UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
DEPARTAMENTO DE GENETICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA E BIOLOGIA MOLECULAR

Avaliacao in vivo do potencial toxico e genotdxico das lectinas ConA e
MuHL, do ponto quantico AginsSes@ZnS-GSH e do bioconjugado
AglInsSes@ZnS-MuHL

ANTONIO MARCOS DE OLIVEIRA DOS SANTOS

Porto Alegre — RS
Margo de 2024



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
DEPARTAMENTO DE GENETICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA E BIOLOGIA MOLECULAR

Avaliacdo in vivo do potencial toxico e genotoxico das lectinas ConA e
MuHL, do ponto quantico AginsSes@ZnS-GSH e do bioconjugado
AgInsSes@ZnS-MuHL

ANTONIO MARCOS DE OLIVEIRA DOS SANTOS

Tese submetida ao programa de
Pé6s-Graduagdo em Genética e
Biologia Molecular da UFRGS como
requisito parcial para obtencdo do
grau de Doutor em Genética e
Biologia Molecular.

Orientadora: Dr2 Vera Lucia da Silva Valente
Coorientadora: Dr2 Marindia Depra

Porto Alegre - RS
Marco de 2024



Instituicbes e Fontes Financiadoras
A presente Tese de doutorado foi desenvolvida nos seguintes laboratérios:

Laboratério de Drosophila do Departamento de Genética da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul.

Laboratério de Genética da Universidade Federal de Pernambuco, Campus de

Vitéria de Santo Antao.

Laboratério de Biologia do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Universidade

Regional do Cariri.

Laboratério de Biologia e Estrutura Molecular do Departamento do Centro de

Ciéncias Agrarias e Biodiversidade da Universidade Regional do Cariri.

Laboratério de Eletrossintese do Departamento de Quimica Fundamental da

Universidade Federal de Pernambuco.

Laboratério de Bioquimica de Proteinas do Departamento de Bioquimica da

Universidade Federal de Pernambuco.

Fontes financiadoras da presente Tese:

* O discente recebeu bolsa de estudos concedida pelo Conselho Nacional de

Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQq).

* As instituigbes governamentais que fomentaram a execugdo do projeto da
presente Tese de Doutorado foram: CNPq, Coordenacao de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES), Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado
do Rio Grande do Sul (FAPERGS) e Fundacédo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia
do Estado de Pernambuco (FACEPE).



“Talvez n&o tenha conseguido fazer o
melhor, mas lutei para que o melhor fosse
feito. N&o sou o que deveria ser, mas Gracas

a Deus, ndo sou o que era antes”.

- Martin Luther King -



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e ao Departamento de

Genética pela oportunidade, ao CNPq pelo suporte financeiro durante o doutorado.

As Professoras Vera Lucia da Silva Valente, minha orientadora, e a Marindia Depra,
coorientadora, por terem guiado meu percurso académico, abrindo novas
perspectivas e enriquecendo meu conhecimento. Agradeco também por aceitarem
0 desafio desta tese, fornecendo valiosos ensinamentos, sugestbes e

demonstrando paciéncia ao longo desses anos.

Ao Elmo, secretéario da Pés Graduacao, pela presteza e gentileza.

Aos professores Claudener Souza Teixeira e Claudia Rohde que me acolheram
durante o periodo de pandemia. Foram uma luz em meu caminho quando estava

perdido e guiaram-me com sabedoria ao longo deste doutorado.

Aos colegas e amigos que trilharam estes caminhos comigo nos laboratérios em
gue estive, em especial a Danilo Silva que me ensinou pacientemente todas as
técnicas de sintese de Quantum dot e se tornou um amigo que vou levar para o
resto da vida; a Erima Amorim, que sempre deixava o ambiente mais leve, com
empolgacéo e alegria e por varias vezes me acalmou, quando achava que nada iria
dar certo; aos demais colegas Romério, Helena, Adrielle (Lab. Biologia estrutural e
Molecular), Aleson, Samuel, Gislaine, Lizandra, Danubia, Thiago (Lab. Genética),
Henrique, Ane e Vitor (lab. Drosophila) pelos ensinamentos, companheirismo,

cafés, conversas e amizade, vocés ajudaram a deixar o caminho mais leve.

A minha familia, meus irm&os, Elida e Junior, por estarem ao meu lado ao longo
desta jornada. Minha mae, Enedina, que sempre foi meu porto seguro, orientando-
me com dedicacdo. Mesmo diante das adversidades impostas pela vida, ela

sempre priorizou a educacéao dos filhos.



Encontrei nesta jornada meu outro porto seguro, chamado Livia, minha esposa.
Agradeco a ela por me ensinar diariamente, por meio de suas atitudes, o verdadeiro
significado de companheirismo, otimismo, respeito e paciéncia. Expresso minha
gratiddo pelo estimulo constante para me tornar uma pessoa melhor e por trazer
tranquilidade nos momentos de ansiedade. Saiba que reconhec¢o cada gesto seu e

sou imensamente grato por té-la em minha vida.

Por fim, expresso minha gratiddo a todos que, de alguma maneira, colaboraram
para a concretizagdo deste trabalho, e peco desculpas aqueles que néo foram

mencionados.



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E UNIDADES........ccccoeeeeeeieeeeeeeeenen, 8
LISTADE QUADROS ... ..ottt e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e s e s ennes 10
LISTADE FIGURAS ...ttt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s s s e nnnnes 10
S 1 11 PP 11
ABSTRACT ...ttt ettt e e e e e e e e e e e et e e e s e e s bt r it r ittt rraaaaaaaaaaaaaan 12
1. INTRODUGAO ...ttt e e ete e ete e ee e 13
0 T o 1 PP 13
1.1.2 Caracteristicas estruturais e classificacao de lectinas de plantas ......... 14

1.2 LECHINAS VEJEIAIS ....evvviiieiieiiiiie e ee et e e e e e e e e e e e e et s e e e e eeaa e e e e eeennnns 17
1.2.1 Lectinas de Canavalia ensiformis (CONA) ........cccooiiiiimiiiiiiiiiiiie e 18
1.2.2 Lectinas de Myracrodruon urundeuva (MUHL) ..........cccooeeeiiiiiiiiieeeeennnn. 20

1.3 Atividades bioldgicas e aplicacBes biotecnolédgicas de lectinas................... 21
1.4 Pontos QUANLICOS (PQ) ..eeieeeeiiieiiiiitiie ettt e et eeeeeeanas 22
1.4.1 Aplicacao biologicas dos PQs e toxicidade ...........ccccuviveeeveeiiiiieeeeeennnnn, 26

1.5 Drosophila MelanOgaster ..........coooo i 28
2. OBIETIVOS ...t e e e e e e e e e e 31
/220 I = - 1 31
2.2 ESPECITICOS: ..ttt 31
3. RESULTADOS . ...ttt e e e e e e e e e e e aaaaeeas 32
REFERENCIAS ..ottt sttt b et se st e st seese s e anas 33
CAPITULO 1 — Artigo - Canavalia ensiformis lectin induced oxidative stress mediate
both toxicity and genotoxicity in Drosophila melanogaster .............cccooeeeviiieennnnnn. 45

CAPITULO 2 — Manuscrito — Evaluation of the toxic and genotoxic effects of
exposure of Drosophila melanogaster to the AginsSes@ZnS-GSH nanoparticle..57

CAPITULO 3 — Manuscrito — AgInsSes@ZnS quantum dots conjugated with
Myracrodruon urundeuva (MuHL) lectins as a potential fluorescent nano-tool for
glycobiological studies in Drosophila melanogaster ...........cccooovvvviiiiiiieviiiiie e, 58

4. CONSIDERACOES FINAIS ....cooiiieieeeeee et 59



LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E UNIDADES

BC Banda de condugéo

BmoLL Bauhinia monandra

BV Banda de Valéncia

Ca Célcio

Cd Céadmio

Co Cobalto

ConA Concanavalina A

Cramoll Cratylia mollis

DRC Dominio de reconhecimento de carboidrato
DNA Acido desoxirribonucleico

e- Elétrons

Eg Energia de band-gap

EROs Espécies reativas de oxigénio

Ga Galio

Gal Galactose

GalNAc N-acetilgalactosamina

Glc Glicose

GIcNAc N-acetilglucosamina

GSH Glutationa

h+ Prétons

Hg Mercurio

HIV Virus da imunodeficiéncia humana
HL60 Leucemia pré-mielocitica humana — linhagem HL-60
In indio

kDa Kilodaltons

Man Manose

MCF-7 Adenocarcinoma de mama

Mg Magnésio



MTT
MuHL
NCI-H292
NP

Pb

pH

PPL

PQs

QDs

Se
SejaBL
SMART
Sn

Te

TGL
WSMoL
Zn

ZnO

Brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolio
Myracrodruon urundeuva

Carcinoma mucoepidermoide de pulmao humano
Nanoparticulas

Chumbo

Potencial de hidrogénio

Parkia platycephala

Pontos quanticos

Quantum dots

Enxofre

Selénio

Sebastiania jacobinensis

Teste da recombinacdo e mutacado somatica
Estanho

Telurio

Tulipa gesneriana L.

Lectina de Moringa oleifera soluvel em agua
Zinco

Oxido de zinco



LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Familias de lectinas vegetais classificadas de acordo com a

similaridade de sequéncia, conservacao do DRC e relagbes evolutivas............. 16

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Classificacao estrutural das lectinas de plantas.................ccoovvvvvnnnns 15
Figura 2. Planta Canavalia ensiformis: Folhas, vagens e sementes.................. 19
Figura 3. Planta Inteira da Myracrodruon urundeuva............cccceeevvevvvnnnniinnnsenenns 20

Figura 4. Representacdo da estrutura de bandas de valéncia e banda de
conducéo, da energia de bandgap (Eg) e do éxciton (par elétron-buraco), onde

e representa o elétron e h* representa 0 buraco .........ccccoevvvvviiiccciiiiiee e, 24

Figura 5. Alterac6es no comportamento éptico dos pontos quanticos associadas
A0 SEU tAMANNO......ci oottt e e e e e e e e e s re e e aas 25

Figura 6. Organizagéo corporal homdloga entre Drosophila melanogaster e seres
humanos: comparando a similaridade organizacional e funcional entre ambas as

LSS 01T [ PSP 29

10



RESUMO

As lectinas, uma classe versétil de proteinas com diversas atividades bioldgicas,
tém sido cada vez mais exploradas em aplicacdes biomédicas e biotecnoldgicas.
Uma tendéncia crescente € a sua associagdo com pontos quanticos - PQs
(nanoparticulas fluorescentes) para criar nanossondas fluorescentes, visando
compreender a glicobiologia relacionada a processos normais e patologicos.
Essa abordagem promissora expande as fronteiras da pesquisa e aplicacao
dessas proteinas em diversas areas. No entanto, € crucial avaliar a seguranca
in vivo dessas particulas. Neste estudo, objetivou-se desenvolver um
nanossistema fluorescente através da bioconjugacéo por adsor¢cao da lectina de
Myracrodruon urundeuva (MuHL) com o PQ AgInsSes@ZnS-GSH (AlSe@ZnS),
além de avaliar o perfil toxico e genotoxico in vivo das lectinas MuHL e Canavalia
ensiformes (ConA), do PQ AlSe@ZnS e do bioconjugado (AglnsSes@ZnS-
MuHL). Os resultados demonstraram que o sistema AlSe@ZnS-MuHL manteve
suas propriedades Opticas e funcionais, além de apresentar alta estabilidade
coloidal. Entretanto, a avaliagcéo feita em Drosophila melanogaster revelou que
as formas nativas das lectinas ConA e MuHL impactaram a sobrevivéncia,
locomocéao, viabilidade celular, induzindo estresse oxidativo e danos ao DNA,
enquanto formas bloqueadas e desnaturadas ndo mostraram esses efeitos.
Esses resultados sugerem a participacdo do seu dominio de reconhecimento a
carboidratos (DRC) nesses efeitos. Por outro lado, o PQ AlSe@ZnS né&o
demonstrou toxicidade, estresse oxidativo ou danos ao DNA. No entanto, o
bioconjugado AgInsSes@ZnS-MuHL mostrou ser toxico e genotoxico,
provavelmente devido a interacdo entre o DRC da MuHL e os residuos de
carboidratos na superficie celular. Em conclusdo, enquanto os pontos quanticos
por si s6 parecem ser seguros, sua bioconjugacdo com a lectina MuHL pode
induzir efeitos toxicos, provavelmente devido ao DRC da lectina. Assim, o
bioconjugado PQ-lectina mostra um potencial promissor como sonda
fluorescente, auxiliando na compreensdo de processos biolégicos

desencadeados por lectinas.

Palavras-chave: Pontos quanticos, lectinas, genotoxicidade, toxicidade,

Drosophilas.
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ABSTRACT

Lectins, a versatile class of proteins with diverse biological activities, have been
increasingly explored in biomedical and biotechnological applications. A growing
trend is their association with quantum dots - QDs (fluorescent nanopatrticles) to
create fluorescent nanoprobes, with the aim of understanding glycobiology
related to normal and pathological processes. This promising approach expands
the frontiers of research and application of these proteins in various areas.
However, it is crucial to evaluate the in vivo safety of these particles. In this study,
we aimed to develop a fluorescent nanosystem through the bioconjugation by
adsorption of Myracrodruon urundeuva lectin  (MuHL) with the QD
AgInsSes@ZnS-GSH (AlSe@ZnS) nanoparticles, in addition to evaluating the
toxic and genotoxic profile in vivo of the lectins MuHL and Canavalia ensiformes
(ConA), the QD AlSe@ZnS and the bioconjugate (AglnsSes@ZnS-MuHL). The
results showed that the AlSe@ZnS-MuHL system maintained its optical and
functional properties, as well as having high colloidal stability. However,
evaluation in Drosophila melanogaster revealed that the native forms of the ConA
and MuHL lectins impacted survival, locomotion, cell viability, inducing oxidative
stress and DNA damage, while blocked and denatured forms did not show these
effects. These results suggest the involvement of its carbohydrate recognition
domain (CRD) in these effects. On the other hand, QD AlSe@ZnS showed no
toxicity, oxidative stress or DNA damage. However, the AglnsSes@ZnS-MuHL
bioconjugate was shown to be toxic and genotoxic, probably due to the interaction
between MuHL's DRC and carbohydrate residues on the cell surface. In
conclusion, while quantum dots by themselves appear to be safe, their
bioconjugation with the lectin MuHL can induce toxic effects, probably due to the
lectin's DRC. Thus, the QD-lectin bioconjugate shows promising potential as a
fluorescent probe, aiding in the understanding of biological processes triggered

by lectins.

Keywords: Quantum dots, lectins, bioconjugation, genotoxicity, toxicity,

Drosophilas.
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1. INTRODUCAO
1.1 Lectinas

Lectinas sdo um grupo heterogéneo de proteinas de origem n&o imune,
caracterizadas pela presenca de pelo menos um dominio ndo catalitico capaz de
se ligar de maneira especifica e reversivel a um mono ou oligossacarideo, assim
como a glicoconjugados (Peumans; Van Damme, 1995; Van Holle; Van Damme,
2018). Essas proteinas ja foram nomeadas de aglutininas ou hemaglutininas
devido a sua capacidade de aglutinar células sanguineas vermelhas. No entanto,
as lectinas monomeéricas ndo demonstram atividade aglutinante, tornando essa
propriedade relevante apenas quando a especificidade € desconhecida, ndo
sendo, portanto, um critério essencial para classificar uma proteina como lectina
(Lagarda-Diaz; Guzman-Partida; Vazquez-Moreno, 2017; Macedo; Oliveira;
Oliveira, 2015).

A maioria das lectinas sao di ou polivalentes, permitindo-lhes interagir com
carboidratos ou glicoproteinas em solucéo, fluidos fisiologicos ou que estejam
conectados ao envoltério celular (Peumans et al., 2001). Essa capacidade
possibilita a deteccdo da presenca de lectinas em uma amostra através de
ensaios de aglutinacdo, nos quais as lectinas formam mdltiplas ligacdes
reversiveis por meio de seus sitios de ligacao ao interagir com as células. O teste
de hemaglutinacdo é frequentemente utilizado para evidenciar essa capacidade
aglutinante, utilizando eritrocitos humanos ou de outros animais (Naithani et al.,
2021).

Embora as lectinas tenham sido primeiramente identificadas em plantas,
sabe-se, hoje, que estdo amplamente distribuidas na natureza, incluindo
vertebrados, invertebrados, microrganismos, virus e frequentemente na
superficie das células ou intracelular. Sdo capazes de interagir com glico-
componentes especificos de fluidos biolégicos e que se projetam para fora das
membranas celulares, atuando como moléculas de reconhecimento e
decodificacdo da informacdo biol6gica que é apresentada sob a forma de
glicoconjugados (Ingale; Hivrale, 2013; Ribeiro; Catarino; Ferreira, 2012; Sharon;
Lis, 2004). A variabilidade de glicanos da superficie celular permite que eles

funcionem como moléculas de sinalizacdo, reconhecimento e adesdo. A
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interacdo entre as lectinas e o0s glicanos presentes na superficie celular
desempenha um papel de suma importancia em inUmeros processos biologicos.
Por exemplo, elas podem se ligar a receptores de membrana, desencadeando a
ativacdo de linfocitos, além de promover o estimulo ao crescimento e a

proliferacdo celular (Sharon; Lis, 2004; Silva et al., 2012).
1.1.2 Caracteristicas estruturais e classificacdo de lectinas de plantas

Estruturalmente as lectinas sdo proteinas com alta diversidade e
especificidade para diferentes carboidratos. O aspecto comum entre lectinas é a
presenca de, pelo menos, um sitio especifico de ligagdo a carboidrato,
denominado dominio de reconhecimento de carboidrato (DRC) (Naithani et al.,
2021).

A capacidade das lectinas de se ligarem a carboidratos € determinada por
suas estruturas tridimensionais, que exibem uma sequéncia altamente
conservada de aminoécidos. Esta estrutura contém um dominio de
reconhecimento de carboidratos (DRC), naturalmente ndo catalitico, composto
por sitios de ligac&o hidrofébicos e ions metélicos que amplificam a afinidade e
especificidade da ligacdo. Esses elementos posicionam o0s residuos de
aminoacidos de maneira especifica dentro do DRC, preservando a integridade
da subunidade (Chettri et al., 2021; Silva et al., 2019). Além disso, a interacao
entre a lectina e o carboidrato no DRC acontece através de pontes de hidrogénio,
impulsionadas pela presenca abundante de grupos hidroxila nos acucares, que
atuam como doadores ou receptores de hidrogénio. Adicionalmente, as
interacdes hidrofébicas e as forgas de Van Der Waals também contribuem para
essa interacdo lectina-carboidrato (Martinez-Alarcon; Blanco-Labra; Garcia-
Gasca, 2018).

Baseado na organizacdo estrutural e numero de dominios de
reconhecimento a carboidratos, as lectinas vegetais sao divididas em quatro
classes: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas
(Mazalovska; Kouokam, 2020; Peumans; Van Damme, 1995; Van Damme et al.,

1998). A Figura 1 ilustra as classes e estrutura de cada lectina.
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Figura 1. Classificacdo estrutural das lectinas de plantas.

Merolectina Hololectina Quimerolectina Superlectina

J— —

. DRC . DRC Sitio catalitico

Lo Lectina de
Heveina - 1HEV DWL - 3SH3 PPL2-2GSJ Musa acuminata - 3MIT

Fonte: Osterne (2016). Imagem adaptada de Van Damme et al. (1998). DRC:
Dominio de Reconhecimento a Carboidratos.

1. Merolectinas: Apresentam apenas um dominio de reconhecimento a
carboidratos na sua estrutura. Devido sua natureza monovalente, esse
grupo de lectinas sdo incapazes de aglutinar eritrocitos ou precipitar
glicoconjugados; um exemplo é a heveina, obtida a partir do latex de Hevea
brasiliensis (Tsaneva; Van Damme, 2020; Van Damme et al., 1998).

2. Hololectinas: Apresentam dois ou mais dominios de reconhecimento a
carboidratos idénticos ou com alto grau de homologia e se ligam aos
mesmos carboidratos ou a carboidratos estruturalmente similares. Estas
lectinas tém a capacidade de aglutinar células e/ou precipitar
glicoconjugados (Tsaneva; Van Damme, 2020); Exemplos dessa classe é
a Concanavalina A (ConA), obtida de sementes de Canavalia ensiformis
(Van Damme et al., 1998).

3. Quimerolectinas: S&o lectinas com um ou mais dominios de
reconhecimento a carboidratos e um outro com atividade biologica distinta
(ex: atividade catalitica), cuja acao é independente dos DRCs (Macedo;
Oliveira; Oliveira, 2015; Van Damme et al., 1998). A ricina e a PPL, obtidas

respectivamente de sementes de Ricinus communis L. e Parkia
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platycephala exemplificam este grupo de lectinas (Cavada et al., 2006; Van
Damme et al., 1998).

4. Superlectinas: Este grupo de lectinas apresenta pelo menos dois dominios
de reconhecimento a carboidratos, como as hololectinas, porém
reconhecem carboidratos estruturalmente e funcionalmente diferentes.
Exemplo dessa classe € a lectina TGL da Tulipa gesneriana L., com um
dominio de ligacdo a manose e outro para N-acetil-D-galactosamina

(Tsaneva; Van Damme, 2020; Van Damme et al., 1998).

Um método alternativo de classificacéo de lectinas esta associado a sua
especificidade por carboidratos, como os ligantes para manose, manose/glicose,
GIcNAc, manose/maltose, galactose/GalNAc e as lectinas especificas para
fucose. Embora esse sistema de classificagao seja valioso na escolha de lectinas
para aplicacdes especificas, ele é considerado artificial e ndo oferece
informacdes relevantes sobre das relacfes moleculares e taxondmicas entre as
espécies de plantas (Van Damme et al., 1998; Van Damme, 2014).

O sistema de classificacdo mais recente, que demonstrou ser Util para
lectinas de plantas, leva em conta dados de analises complexas do genoma e
transcriptoma de plantas. Esse método organiza essas lectinas em 12 familias
com base na similaridade das sequéncias de seus polipeptidios, na conservacao
da estrutura de seus DRC e sobre as relagbes evolutivas. A representagéo
dessas familias pode ser observada no Quadro 1 (Macedo; Oliveira; Oliveira,
2015; Tsaneva; Van Damme, 2020; Van Damme, 2014).

Quadro 1 — Familias de lectinas vegetais classificadas de acordo com a
similaridade de sequéncia, conservacao do DRC e rela¢cdes evolutivas.

Familia de lectinas Especificidade

Agaricus bisporus Antigeno T,
N-glicanos

Amarantina Antigeno T,
GalNAc

Quitinase N-glicanos,
Manose especifico

16



Cianovirina N-glicanos,

Manose especifico

Euonymus europaeus | Galactosideos,
N-glicanos,

manose especifico

Galanthus nivalis Subgrupos manose,
N-glicanos especificos
Heveina GIcNAc e (GIcNAc) n

Jacalina Subgrupos manose,

Subgrupos galactose especificos

Leguminosa Man/Glc, Gal/GalNAc,
(GIcNAC) n, fucose,
Gal/GalNAc-sializado
N -glicanos especificos
LysM (GIcNACc)n

Nicotiana tabacum (GIcNAC)Nn,

Manose especifico,
N-glicanos especificos
Ricina-B Gal/GalNAc,
Gal/GalNAc-sializado
Fonte: Adaptado de Van Damme (2014).

1.2 Lectinas vegetais

A maioria das lectinas isoladas e identificadas sdo de origem vegetal,
formando um conjunto diverso de proteinas que variam em suas origens,
evolucdo, propriedades bioquimicas e fisico-quimicas, estrutura molecular,
funcdo, especificidade para moléculas e atividades bioldgicas (Van Damme,
2014; Van DAmme et al., 2004). Devido a facilidade relativa de purificacdo, a
especificidade por carboidratos e a conservagdo de suas sequéncias, as lectinas
de plantas sdo frequentemente selecionadas para estudos moleculares (Cavada
et al., 2001; Loris et al., 1998; Nascimento et al., 2020).

As lectinas estdo amplamente distribuidas em todos os tecidos vegetais,

com sua maior concentracdo sendo identificada nos tecidos ou 6Orgdos de
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reserva, como as sementes (Ingale; Hivrale, 2013). Devido a essa abundancia,
as sementes se destacam como fonte primaria para a extracao e purificacao de
lectinas em maior quantidade (Vandenborre; Smagghe; Van Damme, 2011). No
entanto, pesquisas realizadas nas Ultimas décadas evidenciam que outros
tecidos da planta vém sendo reconhecidos como fontes promissoras para a
extracdo de lectinas, incluindo: cascas (Araujo et al., 2012), cerne (Alves et al.,
2019), flores (Pontual et al., 2012), folhas (Silva et al., 2021), frutos (Wang; Ng,
2006; Benito et al., 1998; Peumans et al., 1998), raizes (Souza et al., 2011),
tubérculos (Cheung et al., 2018), bulbos (Bertrand et al., 1998; Parisi et al.,
2008), rizomas (Santana et al., 2012), coledptilos (Martinez; Cordoba, 2000),
cotilédones (Oliveira et al., 2002; Gupta; Srivastava, 1998; Nomura et al., 1998),
e no latex de algumas espécies (Seshagirirao; Prasad, 1995; Stirpe et al., 1993).

Nas plantas, as lectinas desempenham mudltiplas fun¢des essenciais,
estando intimamente envolvidas em processos como a germinacdo, O
armazenamento e o transporte de carboidratos em sementes (Pereira; Silva,
2019). Além disso, exercem funcbes estruturais, reguladoras e enzimaticas,
contribuindo para o desenvolvimento e regulacdo do metabolismo. Essas
proteinas também desempenham um importante papel na protecdo contra
patdgenos parasitas, como virus, fungos e bactérias (Chen et al., 2018; Santos
et al., 2020b; Silva et al., 2019) e na defesa das plantas contra insetos nocivos
(Tsaneva; Van Damme, 2020).

1.2.1 Lectinas de Canavalia ensiformis (ConA)

A lectina Concanavalina-A (ConA) é obtida das sementes da planta
Canavalia ensiformis, também conhecida como feijdo-de-porco, pertence a
familia Leguminosae e a tribo Phaseolae, sendo uma planta nativa das regides
tropicais e subtropicais das Américas (Figura 2). Essa lectina apresenta uma
afinidade especifica com D-glicose/D-manose (Cavalcanti et al., 2018). Em 1919,
a ConA foi a primeira lectina a ser purificada e, posteriormente, teve sua
sequéncia de aminoacidos determinada, mantendo-se até hoje como a mais bem
caracterizada entre as lectinas derivadas de leguminosas (Cavada et al., 2019).

Essa lectina é composta por estruturas multiméricas formadas por
mondmeros de 25,5 KDa e exibe um equilibrio caracteristico entre dimeros e

tetrameros que é dependente do pH. As ConA sdo metaloproteinas que
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necessitam de ions divalentes (Ca?* e Mn?*) para desempenhar suas atividades

7

biolégicas, isto é, para manter a conformacdo adequada, o que favorece a
exposicdo correta dos sitios de reconhecimento de carboidratos.
Adicionalmente, cada subunidade contém sitios de ligacdo para ions Ca?* e Mn?*
e possui uma cavidade hidrofébica que interage com ligantes hidrofébicos, como
fitormbnios (Cavada et al., 2001).

Figura 2 - Planta Canavalia ensiformis: Folhas, vagens e sementes.

Fonte: http://nossacasa.net/nossosriachos/agroecologia/feijao-de-porco/

A facilidade relativa na obtencéo da ConA e sua capacidade de interagir
com diversos carboidratos possibilitam inUmeros estudos sobre suas atividades
biolégicas em células de diversos organismos (Cavada et al., 2001; Mazalovska;
Kouokam, 2020). As aplicacbes da ConA abrangem desde o isolamento de
glicoproteinas por cromatografia de afinidade até a marcacao de estruturas de
membrana em células normais e tumorais. Ela € utilizada no estudo da
glicosilagdo em células transformadas, exerce atividade mitogénica em linfécitos,
induzindo a proliferacdo de linfécitos T, além de possuir efeitos vasoativos,
relaxando aorta pré-contraida de coelho com fenilefrina. Além disso, demonstra
efeitos antiproliferativos e antitumorais em diversos tipos de células
cancerigenas, envolvendo mecanismos como autofagia, apoptose,
antiangiogénese e imunomodulacdo (Cavada et al., 2019; Li et al., 2011;

Mazalovska; Kouokam, 2020).
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1.2.2 Lectinas de Myracrodruon urundeuva (MuHL)

Myracrodruon urundeuva Allemdo (Anacardiaceae) é uma planta nativa
da América do Sul, amplamente distribuida no Brasil, conhecida popularmente
como “aroeira-do-sertao” (Figura 3). Do cerne da planta é isolada uma lectina
denominada MuHL (do inglés M. urundeuva heartwood lectin) composta por uma
Unica cadeia polipeptidica e massa molecular 14,4 KDa. Essa proteina
reconhece N-acetilglicosamina e liga-se a quitina (Alves et al., 2019; Napole&o
et al., 2012; Sa et al., 2009).

Figura 3 - Planta Inteira da Myracrodruon urundeuva.
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Fonte: https://faunafloraextincao.blogspot.com/2019/11/aroeira.html.

As propriedades biolégicas documentadas para as lectinas de M.
urundeuva incluem seu papel como agente inseticida contra Aedes aegypti e
Nasutitermes corniger (Napoledo et al., 2011, 2012; S et al., 2008, 2009). Além
disso, demonstrou atividade antifungica contra cepas fitopatogénicas de
Fusarium e agdo antibacteriana contra espécies patogénicas para humanos,
como Corynebacterium callunae, Staphylococcus aureus, Streptococcus

faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa
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(Moura et al., 2021; Sa et al., 2009). Recentemente, Videres et al. (2023)
relataram também a atividade citotoxica da MuHL em linhagens celulares de
cancer, especificamente HL60 (leucemia pré-mielocitica), NCI-H292 (carcinoma
mucoepidermoide de pulméo) e MCF-7 (adenocarcinoma de mama). Os autores
afirmaram que a MuHL apresentou baixa citotoxicidade e ndo demonstrou

genotoxicidade nos linfocitos.

1.3 Atividades bioldgicas e aplicagdes biotecnoldgicas de lectinas

As lectinas vém despertando interesse de pesquisadores devido seu
potencial de ligar-se a carboidratos e/ou glicoconjugados, tornando-as capazes
de aglutinar células e precipitar carboidratos multivalentes. Além disso, séo
proteinas oligoméricas, podendo formar dimeros ou tetrdmeros e apresentam
multiplos sitios de ligacdo a carboidratos (Loris et al., 1998). As lectinas sdo
marcadores unicos de reconhecimento celular para carboidratos. Em um modelo
gue se assemelha ao mecanismo "chave e fechadura" de Fischer, elas
desempenham o papel de chave mestra no codigo dos acglcares, ou seja, Sao 0
"conjunto de chaves" para o codigo glicidico. Enquanto os acucares sao
portadores da informacado bioldgica, as lectinas possuem a capacidade de
decifrar esse codigo, tornando-se verdadeiros "decifradores” (Gemeiner et al.,
20009).

Devido as suas diversas propriedades biolégicas, as lectinas vém se
mostrando uma preciosa ferramenta nas pesquisas bioquimicas e biomédicas
devido a sua estabilidade quimica, facil utilizacdo e sua alta especificidade no
reconhecimento de carboidratos distintos, associada a grande disponibilidade na
natureza, sendo otimizadas em diversas aplicacbes biomédicas e
biotecnolbgicas. Por exemplo, tém sido empregadas como ferramentas para
investigar infec¢cdes microbianas e monitorar sua patogenicidade, além de serem
utilizadas no diagndstico e prognostico de células cancerigenas, bem como em
sondas histoquimicas para diferenciar tecidos (Cunha et al., 2018; Silva et al.,
2021). Outras atividades das lectinas incluem acéo antiviral, especialmente
notavel em sindromes respiratérias agudas do coronavirus (SARS-CoV)
(Keyaerts et al., 2007; Llivisaca-Contreras et al., 2021), efeitos antiproliferativos
e citotoxicos em diversas células tumorais, ativando mecanismos de morte

celular por meio da reducao do potencial de membrana mitocondrial e producéo
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de espécies reativas de oxigénio (Andrade Luz et al., 2017; Faheina-Martins et
al., 2012; Naik; Kumar, 2020). Estudos também indicaram baixa toxicidade e
genotoxicidade das lectinas de Sebastiania jacobinensis (SejaBL) e da folha de
Bauhinia monandra (BmoLL) em bactérias e fungos (Sisenando et al., 2009; Vaz
et al., 2010).

De acordo com Gemeiner et al. (2009), para aprimorar a eficiéncia e
versatilidade na analise do perfil de glicanos associados as lectinas, € essencial
explorar o potencial dessas proteinas como biomarcadores. Estudos realizados
nas ultimas décadas tém evidenciado o emprego das lectinas na criacdo de
nanossondas, por meio de sua bioconjugacdo com nanoparticulas (Cunha et al.,
2018; Pessoa et al., 2023; Wang et al., 2010). Neste sentido, lectinas conjugadas
a pontos quanticos, do inglés quantum dot — QD, tém sido utilizadas como
ferramentas para investigar os mecanismos envolvidos nas atividades biologicas
destas proteinas (Alves et al., 2019, 2022). Esse bioconjugado representa uma
ferramenta valiosa para a identificacdo e caracterizacao de estruturas ricas em
carboidratos, tais como células e tecidos, além de possibilitar a analise dos
glicofendtipos presentes na superficie de células cancerigenas, fungicas e na
membrana peritrofica de insetos (Arruda et al., 2020; Pessoa et al., 2023; Silva
et al., 2021).

Neste contexto, muitos estudos utilizando lectinas tém sido realizados nas
Ultimas décadas para compreender a glicobiologia relacionadas a processos
normais e patolégicos (Lima et al., 2022). Os exemplos compreendem
conjugados de QDs com (I) ConA (Concanavalina A) para detectar a glicose com
base nas alteragdes da fluorescéncia (Wang et al., 2010); (II) ConA para marcar
a superficie celular e biofiime de Candida albicans (Tenorio et al., 2015); (llI)
Cramoll (Cratylia mollis) para avaliar o perfil de glicose/manose na superficie
celular de Aeromonas spp. (Pessoa et al., 2023); (IV) WSMoL (lectina de Moringa
oleifera soluvel em agua) para avaliar a interacdo desta lectina com a matriz
peritrofica e o limen de A. aegypti (Arruda et al., 2020); Cramoll (Cramoll 1,4)
para elucidar o perfil glicose/manose em tecidos mamarios normais, benignos e

malignos (Carvalho et al., 2019).

1.4 Pontos Quanticos (PQ)
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A manipulacdo de materiais em escala atbmica e molecular, associada a
nanotecnologia, teve suas origens com Richard Feynman em 1959. Desde
entdo, 0s avancos nessa area tém sido notaveis. A nanotecnologia consiste no
estudo e na aplicagéo de materiais que se encontram na escala nanométrica (10
°m) (Bayda et al., 2019). Entre os materiais nanométricos, destacam-se 0s
pontos quanticos (PQs) ou “quantum dots - QDs”, do inglés, que sé&o nanocristais
semicondutores coloidais, com diametros variando de 1 a 10 nm, formados,
principalmente, por elementos dos grupos periddicos II-VI (CdTe, CdSe, CdS,
ZnSe, ZnS, PbS, PbSe e SnTe) e dos grupos llI-V, como In e Ga (Ben Daly et
al.,, 2017; Liu et al., 2022). Devido a essa escala nanométrica, esses
semicondutores encontram-se em regime de confinamento quantico em trés
dimensdes, o0 que resulta em propriedades Opticas dependentes do tamanho do
nanocristal, as quais diferem das propriedades observadas nos mesmos cristais
de escala macroscopica (Silva et al., 2010; Wang; Chen, 2011).

Os PQs podem ser obtidos por meio de duas abordagens principais. A
primeira, conhecida como "bottom-up", € mais familiar aos quimicos. Nesse
processo, precursores moleculares ou ibnicos de PQs reagem em solugéo,
dando origem a nanocristais que se comportam como coloides. A segunda
abordagem, denominada "top-down", € mais comum entre 0s engenheiros e
envolve a reducao das dimensdes de um material pré-existente (ablac&o) por
meio de técnicas eletroquimicas a partir de um substrato semicondutor. Além
disso, recentemente, uma terceira classe, conhecida como "rota hibrida", foi
proposta como alternativa para a sintese de PQs. Nessa abordagem hibrida,
precursores moleculares para PQs séo produzidos e, posteriormente, reagem na
fase gasosa, resultando em filmes finos depositados em substratos. Até o
momento, a rota coloidal se estabeleceu como o método mais popular para a
sintese de PQs, especialmente quando se trata de bioaplicacbes, em que
exclusivamente nanocristais coloidais séo utilizados (Mansur, 2010; Silva et al.,
2010).

Similar ao que ocorre com 0s semicondutores em escala macroscopica,
os PQs tém suas propriedades eletrénicas descritas de forma simplificada pela
teoria de bandas. A banda de valéncia (BV) € composta por orbitais ligantes de
menor energia completamente ocupados, enquanto a banda de conducéo (BC)
e formada por orbitais antiligantes, geralmente desocupados. A diferenca de
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energia entre essas duas bandas é referida como bandgap (intervalo de energia
proibido - Eg), que representa a energia minima necessaria para que um elétron
faca a transicdo da BV para a BC e que varia de acordo com o tamanho do
nanocristal, como observado por Smith et al. (2004).

Em condicGes especificas, como o aumento da temperatura, tenséo
elétrica ou a absorcdo de um féton com energia superior a Eg, os elétrons da BV
podem ser impulsionados para a BC, resultando na formacéo de um par elétron-
buraco, conhecido como éxciton (Figura 4). Esse éxciton representa um estado
ligado entre um elétron e um buraco devido a atracdo Coulombiana. O éxciton
assim gerado possui uma vida util de alguns nanossegundos, e 0 processo de
retorno de energia para a BV é denominado de recombinacdo excitbnica
(Mansur, 2010; Smith; Gao; Nie, 2004).

Figura 4 - Representacdo da estrutura de bandas de valéncia e banda de
conducéo, da energia de band-gap (Eg) e do éxciton (par elétron-buraco), onde
e- representa o elétron e h+, representada o buraco.
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Fonte: Silva (2023).

De forma geral, quando o tamanho fisico do semicondutor é reduzido
abaixo do Raio de Bohr do éxciton - a distancia média entre o elétron e o buraco
- ocorre o efeito denominado confinamento quantico. Isso acontece porque a
natureza quantica do éxciton é exposta a escala do cristal. Esse confinamento
resulta em um aumento na energia entre a banda de valéncia e a banda de
conducédo dos materiais, a medida que o tamanho diminui. Em outras palavras,
guanto menor o material, maior o confinamento dos portadores de carga e,

consequentemente, maior a sua energia de banda proibida. Isso implica que a
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absorcéo e emissao 6pticas dos materiais sdo fortemente influenciadas por seus
tamanhos (Santos et al., 2020a).

O tamanho das particulas de pontos quéanticos desempenha um papel
fundamental na determinagcéo de muitas de suas propriedades, em particular o
comprimento de onda da emissao de fluorescéncia. Em resumo, quanto menor
for o tamanho da particula, maior sera a diferenca de energia entre a banda de
valéncia e a banda de conducéo, resultando em um bandgap mais elevado.
Como resultado, particulas menores tendem a emitir luz na regido de
comprimento de onda préxima ao azul. Por outro lado, particulas maiores
apresentam um bandgap de menor energia e, consequentemente, emitem luz na
regido de comprimento de onda proxima ao vermelho (Figura 5) (Smith; Gao;
Nie, 2004). Portanto, a alteragdo da composi¢ao quimica, dimensdes e estrutura
desses nanocristais pode influenciar suas propriedades Opticas, tornando
possivel a producédo de PQs em uma ampla diversidade de cores (Bilan; Nabiev;
Sukhanova, 2016; Mansur, 2010).

Figura 5. Altera¢cdes no comportamento 6ptico dos pontos quanticos associadas
ao seu tamanho.
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Adaptado de Mansur, (2010).
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Comparados aos corantes organicos e proteinas fluorescentes utilizados
em técnicas de marcacao celular e diagnostico, os PQs exibem propriedades
fluorescentes que os destacam como vantajosos para aplicacdes bioldgicas. Os
PQs podem ser ajustados de maneira continua e precisa para emitir luz em uma
ampla faixa de comprimentos de onda, bastando alterar o tamanho e a
composicdo das nanoparticulas. Em contraste, corantes convencionais e
fluoroforos apresentam absorcdo e emissdo maximas em um comprimento de
onda fixo. O controle sobre essas mudancas requer, muitas vezes, 0
desenvolvimento de novos compostos organicos e a implementagdo de
protocolos de sintese complexos (Aladesuyi; Oluwafemi, 2020; Yao; Zhang;
Tang, 2023).

Fluor6foros convencionais também exibem estreitos espectros de
absorc¢ao, o que implica na necessidade de excitacdo por luz de comprimento de
onda especifico, variando para cada molécula organica (Chan et al., 2002;
Jamieson et al., 2007; Wang et al., 2012). Em contraste, os PQs apresentam
estreitos espectros de emissao simétricos, possibilitando a utilizacdo de diversos
tipos de PQs em marcacbes mdultiplas. Dessa forma, cada PQ pode ser
identificado individualmente, evitando sobreposicdes espectrais (Smith; Gao;
Nie, 2004). Além disso, a estabilidade dos PQs em relacdo a fotodegradacéo e
as mudancas no pH dos eletrélitos bioldgicos supera a dos fluoréforos organicos
convencionais. Essa caracteristica permite a aplicacdo dos PQs na microscopia
de fluorescéncia, possibilitando a deteccdo de imagens nitidas e com bom
contraste mesmo apos longos periodos de observacdo. Em contrapartida,
fluoréforos organicos, apdés poucos minutos de exposicdo, perdem a
fluorescéncia e sofrem degradacdo quimica (Smith; Gao; Nie, 2004; Wang;
Chen, 2011).

1.4.1 Aplicacéao biologicas dos PQs e toxicidade

Dentre as diversas nanossondas disponiveis, como nanoparticulas de
conversdo ascendente, proteinas fluorescentes e nanomateriais a base de
grafeno, os PQs semicondutores destacam-se na area de imagem devido ao seu
tamanho, que permite uma eficiente penetracdo nos tecidos vivos, e a
capacidade de alcancar locais especificos. Além disso, as caracteristicas eletro-

Opticas dos PQs, tais como fluorescéncia e brilho duradouros, desempenham um
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papel fundamental em aplicacfes de deteccédo biolégica (Filali; Pirot; Miossec,
2020). Essas propriedades superam as limitacoes dos corantes fluorescentes,
destacando assim o potencial dos PQs como fluoroforos em pesquisas tanto in
vivo quanto in vitro, avancando continuamente desde sua descoberta na década
de 1980 (H.R; Schiffman; Balakrishna, 2018).

Os primeiros estudos que investigaram as propriedades dos PQs para sua
aplicacdo como marcadores bioldgicos foram publicados simultaneamente em
1998 por Bruchez et al. (1998) e Chan & Nie (1998). Bruchez e sua equipe
desenvolveram nanocristais de semicondutores, utilizando CdSe no sistema
core-shell, para servirem como sondas fluorescentes em aplicacbes de
coloracao biologica e diagnadstico. Por outro lado, Chan e Nie demonstraram que
os PQs poderiam ser conjugados a biomoléculas, possibilitando a deteccéo
ultrassensivel de materiais biol6gicos especificos.

As aplicacbes biomédicas demandam PQs sollveis em agua, que sejam
estaveis e funcionalizados com biomoléculas como proteinas, peptideos,
anticorpos ou medicamentos. Pesquisas recentes evidenciam que os PQs
podem ser conjugados a diversas moléculas, incluindo peptideos, anticorpos,
acidos nucleicos e pequenas moléculas, para serem utilizados como sondas
fluorescentes (Smith; Gao; Nie, 2004). Contudo, a principal barreira que impede
a incorporacdo dos PQs em aplicacdes clinicas é a sua toxicidade e né&o
biodegradagdo. Assim, varios esforcos estdo sendo direcionados para o
desenvolvimento de PQs que sejam biocompativeis e ndo téxicos, e progressos
significativos tém sido alcancados nesse campo (Bilan; Nabiev; Sukhanova,
2016).

Existem muitos tipos de PQs, e cada um deles tem vérios efeitos toxicos
potenciais relacionados a sua composicdo quimica, método de sintese e
modificacdo de superficie diferentes (Xue et al., 2022). PQs sdo geralmente
feitos de elementos binarios dos grupos Il — IV e IV — VI. Exemplos comuns
incluem PQs de calcogenetos, como CdTe, CdSe, PbSe e HgTe (Oluwafemi et
al., 2019). Esses PQs convencionais sao 0s mais investigados por possuirem
uma quimica sintética bem desenvolvida e propriedades fisicas amplamente
documentadas (Chang et al., 2012; Oluwafemi et al., 2020). No entanto, apesar
de suas propriedades Opticas atraentes, a toxicidade intrinseca de metais

pesados toxicos, como o cadmio e o chumbo, por exemplo, que tém dificultado
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as suas aplicacdes praticas, especialmente na area biomédica, devido aos riscos
gue esses materiais representam para a saude humana e o meio ambiente (Che
et al., 2016). Por exemplo, a oxidacao superficial de PQs binarios geralmente
causa a liberacdo de ions metdlicos das superficies das particulas em sistemas
biolégicos, 0 que leva ao acumulo de metais pesados em regides subcelulares,
a geracao de espécies reativas de oxigénio e a consequentes danos celulares,
incluindo ao DNA (Chang et al., 2012; Liu et al., 2022; Radwan et al., 2019).
Essa preocupacado instigou os pesquisadores a investigar elementos
menos toéxicos (desprovidos de Cd, Hg, Pb, etc) para a preparagcédo de PQs, e
isso levou a exploracdo de PQs ternarios | — Il — VI, como PQs de calcopirita
CulnS2, AgInSz, Ag2Se, etc. Esses PQs sdo uma alternativa mais segura em
relacdo aos PQs baseados em Cd e sdo candidatos promissores para o
desenvolvimento de PQs ecologicamente corretos devido as suas propriedades
Opticas favoraveis e baixa toxicidade (Aladesuyi; Oluwafemi, 2020; Kang et al.,
2015). No entanto, apenas alguns estudos in vitro foram realizados sobre a
toxicidade dos PQs de calcopirita foram realizados (Kang et al., 2015; Oluwafemi
et al., 2019, 2020; Xue et al., 2022). De acordo com Aladesuyi et al. (2020), é
imprescindivel realizar mais pesquisas para compreender a toxicidade dos QDs
ternarios em condi¢cfes experimentais in vivo, pois eles ndo sdo completamente

seguros para os sistemas biolégicos
1.5 Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster, pertencente a familia Drosophilidae (ordem
Diptera), € um organismo modelo amplamente empregado na genética classica
e moderna, bioquimica e fisiologia (Mirzoyan et al., 2019; Véras et al., 2020). Sua
estrutura corporal é relativamente simples em comparacdo aos vertebrados,
apresenta um ciclo de vida rapido e curto, bem como estagios de
desenvolvimento distintos. Além disso, demandam baixo custo operacional em
ambientes laboratoriais e facilidade de manutencéo e manejo (Pinho et al., 2014;
Sario; Silva; Gaivao, 2018).

Popularmente conhecida como "mosca-da-fruta”, D. melanogaster tem
sido amplamente empregada como modelo animal em estudos relacionados a
toxicidade e genotoxicidade de substancias ou moléculas, com o intuito de

buscar novas abordagens terapéuticas (Mirzoyan et al., 2019). Além disso,

28



desempenha um papel fundamental na investigacdo dos mecanismos
subjacentes a doencas humanas (Nunes et al., 2019; Véras et al., 2020). A
andlise comparativa entre os genomas da D. melanogaster e do ser humano,
ambos completamente sequenciados, revela que cerca de 75% dos genes
associados a doencas humanas tém homologos reconheciveis no genoma
dessa moscas-das-frutas. Por esse motivo, tornou-se um organismo de grande
importancia para o estudo e compreensao de doencas humanas e estudos
toxicologicos, devido a sua genética bem caracterizada e compreensao
detalhada de sua biologia do desenvolvimento (Figura 6). Dessa forma, ela se
configura como uma alternativa viavel para reduzir o uso de organismos
superiores, como ratos e camundongos, em triagens de compostos e testes
toxicolégicos (Ahamed et al., 2010; Amorim et al., 2020; Santos et al., 2022).
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Figura 6 - Organizacdo corporal homologa entre Drosophila melanogaster e
seres humanos: comparando a similaridade organizacional e funcional entre
ambas as espécies. Adaptado de Buchon, Silverman & Cherry (2014).

Esses organismos se tornaram elementos essenciais em pesquisas
genéticas e sao usados em diversos estudos, tais como: avaliacdo do potencial
toxico e genotoxico de agentes retrovirais, que agem no mecanismo de
replicacéo do HIV (Moraes Filho et al., 2017), avaliagdo dos efeitos genotoxicos

e mutagénicos do extrato de Myracrodruon urundeuva em células somaticas
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(Amorim et al., 2020), avaliacdo toxico-genética de inseticidas naturais e
sintéticos, Dilapiol e Spinosad (Aciole et al., 2014), entre outros tantos trabalhos.

O Centro Europeu para a Validacdo de Métodos Alternativos afirma que
D. melanogaster é um organismo modelo altamente eficaz para investigar a
toxicidade de nanomateriais (Sario; Silva; Gaivao, 2018). De acordo com Alaraby
et al. (2020), Drosophila € considerada um modelo in vivo confiavel para avaliar
a toxicidade e genotoxicidade de diversos nanomateriais, como demonstrado em
estudos sobre nanoparticulas de cobalto (CoNPs) e 6xido de zinco (ZnO). Essas
pesquisas incorporaram diversas abordagens nessa avaliagdo, tais como teste
de viabilidade celular, estresse oxidativo, dano ao DNA (Ensaio cometa) e o teste
de mutacdo e recombinacdo somatica (SMART). Notavelmente, os testes
demonstraram sensibilidade a particulas nanométricas acima de 50 nm e
revelaram efeitos adversos em doses tao baixas quanto 0,08 mM.

Em 2006, Strawn, Cohen e Rzigalinski foram os primeiros a empregar D.
melanogaster na investigacao dos efeitos das NPs, especialmente para analisar
0s impactos da exposicao as NPs de cério (Strawn; Cohen; Rzigalinski, 2006).
Desde entéo, vérios estudos tém empregado com sucesso a Drosophila para
avaliar a toxicidade, a internalizacéo, a geracao de espécies reativas de oxigénio
- EROs (estresse oxidativo), a pigmentacédo, as deformidades morfolégicas, as
alteracdes na expressdo genética e a genotoxicidade (Ensaio Cometa)
decorrentes da exposi¢cao a diversas nanoparticulas (Alaraby et al., 2016).

Portanto, a utilizacdo da D. melanogaster como uma ferramenta de estudo
oferece a vantagem de obter resultados em um periodo mais curto, facilitando a
compreensao da toxicidade e viabilizando a producdo de estudos sobre
substancias emergentes. Isso, por sua vez, contribui para a formulacdo de

aplicacdes seguras dessas substancias em diversas areas.
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral:

Investigar os potenciais efeitos toxicos e genotoxicos das lectinas isoladas
das sementes de Canavalia ensiformis (ConA) e do cerne da Myracrodruon
urundeuva (MuHL), do ponto quéntico AginsSes@ZnS-GSH e do bioconjugado

AgInsSes@ZnS-MuHL, por meio de testes in vivo.
2.2 Especificos:

1. Isolar e purificar as lectinas ConA e MuHL em coluna de cromatografia de
afinidade;

2. Sintetizar e caracterizar o PQ AgInsSes@ZnS-GSH e o bioconjugado
AglInsSes@ZnS-MuHL por via eletroquimica;

3. Avaliar a toxicidade em D. melanogaster apos exposicao as lectinas ConA
e MuHL, ao PQ e ao bioconjugado, através dos testes de sobrevivéncia,
geotaxia negativa e analise fenotipica.

4. Avaliar a viabilidade celular (MTT) de homogenatos de D. melanogaster
expostas as lectinas ConA e MuHL, ao PQ e ao bioconjugado;

5. Avaliar marcadores de estresse oxidativo, como a peroxidacao lipidica
(TBARS), os niveis de tiodis proteicos e nédo proteicos, o teor de Fe?* livre
e de Oxido nitrico em D. melanogaster expostas as lectinas ConA e MuHL,
ao PQ e ao bioconjugado;

6. Determinar o potencial genotdxico das lectinas ConA e MuHL, do PQ e do

bioconjugado por meio do Ensaio Cometa em D. melanogaster.
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3. RESULTADOS

Os resultados deste trabalho serdo apresentados em forma dos artigos

cientificos cada um compondo um capitulo, conforme descri¢do abaixo:
Capitulo 1 — Artigo: Canavalia ensiformis lectin induced oxidative stress mediate

both toxicity and genotoxicity in Drosophila melanogaster.

Capitulo 2 — Evaluation of the toxic and genotoxic effects of exposure of

Drosophila melanogaster to the AginsSes@ZnS-GSH nanoparticle.
Capitulo 3 — Manuscrito: AginsSes@ZnS quantum dots conjugated with

Myracrodruon urundeuva (MuHL) lectins as a potential fluorescent nano-tool for

glycobiological studies in Drosophila melanogaster.
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Canavalia ensiformis lectin induced oxidative stress mediate both toxicity
and genotoxicity in Drosophila melanogaster
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Erwards: Mlarmeae/glucose- binding lectin fram Cannalle enfforms seads (Concanavalin A - Cond) has seversl] Bological
tmmehs s Itz applications, such as mitcgene and antiess activiry. Bowever, most of the mechanisms invwolved in che i vive
Ereophil mudonogaic: tmbeiry of Cond are not well koown Tn this sudy, the mclanegester moded wis used 10 assess the
Comet wmy tenseiry and genccoxiity of different eoncentrations of native Cond (4.4, 17.5 and 70 pg/mi) in inhibiced and

denamired forms of ConA The dam show that nadwe Cond affecoed: the survival, in the dnder of 3006 %, and te
locomator periormanee of the: e reduced cell vishilicy o beveds bedow 50 % (4.4 and 17.5 pgimlL); reduced
mitele awsde bevels cpesed lipid peroridation snd inereased protesn and non-peoein thicl sontent. In the Comet
assay, madve Cond (175 & 70 pgiml) cossed DA damege higher than 50 % In costres, trearments with
Enhibined and denanired ConA did not affees ool dative smess maskers and Q4 not cause DA damage. We believe
that peoosin-carbobpdrane ineraeron beresen Cond and carbolydranss of dwe plasma membrane see probably
the major events invelved in chese artivite, siggering thar natve Cond actvates mechanions that |nduce
omdative sress and comequenty DNA damage.

1. Introduction

The use of medicinal plants is a common practics in the popalar
fore, traditional lmowledge associated with the use of medicinal plants
has been an important source, dirsct amd indirect, of new drugs that, in
most capes, are comsidered safe due to their logg history of use and
alsence of more apparent side effects [1,2]. However, research has
shown that substances sxtractsd from plants with biological potential
may hmve undesirable properties such as toxie ofects, incloding DMNA
damage, mutagens and carcincgens, which muy restrict their use as a
therapeutic agent [2,7]. These plant substances inchude bioactive me-
tabolites, peptides and proteins, especially lecting, which studies

* Coresponding sathoes.

demonstrate their toxic effects tn vho and nvito [4-6].

Lectins are proteins of non-immune origin that reversibly and spe-
cifically interact with carbohydrates without modifying them [7,5].
They are widely distribated in nsture and found in all kingdoms [9].
Among plant lecting, those obtained from the Fabsceas family are the
most studied, with the largest group charscterized and binding to a
variety of carbohydrates [4,10]. Thess proteins bind preferentially to
ghycocanjugates (ghyeaprateins and glyeolipids) an the cell surface. They
can be inhibited by binding mono/oligosaccharides, for which they are
specific [11]. Due to this specificity, lectins are valuable tools for
imvestizating several biological svents: cell-cell communication, cell
adhesion, inflammatory processes, antitamar activity, mitogenic stim-
alation, imdwuction of apoptosis and pathogen-host interaction [1:2].

In this sense, Conmahe ensiformis (Fabaceas), populardy known as

E-mail oddresses vera valesisfl po.cogg be (VL. da Sibva Vadence), clasdeneriTgmail com (C8. Teizeima)

borpae/ Ad ol el U100 6.0 fbdomsac 2022, 100061

Bareived 27 Juby 2023 Received in revised Sorm & Oetober 2002 Accepted 7 Oepober 2002

Available anline 10 Cember 2022
014181200 2022 Pablished by Elsevier B.Y.

46



AM de e dos Somics ot al

jock bean, is & | widely distribated in & [13]. ks
seeds contain lleﬂinudlhlpedﬁdly'&tn-ﬂlmfnmulad
Concanavalin-A (ComA) [14], whaose oligomeric site is pH-dependent
and can be found in the dimeric or tetrameric fomm [15 160, & has the
ability to interact with glycans present in the cell membrane, demon-
strating imsecticidal [16], amtbacterial [17], astiproliferative [12],
vasoactive [1%] and mitegenic [20] sctivity. In addition, Cont was msed
in several preclinical trials and proved to be effective as an inducer of
cell death, lpnphnsmd.ﬂnudsmtnmruﬂ:nm[_p 15]. D:n.l.-d
other lectins also indwsee i
mmmmmm«mM dm:ln-
terizing the condition of cxidative stress, which results in cxidation of
amino scids in proteins, polyunsaturated fatty acids into lipids, DA
damage, as well as activating cell death pattowmys [7,21].
Itkwuﬂ:.mﬂntlllﬂ:uhuwllbmﬂtm
i l in ConA-induced toxic amd genotoxic effects,
especially using i wivo models. Desspite the imy of in vitro studi
i wive tests, in general, are considered more specific due to the existence
of fumctional mechanismes of DA metabolism and repair [22]. In recent
decades the organism Drosoplals melmnogoster (Diptera, Drosophilidae)
tas become a reliable sukaryotic mode] system and alternative to the nse
of small mammals for toxicological and genoboxic tests for wnder-
standing the maol isms of human d& and the effect of
plant compounds [23-27]. This is beemse this species has = 75 % of the
genes related to human disenses, with at least one functional homolog in
the By [28 30].

Considering the biological importance of the CoaA lectin and its
promising pharmacological properties, the objective of this work was to
imvestigate the effect and the mechanism by which D:n.l. pn-mlu
toxicity and genctoxicity, using the model organism [ 9

| Jowrnal of s TT (OXIP 2EIB-IATT

oxidative stress markers and Comet assay (described bedow im Sections
2.4 to L6 ibems).

The choice of concentrations was based on the cytoboxic results of the
Cond lectin required to imhibit 50 % of cell proliferntion (1C, = 3 pgs
mL) in MOLT-4 amd HL-&0 tumor c=ll Bnes [53].

23 Drozophils melanogaster stock and culmre

Adults of D. melenogecter Cregon-H strain were cultivated under 12 h
photoperiod (light and dark), temperature of 24 °C and relative hs-
midity (60-70 %) in glass tubes (5 cm = 15 cm) with culhare medium
standard, based on com Hour, rye, sugar, yesst and agar.

24, Test of towicity i . melmmogaster

24.1. Exposure and treatmenst

Diiferent concentrations of the Cond lectin were prepamed (4.4, 17.5
and F0.0 pg/ml), the c-mannose-inhibited and denatured forms of ConA
(both at 17.5 pg/ml comcentration), and the c-manmose only. Subse-
guently, 1.5 mL of each concentration was added to 15 g of culture
medium, constituting the diet of the fiex. The control diet wes mixed
with 1.5 ml of salime (0.9 % NaCl). Then, 50 sdult fies {male and fe-
male) aged 3-5 days were added to =ach vial contining the diet at
different concentrations of ConA mmd mad d iy thiss e for
?mmmmn'E:ﬂ.rm Each treatment was performed
in tripli ima 1l T  design.

24.2 Swvival assoy and Incomotor performance
The survival rate was determined by counting the percentage of the

2. Material and methods

21. Purfication of mative ConA from Canoealin ensformis seeds

To purify the lectin of the species © emsiformis, the seeds were
crushed in an electric mill until obtaining the flour. Then, the total
proteins were exiracted in the presence of (.15 M el for 4 b, in & rabo
of 1:10 (mass/Avolume). Soon after, the extract was centrifuged at
10.000 g for & min and the supermatant, called crude extract, was
collected . Subssquently, 10 ml of the cude extract of . eesformis was
applied to o Sephadex G-50 column previousty equilibrated with 015 M
MaCl, 5.0 mM CaCl,, 5.0 mM CabMg,. After completely removing the
mimhm&mwmﬁhﬂzuﬂm
All fractions were collacted in test tubes with 1.5 mL of ali M-

iber of flies killed per treatment every 24 h during the 7 days of
[35]. Briefly, 3 groups of 10 flies per treatmesnt were immobilized on ce
for 1 min and placed in vertical glass columns. After recovery, gentle hits
were given to the bottom of the glacs tube and the mumber of fies that
reachsed & cm from the column (top) during the 5 5 period were coumtesd.
Each fly group was tested three times at 1 min infervals.

At the end of the exposure pericd of 7 days, & deseribed in Section
2.4.1, the homogenate of flies was prepared for the bicchemical assays.
Eﬂhpﬂmmu}nﬂlﬂﬂtﬂnﬂ.mﬂﬂuﬂ.mﬂhm
buffer, pH 7.4 (1 mg: 10 pl,
weight: volume), and centrifuged at 10.000 rpm for 10 min at 4 °C. The

tored in & spectrophotomester ot 280 nm [31]

ﬁhmﬁmmhbﬂhmdﬂrmﬂﬁhﬂlﬂd
water and lyophilized for the biological assays. The parity of the lectin
sample was assessed by electrophoresis on 125 % SDS-FAGE as sug-
gested im LAEMMI [32].

22 Dnbrtion, infebdton and deafumation of Cond

Three different concentrations (4.4, 17.5 and 70 pg/ml) of the
. emsiforms lectin (ConA ) were prepared from the concentrated solution
(100 pg/ml) obtained by diluting the lyophilized faction of native
ConA in salime solution (009 % NaCl)L

=M. inhibited amnd de d Com (both at & concemtration of
17.5 pg/ml) and only c-manmose were prepared. For this, native ComA
(17.5 pg/ml]) was respectively pre-incubated with the inhibitory car-
bohydrate c-manmose (0.1 M) for 60 min at room temperature and de-
matured in o water bath at 85 °C for 10 min. c-manpose (0.1 M) was also
presincubated in o separate solution in the same experimental condition
s the control. The effsct of o) native Cond - 4.4, 17.5 and 70 pg/ml, b)

anly, €] plus 17.5 pg/ml of the native ConA amd
d) 175 pg/mil. of the denatured Cond, was anslyzed in the toxicity test,

lution was ussd for the tests below. Thres independent
Elpu'lmmlsmm-dldnd&runhtﬂt

251, Call vihdity

Mitcchondria viability was evaluated with the MTT reagent [3-(4,5-
dimethylthiazcl, 2-4) - 2 5-diphesyl-20-tetrazclium bromide]. A vol-
mme of 20 plL of the fy supernatant was added to 170 pl. of potassizm
phosphate (0.1 M, pH 7.4), followed by the addition of 10 pLof 1 mg/mlL
of MTT prepared in ethancl. The mixtore was incubated for 2 h, then
100 pl. of dimethy] sulfoxide (DMSO) was sdded and incubated for 10
min at room temperature. The shsorbances was messured at 492 nm and
630 nm by colorimetric assay wsing & microplate resder (TR-Reader,
Brazil), and the A492-A630 network was tnken as the ool viability
index. Hesults were expressed as percentage [34].

452 Lipd peroocidation (LPO)

The reaction mixture containing 50 pl of the sapernatant, 150 pl. of
10% trichloroacetic acid and 100 pL of 0.75 % 2-thicbarbituric ackd was
incubated for 60 min at 100 “C in o water bath. After cooling, it was
centrifiuged ag 10,000 rpm for 10 min and the absorbance was measared
at 405 mm in a microplate resder (TP-Eeader, Brazil) using 250 pl of the
reacticn mixture [ 34 36], MDA {malosdisldstnrds]) was quantifiad using
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n standsrd curve and the results expresssd in nmal MDAW/g of tioae.

253 Determination of free Fe™ content

To verify if there was a change in the content of free iron (IT) jons, the:
intensity of the orange complex Fe®* - 1,10-phenanthroline was
mensured. A resction mixhare containing 110 pl of saline (0.9 %), &0 pl
of Tris-HC (0.1 M, pH 7.4), 20 pl. of the supematant and, 10 pL of 0.25
hli&pbmmﬂ!‘dn:ﬂmhihtmmtmpﬂ'm
[34,35]. Suk t was resd af 492 mm in the
l:hrnﬂ-:r:ldﬂfmmuh Brazil ) and the free iron (1) of the su-
pemainnt was quantified usng iron (I} sulfate for the shndard caree
Hesults were expressed as pmol Fe (Vg tissue.

(NPSEH)

To measure protein thicls (FEH) levels, 20 . of the supermatant, 170
pL of phosphate buffer (pH 7.4) and then 10 pl of & mM DTHE (5,50-
Diithiobis [2-nitrobenzoic acid) were mined. The plates were incubated
for 30 min at room temperature; then the absorbamce was mensured at
#05 nm wsing & microplate reader (TP-Resder, Brazil). Glutathione
(G5H) was us=d as a standard and the results wers expressed as pmal
EH/g tissue, o5 described by COSTA et al [35].

Far the af protein thicls (NPSH) the supsmatant
was mixed with an equal of 10 % erichl ic mcid (TOCA) amd
centrifisged for 3 min &t 10,000 rpm. The deproteinized sspernatant was
used for NPSH determinntion as described for PSH [54].

288 Muric oxide

Mitric oride was quantified as its stnble oxidized form, nitrite, using
the Gries reagent & deseribed by BAYLIAK &t al [57]. The resction
mixtare containing 150 pL of phosphate buffer (pH 7.4, 25 pl. of the
sapernatant, 25 pl. of 1 % Gries rengent and incubated for 10 min The
absorbance at 540 nm was measared on a microplate reader (TP-Header,
Braxil) and the concentration of nitrite was determined wsing a cali-
bratios curve made with standard sodium nitrite. Resalis wers
expressed in pmol MOy tissmue.

L6 Comet asmay

261 Tranment of Drosophels melmogester lovae

mﬁﬂwm'ﬂ:mﬂmﬂm\dlﬁh
oviposition, pposition medinm prepared 24 h before, besed
mEﬂhblk:k]cﬂﬂh].qu&kTmﬂhSmhﬂu
Brazil) supplemented with swerose, and mountsd on & solid agar hase
Seventy-two howurs after owvipositiom, 80 third imstar larves were
collected amd submitted to the treatments. The test mediom were
formulated with (L% g instant mashed potato (Yoki 54, 580 Bernardo do
Campe, 580 Paulo, Brazil) hydrated with 3 ml. of sach test sclution.

ﬁ:imdmmﬁmtﬂnd:ﬂnlﬂv:ﬂmhdﬂd.ﬂ&nd?ﬂpgf
mL the d and d d forms of
Cond (both at 17.5 pg/ml concentration]l, and the cemamnose onky. An
additional s=t of &0 larvae was collected and used & o negative control,
which was submitted to medium hydrated cnly with saline solution (0%
hmlmpndﬁutm larvae were expossd to the gemoboc
agent oy bydrate (1.5 mg/ml) elate in distilled
water, lﬁpmﬂ&unmkﬂletl]_["l

262 Hemohmph extraction, shde acembly, reammnt ond
elecirophoresis

For hemolymph extraction, 60 larvae were transferred to a Petri dish
amd eoolsd at 4 “C for 1 min Subseqmently, Itqmpl.lr.dmln
excmvated plate containing 150 pl. of etyleneds mcid
(EDTA) solution. Under the sterenscopic microscope, lllhllm.l:'lru:
performed with the scalpel in the cuticle of each individual to exit the
hemolymph [24].

The glas blades previcusy snded and bathed with a standsrd

| ! of Bicikogicnd P
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wﬂm[ijhﬂhﬁdhmm.m&mﬂduﬂ
5P {larvae b yies), homogenized in 100 pl of a 05 %
agarnse solution melting point (LM agarose) at 37 “C. After the ho-
mogenate was applisd to the blade, 2 24 mm = 60 mm coversdip was
ploced owver the material. The blades were submitted to 4 “C for 10 min,
after which the coverslips were removed and the blsdes, with the bic-
logical material, transferred to a cuvette containing bysis schetion (2.5 8
MaCl; 100 mA EDTA; 1 M NaCH; 10 mM Tris; 1 % Tritoa X100 and 10
% DMS0) adjusted to pH 10, and kept at 4 “C for 72 he At the end of the
cell bysis pericd, the blades were submitted to a bafer solution at 4 “C (1
A MaOH; 200 mM EDTA, pH > 13) for 20 min. $oon after, the dec-
trophoretic run was performed for 20 min at 40V and 300 mA. After the
man, the blades were immersed in newtralization solution (0.4 M Tris-
HCL, pH 7.5) for 15 min and then sabjected to fixation in abscluste
ethanol for 5 min, adir dried and stored at 4 “C until the time of micro-
scopic amalysis. All steps were performed in the absence of Light, ac-
cording to VERGQOSA =t al. [34] and AMORIM ot al. [2].

263 Miooscopic aualysis

The blades were stainad with 50 pL of GelBed solution (Bictium),
diluted in deionized water (1:500) and viewsd under a f
microscope (Eeiss-lmager, MZ) with a 40« objective and Alexa Fluor
Edis filter. The analysis consisted of observing 108 muclecdds, 50 per
blade, from each of the three repli af each (a total of 300
mmclenids analyzed in each trestment).

Muclenids were ranked 04 based on the visual inspection parame-
mmﬂuﬂhch.ﬂuhhﬂnndm(mquebjﬂmtﬂ
compound), Classess 1, 2, and 3 repr and
intemse damage, respectively, wmammw
to cells. The comet reflects strands of relaxed and supereoiled DNA
embedded in agarose. The longer the comet's tail, the more breaks weres
induced in the DNA [38 95]. After microscopic analysis, genotoxicity
was assessed by Damage Index (DI) and Damage Frequency (DF%). D]
values may vary from O (totally intact, 100 cdls « @) to 400 (meodmum
damage, 100 cells = 4] and was calculated vsing the equation: Total [
= 0 {chaess O comets) + 1 {class 10+ 2 (class 2) 4+ 3 (class 3) + 4 (class 4).
DF % represents the percentage of all comets with damege (class 1 to
clazz 4) in relation to the total comets accounted and wos caloalated
msimg the formula: OF = [(total comets = class O comets) = 100] / total
of comets.

27, Smuicheal snalyss

Data was analyred wsing GraphPad Prism 6.0 software Onewmy
annlysis of varjance (ANOVA) was applisd for toddcological tests, fol-
lowred by Dmpmett's multiple comparison test. In the Comet Assiy, ones
way AMOVA and a pairwise Bonferrond post-test were applisd. Datn
was expressed as overnge = S0 (standard deviation) and considered
statistically significant when p = 0.05.

3. Results

A1. ConA lectn purification

Mative ConA was purified by affinity chromatograpby and final pa-
ity was confirmed by gel slactrophoresis (S05-PAGE). The Chromsto-
gram shows two peaks (FI) and (PIT), comresponding, -, B the
mnbound protein fraction amd the retainesd protein fraction (Fig. 1AL In
SDS-PAGE, Cond showed three bands (Fiz. 1B), the first band comre-
spoading to the a chain (25.5 kDa), the second to the i chain (14 kDa)
and the third to the y chain (12 HDa).

A2 Tast of twicity in DL melmmogaster

To assess the toxic effects of Cond, the survival curve and locomotor
performance in adults of . malanngacter were determinisd . The toxicity
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test results (Fig. 2A and B) demonstrated that exposure of flies to native

inhibited and denatured ConA (Fig. 2 C and D) did not affect fy survival

ConA (4.4, 17.5 and 70 pg/mL) caused a significant reduction in survival
at the end of seven days of treatment when compared to the coatrol
group (p < 0.05). This reduction was, respectively, 28.3, 30.6 and 27.6
%, with no dose-dependent respoase. However, 17.5 pg/mL o-mannose-

when compared to the control group (p > 0.05), suggesting that ConA
toxicity may be related to its CRD and integrity of its three-dimensional
conformation.

Compromising in locomotor deficits was seen in all concentrations of
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Fig. 2. (A) and (B) Susvival carve of adults of Drosophila

melgugaser
ComA; (C) and (D) survival rate on the seventh day of exposare. * Significant difference when compared o the contral group (*p < 0.05).
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mative Cond (Fig. JA) in relation to eoatral (p = 005 This affect was
more intense at the concentration of 70 pp/ml. (p < 00001 ), when the
sarviving Bies had more difficulty dimbing to the top of the tube than at
the other concentrations. Treatments with 17.5 pg/ml ConA inhibited
by r-manncse and denatured did not compromise the locomotor per-
formance of fies when compared to contral (p = 005, Fig. 2BL

3.3, Owidatiee stress markers

In order to darify the potestial mechanisms by which flies are
affected by expomare to different concentrations of native Coad, bic-
markers of oxidative stress were determined. bn parallel, to verify
whether the toxicity of this protein is related to its inberaction with cell
membrane carbolydrates, Cond was also tested after processes of CRD
imhibition by and denaturation.

The cell viability in fiy homogenates (Fig. 14) was evidenced by the
boss of the cells' ability to reduce MTT to the formesan produect when
compared to the control. A reduction in cell viability was obssrved,
below 50 % at concentrations 4.4 and 17.5 pg/ml. and below 70 % at
concentration 70 pg/ml (p< 0.001) In addition, there was a significant
difference in the comparison between the groups (p < WL Cons
imhibited by c-mannose and denstaration did not change the cell
winbility of the supematants when compared to the control (p > 0.05,
Fig. ﬂl-:l.

Lipéd percocidation in the fy homogenate was measared by malon-
dinldehyde (MDA) quantification (Fig. SAL A dose-dependent increass
in MDA content was observed in the native ConA treatment when

ipared to the L. H , & significant difference was detected
caly im the highest concentration [P0 pg/ml) when compared to the
comtral (p < 0U01). Treatments with c-mannoss-inhibited ConA amd
denaturation did not chamge MDA levels (Fig. SB) compared to contral
(p = DUOSL

In parallel, the: levels of three indirect biomarkers of cxidative stress:
free Fe?t, protein (FSH) and non-protein (MPSH) thicls in the fiy ho-
mogenate were investigated. The resalts presented in Fig & A and B
show that all concentrations of native, r-mamnose-mbibited and denas-
tured ComA did not sigeifi cantly alter free Fe™ levels when compared o
the control (p > 0U05). The amount of PSH (Fig. 7A), quantified by the
bevels of GSH - an intracellular antioxidant, sigaificantly incressed at
concentrations of 4.4 and 17.5 pg/ml when compared to the control (p
< LO5) As for NFSH levels (Fig. 7B), they increased significanty in all
concentrations of native Cond when compared to the coatral (p < 0.05).
e=Mannose-inhibited and denntured Cond did not significantly alter FSH
amd NPSH levels (Fig. 7 C and D) when compared to costmal {p > 0.05).

Finally, the content of nitric oxide (MO, quantified by the levels of
mitrite (NO3), were significantly redwced in all concentrations from
mative ConA when compared to the control group (p < 0.01, Fig. 4A) =

El
el

S s awgalie 5 cmd arr )

| Sournal of Biclopcal T (a2 JEos-JaE
Marmese-inbibited and denatured Cond did not change MO levels when
comparsd to contral (p oo 008, Fiz. EB)

A4, Comert assay

The results obtained in the Comet assay show that native Cond ot all
concentrations tested was able to induce significant imcresces in the
bevels of DA strand bresks in hemocytes of [ melanogaster larvae in
relation to the negative control growp (Table 1) All concentrations
evaluated showesd a significant incresce in the means of Damage Index
(D) and Damage Fregquency (DF4), in a dose-dependent manger, when
comparsd to the negative control groap (p < 0.001)L From the concen-
tration of 17.5 pg/ml, the damage inoresse was of the order of 50 % At
the 70 pg/ml, the DF was higher than 70 % (Tablz 1L

To confirm whether Cond. genotoxicity is mediated by binding to
carbobydrate residoss om the cell surface, Con® was tested after pro-
eesses of CRD inhibition by mamnose and denaturation. In this test sys-
tem (Table 1) the DI and DF% values of the treatments performed did not
differ from the results obtained in the negative control groap (p = 0.05],
indicating that the treatments with ConA comannose-inhibited, o
mannose only and denatured ConA did mot camse significant lesions in
the DA strands.

4. Diseussion

The pressnt study aimed to evaluate the biochemical and genetic
alterations resulting from the sxposure of [k melanngacter to the ConA
lectin. Previous stidies have reported the toxicity and genotoxicity of
ConA in vitno and in siny on tumer cells [53,40,41 ]; Therefore, this is the
first report on molecalar targets and mechanisms of toxicity and geno-
toxicity of ConA prot=in i v

The exposure of fliss to a diet containing Conk caused a sigmificant
decrease in sarvival and a deficit in locomotor activity. Lectins with
mannose specificity bind to the ghyeoproteins of the peritrophic matrix
of the insect intestine, intermupting the digestive processes and affecting
the detoxification amd amboxidant systems [4242]. Therefore, the i
crease in resctive oxygen species (ROS) resulting from exposure to Cond
could contribute to oxidative damage and behavioral impairment in Sies
by any of the mechanisms mentionsd above [25]. They also cormoborate
CUNHA et al. [44] when they say that some plant-derived
imduce toadeity in different insect orders by inducing oxidative stress.

It is possible to assume that the observed toxicity is due to the pro-
oxidant condition established after the fies came into contact with the
ConA bectin [45]. This effect is confirmed by markers that indicate
touicity at the molecular level, which showed a redwction in cell
vinbillity, evahmted bere by MTT reduction, accumalation of lipid per-
oxidation end products (MAD) and reduction of nitric oxide levels in Gy

N

% gralaun |h.'u'-'|.' AETTTETE R

daeceniraiem: Sapml.|

fff

Fig. 2. (A) and (B) Efect on the locomator spmien (negative gootiss) of aduls of Dresophila melowgoster treated with native, inhibited and derarened Cond. *
Signl et differenss when comparsd 1o the egadve controd group (*p < 0.05; ** p< 0U00; *** o < D000 ). & Significant Sfference benwessn eoncentruthons and

controd [ po< 0000
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homogenates, resulting from the oxidative stress caused by ConA.
Elevated levels of protein (PSH) and nos-protein (NPSH) thicls and
free Fe* also indicate of molecular toxicity. Thiols, svaluated by the
mammmmmﬂudhm
jes that protect the cell against ROS,
wh.[leF:""klpm-michm[J_-,.'lb] which, did not have its level
changed within the conditions established in this study.

plays a central role in linking the tricarboxylic cycle to the electron
transport chain, is also the main source of ROS prodection and nitrogen.
nmmmlﬂﬂﬂﬁmmﬂmm
comditions can camse fi in hondria, such as
Bpldpﬂud.dlﬂmo{lh:hnﬂnﬂnlme-dlnhﬂnﬂudm
resulting in cell death [34,47, 48],

I.u:ﬂ--\edi:h.lﬁuzt itochomdrial fism by lating

Mitochoadria, besides being responsible for regulating cellular en:
ergy production, in which the enzy gennse (SDET)

thep uld.:d:,urluu{hdb;m
LUZ et &l [7] wsing oMol lectin in E16-F10 meanoma cells and
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Abbreviations: 50, stamdard deviasion; O, Damage Inder; DF%, Damage Frequency, Cond, baotin from O e
* Significant diffesences (p< 0.001) eompaned oo negatve control group.
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FERMANDES et al. [49] with the Crafyiia mollis seed bectin that induced

] tourmed of Hisd 'y loden 333 (D) 2ER-JAD

the death of Trypomosoma cusl cpimastigote. The reduction in viable
cells may be a result of inkibition of SDH sctivity, assessad bere by the
reduction of MTT, parallel to the increass in MDA bevels, as described for
D. melanogaster treated with the herbicide Paraquat [34].

Simce nitric oxide (N0} is o diffusible messenger moleculs that acts
on the nervouns and immme system of insects, in Drosophida it is well
established that in the larval stage it exerts an antiproliferative effect
and in adults, despite the scarcity of information, it acts on the brain
[50-52]). In this work, ConA siguificantly reduced the production of
endogenons MO in flies. This reduction may impair its signaling mole,
Biewrewer, it is not possible to state whether the reduced levels affected
ﬂremdﬂnhmdlnmrpﬂﬁmmn&lheﬂhllw
Further di ded. [ 4 MO has also been
mmbnmmmmmumrm
and Gorcim kol sesds [54].

In imsects, pro-nxidant sabstances can couse an imbalance in the
antioxidant enrymatic system, causing a decrease in the bicawvailability
of NO, resulting from the increase in the levels of the superoxide amion
(05 that reacts with MO, genemting peroxynitrite (O8O0-), o potent
oxidsnt agent that cmess damage to macromolerales, incinding smgle-
stranded DNA breaksge, has an effect upon mitochondrial function and
triggers cell death [55-57). Therefore, the decrease in MO levels may
e potentialized the pro-cxidant effect of ConA and consequently the
degradation of the end products of lpid peroxidation (MDA) amd
reduction of cdll vishility (MTT), as alresdy reporied for D. maonoprcter
treated with the fungicide Mancozeb [53].

Froposing that cxidative stress is one of the main factors inducing
DNA damage, it is wot sarprising that Cond also acts as o genoboie agent
[2257). Several tests can be used to assess the genotoxic potemtial of
plant extracts and isolated compounds [55,59]. In this work, genotox-
ety was evaluated by the “Single-Cell Gl (OGS) assay’, which is used to
detect DNA double-strand breaks, single-strand breaks, alkali-labile
sites, DMA-DNA/DNA-protein oross-linking, amd imcomplete sxcision
repair sites that, after processing, can result in mutations. Unlike mug-
Entioms, d d lesiors are subject to cormections [60].

COur results support ConA's ability to cause DNA damege as detected
by the Comet nssay. Although gemotoxic tests are reported to provide
mformation on the ability of molsrules to casse changes in the soguence
and organization of the cellular genome [51], in vivo studies imvobving
bectins are still limited. It was found that only two sudies broughe this
report. In the first, the genotoxicity of the Microgrammao vaccinigfolio
leckinm (MvHL) was amalyred by the comet amd mdirectly messared n
mouse liver smmples, but it was not genotoode [62]. A similar result was
found by BAMOS et al. [43) who using Schinus terebindsifolia lectin
(Stell) observed the non-formation of microouclel in mouse bones
marrow calls. CHANG ot al. [41] and VERAS et al. [61] reported that the
biological activity of lectins is related to the specificity of binding to
carbobydrate residuss on the cell surface, through the CRD, and their
toxic activity is selective,

Evidence linking ROS induction and genotoxic sffects after exposune
o lectins is d | im i vitro studies. Using Hela cancer cells
exposed to Gheoine max Lo lectin (SBL), high levels of ROS and DNA
damage (Comet assay) were detected [64). Cytotoxic and gemotoxic
studies with Cond demonstrated a high rate of DNA damage (Comet
aszay) in MOLT-4, HL-60, MCF-7 cells and an incresce in BOS bevels,
both in a dose-responss manmer [33,40]. The suthors also verified a
decrease in cell viability and suggest that the production of ROS may
contribute to cell death induction.

In all tests msed here, the o-mannose-inhibited amd denatured Conf
were neither toxic nor genotoxic to the model orgamism 0. melmmogoster,
which indicates the participation of the CRD and the three-dimensional
stracture in this process. Data from this analysis support the hypothesis
that the ConA lectin is able to interact with carbohydrate ‘ghycosylated
recepiors triggering the biclogical activities of this protein [10,65],
when they reported that the toxic sctivity of plant lectins is mediated by

ithon amd binding to glycoronjugates distributed on the cell
-rflu:ﬂmulgtﬂnﬂ'urbd:]'ﬂ:tlildng:h

8. Conclusion

Cur stady demonstrated that the ingestion of native ConA induced
locomotor impairment and death in [ melanogecter, which oecurmed in
parallel with cxddative stress evidenced by increased levels of protein
and noa-protein thiols, decreased bevels of nitric axide that contributed
to the oxidative damage to membranes and reduced cdl viability, The
pro-oxidant effect of ConA may have sctivated mechanismes that comsed
damage to the DNA of this organism. Tests with both p-mamnose-
imhibited and denatured ConA indicated that the mechanisms by which
ConA induces cxidative stress may be related to CRD and its strucharal
integrity. These datn drany attention to the toric and genotoric effects of
Q:nhnn D.nﬂmmndpmtoﬂzmn&mdngﬂul

future research addresses the potential risks of ConA in other crganisms.
RediT authorship contribution statement

AMNLO. Saptos, AE Duarte, C Robde, C5 Teixeira, M. Deprd and V.
L5 Valente designed the research. A M.C. Santos and MHC Santos
purifisd the lectins. A M0, Santos, AP, Silva, EM. Amorim, [UG. Silva,
M.G. Pereira and 5.1 Samtama performed the genotoxic experiments. A
MO, Santos and AR Costa carried out the toxicological experiments. A
MLO. Santos, A E Duarte, C. Eobde and C.5. Teixeira analyzed the data
with contributions from other suthors. A MO Santes, C Rohde and C5.
Teixeira wrote the article with contributions and approval from all
mthors.

Declaration of

peting i

All authors of this manmscript declare no cooflicts of interest
regarding the publication of this articls.

Acknowledgmenis

This study was fimanced in part by the Conselho Nacional de
Desenwalvimento Cientifico & Tecndlogico (CMPq) (141838,2015%.2 A
MO Samtns, 426685- 301 8-0 VLS. Valente, 309863,/ 201 8-0 C. Rohde),
Coordenngiio de Aperfeicoamento de Pessoal de Mivel Superior - Brasil
(CAPES) - Finamee Code 001, and Pundagho de Amparo o Ciencia e
Tecnclogia do Estndo de Pemambuco (APG-0431-2.01,/19 C. Bohde).

References

[1] HAAACH Siemnds, MES Maondo, A CRLD. Sshrninn, LG E R Godho, S0
B de Makd Instion of the g ic petertia] of Bahink Arn baaf
becin (Bencll), Food (hem. Toadool, 47 (200%) 303-304, bitea /ol org’

L0620 11O

= mmns—n—,uﬂ—,uwumm:—,
i Mok, af the dry d 3
All L % al : i el of il rrsed by b

ot wra] SMART axmrys, Envizon, Mol Mutagen. £1 P00 AT X7, bttt
a1 0,100 e AL
mhﬂ.—.errJLhLLLD&,Ld-hL_-id:h

md oy aniclic extract of srat
un_c_llnjl-m1n1]h-rmlu-_=l——|.|a-lq-—.l-d.u
(O0E) ja1-147, hitper /dol_ong10. 1550, /w15 1 5-& 00000 0030,

[4) Ltk M Wk, MUPS blwcardn, FLA 5 do, T-H. Kapoloss, 1 P b
CAF aok, LCBE. Godbe, SILH. Medeirs, PG, Paiv,
evalustion of Morings oleifers seed extract s lectin, 1 Food 54 78 (20113
TH3-T34, bitpr /ol arg 10111174 1750- 3841 2010000 960 e.

[5] Ed. de Mo, V.1 Pri Lcting ax Bioscthe plant probe il b
mmﬂm!ﬂ!ﬂ.hlﬂmmh—u ol orwy

L0080, SRITFR0S ] GoH S,

Valadier-

54



AM de Do dos Sonies &t al

profein extract of Amamndns monds, CyTA - L Food 19 (2021)
F-F08, it ol ong, 1 0L 080,71 ST RIS 200 19T T
[F] L Andrade Luz, FA. Romain, BA P, Costa, T.H. Hepoless, PRLG. Paiva, LCH
. Cioelho, Cytriciciy of the coagslant Morings oletfers lactin (2Mol) o B16-510
melancms cells, Toxionl. in Vitre 44 (233717 2499, hitpe//ded oo 10010084
AT LI
[8] M. Toomrerwn, EJA. Vin Dnmene, 150 s of plang lectin ressarch, Ghpoooond, 157
) AN AR], Eitewr i oy 10 1007 /0] 07 1 9200904 35
L A M. Gezrrn-Pactide, L Werques-biorens, Lepese lercSine:
with diverss spplications, Int. L Mol Sd 18 (2007) 1242, Sitpe do
o 0, LS 24
[10] E Cawmls, ¥. Pinic-funicr, 'I'.Dh-,l.rh:h-lq-ﬁ-&-l.h].d_#
sirmilarity protrin m model o sty e s p
Inl..!l.ll.ul.ﬁ.m{‘:mi] 30, hitpe~ 0 }.HU.‘ur:l’.l.II.l.l.lC.H.n.
[11] M. Sharon, 1 Lis, Legue lactins of homalogous probeina, FASEH 1.
& (19900 X 08-3208, hitee idol o 10,1008, Teeelr] 4.1 4. 2257211
3] A biigdew, A Bobors, 5 Mewstwal, & Koses, 1 Bk, ullnl—qn\.hu—.
. Dokersds, & Mishra, S5 Patrs, I Dbiman,
#hhhﬂ—ﬂhdl.—dmud—.'h:hilﬂmﬂ.
TIOREY, hitpe /. ooy 1 0L 00 8,4 S 30719, 11 B,
Ny n fpen, Canmvalin enstformiy (L) BG {Fabsome), Bew. Ao 7 (2002)

146154
[14] L& Corrmloanti, GU60F, Soares, €81 Castm, ILEA. Gusde, Bt setrofisicligion
Lu—.ﬂ.—&—umh—p_n
Cabilicn Saide 3 (2078} 28, hitpe, doi

o 1 S rece v 12154

[15]) W. L, L Yo H. Xn, 1 B, G o m al meati-necplastic agent
peting spoping plogrr anmd endi-mngogs 22 for cancer chersperuth
Biochen. Boplys. e, Comamn, 414 (3001) 202388, hepe) Aol ong 100101 844

b 207 1. 04O
(1] !.‘qllnulh,ichh-h.'l‘.h:q:h.LH kn—*-hl.rl .ﬁ-l:uhnh.
flup-:nm L E:-uﬂ. :|4m:|-ll'|-u. bty e g 10,1090/
oA
17 T.T.A Cavalicante, B.AM. Rocha, VoA Genem, FV.S Arods, A SF. Nascmenic,
M.C Sk, S Necimemin, BS Cresds, EH. Telssirs, Bfect of lactins from
F IR T ——— Molernler 16 (2011) 3530- 3543,
it /ol org, 10,3390, mol ecules ] 605 3530,
[18] £ Lin, % L, X Ding, Y. Yang, bn dlico and epert
#bhw—dﬂgdw&-ﬂ.—.#h
Bictachnol. 163 (2070) 134-148, bispe / dolong 10,1007 /] 207 0-D09-2604-0.
[19] A Gedeles FEME bonmno, T. Sant Geddhe, 18 Cajassires, B sl iocks,

P T ™

ABLE Azweny, M Lims Mots, K¥. Pinto, AV, Pescs Medreles, JL.C Borges, B
T. Freitan, F. Canchorl, EF. Sooms, P. Deleioere, 0K Criddle, WF. do Azevadn, B
& Cormdm, Mathre coywial of m mitric oxide-redmsing ecin fom e woeds

of Cansvalis maritime, J. St Biol. 153 (3005) 1858-194, bt/ dol ong?
10,1078 b 2008 07 012
[20] ML Mdo, H. bk, M TS Gorrin, LEER Godhe, MB Sikes, VLA Pesi,
mu,—u-:-p_-_tquu-pmhu_u—uha_ulmhu.h
dmtrcd muior, Scamd. . L 73 (20910 11:2-121, httpess
doil g 10.1111,/4. 1365 3083201 003480 2.

| Jowrnal of B "__ d decuden 303 (3003 25TR-JRE

=] VP, Sebos, A CJ. PR Froites, ALP. Slva, A LE Seicw, B4 Satian
Rocha, IS Sk, DLW “'.&:h,mmuh

i when ool el with G
(2027, 108839, hitpe //dot org1

[53] UK. Losmmli, Clrarage of sractars] probsing daring
bmcteriophage T4, Hatus 257 (1070) $80- 885, hitpe
TITaB0w,

=) G.V. Fahoins bartne, AL Skeere, BC Covmloms, MV, Remow, SLO. ko,
. Pemos, DAM. Arigc, Antipeoliferative offocts of lectine from Canrlis
36 (IVE) 11811168, hitpedol.ong 10U BORE,] S 01 20800 7.

4] RGOS Nunm, P.E Peevira, 000, Bekofeking, K0 Fidels, C5 Silvm, M. lhabim, L
lhﬂqmn-h,Lluth_.Lf_,ub—h.L
P der, Poadble irrecl Srvation of mcdes facior
-,Hzcﬂﬁcnzmhhpu-ﬁ--ﬁtd:&-:ﬂm
gt intuced| ceddethve demage in B il Petic. Bioch
Plyslcl 157 (30R0) 163188, hitpe /ooy, 10,101 6] pestibp. M15.00017.

[38] AL Cowts, JRLL Sibva, TAS Oliveizs, T.0. Sha, PS Perdirs, EF.O. Borke, B

5 Brite, PLY. Ribeire, LW, Almeids-Beserrw, JLTC Hesior, LR benemm, 1.

F. Ezmdem, AE Dusrte, LS Sems, Phyiochenical profls of thi

eoridentale L (casew tres) s the oy ic sl tomicclogicl embation of i

-ﬂumlﬁ.ﬂ.ﬂlﬂﬁﬁﬂ]'ﬂﬂ-M_L.—,r-Juaj,

BOL0 0] s, X 20 0RO T,

[=8] VMR Filhc, EP. Wacoek, LP. Kendem, A0, S0 Lacerds, J0M. Costa,
mu—-umumutbhfn—nnﬂ—hl

tivity, o7 v and namotic fmglity dfects of o
H.ﬂq:.hd.!ﬂml]mmhb\: Flol org,
10107 é inderop 200 02 021,

[57) MM Barplink, V. Shendhal, MLP. Lybyk, O, Vitwytaks, J M. Sioony, K. Stooey,
VL Lushchak, d_ﬂr&hiﬂ_w
ared hythrogen pemeide i drosophil 7 Envion, Todeol Phermacel
40 (201 5) BA0- 584, hetpe el org 10U D8 stap 207508 018,

mﬂﬁmk?.hhtumm.muﬁhuﬂm
ACl Garde, JA. Moo, ¥.5 Amsnl, © Robde, Velidstion of comet sy in
Oragon-R end wild brpe sirsine of Drosophils. melencgarter sxpossd io 8 ool
raebictive mrercreer m bclian smmand mgpon, Essiosio. Eevisee Sl 141
(20 7) 148153, bisoaydol org 10,1070 &/ sooeme 201703024,

[ A Colline, & & Owcoe, G, Brenborg, L Gaivsn, L Ciovesell, Bl Knsmesedd, &
. Semiths, IL. Scsirm, The comet mmy: Sopical s, Sistageness T (2008
A1, hitpedoiorg, 8 0.8 95 st pem ..

G

H..\n:ﬂqhﬁ—d’&ﬂhh-m— snd genctcadc
linctirm in SICF-T cells, 1. Hioches, Madl. 2 (001 2020, bt el
orgy VL1002, bt 20080

[#41] CF Chang, BLC Yy, HS L, Y5 Lin, HY. Le, Concarrealin a induoss
sntophagy in hepaicma: colly andl has o taerapastic eSact in & merine in o
bepaives mode, Hepaiokegy 45 (2007) 286208, hepedolorg 10010027
e RS

(5] rluqmﬂ.flmuwkm Paschemlin, Tarn, &

drlaicr and CON-inkilitor lectin fomnd i Tars (Coocads

1] -.uqr.n-‘-.:uq.n.u_a.l_.“,_ Ierctaz arat
apopices and 1 A%7% calls thoasgh a mitechondia-
Mum”hmmmmhm el oy
V01078 condet JO0H. 7042

[=1) M. Alwraby, B Demdr, 1 I h, A Veliagee, & H &
vabuation of the teaic ed g e ity of mp

mﬂh?m&]mhlh:..&f_

o T, TR ERGOE 0L

[z M.O. Fand, 51 Momtgomery, L Prince, 0. Vorgjelkine, Devslopmental iocicey
sy uring; the mexel, Orrr. Profoc. Toziool. 59 (2014) 1-20, hitpe
diol org 10, 10002, 0471 | S085E. 0] 1 250,

4] ML M. Glahee, M. Crewipcks, The comet smwy in insects - siabo,
prompects s bemedits for sciencs, s, fie, Mutst. R, 767 (3018} 6775,
Bitpa/ /ol org 18, 1076, merew. 301 3.090001..

1al mioedel crpanian for

[] K. Panchal, & K. Tiwes, Dromphils memogaste "a g
et cmticn of g Jurpical propecties of plais it derived
Bicmed. Pharmscotber. B9 {3577) 10011948, bt delorg 101006/
lopha 5917008051

mth—,lﬂhlhmhhﬂﬁ.?h

u mxdel orgesive b sndy cescer, Front. Jemet. 10

(9, by ol oy 110, T30 e 207 5,000

[7] D. Baldridge, BLF. Wangler, A M. Bowman, 5 Yamsmoio, T. Schedl, £ Pak, L
H. Prstlsthesit, J. Shin, L Sobnics-Sresl, FLL Bellen, b Westerfickd, Mol
i fhuste o diagrces and di in the undivgoen] S
ﬂ“ﬂﬂ-hhﬁ#ﬂ.hbﬁ.nﬂm]]m

Aol org 10,10 B6, w1 M35 D0

mllhﬂ.ﬂ.u ML Bogeasdd, LK. Harhamn, & sareey of homan
dismne e counterparts in the drosophils genome, 1. Gell Bicl. 150 (2006
lzl-rn. ety il ey L B, A 1502 FEL

#]1-438, hitpr, dol o 1l.I 124 pr. 1 1 LOOTIWE,

[=3] E Uypor, K Chen, Ho. Bellen, Drosophils iocks ad ssecps for ghe siady of bumen
disemass, Dix. Modd, Mach, 9 (20748) Z38-244, bitpedolorg 1012427
drmn DTE R

i ﬁq-thLHﬂ]i‘mu]m-m histp il orgy

indhucad efects on ithe sroctors of midyut epithelisl colls, J. Insect Podal. 53
(2004 115511980, hepr; ol org 101076, firnmpi 20041 000

[a4] FAB Comham, G0 Walle, AL Pinko, MEM. Nuones, BUF. Leite, S0 Tintno, G
M. Comtn, ML Athayde, A A Boligon, FLOM. Gostinhe, A 8. Persim, T. Posser, J.
L Feanco, Engenia weifloms lewrees seseniial ol iscdecs ioxicity in
medmoguter imebrenmt of rdsth s mecemsiens, Toziool Res (Cemb) 4
(2078 B, it ol corg, 0. 10000 CHT RO TS24

[45] AL PFisho, GL Wallan, MEM. Mumns, BLF. Labs, S0 Timting, LC Oz, FA
B Crmha, LG M. Costn, HDosglas Midc: Congicha, T. Power, JLL. Prancs, Fomigest
mcthvity of the Peidism greers ver. pomifers (Myrtscess) smetial cil in

by memns of oxidstive sinos, Oxideties bed Gall.
Longer. 2074 (2004), S48, hetpe /ol org, 1001 155,75301 4 /6 Baras,

%, Elian, MM Freitas, BLF. Goncabees, HY.F. Magnlnes, 1A die Soum, S0,
8. Mmgalhars, Avakacan des cocmiragoes de nslossldeide £ siidio on pecenis
=m anemin fal=dorme an rabmenie o2 nen com edresiures. Kingae (San
Pamzlc) B (2070) 414-40EL

7] TAL Fipueire, MOH. Secros, A& Cemerge, ILF. Castilho, JCE Poosim, &

d. Kowwredicwsdd, F.E. Shom, NG Soum-Fieic, AR Veross, Mitcchondria m s
snsror of remcser nmygen and. from molariler mecharizes o
B it Antiomid ledos Sigeal. 18 (2013) 30252004, ki ol oy
VOO e 202 4720

[48] 6. Kromssr, L dalles, € Bresne, Mitchonddial menl
—Id—ﬂ;ihﬂhn.d{‘:mi‘]n1u et 'd-.a.-;..l.-nu
phyoree. 000 3 2006

[45] MLP. Formndes, B nads, S Chisrait], FFE Sewijo, PV, Merdls, MT.

& Corpels, LC B Goelho, MM Alves, FIL Cardelba, A E. ¥eromd, ecdenisn of
Erypenmsnms cron dessl indues] by cratylis modlis sad lacting, 1. Bicenery.
Biommembe. 43 (2010} 88-T8, hetpe s dolorg 101 007 A (8870010 FIGH-E.

[=0) 4. Emikclopor, L Beneri, B. Kxdin, Nitc cdde and drosopiils developmens, Cell

Dty DB & (1099 956963, hitpe 7 /daol. org ) L 300 A cokd. 440057,

bilizasion in

55



AM de Oltvere dos Sastes o ol

o &

[51] S.C W, CW. Liso, 1L Pan, JL Jusng, b winal cuidati
stoees crpen-o-organ dogicad in & hila, Caell
Host Microbe 11 (2012) 410-417, hlip: /dok.org/10.7 n.nqxéug.\.vxn:v:d.

[52] U. Muller, The nitric cxide system in insects, Prog. Newcbicl. 51 (1997) 363301,
Bttpe//dolorg/10.101 /50307 008960006 74,

[59) MA Sarsiva, & Ross Avile, G Siva, GE Macedo, NJL Rodsigues, P8, Vieira,
usmnmunum:;mt

= » darogesder o “-ﬂ
dub m-a dativ uﬁll— 208 (218),
btp/ /o cog/10.1155,/2018,5458528,

[54) G. Obok, OB Oge AT, Opedade, S.F. Ak lafe, Effect of dietary inchustons
of bitter kol sead on gectactic bebavicr mnd cxidative stres markens in Drosophils
memogster, Food Sd. Nutr. 6 (2008) 2177-2007, httpe olomp/ 101002/
fma e,

== CMPL“-.M--—-*MI:M

events, Froot. Physicl 9 (2078) 114,

Btepe//dol ong/ 1020509, w:u: B.o08%.
[56] A Magmits, & Greco, M.C. Cepogroesd, C. Gaetana, ¥. Martalli, Nitric oxide,
" o_= ™y ey i Gimbatic endothalisl dvef

Rex. Int. 2014 (2014) 1-16, bt/ ol oy, 1 0.1 1557201 41 50095

(571 U. Forstermann, W.C. Sema, Nitric axide nd function, Bur.
Henrt L 33 (2012) 829-857, letpac, ol gy VL1 0935 enr bty okr 504,

[54] AV.D. Bimeto, LCD. Oiveira, A. Sibve Parnandes, LS. S, JH. Ve, C
a. mi-nc.l.l.ﬂn.kv Mocaes Milho, CC. Cameiro, L. Chen-Chen,

and effects of azathi

m;mmuAumaym.mw.»' e
IS TETINC 200, 18064502

[59] GLVillar Bons, F.H Scuzs de Aradjo, J Moreiss Marceling, L Alneids Catro, A
’“h“lﬂ-hlﬂ_hhmm&l
Boemgen de Lacends, 2.4 R | mbety

(0]

Intermctional Journal of Biclogeesl Mocremeleada 222 (2022) 2823-262

evaluation of the ethandlic extract from. Mest. & DC)

O.BERG fruite ssalyds of =d efects, Food

Punct. 9 (2038) IN07-3N7, hitpe /ot oeg/ 10,1000 /05010175

K Cordell, M. Sigrami, ¥. Pacchizsoss], Comet amay: = vermtile but complex todl

I gemotoxicy testing, Texicol. fex. (Camb) 10 (2021) 68-78, b Aol oo

10,3093 twres/ tSas0vl.

JM. Vi, CO. Gedoso, S.C Page, AV.S. Mo, ILIL foma, ILIL Santos Silve,
Lactose-binding

ibecn-trduced genotocicey h 194 (2022) 5566, hitpe//doc
crg/10.1016/3 biochi.2031.12.611.
G.C Sibow, AM. Ofveira, JC8. Machado, MLILA. Ferreir, P.L. Madaros, LA
L Soares, LA. Souza, PMG. Puive, T.IL Napoleto, Toxicity sssemment of miine
extract snd loctinsich fruction from Microgramma vaccisiifolia rhisome, Tosicon
167 (2020) 65-74, hitpe//dok cxy/10.1074/) daxioon 2020 .08 021,
D.8M. Ramoe, MTMY. Arsdjo, T.CL Arsfijo, O.05 Neto, M.G. Sihv, YA Sihve,
mhLumm&Vﬂllﬂ-'MH‘l

J. Bhncphanmaccl. 2X3 (2019) 148-157, betpe/ /ol crg 10001074

Jop.2019.01.011.

P Pands, 5 Mukhopadbyxy, 8. Bchera, C.5. 38cl, £ Dey, D.N. Dux, N. Sinks,

A Bimoyl, K. Prassasik, TK Msiti, K. Bhutia, Antitumer effect of soybean lnctin
disted through reactive species-d = e Life 5. 111 (2004)

27-38, httpe /ot ceg/10. 2006 /) 26 2014, 07,004,

B Gevada, V.J.5 Osteme, CF. Losdo, VAL Pinto-Jurior, MLV. Oliveira, M.T.

L Silva, 5 Leal, K5 Nascimento, One cmtury of ConA sad 40 yeurs of Conlie
research: & structueal review, Int. 1. Biol. Macroezal. 134 (2019) 901-911, hitpe
dolong/19.1018/4.dfbioms. 201 0.05. 100

56



CAPITULO 2

Manuscrito em preparacdo a ser submetido na revista Chemosphere

Evaluation of the toxic and genotoxic effects of exposure of Drosophila

melanogaster to the AginsSes@ZnS-GSH nanoparticle

57



CAPITULO 3

Manuscrito em preparacdo para ser submetido na revista

International Journal of Biological Macromolecules

AgInsSes@ZnS quantum dots conjugated with Myracrodruon urundeuva
(MuHL) lectins as a potential fluorescent nano-tool for glycobiological

studies in Drosophila melanogaster
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo resultou na obtencdo de um nanossistema fluorescente,
alcancado por meio da bioconjugacéo por adsorcao da lectina MuHL com os
pontos quanticos de calcopirita AglnsSes@ZnS-GSH (AlSe@ZnS). Os
resultados indicam que o sistema AgInsSes@ZnS-MuHL foi conjugado por
adsorcao apoés a reacdao, evidenciado pelo aumento do tamanho de particula e
maior homogeneidade em comparagdo com O0S pontos quanticos nao
conjugados. Além disso, ao longo de um periodo de até 30 dias, as propriedades
opticas e funcionais do sistema AgInsSes@ZnS-MuHL foram mantidas,

demonstrando alta estabilidade coloidal e funcional.

Na avaliacdo de toxicidade utilizando D. melanogaster como organismo
modelo, foi observado que as lectinas ConA e MuHL apresentaram toxicidade e
genotoxicidade, com auséncia desses efeitos nas formas inibidas por D-manose
e desnaturadas, sugerindo que essa atividade depende do DRC das lectinas.
Acredita-se que a interacdo do DRC das lectinas com N-glicanos complexos e
quitina na matriz peritrofica do inseto interfira nos processos de digestdo e
absorgéo de nutrientes, levando ao estresse oxidativo e danos ao DNA. Por outro
lado, os pontos quanticos AlSe@ZnS ndo demonstraram toxicidade, estresse
oxidativo ou danos ao DNA, destacando sua biocompatibilidade e potencial
biotecnolégico como uma ferramenta ndo toxica para estudos em D.
melanogaster. No entanto, o bioconjugado AginsSes@ZnS-MuHL mostrou-se
téxico e genotdxico, provavelmente devido a interacdo entre o DRC da MuHL e

os residuos de carboidratos na superficie celular.

Os resultados sugerem gque 0s pontos quanticos AlSe@ZnS sdo uma
ferramenta segura para estudos em D. melanogaster e que sua bioconjugagao
com lectinas MuHL pode elucidar os alvos moleculares e 0s mecanismos
envolvidos nos efeitos toxicos, com vistas a aplicacdo futura dessa lectina na

area clinica.
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