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Resumo:

Considerando que 0 mercurio € um agente causador de estresse oxidativo no organismo, sendo
responsavel por diferentes agravos nos mais distintos 6rgéos e sistemas, e que, todavia, existem formas
de exposicito a0 Timerosal que nd apresentam seus  efeitos  apropriadamente
esclarecidos/compreendidos e/ou evidenciados, 0 estudo, em questdo, objetiva avaliar os efeitos da
exposicdo ao Timerosal em modelo bioldgico de Drosophila melanogaster por meio de biomarcadores
oxidativos. Para isso, foram utilizadas Drosophila melanogaster selvagens mantidas sob ambiente
controlado a 20°C; as quais foram divididas em 2 grupos. (1) controle e (2) 25M de Timerosal,
concentragdo e tempo ja pré-estabelecidos, durante 4 dias. A realizacdo da avaliacdo do estresse
oxidativo se deu por meio da dosagem dos nivels de espécies reativas (RS) e a quantificacdo das
proteinas carboniladas. De acordo com os resultados do estudo, n&o houve indu¢do ao dano, sendo
necessarios mais estudos nessa perspectiva, através de andlises mais abrangentes que elucidem melhor
a(s) ferramenta(s) de toxicidade desse organomercurial.
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BIOMARCADORES OXIDATIVOS: AVALIANDO OS EFEITOS DA EXPOSICAO
AO TIMEROSAL EM Drosophila melanogaster

1. INTRODUCAO

O mercdrio (Hg) € um conhecido contaminante ambiental, encontrado,
naturalmente, em vulcdes, oceanos e géiseres. Sua contaminacao, também, advém
da acdo humana, através de sua utilizacao nas industrias e na mineracdo de metais
preciosos. Além disso, o Hg € um metal pesado que n&o possui fungédo bioldgica
conhecida, isto é, ndo é considerado essencial — um micronutriente — como outros
metais (GENCHI et al., 2017; YILMAZ, YANAR e ALKAN, 2017).

Devido a contaminagao das aguas, principalmente, em rios e mares, da-se a
conversdo do Hg inorganico em composto organico. As formas organicas,
posteriormente, sdo incorporadas na cadeia tréfica humana, por meio do consumo
de peixes e frutos do mar contaminados; isso, sem contar, € claro, a utilizacdo do Hg
em produtos farmacéuticos, como as vacinas. Ou seja, forma-se, assim, uma
abrangente fonte de exposicdo humana aos organomercuriais, como o metilmercuario
(metHg), o qual tem sido estudado, exaustivamente, devido ao seu alcance em altas
concentracdes no sistema nervoso central (SNC), causando neurotoxicidade. Por
sua vez, o tiosalicilato de etilmercurio sédico, também conhecido como Timerosal,
ou, ainda, Merthiolate, é um composto que, desde 1930, é utilizado como
conservante em vacinas. A partir dai, através das décadas, vem sendo discutido os
efeitos causados por esse composto em organismos vivos (POWELL e JAMIESON,
1931). Nesse contexto, o etilmercurio, segundo Pletz et al. (2016), que ha décadas
vem sendo usado como conservante para diversos tipos de vacinas, tem sido
associado ha diversos disturbios comportamentais e interpessoais, como mostra o
estudo de Uno et al. (2015). No entanto, permanecem diversas incégnitas a respeito
dos mecanismos pelos quais 0 mesmo atua.

Bianchini et al. (2016), relatam que o uso de modelos bioldgicos alternativos
em pesquisas se mostram vantajosos quando comparados aos tradicionais, como
um ciclo curto de vida, menores custos de manutencgéo e facil manipulacao. Dessa
forma, a Drosophila melanogaster se torna vastamente utilizada em estudos que
visam a compreensdo das alteracdes fisioldgicas associadas a exposicdo a
xenobioticos e a fitoquimicos, bem como, também, doencas neurodegenarativas,
como o Parkinson (MORA et al., 2014), o qual, entre outros motivos, € ocasionado
pelo estresse oxidativo. Esse estado de desequilibrio entre os mecanismos de
defesa contra radicais livres endégenos (antioxidantes) e a geracdao de compostos
oxidantes, agravado pelos maus habitos alimentares de um individuo, torna-se um
dos grandes causadores conhecidos de morte celular (apoptose e/ou necrose)
(ABBAS et al., 2016, p. 436; BARBOSA et al., 2010).

Dessa maneira, considerando que 0 mercurio € um agente causador de
estresse oxidativo no organismo, sendo responsavel por diferentes agravos nos
mais distintos 6rgdos e sistemas (MEINERZ et al., 2011; ZEMOLIN et al., 2012), e,
ainda, existem formas de exposicdo ao Timerosal que ndo possuem seus efeitos
devidamente elucidados/conhecidos e/ou postulados, o0 presente estudo tem por



objetivo avaliar os efeitos da exposicdo ao Timerosal em modelo bioldgico de
Drosophila melanogaster sobre biomarcadores oxidativos.

2. METODOLOGIA

Foram utilizadas Drosophila melanogaster selvagens mantidas sob ambiente
controlado a 20°C; as mesmas foram divididas em 2 grupos: (1) controle e (2) 25uM
de Timerosal, concentracdo e tempo ja pré-estabelecidos em estudos anteriores
(BIANCHINI et al., 2016), durante o periodo de 4 dias; ao final do tratamento, os
animais foram eutanasiados para a realizagdo dos testes de avaliacdo do estresse
oxidativo; para isso, foram dosados os niveis de espécies reativas (RS) e
quantificadas as proteinas carboniladas.

A dosagem de RS foi realizada pela técnica espectrofluorimétrica, descrita
pelo pesquisador Perez-Severiano (2004), que consiste na reacdo de oxidacio da
sonda diclorofluoresina pelas RS. A quantificacdo de proteinas carboniladas foi
realizada pela técnica espectrofotométrica, que, de acordo com Levine (1990), a
reacao colorimétrica se da pela substituicao do agrupamento cetona pelo composto
2,4-Dinitrofenilhidrazina (DNPH), dando a coloracdo amarela ao ensaio.

A analise estatistica foi realizada por meio do programa GraphPad Prism 6.
Os ensaios bioquimicos foram analisados estatisticamente com o Teste T de
Student. A diferenga entre os grupos foi considerada significativa quando p<0,05.

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

Nos resultados encontrados por nés, os niveis de RS se demonstraram, tanto
na cabeca (Fig. 1A), quanto no corpo (Fig. 1B), sem alteragdes significativas nas
moscas expostas ao Timerosal pelo periodo de 4 dias.
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Figura 1. Niveis de espécies reativas de oxigénio em Drosophila melanogaster
expostas ao Timerosal nas regides da cabeca (A) e do corpo (B).

Ja, na Figura 2, é possivel observar que o0s niveis de carbonilagdo proteica,
tanto na cabeca (Fig. 2A), quanto no corpo (Fig. 2B), ndo sofreram alteracdes, isto €&,
a exposicao ao Timerosal ndo causou a elevacao significativa desses niveis.
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Figura 2. Niveis de carbonilacao proteica em Drosophila melanogaster expostas ao
Timerosal nas regides da cabeca (A) e do corpo (B).

Tais resultados se deram, provavelmente, pelo tempo de exposicao ao
Timerosal ser em curto periodo, e/ou, ainda, a concentragdo do mesmo ser
considerada baixa (25uM), ndo causando, dessa maneira, altera¢cdes nos
parametros avaliados.

Nesse contexto, ressaltamos que a intoxicacao crbénica por Hg é resultado da
exposicdo permanente e por periodos prolongados de tempo a quantidades
pequenas desse metal (RIZZETTI, 2012, p. 21). Sendo, essa intoxicagdo, comum
em pessoas que trabalham em atividades que utilizam os mercurios organico ou
inorganico (AZEVEDO, 2003).

O sistema nervoso central (SNC) é, de acordo com Rizzetti (2012, p. 21),
atingido através dessa intoxicacdo crénica pelo mercurio inorganico, € seus sinais
clinicos sdo comumente relatados como mudancas comportamentais, tremores,
disturbios sensoriais e dificuldades auditivas e visuais (FRIBERG e VOSTAL, 1972;
MILLER et al., 1975; XING, et al., 2009). Nas exposi¢cdes crbnicas, € observado o
quadro clinico cognominado de mercurialismo crbénico, o0 qual consiste,
essencialmente, em alteragdes provocadas no SNC (autbnomo e periférico)
representadas por tremor de extremidades (principalmente dedos), eretismo
psiquico e disturbios vasomotores (RIZETTI, 2012, p. 21).

4. CONSIDERACOES FINAIS

Retomando o que fora apresentado como objetivo, os presentes resultados,
do estudo em questdo, podem demonstrar que o0 tempo de exposicao e a
concentracdo nao foram capazes de induzir ao dano, avaliado, aqui, sob ensaios de
RS e carbonilacdo de proteinas. Entretanto, faz-se necessario mais estudos nesse
intuito, com andlises que abranjam uma maior quantidade de testes para que, assim,
melhor se entenda o(s) mecanismo(s) de toxicidade desse organomercurial.
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