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RESUMO

Um mercado que esta em expansdo é o de pescados, devido a busca por alimentos mais
saudaveis e por conta do aumento do poder de compra da populacdo. Entretanto, apesar dos
inimeros beneficios a salde, os pescados podem estar expostos a diversos contaminantes
inorganicos, como é o caso do arsénio (As) que pode desencadear processos de
bioacumulacdo nas espécies aquaticas por meio da cadeia alimentar. A determinacdo de As
em amostras de pescado é de grande interesse analitico devido principalmente ao seu
potencial de toxicidade, uma vez que seus efeitos estdo intimamente relacionados as suas
formas quimicas e seus estados de oxidagdo, sendo que as formas inorganicas de As (l11) e
(V) sdo mais toxicas que as suas formas orgénicas. O presente trabalho teve como objetivo
desenvolver e realizar ensaios de bioacumulacdo com As (l1l) e (V) em tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus) sob condi¢des controladas em laboratorio, a fim de verificar a
distribuicdo de As nos tecidos (figado, estbmago, branquias e filé) e assim determinar
parametros toxicocinéticos para avaliar a capacidade de absorcdo e depuracdo deste elemento
nas tilapias. As determinacGes de As foram realizadas pela técnica de espectrometria de
massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) no modo padrdo, e a exatiddao do
método foi confirmada pelas analises dos materiais de referéncia certificados (NIST 1640a,
SRM 1566a, DORM-3 e DOLT-4), com recuperagdes na faixa de 80 a 110%. As
concentracdes de arsénio total determinadas nas tilapias expostas ao As (l1l) e (V) pelos
ensaios de bioacumulagdo variaram entre 0,06 — 8,79 pg g™ nos figados, 0,05 — 0,78 ug g™
nos estdmagos, 0,10 — 0,41 pg g™ nas branquias e 0,11 — 0,36 pg g™ nos filés, evidenciando
que o figado e o estbmago apresentaram maiores capacidades em absorver e acumular o
contaminante. Também foi realizado um estudo de fracionamento de arsénio em tecidos de
peixes e frutos do mar para avaliar a distribuicdo do arsénio nas fases lipidicas e proteicas,
uma vez que existe uma correlacdo positiva entre o acimulo de contaminantes e o conteudo
lipidico dos tecidos. No entanto, estudos adicionais precisam ser realizados para a otimizagéo
das metodologias de extracGes lipidicas e proteicas, visto que os tecidos dos ensaios de
bioacumulacdo apresentavam baixa concentracdo de arsénio, ndo apresentando as

recuperacdes esperadas.

Palavras-chaves: Bioacumulacdo; arsénio; tilapia; fracionamento; ICP-MS.



ABSTRACT

The fish market is expanding due to the search for healthier foods and because of the increase
in the purchasing power of the population. However, despite the numerous health benefits,
fish may be exposed to several inorganic contaminants, such as arsenic (As), which can
trigger bioaccumulation processes in the aquatic species through the food chain. Thus, the
determination of As in fish samples is of great analytical interest mainly due to its toxicity
potential, since its effects are closely related to its chemical forms and their oxidation states,
whereas the inorganic forms of As (111) and (V) are more toxic than organic forms. The aim of
the present work was to develop and perform bioaccumulation assays with As (I11) and (V) in
Nile tilapia (Oreochromis niloticus) under laboratory conditions, in order to verify the
distribution of As in tissues (liver, stomach, gills and fillet) and thus determine toxicokinetic
parameters to evaluate the absorption and depuration capacity of this element in tilapia. The
analyzes were performed using the inductively coupled plasma mass spectrometry technique
(ICP-MS) in standard mode, and the accuracy of the method was confirmed by analyzes of
the certified reference materials (NIST 1640a, SRM 1566a, DORM-3 and DOLT-4) which
presented recoveries in the range of 80 to 110%. The concentrations of total arsenic
determined in the tilapia exposed to As (I11) and (V) by the bioaccumulation assays ranged
from 0.06 - 8.79 ug g™ in the livers, 0.05 - 0.78 pg g * in the stomachs, 0.10 - 0.41 ug g on
the gills and 0.11 - 0.36 pg g in the fillets, evidencing that the liver and stomach present the
greatest capacities to absorb and accumulate the contaminant. A study of arsenic fractionation
in fish and seafood tissues was also carried out to evaluate the distribution of arsenic in the
lipid and protein phases, since there is a positive correlation between the accumulation of
contaminants and the lipid content of the tissues. However, additional studies must be carried
out to optimize the methodologies for lipid and protein extractions, since the tissues of the
bioaccumulation assays presented low arsenic concentration and did not present the expected

recoveries.

Keywords: Bioaccumulation; arsenic; tilapia; fractionation; ICP-MS.
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1. INTRODUCAO

Uma questdo que vem sido discutida atualmente no ambito de seguranca
alimentar sdo as praticas comerciais adotadas pelos paises para a importacdo e
exportacdo de alimentos, pois cada vez mais tem se buscado alimentos seguros, que
atendam a padrdes mais rigorosos, livres de contaminantes e que oferegcam menores
riscos a saude dos individuos que os consomem. Sendo assim, trabalhos cientificos que
abordem esse tema agregam e trazem contribuicdes e informacGes relevantes na area

econdmica, ambiental e nas areas de pesquisa e sustentabilidade.

Os pescados sdo alimentos mais saudaveis quando comparados a outros tipos de
carnes, por serem fontes de vitaminas, proteinas e inimeros nutrientes, além de possuir
baixo teor de gordura saturada que contribuem para o bem-estar e satde dos individuos
(ERSOY; OZEREN, 2009). Segundo a Associacdo Brasileira de Piscicultura, o
consumo de pescados aumentou no Brasil devido a consciéncia da populacdo de que 0s
pescados sdo fontes proteicas mais saudaveis para alimentacdo, além da melhora

significativa no valor do preco dos peixes para os consumidores (CAMPQOS, 2018).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda que 0 consumo per capita
anual de pescado seja de 12 kg, entretanto segundo relatério da Organizacdo das Nagdes
Unidas para a Alimentagdo e a Agricultura (FAO) divulgado em 2016, aponta que o
consumo mundial anual per capita foi de 19,6 kg, bem acima do recomendado pela
OMS (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 2016). No Brasil no ano de
2015 o consumo médio per capita de pescados foi de 14,4 kg por habitante, segundo
dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2017).

Apesar dos inimeros beneficios, os pescados podem estar expostos a indmeros
contaminantes inorganicos, como por exemplo, cobre cddmio, chumbo, arsénio e
mercurio, o0 que pode provocar riscos adversos a diferentes organismos. O
desenvolvimento de procedimentos para avaliar a presenca desses contaminantes nas
aguas e em outros compartimentos ambientais é de grande interesse analitico, pois
através de metodologias confiaveis, rapidas e eficientes € possivel realizar o seu
monitoramento, verificando areas contaminadas e possiveis agfes corretivas
(VICENTE-MARTORELL et al., 2009).
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Dentre os diversos contaminantes que podem estar presentes nas dguas o0 arsénio
(As) pode ser encontrado naturalmente em solos e sedimentos, ou também advindo de
atividades antropogénicas. Os pescados, por serem consumidores que estdo no topo da
cadeia alimentar aquéatica possuem a tendéncia em bioacumular As, tanto nas formas
inorganicas, mais toxicas, quanto nas formas metiladas, de menor toxicidade (BARRA
et al., 2000).

Para a determinacdo de elementos inorganicos em baixas concentracbes em
amostras biologicas o0 emprego técnicas espectroanaliticas que apresentem boa
sensibilidade e precisdo, baixos limites de deteccdo, ampla faixa linear e carater
multielementar sdo desejadas. Dentre as técnicas mais utilizadas estdo a espectrometria
de massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS), juntamente com a digestdo
da amostra por radiacdo micro-ondas em frascos fechados, que garantem resultados
mais precisos e exatos nas analises (PETURSDOTTIR et al., 2012; WU et. al., 2014),

além de minimizar os problemas de contaminacdo e manutencdo dos elementos volateis.

Entretanto, as maiorias das técnicas analiticas fazem a determinacdo da
concentracdo total do elemento, e muitas vezes essa informacdo ndo € suficiente. As
andlises toxicoldgicas e bioquimicas mostram que a forma quimica de um elemento e
seu estado de oxidagdo sdo de grande importancia para entender os mecanismos de
contaminacdo nos seres vivos (FRANCESCONI; KUEHNELT, 2004). Muitas vezes, a
toxicidade de um determinado elemento esta relacionada a forma quimica ou estado de
oxidacdo, como é o caso do arsénio, que apresenta estados de oxidacdo +3 e +5, e,
portanto possuem diferentes niveis de toxicidade (MARTINEZ et al., 2011). O fato da
maioria das técnicas determinarem a concentracdo total de um elemento evidencia a
necessidade de se realizar o monitoramento das diferentes formas quimicas de um
elemento, que podem ser realizado por estudos de fracionamento e/ou especiacéo

quimica.

No Brasil, a legislacdo atual estabelece um limite maximo de arsénio total em
pescados de 1000 pg kg, segundo a RDC n°42 de 29 de agosto de 2013. Nesse
contexto, devido aos limites restritivos da legislacdo brasileira, juntamente com a
preocupacdo advinda do aumento do consumo de peixes pela populagdo e possiveis
riscos associados a contaminagBes por arsénio, é de extrema importancia conhecer e

monitorar as espécies presentes na amostra e ndo somente seus valores totais. Sendo
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assim, o objetivo deste trabalho foi realizar estudos de bioacumulagdo de As (Il e V)
em tilapia (Oreochromis niloticus), avaliando os processos de absor¢do e depuracdo do
elemento e em seguida realizar o estudo de fracionamento lipidico e proteico das
espéecies de As, para verificar em quais das fracdes o arsénio inorganico (iAs) se
bioacumula em maior quantidade, bem como a determinacédo dos teores totais do As por
espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS). A escolha da
espécie estudada (tilapia) tem extrema importancia visto que a regido Noroeste Paulista

€ a maior produtora de tilapia de todo o estado de Séo Paulo.



17

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. IMPORTANCIA DOS PESCADOS

Aquicultura € uma atividade baseada na criacdo de organismos aquaticos cujo
ciclo de vida se déa total ou parcialmente em meio aquatico para 0 consumo humano.
Essa atividade é praticada a milhares de anos com registros que o0s chineses ja
utilizavam dessa pratica, assim como os egipcios criavam tilapias ha cerca de 4 mil anos
(EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA, s.d.). O consumo
mundial per capita de pescados aumenta a cada ano, devido a mudancas de habitos
alimentares por parte da populacdo, que hoje em dia busca fontes de proteinas mais
saudaveis e com menores teores de gordura saturada (FIGUEIREDO JUNIOR;
VALENTE JUNIOR, 2008).

Os pescados s@o considerados alimentos mais saudaveis, com alto teor nutritivo
e baixo teor de gordura saturada. Além de ser um alimento facilmente digerido, as
proteinas de alta qualidade contém todos os aminoacidos essenciais, gorduras essenciais
(6mega-3), vitaminas (D, A e B) e minerais (como por exemplo, célcio, fosforo, cobre,
zinco e selénio). Sendo assim, apresenta indmeros beneficios a salde, como por
exemplo, o fortalecimento do sistema imunoldgico e do cérebro, reducdo dos niveis de
colesterol, ajuda no combate da depressao, diabetes e doencas inflamatdrias, alem de
diminuir o risco de doencas cardiovasculares (KRIS-ETHERTON et al., 2002).

Durante os ultimos anos, 0 governo brasileiro vem implantando politicas que
visam aumentar o consumo de peixes, e consequentemente o aumento da demanda no
setor produtivo de pescados. A aquicultura vem crescendo a cada ano, e no ano de 2016
a producdo de peixes aumentou devido principalmente ao avanco da producdo de
tilapias e de camarbes em cativeiro, atingindo um valor de producdo de R$ 4,61 bilhdes,
sendo a maior parte (70,9 %) oriunda da producéo de peixes. Em 2016, a producdo total
de peixes foi de 507,12 mil toneladas, com crescimento de 4,4 % em relacdo ao ano
anterior apresentando um crescimento nas regides Norte (1,4 %), Sul (6,9 %) e Sudeste
(43,1 %) do Brasil. Dentre a espécie mais criada esta a tilapia, com 239 mil toneladas

representando 47,1% do total da pesca nacional, sendo que sua produgdo aumentou
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9,3% em relagdo ao ano de 2015 (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2016).

2.2. TILAPIA DO NILO (Oreochromis niloticus)

A tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) é pertencente a familia Cichlidae
(ciclideos) e €é originaria da Bacia do rio Nilo, na Africa. E uma espécie que se encontra
largamente difundida em regides tropicais e subtropicais, como Israel, Sudeste Asiatico
e em todo Continente Americano (EL-SAYED, 1999).

A espécie foi introduzida no Brasil em 1971 por meio do Departamento
Nacional de Obras Contra a Seca (DNOCS), que trouxe exemplares da Costa do Marfim
para os acudes do Nordeste, difundindo-as para todo o pais (AYROZA, 2009). Por ser
uma espécie apropriada para a piscicultura de subsisténcia de paises em

desenvolvimento, atualmente a tilapia é a espécie mais cultivada no Brasil.

A tilapicultura surgiu como uma alternativa para a piscicultura de agua doce e
estuarina por conta da expansdao no mercado devido principalmente a facilidade de
obtencdo de alevinos, alto desempenho na producéo e rusticidade, grande adaptacao aos
sistemas de criacdo, boa aceitacdo no mercado de lazer (pesque-pague) e alimenticio
(pescarias e frigorificos) e pela qualidade nutritiva do peixe (MEURER et al., 2003). As
tilapias sdo peixes tropicais cuja temperatura ideal para seu desenvolvimento varia entre
27 a 32 °C, apresenta boa resisténcia quanto ao manuseio e transporte sob baixas
temperaturas. Temperaturas acima de 32°C e abaixo de 27°C reduzem o apetite e 0
crescimento, enquanto temperaturas abaixo de 14° pode ocasionar grande mortalidade
(KUBITZA; KUBITZA, 2000).

A aquicultura pode ser classificada em extensiva, semi-intensiva e intensiva. No
regime extensivo utilizam-se apenas alimentos naturais, que se desenvolvem nas aguas
para 0s peixes que serdo criados, ndo os alimentando regularmente e sem uso na agua de
fertilizantes organicos ou inorgénicos. Pode se citar as exploracGes realizadas em
acudes, represas, lagos e mananciais, que ndo foram construidos diretamente para o
cultivo de peixes, e normalmente o0 homem néo tem controle sobre os fluxos de entrada
e saida da agua (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 1988).
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No regime semi-intensivo por conta da alta densidade de estocagem (maior
concentracdo de peixes) ha a necessidade de se fertilizar as aguas e/ou fornecer
suplementos alimentares aos peixes, como grdos, farelos ou farinhas, j& que o alimento
natural desempenha papel principal na produtividade pesqueira. Esse tipo de
modalidade € realizado em tanques, viveiros e reservatorios, nos quais 0 homem possui
poder total do controle de entrada e saida de &gua. O regime intensivo é realizado em
viveiros ou tanques construidos estritamente para a criagdo de peixes. Por haver uma
quantidade bastante alta de peixes necessita-se 0 uso de racdes balanceadas na dieta,
uma vez que os alimentos naturais embora existam, se tornam insuficientes e 0 homem
pode interferir da mesma forma que na piscicultura semi-intensiva (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION, 1988).

O peixe escolhido para ser 0 objeto de estudo deste trabalho foi a tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), amplamente difundida no pais devido as condi¢des climaticas
favoraveis a sua criagdo. Dentre as caracteristicas que colocam a tilapia no topo entre as
principais espécies cultivadas comercialmente tem se: a facilidade de reproducdo e
obtencdo de alevinos, possibilidade de manipulacdo hormonal do sexo para obtencao de
machos, bom crescimento em cultivo intensivo (5 a 500 g em 4 a 5 meses), resisténcia a
ambientes com baixo teor de oxigénio dissolvido na &gua, alta resisténcia a doengas,
carne branca e com textura firme, saborosa, baixo teor de gordura (0,9 g 100 g* de
carne) e alto rendimento do filé (35 a 40%) (AYROZA, 2009; KUBITZA; KUBITZA,
2000).

Outro fator determinante na criacdo das tilapias € a qualidade das aguas que
afeta diretamente a producdo, podendo ocasionar estresse aos peixes, diminuicao no
apetite e maior vulnerabilidade as doencas e parasitas, levando a mortandade das
espécies. (HERMES; TAKAMATSU; SEEFELD, 2009). De acordo com Kubitza e
Kubitza (2000) os valores de pH devem ser mantidos entre 6,0 e 8,5, sendo que valores

abaixo de 4,5 e acima de 10,5 ocasionam um aumento da mortalidade dos peixes.

A tilapicultura no Brasil é dividida basicamente em trés polos, sendo eles
localizados no Nordeste, no Noroeste do estado de S&do Paulo e no Oeste do estado do
Parand. No Noroeste do estado de Sdo Paulo, a regido que apresenta maior
produtividade é Santa Fé do Sul, uma vez que a regido € banhada por trés grandes rios:
Rio Parand, Rio Grande e Rio Tieté (SUSSEL, 2011; PLANELLO et al., 2016).
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O Noroeste do estado de Sdo Paulo apresentou um rapido crescimento da
piscicultura, especialmente na criagdo intensiva de tildpia e uso dos tanques-rede,
levando esta regido como a maior responsavel na produgdo de pescados no estado de
Sdo Paulo. Esse rapido crescimento teve inicio nos anos 2000, quando as tilapias
comecaram a conquistar a preferéncia de empreendimentos do tipo pesque-pague, 0 que
fez com que os piscicultores paulistas incluissem a tildpia em suas criacdes (DE
CAMPOS et al., 2007). Atualmente, o Noroeste Paulista é o principal polo de produgédo

de tilapias do estado de Sao Paulo.

2.3. ARSENIO

O arsénio é um elemento quimico que apresenta nimero atdmico 33 e massa
atdmica 74,9. E um semimetal (metaloide) encontrado no grupo 15 (VA) da tabela
periddica ou familia do nitrogénio. Pode formar ligacbes com diferentes metais e
ligagbes covalentes com carbono, oxigénio e enxofre, e apresenta elevada toxicidade.
Possui quatro estados de oxidacdo, que sdo -3, 0, +3 e +5 (BRUCE et al., 2014). E um
elemento que pode ser encontrado naturalmente no ambiente aquético, e associado a
diversos minerais, por exemplo, cobre chumbo, cobalto e ouro, ou ainda pela agéo
humana relacionada a atividades mineradoras, combust&o de carvdo e madeira ou ao uso

de agrotoxicos que podem ser lixiviados para corpos de dguas (FOWLER et al., 2007).

Segundo a Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancer (IARC) o arsénio é
considerado um elemento altamente toxico e cancerigeno para os seres humanos (Grupo
1A), que oferece toxicidade aguda cronica. Apesar das inimeras evidéncias em seres
humanos, os modelos animais ndo conseguem replicar os mesmos efeitos observados, o
que dificulta a elucidacdo do exato modo das acles subjacentes relacionadas a
carcinogenicidade (MARTINEZ et al., 2011).

O grau de toxicidade das espécies do arsénio varia de acordo com sua forma
quimica e estado de oxidagdo, sendo a forma inorganica (iAs) como a mais toxica
representada pelas espécies trivalente ou pentavalente. A forma trivalente - As (l11)
apresenta toxicidade por volta de 60 vezes maior quando comparada a forma
pentavalente - As (V). As formas organicas mais comuns sdo 0 é&cido

monometilarsénico (MMA), acido dimetilarsinico (DMA), arsenobetaina (AsB),
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arsenocolina (AsC), que estdo apresentadas na Figura 1. Em termos de toxicidade, as
espécies inorganicas sdo cerca de 100 vezes mais toxicas que as formas metiladas
(MMA e DMA) (MARTINEZ et al., 2011).

Figura 1 - Principais espécies de arsénio
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Fonte: adaptado (FRANCESCONI; KUEHNELT, 2004)

A exposicdo a arsénio inorganico a longo prazo é associada a inimeros efeitos
adversos a saude humana, como por exemplo, cancer de pele, pulmdo, bexiga e rim,
doencas cardiovasculares, como hipertensdo, arritmias e disfuncdo vascular nos
sistemas periférico e nervoso, desequilibrio no metabolismo da glicose, além de
hiperqueratose, hiperpigmentacdo, conjuntivite e gangrena de membros (YOSIM,;
BAILEY; FRY, 2015).

Apesar da exposigdo ao arsénio inorganico estar associada a inumeros efeitos
adversos a saude humana, a maneira como ele induz a esses efeitos toxicos ainda nao
sdo amplamente conhecidas. Alguns estudos demonstram que mecanismos como
inibicdo enzimatica, interrupgdo do sistema enddcrino, reparo de DNA alterado, estresse
oxidativo nas células e modificacdes epigenéticas no DNA podem estar relacionadas a
toxicidade do arsénio. Embora as extensdes e interacfes desses mecanismos ainda nao

estejam completamente entendidas, existem evidéncias que indicam que o arsénio
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regule genes criticos e proteinas que induzem a replicacdo do DNA e reparam erros,
assim como os genes gque controlam o metabolismo de crescimento fetal. Dessa forma,
mudangas na expressdo génica podem influenciar a transcrigdo ou traducdo do DNA
(YOSIM; BAILEY; FRY, 2015).

O estresse oxidativo é tido como uma das principais teorias postuladas para a
carcinogenicidade do arsénio, uma vez que ele induz a producéo de espécies reativas de
oxigénio, como o radical superoxido (Oze-), o radical hidroxila (OHs), o radical peroxil
(ROO¢) e o peroxido de hidrogénio (H.0,) (VENTURA-LIMA; BOGO;
MONSERRAT, 2011). Estudos realizados por Bhattacharya and Bhattacharya (2007)
descrevem picos de producdo de peroxido de hidrogénio (H,O;) nas células apds o
peixe Clarias batrachus (ou bagre asiatico, conhecido como walking catfish) ser
exposto ao As (I1). Outro efeito toxico que o As pode causar é a peroxidacao lipidica,
que tem sido amplamente aceita como um mecanismo de lesdo celular (Halliwell and
Gutteridge, 2015), e estudos conduzidos por Nandi, Patra e Swarup (2005)
demonstraram aumento na extensdo da peroxidacdo lipidica em figado e rim de ratos

expostos ao As (I11).

Tanto as espécies inorganicas quanto as espécies metiladas (MMA e DMA)
demonstram inibir a respiracdo mitocondrial, o que provoca a formacdo de espécies
reativas de oxigénio levando a mutacbes no DNA, o que possivelmente desempenham
papel no desenvolvimento do cancer e morte celular. As espécies inorganicas podem se
ligar a grupos tidlicos e lipideos da membrana, resultando em inibicdo de grupos
funcionais de enzimas e alteracdo na fluidez dos lipideos da membrana, o que altera

processos bioquimicos essenciais ao organismo humano (MOLIN et al., 2015).

O As (V) possui similaridade quimica com o grupo fosfato, o que pode resultar
na substituicdo do fosfato pelo arsenato (As(V)) em vias metabodlicas essenciais,
atuando assim como desacoplador da fosforilagdo oxidativa, uma vez que ocorre a
formacéo de ADP-arsenato ao invés de ATP. O arsenato também é um desacoplador da
glicolise, pois em um dos passos da via, o arsenato substitui o fosfato, assim ndo
ocorrendo a formacdo de ATP (MOLIN et al., 2015).

No corpo humano, o processo de biotransformagdo ocorre nos rins, onde o
arsénio inorganico € metilado reduzindo sua afinidade com o tecido. As etapas de
metilacdo séo: As (V) = As (lIl) > MMA (V) > MMA (1) > DMA (V). Quando o
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arsénio inorganico é ingerido, ele é eliminado pela urina, que € a principal via de
eliminacdo juntamente com os metabdlitos (MMA e DMA) (BARRA et al., 2000).

Os compostos organicos de arsénio que estdo presentes em sistemas bioldgicos
sdo muito menos toxicos. Um exemplo é a arsenobetaina (AsB) que é a principal forma
organica encontrada nos pescados e constitui a maior fonte de arsénio na dieta,
entretanto constitui a forma nédo toxica de As, e é excretada na urina sem modificacao,
com tempo de residéncia relativamente curto (de 6 a 24 horas, no maximo) (BARRA et
al., 2000).

Os organismos marinhos possuem maior capacidade de acumular quantidades
substanciais de arsénio e de modo mais eficientes que organismos terrestres, pois o
arsénio se acumula nos tecidos ao longo da cadeia alimentar, 0 que torna os organismos
marinhos a principal fonte de transferéncia do contaminante a quem 0s consome, uma
vez que eles sdo capazes de sofrer bioacumulacdo. Sendo assim é importante obter
informacdes sobre as espécies de arsénio para se avaliar as implicacGes toxicologicas e
entender o ciclo biogeoquimico desse contaminante no ambiente marinho (BARRA et
al., 2000).

2.4. BIOACUMULACAO

Os rios e mares sdo reservatorios de inimeros elementos metalicos, que estdo
dissolvidos e sdo transportados pela agua e sdo facilmente aceitos por organismos
aquaticos. Os metais sdo introduzidos no ambiente aquatico por deposi¢cdo atmosfeérica,
erosdo da matriz geoldgica ou ainda, por fontes antropogénicas, como descarte de

efluentes industriais e residuos minerais (ALAM et al., 2002).

Dentre os organismos aquaticos, os peixes desempenham um importante papel
ecologico, uma vez que sdo responsaveis por transferir energia dos niveis troficos
inferiores aos niveis superiores (PEREIRA et al., 2013), além de serem considerados 0s
principais organismos vidveis para a avaliacdo dos graus de exposicdo de um
determinado ambiente a elementos téxicos (VAN DER OOST; BEYER;
VERMEULEN, 2003).
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Os peixes por serem consumidores que estdo no topo da cadeia alimentar
aquatica podem acumular grandes quantidades de metais da agua. Os padrdes de
acumulagdo desses contaminantes variam dependendo tanto da taxa de absorgdo quanto
da taxa de eliminagdo e/ou depuracdo (MANSOUR; SIDKY, 2002). Essa acumulacdo
ocorre através da ingestdo de alimentos ou de materiais particulados que estdo
suspensos na &gua, ou ainda pela adsorcdo desses metais em superficies de tecidos ou
membranas (MENDIL et al., 2005). A excrecdo dos metais em peixes ocorre através das
fezes, urina ou pelas membranas respiratorias, e sua distribuicdo entre os diferentes
tecidos dependem do modo de exposicdo, ou seja, exposicdo dietética e/ou aquosa
(ALAM et al., 2002). A contaminagdo dos ecossistemas aquaticos com metais tem
recebido grande atencéo e nos ultimos anos foram publicados inimeros trabalhos a esse
respeito, pois a bioacumulacdo de metais tracos por peixes envolvem varios processos e
mecanismos (VENTURA-LIMA; BOGO; MONSERRAT, 2011; GRECH et al., 2017).

Embora a presenca de metais toxicos na cadeia alimentar seja um risco, a
toxicidade provocada a saude humana é influenciada por diversos fatores, como idade,
sexo, estilo de vida e sistema imunoldgico do animal. Sendo assim, o estudo sobre a
prevencdo da contaminacdo dos alimentos como peixes e frutos do mar juntamente com
0 monitoramento e gerenciamento dos riscos a exposi¢cdo humana, a fim de garantir um
alimento seguro a populacdo é de extrema importancia e alvo de muitos estudos
cientificos (JARDIM; CALDAS, 2009).

Segundo a Organization for Economic and Co-Operation Development (OECD),
a bioacumulacdo € um processo pelo qual substancias ou compostos quimicos sdo
absorvidos pelos organismos. Esse processo pode ocorrer de forma direta, onde as
substancias séo assimiladas a partir do meio ambiente pelas vias oral, percutanea ou
respiratdria ou de forma indireta, onde a substancia se acumula em organismos através
da cadeia alimentar, ou ainda pela combinagdo das duas formas (ORGANIZATION
FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT, 1994).

Os seres aquaticos apresentam alta capacidade de bioacumular arsénio de modo
mais eficiente, quando comparado a organismos terrestres, seja por contato direto ou
indireto, uma vez que o As se acumula ao longo da cadeia alimentar (BARRA et al.,
2000). Outro fato € que os seres aquaticos ocupam o0s niveis tréficos mais altos da

cadeia alimentar e possuem a tendéncia a acumular As em certas partes do corpo, o que
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evidencia a importancia de se estudar a capacidade de bioacumulagcdo nas mesmas
(TAWEEL; SHUHAIMI-OTHMAN; AHMAD, 2013).

Os contaminantes sdo absorvidos por diferentes 6rgdos dos seres aquaticos
devido as afinidades existente entre eles, ocorrendo assim sua bioacumulacao.
(BERVOETS; BLUST, 2003). Nos peixes, 0s contaminantes sdo absorvidos
primeiramente nas branquias, pois ela estd em contato direto com o corpo d’agua e sdo
locais de trocas gasosas respiratorias (GARG; GUPTA; JAIN, 2009). Apesar de possuir
uma capacidade metabdlica baixa, pode contribuir para evitar o acumulo dos
contaminantes em outros Orgdos, uma vez que as branquias podem metabolizar os

contaminantes antes de eles chegarem ao figado (MDEGELA et al., 2006).

O figado é o tecido mais recomendado para realizar um estudo de poluicdo de
um corpo d’4dgua, uma vez que as maiores concentragdes de contaminantes estdo
presentes nele sendo o principal 6rgdo para a metabolizacdo e toxicidade do arsénio
(LICATA et al., 2005). Devido as caracteristicas anatdmicas e fisioldgicas, como por
exemplo, composicao lipidica, alta atividade metabolica e grande aporte de sangue
recebido fazem com que o figado seja um érgdo que acumula As em grande quantidade
(SQUADRONE et al., 2013). Os musculos (filés) geralmente apresentam as menores
concentracdes de As (LIAO et al., 2003; OLIVEIRA et al. 2017), o que é especialmente

importante para a dieta humana, uma vez que se trata da parte comestivel do peixe.

Nos ultimos anos, indmeros estudos vém sendo reportados sobre a
bioacumulacdo de As em peixes, e estes estudos concentram-se principalmente nas
partes comestiveis (musculo), assim como em diferentes 6rgaos como branquias, figado,
rins e trato digestivo. Attar et al. (1992) determinaram niveis de arsénio em peixes do
Golfo Arabico, sendo encontradas concentragdes na faixa de 0,16 a 32,3 ug g™ de As
total em tecido muscular. Liao et al. (2003) avaliaram a toxicidade aguda e a
bioacumulacdo de As em tilapias (Oreochromis mossambicus) e obtiveram
concentragdes de 12,65 ug g™ nas visceras, e 3,55 pug g™ nos misculos, e de acordo com
estes estudos uma forma de reduzir a quantidade de arsénio ingerido seria cozinhar o

peixe, segundo 0s autores.

Chen e Liao (2004) realizaram ensaios de bioacumulagdo com tilapia
(Oreochromis mossambicus) a fim de verificar a cinética de absorcao e depuracdo do As

(1) nas branquias por meio de um modelo de bioacumulagdo unicompartimental, e
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como resultado para as constantes de absorcao e depuracdo obtiveram um valor de 0,26
+ 0,09 mL g™ dia’ e 0,08 + 0,01 dia™, respectivamente. O fator de bioconcentracéo
calculado foi de 3,21 mL g™, que indica que as branquias possuem potencial para

acumular As quando as tilapias estdo expostas a ambientes contaminados.

Pazhanisamy, Vasanthy e Indra (2006) avaliaram a bioacumulagdo de As no
peixe Labeo rohita, e as maiores concentraces foram determinadas no figado (1,00 £
0,0034 pg g™), enquanto que as menores concentracdes estavam no filé (0,53 + 0,0010
Hg gl). Ventura-Lima et al. (2009) investigaram os efeitos de bioacumulacéo do As
(1) e (V) a curto e longo prazo nas branquias e figado de carpas (Cyprinus carpio) por
meio da acumulagéo e estudo de especiacdo quimica do arsénio, bem como pela agéo e
atividade da enzina glutationa-S-transferase, que é responsavel pela biotransformacéo
do arsénio inorganico. Os resultados gerais deste estudo indicaram que a exposi¢do de
C. carpio a As (Ill) e (V) induz diferentes respostas nas branquias e no figado deste

organismo aquaético.

Estudos conduzidos por Agah et al. (2010) mostraram que os tecidos do figado
apresentavam maiores concentracdes de arsénio, em comparagdo com os tecidos dos
musculos. Zhang, Huang e Wang (2011) avaliaram a bioacumulacdo de As (V) no peixe
Terapon jarbua, e obtiveram concentracdes na faixa de 0,5 a 50 ug L™. As constantes de
absorcdo e depuracdo foram 0,0015 L g* d* e 0,03 d*, respectivamente, e por meio
desse estudo foi possivel demonstrar que o As (V) tem baixa disponibilidade para T.

jarbua.

Schenone, Vackova e Fernandez Cirelli (2014) determinaram a concentracéo de
As por espectrometria de emissao Gtica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES)
nos musculos, figado, gbnadas, pele e escamas de trés espécies de peixes (Odontesthes
bonariensis, Rhamdia quelen e Oreochromis niloticus), e em todos os peixes as maiores
concentracdes de As foram determinadas nos figados e file, seguindo os mesmos
padrdes de bioacumulagédo. Em estudos mais recentes, Oliveira et al. (2017) avaliaram a
distribuicéo e bioacumulagdo de As total em tilapias (Oreochromis niloticus) cultivadas
em diferentes ambientes, e relataram que a concentragcdo encontrada nas visceras
(estbmago, branquias e figado) foi de 0,485 + 0,225 ug g™ e na porgdo consumivel
(musculo) foi 0,030 + 0,008 pg g*, abaixo do nivel maximo de As estabelecido pelas

agéncias reguladoras internacionais.
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Chen et al. (2018) estudaram mecanismos de aclimatacdo em peixes apos
exposicOes cronicas. Os estudos foram conduzidos com As (l1l) e (V) em Oryzias
mekongensis e examinaram a bioacumulacéo e biotransformacgédo do As, assim como a
toxicocinética do As apos exposicdo. A bioacumulagdo de As nos peixes expostos ao As
(V) aumentou gradualmente durante o periodo inicial de exposicdo de 21 dias e em
seguida diminuiu no periodo de depuragdo (28 dias), indicando que ocorreu aclimatacao
para regular os niveis totais de arsénio. As constantes de absorcdo diminuiram
significativamente, enquanto que as constantes de depuragdo aumentaram

significativamente, demonstrando a reducdo na bioacumulacéo do As.

Por fim, estudos de bioacumulacdo em diferentes tecidos ajudam a compreender
melhor as capacidades de metabolizacdo e o potencial toxicoldgico do arsénio em

organismos aquaticos.

2.5. LEGISLACAO

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
realiza o controle dos residuos e contaminantes, através dos laboratérios Nacionais
Agropecuarios (LANAGRO), que sdo centros de referéncias em analises alimentares e
atuam no monitoramento e investigacdo de contaminantes, assim como na pesquisa €
desenvolvimento/aplicacdo de métodos analiticos (QUEIROZ; LINS, 2012).

O arsénio esta entre substancias tdxicas controladas pelo MAPA, e seu limite
méximo aceito em pescados de captura e de cultivo é de 1 mg kg™, de acordo com a
RDC N° 42, de 29 de agosto de 2013 (BRASIL, 2013). Entretanto, esse valor
estabelecido refere-se apenas ao arsénio total, pois as amostras ndo sdo submetidas a
especiacdo quimica ou quantificacdo das fracdes organica e inorganica (BRASIL,
MAPA, 2016).

Diferente do Brasil, paises como Nova Zelandia e Australia adotam legislagdes
para limites maximos de arsénio inorganico para pescados e frutos do mar. Os limites
méximos estabelecidos para arsénio inorganico em peixes e crustaceos é de 2 mg kg™
(AUSTRALIA NEW ZEALAND FOOD AUTHORITY, 2017). Na Europa ndo existe

nenhuma legislagdo vigente quanto a um limite maximo permitido para arsénio total
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e/ou arsénio inorganico em pescados, porém a Autoridade de Seguranca Alimentar
Europeia (EFSA) publicou no ano de 2009, um relatério cientifico, onde destacou a
importancia de se realizar o controle dos niveis das diferentes espécies de arsénio em
alimentos, como peixes e frutos do mar, assim como a determinacdo de arsénio
inorganico por um metodo analitico robusto e preciso. Alem disso, esse relatorio
demonstrou a necessidade de se produzir materiais de referéncia certificado para arsénio
inorganico (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2009).

Diante desse problema relatado pela EFSA, o Laboratério de Referéncia para
Metais Pesados em Alimentos e Suplementos da Unido Europeia (EU-RL-HM) em
2010 realizou um teste interlaboratorial a fim de desenvolver um material de referéncia
a partir de uma amostra de figado de peixe para a determinacdo de arsénio inorganico.
Entretanto, essa determinacdo apresentou diversos problemas analiticos, o que
impossibilitou obter um valor preciso para arsénio inorganico nesse material
desenvolvido, sendo necessario realizar mais estudos nos processos de extracdo e
separacao das espécies do arsénio (DE LA CALLE et al., 2012).

Em termos de &guas, em janeiro de 2001, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (US EPA) promulgou um novo regulamento para arsénio em agua
potavel adotando um limite maximo de 10 pg L™, substituindo o valor de 50 pg L™
estabelecido em 1975 (SMITH et al., 2002).

No Brasil, a resolucdo n° 357, de 17 de marco 2005 do Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA), dispde sobre a classificacdo dos corpos de &gua e
diretrizes ambientais para o0 seu enquadramento, assim como estabelece as condicGes e
padrées de lancamento de efluentes, estabelecendo o mesmo valor (10 pg L™) para a
concentracdo de arsénio total em aguas doces e salinas de classe 1, enquanto que para as
mesmas aguas onde haja pesca ou cultivo de organismos para fins de consumo
intensivo, o valor maximo permitido passa ser 0,14 pg L™ (BRASIL, 2005). O anexo
XX da Portaria de Consolidagédo n° 5, de 29 de setembro de 2017 (antiga Portaria n°
2914, de 12 de dezembro de 2011 do Ministério da Salde) dispde sobre os
procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da 4gua para consumo humano e
seu padrdo de potabilidade, estabelece o valor maximo permitido de arsénio em aguas
para consumo de 10 pg L™, mesmo valor adotado pela US EPA e pela resolugéo n° 357
do CONAMA.
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2.6. DETERMINACAO TOTAL DE As EM PEIXES

Como foi citado anteriormente, o arsénio € um elemento toxico que pode estar
presente em pescados em casos especificos e seu valor de referéncia é controlado pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, através do Plano Nacional de
Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC) que é uma ferramenta de
gerenciamento de risco adotada pelo MAPA com objetivo de promover seguranga
quimica dos alimentos de origem animal produzidos no Brasil (BRASIL, MAPA,
2017). Nesse contexto, o desenvolvimento de metodologias mais exatas e precisas para

determinacéo de arsénio é de grande importancia.

Os pescados compdem uma parcela de importancia na dieta humana, e
consequentemente podem se tornar fontes de contaminantes como o arsénio, que na
maioria das vezes pode estar em sua forma organica, que apresenta baixa toxicidade e

nenhuma metabolizag&o no organismo (OLIVEIRA, 2017).

Devido a baixa concentracdo de arsénio em amostras de pescados o emprego de
técnicas sensiveis se faz necessario, sendo a espectrometria de massas com plasma
acoplado indutivamente (ICP-MS) uma das mais empregadas devido a seu carater
multielementar e aplicabilidade para analise de tracos. A determinacdo por ICP-MS
requer um procedimento adequado de preparo de amostra, para minimizar os efeitos
matriciais e que sejam compativeis com 0s requisitos operacionais do equipamento,
como baixa acidez final (1 a 2%) e baixo teor de solidos dissolvidos (0,2 a 2%) (KRUG,
2008).

Diversos estudos descrevem o uso de ICP-MS juntamente com digestdo acida
assistida por radiacdo micro-ondas (MW-AD) em frascos fechados como a melhor
escolha no preparo de amostras para a garantia de resultados mais precisos e exatos nas
analises (WU et al., 2014; FONTCUBERTA et al., 2011; PETURSDOTTIR et al.,
2012). A digestdo assistida por radiacdo micro-ondas em frascos fechados é um método
rapido, faz o uso de reagentes com alto grau de pureza, apresenta menores riscos de
contaminag&o justamente por ser realizada em sistema fechado e melhor manutencéo de
elementos volateis, porém é um procedimento que pode ter um custo elevado
(AGAZZI; PIROLA, 2000).
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Os reagentes mais utilizados nos procedimentos de digestdo assistida por
radiacdo micro-ondas para amostras ambientais sdo acido nitrico (HNO3) e perdxido de
hidrogénio (H,0O,), e diversos estudos foram desenvolvidos empregando acidos
diluidos, a fim de otimizar procedimentos e reduzir a quantidade de reagentes e residuos
gerados. Foster et al. (2007) relataram o uso de &cido nitrico diluido para a extracéo e
quantificacdo das espécies de As em amostras bioldgicas marinhas, e as melhores
recuperacdes obtidas foram utilizando HNO3; 2% v/v. Gonzalez et al. (2009) avaliaram a
decomposicdo de amostras vegetais e animais com misturas de acido nitrico (2,0, 7,0 e
14 mol L) e H,0,, e os melhores resultados obtidos foram utilizando HNO3 7,0 mol L
! com menores concentragbes de carbono residual. Desta forma, é possivel digerir
amostras de tecido animal utilizando &acido nitrico diluido, pois had uma reducdo no
volume dos reagentes, o qual estd de acordo com o0s principios da quimica verde

(ROCHA et al., 2013).

A maior dificuldade apresentada na determinagédo de arsénio total em amostras
de peixes € a presenca de arsenobetaina, espécie organica considerada ndo toxica e de
dificil decomposicéo, alem de ser quimicamente estavel. Alguns estudos indicam que a
concentracdo de arsenobetaina em peixes € tida com a concentracdo total de As, quando
determinada somente por técnicas de quantificacdo, por ser a espécie encontrada em
maior quantidade em peixes. Sendo assim, utilizam-se acidos oxidantes para a digestao
para que ocorra a conversao das espécies organicas em inorganicas, e assim realizar a
determinacéo total de As (NARUKAWA et al., 2008). Em um estudo conduzidos por
Kalantzi et al. (2017) em peixes coletados ao longo da costa da Grécia, 0s niveis de As
total variaram de 11,8 a 62,6 mg As kg™, entretanto a principal espécie encontrada foi a

arsenobetaina, que representou entre 67 a 97% do As total.

2.7. ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM PLASMA ACOPLADO
INDUTIVAMENTE (ICP-MS)

A determinacdo de metais e diversos ndo-metais em amostras biologicas pode
ser realizada por inumeras técnicas analiticas, como por exemplo, a espectrometria de
absorcdo por chama (F AAS) e forno de grafite (G FAAS), espectrometria de emissdo

Otica com plasma (ICP OES) e a espectrometria de massas com plasma acoplado
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indutivamente (ICP-MS). Dentre essas técnicas, a espectrometria de massas com plasma
acoplado indutivamente é umas das técnicas mais utilizadas na determinagdo de
elementos tracos, e apresenta inumeras vantagens, como analise multielementar e
isotopica, ampla faixa linear, espectro relativamente simples, alta sensibilidade, precisao
e exatiddo, além da possibilidade de acoplamento as técnicas de separagdo
(PROFROCK; PRANGE, 2012).

O ICP-MS oferece inimeras vantagens, sendo que seus limites de deteccdo
podem chegar & ordem de ng kg™ devido & geracdo de grande quantidade de fons no
plasma, e esses limites podem ser melhorados utilizando células de reacdo ou colisdo
para eliminar interferéncias. Hoje em dia, a maior parte dos equipamentos vem
equipados com essas células, oferecendo uma nova maneira de minimizar as
interferéncias espectrais poliatdmicas, por meio do uso de um gas que ird sofrer coliséo

ou reagao com os interferentes (THOMAS, 2008).

Diante das inUmeras vantagens apresentadas sobre a técnica de ICP-MS, nos
ultimos anos ela tem se tornado essencial na analise de especiacdo e fracionamento de
diversos elementos quimicos. No entanto, a determinacao de arsénio por ICP-MS pode
sofrer algumas interferéncias espectrais, pois a determinacéo de "As" é afetado pelo fon
molecular “°Ar®**CI*. O efeito desse fon pode ser contornado utilizando-se equacdes de
correcdo matematica, o emprego de células de colisdo/reacdo através da insercdo de

gases (H», He, NH3 e entre outros) dentre outras ferramentas.

As equacOes de correcdo matematicas estdo baseadas na medida da intensidade
do interferente em outra massa, geralmente livre de interferentes, sendo a corregéo
baseada na razdo dessas duas espécies (THOMAS, 2008). As células de colisdo/reacdo
sdo preenchidas por um gas e operadas a uma poténcia de radiofrequéncia (RF), onde 0s
ions moleculares interferentes sdo destruidos através de colisGes ou reacdes. A remocao
do interferente pode ser pela discriminacdo por energia cinética (KED) ou
discriminagdo por massa (THOMAS, 2008).

No modo KED, os ions poliatdmicos interferentes colidem com um gas inerte,
geralmente He, para dissocia-lo e modificar sua energia cinética, de forma que os
produtos de colisdo tenham a mesma energia que o potencial da célula, sendo entéo
discriminados e rejeitados, enquanto que os analitos de maior energia que a célula sdo

transmitidos e direcionados ao analisador de massas. Ja, no modo de discriminagdo por
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massa ou DRC (Célula de reacdo dinamica) utiliza-se um gas reativo (NHs, CH4 ou O)
que € inserido na célula reagindo com o ion poliatdmico interferente, convertendo-o em
uma espécie neutra ou de massa diferente do analito. Desta forma, o analito sem a
presenca do interferente passara por um filtro de massa seletivo e serd guiado ao
analisador de massa. (THOMAS, 2008).

Em um estudo realizado por Oliveira et. al (2017) foi desenvolvido um método
analitico para a determinacdo de As em amostras de peixes empregando o ICP-MS no
modo KED, o qual foram avaliados diferentes fluxos de gads He com intuito da
minimizagdo da espécie molecular interferente. Por fim, a melhor condig¢do otimizada
foi empregando o fluxo de gas He de 2 mL min™, com recuperacdes aceitaveis para os

materiais de referéncia.

2.8. FRACIONAMENTO

Nos ultimos anos foram desenvolvidas inUmeras pesquisas cientificas que
envolvem a otimizacdo de métodos analiticos capazes de fornecer informacdes sobre
toxicidade, biodisponibilidade, funcdo bioquimica e mobilidade de elementos
inorganicos. Muitas vezes, apenas a analise total de um elemento quimico na amostra
ndo € suficiente para fornecer essas informacdes, assim sendo necessarios estudos de

fracionamento de espécies quimicas (MATOS, 2011).

Um exemplo claro que demonstra que apenas a determinacdo total de um
elemento pode ndo trazer informacBGes adequadas ou necessarias é a diferenca de
toxicidade quanto as distintas formas quimicas de um elemento, como por exemplo, o
arsénio. O arsénio é um elemento que pode existir tanto na forma organica como
inorganica, sendo que as espécies organicas sdo menos toxicas que as espécies
inorganicas. Dessa forma, métodos analiticos que envolvam o fracionamento das
espéecies para a determinacdo da concentracdo total de um elemento nas diferentes
fragdes sdo alvo do nosso trabalho, uma vez que se tem a necessidade de conhecer as

espécies presentes na amostra e ndo mais s6 a concentracao total de um elemento.

De acordo com a IUPAC (Internacional Union of Pure ad Applied Chemistry) o
fracionamento consiste em um processo de classificacdo de um analito ou grupo de

analitos de uma amostra de acordo com caracteristicas fisicas (por exemplo, tamanho e
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solubilidade) ou quimicas (por exemplo, tipo de ligacdo e reatividade) (TEMPLETON
et al., 2000). O preparo de amostra utilizado nos procedimentos que envolvam o
fracionamento quimico consiste em submeter a amostra a consecutivas etapas de
extracdo com reagentes com propriedades quimicas diferentes (acidez, potencial redox,
polaridade e propriedades complexantes) a fim de se obter diferentes fracbes com
caracteristicas distintas do elemento de interesse. Apds realizada as extracGes, a
determinacdo total do elemento é realizada nas diferentes fracGes, através de técnicas
analiticas sensiveis que possibilitem realizar essa quantificacdo, uma vez que o

elemento ird estar em baixas concentracdes (MATOS, 2011).

Na literatura existem inimeros trabalhos que reportam o desenvolvimento de
metodologias para a determinacdo total de As em amostras de tecidos de peixes, assim
como metodologias aplicadas a estudos de especiacdo quimica. No entanto, ndo foram
encontradas informagdes quanto a forma que o As se encontra distribuido em diferentes
fragbes do tecido, 0 que poderia ajudar a compreender melhor o papel do As nos
processos de bioacumulacdo. Assim, existe a necessidade de avaliar metodologias para

a analise de fracionamento nesse tipo de matriz.

Em sistemas aquaticos, substancias tdxicas tendem a concentrar-se
principalmente na fracdo lipidica dos organismos, que sdo caracterizadas por lipidios
polares e ndo polares. Sendo assim, técnicas de extracdo apropriadas baseadas em
sistemas de solventes com a polaridade correta é essencial para o sucesso da
metodologia. O uso de cloroférmio e metanol foi recomendado para a extracao lipidica
em amostras de tecidos de peixes (SCHLECHTRIEM; FLIEDNER; SCHAFERS,
2012).

Inimeros solventes podem ser utilizados nos procedimentos de fracionamento, o
que leva a obtencdo de diferentes fragdes com caracteristicas distintas. Sendo assim,
este trabalho visa realizar procedimentos de extracdes sequenciais em amostras de filé,
que séo a parte consumivel do peixe, a fim de se obter as fracOes lipidicas e proteicas,
pois apesar de haver indicios que a maior parte do iAs esteja nessa fragdo com maiores

teores de gordura é importante estudar outras fracdes, como a fragdo proteica.
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2.8.1 Extracdo lipidica

No preparo de amostras para o fracionamento sdo utilizados diversos métodos de
extracdo soélido-liquido, assim como diferentes solventes/extratores sdo usados para
conseguir extrair as espécies organicas e inorganicas da amostra. Os lipidios constituem
diversos grupos de compostos organicos formados por cadeias longas de carbono, e séo
relativamente insollveis em agua, mas sollveis em solventes organicos, como por
exemplo, cloroférmio, éter, hexano e benzeno (LIM; YILDIRIM-AKSOY; KLESIUS,
2011).

A extracdo de lipidios é importante do ponto de vista ambiental, pois ela auxilia
no monitoramente dos contaminantes, que sdo quantificados em maiores concentracdes,
geralmente, na fracdo com elevados teores de gordura. As amostras necessitam de
cuidados especiais na obtencdo dessa fracdo, pois fatores como a oxidacao indesejada e
co-extracdo de componentes ndo-lipidicos podem influenciar diretamente na qualidade
final do extrato (BRUM; ARRUDA; REGITANO-D"ARCE, 2009).

Nos alimentos, os lipidios podem estar ligados a proteinas e aos carboidratos,
por meio de interacBes hidrofdbicas e eletrostaticas, interacBes de Van der Waals ou
ainda, ligacdes de hidrogénio ((FIORI; SCINTU; ADDIS, 2013). Tal fato dificulta o
processo da extracdo lipidica, pois o solvente utilizado ou mistura de solventes deve
possuir elevada solubilidade com os lipidios da amostra, ou seja, ser polar para
conseguir remover os lipidios que estdo associados as membranas celulares e 0s
constituintes do tecido, e também apolar para conseguir solubilizar os lipidios apolares,
juntamente com baixa solubilidade em proteinas e carboidratos, além de conseguir
penetrar entre as particulas da amostra e possuir um ponto de ebulicdo relativamente
baixo para evaporacdo (IVERSON; LANG; COOPER, 2001).

Os lipideos apresentam uma faixa relativa de hidrofobicidade, o que torna
praticamente inviavel a utilizagdo de um unico solvente na extracdo. Os lipidios neutros
sdo ligados covalentemente e podem ser extraidos com solventes apolares; ja os lipidios
polares que sdo ligados por forcas eletrostaticas e por ligacdes de hidrogénio,
necessitam de solventes polares para clivagem destas ligagdes (BRUM; ARRUDA;
REGITANO-D"ARCE, 2009).
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Os principais métodos utilizados para a extracdo lipidica sdo Soxhlet (1879),
Folch et al. (1957) e Bligh & Dyer (1959). No método de Soxhlet é utilizado um
solvente (geralmente éter de petréleo, éter dietilico ou n-hexano) em refluxo durante
muitas horas, e a amostra € exposta ao oxigénio, luz e calor, o que favorece reacdes de
oxidacdo e hidrolise, o que pode comprometer o extrato lipidico, assim como a sua
quantificacdo. Diferente do método de Soxhlet, que é uma extracdo a quente, 0 método
Folch et al. (1957), é uma extracdo a frio, que emprega a mistura dos solventes
cloroférmio e metanol, seguida da adicdo de uma solucédo de cloreto de potassio, com
funcdo de melhorar a separacdo das fases, tornando este método mais efetivo que o
Soxhlet. O método Bligh & Dyer (1959) é uma modificacdo simplificada do metodo de
Folch et al. (1957), pois utiliza menores propor¢des de solvente e amostra, além de ser

um “método rapido para extracao e purificagdo dos lipidios totais™.

Cada metodologia apresenta suas vantagens e desvantagens, como a toxicidade
dos solventes utilizados e a indesejavel extracdo de contaminantes ndo-lipidicos da fase
organica, no entanto os métodos de Folch et al. (1957) e Bligh & Dyer (1959) séo ainda
largamente utilizados na extracdo lipidica, tanto na sua forma original, como
modificados. Além disso, existe uma vantagem em utilizar a mistura de cloroférmio e
metanol, pois ela é capaz de extrair eficientemente tanto os lipidios neutros como os
polares (BRUM; ARRUDA; REGITANO-D"ARCE, 2009).

Diversos estudos indicam que dependendo do tecido a ser analisado, a escolha
do método pode influenciar significativamente no resultado final. A OECD
(Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico) possui uma diretriz
(OECD 305) que visa a determinacdo do fator de bioconcentracdo em peixes, e de
acordo com estudos existe uma correlacdo positiva significativa entre o acimulo de um
contaminante e o contetdo lipidico dos organismos. Sendo assim, a OECD indica que
métodos de extracdo apropriados utilizando solventes apolares e polares sdo necessarios
para garantir a extracdo completa de lipidios totais em amostras de tecidos de peixe,
recomendando o uso de cloroformio e metanol para a extragdo (SCHLECHTRIEM;
FLIEDNER; SCHAFERS, 2012).
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2.8.2 Extracdo proteica

As proteinas sdo moléculas organicas constituidas por cadeias de aminoacidos
ligadas por ligacOes peptidicas, e exercem diferentes fun¢fes no organismo, como 0
controle intra e extracelular; sdo componentes estruturais essenciais das células, além de
controlar transformacdes moleculares que definem o metabolismo por meio da catalise
proteica (ROSTOM; SHINE, 2018). As proteinas sdo moléculas extremamente instaveis
quando ndo estdo em seu ambiente nativo, portanto, uma vez extraidas do seu meio
biolégico, elas ficam expostas a diversos agentes que podem comprometer
irreversivelmente suas estruturas e assim podem rapidamente perder a habilidade em
desempenhar suas funcdes especificas (NOVAK; HAVLICEK, 2016).

Por conta dos grupos hidrofilicos e hidrofobicos que estdo presentes em suas
estruturas, a solubilidade das proteinas ira depender da concentracédo de sais dissolvidos,
pH, temperatura e da polaridade do solvente utilizado para a extracdo. Essas variaveis
podem ser manipuladas para precipitar seletivamente algumas proteinas, enquanto que

outras podem se manter soltveis em solugdes (MATULIS, 2016).

A separacdo das proteinas de outras macromoléculas envolvem diferentes
propriedades fisico-quimicas, sendo necessario eliminar seletivamente 0s outros
componentes da mistura, de tal forma que somente a fracdo proteica reste ao final. A
precipitacdo é atingida por conta das diferencas de solubilidade no meio reacional, e
pode ser realizada pela adi¢do de um sal (efeito conhecido como “salting out”), por um
solvente organico (efeito da polaridade) ou por dimeros organicos (efeito de agregacéo),
ou ainda modificando o pH e/ou a temperatura do meio (JIANG; HE;
FOUNTOULAKIS, 2004).

O efeito de precipitacdo de proteinas pelo uso de solventes organicos ¢ um dos
mais utilizados, sendo os solventes mais utilizados o etanol e a acetona, pois provocam
a diminuicdo da solubilidade da maior parte das proteinas globulares, levando a sua
precipitacdo. O etanol e a acetona possuem constantes dielétricas inferiores a da agua, e
quando adicionados em solucdo proteica aquosa aumentam as forcas de atragé@o entre as
cargas opostas causandoa redugdo do grau de ionizagdo e /ou protonagdo dos grupos
acidos e basicos da molécula proteica, provocando assim a agregacgdo das proteinas, e a

consequente precipitacdo (SIMPSON; BEYNON, 2010). Um outro fato importante que
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deve-se levar em consideracao € a realizacdo do procedimento em temperaturas entre 0
e 4 °C, pois em temperaturas acima de 10 °C na presenca de solvente orgénicos, as
proteinas podem sofrer desnaturagdo, por conta da desestabilizacdo das interacGes
hidrofobicas intramoleculares (FONG; WU; WOOQOD, 2009).

Por fim, as extracdes proteicas sdo de grande importancia, uma vez que ndo ha
na literatura estudos a respeito de como o iAs se encontra bioacumulado nessas fracdes,
visto que contaminantes tendem a se bioacumularem tecidos que apresentam maior teor

maior de gordura.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVOS GERAIS

O presente projeto teve como objetivo principal realizar ensaios de
bioacumulacdo com As (Ill) e (V) em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) em
condicdes controladas e determinar a concentracao total de As nos tecidos de figado,
estdmago, branquias e filés (musculo) por meio da técnica de espectrometria de massas

com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS).

O desenvolvimento de metodologias de fracionamento lipidico e proteico das
espéecies de As inorganico (iAs) em diferentes amostras de peixes (filé de Abrotea,
Pangasius e Tilapia) e frutos do mar (Camardo vermelho) foi avaliado. Apos a
otimizagdo das melhores condicGes de preparo de amostra para o fracionamento, tal
metodologia foi aplicada em amostras de filés de tilapias proveniente dos estudos de

bioacumulacéo para avaliar a distribuicdo do iAs nas fracdes lipidicas e proteicas.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolvimento de métodos de preparo de amostras para a determinacdo de As
total por ICP-MS empregando a digestdo &cida assistida por radiacdo micro-
ondas (MW-AD) e emprego de amostras de referéncias certificadas para a
avaliacdo de alguns parametros de desempenho do método proposto;

e Realizacdo de ensaios de bioacumulagdo sob condic¢des laboratoriais controladas
e apropriadas de cultivo com tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) expostas a

uma concentracao fixa de As (111) e (V) separadamente;

e Determinacdo de As total nos tecidos de interesse (figado, estbmago, brénquias e
filés) das tilapias dos ensaios de bioacumulacdo com As (1) e (V) por ICP-MS,
assim como a avaliacdo da distribuicdo de As pelos tecidos e determinacdo de

parametros toxicocinéticos;
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Otimizagdo de métodos de fracionamento lipidico e proteico em amostras de
peixes (fileé de Abrotea, Pangasius e Tilapia) e frutos do mar (Camardo

vermelho) baseados em extra¢fes sequencias e posterior analise em ICP-MS;

Estudo da distribuicdo de As inorganico nas fragdes lipidicas e proteicas dos

filés provenientes dos ensaios de bioacumulagéo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. LIMPEZA DOS MATERIAIS

Todas as vidrarias, frascos, tubos de ensaios e ponteiras utilizados nos
procedimentos foram previamente lavados com Extran®, detergente livre de metais, e
colocadas em banho de &cido nitrico 10% (v/v) durante 24 horas, para descontaminagéo
e desmineralizacdo destes materiais. Em seguida foram enxaguados com &gua

deionizada ultrapura e deixadas secar em temperatura ambiente por 24 horas.

4.2. REAGENTES E SOLUCOES

Para o preparo das solucdes analiticas e solucdes de calibracdo para a
determinacéo do arsénio por ICP-MS foi utilizado uma solucéo estoque de arsénio 1000
+2 mg L™ (Fluka® Analytical traceCERT® CRMs for ICP-MS) por meio de diluicdes
intermediéarias. Para as digestdes acidas assistidas por radiacdo micro-ondas (MW-AD)
foi utilizado solucdes de &cido nitrico concentrado subdestilado e posteriormente
diluidos (Sigma-Aldrich) e peroxido de hidrogénio (Sigma-Aldrich) 30% (v/v).

Para os ensaios de bioacumulagdo de As (Ill) e (V) com tildpias foram
preparadas solucdes a partir dos sais arsenito de sodio (AsNaO,, Sigma-Aldrich) e

arseniato de sodio heptahidratado (HAsNa,O,.7H,0, Sigma-Aldrich), respectivamente.

O gas utilizado como gerador de plasma e para nebulizacdo e como gas auxiliar
foi o argdnio (99,999%) fornecido pela White Martins (Sertdozinho, Sado Paulo).
Materiais de referéncia certificados como NIST 1640a (trace elements in water), SRM
1566a (Oyster Tissue), NRCC DORM-3 (Fish Protein) e NRCC DOLT-4 (Dogfish

liver) foram utilizados para otimizagdo do método e avaliagdo da exatid&o.

Para o fracionamento lipidico e proteico nas amostras de tecido de peixes e
frutos do mar foi utilizado cloroféormio, metanol, hidroxido de sodio, acetona e acido

fosforico, todos provenientes da Sigma-Aldrich.
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4.3. ENSAIOS DE BIODACUMULACAO

Toda metodologia aplicada nesse estudo foi avaliada e aprovada (Processo
CEUA-146/2016) pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA da UNESP,
orgdo responsavel pela avaliacdo e acompanhamento de projetos de ensino, pesquisa e
extensdo que envolvam experimentacdo e uso de animais, levando em consideracao as
normas da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio e do Conselho

Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

Os ensaios de bioacumulacdo podem ser realizados por diferentes regimes de
exposicao, e a escolha do tipo de ensaio dependerd dos objetivos, recursos existentes,
necessidades dos organismos-teste e caracteristicas dos efluentes (residuos) e sua
toxicidade (ORGANIZATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND
DEVELOPMENT, 1992; UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION
AGENCY, 1996). Os regimes de exposicdo podem ser estatico, semi-estatico ou de
fluxo continuo. No nosso trabalho o regime escolhido foi o estatico, onde o0s
organismos-teste foram expostos a mesma solucdo durante todo o ensaio, pois se trata
de um modelo simples e de baixo custo, que ndo necessita de muitos recursos, aléem de
gerar uma menor quantidade de residuos quando comparados com 0s regimes semi-

estatico ou de fluxo continuo.

Os peixes utilizados nos ensaios de bioacumulacdo foram adquiridos com o
responsavel dos tanques de piscicultura da UNESP, Campus de Sao José do Rio Preto.
Todo o experimento foi realizado de acordo com a metodologia proposta por Liao et al.
(2003), onde os peixes estavam livres de lesGes, deformidades ou doencas. Os peixes
foram distribuidos em tanques de 450 L, com oxigenacdo constante e temperatura
controlada (27 £ 2 °C) e permaneceram por um periodo de 14 dias de aclimatacdo, onde

foram alimentados diariamente.

Apo0s o periodo de aclimatacdo, os peixes foram alocados individualmente em
aquarios retangulares de plastico de 25 L com seus parametros fisico-quimicos
controlados, visando a ndo mortalidade da populagédo de peixes em estudo. Os ensaios
com As (Il1) e (V) foram realizados separadamente, e as concentracfes foram fixadas

em 1 pg mL™ em cada aquério, e essa concentracdo empregada deve se ao fato da
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necessidade de elevadas concentracdes para produzir efeitos toxicos nos tecidos, e assim

possibilitar a avaliacdo da toxicocinética do arsénio nos peixes (TSAI; LIAO, 2006).

Foram preparadas solucGes de As (II) e (V) dissolvendo uma quantidade
calculada dos sais de arsenito de sodio (AsNaO;) e arseniato de sodio heptahidratado
(HAsNa,04.7H,0) em &gua deionizada. Em seguida, foram realizadas diluigdes dessas
solucBes com agua de torneira, a fim de se obter a concentracdo nominal de 1 pg mL™

em cada aquario, que também foi avaliada por ICP-MS.

O ensaio de bioacumulacdo foi realizado dividindo as tilapias em 6 grupos
(Controle, G1, G2, G4, G7 e grupo depuracdo), onde em cada grupo continha 5
individuos (n=5), conforme mostrado na Figura 2. Os grupos G1, G2, G4, G7 foram
referentes aos dias de teste 1, 2, 4, 7 dias. Os peixes do grupo “Controle” ndo foram
expostos ao As e foram induzidos a morte no final do experimento, enquanto que 0s
outros grupos foram expostos ao As a uma concentracdo de 1 pg mL™, e retirados da
agua apos 1, 2, 4 e 7 dias, respectivamente. Os individuos do grupo depuracdo foram
expostos ao contaminante por 7 dias, e em seguida foram alocados para aquérios livre
de contaminante por mais 7 dias, totalizando 14 dias de ensaio.

Figura 2 - Esquema dos ensaios de bioacumulacéo
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Ao final de cada dia de experimento, os individuos do grupo em questdo foram
coletados e anestesiados em uma solucdo que continha benzocaina 28 mg L™, e assim
induzidos a morte. Em seguida, com auxilio de tesoura e pinga cirurgica, os tecidos de
interesse (file, figado, branquias e estbmago) foram coletados, e em seguida congelados,
liofilizados e digeridos para posterior analise em ICP-MS. A fim de se avaliar a
concentracdo de As nos aquarios foram coletadas diariamente pequenas aliquotas de
agua dos aquarios (100 pL) que foram diluidas em 10 mL de &gua deionizada para
anélise em ICP-MS.

Os parametros toxicinéticos (constantes de absorcdo e depuracdo) para cada
tecido em questdo foram determinadas ajustando a forma integrada da Equagdo 1
através dos perfis de acumulacdo do As (IlI) e (V) nos tecidos de interesse e a
concentracdo da agua contaminada por meio de uma regressao nao-linear (LIAO et al.,
2003; TSAI; LIAO, 2006; TSAl et al., 2012; CHEN; LIAO, 2012).

Co(t) = Co(t = 0) et + 2 C, (1— e )  (Equagdo 1)
d

onde Cy(t) é a concentracdo de As dependente do tempo determinado no tecido de
interesse (ug g7), Co (t=0) é a concentragdo de As no tecido no inicio do ensaio (ug g™),
ka é a constante de absorcéo especifica de cada tecido (mL g™ d), kg é a constante de

depuracdo (d™), t é o tempo em dias, e C, é a concentragio de As na dgua (pg mL™).

O parametro fator de bioconcentracdo (BCF) foi calculado como BCF = ka/kg,
representando a capacidade de acumulacdo liquida que é o resultado da competicao

entre os processos de absorcdo e depuragdo que ocorrem durante 0s ensaios.

O software OriginPro 9.0 (OriginLab Corporation) foi utilizado para realizar a
analise ndo linear, executando todos os ajustes da curva, assim como para calcular o
coeficiente de determinagdo (R?) e realizar analises estatisticas (analise de variancia —
ANOVA), onde a significancia estatistica foi justificada se os valores de p fossem

inferiores a 0,05.
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4.4. PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras foram levadas a Embrapa Pecuéria Sudeste, localizada na cidade de
Sdo Carlos no estado de Sao Paulo, para a etapas de moagem e digestdo. O preparo de
amostra foi adaptado do método proposto por Gonzalez et al. (2009). As amostras de
figados, branquias e estbmagos foram maceradas, enquanto que as amostras de filés
foram moidas criogenicamente utilizando um moinho pulverizador criogénico modelo
MAT775 (Marconi, Piracicaba, Sdo Paulo).

As digestdes acidas assistidas por radiacdo micro-ondas (MW-AD) foram
realizadas empregando um forno micro-ondas tipo cavidade modelo Microwave
Reaction System (Multiwave PRO - Anton Paar GmbH, Graz, Austria). As amostras
foram pesadas em aliquotas entre 50 a 200 mg, pois variaram de acordo com 0 peso do
tecido retirado da tilapia e digeridas em frascos fechados com 6 mL de solucéo de &cido
nitrico 50% subdestilado e 2 mL de peroxido de hidrogénio (30% v/v) empregando o
programa de aquecimento mostrado na Tabela 1. Apds a digestdo, as amostras e 0s
brancos foram transferidos para baldes volumétricos, e tiveram seus volumes ajustados

quantitativamente com &gua deionizada.

Tabela 1 - Programa de aquecimento do micro-ondas para digestdo das amostras
de tecidos dos ensaios de bioacumulacéo

Etapa Poténcia (W) Temperatura (°C) Tempo de digestdo (min)
1 1100 190 40
Resfriamento 0 0 10

4.5. INSTRUMENTACAO

A determinagdo de arsénio total nas amostras de tecidos bioacumulados foi
realizada com o emprego de um espectrébmetro de massas com plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS) modelo NexION 300X (Perkin Elmer, Shelton, CT) operado

em modo padrdo. Entretanto, o equipamento também pode operar utilizando a cela de



45

colisdo por discriminacdo da energia cinética (KED), a qual emprega gas hélio, como

gés colisional.

Os parametros operacionais e instrumentais do equipamento utilizado durante as
analises foram otimizados de acordo com a otimizagdo proposta por Oliveira et al.
(2017), que determinou As em tecidos de tilapia por ICP-MS, e sdo descritos na Tabela
2.

Tabela 2 - Parametros operacionais e instrumentais do ICP-MS

Parametros operacionais e instrumentais

Poténcia RF 1600 W
Vazio do gés do plasma 18 L min™
Vazdo do gés auxiliar 1,2 L min™
Vazdo do gés no nebulizador 1,01 L min™
Voltagem da entrada -3,00 vV
Voltagem da saida -32,00 V
Numero de varredura por leitura (sweeps) 50

Numero de leituras (readings) 1

NUmero de replicatas 3

Tempo de espera (dwell time) 25s

Rpqg 0,25v
Faixa de calibragéo 0,1-20pgL*

4.6. AVALIACAO DOS PARAMETROS DE DESEMPENHO

A validacdo de um método analitico deve garantir, por meio de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacGes analiticas, assegurando
a confiabilidade dos resultados (BRASIL, 2017). Para isso, alguns parametros devem
ser seguidos, entre eles, seletividade, linearidade, faixa de trabalho e faixa linear, limite
de deteccdo, limite de quantificacdo, tendéncia/recuperacdo, precisdo e robustez.
Entretanto, esses parametros podem sofrer variaces dependendo do tipo de ensaio
(INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA,
2011).

Foi preparada uma curva analitica (0,1; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 pg L
1) a partir de uma solucéo estoque de arsénio 1000 + 2 mg L™ para realizar a calibracéo
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do equipamento e buscou-se obter coeficientes de determinagdo (R?) maiores que 0,99.
Através da analise dos brancos e do coeficiente angular da curva analitica foi possivel
obter os limites de deteccdo e quantificacdo, LOD e LOQ, respectivamente.

O limite de deteccdo corresponde a menor concentracdo do analito em uma
amostra, que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada como um valor

exato (ICH, 2005). E obtido através da equago:

LD =3 % (Equacéo 2)

onde “Sb” representa o desvio padrdo de 10 medidas da intensidade do branco e “b”

representa o coeficiente angular da curva analitica.

O limite de quantificacdo corresponde a menor concentracdo do analito em uma
amostra que pode ser determinada quantitativamente com precisdo (repetitividade) e
exatiddo (ICH, 2005). E obtido de forma semelhante ao limite de deteccdo, modificando

apenas o fator 3 por 10:

LQ =10 %b (Equacéo 3)

Com o proposito de avaliar a exatiddo dos dados foram utilizados materiais de
referéncia certificados (MRC) que representassem a matriz trabalhada durante as
analises, e eles avaliam a tendéncia ou a recuperagdo de um método e € realizada através
dos resultados obtidos nas anélises com os materiais de referéncia certificados. Sendo
assim, o fator de recuperacdo é calculado pela Equacdo 4 (INSTITUTO NACIONAL
DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2011):

C determinada

e x 100 (Equacéo 4)

F (recuperagdo) =

onde “C geterminada’ € @ concentracdo determinada pelo equipamento do MRC e “C MRC”

é a concentracdo declarada no certificado do material de referéncia.
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4.7. FRACIONAMENTO DAS ESPECIES INORGANICAS DE ARSENIO:
EXTRACAO LIPIDICA E PROTEICA

Para a otimizacdo dos métodos de extracdo e fracionamento de As foram
utilizadas amostras de tecidos de peixes alvo dos estudos do grupo de pesquisa
(GIQAV). As amostras em questdo foram filé de Abrdtea (Urophycis brasiliensis), filé
de Pangasius (Pangasianodon hypophthalmus), filé de Tilapia e Camardo vermelho

adquiridos em mercados locais.

Foram adotados procedimentos de preparo de amostra para a determinacao total
de As nesses tecidos e em diferentes fracdes obtidas por meio de extracdes sequenciais a
fim de se obter as fracGes de lipidios e proteinas, conforme a metodologia proposta por
Kannamkumarath et al. (2002).

4.7.1 Concentracdo de As total

A digestdo &cida assistida por radiagdo micro-ondas (MW-AD) foi realizada em
todos os tecidos que foram acima citados para a determinacdo da concentracdo de As
total. O procedimento experimental e todas as informacdes foram apresentadas no item
4.4,

4.7.2 Fracionamento lipidico e proteico

A extracdo lipidica nas amostras de tecidos de peixes foi promovida pela adi¢édo
de 5 mL da mistura cloroférmio-metanol 2:1 (v/v) a uma massa de 1,0 g da amostra
moida. A amostra juntamente com a solucdo de cloroférmio-metanol foi agitada por 5
minutos em um agitador tipo Vortex, e em seguida foi centrifugada por 5 minutos a
3400 rpm para a separacdo das fases. As aliquotas de cloroférmio-metanol foram
recolhidas com o auxilio de uma micropipeta e transferidas para um tubo Falcon. Esse
procedimento foi realizado por trés vezes na mesma amostra e as trés fragdes de
solvente organico foram recombinadas. Vale destacar que esse procedimento foi

realizado em duplicata, e esta representado na Figura 3.
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O residuo da extragdo (tecido sem gordura) foi seco a temperatura ambiente, e
em seguida uma massa de 200 mg foram pesadas e levadas a digestdo em forno de
micro-ondas utilizando o mesmo programa de digestdo empregado anteriormente (item
4.4).

Figura 3 - Esquema da extracao lipidica

H =
SmL I:' E
» cloroférmio-metanol » I =3
N — . 7 5 minutos
1,0 g da amostra e Py —
— 3 vezes —
I AN

P kel s S .
— | | g ‘ - « tesf:engTu:a «

ambiente

Residuo T— -

ICP-MS Forno micro-ondas 3400 rpm

5 minutos

Fonte: adaptado (MATOS, 2011).

A concentracdo de As total na fracdo lipidica foi determinado pela diferenca da
concentracdo total de As na amostra e a concentracdo de As total na amostra apds a
extracdo, devido a massa de gordura obtida na extracdo ser insuficiente para a digestdo

em duplicata.

As extracdes proteicas foram realizadas nas massas das amostras obtidas apos as
extracOes lipidicas depois da evaporacdo da mistura de solventes organicos a
temperatura ambiente. Em aproximadamente 0,5 g da amostra restante adicionou-se 10
mL de solucdo de NaOH 0,1 mol L™. A solucéo foi agitada por 5 minutos em agitador
do tipo Vortex, e em seguida, foi centrifugada por 5 min a 3400 rpm para separacdo das
fases. O sobrenadante (extrato) foi recolhido com o auxilio de uma micropipeta, e
transferido para um novo tubo Falcon. Esse procedimento foi realizado por duas vezes

na mesma amostra e os extratos recolhidos foram combinados. O residuo da extragéo foi
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seco a temperatura ambiente, para em seguida ser digerido em forno micro-ondas e

analisado por ICP-MS.

Os extratos que foram combinados tiveram seus pHs ajustados para 7,0
utilizando &cido fosforico (H3PO,) e em seguida adicionado 20 mL de acetona. Apds a
adicdo, os extratos foram colocados em banho de gelo por 30 minutos para que
ocorresse a formacdo de um precipitado. O precipitado formado foi centrifugado (3400
rpm) e seco a temperatura ambiente, para que em seguida fosse digerido em forno de
micro-ondas e analisado em ICP-MS. Todo procedimento foi realizado em duplicata e

esta ilustrado na figura 4.

Figura 4 - Esquema da extracdo proteica
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Fonte: adaptado (MATOS, 2011).

ApoOs as extracOes serem realizadas, as determinagcdes de As foram realizadas
nas fragOes lipidicas e proteicas por ICP-MS. Inicialmente, as extragbes e o
fracionamento das espécies de arsénio inorganico (As-i) foram realizadas em tecidos de
peixes alvo de estudos do grupo de pesquisa (GIQAV) para que toda metodologia
pudesse ser desenvolvida e otimizada. Apds realizado esse estudo de otimizacdo de
metodologia, a mesma foi aplicada aos tecidos de files das tilapias dos ensaios de
bioacumulagéo com As (I11) e (V).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. AVALIACAO DOS PARAMETROS DE DESEMPENHO DA
METODOLOGIA

Inicialmente foi preparada uma curva analitica com concentragdes crescentes de
As (0,1 — 20,0 pg L™) em meio de HNO; 1% vi/v, para verificar a linearidade através
dos coeficientes de correlacdo linear. As intensidades foram registradas pelo
equipamento e foram utilizadas para construcdo do grafico como mostrado na Figura 5.
O coeficiente de determinacdo (R?) obtido apresentou valores dentro dos limites
aceitaveis estabelecidos pelo INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia) e ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), 0,90 e 0,99,
respectivamente. A partir de 10 medidas do branco analitico e dos coeficientes
angulares da curva analitica foi possivel calcular os limites de deteccdo e quantificacao,
0,05 pg L™ e 0,18 pg L™, respectivamente.

Figura 5 - Curva analitica utilizada para a determinacéo de As total
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Por meio da andlise dos materiais de referéncia certificado foi possivel avaliar a
exatiddo do método, sendo utilizado como materiais de referéncia certificados o NIST
1640a (trace elements in water), SRM 1566a (Oyster Tissue), NRCC DORM-3 (Fish
Protein) e NRCC DOLT-4 (Dogfish liver). Os valores de recuperacdo foram 87, 90, 98

e 91%, respectivamente, e estdo dentro dos limites aceitaveis (80 — 110%).
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5.2. ENSAIOS DE BIOACUMULACAO

Os ensaios de bioacumulacdo para As (I11) foram iniciados em julho de 2016,
ap6s aprovacgdo do Comité de Etica no Uso de Animais do IBILCE/UNESP com o
projeto “Avaliacdo da bioacumulagdo de arsénio e dos riscos associados ao consumo de
peixes no Brasil”, processo 146/2016. O aluno de mestrado do nosso grupo de pesquisa
(Luciano Henrique Barca de Oliveira) realizou estudos de bioacumulagdo com As (I11) e
obteve resultados prévios, os quais foram compilados nessa dissertacdo juntamente com
0s resultados obtidos nos ensaios de bioacumulagdo com As (V).

Inicialmente, as tilapias foram coletadas dos tanques de piscicultura do campus
pelo responsavel, e em seguida foram transferidos para caixas de agua de 450 L, com
oxigenacdo constante e temperatura controlada para periodo de aclimatacdo de 14 dias,

como pode ser observado na Figura 6.

Figura 6 - Tanque utilizado para a aclimatacéo das tilapias

De acordo com Ohki et al. (2002), a mortalidade durante o periodo de aclimatagéo
deveria ser menor que 5%, o0 que foi observado nestes ensaios. Os peixes estavam livres

de doencas ou deformidades e ndo houve crescimento significativo durante o periodo de
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aclimatacdo. A Tabela 3 apresenta o peso e tamanho dos peixes que foram utilizados

nos ensaios de bioacumulagéo para As (I11) e (V).

Tabela 3 - Peso e tamanho das tilapias utilizadas nos ensaios de bioacumulagéo

As (111)
Controle Gl G2 G4 G7 Gl4
Peso (9) 746+257 1064+215 1175+268 906+218 1116+27,3 101,3+227

Tamanho (cm) 138+1,6 155+13 16,3+1,4 142+15 155+1,6 155+13

As (V)
Controle G1 G2 G4 G7 G114
Peso (9) 65+ 14,5 75+ 18,2 69,1+116 68,3+21,8 75+94 129,6+12,2

Tamanho (cm) 131+11 14+13 13,7+0,8 136+1,6 13,7+1,4 16,4 £ 0,7

Os ensaios de bioacumulagao foram realizados a uma concentracéo de 1 pg mL™
de arsénio durante 7 dias, com base no experimento realizado por Tsai e Liao (2006), e
essa concentracdo € cerca de 20 a 50 vezes maior do que o observado para produzir

efeitos elevados nos tecidos alvo, e assim avaliar a toxicocinética do elemento.

Primeiramente foi realizado o ensaio com As (l1l), e ao final desse ensaio foi
iniciado o ensaio com o0 As (V). Os dois ensaios foram conduzidos da mesma maneira, e

a forma como foi montado o experimento pode ser visualizado na Figura 7.

Figura 7 - Montagem dos aquarios para os ensaios de bioacumulagéo
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Ao final de cada dia de teste, as tilapias foram anestesiadas e mortas por
overdose em uma solucéo de benzocaina 28 mg L™ como recomenda o protocolo e os
tecidos de interesse foram retirados para seguir a etapa de preparo de amostra, como
representado na Figura 8.

Figura 8 - Coleta dos tecidos de interesse

S N\

ESTOMAGO

5.2.1 Determinacdo da concentracdo de As nas aguas dos aquarios

Para monitoramento e avaliacdo da concentracdo de As nos aquarios foram
coletadas ao final de cada dia de experimento pequenas aliquotas de agua dos aquarios
(100 pL), que foram diluidas em 10 mL para analise em ICP-MS. No ensaio de
bioacumulacéo realizado com As (I11) a média da concentracéo da agua foi 1,09 + 0,19
ng mL™, enquanto que para a 4gua do ensaio de bioacumulacio com As (V) a média da
concentracdo foi 1,11 + 0,16 ug mL™. Para ambos os ensaios, as 4guas dos grupos
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controle e depuracdo estavam abaixo do limite de quantificacdo determinado por ICP-
MS (1,8x10™* pg mL™).

5.2.2 Determinacdo da concentracdo de As total nos tecidos de tilapias dos

ensaios de bioacumulacdo

Os estudos de bioacumulagdo em diferentes tecidos podem fornecer uma melhor
compreensdo da capacidade de metabolizacdo e do potencial toxicoldgico do As em
organismos aquaticos. Ao final de cada dia do ensaio de bioacumulacdo, os tecidos de
interesse (filé, figado, branquias e estdmago) foram coletados e congelados para
posteriores procedimentos experimentais ja descritos (item 4.4). Para as tilapias
expostas ao As (Ill), as maiores concentracdes foram determinadas no figado e
estdmago, seguidas das branquias e filés. A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos na
determinacdo da concentracdo de As total em cada tecido das tilapias do ensaio de
bioacumulag&o com As (I11).

Tabela 4 — Concentracdes de As total (1g g™) nos diferentes tecidos das tilapias
durante os periodos de exposi¢ao e depuracéo do ensaio de bioacumulacdo com As
(1) (n=5, £ SD)

Concentracdo (ug g™~)

Grupos Figado Estbmago  Branquias Filé
Controle 0,06 £ 0,01 <LOQ* 0,10+£0,01 0,11%+0,02
Dial 051+009 0,17+0,07 0,17£0,02 0,16£0,06
Dia 2 0,74+0,16 0,24+0,04 0,20£0,01 0,16£0,01
Dia 4 096+0,37 032+0,05 0,34+0,15 0,19£0,02
Dia7 570+2,10 0,75+0,11 0,41+0,05 0,36+£0,06
Depuragdo 1,36+1,06 0,15+0,07 0,13+0,02 0,11+0,01

* LOQ = 0,007 pg g™

A Figura 9 apresenta a distribui¢do de As total nos diferentes tecidos durante os

periodos de exposicao e depuracdo do ensaio de bioacumulacédo com As (111).
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Figura 9 - Distribuicédo de As total nos diferentes tecidos das tilapias durante os

periodos de exposicao e depuracao do ensaio de bioacumulagdo com As (111)
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Para as tilapias expostas ao As (V), as maiores concentracbes foram
determinadas no figado e estdmago, seguidas das branquias e filés. A Tabela 5
apresenta os resultados obtidos na determinacdo da concentracdo de As total em cada

tecido das tilapias do ensaio de bioacumulacdo com As (V).

Tabela 5 - Concentracdes de As total (1g g™) nos diferentes tecidos das tilapias
durante os periodos de exposicao e depuracéo do ensaio de bioacumulacdo com As
(V) (n=5,£SD)

Concentragéo (ug g™)

Grupos Figado Estbmago Branquias Filé
Controle 0,05+0,05 0,05+0,01 0,16+0,02 0,13+0,02
Dial 0,47+0,20 0,12+0,03 0,21+0,02 0,19+0,07
Dia 2 2,19+0,9 0,22+0,06 0,22+0,04 0,20+0,05
Dia 4 485+327 022+016 0,29+0,08 0,27+0,13
Dia 7 8,79+446 0,78+049 025+0,05 0,25+0,04
Depuragdo 3,71+199 0,09+0,01 0,16+0,01 0,14+0,03
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A Figura 10 apresenta a distribuicdo de As total nos diferentes tecidos durante o0s

periodos de exposicao e depuracdo do ensaio de bioacumulagdo com As (V).

Figura 10 - Distribuicéo de As total nos diferentes tecidos das tilapias durante os

periodos de exposicédo e depuracdo do ensaio de bioacumulacdo com As (V)
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Para ambos o0s ensaios, as concentracfes nos tecidos aumentaram dia a dia
durante o periodo de exposicdo, onde as tilapias foram expostas a uma concentracdo
fixa de As por um periodo de 7 dias. No grupo depuracdo os animais foram alocados
para aquarios livre do contaminante por mais 7 dias (periodo de depuracdo), durante os
quais puderam eliminar as espécies de As, reduzindo as concentra¢des de As nos tecidos

avaliados.

A partir dos ensaios de bioacumulacdo com As (I11) e (V) foi possivel observar
que em ambos os casos a ordem de bioacumulacéo foi: figado > estdmago > branquias >
filé. De acordo com Tsai et al. (2012) os tecidos figado e estdmago possuem a maior
capacidade de absorver o contaminante, uma vez que esses 6rgaos atuam como locais de

armazenamento de As a longo prazo sob exposic¢do cronica.
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Os tecidos de figado séo frequentemente recomendados como indicador
ambiental para poluicdo das &guas, podendo ser explicado pelo fato do figado possuir a
tendéncia em acumular poluentes de varios tipos, principalmente metais. Segundo a
literatura, o figado apresenta um papel importante no armazenamento, redistribuicao,
desintoxicacdo ou transformacao de contaminantes, e atua também como um local ativo

de efeitos patoldgicos induzidos por contaminantes (LICATA et.al., 2005).

Os resultados obtidos para ambos os ensaios de bioacumulacdo realizados
mostrou que as branquias e o filé apresentaram as menores concentracdes de As, 0 que
estd de acordo com o estudo realizado por Tsai e Liao (2006), onde as menores
concentracfes de As encontravam-se nas branquias e no filé da tilapia (Oreochromis

mossambicus).

Embora existam vérios estudos na area, ainda ndo se tem o entendimento
completo sobre os mecanismos e processos que envolvam a bioacumulacédo de arsénio
em tilapias, especialmente na forma como ele é captado/absorvido pelos tecidos. As
branquias sdo 6rgaos responsaveis pelo transporte idnico, trocas gasosas e excrecdo de
residuos, e segundo estudos é a principal via de absor¢do, pois se inicia por elas, e em
seguida o contaminante é transferido para o sangue, e assim distribuido por todo o
corpo. Sendo assim, as branquias apresentam papel fundamental nos mecanismos de
captacdo de contaminantes, possuindo grande importancia no entendimento de
toxicologia aquatica (CHEN; LIAO, 2004).

Pelos resultados obtidos nos ensaios de bioacumulacédo foi possivel observar que
a maior concentracdo de As foi determinada no figado para o ensaio com As (V), o que
pode estar relacionado a similaridade do As (V) com o grupo fosfato, que participa de
inimeras reacdes bioquimicas. O As (V) age como um desacoplador da fosforilacdo
oxidativa, ou seja, impede a formacdo do gradiente de prétons do espago intermembrana
para a matriz mitocondrial, e a energia que seria utilizada para a sintese de ATP é
dissipada na forma de calor (MOLIN et al., 2015). Este fenémeno pode ser entendido
como mimetismo, onde o corpo do peixe quando em contato com a espécie As (V), 0
reconhece como um grupo fosfato, aumentando sua absorgdo, pois o As (V) € menos

toxico quando comparado ao As (l11).

Em trabalhos anteriores, Schlechtriem, Fliedner e Schafers (2012) encontraram

uma correlacdo positiva significativa entre o acimulo de contaminantes e o conteudo
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lipidico do tecido. Sendo assim, o alto teor de gordura das amostras de figado de tilapia
poderia explicar a maior concentragdo de As, em comparagdo com o0s tecidos
musculares (filé), que apresenta um baixo teor de gordura, que consequentemente

acumulou menores quantidades de As.

5.2.3 Determinacdo dos parametros toxicocineticos

Através dos ensaios de bioacumulacédo e das determinacgdes das concentracdes de
arsénio inorganico foi possivel a determinacdo dos parametros toxicocinéticos
(constantes de absorgédo (K,) e depuracdo (Kg)). O software OriginPro 9.0 (OriginLab
Corporation) foi utilizado para realizar a regressdo ndo-linear, ajustando a forma
integrada da Equacdo 1 atraves dos perfis de acumulacdo do contaminante nos tecidos

de interesse e a concentracdo da agua contaminada.

Os perfis de regressdo ndo-linear obtidos pelo software OriginPro 9.0 para os
ensaios de bioacumulacdo com As (I11) e (V) apresentaram correlagcfes significativas
(R> = 0,81 — 0,99, p < 0,05) e foram resultantes do melhor ajuste do modelo de
bioacumulagdo “unicompartimental” de primeira ordem, que assume que a taxa de
depuracdo apds a exposicdo a um contaminante € diretamente proporcional a
concentracdo do contaminante no tecido do peixe (GRECH et al., 2017). Os perfis de

regressdo ndo-linear podem ser vistos nas Figuras 11 e 12.

Figura 11 - Modelo de bioacumulacio “unicompartimental” de primeira ordem

obtido por regressdo ndo-linear para periodo de exposicédo de 7 dias ao As (111)
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Figura 12 - Modelo de bioacumulac¢io “unicompartimental” de primeira ordem

obtido por regressdo ndo-linear para periodo de exposicédo de 7 dias ao As (V)
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Por meio dos graficos de regressdo nao-linear foi possivel obter os valores das
constantes de absorcdo e depuracdo (K, e Kg ), e entdo calcular os fatores de
bioconcentracdo (BCF). A Tabela 6 apresenta os valores dos parametros toxicocinéticos

calculados para os tecidos de interesse para a exposic¢ao ao As (I11) e (V).
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Tabela 6 - Estimativas das constantes de absorcéo (k,) e depuracéo (kq) e fator de

bioconcentracédo (BCF) para os tecidos de interesse durante 7 dias de exposi¢do ao

As (I11) e (V)
Constante de Constante de Fator de
Tecido absorcao depuracao bioconcentracdo*
[Ka (ML g™ d™)] [Ka (@] [BCF (mg g™)]
As (11T1)
Estdmago 0,12 + 0,03 0,08 +0,14 1,48
Figado 0,51+0,21 0,31+0,41 1,62
Branquias 0,06 + 0,01 0,07 £ 0,05 0,84
Filé 0,20+ 0,12 1,15+0,8 0,18
Estdmago 0,08 + 0,03 0,03+0,18 3,11
Figado 0,33+0,15 0,31+0,12 1,04
Bréanquias 0,18 £ 0,07 0,71+ 0,30 0,25
Filé 0,12 + 0,02 0,45+ 0,09 0,26
* BCF = Ka/kq

As constantes de absorcdo (k,) variaram entre 0,06 a 0,51 mL g™ d, enquanto
que as constantes de depuracéo (kg) variaram entre 0,03 a 1,15 d*, sendo que em ambos
0s ensaios 0 estdbmago e figado apresentaram os maiores valores de BCF, o que pode

indicar uma maior capacidade em acumular As em ambientes contaminados.

As branquias e o filé apresentam a capacidade de acumular As, entretanto
também apresentam os maiores valores para as constantes de depuracao, o que indica a
alta capacidade de reduzir ou remover o contaminante do tecido. Tal fato foi
comprovado por estudos anteriores que revelou que contaminantes inorganicos, como
As, Zn, Cu, Cr, Hg, Cd e Pb sdo acumulados mais eficientemente no intestino,
estdmago e figado do que no filé da tilapia, o que demonstra que o estdmago e figado
desempenham um papel fundamental nos processos de bioacumulagdo de As
(KUREISHY; DE SILVA, 1993; LIANG et al., 1999; TSAI; LIAO, 2006).

As taxas de absorcdo sdo dependentes da concentragdo da &dgua contaminada,
dos mecanismos envolvidos na incorporacdo do contaminante pelos tecidos e séo
determinadas pelos modelos de bioacumulagao “unicompartimental” de primeira ordem

obtido por regressdo ndo-linear. Para o ensaio de bioacumulacdo com As (lIl), as
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maiores constantes de absorcdo (k,) ocorreram no figado, seguido do estdbmago, filé e
branquias, respectivamente. No estudo realizado por Tsai e Liao (2006) observou-se
ordem similar de k,, exceto pelo fato dos autores terem considerado o sistema digestivo
(intestino e estdmago) como um (nico compartimento, assim o valor de k, (0,84 mL g™
d™) determinado foi maior do que o do figado (0,61 mL g* d™), o que pode ter

colaborado para essa diferenca.

Com os dados obtidos no ensaio empregando As (111), o filé apresentou maiores
valores de k, (0,20 mL g™* d*) quando comparado com os das branquias (0,06 mL g™
d™), diferente do observado no estudo realizado por Tsai e Liao (2006). Contudo, os
tecidos de filé apresentaram uma maior constante de depuracéo (1,15 d), o que resulta
em um menor fator de bioconcentracdo (0,18 mg g*), assim explicando sua alta

capacidade em eliminar o As.

Um estudo realizado por Liao et al. (2003) mostrou que a tendéncia de
acumulagdo de As nos tecidos de peixes foi intestino > estdmago > figado > filé =
branquias, 0 mesmo observado nos ensaios de bioacumulacdo com As (V), que
apresentou fator de bioconcentragdo (BCF) maior para o estdbmago (3,11 mg g™ ), por
conta do menor kg (0,03 d*), o que confere a este tecido uma maior capacidade em

bioacumular elevadas concentracfes de As.

Com relagdo ao filé, que representa a maior biomassa da tilapia, e por também
ser a parte consumivel do peixe, foi verificado em ambos os ensaios de bioacumulacéo,
que € o tecido que apresenta a menor habilidade em absorver o contaminante quando
comparado aos demais tecidos estudados, uma vez que apresenta constantes de
depuracdo maiores que as constantes de absorcdo, o que resulta nos menores fatores de

bioconcentracao (BCF).

Os valores de BCF especificos para os 6rgaos acima de 1 (figado e estdmago)
indicam que os tecidos tém o potencial de acumular arsénio quando expostos a espécies
de iAs (TSAI; LIAO, 2006). O acumulo de arsénio nos tecidos do estbmago e figado
das tilapias foi refletido pela diferenca significativa entre os pardmetros toxicocinéticos
ka € kg, uma vez que acumulo de um contaminante ocorre quando a constante de
depuracdo € menor que a constante de absor¢do, como observado para o estbmago e o

figado. J& quando a constante de taxa de depuracdo é maior que a constante de taxa de
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absorcéo, o tecido tem uma capacidade menor de absorver As, como observado para as

branquias e o filé, o que estd de acordo com estudos recentes de Chen et al. (2018).

5.3. EXTRACAO E FRACIONAMENTO DAS ESPECIES INORGANICAS

Como apresentado anteriormente foram utilizadas amostras de tecidos de peixes
fornecidos pelo proprio grupo de pesquisa (GIQAV) para a otimizagdo dos métodos de
extracdo e fracionamento de As. Os tecidos utilizados foram filé de Abrétea (Urophycis
brasiliensis), filé de Pangasius (Pangasianodon hypophthalmus), filé de Tilapia
(Oreochromis niloticus) e Camarédo vermelho. Os procedimentos de preparo de amostra
para a determinagdo total de As nesses tecidos e nas diferentes fragdes obtidas através
das extracdes sequenciais para obter as fracfes de lipidios e proteinas foram seguidos

segundo a metodologia proposta por Kannamkumarath et al. (2002).

5.3.1 Determinacdo do As total

Antes de iniciar as analises de fracionamento foi necessario realizar a
determinacdo do As total das amostras utilizadas para a otimizacdo do método, para que
ao final fosse possivel realizar o balanco de massas nas diferentes fracGes obtidas pelas
extracBes. As amostras foram digeridas em forno micro-ondas, utilizando acido nitrico e
peroxido de hidrogénio de acordo com o trabalho de Oliveira et al. (2017) e as
determinacg6es foram realizadas por ICP-MS. Os resultados da determinacdo de As total

nas amostras de peixes estdo apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7 - Concentragdo de As total nas amostras de peixes (n=2, + SD)

Amostra Concentracéo (g g-)
Filé de Abrotea 2,26 £ 0,03
Filé de Pangasius 0,09 £ 0,02
Camarao vermelho 1,32 +£0,04

Filé de Tilapia 0,98 + 0,02
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5.3.2 Fracionamento lipidico e proteico em amostras de peixe e frutos do mar

Apos a determinacdo da concentragdo de As total nas amostras de peixes e frutos
do mar, a concentracdo desse elemento foi avaliado nas fragdes lipidicas e proteicas. Os
lipidios sdo moléculas organicas com caracteristicas hidrofobicas e que sdo sollveis em
solventes organicos, como por exemplo, cloroférmio, éter e metanol (LIM; YILDIRIM-
AKSOQY; KLESIUS, 2011). Nesse trabalho, a fracdo de lipidios das amostras de peixes
foram extraidas utilizando uma solucdo de cloroférmio-metanol (2:1 viv). A
concentracdo de As nessa fracdo foi calculada através da diferenca entre a concentragdo
total de As na amostra e a concentracdao de As determinada na amostra ap0s a extracao.
Para isso, ap0s a extracdo lipidica, o residuo da extracdo foi digerido em forno micro-
ondas e a determinacéo de As foi realizada por ICP-MS. Os resultados estdo na Tabela
8.

Tabela 8 - Concentracao de As no residuo da extracao lipidica e na fracéo lipidica

(n=2, £ SD).
Amostra Concentracdo de As no residuo Concentracdo de As na
da extracdo (ug g-) fracao lipidica (ug g-%)
Filé de Abrotea 0,51+0,06 1,75 + 0,06
Filé de Pangasius 0,08 + 0,004 0,01 +0,02
Camaréo vermelho 0,76 + 0,0001 0,56 + 0,04
Filé de Tilapia 0,13 + 0,003 0,85+ 0,02

De acordo com estudos, a mistura de solvente cloroformio-metanol mostrou-se
adequada para a extracdo completa de lipidios em tecidos de peixes, e apresentou uma
correlagdo positiva entre 0 acimulo de um contaminante e seu conteudo lipidico
(SCHLECHTRIEM; FLIEDNER; SCHAFERS, 2012). Entretanto, segundo a Tabela 8
pode-se verificar que somente nas amostras de filé de Abrotea e tilapia que o As se
encontra em maior concentracdo na fracdo lipidica, diferente das amostras de filé de
Pangasius e camardo vermelho onde maiores teores de As foram encontrados na porgao

proteica.



64

Foram realizadas analises de extrato etéreo e proteina bruta nas amostras de filé
de Pangasius e Camardo vermelho a fim de verificar a proporcdo entre gorduras e

proteinas, e os resultados podem ser vistos na Tabela 9.

Tabela 9 — Porcentagem de extrato etéreo (gordura) e proteina bruta para as
amostras de filé de Pangasius e Camarao vermelho

Amostra Extrato etéreo (%)  Proteina bruta (%0)
Filé de Pangasius 17,01 64,48
Camardo vermelho 3,43 67,42

De acordo com os resultados obtidos de extrato etéreo e proteina bruta é possivel
verificar que os tecidos apresentam uma maior proporcao de proteina, 0 que evidencia o

fato do As estar presente em maior concentracdo na fracdo proteica.

Apds a extracdo da fase lipidica da amostra foram realizadas as extracdes
proteicas. Na extracdo proteica foi utilizada uma solucdo de hidréxido de sodio, pois as
proteinas sdo sollveis em meio alcalino. Em seguida, a solucdo foi neutralizada com
acido fosférico e a precipitacdo das proteinas ocorreu pela adi¢do de acetona sob baixas
temperaturas, uma vez que solventes organicos sollveis em agua diminuem a
solubilidade das proteinas, pois possuem constantes dielétricas baixas (SIMPSON;
BEYNON, 2010). A fracdo proteica e o residuo da extracdo foram digeridos e as

concentracdes de As foram determinadas por ICP-MS e apresentadas na na Tabela 10.

Tabela 10 - Concentracdo de As no residuo da extracéo proteica e na fracéo
proteica (n=2, = SD).

Amostra Concentragéo de As no Concentracéo de As na
residuo da extracdo (ug g-')  fracdo proteica (ug g-!)
Filé de Abrotea 0,095 + 0,004 < LOQ*
Filé de Pangasius 0,047 £ 0,020 0,036 + 0,012
Camarédo vermelho 0,425 + 0,030 0,046 + 0,013
File de Tilapia 0,005 + 0,003 0,005 + 0,001

*LOQ =1,04x10°pg g-*
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A determinacédo da concentracdo de As no residuo da extracdo da amostra de filé
de Pangasius mostra que ndo houve perdas do analito durante o processo da extragéo
proteica, pois as concentracdes de As determinadas na fase proteica e no residuo da
extracdo de proteinas foram, respectivamente, 0,036 + 0,012 pg g-' e 0,047 + 0,020 pg
g-', a qual a soma é muito préxima & concentracdo da amostra sem gordura (0,08 +
0,004 pg g-1). No entanto, 0 mesmo ndo pode ser observado para as demais amostras, e
uma possivel explicacdo seria o fato do As ter sido lixiviado para o sobrenadante da
extracdo, fato que torna necessario realizar estudos adicionais para otimizacdo da
metodologia utilizada para a extracdo proteica em amostras que apresentem maiores

concentragdes de arsénio.

5.3.3 Fracionamento lipidico e proteico nos tecidos dos ensaios da

bioacumulacéo

O fracionamento lipidico e proteico nas amostras de filé dos peixes utilizados
nos ensaios de bioacumulacdo era parte dos objetivos do trabalho. No entanto, por ndo
haver amostra suficiente para a realizacdo dos procedimentos de extracdo, foi necessario
fazer uma mistura das amostras de um grupo que possuia massa suficiente para tais
procedimentos. Sendo assim, o “pool de amostra” foi realizado com os peixes do grupo
G7 dos ensaios de bioacumulacdo. Primeiramente, uma nova digestdo dos tecidos foi
realizada para determinar a concentracao total de As, e também a fim de comparacéo
com os resultados obtidos nos ensaios de bioacumulagédo. Os resultados estdo mostrados
na Tabela 11. Outro problema que averiguamos é que a concentracdo empregada nos
ensaios de bioacumulagdo (1 ug mL™) era baixa, o que inviabilizou o emprego destes

métodos de extracdo para os tecidos.
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Tabela 11 - Concentracéo de As total nos tecidos de filé determinado pelos ensaios

de bioacumulacéo e a na nova digestéo realizada

Amostra Concentracgéao de As total Concentracao de As
determinado pelos ensaios de total determinado na
bioacumulacéo (ug g-1) nova digestao (ug g-1)
Filé G7 (As (111)) 0,36 = 0,06 0,32
Filé G7 (As (V)) 0,25 £ 0,04 0,23

Por conta da reduzida quantidade de amostra para realizar as extragdes, a
determinacdo da concentracdo de As total nas amostras dos filés dos ensaios de
bioacumulacdo foi realizada somente em uma Unica replicata, no entanto, de acordo
com os resultados obtidos nos ensaios de bioacumulacdo, ndo houve uma diferenca
significativa entre os resultados, o que indica que o método utilizado apresenta
reprodutibilidade. Apds a determinacdo da concentracdo total de As nas amostras, a
concentracdo de As foi avaliado nas fracGes lipidicas e proteicas. A concentracdo de As
na fracdo lipidica foi determinada pela diferenca entre a concentracdo de As total na
amostra e a concentracdo de As na amostra ap0s a extracdo lipidica, e os resultados
podem ser vistos na Tabela 12.

Tabela 12 - Concentracdo de As no residuo da extracao lipidica e na fragao lipidica

dos tecidos de filé do ensaio da bioacumulacéo

Amostra Concentracédo de As no Concentracdo de As na
residuo da extracdo (ug g-')  fracdo lipidica (ug g-Y)
File G7 (As (111)) 0,05 0,27
Filé G7 (As (V)) 0,13 0,10

De acordo com estudos, era esperado que 0 As Se encontrasse em maior
concentragdo na fragdo lipidica, pois contaminantes tendem a se bioacumular nessa
fracdo. No entanto, para a amostra de filé do ensaio de bioacumulagdo com As (V), 0 As

encontra-se em maior concentracdo na amostra ap6s a extracdo lipidica, muito
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provavelmente ligado a fragdo proteica. Apos a extracdo da fase lipidica das amostras,
foram realizadas as extracdes proteicas, e a fracdo proteica e o residuo da extracdo
foram digeridos em forno micro-ondas para a determinacdo de As por ICP-MS.
Entretanto, as concentracdes ficaram abaixo do limite de quantificacéo (1,65x107 pg g-

1), e sugere-se um estudo mais detalhado para a otimizacéo da extracdo proteica.

Outra possibilidade seria realizar esses estudos de fracionamento com diferentes
tecidos de peixes, como por exemplo, um tecido de figado, que apresenta altas
concentracdes de gordura, assim seria possivel avaliar a tendéncia de bioacumulagéo do
As na fracéo lipidica e proteica. Vale ressaltar que os tecidos de peixe também deveriam
apresentar maiores concentragdes de arsénio. No entanto, por conta da indisponibilidade
de amostra ndo foi possivel realizar o fracionamento em outros tecidos das tilapias dos
ensaios da bioacumulagdo, mas estudos adicionais estdo sendo realizados com amostras
de tilapias provenientes de estudos de toxicidade aguda, as quais apresentam uma
concentracdo maior de As.
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6. CONCLUSAO

A espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)
mostrou-se eficiente na determinacdo de arsénio em tecidos bioldgicos e &gua,
apresentando boa exatiddo e precisdo. A exatiddo do método foi confirmada por meio da
analise dos materiais de referéncia certificados, que apresentaram valores de
recuperacdo na faixa de 80 a 110%. O uso do ICP-MS foi uma boa ferramenta analitica
para a determinacgéo de arsénio total nas amostras de tecido de peixe, ndo apresentando
problemas de interferéncia espectral na razdo massa/carga 75, possibilitando o seu uso
no modo padrdo de funcionamento sem a necessidade de utilizar a célula de colisdo
(KED).

As concentracdes de arsénio total determinadas nas tilapias expostas ao As (I11)
pelo ensaio de bioacumulacdo variaram na faixa de 0,06 — 5,70 pg g nos figados, 0,15
— 0,75 pg g™ nos estdmagos, 0,10 — 0,41 pg g™ nas branquias e 0,11 — 0,36 ug g™ nos
filés, enquanto que para as tilapias expostas ao As (V), as concentra¢fes variaram na
faixa de 0,15 — 8,79 pg g™ nos figados, 0,05 — 0,78 ug g™* nos estémagos, 0,16 — 0,29 pg
g™ nas branquias e 0,13 — 0,27 ug g™ nos filés.

Apesar dos valores diferentes de concentracbes, o mesmo padrdo de
bioacumulacéo nos tecidos foi observado em ambos 0s ensaios, sendo a ordem figado >
estdmago > branquias > filé. A partir desses resultados pode-se concluir que o figado e
0 estdbmago apresentam um papel importante na absor¢do e acimulo do contaminante.
Além disso, os ensaios de bioacumulacdo comprovaram que o filé apresenta grande

habilidade em reduzir o contaminante no tecido, quando comparado aos outros 0rgaos.

A partir dos ensaios de bioacumulacdo foi possivel realizar a determinacdo dos
parametros toxicocinéticos (ka, kg € BCF) que avaliam a capacidade que os tecidos

possuem em absorver e depurar 0 As.

Por meio dos estudos de fracionamento lipidico e proteico nas amostras de
peixes e frutos do mar, foi possivel verificar que o arsénio inorgéanico encontra-se em
maior concentragdo na fracdo lipidica nos tecidos de filé de Abrotea e tilapia. No
entanto, a mesma tendéncia ndo foi observada nos tecidos de Pangasius e Camardo
vermelho. A extracdo proteica se mostrou eficiente somente para a amostra de filé de

Pangasius, uma vez que o somatdrio das concentracGes de As na fragdo proteica € no
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residuo da extracdo foram muito préximas da concentracdo determinada no residuo da

extracdo lipidica.

A mesma metodologia estudada foi aplicada aos tecidos de filé provenientes dos
ensaios de bioacumulagéo, no entanto os resultados sdo inconclusivos. Assim, torna-se
necessario realizar novos estudos de otimizacao das metodologias para que seja possivel
aplicar em diferentes tecidos e avaliar a forma com o arsénio se distribui nas fracGes

lipidicas e proteicas.
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