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RESUMO

A espécie D. mercatorum é indicada para testes com contaminantes ambientais que
podem alterar a especificidade de enzimas. As formas inorganicas do arsénio,
arseniato e arsenito, sdo reconhecidas pelo seu efeito toxico. O objetivo do presente
estudo é determinar os efeitos toxicos do arsénio sobre uma linhagem de D.
mercatorum. Foram realizadas, analises eletroforéticas das esterases e, das taxas
de sobrevivéncia desses individuos quando expostos a diferentes concentragdes de
arseniato de sédio (Na,HAsO,). Estimou-se que CLsy= 20,997 mg L™ de arsénio.
Foram observados 8 loci com atividade esterasica, sendo 6 deles preferencialmente
a-esterases, 1 preferencialmente [(3-esterase e 1 a-B-esterase, tanto para machos
quanto para fémeas.

Palavras-chave: Drosophila mercatorum; Arseniato; Fosfato; Similaridade Quimica;

Toxicidade; Esterases; Taxa de Sobrevivéncia.



Abstract

The species D. mercatorum is indicated for testing environmental contaminants that
can alter the specificity of enzymes. The inorganic forms of arsenic, arsenate and
arsenite, are recognized by your toxic effects. The aim of this study is to determine
the toxic effects of arsenic on a strain of D. mercatorum. Electrophoretic analysis of
esterases and survival rates of these individuals when exposed to different
concentrations of sodium arsenate (Na,HAsO,) were performed. It was estimated
that LC50 = 20.997 mg L™" of arsenic, which demonstrating the species sensitivity to
the toxicant. Were observed 8 loci with esterase activity, 6 of them are preferably a-
esterases, 1 preferably (B-esterase and 1 a-B-esterase, for both males and for

females.

Keywords: Drosophila mercatorum; Arsenate; Phosphate; Chemistry Similarity;

Toxicity; Esterases; Survival Rate .



1. INTRODUGAO GERAL

1.1 Ecotoxicologia

O homem ao longo da histéria sempre foi um modificador do meio em que
vive, criando e inserindo novos artefatos. Considerando-se a evolugcdo social e
tecnoldgica, sobretudo apos a revolugéo industrial sabe-se que uma imensa gama
de substancias quimicas foram e ainda sdo produzidas, de forma intencional ou
como sub-produto de atividades produtivas. Muitas dessas substancias sao
essencialmente sintéticas e artificiais, outras, apesar de terem ocorréncia natural,
tiveram sua concentragdo aumentada no meio ambiente. De acordo com Melancon
(2003) a interag&o dessas novas substéncias com o meio, bem como o0 aumento em
concentracado daquelas que s&o naturais tem se tornado motivo de preocupacao,
devido aos efeitos nocivos que podem causar sobre a flora, a fauna e os recursos
naturais, considerando-se os reflexos dessas interagdes sobre o homem e a
sociedade.

Dentre estas estdo, derivados do petrdleo, dioxinas, furanos, horménios,
metais, além de uma série de outros residuos urbanos e industriais, que podem
conter elementos classificados como toxicos aos sistemas bioldgicos, causando
danos aos mesmos, tais como mutagénese, carcinogénese e teratogénese (LAM et
al., 1999). Esses efeitos podem ser visiveis logo apds o contato ou tardiamente, de
forma cumulativa, apds varias geragdes, estando tudo isso relacionado ao tipo de
residuo, a via de exposigcdo, o tempo de exposi¢cdo, a predisposicdo genética de
cada individuo, a idade e as concentragbées as quais venha a ser exposto (BOYD,
2007).

De acordo com Cairns e Niederlehner (1995) a toxicologia oriunda do
contexto farmacoldgico, € uma ciéncia que busca compreender os efeitos causados
por substancias quimicas e os processos bioquimicos e fisioldgicos responsaveis
por eles, considerando-se a sensibilidade a exposicdo em diferentes tipos de
organismos e a toxicidade relativa de diferentes substancias e compostos quimicos.
A amplitude de abrangéncia caracteriza a toxicologia como multidisciplinar podendo

ser estudada sob aspectos distintos.



Uma das linhas dentro da toxicologia € a ecotoxicologia que pode ser
entendida como uma juncao entre ecologia e toxicologia. Tratando-se a ecologia do
estudo das interagbes dos seres vivos entre si e com 0 meio em que vivem, o
objetivo da ecotoxicologia seria entdo entender e prever efeitos de substancias
quimicas em seres vivos e comunidades naturais (CHAPMAN, 2002), por meio da
analise de seus processos de transferéncia e da compreensao de suas agdes nos
ecossistemas.

Associada a questdes envolvendo progresso, desenvolvimento sustentavel e
até mesmo o bem estar dos seres vivos, a ecotoxicologia vem ganhando evidéncia
atualmente devido a necessidade de se conhecer os efeitos que elementos e
compostos quimicos langados no meio ambiente podem ter sobre individuos,
populagdes e comunidades de organismos (ADAMS e ROWLAND, 2003; RONCO et
al., 2004), além de se conhecer como o proprio homem pode ser afetado.

Ha de se considerar dentre esses agentes tdxicos, estudos envolvendo
metais e semimetais. Atividades antrépicas, tais como mineracédo, fundicao,
producao de fertilizantes, herbicidas e inseticidas tem se apresentado como fontes
da liberagdo de metais (ALTENBURGER, 2011) e semimetais no meio ambiente.
Embora alguns desses elementos sejam necessarios a fungdes bioldgicas
essenciais, como a estabilizacdo das estruturas macromoleculares ou a participagao
em processos enzimaticos, a exposicao excessiva e/ou a concentragcbes elevadas

podem provocar uma série de efeitos danosos aos organismos vivos.

1.2 Arsénio

Considerando-se 0 que a ciéncia conhece, em termos de organismos vivos,
pode-se afirmar que a vida é composta em sua maior parte pelos elementos
carbono, hidrogénio, nitrogénio, oxigénio, enxofre e fésforo. A dependéncia bioldgica
dos seis elementos principais € complementada por uma disposicédo selecionada de
outros elementos, geralmente metais (metaloides), nas quantidades traco que séo
criticas para as fungdes celulares, tais como co-fatores de enzimas (BERG et al.,
2007).

Ha& muitos casos nos quais estes elementos traco podem ser substituidos por
outros. Alguns exemplos incluem a substituicdo do molibdénio pelo tungsténio e do

zinco pelo cadmio em algumas familias de enzimas (HILLE, 2002) e do ferro pelo



cobre como um oxigénio-carreador em alguns artropodes e moluscos (JAMESON et
al., 2007). Nestes exemplos e em outros, os elementos trago que intercambiam
outros elementos quimicos apresentam similaridades que facilitam a troca.

O arsénio (As) € um analogo do elemento quimico fésforo (P), que se
encontra diretamente abaixo do P na tabela periddica. O arsénio possui um raio
atdbmico similar, assim como eletronegatividade aproximadamente idéntica ao P
(LIDE, 2010). A forma mais comum do P nos organismos é o fosfato (PO4%), que se
comporta similarmente ao arseniato (AsO4>) na escala de pH bioldgico relevante e
gradientes redox (WOLFE-SIMON et al., 2009). A similaridade fisico-quimica entre
AsO,* e PO,> contribui para a toxicidade bioldgica do AsO,> porque as rotas
metabdlicas que PO,> utiliza ndo podem distinguir entre as duas moléculas
(ROSEN, 2002) e o arseniato pode ser incorporado nas etapas iniciais dessas rotas
(WOLFE-SIMON et al., 2009; BRAUNSTEIN, 1931).

Pode-se perceber as formas, acdes e possiveis efeitos toxicos do As sobre o
metabolismo quando consideramos o0s papéis que o P desempenha, atuando como
co-fator de multiplos sistemas enzimaticos no metabolismo de gorduras,
carboidratos, lipidios e proteinas. Regulando o equilibrio acido-basico do plasma,
mantendo a integridade do sistema nervoso central e dos rins. Contribuindo para a
mineralizagdo da estrutura Ossea, sintese de colageno e homeostase do calcio,
sendo regulador da excrecao renal e auxiliando o corpo na utilizagao de vitaminas
(BORGES et al., 2004). Fazendo parte da composigdo do ATP (adenosina trifosfato)
participando dos processos de absorgcdo e liberagdo energéeticas (MCDOWELL,
1992). Servindo como espinha dorsal dos acidos nucleicos que constituem o
material genético, sendo um fator chave quanto a propiciar sua estabilidade fisica
(BENNER e HUTTER, 2002). Participando da estrutura da bicamada lipidica das
membranas celulares constituindo os fosfolipidios.

Entretanto, apesar dessa incapacidade de diferenciagdo que ocasiona a
incorporagao do arsénio, pensa-se que 0s processos metabdlicos a jusante ndo sao
geralmente compativeis com isso, devido as diferengas nas reatividades entre
compostos de P e As (BAER et al., 1981). O arseniato é capaz de formar ésteres
que sado semelhantes aos ésteres de fosfato. No entanto, estes compostos sao
menos estaveis do que seus correspondentes. De acordo com Rosen et al (2011)

esse fato se deve ao maior comprimento e ao angulo mais obtuso presente nas



ligacdes com arsénio, o que é ocasionado pela sua constituicdo atémica, facilitando
dessa forma a hidrélise, sendo isso critico em escala bioldgica.

Alternativamente, o arseniato também pode ser reduzido a arsenito que é sua
forma trivalente e mais téxica (THOMAS et al., 2001), embora os mecanismos pelos
quais essa reducdo ocorre ndo estejam ainda completamente esclarecidos (NEMET]
e GREGUS, 2005). O asenito pode ligar-se ao grupamento sulfidrila de enzimas, co-
fatores e demais proteinas interferindo no metabolismo celular (CULLEN et al.,
1984).

O arsénio € um elemento metaloide de ocorréncia natural, sendo encontrado
no solo, no ar e na agua (HUANG et al., 2004; DUKER et al., 2005). Existe no
ambiente nas formas organica e inorganica, sendo que a forma organica é
geralmente considerada ndo téxica (GOCHFELD, 1995), enquanto as inorganicas
séo toxicas. De acordo com a Academia Nacional de Ciéncias dos Estados Unidos
da América (NAS) (1977) o arsénio é o vigésimo elemento mais abundante na crosta
terrestre e sao encontradas altas concentragdes dele associadas ao granito e muitos
minerais, incluindo cobre, chumbo, zinco, prata e ouro.

As atividades humanas intensificaram a acumulagcdo de arsénio no ambiente
(BELL, 1998), como produto da queima de combustiveis fésseis, na fundicdo de
metais bem como na industria de semicondutores e de vidros. O arsénio também é
um ingrediente comumente utilizado em conservantes de madeira, pigmentos,
inseticidas, herbicidas, rodenticidas e fungicidas (HATHAWAY et al., 1991).

De acordo com Lage et al (2006) embora muito do arsénio presente no solo
seja natural, derivado das rochas, a aplicagdo de compostos de arsénio na
agricultura e silvicultura pode levar a extrema contaminagao do solo e dos lengois
freaticos, enquanto a queima de carvao e a fundigdo de metais pode ser a maior
fonte do arsénio distribuido pelo ar. Atividades de mineracdo podem resultar em
altos niveis de contaminagao por arsénio no solo, aguas superficiais e subterraneas
e vegetacao (AMASA, 1975; SMEDLEY et al., 1996).

Wolfe Simon et al (2010) encontraram uma espécie de bactéria do género
Halomonas, GFAJ-1, que € capaz de proliferar em um ambiente saturado de
arsénio. Reaves et al (2012) demonstraram que a ocorréncia da incorporagdo do
arsénio no DNA dessa linhagem € ocasionada devido a semelhanga quimica entre o
arseniato e o fosfato, sendo provavel que GFAJ -1 , por vezes, assimile algumas

moléculas de arseniato em vez das de fosfato, e que embora a capacidade de



tolerar ou corrigir um baixo nivel de incorporagcdo de arsénio ao DNA poderiam
contribuir para a resisténcia ao arseniato, esse baixo nivel de incorporagcéo nao seria
biologicamente funcional para substituir o fosfato, e portanto, ndo tém efeito
significativo sobre os requisitos do organismo para o fosfato. Segundo Erb et al
(2012) GFAJ-1 é capaz de crescer em concentragcdes baixas de fosfato (1,7 pM),
mesmo na presenca de altas concentragdes de arseniato (40 mM), mas nao tem a
capacidade de crescer em meios de cultura pobres em fosforo (< 0,3 yM), contendo
ou n&o arseniato. Diante disso, conclui-se que essa linhagem de bactérias é
resistente ao arseniato, mas ainda dependente do fosfato. Nesse sentido, Erb et al
(2012) salientam que a base molecular da resisténcia de GFAJ-1 ao arseniato pode
ser objeto de investigagdes adicionais.

Em suma, apesar de ainda nao ter sido encontrada nenhuma forma de vida
destoante aos padrbées de composicdo quimica reconhecidos pela ciéncia, ha
evidéncias que sugerem a plausibilidade dessa colocagdo. Nos ultimos anos,
astrobiélogos tém dedicado consideravel atencdo a explorar a possibilidade de
formas alternativas de vida extraterrestre (apelidadas de "vida estranha") (BAROSS,
2007). No entanto, diante dessas colocagdes, nos surgem ainda outros
questionamentos, como por exemplo, ao pensarmos nesse sentido considerando a
propria Terra, faz-se desafiadora a reflexdo acerca dos motivos pelos quais a
natureza escolheu certos elementos a despeito de outros para a composi¢do dos
seres vivos ao longo do processo evolutivo. Poderiamos de fato possuir ancestrais
que se utilizavam do arsénio ao invés do fosfato, ou com qualquer outro tipo de
substituicdo, mediante a similaridade quimica existente entre alguns elementos.
Segundo DAVIES et al (2009) é tentador imaginar que uma forma ancestral,
alternativa da vida possa continuar a espreitar, escondida entre os modernos e ricos
habitats da terra como um sobrevivente do passado, vivendo naquilo que
poderiamos nominar como uma "biosfera sombra".

Tais consideragbes sugerem a necessidade de analises mais apuradas, de
carater ecotoxicolégico acerca dos efeitos do arsénio sobre os organismos vivos,
englobando capacidades de tolerancia, resisténcia e possiveis interagdes biologicas,
na busca de possiveis respostas que podem auxiliar na compreensao do processo

evolutivo.



Nesse sentido, diante dos niveis de abrangéncia desse tipo de estudo e,
valorizando a importancia da resposta dos organismos vivos a agentes téxicos, a
utilizacdo de sistemas modelo é muito valiosa. Do ponto de vista experimental,
Drosophila trata-se de um eucarioto que se tornou extremamente util, sendo uma

alternativa viavel para o presente estudo.

1.3 Drosophila

De acordo com Peck et al (1998) os insetos sao bons indicadores, pois
respondem rapidamente ao estresse ambiental, tém tempos de geracéo curtos e em
geral podem ser facilmente amostrados e identificados. Além disso, atendem as
premissas de Noss (1990) para que um organismo seja considerado um bom
indicador biolégico: s&o suficientemente sensiveis para fornecer sinais de
mudangas, apresentam ampla distribuicdo geografica e sdo capazes de proporcionar
uma continua avaliacdo a uma vasta gama de tensdes. A facil captura e o baixo
custo para manutengao em laboratério também colaboram para a selegdo destes
organismos como modelos para estudo experimentais.

Lawton (2001) aponta a entomologia ecolégica como uma forma de prever e
compreender as mudangas ambientais globais a medida que lutamos para entregar
um futuro sustentavel para o nosso planeta, tornando-se os insetos maravilhosos
organismos modelo para isso.

Dentre os insetos, o género Drosophila representa um sistema modelo sem
precedentes ndo somente para a compreensao da evolugdo do genoma, mas
igualmente para a pesquisa experimental comparativa. Nenhum outro grupo possui
uma literatura extensiva para a genética, o desenvolvimento, a neurobiologia, o
comportamento, a fisiologia e a ecologia (MARKOW e O’GRADY, 2006). Isso
possibilita a sua utilizagdo, no campo da ecotoxicologia com o intuito de se detectar
a sensibilidade a produtos quimicos e para o biomonitoramento de residuos
(ALMEIDA et al., 2001; IKEDA et al., 2011).

O género Drosophila é composto por 8 subgéneros, sendo o subgénero
Drosophila o maior deles (BACHLI, 2013), contando com mais de 730 espécies
descritas, 0 que representa mais do que a metade das espécies de Drosophila
conhecidas atualmente (ROBE et al., 2010). A espécie utilizada neste trabalho

pertence ao subgénero Drosophila, grupo repleta, subgrupo mercatorum (VILELA,



1983). O grupo de espécies Drosophila repleta esta entre os maiores de todos os
grupos de espécies no género Drosophila. Parte da radiagao virilis - repleta
(THROCKMORTON, 1982), é considerada uma das mais importantes e bem
sucedidas radiagdes no género Drosophila (DURANDO et al., 2000).

O que se conhece atualmente acerca da filogenia deste grupo de espécies é
baseado no trabalho morfolégico de Throckmorton (1982) e Vilela et al (1983) e no
trabalho citolégico de Wasserman (1982, 1992). Além disso, varios estudos
enzimaticos (ZOUROS, 1973; RICHARDSON et al., 1975; RICHARDSON e
SMOUSE, 1976; RICHARDSON et al., 1977; HEED et al., 1990) e moleculares
(SULLIVAN et al., 1990; RUSSO et al., 1995; SPICER, 1995; SPICER e PITNICK,
1996; DURANDO et al., 2000; ROBE et al., 2010 ) contribuiram para o conhecimento
das relagbes entre os membros pertencentes aos subconjuntos do grupo repleta.
Markow e O’Grady (2006) ao atualizarem a revisdo de Throckmorton (1975) fazem
referéncia a forma com que esse grupo de organismos tem se tornado um modelo
para estudos ecoldgicos e evolutivos.

Drosophila mercatorum (PATTERSON e WHEELER, 1942) é encontrada em
ambientes naturais de vegetacdo aberta, localizando-se no leste da Cordilheira dos
Andes, em areas como chaco, pantanal, cerrado, ainda em vegetagao fechada e,
geralmente ndo associada com o homem (SENE et al., 1981; VILELA, 1983). Sendo
uma espécie generalista e altamente competitiva para os seus recursos alimentares
(PEREIRA et al., 1983), € uma das mais abundantes espécies de drosofilideos
neotropicais em areas de vegetacao aberta na América do Sul (VILELA et al., 1983;
TIDON, 2006). E também a Unica espécie neotropical que alcangou o status de sub
cosmopolita de distribuicdo, desde a sua colonizagdo do hemisfério norte, regides
Neartica e Paleartica, Africa, india e Havai (POLEJACK e TIDON, 2007).

Dessa forma, a sua presenca e representatividade, além do atendimento das
premissas necessarias, tornam essa espécie um excelente organismo modelo para
estudos no campo da ecotoxicologia. Podemos constatar isso observando os
trabalhos existentes com o género Drosophila tratando acerca do efeito de metais
(MARONI et al., 1986; AL-MOMANI e MASSADEH, 2005; IKEDA et al., 2011; HAQ
et al., 2012), inseticidas (PUGA e RUBANO, 1987; ALMEIDA et al., 2001),
agrotoxicos (RODRIGUES, 2006), entre outros compostos toxicos sobre os

organismos Vivos.
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Além disso, os drosofilideos possuem uma complexidade bioldgica
comparavel a dos mamiferos, bem como algumas similaridades profundas para
certos mecanismos biolégicos (MARIN et al., 2000), proteoma e para a constituicdo
e funcionamento de certos 6rgaos e sistemas. Assim as pesquisas com estes
insetos podem fornecer estimativas até mesmo sobre os efeitos de determinadas
substancias toxicas em humanos. Considerando todas essas afirmacdes, no ambito
de uma analise ecotoxicoldgica € que D. mercatorum foi escolhida como organismo
modelo para esse estudo.

Uma série de processos relacionados as interacdes do elemento arsénio em
quaisquer das suas formas moleculares, com os sistemas vivos, ainda nao foram
completamente elucidados. E sabido que as isoenzimas - esterases estdo de certa
forma, relacionadas a processos de tolerancia, resisténcia e detoxificagao, portanto,
compreender o efeito do arsénio sobre elas € um possivel passo no caminho para o

entendimento de tais questoes.

1.4 Isoenzimas — esterases

A sintese de proteinas € controlada geneticamente e alguns mecanismos
tornam possivel a existéncia de diferencas estruturais entre enzimas ou proteinas
homologas sintetizadas por espécies distintas, ou por gendétipos diferentes dentro de
uma mesma espécie. A origem dessas formas moleculares multiplas pode ser
atribuida, a presenga de mais de um locus génico, a ocorréncia de mais de um alelo
em um mesmo /ocus ou por meio do splicing alternativo. Assim, diversas enzimas
nao sO podem existir em multiplas formas dentro de um uUnico organismo, como
dentro de um unico tecido (WEEDEN e WENDEL, 1990). Markert e Moller (1959)
propuseram o termo isoenzimas para descrever as diferentes formas moleculares,
nas quais estas proteinas podem existir com a mesma especificidade enzimatica.

As esterases sdo isoenzimas amplamente distribuidas entre os seres vivos,
que catalisam a hidrolise dos ésteres, além de peptideos, amidas e haletos
(WALKER e MACKNESS, 1983), dessa forma tornando-se bioquimicamente
importantes. Embora seu papel em grande parte ainda nao esteja suficientemente
claro, em insetos ha evidéncias de que elas participem de diversos processos
fisioloégicos (ZHANG et al., 2010), dentre os quais a desintoxicagdo de xenobidticos
(OAKESHOTT et al.,, 1993; RUSSELL et al., 1996) e a resisténcia a inseticidas
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(RAYMOND et al., 1993; MUTERO et al., 1994, SPACKMAN et al., 1994;
RAUSCHENBACH et al., 1994; WHYARD et al., 1994; FEYEREISEN, 1995).

As esterases tém sido amplamente utilizadas para estudos bioquimicos,
taxondmicos e evolutivos devido a importancia das variagdes genéticas existentes
em populacdes de organismos bem como sua significancia adaptativa, no intuito de
elucidar uma série de processos. Em suma, a variagdo especifica em numero,
composicao e atividade das esterases em cada sistema enzimatico, permite a
diferenciacado entre populagdes (LARSEN, 1969) e até mesmo entre individuos
pertencentes a uma mesma populacao.

Sua atividade pode ser verificada por meio da eletroforese em gel de
poliacrilamida, através da qual é possivel tracar um perfil das amostras de acordo
com a analise da posi¢cao das bandas na sequéncia em que migram. Ainda, com
base na sensibilidade aos substratos sintéticos que as esterases hidrolisam in vitro,
dois grupos podem ser distinguidos nos insetos, as a-esterases que hidrolisam
preferencialmente o ao-naftil-acetato e as [-esterases que hidrolisam
preferencialmente o 3-naftil-acetato (MYERS et al., 1988).

A aplicagdo de técnicas de eletroforese tem revelado a existéncia de
variagbes em populag¢des naturais, na maioria dos organismos. Albuquerque e Napp
(1981) salientam a presenga de associagdes significativas entre as frequéncias
alélicas em Joci de esterases e fatores ambientais em alguns insetos, tais como os
drosofilideos, sendo que a maioria desses polimorfismos parece estar associada a
heterogeneidade ambiental.

A expresséo diferencial das esterases durante o ciclo de vida dos insetos é
provavelmente uma resposta proveniente de mecanismos regulatorios, que devem
atuar na expressdo génica e em seus produtos finais, assim essas enzimas sao
sintetizadas a medida que sao necessarias as fungdes metabdlicas que exercem no
organismo (CATELANI et al., 2004).

Diante disso, ao considerarmos as fungdes de desintoxicacdo xenobidtica e
de resisténcias a inseticidas associadas a essas enzimas em insetos e,
particularmente no género Drosophila, esperam-se respostas diferenciais mediante a
exposicao da espécie D. mercatorum a estresse ocasionado pela saturagdo do
metaldide arsénio em seu ambiente de desenvolvimento, com relagdo aquelas que
se desenvolvem em ambientes descontaminados. Ao analisarmos e compararmos

os perfis esterasicos oriundos do referido organismo em uma analise in vitro, é
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possivel avaliar as potenciais respostas de populacbes em ambientes naturais a
presenca do arsénio. Além disso, geram-se informagdes que podem de alguma
forma auxiliar no processo da compreensido de relagdes evolutivas, tais como a
aquisicao de resisténcia e tolerancia, fazendo-se possivel ainda, o reconhecimento

das vias metabdlicas pelas quais estas ocorrem.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar as taxas sobrevivéncia e os padrdes de esterase em uma linhagem de
Drosophila mercatorum exposta a estresse por arseniato de sodio (NazHAsO4) em
diferentes concentracoes.

2.2 Objetivos Especificos

e Verificar as taxas de sobrevivéncia totais e por sexo em diferentes

concentragdes de arseniato de sddio (Na;HAsO,);

e Determinar o valor de CLs para a linhagem;

e Avaliar os padroes esterasicos produzidos.
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3. MATERIAL E METODOS

O material e as metodologias utilizadas para a realizagdo do presente estudo
sdao apresentados na secdo resultados onde é reportado o trabalho completo,

seguindo-se os moldes de um artigo cientifico.
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4. RESULTADOS

EFEITOS DO ARSENIATO DE SODIO (Na;HAsO,;) SOBRE AS TAXAS DE
SOBREVIVENCIA E O PERFIL ESTERASICO DE UMA LINHAGEM DE
Drosophila mercatorum (DIPTERA; DROSOPHILIDADE)

Artigo a ser submetido para publicacdo na revista Chemosphere (Qualis A1).
4.1 RESUMO

O género Drosophila apresenta significativa importancia como organismo modelo
para varios estudos. As taxas de sobrevivéncia e o perfil esterasico de uma
linhagem de Drosophila mercatorum foram testadas sob o efeito de diferentes
concentracbes do semimetal arsénio na forma de arseniato de sédio (NazHAsO,).
Larvas de primeiro estadio foram submetidas a contaminacdo e acompanhadas até
que atingissem a fase adulta. Os individuos adultos que emergiram foram
contabilizados e utilizados nas analises. Nao foram encontradas diferencas
significativas entre as taxas de sobrevivéncia de machos e fémeas em nenhuma das
concentragbes testadas (a=0,05). Diferencas significativas entre as taxas de
sobrevivéncia totais dos individuos foram detectadas ao compararmos o controle
com a concentracdo teste de 25 mg L™" de arsénio (a=0,05). A CLso= 20,997 (15,93<
CLsp 227,63) mg L™ de arsénio (a= 0,05) foi estimada. Observaram-se 8 loci com
atividade esterasica, sendo 6 deles preferencialmente a-esterases, 1
preferencialmente [3-esterase e 1 a-B-esterase, tanto para machos quanto para
fémeas. EST-4 parece ser ativada como resposta ao estresse por arsénio estando
ausente nos individuos controle. EST-7B tem sua atividade relativa aumentada a
medida que aumenta a concentragdo de arsénio testada. A distribuicdo e as
diferentes intensidades com que apareceram as bandas de EST-1, EST-2A, EST-2B
e EST-3, levam a interpretacdo de que estas enzimas também estejam ligadas a
processos de detoxificacdo e resisténcia ao estresse causado pelo arsénio,
evidenciando a diversidade genética da espécie e as consequentes possiveis

diversidades relacionadas a esses processos.
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4.2 Abstract

The genus Drosophila has significant importance as a model organism for various
studies. The survival rates and esterase profiles of a strain of Drosophila mercatorum
were used in order to test the effects of different concentrations of the arsenic
semimetal in form of sodium arsenate (Na;HAsQO,). First-stage larvae were subjected
to contamination and monitored until they reached adulthood. The adults that
emerged were accounted and used in analyzes. There were no significant
differences between the survival rates of males and females in any of the
concentrations tested (a= 0,05). Significant differences between the totals survival
rates of individuals were found when comparing the control with the test
concentration of 25 mg L™ of arsenic (a= 0,05). The LCsp= 20.997 mg L™ (15,93<
CLsp 227,63) of arsenic (o= 0,05) was estimated. There were 8 loci with esterase
activity, with 6 of them preferably a-esterases, 1 preferably B-esterase and 1 a-3-
esterase, for both males and for females. EST-4 appears to be activated in response
to stress by arsenic, being absent in control subjects. EST-7B has its relative activity
increased as the increasing concentration of arsenic tested. The distribution and the
different intensities with the bands EST-1, EST-2A, EST-2B and EST-3 appeared,
lead to the interpretation that these enzymes are also linked to processes of
detoxification and stress resistance caused by arsenic, showing the genetic diversity

of the specie and the consequent possible differences related to these processes.
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4.3 INTRODUGAO

Compostos de arsénio sado relatados como toxicos e causadores de danos
ambientais, afetando a flora, a fauna e oferecendo uma série de riscos a saude
humana. O arsénio € um elemento metaloide de ocorréncia natural, sendo
encontrado no solo, no ar e na agua (HUANG et al., 2004; DUKER et al., 2005).
Existe no ambiente nas formas organica e inorgénica, sendo que as formas
organicas sao consideradas menos toxicas (GOCHFELD, 1995). O arsénio
inorganico ocorre predominantemente nas formas trivalente (As®*) e pentavalente
(As®*) (CERVANTES et al., 1994).

As atividades humanas intensificaram a acumulagdo de arsénio no ambiente
(BELL, 1998), como produto da queima de combustiveis fosseis, na fundigdo de
metais bem como na industria de semicondutores e de vidros. O arsénio também é
um ingrediente comumente utilizado em conservantes de madeira, pigmentos,
inseticidas, herbicidas, rodenticidas e fungicidas (HATHAWAY et al., 1991).

De acordo Duker et al (2005), sob condi¢cdes aerdbias, a forma pentavalente
do arsénio (arseniato) predomina, devido a sua maior estabilidade quimica. A base
para a toxicidade do arseniato em organismos vivos reside na incapacidade de
diferenciacao ente ele e o fosfato nas etapas iniciais de varios processos que
ocorrem nos sistemas bioloégicos, ocasionando a incorporagao do arsénio, contudo,
0s processos metabodlicos a jusante ndo sao geralmente compativeis, devido as
diferengcas nas reatividades entre compostos de P e As (BAER et al.,, 1981).
Exemplos disso, sdo a substituicdo do fosfato pelo arseniato durante a fosforilagéo
oxidativa, ocasionando a formacao de ésteres de arsénio ndo estaveis, o que reduz
os niveis celulares de ATP e pode ocasionar a morte da célula (NABI et al., 2005), a
substituicdo do fosfato pelo arseniato nos ossos (ELLENHORN e BARCELOUX,
1988) e no arcaboucgo do DNA (ERB et al., 2012; REAVES et al., 2012).

O arseniato também pode ser reduzido a arsenito que € sua forma trivalente e
mais toxica (THOMAS et al.,, 2001), embora os mecanismos pelos quais essa
reducdo ocorre ndo estejam ainda completamente esclarecidos (NEMETI e
GREGUS, 2005). O Arsenito pode ligar-se ao grupamento sulfidrila de enzimas, co-
fatores de enzimas e demais proteinas interferindo no metabolismo celular (CULLEN
etal., 1984).
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Rizki et al (2006) demonstraram que Drosophila melanogaster € capaz de
reduzir o arseniato a arsenito, porém, aparentemente n&o esta apta a biometilar
essas formas inorganicas do arsénio, embora, a inocorréncia da biometilagdo nao
signifique que Drosophila seja totalmente desprovida de mecanismos para
desintoxicagao do arsénico inorganico.

Ha evidéncias para a participagao das esterases em diversos processos
fisiolégicos nos insetos, embora seu papel em grande parte ainda ndo esteja
suficientemente claro (ZHANG et al., 2010), é fato que, os processos de
desintoxicagao xenobidtica (OAKESHOTT et al., 1993; RUSSELL et al., 1996) e de
resisténcia e tolerancia a inseticidas (RAYMOND et al., 1993; MUTERO et al., 1994;
SPACKMAN et al., 1994; RAUSCHENBACH et al., 1994; WHYARD et al., 1994;
FEYEREISEN, 1995) estao ligados a elas.

Albuquerque e Napp (1981) salientam a presenga de associagdes
significativas entre as frequéncias alélicas em loci de esterases e fatores ambientais
em alguns insetos, tais como os drosofilideos, sendo que a maioria desses
polimorfismos parece estar associada a heterogeneidade ambiental. A expressao
diferencial das esterases durante o ciclo de vida dos insetos € provavelmente uma
resposta proveniente de mecanismos regulatérios, que devem atuar na expressao
génica e em seus produtos finais, assim essas enzimas sao sintetizadas a medida
gue sao necessarias as fungdes metabdlicas que exercem no organismo. Estudos
utilizando ratos (PATLOLLA e TCHOUNWOU, 2005), carrapatos (LEE e BATHAM,
1966) e humanos (ALl et al., 2010) demonstram a ocorréncia de interagdes entre
compostos inorganicos de arsénio e algumas esterases.

Ha necessidade de analises, de carater ecotoxicolégico acerca dos efeitos do
arsénio sobre os organismos vivos, englobando todas as possiveis interagdes
decorrentes da sua presenca. Considerando-se que a compreensao dos efeitos
ecotoxicologicos do arsénio é fundamental para atenuar o seu efeito deletério sobre
a saude humana e ecolégica (GBARUKO et al., 2008).

O género Drosophila representa um sistema modelo ndo somente para a
compreensao da evolugdo do genoma, mas igualmente para a pesquisa
experimental comparativa. Nenhum outro grupo tem uma filogenia tdo bem definida
e uma literatura extensiva para a genética, o desenvolvimento, a neurobiologia, o
comportamento, a fisiologia e a ecologia (MARKOW e O’GRADY, 2006). O que

possibilita a sua utilizagdo, no campo da ecotoxicologia com o intuito de se detectar
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a sensibilidade a produtos quimicos e para o biomonitoramento de residuos
(ALMEIDA et al., 2001).

Utilizou-se nesse estudo uma espécie pertencente ao subgénero Drosophila,
grupo repleta, subgrupo mercatorum (VILELA, 1983). O grupo de espécies
Drosophila repleta esta entre os maiores de todos os grupos de espécies no género
Drosophila. Parte da radiagao virilis - repleta (THROCKMORTON, 1982), é
considerado uma das mais importantes e bem sucedidas radiagbes no género
Drosophila (DURANDO et al., 2000). A presenca e representatividade de Drosophila
mercatorum tornam-a um excelente organismo modelo para estudos no campo da
ecotoxicologia.

Esse estudo tem como objetivo analisar os efeitos causados a D. mercatorum
pela saturagdo do metaloide arsénio na forma de arseniato de sédio (Na;HAsO,) in
vitro, por meio da comparacdo entre as taxas de sobrevivéncia e dos perfis

esterasicos gerados por individuos expostos a diferentes concentragbes de arsénio.
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4.4 MATERIAL E METODOS
4.4.1 Obtencao e Manutencéo da Espécie

A linhagem de Drosophila mercatorum utilizada nesse estudo foi cedida pelo
laboratério de Genética e Evolugado da UNICENTRO, sendo esta estabelecida por
grande numero de geragbes em meio de cultura banana-agar, armazenada em
garrafas de vidro de 250 mL, sob fotoperiodo de 12 horas, mantida a temperatura de
25°C +1°C. Sendo a manutengao da linhagem realizada por meio de repiques a cada
7 dias.

4.4.2 Delineamento Experimental

Os individuos da linhagem de D. mercatorum foram triados e identificados em
microscopios estereoscopicos acoplados a camaras de gas carbdnico através de
chave de identificacdo (FREIRE-MAIA e PAVAN, 1949) e a morfologia da genitalia
masculina foi analisada (VILELA, 1983) para confirmar a pureza da linhagem.

Um repique foi realizado, foram inseridos machos e fémeas adultos em 10
garrafas de meio de cultura, apds 24 horas as moscas adultas foram retiradas. Os
descendentes ovopositados foram retirados apos 3 dias, os quais foram utilizados
nos ensaios ecotoxicolégicos. Este procedimento foi utilizado para a padronizagéo
do estadio larval, possibilitando assim a inser¢gdo de um numero igual de larvas de
primeiro estadio para se desenvolverem perante as condigbes de controle e dos
testes experimentais.

Foram preparadas garrafas de 250 ml, contendo 50 ml de meio de cultura
banana-agar. Utilizou-se agua destilada para a preparacdo do meio de cultura. O
experimento foi conduzido em ftriplicata, sendo o controle constituido apenas pelo
meio de cultura e os tratamentos preparados com adigao do arseniato de sddio em
concentragdes pré-estabelecidas com base em um experimento piloto.

O meio de cultura que seria utilizado nas tréplicas teste foi fracionado em
porgdes de 200 ml e as concentracdes de 5,0 mg L™, 10,0 mgL™", 15,0 mg L™, 20,0
mg L™ e 25,0 mg L™" de arsénio foram produzidas por meio da adicdo de
quantidades definidas do sal arseniato de sédio contido em uma solucdo mae de

concentracdo 416,46 mg L.
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Foram inseridas 50 larvas de primeiro estadio de D. mercatorum em cada
uma das garrafas, nas tréplicas teste e controle. Posteriormente foram conduzidas a
sala climatizada com temperatura constante de 25°C (x1°C), e fotoperiodo de 12
horas. O desenvolvimento das moscas foi acompanhando por 7 dias, até a fase
adulta, posterior a emergéncia do adulto. Apds a retirada dos adultos emergidos, no
sétimo dia, as garrafas foram mantidas em estufa e acompanhadas por mais 7 dias
no intuito de verificar-se possiveis atrasos no processo de desenvolvimento das

moscas, 0 que nao ocorreu, visto que nao houveram mais nascimentos.

4.4 3 Taxas de Sobrevivéncia

Os individuos adultos emergidos foram contabilizados e sexados. Apdés
identificacdo de machos e fémeas em microscopios estereoscopicos acoplados a
camaras de gas carbbdnico, foram determinadas as taxas de sobrevivéncia e
mortalidade entre os mesmos. Foram aplicados os testes de Shapiro-Wilk para a
verificacdo da normalidade dos dados e o teste de homogeneidade de variancia de
Levene. O teste de Tukey foi aplicado para analisar diferengas estatisticas entre as
médias dos tratamentos quando comparadas ao controle. Todos os testes
estatisticos foram realizados no ambiente do software R. O método Trimmed
Spearman-Karber foi utilizado para estimar a LCsy (Hamilton et al., 1977) a partir dos

dados de sobrevivéncia e mortalidade.

4 4 4 Eletroforese das Esterases

Apods a triagem os individuos machos e fémeas oriundos das tréplicas, foram
numerados, separados e congelados individualmente a -20°C para preservacao das
caracteristicas e da atividade enzimatica a serem posteriormente detectadas por
meio da analise eletroforética. A realizacdo das analises ocorreu 48 horas apds o
congelamento.

Utilizou-se para a analise da atividade esterasica o corpo inteiro das moscas,
sendo este macerado individualmente em 20 pL de tamp&o de amostra (Tris-HCI
0,1M pH 8,8; agua; glicerol 10%; azul de bromofenol 1%), dos quais 10 pL do

sobrenadante do extrato produzido foram aplicados ao gel de poliacrilamida a 10%.
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Sendo este submetido a separacao eletroforética a voltagem constante de 110V em
temperatura ambiente durante trés horas e trinta minutos.

Apoés a corrida, o gel foi incubado em tampao de fosfato de sodio 0,1 M pH
6,2 a temperatura ambiente durante uma hora. Posteriormente, os géis foram
corados com solugao contendo 100 ml de tampao de fosfato, 10 ml de n -propanol e
120 mg do sal Fast Blue RR, onde 40 mg de de a-naftil acetato e 30 mg de B —naftil
acetato, previamente dissolvidos em 2 ml de acetona, foram adicionados (MATEUS
et al., 2011). As diferentes formas pelas quais as esterases hidrolisam os substratos
propiciam diferentes coloragbes no gel. Aquelas que hidrolisam o a-naftil acetato
passam a ter coloragdao preta, as que hidrolisam [ —naftil acetato coram em
vermelho e as que hidrolisam ambos apresentam a cor magenta. Os /loci enzimaticos
foram numerados em ordem crescente da maior para a menor migragao no gel. O
software ImagedJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) foi utilizado para
a analise densitométrica quantitativa das intensidades das bandas no gel, utilizando-
se amostras das esterases expressas no controle, como padrao para a comparagao
com as expressas nos tratamentos com diferentes concentragdes de arsénio.

As amostras foram separadas por sexo e por tréplica, e cada um dos géis
produzidos contou somente com machos ou somente com fémeas pertencentes a
mesma garrafa dentro de cada tréplica (Tr1, Tr2 e Tr3). Além disso, as amostras
foram dispostas em cada gel iniciando-se com as de controle e posteriormente em
ordem crescente para as concentracbes que foram testadas. Foram testados 6
individuos de cada uma das garrafas das tréplicas, sendo 3 machos e 3 fémeas,
totalizando 108 individuos submetidos a analise esterasica.
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1 Taxas de Sobrevivéncia

As taxas de sobrevivéncia foram calculadas com base nos totais numéricos e
percentuais de individuos que se desenvolveram desde o primeiro estadio larval até
a fase adulta nos meios de cultura tratados e no controle. A tabela 01 mostra os
totais de individuos que conseguiram atingir a fase adulta em cada uma das

tréplicas.

Tabela 01 — Total de machos e fémeas, totais gerais e percentuais (individuos que chegaram a fase

adulta em cada garrafa nas tréplicas). Foram inseridas inicialmente 50 larvas de primeiro estadio.

. CONTROLE TESTE 5,0 TESTE 10,0
REPLICAS
O  TOTAL(%) & Q@ TOTAL(%) & Q@  TOTAL(%)
16 20 36 (72) 16 20 32 (64) 11 17 28 (56)
20 21 41 (82) 20 21 40 (80) 15 22 37 (74)
18 26 44 (88) 18 26 46 (92) 14 18 32 (64)
) TESTE 15,0 TESTE 20,0 TESTE 25,0
REPLICAS

Q TOTAL (%) 3 9 TOTAL (%) 3 Q TOTAL (%)
8 16 24 (48) 10 12 22 (44) 15 14 29 (58)
21 17 38 (76) 19 16 35 (70) 6 5 11 (22)
16 10 26 (52) 12 11 23 (46) 9 14 23 (46)

Um total de 900 larvas foram testadas, dessas, 567 sobreviveram até a fase
adulta, o que representa uma sobrevivéncia percentual total de 63%. E importante
salientar que esse numero amostral é significativamente maior do que o utilizado em
trabalhos semelhantes tanto com arsénio (RIZKI et al., 2006; GOLDSTEIN e
BABICH, 1989) quanto com metais pesados (AL-MOMANI E MASSADEH, 2005;
YEPISKOPOSYAN et al., 2006; IKEDA et al., 2011; HAQ et al., 2012).

Segundo Oliveira (2007) sao multiplas as causas de variagdes na proporgao
sexual em drosofilideos, podendo ter origem genética, fisiolégica ou ambiental. O
principio de Fisher (1930) postula que uma populacado bem adaptada, supostamente,
apresenta ambos os sexos em proporgdes iguais (1:1). Entretanto, em organismos
de reproducdo sexuada, a selecao natural pode apresentar intensidade diferencial

em relacio a um dos sexos, resultando em distorcbes nessa proporcao



24

(SREERAMA e KRISHNAMURTHY, 1973), tal fato € reconhecido e estudado em
insetos (SEGER e STUBBLEFIELD, 2002).

Aceitando-se o principio de Fisher (1930) para a populagdo utilizada no
presente estudo, entende-se que a proporgao entre machos e fémeas é igual. Nao é
possivel determinar o sexo das moscas durante a fase larval, portanto, o sexo dos
individuos que nao sobreviveram até a fase adulta ndo foi determinado. No entanto,
e fato que a morte dos individuos antes de atingirem a fase adulta de qualquer forma
ira afetar a proporcéo sexual.

Nesse sentido, foram analisados aspectos ecolégicos em D. mercatorum, no
que se refere a proporcao sexual, verificando possiveis distorgcbes decorrentes do
estresse por arsénio como um fator ambiental, considerando-se o sexo dos
individuos que foram capazes de sobreviver até a fase adulta. Considerando a=0,05
€ aceita a hipotese de que os dados referentes a distribuicdo de machos e fémeas
nas tréplicas sao normais pelo teste de Shapiro-Wilk onde obteve-se W= 0,9819 e p
=0,8061.

As médias de sobrevivéncia até a fase adulta entre machos e fémeas obtidas
podem ser consideradas homogéneas, onde F=1,9338 e p =0,08567, o que atesta a
hipotese de que as variancias da populagéo sao iguais (a=0,05).

Nao ha diferencas estatisticas significativas (a=0,05) relacionadas ao sexo
quanto a capacidade dos individuos de sobreviverem em ambientes contaminados
por arsénio. Aceitando essa hipotese, foram realizadas anadlises estatisticas
desconsiderando o género dos individuos, aceitando os totais de sobrevivéncia
dentro de cada ensaio teste em cada uma das tréplicas (figura 01).
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Figura 01 — Médias de sobrevivéncia de individuos da espécie Drosophila mercatorum até a fase
adulta quando submetidos a estresse por arsénio durante 7 dias, por tréplica, independente do sexo.

Letras iguais indicam médias estatisticamente semelhantes (a=0,05).

A normalidade e homogeneidade dos dados foram confirmadas pelo teste de
Shapiro-Wilk (W= 0,9713 e p= 0,8213) e pelo teste de Levene (F= 0,7719 e p=
0,5879). Foram detectadas diferengas significativas para as taxas meédias de
sobrevivéncia ao comparar o controle com o tratado de concentragdo 25 mg L' de
arsénio que apresentou p= 0,0416 considerando-se a=0,05.

4.5.2 Determinacgao da CLsg

O teste Trimmed de Spearman-Karber foi realizado de acordo com a
metodologia descrita por Hamilton et al (1977) com o intuito de estimar o valor da
CLso para o arsénio com intervalo de confianca de 95 %. O valor obtido foi CLso=
20,997 (15,93< CLsy 227,63) mg L' de arsénio. As diferencas estatisticas

demonstradas anteriormente corroboram com o valor estimado para CLso.
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Goldstein e Babich (1989) ao realizarem testes para determinagdo da CLsg
para o arseniato de sodio utilizando individuos adultos de D. melanogaster, por meio
de regressao linear obtiveram o valor de 0,79 mM/L de Na;HAsO4 ou seja, 59,453
mg L™". Esse valor aproxima-se do triplo do detectado no presente estudo para D.
mercatorum, o que indica uma maior sensibilidade ao efeito toxico dessa substancia
na linhagem em analise. E apontado por Goldstein e Babich (1989) que as larvas
sdo mais susceptiveis a efeitos toxicos em comparagdo aos adultos, o que poderia
ser uma causa para a maior sensibilidade encontrada para D. mercatorum.

Apesar de nao terem sido testadas taxas de reproducao e natalidade frente a
contaminagao por arseniato no experimento em analise, provavelmente o valor de
CLso obtido para a linhagem tenha uma boa aproximagao do real ao considerarmos
o perfil r-estrategista do género Drosophila e os pronunciados efeitos causados pelo
arsénio sobre as asas dos individuos que se desenvolveram nos meios de cultura
contaminados (dados ndo mostrados).

De acordo com Markow e O’Grady (2008) a longo prazo é esperado que
fatores evolutivos reflitam a adaptagdo a parametros ecologicos, contudo,
atualmente fatores bidticos e abidticos variam muito no tempo e no espaco.
Evidentemente testes in vitro ndo s&o capazes de simular variaveis presentes na
natureza, como por exemplo, o comportamento e as possiveis formas de
contaminagao de D. mercatorum pelo arsénio em seu ambiente natural. Contudo,
dessa forma podem-se estimar possiveis respostas dos individuos e até mesmo
encontrarem-se parametros passiveis de utilizagcdo para a detecg¢ao da presenca de

niveis toxicos do arsénio no ambiente.

4 5.3 Perfil Esterasico

Foram observados 8 Joci com atividade esterasica, sendo 6 deles
preferencialmente a-esterases, 1 preferencialmente B-esterase e 1 a-B-esterase,
tanto para machos quanto para fémeas.

Dentre os padrbes de expressdao dos Joci com atividade esterasica
observados, nao foi detectada a inibicdo de nenhum Jlocus em virtude do estresse
causado pelo arsénio, contudo foram detectadas ativacbes e aumento na

intensidade de expressao de varios /oci.



O perfil de expressao obtido € o mesmo, independente do sexo das moscas.
Portanto, os resultados sdo apresentados e discutidos de maneira agrupada, haja
vista que ao separar os sexos as mesmas afirmacdes seriam desnecessariamente
repetidas. Os géis resultantes das tréplicas referentes aos machos estao dispostos

nas figuras 02, 03 e 04 e os das fémeas nas figuras 05, 06 e 07.

cC T50 T50 T5,0 T10,0T10,0T10,0 T15,0 T 15,0 T 15,0 T 20,0 T 20,0 T 20,0 T 25,0 T 25,0 T 25,0

EST-8

EST-7C
EST-7B

EST-7A

EST-6A
EST-5

EST-2A

Figura 02 — Atividade esterasica dos individuos macho de D. mercatorum pertencentes a Tr1

submetidos a estresse por arsénio durante 7dias. C=Controle; T= Teste e respectiva concentracao.

CcC T50 T50 T5,0 T10,0T10,0 T10,0T15,0 T15,0T15,0 T20,0T20,0T20,0T25,0T 25,0 T 25,0
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EST-7C

EST-7B
EST-7A

EST-6B
EST-6A

EST-5

EST-4

EST-3
EST-2B
EST-2A

EST-1

Figura 03 — Atividade esterasica dos individuos macho de D. mercatorum pertencentes a Tr2

submetidos a estresse por arsénio durante 7dias. C=Controle; T= Teste e respectiva concentragao.
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T50 T50 T5,0 T10,0 T10,0T 10,0 T15,0T 15,0 T 15,0 T 20,0T 20,0 T20,0T 25,0 T 25,0 T 25,0
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EST-7B
EST-7A
EST-6B
EST-6A

EST-4 I--l-l
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Figura 04 — Atividade esterasica dos individuos macho de D. mercatorum pertencentes a Tr3

submetidos a estresse por arsénio durante 7dias. C=Controle; T= Teste e respectiva concentragao.

T50 T50 T50T10,0T10,0T10,0 T150T15,0T150 T20,0T20,0T20,0 T25,0T250T25,0

EST-8
EST-7C
EST-7B
EST-7A
EST-6B
EST-6A

Figura 05 — Atividade esterasica dos individuos fémea de D. mercatorum pertencentes a Tr1

submetidos a estresse por arsénio durante 7dias. C=Controle; T= Teste e respectiva concentragao.
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T50 T50 T50 T10,0T10,0T10,0 T15,0 T 15,0 T 15,0 T200T200T200 T250 T25,0T 25,0
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Figura 06 — Atividade esterasica dos individuos fémea de D. mercatorum pertencentes a Tr2

submetidos a estresse por arsénio durante 7dias. C=Controle; T= Teste e respectiva concentragéo.

C T50 T50 T5,0 T10,0T10,0T 10,0 T15,0 T15,0T 15,0 T 20,0 T 20,0 T 20,0 T250 T25,0T 25,0

EST-8
EST-7C
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EST-6B

EST-6A

EST-4

EST-3
EST-2B
EST-2A

EST-1

Figura 07 — Atividade esterasica dos individuos fémea de D. mercatorum pertencentes a Tr3

submetidos a estresse por arsénio durante 7dias. C=Controle; T= Teste e respectiva concentracao; —

Proteina dimérica em heterozigose.

As bandas com coloragdo escura nos géis representam a atividade das a-
esterases tratando-se de EST-1, EST-2, EST-3, EST-4, EST-5 e EST-8. A atividade
das B-esterases é representada pelas bandas com coloracdo avermelhada, sendo
EST-7A, EST-7TB e EST-7C. As bandas com coloragdo preto-avermelhada
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representam atividade das a-p-esterases o que pode ser observado em EST-6A e
EST-6B.

Os loci EST-1, EST-3, EST-4, EST-5 e EST-8 sdao monomorficos e
monomeéricos. O locus EST-5 foi encontrado somente em machos, no entanto, ja foi
também encontrado em fémeas durante outras analises (dados ndao mostrados),
aparecendo sempre de forma esporadica. Detectou-se polimorfismo para o locus
EST-7 que apresentou 3 formas distintas, EST-7A, EST-7B e EST-7C, sendo
monomeérico. O locus EST-6 é formado por EST-6A e EST-6B e € dimérico (figura
07).

Mouches et al (1987) consideram que processos de resisténcia e
detoxificagdo estejam ligados a modificagbes estruturais e/ou mudangas nos
padrées e no volume com que as esterases sao expressas. Embora ndo exista
nenhum método simples para distinguir entre estes dois tipos de mecanismos, é fato
que esse conhecimento poderia melhorar a nossa compreensdo da dindmica
evolutiva de resisténcia. Quando tracamos o perfil esterasico de D. mercatorum
frente ao estresse com arsénio buscamos nos aproximar desses conceitos.

Ao observar os zimogramas torna-se evidente a ativagdo da a-EST-4 de
maneira geral em todas as concentragcdes de arsénio testadas, estando essa
ausente em todos os individuos controle, portanto, é possivel inferir que a ativacao
do locus codificador desta enzima esteja de alguma forma relacionada a resisténcia
e detoxificagado, ou mesmo a condigao de estresse pelo arsénio em D. mercatorum.

Outro fator interessante é a distribuicdo com que aparecem as bandas de
EST-1, EST-2A, EST-2B e EST-3. Estas esterases estdo presentes de forma quase
nula nos individuos controle, aparecendo nos individuos submetidos ao arsénio. E
possivel interpretar que estas enzimas também estejam ligadas a processos de
detoxificagcdo e resisténcia ao estresse causado pelo arsénio, evidenciando a
diversidade genética da espécie e as consequentes possiveis diversidades
relacionadas a esses processos.

Wilczek et al (2003) ao analisarem o efeito de metais sobre espécies de
aranhas também encontraram respostas enzimaticas heterogéneas nos individuos e,
afirmam ainda que ao longo do tempo individuos sujeitos a altas concentracdes de
metais tendem a desenvolver melhores formas para tolerar e resistir a eles e que a
resposta enzimatica tende a tornar-se mais homogénea dentro dos grupos a quais

pertencem.
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De maneira geral, todas as (3-esterases detectadas parecem ter sua atividade
relativa aumentada quando se observa a partir do controle, dirigindo-se para as
concentracbes mais altas de arsénio, o que é evidenciado pelo aumento do
contraste das bandas no gel. Dentre elas, destacamos o pronunciado aumento na
intensidade de EST-7B a medida que aumenta a concentracdo de arsénio testada,
em algumas das amostras testadas, conforme demonstrado pela analise

densitométrica (Figuras 08 e 09).

Densidade Relativa

o

T T T

I I I
5 10 15 20 25
Concentragao (mg/L)
Figura 08 — Densidade relativa de EST-7B em machos de Drosophila mercatorum submetidos a
estresse por diferentes concentragbes de arsénio durante 7 dias. A esterase utilizada como padréao
pertence ao controle e apresenta densidade relativa = 1,00. As EST-7B analisadas pertencem a Tr3

mostrada na figura 04.
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Figura 09 — Densidade relativa de EST-7B em fémeas de Drosophila mercatorum submetidas a
estresse por diferentes concentragdes de arsénio durante 7 dias. A esterase utilizada como padréo
pertence ao controle e apresenta densidade relativa = 1,00. As EST-7B analisadas pertencem a Tr2

mostrada na figura 04.

Ding e Wang (2006) testando D. melanogaster, encontraram a presencga de
uma esterase adicional em faixas de concentracédo entre 40 e 80 mg L™" de cobre.
No caranguejo Eriocheir sinensis, baixas doses de cadmio também aumentam a
atividade esterasica (WANG et al, 2001). Mukanganyama et al (2003)
demonstraram que o acido hidroxamico presente em cereais € capaz de diminuir a
atividade esterasica em uma espécie de afideos e que essa diminuigao potencializa
o efeito de inseticidas sobre eles. As esterases tem sido utilizadas como
biomarcadores especificos e ndo-especificos para efeitos causados por inseticidas,
metais e demais substéncias téxicas (MIGULA et al., 1999; THOMPSON, 1999;
WALKER, 2001; WILCZEK et al., 2003). Portanto, o aumento na atividade relativa
das B-esterases de D. mercatorum pode estar relacionado a processos de tolerancia

e resisténcia ao arsénio.
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Nestes termos € possivel especular algumas razbes para o padrao
observado. A primeira consiste no fato de que o arsénio pode ter sido utilizado como
co-fator, dessa forma, aumentando a atividade enzimatica relativa ao compararmos
a atividade esterasica do controle com os tratamentos. A segunda € a de que sua
presenca pode ter feito com que a atividade de algumas enzimas, que possuem
acao detoxificadora, tenha sido aumentada. Uma terceira razdo poderia ser o
aumento na sintese dessas enzimas o que também resultaria no aumento da
intensidade da atividade enzimatica relativa. E fato que, as larvas que deram origem
aos adultos sobreviventes, nos tratamentos, ficaram em contato com o arsénio
durante todo seu processo de desenvolvimento, portanto, todas as razdes

apresentadas se tratam de possiveis respostas a esse contato.
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4.6 CONCLUSAO

A presenca das diferentes concentracbes de arsénio nos tratamentos nao
alterou a proporcao sexual da linhagem de D. mercatorum testada, com relagao a
proporgao sexual do controle.

O padrao esterasico de D. mercatorum é afetado pela presenca do arsénio
nos tratamentos. O arsénio ndo inibe a atividade de nenhuma das esterases
detectadas, no entanto, é possivel que promova a ativagao e o aumento na atividade
de algumas delas.

As taxas de sobrevivéncia e os perfis esterasicos gerados demonstram a
sensibilidade da espécie a presencga do arsénio, dessa forma seria possivel utiliza-la
como bioindicador, contudo, a exploragcao desses parametros requer estudos mais
apurados.

Sendo o trabalho pioneiro, acreditamos na necessidade de mais estudos
dentro dessa linha, que possam contribuir para elucidar uma série de questdes
acerca dos mecanismos bioldgicos de tolerancia, resisténcia e detoxificacdo de

compostos de arsénio em D. mercatorum.
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