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O Merctrio (Hg) ¢ em um metal pesado de relevancia toxicologica cuja contaminacao
ambiental decorre principalmente de atividades antropogénicas. Dentre os mecanismos
moleculares envolvidos na toxicidade do Hg estio um aumento na producdo de espécies
reativas de oxigénio, diminui¢cdo na atividade de enzimas antioxidantes ¢ modulacdo da
fosforilagdo de proteinas que participam de vias de transducao de sinal celular, entre estas
as Proteinas Cinases Ativadas por Mitogenos (MAPKSs). Estudos apontam Drosophila
melanogaster como um organismo que apresenta um consideravel potencial para atuar
como um bioindicador de contaminantes ambientais, apresentando alteragdes bioquimicas e
comportamentais similares a efeitos observados em mamiferos. Deste modo, nossos
resultados demonstraram que o HgCl,, quando incorporado na dieta junto com sacarose em
D. melanogaster, causa significativa diminui¢ao da viabilidade das mesmas a partir de 24h
de modo dependente de concentragcdo utilizada do composto. Além disso, apos 48h de
exposi¢ao ao Hg(Il) as moscas tratadas com concentragdes a partir de 100uM obtiveram
prejuizos no desempenho locomotor, diminuicdo na atividade das enzimas:
Acetilcolinesterase (Ache), Glutationa Peroxidase (GPx) e Superéxido Dismutase (SOD),
ndo alterando a atividade da Catalase (CAT). Na analise dos genes de D. melanogaster,

através do método de Real time-PCR, observou-se que os niveis de RNAm da SOD, CAT e
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NF-E2-relacionados fator 2 (Nrf2) ndo foram alterados em comparacdo ao grupo controle,
sendo que os niveis de HSP83 foram aumentados em 10 vezes. Além disso, a partir de 6h
de tratamento as moscas demonstraram inducao na peroxidagao lipidica e estresse oxidativo
efeito este que persistiu até as 48h de tratamento. Na medicdo dos niveis de Hg, expressa
em pg de Hg/g de tecido, observou-se que as moscas tratadas por 48h com HgCl,
apresentaram 100 vezes maiores niveis de Hg em comparagdo ao grupo controle. Com
relagdo a analise da modulacdo de MAPKs pelo tratamento com HgCl, observou-se
aumentada fosforilagdo de JNK e ERK, sem alterar a fosforilagdo de p38M***, bem como o
conteudo total destas proteinas. HgCl, levou a uma elevacdo na clivagem da proteina
PARP, indicativo da indu¢do de morte celular do tipo apoptdtica. Os dados obtidos neste
trabalho ressaltam a toxicidade do Hg(Il) e estendem o conhecimento sobre seus
mecanismos de a¢do para um modelo animal de invertebrado, além disso, o presente estudo
aponta o sistema antioxidante e vias de transducdo de sinal celular como mecanismos

comuns envolvidos na toxicidade deste metal em vertebrados e invertebrados.

Palavras-chave: Mercurio, Drosophila melanogaster, MAPK, Estresse Oxidativo.
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Mercury (Hg) consists in a heavy metal with toxicological relevance whose contamination
is mainly attributed to anthropogenic activities, leading to environmental contamination. It
is known that an induction in oxidative stress caused by increased production of reactive
oxygen species and/or decrease in antioxidant enzymes activity and a modulation of
phosphorylation of proteins that participate in processes of cellular signaling transduction,
as Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPKs) represent molecular mechanisms
implicated in Hg toxicity in rodents and other vertebrates. Studies from the literature have
been pointing Drosophila melanogaster as an organism with considerable potential to be
used as a bio indicator organism to monitoring the presence of environmental contaminants,
presenting biochemical and behavioral effects in response to contaminants similarly to
those observed in mammals. Thus, our results showed that HgCl,, when incorporated
through the diet with sucrose in D. melanogaster, causes a significant decrease in viability
of flies from 24h in a concentration dependent manner. Moreover, after 48h of exposure,
the flies treated with Hg 100uM presented deficits in locomotor performance, decrease in
the activity of enzymes: acetylcholinesterase (AChE), glutathione peroxidase (GPx) and
Superoxide dismutase (SOD), without alteration in catalase activity (CAT). In this study,
gene expression of D. melanogaster was evaluated by the method of Real-Time PCR. It

was observed that mRNA levels of SOD, CAT and NF-E2-associated factor 2 (Nrf2) were



not altered by Hg (II) treatment when compared to the control group, however, Hsp83
expression was10 times increased. Additionally, from 6h of treatment with Hg (II) 100 uM
it was verified an induction of lipid peroxidation and oxidative stress, these effects persisted
until 48 h of treatment. In the present study, the amount of Hg in the treated and control
flies was measured and expressed in ug Hg / g tissue. It was observed that the flies treated
for 48h with HgCl, (100 uM) presented higher levels of Hg than the control group (100
times increase). With regard to the modulation of signaling pathways by Hg (II) treatment,
the metal caused an increase in phosphorylation levels of ERK and JNK without altering
phosphorylation of p38 as well as the total content of these proteins. Hg (II) exposure
caused an induction of PARP cleavage, indicating an induction of apoptotic cell death. In
conclusion, the data obtained over this work draw attention to the Hg (II) toxicity and help
to extend the knowledge about the mechanisms involved in the toxicity of this metal in
invertebrates. In addition, this study points the antioxidant system and modulation of
specific signaling transduction pathways as common mechanisms mediating the toxicity of

Hg (IT) in vertebrates and invertebrates.

Keywords: Mercury, Drosophila melanogaster, MAPK, Oxidative Stress.
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APRESENTACAO

Nos itens INTRODUCAO ¢ REVISAO BIBLIOGRAFICA, consta uma revisio
da literatura sobre os temas trabalhados nesta dissertagao.

A metodologia realizada e os resultados obtidos que fazem parte desta dissertacao
estdo apresentados sob a forma de um manuscrito, que se encontra no item
MANUSCRITO. No mesmo constam as secOes: Materiais ¢ M¢todos, Resultados,
Discussao e Referéncias Bibliograficas.

Os itens DISCUSSAO ¢ CONCLUSOES, encontradas no final desta dissertacgao,
apresentam descri¢des, interpretacdes e comentarios gerais sobre os resultados do
manuscrito presente neste trabalho.

As REFERENCIAS referem-se somente as citagdes que aparecem nos itens
INTRODUCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA, DISCUSSAO ¢ CONCLUSOES

desta dissertacao.
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1. INTRODUCAO

O Merctrio (Hg) ¢ um elemento que ocorre naturalmente na crosta terrestre e,
embora apresente propriedades unicas que o tornam 1til para muitos propositos, o Hg ndo
apresenta qualquer papel nos processos vitais sendo um metal pesado toxico com efeitos
deletérios sobre o ambiente e os organismos vivos (Boening, 2000).

O Hg estd presente no ambiente de diferentes formas sendo: merctrio elementar
(Hg"), mercurio inorganico (HglIl) e organico (MeHg). O Hg pode ser encontrado em
pequenas concentracdoes nos diferentes compartimentos terrestres (biosfera, atmosfera,
litosfera e hidrosfera) havendo fluxo continuo deste metal, através de um ciclo
biogeoquimico o qual esta representado na Figura 1 (Azevedo, 2003). Neste ciclo ocorrem
seis principais etapas onde o Hg pode ser biotransformado para formas mais ou menos
toxicas deste metal sendo: (1) desgaseificacdo do Hg a partir dos solos e dguas superficiais,
ou pelas emissoes dos vulcoes e das atividades humanas; (2) o movimento em forma gasosa
através da atmosfera; (3) a deposicdo do Hg em 4guas e superficie da terra; (4) a conversao
do elemento em sulfeto de Hg insoluvel ; (5) a precipitacdo ou bioconversdo em formas
mais volateis ou soluveis, como o Metil-Hg e; (6) a reentrada na atmosfera ou sua
bioacumulacdo em cadeias alimentares (ex. plancton — peixes herbivoros — peixes

carnivoros — homens ou animais) (Johannesson, 2002).
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FIGURA 1: Ciclo biogeoquimico do mercirio no ambiente como resultado das atividades
naturais (ex. atividade geotérmica) e antrdopicas (ex. acio humana pela queima de
combustiveis fosseis e as atividades de fundicdo). Ambas as atividades liberam vapor de Hg na
atmosfera, que é oxidado fotoquimicamente para voltar ao Hg inorgéinico depositando-se em

solos e corpos d’agua. Fonte: http:/www.mercury.utah.gov/atmospheric_transport.htm

Hg ¢ considerado uma neurotoxina bem documentada que pode causar danos
permanentes ao sistema nervoso central (Crespo-Lopez et al., 2005). Os ions de Hg tém a
capacidade de formar complexos muito fortes com os grupos sulfidrilas (—SH) das proteinas
(presentes no aminodcido cisteina), afetando varios processos entre eles a formagdo do fuso
mitético causando a perda de cromossomos durante as divisdes celulares, estando assim este
processo diretamente ligado a genotoxicidade do Hg (Rodgers et al., 2001; Thier et al., 2003;
Stoiber et al., 2004; Bonacker et al., 2005). Além disso, apresenta-se como um elemento
capaz de causar danos nefrotoxicos (Zalups, 2000), hepatotoxicos (Larini et al., 1997),
aumento na concentragao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e diminui¢ao das defesas
antioxidantes (deplecdo de GSH, inibicdo de enzimas como catalase, GPx entre outras)
(Hultberg et al., 2001; Farina et al., 2003; Wataha et al., 2008; Franco et al., 2009), bem

como outros efeitos adversos em tecidos neurais (Mirzoian & Luetje, 2002) e no sistema
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imunologico onde auto-imunidade e imunosupressao t€ém sido relatados (Lalancette et al.,
2003; Gagnaire et al., 2004; Mellegard et al., 2004). Neste sentido a deteccao e controle dos
niveis de mercario no ambiente ¢ de alta relevancia para a saude publica e no ambito do
desenvolvimento sustentavel (Frasco et al. 2007).

Os compostos de mercurio sdo extremamente toxicos e, portanto, diversas
precaugdes devem ser tomadas para evitar qualquer inalagdo ou contato da pele com estes
agentes ou solugdes dos mesmos (Korbas et al., 2011). Diversos estudos com diferentes
formas de Hg demonstraram que o MeHg ¢ a espécie de Hg de maior toxicidade (Carmona
et al., 2008). Por outro lado, anualmente toneladas de HgCl, sdo liberadas na atmosfera
originadas principalmente de processos industriais e de residuos urbanos (Boujbiha et al.,
2009) deste modo, mais estudos com a forma HgCl, precisam ser realizados a fim de
compreender ndo s6 o ciclo quimico e da dindmica ambiental do merctrio inorganico, mas
também para avaliar os efeitos dessa forma de Hg na biota que ¢ submetida a sua exposi¢ao
(Azevedo-Pereira & Soares, 2010).

A resposta de uma célula ao estresse pode envolver varios mecanismos bioquimicos
entre estes a ativagdo de cascatas de sinalizagdo estimulando alteragdes metabdlicas,
génicas e fisicas permitindo que as células encontrem respostas especificas a mudangas nas
condi¢des ambientais (Dumaz & Marais, 2005). Dentre estes mecanismos a modulagdao da
fosforilagdo de proteinas membros da familia de proteinas quinases ativadas por mitogeno
(MAPKSs) em organismos submetidos a estresse ambiental tem recebido atencao especial.

As MAPKs representam uma familia de proteinas altamente conservadas entre
diferentes espécies e desempenham importantes fung¢des regulatorias na fisiologia das
células, sendo envolvidas em processos como morte celular, proliferacdo, diferenciacao e
resposta adaptativa (Chang e Karin, 2001; Leal et al., 2006). Os membros desta familia de
proteinas s3o, proteina quinase regulada por estresse extracelular (ERK1/2), c-Jun N-
terminal quinase (JNK1/2) e a p38. Quando duplamente fosforiladas em residuos de
treonina e tirosina estas proteinas sdo ativadas podendo entdo fosforilar e ativar outros

componentes em sua via de transducdo de sinal (Chang e Karin, 2001).
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FIGURA 2: Proteinas pertencentes a familia das MAPKSs. As proteinas cinases
ativadas por mitogenos (MAPKSs), compdem um grupo de proteinas serina-treonina
cinases que atuam na regulacio de diversas funcdes celulares sendo conservadas

evolutivamente desde organismos unicelulares a seres mais complexos.

A ativacdo de MAPKs tem sido observada em resposta a estresse osmotico, estresse
oxidativo, exposi¢do as citocinas e injuria toxica (Cowan e Storey, 2003). Metais pesados,
em especial o Hg, tém demonstrado afetar as vias de transducdo de sinal intracelular em
estudos realizados em mamiferos, dentre as quais o mercirio aumentou a fosforilagao de

JNK em rim de coelhos (Turney et al., 1999) e estimulou a fosforilagdo de ERK1/2 e p38



em linhagem de células leucémicas (Haase et al., 2011). Entretanto, ndo ha estudos
relacionados aos efeitos do mercurio sobre a fosforilagdo de MAPKs em modelos nao
mamiferos, dada a relevancia destas proteinas em importantes eventos celulares nestes
organismos como na resposta imune e embriogénese (Stronach & Perrimon, 1999).

A mosca da fruta Drosophila melanogaster ¢ os humanos compartilham intimeros
genes, conservam vias metabodlicas e sinalizadoras e, além disso, ha uma crescente
evidéncia de conservacao a nivel comportamental e de seus mecanismos moleculares,
incluindo ritmos circadianos, aprendizagem, memoéria e sono, bem como, mais
recentemente, estdo sendo empregados como modelos animais de doengas que afetam o
sistema nervoso como, por exemplo, a doenca de Parkinson e Mal de Alzheimer (Nichols,
2006; Yang, 2006, Benton, 2008; Bagatini et al., 2011).

Apesar dos intimeros estudos, os mecanismos de toxicidade do Hg ndo sdo
totalmente compreendidos. Além disso, considerando a diversidade de organismos que se
tornam alvo da contaminacdo ambiental por este metal, torna-se necessario expandir estes
estudos para modelos animais nao mamiferos. Alguns estudos demonstraram que
Drosophila melanogaster pode contaminar-se por metais a partir de sua dieta, sendo o
intestino do animal o principal local para a absor¢do de nutrientes e acumula¢do de metais
como foi observado com o ferro, cobre e zinco (McNulty et al., 2001; Egli et al., 2006;
Wang et al., 2009).

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo geral investigar possiveis
alteragdes bioquimicas e comportamentais decorrentes da exposicdo da mosca da fruta
Drosophila melanogaster ao HgCl,, tendo como alvo vias de transducdo de sinal

intracelular bem como a atividade e expressao génica de enzimas antioxidantes.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

A fim de obter mais informagdes sobre o potencial toxicoldgico, bem como o0s
efeitos bioquimicos e comportamentais das classes de compostos de Hg em invertebrados o
presente estudo objetivou investigar possiveis alteragdes bioquimicas e comportamentais

decorrentes da exposi¢do da mosca da fruta Drosophila melanogaster ao HgCl,.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

= Avaliar o efeito da ingestdo do HgCl, aliado a dieta de D. melanogaster sobre a
performance locomotora;

= Avaliar o efeito da ingestdo do HgCl, aliado a dieta de D. melanogaster sobre a
viabilidade;

= Analisar a atividade de enzimas antioxidantes (Catalase, Glutationa S-Transferase,
Glutationa Peroxidase e Superdxido Dismutase) em D. melanogaster apds a
ingestao de HgCly;

= Determinar os niveis de estresse oxidativo pela oxidacdo de DCF-DA em D.
melanogaster frente a toxicidade de HgCly;

= Determinar a inducao de lipoperoxidagdo em D. melanogaster frente a toxicidade de
HgCly;

= Determinar os niveis de Hg em D. melanogaster ap0ds a exposicao ao HgCl;

= Avaliar a expressdo gé€nica das proteinas (MPK2, HSP83, NRF2, SOD e CAT) de
D. melanogaster frente a toxicidade de HgCl,, através da técnica de PCR em tempo
real, com primers especificos e comparar estes dados com os resultados obtidos a
partir da andlise da atividade dasenzimas antioxidantes.

» Investigar a fosforilagdo e expressdo de proteinas MAPK, ERK, JNK e p38“*™ bem

como a inducdo de morte celular apoptdtica pela exposi¢dao ao Hg(II).



3. JUSTIFICATIVA

O Merctrio (Hg) ¢ em um metal pesado de relevancia toxicologica cujos
mecanismos moleculares envolvidos na toxicidade inclui-se o aumento na produgdo de
EROs, diminui¢ao na atividade de enzimas antioxidantes e modulagao da fosforilacdo de
proteinas Cinases Ativadas por Mitogenos (MAPKSs), que ao mesmo tempo pode causar
danos permanentes ao sistema nervoso central, rins e figado de mamiferos. Estudos prévios
de nosso laboratério apontam Drosophila melanogaster com um organismo que apresenta
um consideravel potencial para atuar como um bioindicador de contaminantes ambientais,
apresentando alteragdes bioquimicas e comportamentais similares a efeitos observados em
mamiferos. Deste modo, se faz necessario expandir este conhecimento pela investigacdo de
possiveis alteragdes génicas, comportamentais e bioquimicas em resposta a intoxicagao de
D. melanogaster com Hg (II), contribuindo assim para a elucidagdo dos mecanismos que
medeiam a toxicidade deste metal em insetos, dada a importancia destes na manutencao do
equilibrio dos ecossistemas, além de contribuir para uma melhor caracterizagdo deste

modelo para o estudo de toxinas.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 MERCURIO

Desde os tempos imemoriais, 0 mercurio tem servido para uma série de finalidades
pela humanidade (Azevedo et al., 2003). Os povos antigos ja conheciam bem a forma
metalica do elemento, porém nao sabiam o poder toxicoldgico que este apresentava; para os
antigos assirios, chineses, hindus e romanos o mercurio era utilizado para tratar males como
dos olhos, ouvidos, pulmdes, intestinos e pele apresentando também propriedades
afrodisiacas e medicamentosas que prolongariam a vida (D’itri, 1972; Damluji, 1976;
Queiroz, 1995; Yamada et al., 1997). Atualmente o Hg ¢ utilizado em diversas atividades
industriais, na produgdo de tintas, fungicidas e eletronicos, na medicina, em instrumentos
cientificos (barometro e termometro) (Salgado, 1996; Schoeny, 1996; Clarkson, 1997;
Magos, 1997; Broussard et al., 2002; Azevedo, 2003).

O Merctrio, elemento quimico de numero atdomico 80, tem o simbolo Hg (derivado
da palavra hidrargirio), encontra-se no grupo II B da tabela periddica de classificagdo dos
elementos junto com o cadmio e o zinco. O Hg ¢ um metal pesado bem estudado com alto
poder de toxicidade em varias células, sistemas e 6rgaos (Guo et al., 1998; Silbergeld et al.,
2000). No ambiente, desde meados de 1980, estudos ja demonstravam que cerca de 200
toneladas de compostos de Hg s@o introduzidas anualmente, como efluentes de industrias
(Shaffi, 1981). Através destes indicios de toxicidade ambiental, se fez necessario o inicio de
maiores estudos que demonstrassem os efeitos desta toxicidade em organismos vivos como,
por exemplo, peixes e mamiferos (Bloom et al., 1982; Liu & Lin-Shiau, 2002). Aliado a
isso se fez necessario uma analise dos niveis de Hg em pessoas que apresentavam consumo
diario de peixes oriundos de regides com ampla atividade industrial, sendo confirmado que
estas tinham aumento nos niveis de Hg em 1,82 vezes acima do que aquelas que
eventualmente incluiam estes a sua dieta, o que afirma a transferéncia e acimulo deste
metal na cadeia trofica alimentar (Latshaw et al., 2006).

A maior parte do Hg presente nos solos estd fixada a matéria organica destes,

sobretudo ao material hiimico, podendo sofrer processos de eluicdo. Por essa razao, o



tempo de retencdo do Hg no solo ¢ longo, resultando no acumulo deste metal, podendo ser
lancado para a superficie das aguas. Nas aguas, a distribuicdo do Hg varia de acordo com a
época do ano, com a profundidade das colunas de 4gua e com os processos bioldgicos e
quimicos que podem ser efetuados (Azevedo, 2003).

Ha diferentes formas do mercurio e estas s3o comumente designadas “espécies”, o que ¢
conhecido como especiagdo (Azevedo, 2003) sendo as mais importantes o Hg elementar

(metalico), o Hg inorganico e Hg organico.

4.1.1 Mercurio Metalico

O merctrio metéalico ou mercurio elementar (Hg’) é a forma de Hg utilizada em
grande escala na industria (na confec¢do de termdmetros, amalgama dental, no processo de
purificacdo do ouro explorado pelo garimpo, € em uma variedade de outros produtos de uso
industrial e doméstico). Este tipo de Hg possui uma alta capacidade de volatizagdo em
temperatura ambiente (formando uma atmosfera de vapor de mercurio a qual ¢ facilmente
absorvida pelos pulmdes), auséncia de carga elétrica e lipossolubilidade, sendo possivel o
Hg metélico ter um grande poder de difusdo (simples difusdo) nas células dos tecidos.
Assim, ele atravessa facilmente as membranas celulares e pode ser transportado através das
barreiras hemato-encefalica e placentaria. Ao deixar o sangue, passando para os tecidos, o
Hg metalico ¢ mais rapidamente oxidado a Hg®’, e este ion merclrico tem menores
possibilidades de atravessar de volta (no sentido oposto) as membranas e barreiras, por ter
perdido a lipossolubilidade e ter se ligado entdo a proteinas celulares. A oxidacao funciona,
entdo, como uma “camara de retencao” para o Hg, determinando sua acumulagdo local e a
manifestagdo de sua toxicidade, esta que conta com o envolvimento da enzima Catalase
(CAT) e o peroxido de hidrogénio (H.O,). Além disso, esta forma inorganica de Hg
produzida (Hg’") pode permanecer por varios anos no cérebro e outros tecidos,
caracterizando assim o Hg como um elemento bioacumulativo (Hargreaves et al., 1988;

Takeuchi et al., 1989; Opitze et al., 1996; Braunwald et al., 2001; Azevedo, 2003).
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4.1.2 Mercurio Inorganico

O mercurio inorganico (Hg?") e seus derivados podem ser formados a partir do
mercurio metalico ou pela conversdo de formas organicas de mercurio a formas inorganicas
(Hg* e Hg"), sendo utilizado de diferentes formas como: o calomelano (cloreto mercuroso
ou Hg,Cl, — muito utilizado na agricultura como fungicidas), o HgCl, (atualmente
empregado como catalisador na industria quimica, sendo entdo possivelmente eliminado
nos efluentes liquidos industriais) dentre outras formas podendo ser encontrado em
cosméticos, produtos de limpeza e outros produtos domésticos (Wood et al., 1968; Ozuah,
2000; Azevedo, 2003). As propriedades fisico-quimicas dos compostos mercuriais
inorganicos estdo intimamente relacionadas ao anion ao qual o metal se liga como, por
exemplo, enquanto o nitrato e o sulfato de Hg possuem elevada hidrossolubilidade, o
cloreto de Hg ¢ bastante soliivel em solventes organicos (Azevedo, 2003).

Essa forma de Hg ¢ facilmente absorvida por ingestdo ou através da pele, mas ¢
relativamente pouco Hg®" que atravessa a barreira encefalica ou até mesmo as membranas
bioldgicas, sendo assim excretado através da urina e/ou fezes (Takeuchi et al., 1989;
Clarkson, 2002). Por isso, devido a essa dificuldade de atravessar as membranas bioldgicas,
a forma inorganica de mercurio tem como principal sitio de toxicidade o meio extracelular,

bem como as membranas celulares (Friberg e Mottet, 1989).

4.1.3 Merctrio Organico

O MeHg (Metilmercurio) € a principal forma organica encontrada na natureza, pois
¢ formada principalmente na metilacdo ou biometilagdo do Hg metalico liberado pelas
industrias em rios e corregos por bactérias metalogénicas em processos que sao
considerados relativamente simples (consistem na incorporacdo do Hg elementar, presente
no ambiente, por bactérias e organismos unicelulares pelas quais sdo ionizados). No
entanto, o mercurio i6nico ¢ prejudicial a essas bactérias, que tentam elimina-lo através da
metilacdo, transformando-o em MeHg que por ser lipossolivel ¢ mais facilmente eliminado

por organismos unicelulares (Wasserman et al., 2001).
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O etilmercurio (C,HsHg") é outra forma de mercurio organico, muito conhecida e
utilizada popularmente, o qual era encontrado no medicamento timerosal (Mertiolate), de
uso topico utilizado como anti-séptico (Braunwald et al., 2001), cuja industrializagao e
dispensacdo foi recentemente proibida. J4 o dimetilmercario ((CHs). Hg), uma forma
“supertoxica” de Hg encontrada quase que exclusivamente em laboratério € absorvido
facilmente através da pele. Porém, de um modo geral as formas organicas de mercario nao
tém boa absor¢do cutanea, sendo melhores absorvidas por inalagdo e ingestdao (Braunwald

et al., 2001).

4.1.4 Exposicio ao Hg e Mecanismos de Toxicidade

Agentes toxicos sdo substancias quimicas capazes de causar danos a quaisquer
sistemas biologicos, seja alterando seu funcionamento ou até mesmo causando a morte em
certos tipos de exposi¢ao (Oga et al, 2008). A exposicao ambiental e ocupacional a metais
pesados como mercurio, cadmio, cromo € chumbo ¢ considerada uma grande preocupagao
nos dias de hoje (De Celis et al., 1996).

O Hg ocorre normalmente em concentragdes pequenas, ao longo da biosfera,
atmosfera, litosfera e hidrosfera, havendo fluxo continuo deste metal ao longo destes
diferentes compartimentos através de um ciclo biogeoquimico (Azevedo, 2003). A longa
permanéncia na atmosfera de vapor Hg’ e sua oxidagdo para a forma soliivel inorgénica Hg
(IT) é considerada uma causa de contaminagdo de grandes quantidades de dgua e do solo
por este metal e, onde, conseqlientemente, se dd a bioacumulacdo em cadeias alimentares
(ex. plancton — peixes herbivoros — peixes carnivoros — homens ou animais) (Klaassen,
1996; Johannesson, 2002).

A exposicao a compostos de Hg pode causar efeitos adversos sobre os organismos
como: ser prejudicial a funcdo reprodutiva masculina alterando a funcdo da
espermatogénese, induzir dano celular em varios tipos celulares (cé€lulas renais, astrocitos,
células de linfoma, fibroblastos humanos e de células gengivais, células do epitélio alveolar
e de ilhotas pancraticas) (Mohamed et al., 1987; Reichl et al., 2001; Khan et al., 2004; Chen
et al., 2006; Reichl et al., 2006; Park et al., 2007; Yin et al., 2007; Yole et al., 2007; Rao &
Gangadharan, 2008).
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Em especial, o cloreto de Hg (HgCl,) quando presente no sangue em baixas
concentracdes o Hg ¢ transportado unido a alfa-globulina, mas quando em concentragdes
mais elevadas, em que ocorre saturagdo da alfa-globulina, o Hg associa-se a albumina (Lu
et al., 1972). Do sangue, o Hg atinge os tecidos e ¢ encontrado nos organismos (homens e
animais) causando danos permanentes ao sistema nervoso central, rins e figado (Larini et
al., 1997; Azevedo, 2003; Crespo-Lopez et al., 2005).

A toxicidade relativa dos sais inorganicos de Hg estd muito vinculadaa suas taxas de
absorcdo. Apods exposicOes aguda ou cronica de animais ou homens, seja por via
intravenosa, subcutanea ou oral, as maiores concentragdes de Hg sdo encontradas nos rins e
depois no figado. Essa distribuicdo justifica a evidéncia clinica de o rim ser um orgao
critico depois de exposicdes agudas ao Hg inorganico (Lu et al., 1972). A retengdo renal
prolongada do Hg provavelmente se deve ao complexo que este metal forma, neste orgao,
com a metalotioneina. O Hg estimula a sintese desta proteina, que € conhecida por ser a
transportadora de metais no organismo, sendo associado a isso um processo de protecao
renal pela ligagdo com o Hg (Mehra & Kannar, 1979; Doull et al., 1986). No entanto, essa
capacidade dos rins de acumular Hg ¢ limitada, pois a complexacdo tende a saturar com o
aumento das doses (Morcillo & Santamaria, 1996). Os ions de Hg tém a capacidade de
formar complexos muito fortes com os grupos sulfidrilas (—SH) das proteinas (presentes no
aminoacido cisteina), afetando varios processos entre eles a formagdo do fuso mitotico
causando a perda de cromossomos durante as divisdes celulares, estando assim este
processo diretamente ligado a genotoxicidade do Hg (Thier et al., 2003; Stoiber et al., 2004;
Bonacker et al., 2005; Su et al., 2008).

O SNC (Sistema Nervoso Central) ¢ um alvo para a toxicidade de diferentes
compostos de Hg, inorganicos e organicos, alterando pardmetros relacionados a funcao
sindptica e causando deficits comportamentais e neuropatoldgicos (Clarkson, 1997). Na
intoxicagdo cronica pelo Hg, tém sido observado sinais e sintomas caracteristicos como
mudancas comportamentais, tremores anormais (semelhantes aos encontrados em pacientes
com Mal de Parkinson — o que determina o Parkinsonismo) e reflexos exagerados,
polineuropatias e uma sindrome semelhante a esclerose lateral amiotrofica, disturbios
sensoriais, ataxia, disartria e dificuldades auditivas e visuais (Azevedo, 2003). Junto a isso,

a intoxicacdo por Hg inorganico parece estar relacionada a altera¢des no ciclo do sono:
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tanto pode haver ins6nia quanto o paciente dormir por longos periodos (Cardoso et al.,
2002).

O Hg ¢ eliminado do organismo dos mamiferos pelos rins, figado (via bile), mucosa
intestinal, glandulas sudoriparas e salivares, pele e leite (Swift, 1997). O mecanismo de
eliminacdo pelas glandulas sudoriparas ainda ndo foi bem elucidado, como acontece para
outros metais pesados (por exemplo, o arsénio € o chumbo) (Azevedo, 2003).

A toxicidade do Hg em organismos nao mamiferos, todavia ainda sdo poucos
explorados em se tratando de insetos. Todavia, a exposicdo do Hg em diversos organismos
demonstrou alteragdes no desenvolvimento de mosquitos (Chironomus riparius) e
nematoides (C. elegans), aumento na mortalidade e teratogenicidade de peixes, efeitos
neurotoxicos em modelos animais ¢ humanos e induziram efeitos genotoxicos na mosca da
fruta (Drosophila melanogaster) (Franco et al., 2007; Carmona et al., 2008; Azevedo-
Pereira & Soares, 2010; Nakano, 2010; Wu et al., 2010; Huang et al., 2011).

Portanto, estudos que investiguem alteragdes génicas, comportamentais e
bioquimicas em resposta a intoxicagdo por Hg em modelos experimentais ndo mamiferos,
como na mosca D. melanogaster, se fazem cada vez mais necessarios a fim de contribuir
para a elucidagdo dos mecanismos que medeiam esta toxicidade em diversos tipos de
organismos vivos, dada a importancia que cada um apresenta na manutenc¢ao do equilibrio
dos ecossistemas. Além disso, pesquisas com insetos contribuem para uma melhor
caracterizacdo de novos modelos alternativos para o estudo de toxinas e agentes toxicos,
sendo modelos economicamente acessiveis, de facil manipulagdo e de menores implicagdes

no ponto de vista ético.

4.2 ESTRESSE OXIDATIVO

Os Radicais livres (RL) sdo agentes oxidantes caracterizados como espécies
atdmicas ou moleculares que possuem um ou mais elétrons desemparelhados na sua orbita
externa, tornando-as espécies altamente reativas que agem como eletrofilos (Gillhan et al.,
1997). Dentre os oxidantes mais importantes envolvidos em processos patolégicos estdo as
espécies reativas de oxigénio (ERO) e as espécies reativas de nitrogénio (ERN) (Gillhan et

al., 1997; Sies, 1997).
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Em condigdes fisioldgicas normais, as ERO podem desempenhar importante papel
fisiologico na regulacdo da resposta imunologica, participando do processo fagocitico de
defesa contra infec¢des e atuando como fatores de transcri¢cao na sinaliza¢do intracelular,
induzindo a apoptose (Halliwell, 1994; Biesalski, 2002). Porém, quando produzidas em
excesso podem ocasionar uma grande variedade de reagdes deletérias no organismo
podendo assim lesionar diferentes estruturas celulares como exercer efeitos citotdoxicos
sobre os fosfolipidios de membrana resultando em peroxidagao lipidica, oxidacao protéica e
alteracOes na atividade das enzimas antioxidantes (Allen, 1998; Ananthan et al., 2003;
Seven et al., 2004; Oga et. al, 2008). No entanto, esse aumento na sua producdo e/ou
diminui¢do na sua eliminagdo gera um desequilibrio fisioldgico, e caracteriza o estresse
oxidativo que quando aliado a exposi¢cdo ao Hg leva a mutagdes, danos a biomembranas e
biomoléculas (proteinas, acidos nucléicos e lipidios) ocasionando, conseqiientemente,
morte celular por apoptose (Finkel & Holbrook, 2000; Halliwell & Gutteridge, 2000;
Junqueira & Ramos, 2005).

Além dos antioxidantes naturais oriundos da dieta, as células possuem a capacidade
de detoxificacio de EROs especificas, ajudando a manter os niveis fisiologicos destas
espécies reativas. Como principais antioxidantes endogenos temos a catalase (CAT), a
superoxido dismutase (SOD), a glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa reduzida (GSH),
sendo que estas biomoléculas fazem a detoxificacio de EROs e ERNs (Halliwell &
Gutteridge, 2000).

A enzima CAT atua na remocdo de H,O; estando relacionada a diversas patologias
ligadas a0 EO como neoplasias e doengas neurodegenerativas. Esta enzima possui o mais
alto poder de catdlise conhecido dentre as enzimas, dismutando o H,O, em oxigénio e
aguae diminuido assim sua permanéncia nas células (Rojkind et al., 2002; Klichko et al.,
2004). Em modelo de D. melanogaster, a superexpressao do gene da CAT apresentou um
modesto efeito protetor contra o EO, porém ndo alterou a expectativa de vida destes
organismos, confirmando que a superexpressao da enzima CAT pode estar associada a
efeitos protetores nas moscas desta espécie (Orr & Sohal, 1992).

A enzima SOD possui por fungdo catalisar a dismutacdo do radical superdxido; a
GPx, catalisar a reducao de H,O, através da glutationa reduzida (GSH) para formagao de

agua e glutationa oxidada (GSSH) (Oga et. al, 2008). A GST ¢ uma enzima importante,
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pois ela causa a polarizagdo de xenobidticos, tornando-os mais soluveis para sua eliminagao
pelos organismos, como, por exemplo, em insetos a maioria dos estudos relacionados a
GST diz respeito ao papel desta enzima no aumento da resisténcia destes animais aos

inseticidas (Townsend et al., 2003).

4.2.1 Estresse Oxidativo e Hg

O estresse oxidativo (EO) tem demonstrado possuir um papel importante nos
mecanismos implicados a toxicidade do Hg, neste caso, podendo ser induzido por uma
deplec¢ao de compostos tidis (principalmente GSH), por inibi¢do de enzimas antioxidantes,
ou ambos, causando danos celulares a biomoléculas e peroxidacao lipidica (Leonard et al.,
2004; Franco et al., 2007).

O HgCl, pode formular complexos organomercuriais com proteinas, estando este
fato associado a toxicidade deste metal, podendo assim desencadear uma situagdo de EO
(El-Shenawy & Hassan, 2008; Yang et al., 2011). Além disso, apos a exposicao ao Hg
estudos ja relataram que houve eventos como: a diminuigdo dos niveis de GSH em
diferentes tecidos e atividade das enzimas GPx e GR em camundongos e peixes, danos na
peroxidagdo lipidica e reducdo da atividade da CAT e GPx em bivalvos, a alteracdo no
desenvolvimento de nematoides machos aliado a alta produgdo de EROs e o
desenvolvimento de danos renais e hepatotoxicidade em ratos (Monteiro et al., 2010;

Ahmad et al., 2011; Liu et al., 2011; Yang et al., 2011; Deng et al., 2011).

4.3 MAPKs

As MAPKs compdem um grupo de proteinas membros da familia de proteinas
quinases ativadas por mitdgeno (serina-treonina cinases) que atuam na regulacdo de
diversas funcdes celulares sendo conservadas evolutivamente desde organismos
unicelulares a seres mais complexos (Nebreda & Porras, 2000).

Apenas recentemente, o estudo da modulacao da fosforilagao de proteinas MAPKs
em organismos submetidos a estresse ambiental tem recebido atengdo especial. MAPKSs

representam uma familia de proteinas altamente conservadas entre diferentes espécies e
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desempenham importantes func¢des regulatdrias na fisiologia das células, sendo envolvidas
em processos como morte celular, proliferacdo, diferenciacdo e resposta adaptativa (Chang
e Karin, 2001; Leal et al., 2006). Dentre os membros desta familia de proteinas inclui-se a
proteina quinase regulada por estresse extracelular (ERK1/2), c-Jun N-terminal quinase
(JNK) e a p38. Quando duplamente fosforiladas em residuos de treonina e tirosina estas
proteinas sdo ativadas podendo entdo fosforilar e ativar outros componentes em sua via de
transdugao de sinal (Chang e Karin, 2001). A ativagdo de MAPKs tem sido observada em
resposta a estresse osmotico, estresse oxidativo, exposi¢do as citocinas e injlria toxica

(Cowan e Storey, 2003).

4.3.1 MAPKS e metais

Os sistemas de sinalizac¢do intracelular respondem aos sinais extracelulares através
da modificagcdo da atividade de proteinas cinases e fosfatases, regulando o estado de
fosforilagdo de proteinas alvo, modulando processos de proliferacdo, diferenciagao, morte
celular, neurogénese, neurotransmissdo e neuroplasticidade (Chang & Karin, 2001;
Greengard, 2001; Kandel, 2001; Leal et al., 2002b; Leal et al., 2004; Thomas & Huganir,
2004; Wong & Scott, 2004). A alteragdo destes sistemas por diversos insultos incluindo,
estresse oxidativo, hipoxia, excesso de glutamato e drogas e agentes toxicos como o0s
metais, pode induzir o aparecimento de diversos distiirbios no organismo inclusive no SNC
(Grandjean & Landrigan, 2006; Monnet-Tschudi et al., 2006). Neste sentido, tem sido
destacada a capacidade de diversos metais, como chumbo (Pb), merctrio (Hg), cadmio
(Cd), zinco (Zn) e manganés (Mn), produzirem alteragdes do desenvolvimento e de
predisporem, ou causarem, processos neurodegenerativos como Parkinson e Alzheimer
(Okuda et al., 1997, Costa et al., 2004; Basha et al., 2005; Bolin et al., 2006; Coon et al.,
2006; Monnet-Tschudi et al., 2006; Roos et al., 2006; Yokel, 2006; Erikson et al., 2007;
Verina et al., 2007).

Nos vertebrados, tem sido demonstrada que as vias de sinalizagdo celular
dependentes de MAPKSs sdo alvos modulados por metais como o Hg, Pb, Cd, Zn e Mn
(Turney et al, 1999; Leal et al., 2002a; Cordova et al., 2004; Leal et al., 2006; Leal et al.,
2007; Franco et al., 2008; Posser et al, 2007, 2010). O Hg, em especial, aumentou a
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fosforilagdo de JNK em rim de coelhos, estimulou a fosforilagdo de ERK1/2 e p38 em
linhagem de células leucémicas (Turney et al., 1999; Haase et al., 2011).

Em invertebrados, MAPKs participa de inimeros processos durante o
desenvolvimento normal, assim como na regulagdo da resposta imune (Stronach e
Perrimon, 1999). Entretanto, ndo ha estudos relacionados aos efeitos do Hg sobre a
fosforilagdo de MAPKs em modelos nao mamiferos como, por exemplo, Drosophila
melanogaster, dada a relevancia destas proteinas em importantes eventos celulares nestes

organismos como na resposta imune e embriogénese (Stronach & Perrimon, 1999).

4.4 Drosophila melanogaster

O inseto D. melanogaster, é popularmente conhecido como mosca da fruta sendo
pertencente 2 Ordem Diptera e a Familia Drosiphilidae. E um modelo biolégico muito
utilizado em analises genéticas. Todavia, ¢ muito reconhecido por sua alta sensibilidade a
substancias toxicas sendo considerado um bioindicador para detec¢do de poluentes, para a
realizacdo de ensaios que visem testar a acgdo biologica de substincias naturais,
representando um bom modelo de investigacdo de mecanismos envolvidos em doengas do
sistema nervoso (Nichols, 2006; Yang, 2006).

Pesquisas ja descritas na literatura demonstram que a mosca da fruta possui
homologia entre cinco dos seis genes relacionados a Doenga de Parkinson com humanos
(Whitworth et al. 2006). Além disso, D. melanogaster ¢ humanos conservam vias
metabolicas e sinalizadoras em comum, havendo uma crescente evidéncia de conservagao
de mecanismos de regulagdo de ritmos circadianos e processos de aprendizagem e memoria
(Benton, 2008). Neste sentido, a busca de modelos animais economicamente acessiveis e de
facil manipulagdo que demonstrem resultados positivos em relagdo a toxicidade, a D.
melanogaster ¢ um bom representante que pode ser submetido a diferentes protocolos de
exposi¢ao a partir de sua dieta, como ja previamente demonstrado em estudos que se
baseiam na investigacdo dos efeitos toxicos do ferro, cobre e zinco (McNulty et al., 2001;
Egli et al., 2006; Wang et al., 2009).

Geotaxia ¢ a tendéncia que os seres vivos apresentam em se dirigir a favor da agao

da gravidade (geotaxia positiva) ou contra ela (geotaxia negativa). Alguns insetos, como a
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D. melanogaster apresentam o comportamento de geotaxia negativa. Este comportamento
quando afetado, reflete déficits locomotores importantes que podem ser causados por

exposi¢ao a diferentes agentes (Gargano et al., 2005).
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5. RESULTADOS

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de
um manuscrito. Os itens Materiais € Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias
Bibliograficas, encontram-se no manuscrito, o qual estd disposto na forma em que foi

submetido para publicagao.
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Abstract

Mercury is a toxic heavy metal used in many industrial activities. This fact has been related
with the contamination of water and soil, exposing different species to this metal. The
molecular mechanisms involved in organic and inorganic forms of Hg toxicity have been
well demonstrated in vertebrates, however little is known about possible toxicological
effects of this metal in invertebrates. In this aspect, the present study aimed to investigate
the effects associated with the exposure of D. melanogaster to an inorganic form of Hg(II)
on survival/ locomotor performance and biochemical parameters as antioxidant status,
MAPK phosphorylation and gene expression. Our results demonstrated that intake of
Hg(Il) by D. melanogaster for 48 h through the diet, caused a significant increase in flies
mortality and affected locomotor skills. In parallel, it was observed an inhibition of
acetilcholinesterase (Ache) activity as well as glutathione S transferase (GST), glutathione
peroxidase (GPx) and superoxide dismutase (SOD). No alteration in the levels of mRNA
for antioxidant enzymes or NRF-2 was detected. Hg(II) exposure significantly modulated
the phosphorylation levels of JNK1/2 and ERKI1/2, without altering p**M*™*. As an
indicative of cell stress associated to Hg(Il) toxicity, treated flies presented elevated
expression of HSP83 mRNA and PARP cleavage highlighting the presence of apoptotic
cell death. Together, these data contribute to clarify and extend the knowledge about
molecular mechanisms mediating Hg(Il) toxicity and point D. melanogaster as sensitive

organism to Hg contamination.

Keywords: Mercury, Drosophila melanogaster, antioxidant defenses, MAPKs, PARP.
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INTRODUCTION

Mercury (Hg) is naturally present in the earth’s crust constitution. Mobilization of
this metal by human activities is considered the main responsible for release of this metal to
the environment. Hg can be found as elemental (Hg"), inorganic [Hg(II)] and organic forms
(methylmercury - MeHg). The last two forms present important toxicological relevance for
vertebrates due their high absorption rate and distribution to different tissues (Aschner and
Aschner, 1990; Jarup, 2003).

Permanent damage to the Central Nervous System followed by neurological and
psychological symptoms has been attributed to intoxication by organic and inorganic forms
of Hg in rodents (Jarup, 2003). In this regard, there is a lack of studies addressing the
effects of mercury in D. melanogaster, although recently has been shown that this
organisms are susceptible to intoxication by inorganic and organic forms of Hg along the
larval phase, causing genotoxicity (Carmona et al., 2008). Regarding the mechanisms
implicated in Hg toxicity, an important role has been attributed to oxidative stress (OS)
which may arise from depletion of thiol compounds (mainly GSH), inhibition of
antioxidant enzymes, or both (Franco et al., 2007) causing cell injury, damage to
biomolecules and lipid peroxidation (Leonard et al., 2004).

Mitogen activated protein kinases (MAPKS) compose a family of serine/threonine
protein kinases that are implicated in the regulation of several cellular events as
differentiation, proliferation, cell death, adaptive and immune responses (Johnson and
Lapadat, 2002). Members of MAPK family include the Extracellular Activated Protein
Kinase (ERK 1/2), c-Jun N-terminal kinase (JNK1/2) and 38 kDa kinase (p38MAPK). The
function and regulation of these proteins have been well conserved from unicellular to
complex organisms (Johnson and Lapadat, 2002). Activation of MAPK occurs in response
to hyperosmotic stress, cytokine exposure and toxic injury (Harper and Lograsso, 2001;
Kaminska, 2005). In vertebrates, it has been well demonstrated a modulation of MAPKSs
activity in response to metals like mercury, lead and manganese (Turney et al., 1999;
Posser et al., 2007, 2010). In invertebrates, MAPK participates in numerous processes

during normal development as well as in regulation of immune response (Stronach and
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Perrimon, 1999). However, little is known about the modulation of MAPK cascade by
toxicants in D. melanogaster.

The fruit fly Drosophila melanogaster, belongs to the order Diptera and family
Drosophilidae. This insect retain a rapid reproductive cycle being easily maintained and
handled, thus presenting some advantages over other organisms for the use on in vivo
bioassays. Such organism has provided a powerful system to elucidate fundamental cellular
pathways involved in developing and functioning of nervous system as well as mechanisms
of toxicity by heavy metals, nanoparticles and insecticides showing high sensitivity to these
compounds (Ahamed et al., 2010; Bonilla-Ramirez et al., 2011).

In this aspect, the present study was performed to investigate the biochemical
responses attributed to intoxication with inorganic Hg(Il) in D. melanogaster, thus
extending the knowledge about molecular targets of Hg in organisms beyond vertebrates

and contributing for validation of this model for toxicological studies.

MATERIAL AND METHODS

Drosophila stock and culture

Drosophila melanogaster (Harwich strain) was obtained from the National Species
Stock Center, Bowling Green, OH, USA. The flies were reared in 2.5 cm x 6.5 cm bottles
containing 10mL of agar, corn meal, water, dried yeast medium at constant temperature and

humidity (25 °C + 1 °C and 60% relative humidity).

Treatment schedule

It was isolated 20 adults flies per group and placed in a vial containing filter paper
soaked in 2M sucrose solution with or without dissolved Hg(II) and maintained in this
conditions for 24 and 48 h. HgCI2 solution was replaced every 24 h. Finished the periods of

treatment, behavioral and biochemical analysis were carried out.
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Samples preparation

For enzymes and GSH levels analysis, 20 flies per group (whole body) were
homogenized in 0.02 M HEPES pH 7.0 and centrifuged at 1000 x g. An aliquot of the
supernatant (S1) was used for measurements of cholinesterase, and the remaining S1 was
centrifuged at 20.000 x g for 30 min at 4 °C. The supernatant (S2) was isolated and utilized
for measurements of antioxidant enzyme activity.

Western blotting was performed according to Franco et al.,, (2010) with minor
modifications. Thirty flies were homogenized at 4 °C in 300 TL of buffer (pH 7.0)
containing 50 mM Tris, 1| mM EDTA, 0.1 mM phenylmethyl sulfonyl fluoride, 20 mM
Na3VO04, 100 mM sodium fluoride and phosphatase inhibitor cocktail (Sigma, MO). The
homogenates were centrifuged at 1000 x g for 10 min at 4 °C and the supernatants (S1)
collected. After protein determination, B-mercaptoethanol was added to samples to a final
concentration of 8%. Then samples were frozen at —80 °C for further determination of
phosphorylated and total forms of p38™*™ ERK, JNK and PARP cleavage. Protein levels

were quantified according to Bradford (1976) using bovine serum albumin as standard.

Locomotor assay

Locomotor ability was determined by the negative geotaxis assay as described by
Coulomn and Birman (2004), with some modifications. For the assays, 20 flies (7 days)
were anesthetized and placed separately in vertical glass columns (length, 25 cm; diameter,
1.5 cm). After 30 min recovery, flies were gently tapped to the bottom of the column and
the time required to reach 8 cm in the columns was registered. At least 10 individual flies
were tested by day of experiment for each treatment group. The assays were repeated five
times at 1 min intervals. Results are presented as mean + SE obtained in three independent
experiments. In parallel to individual performance, in a second experiment, 20 flies were
gently tapped to the bottom to the same glass column and after 1 min, the number of flies
that reached the top of the column and flies that remained at the bottom were counted in

separate. The results represent the mean = SE of the numbers of flies at the top and at the
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bottom of at least 3 individual experiments and are expressed as percentages of the total

number of flies.

Determination of oxidative stress and lipid peroxidation

The lipid peroxidation end products were determined in the samples by the method
of Ohkawa et al. (1979) as thiobarbituric acid reactive substance (TBARS) with minor
modifications. For in vitro lipid peroxidation, after centrifugation, the S1 fraction obtained
from different group of treatments were incubated with 0.45 M acetic acid/HCI buffer pH
3.4, 0.28% thiobarbituric acid, 1.2% SDS, and thereafter at 95 °C for 60 min to promote
color reaction, measured at 532 nm. Malondialdehyde (ranged from zero to 3 nmol) was
used as a standard. The results represent a mean of 5 independent experiments done in
duplicates. The TBARS values were normalized by protein concentration. The results were
expressed as nmol TBARS/min/mg tissue at 37°C using molar extinction coefficient of
1.56 x105 M-1cm-1. As a general index of oxidative stress, it was used the compound
DCFDA (Pérez-Severiano et al., 2004). The fluorescence emission of DCF resulting from
DCFDA oxidation was monitored at regular intervals at an excitation wavelength of 485
nm and an emission wavelength of 530 in a Cytofluor Series 4000 multiwell fluorescence
plate reader (Applied Biosystems, Bedford, CA). The amount of DCF formed was
calculated based on a calibration curve constructed using authentic DCF standard. The rate
of DCF formation was calculated as a percentage of the DCF formation in the sucrose-

treated control group.

Enzyme assays

Glutathione peroxidase (GPx), EC 1.11.1.9, activity was measured indirectly by
monitoring the consumption of NADPH at 340 nm according to Wendel (1981) using the t-
BOOH as a substrate. Glutathione transferase (GST), EC 2.5.1.18, activity was assayed by
the procedure of Jakoby and Habig (1981) using 1-chloro-2,4-dinitrobenzene as substrate.
Catalase (CAT), EC 1.11.1.6, activity was measured according to Aebi and Lester (1984).
Superoxide dismutase (SOD), EC 1.15.1.1, activity was evaluated according with Kostyuk
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and Potapovich (1989). Acetylcholinesterase activity was measured according to Ellman et

al. (1961).

Metal content determination

For determination of metal levels in D. melanogaster, after Hg(Il) exposure at 100
uM for 48 h, approximately 200 flies per group (control and treated group) were weighed
and digested with HNO; using a model Multiwave 3000 microwave oven equipped with
high-pressure quartz vessel (max 80 bar, 280°C, Anton Paar, Graz, Austria). After
digestion, samples were diluted with water do 25mL and transferred to graduated
polypropylene vials, it was obtained clear and colorless solutions. Blanks were run and
analyzed after each 10 measurements in order to check eventual memory effects for all
elements. Mercury was determined using a CV continuous flow (CF) system, built
according to previous work (Kaercher et al., 2005), coupled to ICP-MS and using a CF
instead of flow injection. Briefly, it consists of a CV system, composed by a peristaltic
pump (Gilson, Miniplus, France), a manual injector and a U-type gas—liquid separator.
Tygon® pump tubings with 1.14 mm i.d. were used to transport 0.1% (w/v) NaBH4 and
sample solutions and 1.69 mm i.d. tubings were used for 1.0 mol L—1 HCI transfer. Water
was used as sample carrier and samples were on line mixed with 1.0 mol L—1 HCI using a
T-type connector (0.8 mm i.d.) and carried to another T-type connector (0.8 mm i.d.). After,
the NaBH4 solution was also on line mixed. The mixture was pumped to the gas—liquid
separator and Hg was measured by ICP-MS. The results were expressed in pg of Hg/g of

dried weight tissue.

RT-PCR analysis

Approximately 2 Tg of total RNA from 20 young flies was extracted using the
Trizol Reagent (Invitrogen) accordingly to the manufacturer’s suggested protocol. After
quantification, total RNA was treated with DNase I (Invitrogen). The cDNA was synthesed
with M-MLYV reverse transcriptase enzyme and random primer (Invitrogen) accordingly to

the manufacturer’s suggested protocol. Quantitative real-time polymerase chain reaction
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were performed in 20 pL. PCR mixtures containing 1x PCR Buffer, 25TM dNTPs, 0,2TM
of each primer, 3mM MgCl2, 0,I1x SYBR Green I (Molecular Probes) and 0,5U Platinum
Taq DNA polymerase (Invitrogen). The thermal cycle was carried StepOnePlus (Applied
Biosystems) and protocol used was the following: activation of the Taq DNA polymerase at
95°C for 5 min, then 40 cycles of 15 s at 95°C, 15 s at 60°C and 25 s at 72°C. All samples
were analyzed as technical triplicates with a notemplate control also included. Threshold
and baselines were manually determined using the StepOne Software v2.0 (Applied

Biosystems).

Data Analyses of RT-PCR

SYBR fluorescence was analyzed by StepOne software version 2.0 (Applied
Biosystems), and the CT value for each sample was calculated and reported using the 274"
method (Livak and Schmittgen, 2001). For each well, analyzed in quadruplicate, a AC
value was obtained by subtracting the Actin and GPDH C 1 value from the C 1 value of the
interest gene (sequences of tested genes are represented in table 1). The AC 1 mean value
obtained from the control group of each gene was used to calculate the **Ct of the

respective gene (274",

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using a one or two way ANOVA followed by

Tukey’s post hoc test. Differences were considered to be significant at the p < 0.05 level.

RESULTS

In the present study, flies (D. melanogaster) were exposed to HgCl, for 24 and 48
hours (at 30, 100 uM and 300 uM) through the diet which consisted of sucrose solution
containing dissolved HgCl2. As observed in figure 1A, 24 h of exposure to Hg(II) caused a
significant decrease in fly survival only at highest concentration, however, from 48 h of

Hg(Il) exposure, it was observed a 30 % decrease in fly survival, at 30 uM and a 50 %
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decrease was reached at 300 uM. Locomotor performance of flies submitted to HgCl, was
analyzed. As observed in figure 2 (A), flies treated with Hg(II) (100) uM for 48 h took
longer to achieve 8 cm in the vials and additionally, most treated flies remained at base of
flasks when tapped to the bottom of tubes, compared to control groups (2B). Flies treated
with 300 uM of HgCl, took more than the maximum time of observation (2 min) to climb 8
cm over the flask or were unable to climb, thus they were not registered in this experiment.
Both assays pointed to an important locomotor deficit in response to the metal. These
effects were followed by a significant inhibition in the activity of enzyme
acetylcholinesterase (figure 2C).

Oxidative stress is considered a main mechanism implicated in Hg(Il) toxicity in
vertebrate models. However there is a lack of studies addressing the mechanisms of toxicity
of Hg(I) in insects. In this work, based on the effects promoted by Hg (II) on fly survival
and locomotor deficits, it was investigated the end products of lipid peroxidation and
oxidative stress in response to Hg(Il) 100 uM after 48 h. As observed in figure 3, a
significant induction in lipid peroxidation was observed as early as 6 hours of treatment
with Hg(II), these effects remained increased up to 48 hours (figure 3B). Induction of
oxidative stress was analyzed by DCF oxidation, which represents a general index of
oxidative stress. At figure 3A it is possible to observe an increase in oxidative stress even in
earlier periods, however this effect was significant only after 48 hours of exposure.

The antioxidant status of flies was evaluated by measurement of the activity of
antioxidant enzymes catalase, glutathione peroxidase (GPx), superoxide dismutase (SOD)
and Glutathione S transferase (GST) in response Hg (48h; 100 uM). As shown in table 2,
the level of activity of GPx and SOD was significantly inhibited, while that catalase activity
was no altered. The RNAm levels of SOD and catalase as well as NF-E2-related factor 2
(Nrf2) was not changed when compared with respective control as investigated by RT-PCR
(figure 5).

In this work it was analyzed the uptake and accumulation of Hg(II) in flies followed
exposition to Hg(II). The levels of Hg(II) was estimated in Tg/g of dry weight tissue. As
observed in the table 2, the levels of Hg(II) was 100 times improved after 48 h of treatment
with HgClI2 at 100 uM.
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MAPKSs proteins are well conserved between eukaryotic organisms where they
mediate several responses in the cells (Tibbles and Woodgett, 1999). In this aspect
phosphorylation of p38™4"% JNK and ERK was evaluated in response to 48 h Hg(II) 100
TM. As observed in figure 4, a significant increase in phosphorylation levels of JNK and
ERK was induced while that no alterations in p38™* phosphorylation was verified. It was
also observed cleavage of protein PARP in a smaller fragment of 89 kDa highlighting the
activation of apoptotic cascade by this metal. Molecular chaperones such as the heat shock
family of stress proteins (HSPs) participate in a range of cellular processes, including
cytoprotection (Benjamin and McMillan, 1998). In this regard, Hg(II) induced a 10 fold
increase in HSP83 RNAm levels (Figure 5D).

DISCUSSION

Heavy metals have been used by humans for thousands of years and although their
toxicity has been well reported, exposure to these elements has increased mainly in less
developed countries (Jarup, 2003). Mobilization of Hg from natural sources accounts for
contamination of water and soil leading to absorption by live organisms being incorporated
in the chain food (Walters et al., 2011). High levels of mercury are associated with
hepatotoxicity, nephrotoxicity and neurological damage in rodents and humans (Jan et al.,
2011; Ceccatelli et al., 2010).

The use of alternative animal models for toxicological studies has contributed for a
better comprehension and reinforcement of demonstrated mechanisms of toxicity of
chemical compounds. Moreover, these models have contributed to extend the knowledge
about molecular targets and susceptibility of non-mammal organisms to the presence of
toxicants in the environment. In this regard, this study was carried out to investigate the
effects of 24/48 h of Hg(Il) exposure on antioxidant system, MAPKs cell signaling
pathways, apoptotic cell damage and gene expression in D. melanogaster. Previous studies
reported that exposure of D. melanogaster to Iron (Fe), manganese (Mn) and Cupper (Cu)
represents a model for study of Parkinson disease, since these elements induced locomotor
deficits associated with neuron degeneration in these organisms after 72 h from

concentration of 500 uM (Bonilla-Ramirez et al., 2011).
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Herein we showed that in a similar protocol of contamination, Hg(II) caused a
decrease in fly survival even after 24 h of exposure (at 300 uM) or after 48 h at lower
concentration and caused a 80 times increase in Hg(II) intracellular levels followed by a
dysfunction in locomotor skills as evaluated by negative geotaxis. All these effects
occurred in parallel with inhibition of Ache activity. These data are in agreement with
previous studies correlating acetylcholinesterase inhibition and locomotor deficits in
invertebrates (Xuereb et al., 2009). An in vitro inhibition of D. melanogaster
acetylcholinesterase by Hg(II) at mM concentrations (Frasco et al., 2007) was previously
observed. The present study reports the in vivo inhibition of this enzyme by Hg(Il) in
concentration at order of uM, this fact attributes to Ache a potential to be used as a
biomarker to Hg polluted areas.

The transcriptional factor Nrf2 plays an important role in the activation of
antioxidant and detoxifying enzymes such as SOD, catalase and GPx, by regulating their
transcription (Vries et al., 2008). Thus we have examined a possible alteration of Nrf2
transcripion factor gene expression, which acts upon the antioxidant response element
(ARE) regulating antioxidant genes (Toyama et al., 2007) in response to Hg exposition. In
this study, it was not observe any alteration in expression of NRF-2, as well as the enzymes
SOD or catalase, pointing to a post translational effect of Hg on activity of these enzymes.
Earlier work demonstrated that ectopic expression of NRF-2 transcription factor enhances
embryonic development in the presence of MeHg (Rand et al., 2009), emphasizing a
protective role for NRF-2 against Hg toxicity.

MAPKSs are proteins that participate of important cell signaling pathways, mediating
several cell responses (differentiation, death, survival). It has been demonstrated that
MAPKs pathways are modulated by metals, mediating many effects attributed to these
elements as in vivo as in vitro. In spite of this, there is a lack of studies investigating the
involvement of these kinases in toxic effect of Hg after in vivo exposure (Assefa et al.,
2011). The protein ERK regulates preferentially cell growth and cell differentiation and its
activation has been associated with oxidative stress (Ho et al., 2007; Posser et al., 2009) ,
while JNK and p38“A*® activation are mainly involved in apoptosis, inflammation or
differentiation process (Matsuoka and Igisu, 2002). Mercury chloride has been show to
increase JNK phosphorylation in LLC-PK1 cells (Matsuoka and Igisu, 2002). P38MA™ and
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JNK phosphorylation have been related with apoptotic cell death induced by Hg exposure
in human kidney cell human (Hao et al., 2009).

This study shows that Hg contamination affects biochemical and behavioral
parameters in a well characterized model of insect showing that other organisms than
vertebrates are potential targets for heavy metal contamination. Moreover, this study
reinforces the use of D. melanogaster as a model for toxicological analysis, including Hg

exposure.
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FIGURES AND TABLES

Table 1. Genes tested by qRT-PCR and used forward and reverse primers.

Genes Primer sequences (5’ — 3’)

GPDH 5" ATGGAGATGATTCGCTTCGT 3’
5" GCTCCTCAATGGTTTTTCCA 3’
Catalase 5" ACCAGGGCATCAAGAATCTG 3’
S’AACTTCTTGGCCTGCTCGTA 3’

Superoxide dismutase 5'"GGAGTCGGTGATGTTGACCT 3’
S'GTTCGGTGACAACACCAATG 3’

HSP8&3 5" CAAATCCCTGACCAACGACT 3’
5" CGCACGTACAGCTTGATGTT 3°
NRF2 5" CCAACTTCCTCAAGGAGCAG 3’
5" CGGCGACAAATATCATCCTT 3’

MPK2 5" GGCCACATAGCCTGTCATCT 3’

5" ACCAGATACTCCGTGGCTTG 3’

Table 2. Summary of the effects of HgCl, 100 uM exposure in Drosophila melanogaster

on metal content determination and enzymatic activities.

Values are expressed as mean (mU/mg protein) + SEM, n =5 — 6. *p<0.05; **p<0.001

Control group Treated group
Hg levels 0.17 png/g 13.5 pg/g
Catalase 5.67+0.19 5.80+£0.24
GST 82.46 +2.96 69.99 +2.40*
GPx 15.72 £ 0.35 10.21 £0.33%*

SOD 90.06 +4.27 56.38 +5.15*
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Fig. 1. Effects of exposure to Hg(Il) on fly survival. The flies were exposed for up to 48
hours with crescent concentration of Hg(II) (10-300uM) and after the period of treatment
the number of alive flies was counted. The data represent a mean + SEM of 5 experiments
performed individually and are expressed as % of alive flies compared to control group
(absence of Hg). * p < 0.05 in comparison to control; ** p<0.01 in comparison to control;

*#% p<0.001 in comparison to control.
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Fig. 2. Effects of exposure to Hg(Il) on locomotor performance and acetilcholinesterase
activity in D. melanogaster. After treatment with Hg(Il) 100uM for 24 or 48 h the
locomotor performance of flies was analyzed by negative geotaxis test (A). Results are
expressed as mean = SEM of three independent experiments and represent the seconds
spent to reach 8 cm in a glass tube. Figure (B) represents the number of flies that reached
the top of a column and those that remained at the bottom after 1 min. The results represent

a mean =+ SEM of number of flies at the top and bottom of at least three individual
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experiments and are expressed as percentage of total number of flies submitted to the
treatment. Figure (C) shows the activity of enzyme acetylcholinesterase in total fly
homogenate after 48 h of exposure to Hg(Il) (100uM) and is expressed as nmol
NADPH/min/mg protein. The data represent a mean = SEM of 5 experiments performed

individually. * p <0.05; *** p<0.001 in comparison to control.

Paula et al., 2011

DCF fluorescence
(% of control)

> 8 BB BEE

g &

g

TBARS (% of control)

Figure 3

Fig. 3. Analysis of ROS production and lipid peroxidation in response to Hg(II) exposure
in D. melanogaster. Flies were submitted to the treatment with 100uM of Hg(II) for
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different periods (1 - 48 h). After treatments, flies were totally homogenized and the
supernatant was used for analysis of DCF-DA fluorescence as an index of ROS production
and lipid peroxidation by TBARS assay. Figure (A) shows the DCF-DA intensity of
fluorescence in total flies homogenate in each period of exposition and is expressed as % of
control and (B) represents the end products of lipid peroxidation determined by TBARS
assay and is expressed as % of TBARS production in relation to control. The data represent
a mean = SEM of 5 experiments performed individually. *p<0.05 in comparison to control;

*#% p<0.001 in comparison to control.
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Fig. 4. Modulation of MAPKs phosphorylation and PARP cleavage in response to
treatment of D. melanogaster with Hg(Il) (100uM) for 48 h. Flies were treated for 48 h
with Hg(I) (100uM) diluted in sucrose. Proteins were separated by SDS-PAGE and

transferred to nitrocellulose membrane. Total content and phosphorylation of proteins were
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detected by specific antibodies and the reaction was developed by alkaline phosphatase
detection method. (A) Western blotting of phosphorylated and total forms of ERK, JNK,
p38MAPK , PARP cleaved form and B-actin content. Each blot is representative of at least
3 independent experiments. The graph represents the quantification (O.D.) of
immunoreactive bands and are expressed as mean = SEM of 3 independent experiment (%
of control group). The levels of phosphorylation of MAPKs are expressed as a ratio of
phospho/total form of these kinases. The quantification of smaller PARP fragment in

relation to control group is expressed as % of control. * p<0.05 in comparison to control.
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Fig. 5. Quantitative real time PCR (qRT-PCR) analysis of MPK-2, Hsp83, NRF-2, SOD
and catalase RNAm in flies exposed to Hg(Il). Flies were treated for 48 h with HgCl, at
100puM through the diet, thus the levels of above mentioned RNAm against its respective
controls was evaluated by qRT-PCR. The data which were normalized against GPDH
transcript levels represents a mean + SEM of 4 independent experiments and is expressed

as % of its respective control (dotted line). * p < 0.05.
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6. DISCUSSAO

Metais pesados tém sido utilizados pelos seres humanos ha milhares de anos e,
apesar de sua toxicidade ter sido bem relatada, a exposi¢do a estes elementos tem
aumentado, principalmente em paises menos desenvolvidos (Jarup, 2003). A mobilizacao
de Hg de fontes naturais e consequentemente na contaminagdo da agua e do solo leva a
absorcdo deste metal pelos organismos vivos sendo, entdo, incorporados na cadeia
alimentar (Walters et al., 2011).

Radicais livres e outros ROS sdo gerados por todas as células aerdbias e sdo
conhecidos por participar de uma ampla variedade de reacdes deletérias, influenciando os
processos moleculares e bioquimicos causando diretamente algumas das mudangas
observadas nas células durante a diferenciagdo, envelhecimento e transformagdo (Allen &
Balin, 1989; Beckman et al., 1989; Sohal & Allen, 1990; Abate et al., 1990; Allen, 1998).
Além disso, ROS e antioxidantes sdo conhecidos por influenciar a expressao de um ntimero
de genes e vias de transducdo de sinal e também atuar como mensageiros subcelulares para
determinados fatores de crescimento (Wagner, 1995; Monteiro & Stern, 1996; Sen &
Packer, 1996; Sun & Oberley, 1996; Floh¢ et al., 1997).

A contaminacao por metais pesados tem sido alvo de muitos estudos a fim de
desvendar os mecanismos envolvidos em sua toxicidade e seus efeitos deletérios para os
seres vivos (Cogo et al., 2009). Dentre estes metais, o Hg (II) é reconhecido por ser um
agente toxico utilizado para estudar a insuficiéncia renal aguda, sendo sua toxicidade
associada ao estresse oxidativo e dano renal em vertebrados (Mahboob et al., 2001; Sener et
al., 2007; Sharma et al., 2007). H4 uma caréncia em estudos abordando os mecanismos de
toxicidade do Hg (II) em modelos ndo vertebrados. Por isso, neste estudo investigaram-se
os mecanismos moleculares que medeiam a toxicidade deste metal em D. melanogaster.

Dentre os resultados obtidos em nosso estudo, um ponto observado foram os
produtos finais da peroxidagdo lipidica e estresse oxidativo em resposta ao Hg (II) 100uM
apos 48h onde pdde-se observar uma significativa inducdo de ambos sem alterar a atividade
da enzima Catalase e causando significativa inibi¢do da Superoxido dismutase. Este

resultado pode estar relacionado ao fato de que organismos expostos aos metais pesados



44

aumentam a formacao de ROS, como o peroxido de hidrogénio, radical superdxido, radical
hidroxil (Atli & Canli, 2007). Todavia, por que as enzimas responsaveis pela protecao dos
organismos contra o estresse oxidativo nao foram atuantes para combater estes ROS? Cada
enzima apresenta uma estrutura tridimensional particular com um sitio ativo que se liga ao
substrato especifico, ditada pela ordem dos aminoécidos na sua cadeia, porém tal estrutura
pode ser desenovelada, ou desnaturada quando os compostos toxicos se ligam a estrutura,
sendo convertida em uma cadeia polipeptidica flexivel que perdeu a sua conformacgao
original, o que pode torna-la inativa (Lehninger et al. 1995).

Deste modo, a medida da atividade enzimatica como biomarcador de toxicidade
deve-se ao fato dos compostos toxicos como o Hg, possuirem alta afinidade por pares de
elétrons encontrados em grupamentos quimicos presentes nos aminoacidos que formam as
enzimas, como o grupamento sulfidril (SH) (Bertin & Averbeck, 2006; Ivanina et al. 2008).
Estudos recentes com bivalves e peixes demonstraram uma modificacdo na atividade da
enzima Catalase quando os mesmos foram expostos aos metais cadmio, chumbo e zinco
(Bainy et al., 1996; Alves et al., 2002; Chandran et al., 2005; Atli & Canli, 2007; Zanette et
al., 2008). Todavia, em Brycon amazonicus, uma espécie de peixe, ndo se pode observar
modificagdo na atividade da mesma enzima (Avilez et al., 2008). A enzima SOD ja
demonstrou ser excelente marcadora do estresse oxidativo, mexilhdes expostos ao cadmio,
zinco e mercurio apresentaram inibicdo da atividade desta enzima dependendo da
concentra¢do do agente toxico pelo qual o organismo ¢ submetido (Company et al., 2004).

A glutationa peroxidase (GPx) ¢ uma enzima que possui selenocisteina em sua
estrutura, todavia nas Drosophilas esta caracteristica ndo se apresenta, sendo ela
responsavel por catalisar a redugdo de hidroperdxidos utilizando a Glutationa (GSH) como
equivalente redutor, esta enzima também tem sido utilizada como um biomarcador de
toxicidade. Sua atividade enzimatica pode ser inibida pela agdo de compostos todxicos,
como observado em gastropodes, bivalves e peixes expostos ao cadmio, zinco, cobre e
compostos fendlicos respectivamente (Chandran et al., 2005; Jing et al., 2006; Avilez et al.,
2008). A Glutationa-S-transferase (GST) pertence a uma familia multifuncional de
proteinas envolvidas no processo de detoxificagdo celular e correcdo dos efeitos deletérios
de compostos xenobiodticos como drogas, herbicidas, compostos quimicos carcinogénicos €

poluentes ambientais. A enzima catalisa a conjugagdo da glutationa reduzida (GSH) com
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moléculas enddgenas ou exodgenas, bem como poluentes, a fim de tornd-los menos toxicos,
mais soluveis em agua e mais faceis de serem excretados. A glutationa-S-transferase pode
atuar como peroxidases, isomerases ou ainda tiol transferase (Carletti et al. 2008). Esta
enzima ¢ muito utilizada em programas de monitoramento de compostos quimicos e
poluentes, principalmente por metais pesados, pelo fato de que esta pode apresentar uma
significativa inibicdo de sua atividade, como mostrada em nosso modelo de estudo e
também em moluscos expostos ao cobre e mercurio (Regoli et al., 1998). Além disso, a
diminui¢do na atividade da GST, pela toxicidade do Hg (II), pode estar ocorrendo por
inibicdo oxidativa, processo que ocorre quando ha intensa formagdo de EROs e provavel
situagdo de estresse oxidativo (Mendes et al., 2010).

A contaminagdo dos organismos por pesticidas e metais pesados tem sido
relacionada com a etiologia de doengas degenerativas, como Mal de Parkinson (DP), e
sintomas que se assemelham a doenga (Ballard et al., 1985; Hertzman et al., 1990; Liou et
al., 1997; Dick et al., 2007; Jones & Miller, 2008). A contaminagdo por metais, em especial
o Hg, leva a sérios danos neuronais, podendo causar uma perda profunda e seletiva de
neurdnios dopaminérgicos na substancia negra do SNC em mamiferos, desenvolvendo
sintomas de bradicinesia, tremor, rigidez e instabilidade postural, assemelhando-se a DP
(Braak et al., 2003). Drosophila melanogaster tem sido considerada um modelo de estudo
para doencas neurodegenerativa como DP. Estudos in vivo com D. melanogaster exposta ao
Paraquat demonstrou especialmente danos dopaminérgicos, via estresse oxidativo, sendo
comparado ao observado em mamiferos e analisados através de disfuncdo motora
(Chaudhuri et al., 2007). Em nosso estudo, também se pode observar que o Hg (II) altera a
capacidade de locomog¢ao das moscas quando submetidas a dieta contendo 100uM de Hg
(IT) por 48h.

Outros estudos demonstraram que uma variacdo genética da enzima que catalisa a
etapa final na sintese da dopamina e serotonina estd diretamente ligada a longevidade em
D. melanogaster, sugerindo entdo que a variacdo na expectativa de vida esta associada a
variacdo nos niveis de dopamina, como ja visto em humanos (De Luca et al., 2003; Zecca
et al., 2003). Ao expormos as moscas por até 48h ao Hg (II) observou-se também uma

significativa diminui¢do no tempo de vida das mesmas, podendo este fato ser atribuido em
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parte, a uma diminui¢do dos niveis de dopamina nestes animais, levando também ao déficiti
locomotor, entretanto, mais estudos sdo necessarios para confirmar tal hipotese.

O mecanismo pelo qual as células monitoram seu ambiente tem sido objeto de
intensa investigacdo, especialmente ao longo da segunda metade do século passado. As
células estdo constantemente expostas aos hormonios, fatores de crescimento, citocinas, as
interacdes fisicas com as células vizinhas e também a estresses quimicos e fisicos. Muitos
destes sinais ativam receptores ligados a membrana, que em seguida, ativam cascatas de
sinalizacdo que estimulam alteragdes metabdlicas, genéticas e fisicas, permitindo as células
encontrar respostas especificas a mudangas nas condigdes ambientais (Chang & Karin,
2001). As proteinas cinases ativadas por mitégenos (MAPKSs) sdo uma familia de
serina/treonina cinases, ativadas por fosforilacao e medeiam resposta a diferentes estimulos
(Chang & Karin, 2001; Chen et al., 2001). As trés principais MAPKSs identificadas sdo as
cinases reguladas por sinal extracelular (ERK1/2) e as proteinas cinases ativadas por
estresse (SAPKs) tais como: Jun NHs-terminal cinase (JNK) e as p38 (Karin, 1995;
Robinson ¢ Cobb, 1997; Davis 2000; Thomas & Huganir, 2004; Waetzig & Herdegen,
2004).

As ERK1/2 ¢ uma cinase primdria em vias de transducdo de sinal apresentando
papel importante na proliferacdo e diferenciacao celular e na protecdo das células quando
sao submetidas a condi¢des estressantes, o que tem relacionado sua ativagdo ao estresse
oxidativo (Ho et al, 2007; Posser et al, 2009). J4 a ativacdo de JNK e p38 ¢ associada
principalmente a fatores como inflamacgao, apoptose ou diferenciacao (Matsuoka e Igisu,
2002). Nossos resultados demonstram que as moscas expostas ao Hg (II) apresentaram uma
significativa inducdo no aumento nos niveis de fosforilagdo da JNK e ERK sem alterar a
atividade de p38, ou mesmo a expressdo destas proteinas. Células LLC-PKI1 tiveram
aumento na fosforilacdo de JNK, quando expostas ao Hg (II), além disso, a exposicdo de
c€lulas renais humanas ao Hg (II) levou ao aumento da fosforilagao de p38 e JNK sendo
relacionada com a morte celular por apoptose (Matsuoka e Igisu, 2002; Hao et al., 2009).
Em nosso estudo, observamos inducdo na clivagem da proteina PARP em um fragmento
menor de 89 kDa o que destaca a ativagao da cascata apoptdtica por este metal.

Entre as proteinas cuja expressao e/ou fosforilacdo podem ser moduladas direta ou

indiretamente por vias de sinalizacao celular podemos citar as pertencentes a familia de
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proteinas de choque térmico (HSPs), ou também denominadas chaperonas moleculares, que
participam de uma série de processos celulares incluindo a citoprotecdo (Benjamin e
McMillan, 1998) participando dos processos de enovelamento, associagdo e degradagao de
proteinas, sendo os genes relacionados a familia HSP, um dos mais conservados a longo
das diferentes espécies. Neste sentido, a exposi¢do ao Hg (II) em nossos estudos induziu
um aumento de 10 vezes nos niveis de expressdao de RNAm de HSP83, podendo este efeito
estar relacionado a um papel citoprotetor da proteina.

Ao contrério de estudos realizados em mamiferos, conhece-se relativamente pouco
sobre a regulagdo da transcri¢do das respostas a agentes toxicos em D. melanogaster (Misra
et al., 2011). O fator de transcricdo Nrf-2 desempenha um papel importante na regulacao
das defesas celulares contra o estresse oxidativo e eletrofilos, regulando a transcri¢cao de
enzimas antioxidantes e desintoxicantes, como SOD, catalase ¢ GPx, sendo este processo
bem conservado entre diferentes espécies (Nguyen et al., 2009;. Sykiotis & Bohmann,
2008, 2010). Estudos anteriores demonstraram que a expressao ectopica do fator de
transcricdo NRF-2 promove o desenvolvimento embriondrio causando prote¢ao contra os
danos causados pela exposi¢ao ao MeHg (Rand et al., 2009), enfatizando um papel protetor
para NRF-2 contra a toxicidade do Hg.Em nosso estudo, ndo foi observada nenhuma
altera¢do na expressdao da NRF-2, bem como a SOD ou enzimas catalase, apontando para
um efeito poés-traducional de Hg sobre a atividade destas enzimas e assim promovendo sua
inibicdo (Toyama et al., 2007; Vries et al., 2008).

Em suma, este estudo mostra que a contamina¢ao com Hg (II) afeta os parametros
bioquimicos € comportamentais em um modelo de inseto que € a Drosophila melanogaster
e refor¢a o uso da mosca da fruta D. melanogaster para o estudo dos efeitos bioquimicos e

comportamentais de toxinas ambientais, como o Hg (II).
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados nesta dissertacao pode-se concluir que:

— O HgCl,, quando incorporado na dieta em Drosophila melanogaster, pode causar
significativa diminui¢@o na viabilidade das mesmas a partir de 24h de modo dependente de

concentracao utilizada do composto;

— Apbs 48h as moscas tratadas com concentragdes a partir de 100uM de HgCl,
obtiveram prejuizos no desempenho locomotor conforme analisado através do teste de

Geotaxia Negativa;

— A exposicdo por 48h a 100uM de HgCl,, diminui a atividade das enzimas:
Acetilcolinesterase (Ache), Glutationa Peroxidase (GPx) e Superésido Dismutase (SOD),

nao alterando a atividade da Catalase (CAT) nas moscas;

— Em andlise dos genes de Drosophila melanogaster, tratadas com HgCl,, através do
método de Real time-PCR pode-se observar que os niveis d¢ RNAm da SOD, CAT e NF-
E2-relacionados fator 2 (Nrf2) e MKP2 (p38) nao foram alterados em comparagdo ao

grupo controle, sendo que os niveis de HSP83 obteve um aumento em 10 vezes;

— A partir de 6h de tratamento com HgCl,, as moscas apresentaram uma indugao

significativa na peroxidacao lipidica e estresse oxidativo, tal efeito foi crescente até 48h;

— Através da medicdo dos niveis de Hg, expressada em pg de Hg/g de tecido,
observou-se que as moscas tratadas por 48h com HgCl, apresentaram 100 vezes maiores

niveis de Hg em comparagdo ao grupo controle;

— Em resposta a exposi¢do a 100uM de HgCl, as moscas apresentaram um aumento
significativo na fosforilacdo de JNK e ERK, clivagem da proteina PARP, enquanto que

nenhuma alteragio na fosforilagdo de p38™4** foi observada;
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8. PERSPECTIVAS

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, temos como perspectivas:

— Realizar ensaios expondo nosso modelo de estudo (Drosophila melanogaster) ao
Hg (IT) e apods avaliar a possivel protegao destes efeitos toxicos por agentes antioxidantes e
assim desvendar o real papel do estresse oxidativo na toxicidade do Hg(II) neste modelo

animal.

— Avaliar os niveis de dopamina nas Drosophilas apos a exposi¢ao ao Hg, bem como
alteracdo na expressdo da enzima tirosina hidroxilase, como um indicativo da perda de

neurdnios dopaminérgicos.

— Aprofundar os estudos sobre a ativagdo de NRF2 e NFKB como protagonistas na

resposta adaptativa ao Hg (II).
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ANEXO B

RESULTADOS COMPLEMENTARES
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Figura 1. Efeitos de diferentes concentragdes do Hg (II) na formagdo de TBARS em
Drosophila melanogaster. As moscas foram submetidas a tratamentos com diferentes
concentragdes de Hg (IT) (10-100uM) por até 48h. Apds os tratamentos, as moscas foram
homogeinizadas e o sobrenadante foi utilizado para analise da peroxidacao lipidica através
da indu¢ao na formagdo de TBARS. Os valores expressam sdao a média £ S.E.M. de 3

experimentos independentes. “p < 0.05 em relagdo ao grupo controle.
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Figura 2. Efeitos de diferentes concentragdes do Hg (II) na produgcdo de ROS em
Drosophila melanogaster. As moscas foram submetidas a tratamentos com diferentes
concentracdes de Hg (IT) (10-100uM) por até 48h. Apos os tratamentos, as moscas foram
homogeinizadas e o sobrenadante foi utilizado para analise da formagao de ROS através da
analise da fluorescéncia da DCF-DA. Os valores expressam sdo a média = S.E.M. de 3

experimentos independentes. “p < 0.05 em relagdo ao grupo controle.



