Exposicdo ao ar sénio através da agua potavel: efeitos na sobrevivéncia e locomogdo em Drosophila melanogaster
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Resumo:

O arsénio é um semi-metal ubiquamente disponivel no meio ambiente terrestre e considerado um fator de risco para a salde
global (ABDUL et al., 2015). A exposi¢do cronica a0 arsénio através da &gua potavel estd associada a cancer, distlrbios
gastrointestinais, doencas cardiovasculares, anormalidades neuroldgicas e doencas no figado e rinsVérios estudos
epidemiologicos tém demonstrado que a exposicdo a baixos niveis de arsénio pode causar déficits cognitivos e
neuropsicol gicos além de dificuldades na aprendizagem e memdéria,entretanto,os mecanismos de neurotoxicidade ainda néo
estéo completamente elucidados. A determinacao in vivo da populagdo neuronal afetada por metais € muitas vezes complicada
pela complexidade dos sistemas nervosos humanos e mamiferos. Assim, organismos com sistemas nervosos mais simples,
como a Drosophila melanogaster (DM), estéo sendo utilizados com maior frequiéncia em estudos de neurotoxicidade induzida
por metais.Em DM, o arsénio j4 demonstrou ser genotdxico.Entretanto pouco se sabe sobre os efeitos do arsénio sobre o
sistema nervoso das moscas.Objetivo desse trabalho foi avaliar o possivel efeito toxico e neurotdxico do arsénio em moscas
expostas a esse metal através de uma alimentacdo liquida ssmulando uma contaminacdo da &gua potavel. As DM selvagens
foram cultivadas em frascos de vidro com meio de manutencdo padr&o de farinha de milho com extrato de levedura como
fonte de proteinas e mantidos em temperatura e umidade constante.Soluces contendo arsénio nas concentracdes 0,5; 1 e 2
mM,além do grupo controle(sem arsénio,somente com solugéo controle de 1% sacarose e 1% leite em pd).A exposi¢éo foi
realizada através de uma alimentacéo liquida continua conforme descrito por SOARES et al., (2017).Foi redizado o teste de
geotaxia negativa e avaliagdo da sobrevivéncia. Apds a andlise estatistica dos dados. A &gua potavel € a principal rota de
exposicdo humana ao arsénio.A contaminacdo de aguas subterréneas por arsénio foi relatado em paises como Tailandia,
China, Gana, Argentina Chile, México e Hungria (KAPAJ et al., 2006). A toxicidade do arsénio sobre as moscas foi avaliada
através dos pardmetros de sobrevivéncia e atividade locomotora.Nesse estudo, as moscas expostas a0 arsénio na concentracao
de 1 mM demonstraram uma reducdo significativa da capacidade locomotora no ensaio de geotaxia negativa quando
comparadas com o grupo controle. Ja o grupo tratado com 0,05 mM de arsénio ndo demonstrou diferenca significativa em
relagdo ao controle nesse ensaio. A perda da capacidade locomotora das moscas expostas ao arsénio na concentragdo de 1 mM
também foi observado no ensaio do nimero de cruzamentos. Houve uma reducdo do nimero de quadrados percorridos pelas
moscas desse grupo quando comparado com o grupo controle. Consequentemente, também houve um aumento do tempo de
imobilizacdo desse grupo em relacdo ao grupo controle.A coordenacdo locomotora alterada pode estar relacionada com
problemas no funcionamento do sistema colinérgico. Nesse estudo, 0 arsénio administrado através de uma alimentag&o liquida
simulando uma contaminagdo da &gua potavel, causou uma diminuicdo da sobrevivéncia e reducdo da atividade locomotora
das moscas expostas a esse metal .Entretanto, mais ensaios seréo realizados para confirmar essas hip6teses.Por fim, a DM



mostrou-se um modelo eficaz para o estudo da contaminagéo da agua potavel por metais.
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Exposicao ao arsénio através da agua potavel: efeitos na sobrevivéncia e
locomocao em Drosophila melanogaster

1. INTRODUCAO

O arsénio é um semi-metal ubiquamente disponivel no meio ambiente terrestre
e considerado um fator de risco para a saude global (ABDUL et al., 2015). De acordo
com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), mais de 200 milhdes pessoas sao
expostas ao arsénio em todo mundo através da contaminacdo da agua potavel a
niveis superiores permitidos por legislacdes ambientais (OMS, 2008). A exposicao
cronica ao arsénio através da agua potavel esta associada a céancer, disturbios
gastrointestinais, doengas cardiovasculares, anormalidades neurolégicas e doencas
no figado e rins (JOMOVA et al., 2011). Vérios estudos epidemiolégicos tém
demonstrado que a exposicdo a baixos niveis de arsénio pode causar déficits
cognitivos e neuropsicolégicos além de dificuldades na aprendizagem e memoria
(PRAKASH & KUMAR, 2011). Entretanto, os mecanismos de neurotoxicidade do
arsénio ainda néo estdo completamente elucidados.

Estudos envolvendo toxinas ambientais, como pesticidas ou metais pesados,
que podem contribuir para a etiologia de doengas neurodegenerativas, concentram-
se principalmente na capacidade dessas substadncias em danificar os neurénios.
Infelizmente, a determinagéo in vivo da populacao neuronal afetada por metais é
muitas vezes complicada pela complexidade dos sistemas nervosos humanos e
mamiferos. Assim, organismos com sistemas nervosos mais simples, como a
Drosophila melanogaster (DM), estdo sendo utilizados com maior freqiiéncia em
estudos de neurotoxicidade induzida por metais (NEGGA et al., 2012). Em DM, o
arsénio ja demonstrou ser genotoxico (RIZKI et al., 2006). Entretanto pouco se sabe
sobre os efeitos do arsénio sobre o sistema nervoso das moscas. Desta forma, o
objetivo desse trabalho foi avaliar o possivel efeito tdxico e neurotdxico do arsénio em
moscas expostas a esse metal através de uma alimentagéo liquida simulando uma
contaminacao da agua potavel.

2. METODOLOGIA

-Cultivo da Drosophila melanogaster (DM): DM do tipo selvagem foram criadas em
frascos de vidro contendo uma alimentac&do padrao de farinha de milho com extrato
de levedura como fonte de proteina. Esses frascos de criacdo forma mantidos em uma
incubadora com temperatura e umidade constantes (22°C e 60%, respectivamente).

-Exposicdo ao As (lll): Moscas machos de 3-4 dias de idade (n=30) foram divididas
em 4 grupos: (1) controle, (2) 0,5 mM As (lll), (3) 1 mM As (lll) e (4) 2 mM As (lll). As
moscas foram colocadas em frascos para o tratamento com uma alimentagao liquida
conforme descrito por SOARES et al., (2017). O arsenito de sodio (lll) foi dissolvido
em uma solugéo padrao (1% de sacarose e 1% de leite em pd) sendo o grupo controle
alimentado somente com a solugéo padrdo. O tratamento durou 2 dias.

-Avaliacdo da sobrevivéncia e atividade locomotora: A sobrevivéncia foi avaliada
através da contagem do numero de moscas vivas diariamente até o final do




tratamento. Cerca de 120 moscas por grupo foram incluidas nos dados de
sobrevivéncia e o numero total de moscas representa a soma de 4 experimentos
independentes (30 moscas por replicata). A atividade locomotora das moscas tratadas
foi avaliada através dos ensaios de geotaxia negativa, nimero de cruzamentos e
tempo de imobilizagdo (SOARES et al., 2017). Apds o tratamento, as moscas foram
anestesiadas em banho de gelo e colocadas em provetas de vidro de 50 mL
(comprimento 20 cm/ diametro 1.5 cm/ 10 moscas). Logo ap6és o tempo de
recuperacao da anestesia, a proveta contendo as moscas foi gentilmente batida contra
uma superficie para manter as moscas nas bases. Em seguida foram contadas as
moscas que conseguiram subir até a marca de 14 cm em 7s. Para os ensaios de
nuamero de cruzamentos e tempo de imobilizagdo, as moscas tratadas (n = 5) foram
colocadas em um arena de 9 cm de diametro que foi dividida por quadrados (1 x 1 cm)
e coberta com uma placa de Petri. O numero de cruzamento (quadrados cruzados
pela mosca) e o tempo de imobilizacdo (tempo onde a mosca permaneceu parada em
um quadrado) foram avaliados através de uma filmagem de 60 s das moscas na arena.

-Andlise estatistica dos dados: Todos os experimentos foram realizados em
quadruplicata. A andlise estatistica foi realizada através de ANOVA de uma via
seguida do poés teste de Bonferroni e as diferengas foram consideradas significativas
quando P < *0,05, **0,001 e ***0,001 em relacdo grupo controle. As andlise
estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 5.

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

A agua potavel é a principal rota de exposicdo humana ao arsénio. A
contaminacao de aguas subterrdneas por arsénio foi relatado em paises como
Tailandia, China, Gana, Argentina Chile, México e Hungria (KAPAJ et al., 2006).
Nesse estudo o arsénio foi administrado através de uma alimentacao liquida para as
moscas buscando simular uma possivel contaminagdo da agua potavel por esse
metal. A toxicidade do arsénio sobre as moscas foi avaliada através dos parametros
de sobrevivéncia e atividade locomotora. A Figura 1A mostra que a toxicidade do
arsénio € dose dependente uma vez que com o aumento da concentragdo ha uma
diminuicdo na sobrevivéncia das moscas expostas a esse metal. Um dos principais
mecanismos de toxicidade do arsénio é através da producgao direta e indireta de
espécies reativas de oxigénio como peréxido de hidrogénio, anion superdxido e radical
hidroxil . A produgao excessiva dessas espécies gera um estado de estresse oxidativo
que causa danos a lipidios, proteinas e ao DNA o que leva a morte celular (FLORA,
2011). Ensaios como avaliacdo da peroxidacgao lipidica, carbonilacdo de proteinas e
atividade de enzimas antioxidantes serdo realizados ainda nesse estudo para
confirmar se a alta mortalidade ocasionada pela exposicdao ao As é devido a geracao
de estresse oxidativo. Como houve uma alta mortalidade das moscas expostas a
concentragdo de 2 mM de arsénio ndo foi possivel realizar os ensaios de
comportamento com esse grupo.
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Fig. 1. Efeitos da exposicdo ao arsénio na (A) sobrevivéncia, (B) geotaxia negativa,
(C) nimero de cruzamentos e (D) tempo de imobilizacdo. Os resultados estao
apresentados como média + S.E.M. *Diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle.

A ingestdo de arsénio ativa as vias de excrecdo, resultando em metabdlitos organicos
mono e dimetilados de arsénio, que podem ser mais téxicos que o arsénio inorganico
ingerido. Todas as formas de arsénio, tanto inorganica como orgéanica, se acumulam
em diversas partes do cérebro causando neurotoxicidade. A exposicdo aguda ao
arsénio pode induzir neuropatia e redugdo da velocidade locomotora com
manifestacdo de dor de cabeca e inconsciéncia (FLORA, 2011). Nesse estudo, as
moscas expostas ao arsénio na concentracao de 1 mM demonstraram uma reducgao
significativa da capacidade locomotora no ensaio de geotaxia negativa (Fig. 1B)
quando comparadas com o grupo controle (p < 0,001). Isto pode estar relacionado
com o fato de que a exposicdo ao arsénio pode causar uma encefalopatia periférica
de neurdnios sensoriais € motores, causando sinais de dorméncia, perda de reflexos
e fraqueza muscular (ZHAO et al., 2017). Ja o grupo tratado com 0,05 mM de arsénio
nao demonstrou diferenca significativa em relacéo ao controle nesse ensaio. A perda
da capacidade locomotora das moscas expostas ao arsénio na concentracao de 1 mM
também foi observado no ensaio do niumero de cruzamentos. Houve uma reducao do
namero de quadrados percorridos pelas moscas desse grupo (Fig. 1C) quando



comparado com o grupo controle (p < 0,05). Consequentemente, também houve um
aumento do tempo de imobilizacdo desse grupo (Fig. 1D) em relagdo ao grupo
controle (p < 0,05). A coordenacéao locomotora alterada pode estar relacionada com
problemas no funcionamento do sistema colinérgico. Alguns estudos demonstraram a
reducdo das atividades das enzimas acetilcolinesterase (AChE) e colina
acetiltransferase (ChAT) apds a exposicao ao arsénio. Além disso, o arsénio também
pode afetar varios sistemas transportadores de monoaminas como a dopamina que é
um neurotransmissor diretamente relacionado com o movimento (TYLER & ALLAN,
2014). Mais ensaios como avaliagdo da atividade da AChE e conteudo de dopamina
nas cabecgas das moscas tratadas com arsénio serao realizados dentro desse estudo
para compreender melhor de que forma esse metal influencia na capacidade
locomotora das moscas.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Nesse estudo, o arsénio administrado através de uma alimentagéo liquida
simulando uma contaminacdo da agua potavel, causou uma diminuicdo da
sobrevivéncia e reducao da atividade locomotora das moscas expostas a esse metal.
Esses resultados podem estar diretamente relacionados com a geragao de estresse
oxidativo ocasionado pela exposi¢do a esse metal o que pode levar a morte celular e
neurotoxicidade. Entretanto, mais ensaios serdo realizados para confirmar essas
hipo6teses. Por fim, a DM mostrou-se um modelo eficaz para o estudo da contaminacao
da agua potavel por metais.
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