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RESUMO

O arsénio € um semi-metal ubiqguamente disponivel no meio ambiente terrestre e
considerado um fator de risco para a saude global. De acordo com a Organizagéo
Mundial da Saude (OMS), mais de 200 milhdes de pessoas sdo expostas ao arsénio
em todo mundo através da contaminacdo da agua potavel a niveis superiores
permitidos por legislagcdes ambientais. A intoxicacdo por arsénio € uma preocupacao
de saude mundial, devido ao seu alto nivel prejudicial & saude. Esse metal pode
afetar diversos 6rgdos do corpo mesmo em baixas concentragdes, inclusive o
cérebro. Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que a exposicao a baixos niveis
de arsénio pode causar déficits cognitivos e neuropsicolégicos além de dificuldades
na aprendizagem e memoéria. O arsénio ocupa o primeiro lugar entre os agentes
toxicos que representam uma ameaca potencial significativa para a saide humana
com base em toxicidade conhecida ou suspeita. De ocorréncia natural, € um veneno
conhecido, co-cancerigeno e, em concentracdes mais baixas, mostrou aumentar a
susceptibilidade a disfuncdo cognitiva. Nesse estudo o arsénio foi administrado
através de uma alimentacdo liquida (durante 3 dias) para as DM buscando simular
uma possivel contaminacao da agua potavel por esse metal. A toxicidade do arsénio
sobre as moscas foi avaliada através dos parametros de Sobrevivéncia: contagem
das DM vivas durantes os trés dias de tratamento, Atividade locomotora: através dos
ensaios de geotaxia negativa,tempo de imobilizacdo e numero de cruzamentos.
Além das analises de dopamina e octopamina, que foram quantificadas no
homogeinizado cerebral das DM utilizando HPLC-DAD. Onde demonstrou que o
arsénio nas concentracées de 0,05 mM, 0,1 mM e 0,3 mM provocou diminui¢cao na
sobrevivéncia e na atividade locomotora das DM e também induziu a uma tendéncia
na diminuicdo da dopamina, mostrando que € um modelo eficaz para o estudo da
neurotoxicidade através da simulacdo de uma contaminacdo da agua pota
As(l11).

Palavras-Chave: Drosophila melanogaster, Arsénio, agua potavel, metais pesados,

estresse oxidativo, dopamina.



ABSTRACT

Arsenic is a semi-metal ubiquitously available in the terrestrial environment and
considered a risk factor for global health. According to the World Health Organization
(WHO), more than 200 million people are exposed to arsenic worldwide through the
contamination of drinking water at higher levels permitted by environmental
legislation. Arsenic poisoning is a worldwide health concern due to its high level of
detriment to health. This metal can affect various organs of the body even at low
concentrations, including the brain. Epidemiological studies have shown that
exposure to low levels of arsenic can cause cognitive and neuropsychological deficits
as well as difficulties in learning and memory. Arsenic is the first among toxic agents
that pose a significant potential threat to human health based on known or suspected
toxicity. Naturally occurring, it is a known, co-carcinogenic poison and, at lower
concentrations, has been shown to increase susceptibility to cognitive dysfunction. In
this study arsenic was administered through a liquid feed (for 3 days) to the DM
seeking to simulate a possible contamination of drinking water by this metal. The
toxicity of arsenic to the flies was evaluated through the survival parameters: live DM
count during the three days of treatment, locomotor activity: through negative
geotaxia, immobilization time and number of crosses. In addition to the dopamine
and octopamine analyzes, they were quantified in the brain homogenate of DM using
HPLC-DAD. Where it was shown that arsenic at concentrations of 0.05 mM, 0.1 mM
and 0.3 mM caused a decrease in survival and locomotor activity of the DM and also
induced a decrease in dopamine, showing that it is an effective model for the study of
neurotoxicity through the simulation of drinking water contamination by As (llI).

Keywords: Drosophila melanogaster, arsenic, drinking water, heavy metals, oxidative

stress, dopamine.
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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 Organizacdo Mundial da Saude (OMS), mais de 200 milhdes de
pessoas sdo expostas ao arsénio em todo mundo através da contaminacdo da agua

potével a niveis superiores permitidos por legislagbes ambientais (OMS, 2008).

A intoxicacdo por arsénio é uma preocupacdo de saude mundial, devido ao
seu alto nivel prejudicial a saude. Esse metal pode afetar diversos 6rgédos do corpo
mesmo em baixas concentragdes, inclusive o cérebro. Estudos epidemiologicos tém
demonstrado que a exposicdo a baixos niveis de arsénio pode causar déficits
cognitivos e neuropsicolégicos além de dificuldades na aprendizagem e memoaria
(PRAKASH & KUMAR, 2011).

Alguns paises sdo afetados pela contaminacédo da agua potavel por arsénio e
a falta de conhecimento da populacdo em relacdo a isso provoca diversos
problemas de intoxicacdo, causando mal-estar e até mesmo problemas maiores que
podem levar a morte devido ao acumulo desse metal no organismo. A exposicao
cronica ao arsénio através da agua potavel esta associada ao cancer, disturbios
gastrointestinais, doencas cardiovasculares, anormalidades neurolégicas e doencas
no figado e rins (JOMOVA et al., 2011). Entretanto, oS mecanismos de
neurotoxicidade do arsénio ainda ndo estdo muito bem elucidados. Estudos
envolvendo pesticidas ou metais pesados, que podem contribuir para
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas, se concentram principalmente na
capacidade dessas substancias em danificar os neurénios. Porém, ndo foi possivel
ainda a determinacéo neuronal in vivo afetada por metais nos humanos e mamiferos
devido a complexidade do sistema nervoso dos mesmos. Assim, estudo em
organismos mais simples, como as Drosophila melanogaster (DM), estdo sendo
utilizados com maior frequéncia em estudos de neurotoxicidade induzida por metais
(NEGGA et al., 2012). Em DM, o arsénio ja demonstrou ser genotoxico (RIZKI et al.,
2006), porém, nenhum estudo foi encontrado na literatura sobre seus efeitos no

sistema nervoso da mosca.
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2 JUSTIFICATIVA

O arsénio ocupa o primeiro lugar entre 0os agentes toxicos que representam
uma ameaca potencial significativa para a saide humana com base em toxicidade
conhecida ou suspeita. De ocorréncia natura, € um veneno conhecido, co-
cancerigeno e, em concentracdes mais baixas, mostrou aumentar a susceptibilidade
a disfuncéo cognitiva. Cerca de 100 milhdes de pessoas em todo o mundo estdo
expostas a quantidades excessivas de arsénio via agua potavel (na faixa de ppm).
Muitos desses individuos obtém agua potavel de fontes ndo regulamentadas (pocos)
ou vivem em regides onde os niveis de arsénio sdo altos, como Bangladesh e
também na regido de Mariana e Ouro Preto em Minas Gerais, que atraves de
algumas coletas de 4gua em algumas minas auriferas subterrdneas e nascentes
dessas regides,comprovou que se tem concentracdes significativas de arsénio (na
faixa de pg/L),onde as principais fontes naturais de arsénio estdo relacionadas as
rochas que contém depdsitos auriferos sulfetados. A contaminacdo da agua pode
estar relacionada a presenca de pilhas de rejeitos, solos e sedimentos

contaminados.

Neste sentido, este trabalho foi realizado visando observar os efeitos
neurolégicos provocados pelo As(lll),em uma exposicdo por meio da agua potavel
em DM, uma vez que existem poucos estudos na literatura relacionado aos efeitos

neuroldgicos do As neste modelo alternativo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos tdéxicos provocados
pela exposicdo ao As(lll) através de uma simulacdo de contaminacdo de agua

potavel utilizando o modelo experimental Drosophila melanogaster.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar a concentracdo de As (lll) capaz de matar 50% das DM (DL50)
expostas a esse metal.

- Avaliar se a exposicao ao As € capaz de causar problemas nas DM.

- Avaliar efeitosbioquimicos da exposicdo ao As (lll) nos niveis de dopamina e

Octopamina nas DM tratadas.

4 FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1 Arsénio

O As (lll) é largamente conhecido como um agente téxico, tendo ganhado
notoriedade pelo extenso uso como agente anti-sifilis entre a nobreza. Esse agente
foi memoravelmente utilizado no conhecido conto Arsenic and Old Lace como meio
de “terminar com pessoas indesejaveis”’. Mesmo hoje, o arsénio continua sendo um
agente toxico perigoso, como evidenciado pelo incidente em Bangladesh, no qual
centenas de pessoas se envenenaram com agua de fontes contaminadas pela
extracdo de arsénio em pedreiras. O arsénio € listado como o agente toxico niUmero
um na lista de prioridades de substancias perigosas do U.S. CERCLA (BURTIS et
al., 2008). E um elemento trago amplamente distribuido na natureza e ocorre como

um componente de mais de 245 minerais (RHAMAN et al., 2015). O arsénio
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inorganico de ocorréncia € conhecido por causar sérios problemas de saude
(SUZUKI et al., 2013).

No Brasil, na regido do estado de Minas Gerais, foi relatado em estudo que
nas cidades de Ouro Preto e Mariana foi encontrado arsénio em aguas
subterraneas, provenientes de nascentes ou mesmo de minas abandonadas.
Nesses municipios o abastecimento publico é feito através da captacdo de &gua
superficial, de nascentes e também sdo utilizadas dguas subterraneas provenientes
de antigas minas de ouro. Também é coletado agua de pequenas nascentes nas
encostas de morros, principalmente em distritos distantes da sede do municipio. A
escolha da utilizacdo da agua subterranea é atraente devido a melhor qualidade da
mesma, porém o risco de conter arsénio € muito grande devido a rejeitos de
minérios, entre outros fatores, que pode levar a possibilidade da ocorréncia de
arsénio nas aguas subterraneas, 0 que torna essas aguas improprias para consumo
humano sem um tratamento especifico para remocdo do arsénio (BORBA et al.,
2004).

O arsénio existe em inumeras formas toxicas e ndo-toxicas. As formas toxicas
sdo as espécies inorganicas As(lll), os mais toxicos As(V) e seus metabdlitos
parcialmente desintoxicados, monometil de arsénio (MMA) e dimetil de arsénio
(DMA). As formas ndo-tdxicas de arsénio estdo presentes em muitos alimentos. A
arsenobetaina e a arsenocolina sdo as formas mais comuns de arsénio organico
encontradas em alimentos. Os alimentos que normalmente contém concentracdes
significantes de arsénio organico sdo a ostra e outros predadores da cadeia
alimentar do oceano, como o bacalhau. Consequentemente a taxa de excrecao de
arsénio em individuos saudaveis é aproximadamente de 120 pg em uma coleta de
24 horas. ApOs a ingesta, a arsenobetaina e a arsenocolina passam rapidamente
pela filtragdo glomerular e se concentram na urina. Os arsénios organicos Sao
completamente excretados ap6s 1 a 2 dias da ingesta, e ndo sobram metabdlitos
toxicos residuais. Aparentemente a meia-vida do arsénio organico é de 4 a 6 horas
(BURTIS et al., 2008).

A desintoxicacdo ocorre no figado, sendo que o As(V) é reduzido a As(lll);
ambos sédo metilados em MMA e DMA. Como resultado dessa desintoxicagao, As(lll)
e As(V) sao encontrados na urina logo apés a ingestado, enquanto o MMA e DMA
predominam apos 24 horas de ingestao. O pico de concentracdo urinaria do As(lll) e
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As(V) ocorre aproximadamente apés 10 horas e retorna ao normal entre 20 e 30
horas apos a ingestdo. A concentracdo urinaria de MMA e DMA atinge seu pico,
normalmente, entre 40 e 60 horas e retorna ao nivel basal entre 6 a 20 dias ap0s a
ingestdo. A meia-vida do arsénio inorganico no sangue € de 4 a 6 horas e dos seus
metabolitos metilados entre 20 e 30 horas. As concentracdes seéricas de arsénio
ficam elevadas por um periodo curto apds ele ter sido administrado, rapidamente
desaparecendo no pool de fosfato do corpo. Apds a ingesta, o arsénio pode ser
detectado por menos de 4 horas na corrente sanguinea (BURTIS et al., 2008).

A toxicidade do arsénio se deve a trés mecanismos diferentes, dois dos quais
séo relacionados a transferéncia de energia. O arsénio liga-se avidamente a acidos
diidrolipdicos, que sdo cofatores da piruvato-desidrogenase. A auséncia do cofator
inibbe a conversdo do piruvato em acetil-coenzima A o primeiro passo da
gliconeogénese. O arsénio também compete com o fosfato para reagir com a
adenosina difosfato (ADP), resultando na formacé&o de ADP com menos energia que
a adenosina trifosfato (ATP). O arsénio também se liga com qualquer grupo sulfidril
hidratado de proteinas, distorcendo a configuracdo tridimensional da proteina e
levando a perda de sua atividade; também interfere na atividade de diversas
enzimas da via de sintese do grupo Heme. Também ha evidéncia do aumento do
risco de céancer de bexiga, pele e pulmdo ap6s o consumo de agua muito
contaminada. O arsénio é um conhecido carcinébgeno, mas o mecanismo de seus

efeitos ainda é pouco conhecido. (BURTIS et al., 2008).

Os metais pesados podem causar estresse oxidativo, perturbando o equilibrio
dos radicais livres (ZHOU et al., 2015). As mitocondrias estdo envolvidas na
resposta celular ao estresse oxidativo, varios passos no processo de reducédo do
oxigénio na mitocondria tem a possibilidade de produzir radicais livres muitos
reativos que podem danificar as células. A passagem dos elétrons de QH2z para o
citocromo bl, através do Complexo Il e a passagem dos elétrons do Complexo |
para o QH2 envolvem o radical .Q- como intermediario. Este radical pode, com baixa

probabilidade, passar um elétron para o O2 na rea¢do O2 + e- —.02- .

O radical superoxido, O2- é muito reativo e pode danificar as enzimas, lipidios
de membrana e &cidos nucléicos. De 0,1% até tanto quanto 4% do oxigénio
empregado pela mitocondria que esta respirando forma superéxido, quantidade mais

que suficiente para provocar efeitos letais na célula, a menos que os radicais livres
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assim formados sejam rapidamente neutralizados. Para prevenir a lesédo oxidativa de
O2- as células tém vérias formas da enzima superoxido dismutase que catalisa a
reacdo: 2 Oz2- + 2 H+ — H202 + O2. O perdxido de hidrogénio (H202) gerado por essa
reacdo é tornado inécuo pela acdo da glutationa peroxidase. A glutationa redutase
recicla a glutationa oxidada para sua forma reduzida usando elétrons do NADPH
formado pela acdo da nicotinamina nucleotideo transidrogenase ou pela via das
pentoses fosfato. A glutationa reduzida também funciona na manutencédo no estado
reduzido dos grupos sulfidrila de proteinas, prevenindo alguns dos efeitos deletérios
do estresse oxidativo (LEHNINGER et al., 2006).

Estudos apresentam relacdo com dano oxidativo, alteracdo no estado de
metilacdo do acido desoxirribonucléico (DNA) e comprometimento de seu
mecanismo de reparo, instabilidade genbmica, apoptose, necrose e alteracdo nos
mecanismos de regulacéo da proliferacao celular (ATSDR, 2007; ROSSMAN, 2003).
Os danos observados na molécula de DNA ndo sdo causados pela ligacao direta do
elemento, mas sim pela acdo de espécies reativas geradas que poderdo causar
guebras no DNA, aberracbes cromossdmicas, formacdo de adutos e ligacdes
cruzadas (HALLIWELL, 2007).

As espeécies trivalentes de arsénio sdo consideradas tiois reativas, ou seja,
possuem elevada reatividade com compostos sulfidrilicos. Assim, irdo interagir
prontamente com moléculas como glutationa (GSH) e cisteina, com outros sitios de
proteinas e enzimas alterando reac¢des bioquimicas essenciais, estado redox das
células, podendo ocasionar citotoxicidade (ATSDR, 2007; HUGHES, 2002). O
arsénio e o fosforo possuem propriedades fisico-quimicas similares (HUGHES,
2011). Desta forma, o As(V) pode substituir o fosfato em inimeras reacdes
bioguimicas, sendo considerado um desacoplador da fosforilacdo oxidativa na
mitocondria e um substituinte do fosfato inorganico na formagdo do ATP. Esta
espécie também atua desacoplando o fosfato da glicose-6-fosfato, da bomba de
sédio e no sistema transportador de troca ibnica das células vermelhas do
organismo humano (ATSDR, 2007; HUGHES, 2011).



17

Figura 1: Estruturas das espécies de arsénio.
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Fonte: TIETZ (2008).

4.2 Drosophila melanogaster

A DM tem sido amplamente estudada como modelo alternativo no estudo de
toxicidade de metais, devido a facilidade de cultivo e manutencéo, curto tempo de
vida e genoma completamente sequenciado possuindo homologia com mamiferos
(SOARES et al., 2017A). Além disso, esse modelo ndo necessita de aprovacéo de
comités de ética, algo necessario para outros modelos como ratos e camundongos.
Suas caracteristicas morfolégicas nos permitem diferenciar facilmente os machos

das fémeas podendo assim se trabalhar com ambos ou somente um dos sexos.

Conhecidas mais comumente como “mosca da fruta” a Drosophila
melanogaster do tipo selvagem vive livremente no ambiente, alimentando-se de
restos de frutos em decomposicédo. Sua alimentacdo baseia-se principalmente em
fungos e bactérias, de onde retira 0s agucares necessarios a sua alimentagcdo. As
fémeas necessitam de uma grande quantidade de glicidios e Iévedos para a
producdo de ovos e as larvas alimentam-se também de liquidos e leveduras bem
como os adultos (ROVENKO et al., 2015).
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O desenvolvimento deste inseto, incluindo a fertilizacdo e a formacgédo do
zigoto, ocorre dentro das membranas do ovo. Sofre metamorfose completa (figura:
ovo, larva, pupa e fase adulta). A duragédo de seu desenvolvimento varia de acordo
com a temperatura. Possuem caracteristicas tais como: serem amareladas,
possuirem receptaculos ventral relativamente longo, testiculos espiralados
mediamente longos, as larvas ndo saltam, pentes sexuais presentes nos machos.
Nativas das regides tropicais e subtropicais da Europa, sendo que algumas delas
hoje estdo amplamente distribuidas (STEIN, 2003).

Esse modelo tem sido amplamente utilizado para avaliar os efeitos toxicos de
diferentes metais. Em um estudo desenvolvido por Venkareddy e Muralidhara
(2015), moscas jovens e adultas foram expostas a diferentes concentragbes de
chumbo por 7 dias. Ao fim do tratamento foi possivel observar que a exposicédo ao
chumbo causou estresse oxidativo e neurotoxicidade nas moscas tratadas. Outros
estudos utilizando a DM como modelo experimental também j& demonstraram que
outros metais como manganés, cobre e ferro podem causar estresse oxidativo e
neurotoxicidade (KLIMACZEWSKI et al., 2018; VENKAREDDY et al., 2015; POETINI
et al., 2018).

Figura 2: Ciclo de vida da Drosophila melanogaster
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Fonte: Estaleiro da Ciéncia: Guia Pratico — Faculdade de Ciéncias — Universidade do
Porto, 2010.

5 METODOLOGIA

5.1 Cultivo da DM

DM do tipo selvagem foram criadas em frascos de vidro contendo uma
alimentacdo padrdo de farinha de milho com extrato de levedura como fonte de
proteina. Esses frascos de criacdo foram mantidos em uma incubadora com
temperatura e umidade constantes (22° C e 60%, respectivamente), com ciclo de 12
horas claro/escuro (SOARES et al., 2017B).

5.2 Exposicao ao As(lll)

Moscas machos de 3-4 dias de idade (n=30) foram divididas em 4 grupos: (1)
controle, (2) 0,05 mM, (3) 0,1 mM, (4) 0,3 mM As(lll). As moscas foram colocadas
em frascos para o tratamento com uma alimentacéo liquida conforme descrito por
SOARES et al., (2017A). O arsenito de sodio (I1l) foi dissolvido em uma solucdo
padrdo (1% de sacarose e 1% de leite em pd) sendo o grupo controle alimentado

somente com a solucéo padréo. A exposicao foi realizada durante 3 dias.

Figura 3: Sistema de alimentacéo liquida continua.
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5.3 Avaliacédo da sobrevivéncia e Atividade locomotora

A sobrevivéncia foi avaliada através da contagem do niumero 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 imobilizacdo (SOARES et al., 2017A).
Apés 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 apds o tempo de recuperacdo 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 numero de cruzamentos e tempo de imobilizacdo, as moscas
tratadas (n = 5) foram colocadas em uma arena de 9 cm de didmetro que foi dividida
por quadrados (1 x 1 cm) e coberta com uma placa de Petri. O nimero 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.
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5.4 Anélise da Dopamina e Octopamina

O ensaio da andlise da dopamina e octopamina com o homogeneizado
cerebral foi realizado de acordo com o procedimento descrito por SOARES et al.,
(2017B), somente com algumas alteracoes.

Preparo da amostra (sempre em agua com gelo):

- Adicionou-se 385 pL de NaCl 0,09% e 15 pL de HCI 0,5M nas cabecas das 30

moscas dentro do Eppendorf ja pesado — vazio e cheio

- Realizou-se a homogeneizacdo das cabecas com essa solucdo em dois ciclos de

10 segundos (o intervalo entre os ciclos contou-se 10 segundos no gelo)
- Centrifugou-se essa solucéo por 10 minutos por 10.000 rpm a 4°C

- Filtrou-se o sobrenadante com filtro de PTFE 0,22 um para um novo Eppendorf -
200 pL do sobrenadante foram colocados dentro de um insert em um tubo de vial

para ser analisado por HPLC-DAD.

Método HPLC: Método Isocratico e fase moével: Agua ultrapura + metanol 12,5% -

solugcéo em pH3.

Fluxo: De 0 até 5 minutos = 0,8mL/min; de 5 até 6 minutos = 0,85 mL/min; de 6 até

15 minutos = 0,8 mL/min
Comprimento de onda para dopamina e octopamina = 198 nm
Coluna analitica utilizada: Inertsil ODS-3. 5um; 4,6x250 mm — GL Sciences

Para construcdo da curva analitica desses neurotransmissores, foram utilizados os

seguintes pontos: 0,1; 0,5; 1; 5; 10 mg.L*

Equipamento: Cromatografia Liquida de alta Eficiéncia com detector de arranjo de
diodos (CLAE-DAD), do inglés: High Performance Liquid Chromatography with Diode
Array Detector (HPLC-DAD), modelo: Young Lin (YL 9100) equipado com bomba

quaternaria e auto sampler.
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5.5 Andlise estatistica dos dados

Todos os experimentos foram realizados em quadruplicata. Os resultados
estdo expressos como média + EPM. A analise estatistica foi realizada através de
ANOVA de uma via seguida do pés teste de Tukey e as diferencas foram
consideradas significativas quando P < *0,05, **0,01 e ***0,001 em relacdo ao grupo

controle.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

A éagua potavel € a principal rota de exposicdo humana ao arsénio. A
contaminacdo de aguas subterraneas por arsénio foi relatada em paises como
Tailandia, China, Gana, Argentina e Chile, México e Hungria (KAPAJ et al., 2006).
Também foi encontrado arsénio em Aaguas subterrdneas no Brasil, que eram
utilizadas para o abastecimento humano na regido do estado de Minas Gerais, nas
cidades de Ouro Preto e Mariana (BORBA et al., 2004).

Nesse estudo o arsénio foi administrado através de uma alimentacéo liquida
para as DM buscando simular uma possivel contaminacdo da agua potavel por esse
metal. A toxicidade do arsénio sobre as moscas foi avaliada através dos parametros
de sobrevivéncia e atividade locomotora, além das analises de dopamina e
octopamina. Foi possivel observar na figura 3A e 3B que a toxicidade do arsénio é
dose dependente, conforme a concentragao foi aumentando ocorreu uma diminui¢ao
na sobrevivéncia das moscas expostas a esse metal. Um dos principais mecanismos
de toxicidade do arsénio é através da producéo direta e indireta de espécies reativas
de oxigénio, como peroxido de hidrogénio, anion superéxido e radical hidroxil. A
producdo 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).
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Figura 4: Efeitos da exposicdo ao arsénio na sobrevivéncia. *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 organica, se
acumulam em diversas partes do cérebro causando neurotoxicidade. A exposi¢ao
aguda ao arsénio pode induzir neuropatia e reducdo da velocidade locomotora com
manifestacéo de dor de cabeca e inconsciéncia (FLORA, 2011). As DM expostas ao
arsénio nas concentracdes de 0,1 mM e 0,3 mM demonstraram diminuicdo na
atividade locomotora no ensaio de geotaxia negativa (figura 5A) quando comparados
com o grupo controle. Isso pode estar relacionado com o fato de que a exposi¢céo ao
arsénio pode causar uma encefalopatia periférica de neurénios sensoriais e 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 ndo demonstrou diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle nesse ensaio. A perda da capacidade
locomotora das moscas expostas ao arsénio na concentracdo de 0,3 mM também foi
observada no ensaio do nimero de cruzamentos. Houve uma reducéo do nimero de
guadrados percorridos pelas moscas desse grupo (figura 5B) quando comparado ao
grupo controle. Consequentemente, também ouve um aumento do tempo de
imobilizacdo dos grupos de concentracdo 0,1 mM e 0,3 mM (figura 5C) em relacéao

ao grupo controle.
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Figura 5: Efeitos da exposicdo ao arsénio na (A) atividade locomotora, (B) numero
de cruzamentos e (C) tempo de imobilizacdo. *Diferenca significativa em relacdo ao

grupo controle.

As andlises da dopamina e octopamina nao tiveram diferencas significativas
(figura 6A e 6B), porém ha uma tendéncia na diminuicdo da dopamina. Isso pode ser
um indicativo de que o arsénio pode estar interferindo de alguma forma no sistema
nervoso das moscas nos niveis de neurotransmissores, talvez com um tratamento
cronico possa se visualizar mais claramente a influéncia do As(lll). Alguns estudos
demonstraram a reducdo das atividades das enzimas acetilcolinesterase (AChE) e
colina acetiltransferase (ChAT) apds a exposicao ao arsénio. Além disso, o0 arsénio
também pode afetar varios sistemas transportadores de monoaminas como a
dopamina que é um neurotransmissor diretamente relacionado com o movimento.
Além disso, estudos in vitro que utilizaram células cultivadas com concentracdes
variadas de arsénio demonstraram que 0 arsénio inibiu a formacdo de células
musculares e neuronais durante a diferenciagcdo, de maneira dose-dependente
conforme as concentra¢cdes aumentavam, além de reduzir a proliferacdo de células
progenitoras neuronais e o numero de neurénios maduros (TYLER & ALLAN, 2014).
Essa tendéncia na diminuicdo pode estar relacionada a reducéo da proliferacdo de
células neuronais e reducao de neurdnios maduros, além de que o arsénio parece
ter um impacto na sinalizacdo colinérgica e monoaminérgica, embora o0s

mecanismos nao sejam bem compreendidos.
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Figura 6: Efeitos da exposi¢céo ao arsénio na (A) dopamina e (B) octopamina.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Nesse estudo, a administracdo do arsénio através de uma alimentacao liquida
simulando uma contaminacdo da &agua potavel, causou uma diminuicdo da
sobrevivéncia e reducao da atividade locomotora nas DM, além de uma tendéncia
na diminuicdo da concentracdo da dopamina das moscas expostas a esse metal.
Esses resultados podem estar relacionados com a geracdo de estresse oxidativo
causado pela exposicdo a esse metal, o que pode levar a morte celular e
neurotoxicidade. Por fim, a DM mostrou-se que € um modelo eficaz para o estudo da
neurotoxicidade através da simulacdo de uma contaminagdo da agua potavel por
As(l11).
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