs naturais surgem de processos normais, como em
decorréncia de um incéndio florestal (Grillo et al., 2015), enquanto as incidentais sdo
subprodutos involuntarios de processos industriais, como corrosdo € combustdo. J4 as
projetadas sdao fabricadas intencionalmente para aplicagdes especificas, como as NPs de
didxido de titanio (TiO,) na composi¢ao de filtros solares (Barhoum et al., 2022, Yang et al.,

2021).

NPs provenientes de fontes naturais e antropogénicas sao amplamente presentes no
meio ambiente, tornando a exposi¢do humana inevitavel. Dada essa exposi¢do constante, ¢ de
extrema importancia compreender os potenciais efeitos adversos agudos e cronicos que as

nanoparticulas podem causar nos seres humanos (Yang et al., 2021).

2.2 Nanotoxicologia

Em 2004, a nanotoxicologia surgiu como uma nova subcategoria essencial da
toxicologia, direcionada em avaliar os riscos e ameacgas potenciais associados ao rapido
crescimento da industria de nanotecnologia (Pikula et al., 2020). Um exemplo marcante € o
didxido de titdnio (TiO,), amplamente utilizado em protetores solares, cremes dentais e
produtos alimenticios, representando 70% da produg¢do mundial de pigmentos devido a sua
considerada inércia bioldgica (Chen et al., 2014). Embora em 2009 apenas cerca de 4% de sua
produgdo fosse nanométrica, estima-se que até 2025 a substituicao exclusiva por NPs de TiO,
aumente o risco de exposi¢do ao meio ambiente e aos consumidores, uma vez que as NPs de
TiO, sao classificadas como possivelmente cancerigenas para humanos, devido a

genotoxicidade que podem gerar (Grande et al., 2016; Richter et al., 2018).
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Considerando que mais de 8.000 tipos de NPs sdo fabricados globalmente, torna-se
crucial realizar uma avaliagdo de seguranga das nanoestruturas e nanodispositivos projetados,
especialmente considerando sua possivel toxicidade (Liu et al., 2022). Portanto, ¢
surpreendente que, apesar do crescimento na fabricacdo de produtos contendo NPs e da
continua descoberta de novas aplicagdes, o conhecimento sobre os efeitos da nanotecnologia
na saude e a exposi¢cdo a particulas na escala nanométrica ainda seja limitado (Figura 1)

(Prajitha et al., 2019).
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Figura 1. Numero de artigos cientificos publicados sobre nanoparticulas de 2000 a 2024 no
PubMed. Os artigos foram pesquisados e quantificados na base de dados cientificos Pubmed,
abrangendo o periodo de 2000 a fevereiro de 2024, utilizando as palavras-chave "nanoparticulas" (em
verde) e "nanoparticulas seguras", "toxicidade das nanoparticulas" e "riscos das nanoparticulas" (em
vermelho), todas em inglés.

Observa-se uma vasta quantidade de publicagdes sobre a aplica¢do das nanoparticulas. No entanto, ao
comparar esse dado com os estudos relacionados a sua seguranca, toxicidade e riscos, verifica-se uma
escassez de informacdes.

Fonte: Autor (2024)

A alta relagdo entre area de superficie e volume das NPs proporciona maior
reatividade quimica e biologica, além de sua persisténcia no corpo por um longo periodo
(Sufian et al., 2017). Apesar do tamanho das particulas e a area grande superficial serem

caracteristicas proeminentes na escala nanométrica, a toxicidade das NPs também depende de
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outros parametros, como forma, composi¢ao, estrutura cristalina, solubilidade em 4gua, carga
superficial, frequéncia e duracao da exposi¢do (Saifi et al., 2018). Em comparagdo a materiais
que ndo estdo na escala nanométrica, essas variaveis fisico-quimicas adicionais tornam a
avaliacdo da nanotoxicidade complexa, e a avaliacdo da toxicidade das nanoparticulas pode
ser necessaria caso a caso. Por exemplo, pequenas variagdes na quimica da superficie das
nanoparticulas podem resultar em toxicidade, biodistribuicdo e perfis de eliminacdo
significativamente diferentes, mesmo que o nucleo do nanomaterial seja o mesmo (Yang et

al., 2021).

O uso de cosméticos contendo NMs tem sido associado a um aumento na exposi¢ao
das NPs a pele (Sufian et al., 2017) e aos olhos (Cosert et al., 2022). Além disso, quando
ingeridos acidentalmente, esses produtos podem entrar em contato com o trato gastrointestinal
(TGI) (Arora et al., 2012), o que pode levar a uma possivel penetracdo na corrente sanguinea.
Esse cendrio tem levantado sérias preocupacdes sobre seguranca e satide dos consumidores,

especialmente devido a natureza toxica das NPs (Sufian et al., 2017).

As NPs tém sido amplamente empregadas na agricultura e na industria alimenticia,
bem como no desenvolvimento de formulagdes destinadas a melhorar a solubilidade oral e a
dissolu¢do de medicamentos encapsulados (Missaoui et al., 2018). Nesse contexto, uma das
formas pelas quais as NPs podem chegar ao trato gastrointestinal (TGI) ¢ por meio da
ingestdo de dgua, alimentos e medicamentos, assim como por meio da depuracdo mucociliar
do trato respiratorio das vias respiratorias superiores (Arora et al., 2012). Enquanto a
exposi¢do as NPs pela via endovenosa geralmente ocorre apenas por meio de aplicagdes

terapéuticas, como vacinas (Kheirollahpour et al., 2020).

Entre as possiveis vias de exposicao aos NMs, Matteis e Rinaldi (2018) destacam que
a inalagao ¢ a principal. Quando as NPs sdo depositadas no trato respiratorio, elas interagem
com as células epiteliais e o fluido intersticial. Nesse contexto, pode ocorrer translocagao
intersticial, seja porque a capacidade dos macréfagos de incorporar as NPs esta saturada ou
porque as NPs escapam do sistema fagocitario (Arora et al., 2012). Independente da via de
exposicao, a fagocitose € a pinocitose sdo as principais vias de internalizacdo de NPs
inorganicas nas células, que ¢ a classe da nanoparticula do presente trabalho (Khan et al.,
2021). Assim, dentro de orgdos, tecidos e sangue, as NPs podem interagir com células,
biomoléculas e organelas para potencialmente causar toxicidade em niveis celulares e

subcelulares (Yang et al., 2021).
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A farmacocinética e a biodistribuicdo das nanoparticulas sdo influenciadas por suas
caracteristicas fisico-quimicas, como mencionado anteriormente. Entre essas caracteristicas, o
tamanho ¢ um fator importante, pois nanoparticulas de diferentes tamanhos t€ém padrdes
distintos de acumulacdo, com as maiores tendendo a se concentrar principalmente no figado e
baco, enquanto as menores, <10 nm, se distribuem mais amplamente por outros tecidos além
do figado e bago, podendo chegar ao cérebro (Arora et al., 2012; Khan et al., 2021). Além
disso, os capilares dos rins apresentam um tamanho de poro de 70 nm, portanto a excre¢ao

por essa via depende do tamanho dos NPs (Matteis e Rinaldi, 2018)

Quando as NPs atingem um fluido bioldgico, as proteinas e lipidios do soro, por
exemplo, sdo adsorvidas em sua superficie, formando uma coroa proteica (El-Kalliny et al.,
2023). Esse fendomeno altera as propriedades deste nanomaterial, podendo afetar a
nanotoxicidade ou a eficicia da nanomedicina (Yang et al., 2021). Assim, o transporte ¢ a
biodistribui¢do das nanoparticulas in vivo sdo amplamente influenciados pela coroa proteica,

em vez das caracteristicas projetadas das nanoparticulas sintéticas (Donahue et al., 2019).

As NPs projetadas possuem diversos mecanismos de toxicidade descritos (Gupta et al.,
2018). Dentre eles, destaca-se a geragdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), como o
perdxido de hidrogénio (H,0,), entre outros (Figura 2e). Essa formacao de EROs pode ocorrer
por meio de reagdes oxidativas de um elétron com elementos quimicos da superficie das NPs,
cenario decorrente do aumento da reatividade quimica e da area de superficie desse tipo de

nanomaterial (Yang et al., 2021).

A superproducdo de EROs, decorrente do desequilibrio entre as enzimas antioxidantes
intracelulares e as EROs, por exemplo, juntamente com a liberagdo de ions metalicos nocivos
a partir de NPs podem induzir estresse oxidativo (Soares et al., 2021). Esse estresse pode
causar danos a organelas celulares, DNA, membranas celulares, canais idnicos e receptores de
superficie celular (Paunovic et al., 2020; Zuberek et al., 2018). Dessa forma, quando a
mitocondria ¢ afetada, ela se torna disfuncional (Anozie et al., 2017), estimulando ainda mais
a liberacao de EROs das mitocondrias através de um processo denominado liberagao de EROs

induzidas por EROs (Yang et al., 2021).

Uma alta geragdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) pode impactar varias vias
de sinalizacdo celular, influenciando a prolifera¢do, diferenciacdo e sobrevivéncia celular

(Figura 2) (Luo et al., 2013; Mohammadinejad et al., 2018). A extensdo do dano celular
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depende da intensidade do estresse oxidativo, onde niveis baixos perturbam a homeostase
redox e podem causar inflamacdo, enquanto niveis mais altos resultam em citotoxicidade e
morte celular (eutres, sutres, diestres - citar e pesquisar, substituir) (Wang et al., 2018). Esse
processo, assim como a disfuncdo mitocondrial, estd associado a diversas patologias,
incluindo diabetes, cancer, doencas neurodegenerativas e cardiocarvulares (Sarma et al.,

2021), distarbios de imunodeficiéncia e doengas pulmonares cronicas (Yao et al., 2024).

Além do material do ntcleo das NPs, os componentes da superficie também
desempenham um papel significativo nos efeitos adversos e na sua toxicidade (Matteis e
Rinaldi, 2018). Por exemplo, as superficies das NPs podem ser revestidas com
polietilenoglicol (PEG) para reduzir a adsor¢cdo de proteinas e outras biomoléculas,
prolongando assim seu tempo de circulagdo sanguinea. No entanto, o uso de PEG pode
desencadear reagdes de hipersensibilidade e anafilaxia mediadas por anticorpos anti-PEG em

humanos (Yang et al., 2021).
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Figura 2. Representacio esquematica dos efeitos adversos e da nanotoxicidade das
nanoparticulas. (a) Vias de exposicdo as nanoparticulas. Apoés a exposi¢do, as nanoparticulas podem
interagir com (b) orgdos/tecidos, (c) células e (d) biomoléculas. Os principais mecanismos de
toxicidade de nanoparticulas incluem (e,i) a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), (e, ii)
desintegracdo de nanoparticulas e liberagdo de ions metalicos e espécies organicas, e (e, iii) ativagao
mediada por nanoparticulas de vias de sinalizagdo celular. Os efeitos adversos e a toxicidade das
nanoparticulas podem levar a (f) apoptose e necrose celular, além de (g) danos a tecidos/érgdos,
inflamacdo e choque anafilatico.

Fonte: Adaptado de Yang et al. (2021)

Nesse contexto, para fins biomédicos, especialmente em aplicacdes in vivo que
envolvem a ingestao ou injecao deliberada e direta de nanoparticulas no corpo, a toxicidade ¢
um fator critico a ser considerado ao avaliar seu potencial. Assim, a pesquisa em
nanotoxicologia ndo apenas fornece dados para a avaliagdo da seguranga de NPs projetadas,
mas também contribui para o avango da nanomedicina, oferecendo informagdes sobre suas
propriedades indesejaveis e estratégias para mitiga-las (Lewinski et al., 2008; Oberdorster et

al., 2005).

2.3 Uso de pontos quanticos na nanomedicina terandstica

Hu et al. (2017) destacam que a citotoxicidade dos PQs esta correlacionada com o
tamanho das particulas, observando que QDs menores resultam em maior toxicidade. No
entanto, essa caracteristica de tamanho também apresenta um aspecto positivo. As vantagens
das NPs na nanomedicina oferecem diversas vantagens, incluindo sua capacidade de penetrar
facilmente através das barreiras celulares, acumular-se em organelas e células especificas,
possuir propriedades terandsticas (tanto terapéuticas quanto diagndsticas), bem como sua

capacidade de ajuste fino (Mohammadinejad et al., 2018).

Além disso, os sistemas de administragdo de medicamentos nanoparticulados tém
recebido muita atencdo em comparacdo ao tratamento convencional devido a sua maior
seguranca, melhores perfis farmacocinéticos, maior biodisponibilidade e melhor eficacia
terap€utica (Sarma et al., 2021). Apds a modificagdo das moléculas de superficie, as NPs
carregados de farmacos podem ser direcionadas para se acumularem em células e tecidos
lesionados e ndo em células e tecidos normais, aumentando a especificidade do alvo e

reduzindo efeitos colaterais (Xu et al., 2021).

A crescente demanda por diagndstico em estagio inicial de doengas como cancer,
diabetes e neurodegenerativas pode ser atendida com o desenvolvimento de materiais que

oferecem alta sensibilidade e especificidade (Kansara et al., 2022). Dessa forma, o objetivo


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/nanomaterial
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principal do desenvolvimento da nanomedicina teranostica ¢ criar plataformas de entrega para
a entrega direcionada de medicamentos ou agentes de imagem para melhorar a eficacia
terapéutica, reduzir os efeitos colaterais e aumentar a sensibilidade diagndstica (Shete et al.,

2022; Wu et al., 2024)

Em comparacdo com as NPs organicas, as NPs inorganicas se destacam como
transportadores de farmacos devido ao seu alto rendimento quantico, facilidade nas
modificacdes de superficie, liberacdo controlada de farmacos e alta fotoestabilidade (khan et
al., 2021). PQs sao NCs semicondutores com caracteristicas unicas, como vida util, excelente
fotoestabilidade, seus espectros de emissdo sdo intensos € podem variar de acordo com seu
tamanho e composicdo, além disso sdo resistentes ao fotobranqueamento e a degradacao
quimica (Ni et al., 2020). Seu tamanho tipico varia de 1 a 10 nm que pode ser precisamente
controlado pela duragdo, temperatura e uso de moléculas de ligante apropriadas na sintese

(Zarschler et al., 2016).

H4 muitos elementos semicondutores que podem compor os PQs, entre eles os PQs
baseados em Cd (CdS, CdTe e CdSe) sdo amplamente utilizados para aplicagdes biomédicas
(Paithankar et al., 2022). Entretanto, a meia-vida prolongada e a bioacumulagdo de ions Cd*

constituem uma ameaca sistémica para todas as formas de vida (Paithankar et al., 2022). Além
disso, os PQs de nucleo baseado em Cd foram associados a efeitos toxicos agudos ou cronicos

no figado, rins e pulmdes em camundongos (Le et al., 2022). Assim, a biosseguranga dos PQs
tem sido um problema intratavel quando os PQs passam para a aplicacdo clinica devido a sua

potencial citotoxicidade (Hu et al., 2017).

Os atomos de metais pesados presentes no nicleo do PQ sdo responséaveis pela sua
toxicidade, como por exemplo o Cadmio, pois o nucleo metélico sofre oxidagdo, levando a
geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e respectivos ions metalicos, induzindo
subsequentemente toxicidades celulares (Paithankar et al., 2022). Para superar esse problema,
o nucleo semicondutor (por exemplo, CdSe), principal componente de um PQ tipico, pode ser
encapsulado em um involucro para melhorar as propriedades eletronicas e Opticas e reduzir a

lixiviagdo do metal do nucleo (Hu et al., 2017).

Nas ultimas duas décadas, os PQs atrairam enorme atencdo em imagens celulares e
moleculares, assim como medicina contra o cancer (Zarschler et al., 2016), tornando-se um
dos materiais fluorescentes mais estudados (Sheng et al., 2014). A fluorescéncia intrinseca

das biomoléculas representa um problema quando sdo utilizados fluoréforos que absorvem
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luz visivel (350-700 nm) (Leung, 2007). Ao contrario da maioria dos fluoréforos
convencionais, os PQs oferecem a possibilidade de emissdo no infravermelho préximo (>650
nm), uma regido altamente desejada para imagens biomédicas ja que evita a interferéncia da
fluorescéncia de fundo de biomoléculas naturais, proporcionando um alto contraste entre os
tecidos alvo e de fundo (Matea et al., 2017). Portanto, os PQs, com suas propriedades

optoeletronicas ajustaveis, ganharam grande interesse (Phafat et al., 2023).

As caracteristicas distintas dos PQs os tornam candidatos ideais como agentes de
contraste para marcacdo e imagem em bioensaios. PQs podem atuar como sondas
fluorescentes fototérmicas, agentes sensibilizadores, agente de contraste fotoacustico e
plataforma de diagnostico (Figura 3), além de serem utilizados em terapia multimodal (Jha et
al., 2017; Tan et al., 2020). Além disso, técnicas de bioconjugacdo na superficie dos PQs
permitem a conjugac¢do de biomoléculas de interesse, o que viabiliza a caracterizagdo de
mecanismos fisiologicos e patologicos subjacentes aos processos de doenca (Tosat-Bitrian et

al., 2020).
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Figura 3. Pontos quinticos de grafeno (GQD) mostraram eficicia na entrega de curcumina
(Cur) em uma terapia anticincer in vivo. As imagens em (a) mostram fotografias dos camundongos
tratados com solugdo salina tamponada com fosfato (PBS), 6xido de grafeno duplamente oxidado
(DGO), ponto quantico de grafeno (GQD), 6xido de grafeno duplamente oxidado com curcumina
(DGO-Cur), ponto quantico de grafeno com curcumina (GQD-Cur) e curcumina (Cur) apos 14 dias,
enquanto as imagens.GQD-cur no local do tumor demonstraram aumentar efetivamente a eficacia da
terapia tumoral, liberando Cur de forma estavel e continua, resultando na morte eficaz das células
cancerigenas e inibi¢do do crescimento do tumor. Ja em (b) sdo fotografias dos tumores tratados com
os respectivos agentes apds 14 dias e em (c) imagens de tomografia optica in vivo de camundongos
portadores de tumor apos inje¢do de GQDs e GQD-Cur (10 mg/kg).

Fonte: Adaptado de Some et al. (2014)
2.4 Drosophila melanogaster como modelo de estudo para nanotoxicologia

E importante enfatizar que os resultados de estudos de nanotoxicidade obtidos in vitro
ndo recapitulam necessariamente o potencial de toxicidade das NPs em modelos animais ou
seres humanos (Chifiriuc et al., 2016). Por exemplo, embora os PQs de CdSe tenham
demonstrado citoxicidade em culturas de células, esse mesmo efeito ndo foi observado em
modelos animais, como murinos e peixes, nas condi¢des especificas de teste relatadas (Yang
et al., 2021). Portanto, os modelos in vivo sdo essenciais para entender os complexos efeitos
das NPs. Entre eles, a Drosophila melanogaster ¢ um modelo padrdo na avaliagdo da

toxicidade de NPs projetadas (Chrishtop et al., 2021).

A Drosophila melanogaster oferece uma série de vantagens, como rapida rotatividade

de descendentes, custos de manutencao acessiveis relativo a outros modelos de invertebrados
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e vertebrados, ferramentas avangadas de andlise genética, regulamentacdo ética limitada e
inimeras opgdes para deteccao fendtipos induzidos ou anormais (Ong et al., 2014; Paithankar
et al., 2022). Além disso, Drosophila apresenta alta conservagdo evolutiva de muitos genes
relacionados a doencas humanas, aproximadamente 75% (Chifiriuc et al., 2016) Essa ampla
conservagdo de genes, que codificam vias fundamentais de desenvolvimento e fisiologicas
entre Drosophila e mamiferos, sustenta a traduzibilidade dos resultados do estudo com

moscas para humanos (Rand et al., 2023).

Os estudos sobre a toxicidade dos NMs apos a ingestdo oral sdo limitados (Arora et al.
2012). E importante notar que o modelo de D. melanogaster mimetiza essa via de exposi¢io
através da barreira intestinal (Alaraby et al., 2015). Isso porque a Drosophila e seres humanos
compartilham semelhangas em varios sistemas fisiologicos, incluindo o sistema digestivo
(Mishra et al., 2021), em termos de desenvolvimento, anatomia e funcionamento (Pandey et
al., 2011). Além disso, o uso de D. melanogaster como organismo modelo em estudos de
nanotoxicologia respeita o conceito dos Trés Rs (Substitui¢ao, Reducao e Refinamento)
promovido pelo Centro Europeu para a Validacdo de Métodos Alternativos (CEVMA) (Silva
et al., 2022). Por todas estas razdes, D. melanogaster ¢ o modelo de escolha para avaliar a

atividade bioldgica dos PQs deste trabalho.
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3 HIPOTESE

Acredita-se que pontos quanticos ultrapequenos compostos por um nucleo de CdSe e
um revestimento de CdS, que protege o nucleo e controla suas propriedades Opticas e
eletronicas, possam ser biocompativeis em Drosophila melanogaster, sugerindo um potencial

uso teranostico.

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a biocompatibilidade dos pontos quanticos ultrapequenos de CdSe/CdS em

Drosophila melanogaster.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar os efeitos dos pontos quanticos ultrapequenos (PQUPs) de CdSe/CdS sobre
o estagio larval e pupal, avaliando a letalidade larval e a pupacdo por dia durante o
desenvolvimento da Drosophila melanogaster;

e Analisar in vivo os efeitos dos PQUPs de CdSe/CdS sobre o tempo de vida (lifespan)
dos animais;

e Avaliar o estado redox in vivo apds exposi¢do cronica a PQUPs de CdSe/CdS por

meio de biossensores fluorescentes expressos no corpo gorduroso.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Sintese e caracterizaciao dos pontos quanticos ultrapequenos de CdSe/CdS

A investigacdo in vivo dos efeitos dos pontos quanticos ultrapequenos de Seleneto de
Cadmio e Sulfeto de Cadmio (PQUPs de CdSe/CdS) foi possivel devido a uma colaboragao
cientifica com o Laboratorio de Materiais Estratégicos (LME) do Instituto de Fisica (IF) da
Universidade Federal de Alagoas, sob a coordenagdo da Prof®. Dr. Anielle Christine de
Almeida Silva. Além disso, embora o grupo esteja envolvido com diversos nanomateriais,

neste trabalho dedicaremos maior atengdo aos pontos quanticos ultrapequenos.

A metodologia de sintese e as caracterizagdes dos PQUPs de CdSe/CdS foram
publicadas por Silva et al. em 2014 (Figura 4). Em resumo, os PQUPs de CdSe/CdS utilizados
possuem menos de 2nm de didmetro, foram sintetizados via solu¢do aquosa e foram
caracterizados por diversas técnicas experimentais, incluindo espectroscopia de absorcao
optica, espectroscopia de fluorescéncia, difracdo de raios X, espectroscopia de infravermelho

por transformada de Fourier e espectroscopia Raman (Silva et al., 2014).

Cds

Figura 4. Esquema representativo do ponto quantico ultrapequeno (PQUPs) com nucleo de
CdSe e casca de CdS. Observa-se um nucleo composto de CdSe, que, ao ser recoberto por
1-tioglicerol, um surfactante, recebe uma camada externa de CdS.

Fonte: Silva et al. (2014)
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5. 2 Estoque e cultura de Drosophila

Os animais utilizados para os fins deste estudo eram oriundos do biotério do
Laboratoério de Anélise in vivo da Toxicidade e Doengas Neurodegenerativas (LAVITOX),
localizado no Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (ICBS) da Universidade Federal de

Alagoas.

Animais da linhagem Canton S, PPL-GAL4, UAS-mito-roGFP2-Grxl e
UAS-mito-roGFP2-Orp1 de Drosophila melanogaster (Diptera, Drosophilidae) foram criados
em meio padrdo de fubd (farinha de milho, 4gar, extrato de levedura, agucares, acido
fosfoérico, metilparabeno (nipagin) e acido propidnico) sob condi¢des controladas de
temperatura (25 £ 1°C), umidade (60-70%) e fotoperiodo (ciclo claro-escuro de 12:12h). As
amostras, em estado liquido, de pontos quanticos ultrapequenos (PQUPs) de selencto de
cadmio/sulfeto de caddmio (CdSe/CdS) foram suspensas em &gua ultrapura. A partir da
solugdo mae (18 mg/mL) foram preparadas duas solugdes estoques (0,2 e 1 mg/mL). Essas
solucdes foram entdo usadas para preparar as concentracoes apropriadas para as analises in
vivo. Os PQUPs foram entdo dispersos usando um sonicador de sonda de 5 W (Elmasonic

EASY 60 H, Misonix, EUA) por 30 minutos antes do uso.

5.3 Ensaio de desenvolvimento

O ensaio de desenvolvimento ¢ essencial para avaliar se os PQUPs podem afetar o
desenvolvimento geral de Drosophila e causar qualquer letalidade durante cada estagio de
desenvolvimento. Para realizar este experimento, aproximadamente 80 machos e fémeas
foram mantidos em um aparato de oviposi¢do que contém uma tampa de agar a base de suco
de uva no fundo. A coleta de embrides foi realizada em intervalos de 6 horas quando as
tampas foram substituidas. Apos 24 horas da coleta dos ovos, os embrides se transformam em
larvas, e essas larvas recém-eclodidas foram entdo transferidas para frascos experimentais
contendo 4mL de meio padrdo de fuba adicionado de seis concentracdes diferentes (0,0; 0,1;
1,0; 10,0; 20,0 e 40,0 pg /mL) de PQUPs de CdSe/CdS e 4 mL de meio padrio como
controle. Foram montadas cinco (n=5) réplicas contendo 30 larvas para cada concentracao, e
os animais foram monitorados durante as fases seguintes de desenvolvimento por cerca de 5

dias a 25°C (Figura 5).

Os animais que atingiram a fase pupal foram registrados diariamente. A frequéncia de

pupacao foi analisada diariamente e comparada com o controle para determinar qualquer
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atraso durante o desenvolvimento larval. A diferenga entre o numero inicial de larvas
transferidas para o meio e o numero total de pupas indica o nivel de letalidade larval para cada

concentragdo experimental.

5. 4 Lifespan

O experimento de lifespan tem como objetivo avaliar o impacto de uma substincia em
estudo na longevidade dos animais. A média de vida da Drosophila em condigdes normais ¢
de aproximadamente cinquenta dias (Linford et al., 2013). Para isso, os animais sobreviventes
do experimento de desenvolvimento (item 5.3) sdo separados por sexo desde o primeiro dia
de vida e colocados em vials contendo 4 mL de meio padrio, dependendo da concentragdo da
substancia investigada ou do grupo controle (Figura 5). A cada trés ou quatro dias, os animais
sao transferidos para novos vials, no intuito de evitar o crescimento de fungos na comida, € as

mortes sdo registradas, atribuindo "1" para mortes e "0" para sobreviventes.
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Figura 5. Fluxograma da exposicio via oral ao tratamento no ensaio de desenvolvimento
pos-embrionario. Animais de diferentes sexos foram acondicionados em um dispositivo acoplado a
uma placa de oviposi¢do, na qual as fémeas depositam seus ovos. Um dia depois, esses embrides
eclodem em larvas de primeiro estagio (L1), que foram inseridas em frascos de vidro contendo meio
de cultura padrao de Drosophila misturado com o tratamento em diferentes concentragdes (0,0; 0,1;
1,0; 10,0; 20,0 e 40,0 pg/ml). Seguindo esse processo, os estagios subsequentes de desenvolvimento
desses animais foram monitorados.

Fonte: Autor (2024)



29

5.5 Ensaio in vivo com biossensores

Para avaliar os efeitos da exposi¢do aos PQUPs de CdSe/CdS sobre a homeostase
redox foi utilizado o sistema UAS-GAL4, amplamente utilizado para manipulacao e analise
de expressao gé€nica em Drosophila, uma vez que permite a expressao de uma proteina ou
gene de interesse em um tecido especifico (Caygill et al., 2016). Para tanto, o promotor de
GAL4 escolhido foi um driver de corpo gorduroso, uma vez que esse tecido interage com
outros tecidos para responder as necessidades fisiologicas do crescimento durante o
desenvolvimento, coordenando varios processos metabolicos nos diferentes estdgios de vida

do animal (Aguila et al., 2007; Zheng et al., 2016).

As sondas ro-GFP sdo sensores baseados em GFP (proteina fluorescente verde) que
sdo sensiveis a mudangas redox. Elas funcionam por meio de uma mudanca conformacional
induzida por alteragdes no estado redox de residuos de cisteina especificos. Essas cisteinas
formam pontes dissulfeto em um ambiente oxidativo e sdo reduzidas em um ambiente redutor,

conforme figura 6 (Albrecht et al., 2011).

Dessa forma, animais das linhagens UAS-mito-roGFP2-Orp1 e
UAS-mito-roGFP2-GRX1, que expressam os biossensores mitocondriais para peroxido de
hidrogénio (H,0,) e glutationa (GSH/GSSQG), respectivamente, foram submetidos a um
cruzamento genético com um drive de corpo gorduroso (ppl-Gal4), conforme figura 7.
Mudangas conformacionais afetam o espectro de emissdo desta sonda, pois, quando oxidada,
ela emite fluorescéncia na faixa de 405 nm, e quando reduzida, emite fluorescéncia na faixa
de 488 nm. Portanto, por meio da analise das imagens adquiridas em microscopio de
fluorescéncia, € possivel o processamento utilizando o software ImagelJ, indicando padrdes de
homeostase tecidual in vivo pelo calculo da propor¢do de fluorescéncia nos dois distintos
canais de excitacdo da amostra (405/488, oxidagdo/redugdo). Foram realizadas as analises de
quantificagdo do equilibrio redox a partir das imagens de fluorescéncia obtidas a partir do

corpo gorduroso de quatro animais por grupo experimental.
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Figura 6. Ensaio para avaliar o padrao de homeostase redox mitocondrial. Os biossensores in vivo
funcionam por meio de uma sonda mitocondrial sensivel a alteragdes redox, conhecida como roGRF.
Em ambientes pré-oxidativos, ocorre a formagdo de pontes dissulfeto nas cisteinas desta sonda. Em
contrapartida, em um estado reduzido, ditidis se formam nas cisteinas da sonda, resultando em uma
mudanca conformacional. Essas alteragdes conformacionais modificam a faixa de excitacdo da
molécula, levando a emissdo de fluorescéncia a 405 nm quando oxidada (espectro observado na cor
azul) e a 488 nm quando reduzida (espectro observado na cor verde).

Fonte: Adaptado de Albrecht et al. (2011)
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Figura 7. Fluxograma da avaliacio da homeostase redox mitocondrial em animais expostos ao
tratamento por meio de biossensores. Observa-se os cruzamentos genéticos realizados e a posterior
analise do corpo gorduroso de animais controle e animais tratados por 96h.

Fonte: Autor (2024)

5.6 Analise estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas no software Graph Pad Prism (versao
8.0, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Os dados foram submetidos a analise de
variancia unidirecional (ANOVA), em especial aos testes paramétricos de One-way ANOVA e
Two-way ANOVA, seguido do teste de tukey para comparacdes de médias. Foi adotado o
nivel de significancia de 5% e os dados sdo apresentados média + erro padrio da média
(EPM). As curvas de sobrevivéncia (vida util) foram testadas quanto a igualdade entre grupos

usando o teste log-rank.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Somente a exposi¢do a maior concentracio de PQUPs de CdSe/CdS causa atraso de
um dia na formacao de pupas

Tendo como base o ciclo de vida da D. melanogaster, foi realizado o acompanhamento
da quantidade de pupas formadas por dia apds a exposi¢do oral durante o estagio larval.
Assim, observou-se que os animais expostos a maior concentragdo do tratamento (40 pg/ml)
demoraram um dia a mais para atingir o estdgio de pupa quando comparados aos demais
grupos, incluindo o controle. Ainda no primeiro dia, os animais expostos as concentragdes de
0,1; 1,0 e 20,0 pg/ml formaram menos pupas que o grupo controle e 10 ug/ml do tratamento.
No segundo dia, os animais expostos a 40,0 pg/ml continuaram apresentando menor formagao

de pupas que os demais grupos.

Além disso, os animais expostos as concentragdes de 0,1 e 1,0 pg/ml apresentaram
diferenca na quantidade de pupas formadas em relagdo ao grupo controle, enquanto aqueles
expostos a concentragao de 1,0 pg/ml apresentaram um numero menor de pupas que 10,0
ug/ml. No terceiro dia, os animais expostos a 40,0 pg/ml continuaram a formar menos pupas

que os demais grupos, com excecdo de 1,0 pg/ml.

A discuss@o acima descreve que 40 pg/ml provoca o atraso um dia no processo de
metamorfose de larva a pupa. Além disso, foi observado um efeito inesperado na exposi¢do a
10,0 pg/ml na taxa de pupacdo por dia, pois esta foi a Ginica concentracao que teve resultados
similares ao controle. Uma vez que a alimentagdo e o crescimento em tamanho cessam na
pupagao (Rolff et al., 2019), os animais no estidgio larval precisam consumir comida
suficiente para armazenar energia no corpo gorduroso para o estdgio de pupa (Reis et al.,
2023). Portanto, o aumento na ingestdo de comida durante o estidgio larval pode estar
diretamente relacionado aos resultados observados, uma vez que as larvas expostas ao

tratamento consumiram mais meio de cultura misturado com os PQs.

Além disso, ¢ nitida a ocorréncia de um fendomeno definido como hormese, uma
estratégia adaptativa baseada na evolugdo que medeia como células, 6érgaos e organismos,
incluindo insetos (Cutler et al., 2022), se adaptam ao estresse. A hormese implica que os
efeitos de varios materiais ou condi¢des aos quais 0os organismos estdo expostos podem nao
seguir uma resposta dependente da dose, mas sim uma resposta bifasica (Bondy et al., 2023).

Nesse contexto, a exposi¢ao a baixas doses, como 10 pg/ml, gera uma resposta estimulatoria
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no organismo, enquanto altas doses, como 40 pg/ml, dessa mesma substancia acarretam em

uma resposta inibitdria (Calabrese et al., 2023).

Kang et al. (2019) relata que a exposicdo de PQs de grafeno a Chorella vulgaris
também teve efeito hormético (Kang et al., 2019). Todavia, o efeito hormese depende do tipo
do agente estressor, organismo, meio de teste e no estdgio de vida (Tyne et al., 2015). Em
nossos estudos, conforme a figura 8, observamos esse fenomeno, pois a concentragdo de 10,0
ng/ml teve a quantidade de pupas formadas semelhante ao controle, enquanto que as
concentragdes menores que 10,0 pug/ml ndo tiveram a mesma resposta. Dessa forma, este ¢
um resultado notavel, uma vez que demonstra que a exposicao durante o ciclo de vida pode
ser ferramenta valiosa para a investigagao e compreensao da hormese em testes de curto prazo

(Tyne et al., 2015).
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Figura 8. Taxa didria de pupacio de animais expostos a diferentes concentracgées do tratamento
com CdSe/CdS. No primeiro dia, animais expostos a maior concentracdo de tratamento, 40 pg/ml,
tiveram uma taxa de pupacdo inferior comparados ao grupo controle ¢ as demais concentragdes. O
grafico mostra apenas a média. Foi utilizado o teste ANOVA Two-way, seguido do teste de média de
Tukey, com valor de p < 0,05.

Fonte: Autor (2024)
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6.2 A exposicao aos PQUPs de CdSe/CdS nao causou letalidade larval

Ao analisar as taxas de letalidade larval (Figura 9A) e de pupacdo total (Figura 9B),
percebe-se que nenhuma das concentracoes analisadas causou letalidade larval
significativamente maior em comparagdo com o grupo controle, indicando que a exposicao a
essas concentragoes nao resultou em toxicidade larval relevante. Além disso, a viabilidade das
pupas em todos os grupos foi comparavel aquela vista nos animais controle, sugerindo que as

concentragoes testadas nao afetaram negativamente o desenvolvimento das pupas.

Os mesmos PQUPs de CdSe/CdS deste estudo também foram investigados em Danio
rerio (Zebrafish). De acordo com Alves (2023), o teste de toxicidade embriolarval evidenciou
que os embrides de zebrafish expostos ao grupo controle apresentaram uma taxa de
sobrevivéncia proxima de 100%, enquanto os embrides expostos as concentragdes de 10,0 e

20,0 pg/mL apresentaram as menores taxas de sobrevivéncia, sendo inferiores a 40%.

Dessa forma, afirmamos que a fase do desenvolvimento € o método de exposicao ao
tratamento investigados por Alves (2023) influenciam na toxicidade dos PQUPs de
CdSe/CdS, apresentando resultados opostos aos deste trabalho, isso porque realizamos a
exposicdo oral do tratamento durante o estidgio larval de Drosophila. Nesse sentido, a
toxicidade dos PQs ndo est4 apenas relacionada as suas propriedades fisicas e quimicas, como
métodos de preparagdo, propriedades de superficie e tamanho de particula, mas também ¢
influenciada pelo tipo de organismo modelo, ambiente de tratamento e via de administragao

(Lin et al., 2023).



9A

%8

35

100-
80+
60 -
40 -

20- a a a

Letalidade Larval (%)

1007 4

o]
o
1

(<2
o
1

B
o
1

Pupacao (%)

N
o
1

(=]
1

Figura 9. Taxas de letalidade larval e pupacdo total de animais expostos a diferentes
concentracdes de PQUPs de CdSe/CdS. Os resultados revelaram que nenhuma das concentragdes
analisadas causou letalidade larval significativa em comparagdo com o grupo controle (Figura 9A),
assim como, a viabilidade das pupas em todos os grupos foi comparavel aquela vista nos animais
controle (Figura 9B). Os graficos mostram a média e o erro padrao da média (EPM), foi utilizado o
teste One-way ANOVA seguido do teste de média de Tukey, (a) representa um valor de p < 0,05.

Fonte: Autor (2024)
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6.3 A exposicio a diferentes concentracdoes de PQUPs de CdSe/CdS ndo impactou a
expectativa de vida dos animais

Para verificar os impactos dos PQs de CdSe/CdS a longo prazo, realizamos um
experimento de sobrevivéncia (lifespan) dos animais expostos as diferentes concentragdes do
tratamento durante o desenvolvimento. Considerando que o tempo médio de vida em
condi¢des normais ¢ de cinquenta dias (Linford et al., 2013), foi comparado o tempo de vida
total dos animais tratados com o grupo controle, que s6 consumiu meio padrao. Na figura 10,
observamos que as diferentes concentragdes do tratamento nao afetaram significativamente o
tempo de sobrevivéncia dos animais em comparagdo com o grupo controle, e todos os grupos

avaliados ultrapassaram a média de 50 dias de vida.

E importante frisar que PQs de tamanhos magicos e ultrapequenos possuem
propriedades Opticas e eletronicas semelhantes, porém diferem dos PQs convencionais,
classificando-os como uma classe particular de PQs (Bastos, 2016). Nosso grupo desenvolveu
PQs de CdSe/CdS de tamanhos magicos e ultrapequenos pelo mesmo método de sintese
(Silva, 2014). Um resultado semelhante a este trabalho foi demonstrado por Silva et al.
(2022), onde a exposi¢ao de PQs de tamanhos magicos de CdSe/CdS, em concentragdes até
100 pg/mL em Drosophila melanogaster, ndo causou efeitos deletérios no tempo de vida dos
animais tratados em comparagdo ao grupo controle que se desenvolveu em meio de cultura

padrao.

Silva et al. (2022) também evidenciaram que ndo foi possivel detectar os PQs de
CdSe/CdS de tamanhos madagicos por meio de microscopia de fluorescéncia nas larvas
expostas a at¢ 100 pg/mL, sugerindo que esses PQs ndo se acumulam no corpo dos animais
durante o desenvolvimento. Tanto os PQs de CdSe/CdS de tamanho magico quanto os de
tamanho pequeno possuem um didmetro aproximado de 2 nm. A diferenciagdo entre eles
reside na faixa expandida do espectro de luminescéncia e na densidade de ions Cd*" na
superficie dos PQs de CdSe/CdSe de tamanhos magicos (Bastos, 2016). Portanto, presume-se
que os PQs ultrapequenos de CdSe/CdS utilizados neste trabalho possam ter um efeito

semelhante, explicando a auséncia de efeitos na sobrevivéncia dos animais adultos.



37

10A Machos
100-
[ N
g 75- -
5 -
Q
& =
.2 50-
>
g . el
o 25' M
@ ' I:EE [ug/ml]
0 1 L] 1 T T T T T :: I|-I T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 10
Tempo (dias)
10B Fémeas
100
== g —-— 0,0
T 75 ; — 0,1
8
2 = - 1,0
= 501 4% — 10,0
o 20,0
Q
25- N
A 40,0
[ug/mil]
0 1 | | 1 | | 1 1 |

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tempo (dias)

Figura 10. Taxa de sobrevivéncia de animais em fase adulta apés exposicao cronica de diferentes
concentracoes de PQUPs de CdSe/CdS durante desenvolvimento. Nenhuma das concentrac¢des
avaliadas apresentou diferenca estatisticamente significativa na porcentagem do tempo de vida entre
machos (Figura 10A) e fémeas (Figura 10B) em comparagdo com o grupo controle.

Fonte: Autor (2024)
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6.3 Avaliacio da maior exposicao dos animais a concentracio mais elevada de PQUPs de
CdSe/CdS nao causou desequilibrio redox mitocondrial no corpo gorduroso

O Cadmio (Cd), mesmo em baixas concentragdes, pode ter efeitos toxicos, inclusive
produzir estresse oxidativo (Cao et al., 2021). Quando o dano induzido pelo Cd excede a
capacidade da célula de se reparar, vias de transducdo de sinal sdo ativadas para iniciar o
processo de apoptose, o que pode minimizar os danos de uma determinada area. Mudangas no
potencial, estrutura e permeabilidade da membrana mitocondrial ocorrem durante a apoptose
em Drosophila (Yang et al., 2022). Esse cenario ¢ decorrente do estresse oxidativo, o que
provoca um aumento na produ¢ao de EROs e perdxido de hidrogénio (H,0,), além de uma

reducdo do consumo de glutationa (Korotkov et al., 2023).

A glutationa reduzida (GSH) ¢ um antioxidante ndo enzimatico essencial nas células
de mamiferos, desempenhando um papel crucial na protecdo contra radicais livres e
pro-oxidantes, além de servir como cofator para enzimas antioxidantes e desintoxicantes.
Quando a GSH reage com EROs, por exemplo, ela se converte em sua forma oxidada,
conhecida como dissulfeto de glutationa (GSSG). No entanto, a GSSG pode ser regenerada de
volta para GSH por meio de enzimas redutoras como parte do ciclo de reciclagem da

glutationa no corpo (Averill-Bates et al., 2023).

Diante do que foi discutido, ¢ imprescindivel a investigacao dos efeitos da exposi¢do a
PQs de CdSe/CdS, os quais contém Cd em seu nucleo. Para tanto, utilizamos biossensores in
vivo para avaliar a presenca de H,O, e as formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) da
glutationa em larvas durante uma exposi¢do cronica (96h). Surpreendentemente, nossos
resultados revelaram que mesmo na concentracdo mais elevada, o tratamento ndo afetou a

homeostase redox mitocondrial no corpo gorduroso, conforme observado na Figura 11.

De acordo com Silva (2014), a toxicidade dos PQs estd intimamente relacionada com
o processo de sintese, propor¢ao de Cd presente, presenca de uma casca protetora, moléculas
de revestimento e a composi¢do do nucleo e/ou casca. Assim, nossos achados sugerem que o
método de sintese utilizado e a casca de sulfeto de cadmio (CdS) pode conter a toxicidade

associada ao cadmio.
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Figura 11. Andlise da maior exposiciao do tratamento (40 pg/ml) na homeostase redox do corpo
gorduroso. Nas figuras 11A e 11C, é representado o tecido adiposo utilizado como controle dos
biossensores de peroxido de hidrogénio e glutationa, respectivamente. Em 11B e 11D mostram o corpo
gorduroso de animais com biossensores expostos a 40 pg/ml. As figuras 11E e 11F exibem a
intensidade média dos pixels da proporgdo entre os canais de oxidagdo/redugdo. O grafico mostra a
média e o erro padrao da média (EPM), foi utilizado o teste One-way ANOVA, seguido do teste de
média de Tukey, (a) representa valor de p > 0,05.

Fonte: Autor (2024)

Dado que a biocompatibilidade foi confirmada através de pardmetros como pupacao
por dia, letalidade larval, pupacao total e homeostase redox, a bioconjugacdo de drogas ou
biomoléculas em PQUPs de CdSe/CdS ¢ de grande interesse. Quando as nanoparticulas sdo
devidamente funcionalizadas, elas podem reduzir os efeitos colaterais dos medicamentos,
representando assim uma nova e promissora area de terapia para doengas como o cancer

(Cerqueira et al. 2015).
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7 CONCLUSAO

Apesar da complexidade da toxicidade dos pontos quanticos e da ndo generalizagao de
seus efeitos, ¢ importante reconhecer que as variagdes em sua composicao € no tipo de
revestimento da casca podem influenciar significativamente esses efeitos em diferentes
organismos. Em nosso estudo, foi possivel demonstrar a biocompatibilidade dos pontos
quanticos ultrapequenos de nucleo de seleneto de cddmio e casca de sulfeto de cadmio
(CdSe/CdS) em Drosophila melanogaster, avaliando pardmetros como pupacao por dia,
letalidade larval, pupacao total, lifespan e anélise da homeostase redox mitocondrial do corpo
gorduroso. Certamente, esses resultados foram obtidos devido as caracteristicas especificas de
sintese € composi¢do desses pontos quanticos, o que foi corroborado pela utilizacdo deste
organismo modelo bem estabelecido, permitindo uma investigacdo abrangente sobre
nanotoxicologia. Essas descobertas ressaltam a importancia de considerar cuidadosamente as
propriedades dos pontos quanticos ao avaliar sua seguranca em sistemas biologicos, ao
mesmo tempo em que destacam o potencial promissor desses materiais para aplicagdes

teranosticas.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Prosseguir com os experimentos utilizando marcadores enzimaticos, tais como
catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD), para avaliar, além dos biossensores in vivo, se
o tratamento induz a geragcdo de EROs. Utilizar a técnica de microscopia de fluorescéncia para
rastrear os PQUPs de CdSe/CdS em Drosophila melanogaster nos estagios larval e adulto,

com o objetivo de investigar a possibilidade de bioacumulagao.

Além disso, realizar andlises metabolomicas em larvas, utilizando o protocolo ja
estabelecido nos ultimos meses do presente trabalho. Essa técnica sensivel tem o objetivo de
fornecer insights detalhados sobre os mecanismos subjacentes as alteragdes biologicas,
conforme demonstrado por Kang et al. (2019). Esperamos que isso nos permita uma
compreensdo mais profunda dos mecanismos moleculares envolvidos tanto na resposta a
hormese quanto ao estresse oxidativo. Assim, vislumbramos a publicacdo de um artigo em
uma revista de alto impacto, consolidando nossas descobertas e contribuindo para o avango

sobre 0 uso de pontos quanticos na teranostica.
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