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RESUMO

A especiagéo de arsénio (As) em peixes tem sido amplamente investigada, no entanto a
bioacumulacg&o e a biotransformacao do As inorganico em diferentes tecidos de tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus) ndo sao totalmente compreendidas. O presente estudo teve
como objetivo investigar a bioacumulacdo do As inorganico em tilapias do Nilo, bem
como avaliar a distribuicdo das principais espécies de arsénio no figado, estbmago,
branquias e musculo ap6s ensaios toxicologicos controlados com As(lll) e (V) em
concentracgdes de 5,0 e 10,0 mg L durante periodos de exposicdo de 1 e 7 dias. As
determinacbes de As total foram realizadas por espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS). Para ambas as exposi¢oes (As(l11) e As(V)), os niveis
de As total apds 7 dias de exposicdo foram maiores no figado e estbmago e menores nas
branquias e muasculo. No geral, a tildpia do Nilo exposta ao As(lll) apresentou
concentracdes mais elevadas de As apds os tratamentos, em comparacdo a exposicao ao
As(V). A especiacdo quimica de As nos tecidos estudados foram realizadas por
cromatografia liquida acoplada a ICP-MS (LC-ICP-MS), e revelou que a
biotransformacdo do As pode ter acontecido pela reducdo do As(V) para As(llI),
metilacdo para acido monometilarsénico (MMA) e acido dimetilarsinico (DMA), e
subsequente conversdo para arsenobetaina (AsB), que é a espécie nao toxica e a forma
predominante de arsénio. As interacOes e efeitos antagdnicos do selénio (Se) nos
processos de bioacumulacéo foram testados pela exposi¢do combinada do As inorganico
juntamente com selénio tetravalente (Se(1V)). Os resultados indicaram uma reducéo de
4-6 vezes da toxicidade do arsénio na tilapia do Nilo. Também foi foco do nosso trabalho
investigar a atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPx), glutationa redutase (GR), além da enzima de biotransformacdo glutationa S-
transferase (GST), bem como os niveis de oxidacdo de biomoléculas por meio da
quantificacdo das espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) nos tecidos
estudados. Como resultado, foi observado que o tratamento com ambas as espécies de As
causaram um padrdo de inibicdo enzimatica dos antioxidantes estudados, com a
diminuicdo das atividades antioxidantes da maioria das enzimas estudadas nos diferentes

tecidos da tilapia do Nilo.

Palavras-chave: Bioacumulacédo; toxicidade aguda; arsénio inorganico; LC-ICP-MS;

estresse oxidativo; biomarcadores.



ABSTRACT

The speciation of arsenic in fish has been widely investigated, but bioaccumulation and
biotransformation of inorganic As in different tissues of Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) are not fully understood. The present study aimed to investigate the
bioaccumulation of As in Nile tilapia, as well as to evaluate the distribution of the main
arsenic species in liver, stomach, gill, and muscle, after controlled exposures to As(l11)
and As(V) at concentrations of 5.0 and 10.0 mg L™ during periods of 1 and 7 days. Total
As determinations were performed by inductively coupled plasma mass spectroscopy
(ICP-MS). For both exposures (As(lll) and As(V)), the total As levels after 7-day
exposure were highest in the liver and stomach and lowest in the gills and muscle. Overall,
Nile tilapia exposed to As(lIl) showed higher As concentrations after treatments
compared to exposure to As(V). Chemical speciation of As in the studied tissues was
performed by liquid chromatography coupled with ICP-MS (LC-ICP-MS), and revealed
that the biotransformation of As may have occurred through the reduction of As(V) to
As(111), methylation to monomethylarsonic acid (MMA) and dimethylarsinic acid
(DMA), and subsequent conversion to arsenobetaine (AsB), which is the nontoxic species
and the predominant form of arsenic. The interactions and antagonistic effects of selenium
(Se) on bioaccumulation processes were tested by the combined exposure of inorganic
As together with tetravalent selenium (Se(1V)). The results indicated a 4-6-fold reduction
in arsenic toxicity in Nile tilapia. Our work also focused on investigating the activity of
the antioxidant enzymes catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx), glutathione
reductase (GR), and the biotransformation enzyme glutathione S-transferase (GST), as
well as the oxidation levels of biomolecules by quantifying thiobarbituric acid reactive
species (TBARYS) in the tissues studied. As a result, it was observed that treatment with
both As species caused a pattern of enzymatic inhibition of the studied antioxidants, with
the decrease in the antioxidant activities of most of the enzymes studied in the different

tissues of Nile tilapia.

Keywords: Bioaccumulation; acute toxicity; inorganic arsenic; LC-ICP-MS; oxidative

stress; biomarkers.
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1. INTRODUCAO

Nos Ultimos anos tem se observado um crescimento elevado no mercado de pescados,
uma vez que eles sdo tidos como alimentos mais saudaveis quando comparados com
outros tipos de carnes, por oferecerem uma variedade de vitaminas e nutrientes, além de
ser uma opcao de proteina com baixo teor de gordura saturada (ERSOY; OZEREN, 2009;
MORALES; HIGUCHI, 2018). Além da importancia nutricional, os pescados
desempenham uma fungé@o econdmica e social, pois a sua cadeia produtiva gera empregos

e renda para o pequeno e grande produtor (PEIXE BR, 2023).

A tilapia estd no topo dos peixes mais cultivados e consumidos no Brasil, com
destaque para a regido Sul e Sudeste, em especial 0 noroeste do estado de Séo Paulo. De
acordo com o Anuario 2023, publicado pela Associacdo Brasileira de Piscicultura (Peixe
BR), a producdo de tilapias atingiu 550.060 toneladas, o que representou 63,9 % de toda
piscicultura brasileira em 2022. Com esse resultado, o Brasil consolidou-se na 42 posigéo
entre os maiores produtores de Tildpia no mundo, e por essa razdo, ela foi escolhida como

objeto de estudo do nosso trabalho.

Apesar dos indmeros beneficios, 0s peixes podem estar expostos a indmeros
contaminantes inorganicos toxicos presentes nas aguas, como por exemplo, o0 arsénio
(As), desencadeando processos de bioacumulacdo e biotransformacdo nas espécies
aquaticas por meio da cadeia alimentar. Na maioria das vezes a determinac&o total de um
elemento ndo é suficiente para fornecer informacgdes a respeito de sua toxicidade,
biodisponibilidade e fungdo bioquimica, sendo necessarios estudos de fracionamento e/ou
especiacdo quimica para complementacdo das informacgfes. A determinacdo de arsénio
em peixes € de grande interesse analitico devido a sua toxicidade, uma vez que os efeitos
toxicos do arsénio estdo relacionados as suas formas quimicas e seus estados de oxidacao,
sendo as formas inorganicas As(l1l) e (V) mais tdxicas que as formas organicas (acido
monometilarsénico (MMA), acido dimetilarsinico (DMA) e arsenobetaina (AsB))
(MARTINEZ et al., 2011; CHEN et al., 2020).

Este trabalho teve como objetivo principal a investigacdo da biotransformacgéo do
arsénio inorganico para espécies metiladas em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus),
assim como a avaliag&o da distribuicdo das especies de arsénio (As(l11), As(V), MMA,
DMA e AsB) nos tecidos de figado, estbmago, branquias e musculo pela hifenacdo das
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técnicas de cromatografia liquida e espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado (LC-ICP-MS), apos os ensaios ecotoxicologicos com tilépias do Nilo expostas
a As(I11) e (V) em concentrac@es definidas. Também foi avaliado os efeitos antagbnicos
que o selénio pode causar sobre a toxicidade do As inorganico nas tilapias do Nilo durante

0 processo de bioacumulacao.

Outro foco do nosso trabalho foi investigar a atividade de enzimas que estdo
envolvidas nos mecanismos de defesa antioxidante, biotransformacéo e desintoxicagédo
do As nos tecidos envolvidos. As enzimas glutationa peroxidase (GPx), glutationa
redutase (GR), catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST) foram estudadas. Além
disso, foi realizada a quantificacdo das espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS).

Esses resultados trardo dados adicionais e importantes sobre a distribuicdo das
diferentes espécies quimicas do As durante o processo de bioacumulagédo, informacoes
bioquimicas que ocorrem durante o processo de bioacumulagdo/biotransformacdo e os
efeitos antagdnicos do selénio sobre a toxicidade do As. Assim esse trabalho vem para
contemplar, dar continuidade e contribuir com maiores informages e dados sobre o ciclo
do As inorganico em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus), linha de pesquisa estudada
pelo nosso grupo de pesquisa (Grupo de Inovacdo em Quimica Analitica Verde —
GIQAV).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Bioindicadores e contaminacao aquética

A presenca de metais e/ou contaminantes inorganicos na agua possui uma enorme
relevancia toxicologica, uma vez que estes compostos em ambientes aquéaticos podem
desencadear processos de bioacumulagdo em peixes e em outros organismos ao longo da
cadeia alimentar, o que pode ser prejudicial para os peixes e, consequentemente para a
populacdo que se alimenta destas espécies contaminadas (AZIZUR RAHMAN;
HASEGAWA; PETER LIM, 2012; CHIARELLI; ROCCHERI, 2014). Estes
contaminantes inorganicos presentes nas aguas podem ser inseridos/langados no ambiente
aquatico por deposi¢do atmosférica, por erosdo da matriz geoldgica, ou ainda por fontes
antropogénicas, como por exemplo, atividades agricolas, industriais, de mineragédo e/ou
domeésticas, e causam inumeros maleficios por conta de sua toxicidade e longa
persisténcia nestes ambientes (ALAM et al., 2002; RADOMY SKI et al., 2018).

Os peixes estdo no topo da cadeia alimentar de &gua doce e podem acumular grandes
quantidades de contaminantes da agua, e tais padrdes de acumulacao dependem de fatores
biol6dgicos e ambientais, como por exemplo, tipo da espécie, tamanho corporal, idade dos
organismos, taxa de ingestéo e ambiente intestinal, bem como, pH, densidade, salinidade
e matéria organica dissolvida (MANSOUR; SIDKY, 2002; ZHANG et al., 2022).

Nos Ultimos anos, a contaminagdo por metais e/ou contaminantes inorganicos em
ecossistemas aquaticos, como por exemplo, arsénio, cddmio, cromo, mercurio e chumbo
tem recebido grande atencdo, pois 0s processos de bioacumulacdo e biomagnificacdo
envolvem varias formas e mecanismos ainda ndo totalmente elucidados (VENTURA-
LIMA; BOGO; MONSERRAT, 2011; GRECH et al., 2017; ZHANG et al., 2022).

Os modelos biocinéticos e mecénicos fornecem informacgdes importantes para a
compreensdo dos principais processos que controlam a bioacumulacdo de metais, o que
explica os padrdes de acumulacdo em diferentes especies estudadas (RADOMY SKI et
al., 2018). O contaminante é absorvido pelo tecido de acordo com a taxa de absorcéo e é
eliminado de acordo com sua taxa de eliminagdo ou depuracdo. Os modelos podem ser
distinguidos em unicompartimentais, onde a concentra¢do do contaminante € a mesma

em todo organismo, ou ainda em modelos multicompartimentais, pressupondo que a
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concentracdo do contaminante é diferente entre os varios orgaos e tecidos (GRECH et al.,
2017).

No ambiente aquatico, os peixes sdo amplamente utilizados como bioindicadores de
contaminacdo aquatica, pois acumulam concentragdes elevadas de contaminantes
inorganicos em seus tecidos, transferindo-os para diferentes niveis troficos
(CUNNINGHAM et al., 2019). As primeiras respostas sdo dadas a partir do acumulo do
contaminante nos orgaos e tecidos, seguida de alteracdes subcelulares devido a sua agédo
deletéria continua (HEDAYATI, 2018).

Os bioindicadores sdo organismos ou comunidades de organismos, onde podem ser
observadas alteracfes que permitam avaliar uma mudanca ou situacdo especifica no
ambiente, apresentando importante relevancia bioldgica, uma vez que informa sobre um
possivel problema de contaminag&o no ecossistema. Assim, os bioindicadores geralmente
sdo utilizados em ensaios para reproduzir e demonstrar o ambiente natural frente aos
impactos causados pelas atividades antropogénicas (EUCZYNSKA; PASZCZYK;
PUCZYNSKI, 2018).

A principal razdo do emprego de peixes em estudos de contaminacdo aquética é
porque eles sdo capazes de gerar inimeras respostas biologicas, como por exemplo, a
bioacumulacdo de contaminantes em seus tecidos e a capacidade de sofrerem variacfes
fisiologicas e morfoldgicas, além de apresentarem caracteristicas especificas, como
tamanho relativamente grande, longo ciclo de vida e facilidade de crescimento (VAN
DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003; ZHOU et al., 2008). Além disso, o
monitoramento da contaminacdo aquatica em peixes € de vital importancia para a saude
humana, pois eles estéo localizados no final da cadeia alimentar aquética (LOMARTIRE;
MARQUES; GONCALVES, 2021).

O tipo de peixe a ser utilizado nesses estudos de avaliacdo de contaminacao aquética
€ muito importante, pois ele deve ser resistente a variagdes ambientais bruscas. Assim, a
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é uma boa espécie para ser utilizada e foi
escolhida como objeto de estudo do nosso trabalho. A tilapia do Nilo é pertencente a
familia Cichlidae (ciclideos) e ¢ originaria da Bacia do rio Nilo, na Africa. Foi introduzida
no Brasil desde a década de 1950 e atualmente é a espécie de peixe mais importante da
aquicultura nacional (AYROZA, 2009).
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As caracteristicas que tornam a tilapia do Nilo tdo adequada para a piscicultura séo a
alta resisténcia as doencas e ambientes com baixa concentracdo de oxigénio dissolvido
na &gua, facilidade de reproducdo, rapida taxa de crescimento e a alta qualidade da carne,
com textura firme, saborosa, baixo teor de gordura e alto rendimento do filé. Apresenta
quatro etapas ao longo do ciclo de producéo, sendo alevinagem, cria, recria e engorda, no
qual todo o ciclo dura entre 6 a 12 meses (KUBITZA; KUBITZA, 2000)

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) tem sido utilizada em diversos estudos
ecotoxicoldgicos de contaminacdo aquatica, tanto para contaminantes organicos como
inorgénicos. Nogueira et al. (2011) avaliaram biomarcadores bioquimicos relacionados
ao estresse oxidativo em tilapia do Nilo expostas a combustiveis fosseis (diesel, biodiesel
e mistura de biodiesel em diferentes concentrac@es) e seus efeitos toxicos. Carvalho et al.
(2012) investigaram diversos parametros de estresse oxidativo (atividades enzimaticas,
metalotioneina e peroxidacdo lipidica) em tilapias do Nilo coletadas do Rio Monjolinho,
na cidade de S&o Carlos (S&o Paulo), e os resultados mostraram que a exposicdo a
diversos metais (Cu, Zn, Mn e Fe) causou danos oxidativos aos tecidos. Hamed et al.
(2019) analisaram a influéncia e os impactos dos microplasticos nos parametros
hematoldgicos e bioquimicos em juvenis de tilapia do Nilo. Covantes-Rosales et al.
(2019) avaliaram o efeito do pesticida organofosforado diazinon (DNZ) nos parametros
fagocitarios dos leucécitos sanguineos de tilapias do Nilo. Ferreira et al. (2019)
realizaram ensaios toxicoldgicos com As (I11) e (V) em tilapia em Nilo em condi¢cdes
definidas, a fim de avaliar os efeitos de bioacumulacdo em diferentes tecidos (figado,
estdbmago, branquias e musculo). Wang et al. (2020) estudaram os efeitos do acumulo de
Cu e Zn sobre as enzimas antioxidantes e expressdes transcricionais de genes

relacionados a defesa e imunidade em tilapias do Nilo.

Assim, a tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) é um o6timo bioindicador para
contaminacdo de ambientes aquaticos e ocupa um importante lugar na aquicultura
mundial, sendo utilizada como um bom modelo bioldgico para os estudos toxicoldgicos,

além de ser cultivada no Noroeste do Estado de Sdo Paulo, e muito consumida no Brasil.

2.2. Toxicidade e metabolismo do arsénio

O arsénio (As) € um desses contaminantes inorganicos que pode estar presente em

ambiente aquético através de fontes naturais, pela erosdao de solos e rochas e atividade
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vulcéanica, ou ainda por atividades antropicas, como a combustdo de combustiveis fosseis,
atividades mineradoras, aplicacGes industriais e na agricultura pelo uso de agrotoxicos
que podem ser lixiviados para corpos d’agua (FOWLER et al., 2007; GREANI et al.,
2017). Segundo a Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancer (IARC), o As € um
elemento altamente tOXico e cancerigeno para 0s seres humanos, no entanto, para 0s
modelos animais os efeitos observados sdo diferentes, o que dificulta a elucidacdo da
maneira exata com que os efeitos toxicos ocorrem e quanto & sua carcinogenicidade
(MARTINEZ et al., 2011).

O grau de toxicidade das espécies do arsénio varia com a forma quimica e seu estado
de oxidacdo. As formas inorganicas (As-i), representadas pelas espécies trivalente
(As(111)) e pentavalente (As(V)) sdo consideradas mais toxicas comparadas as espécies
organicas. A forma trivalente apresenta toxicidade aproximadamente 60 vezes maior
quando comparada com a forma pentavalente. No entanto, quando se compara a
toxicidade das formas inorganicas com as formas organicas, o grau de toxicidade das
formas inorganicas € em torno de 100 vezes maior do que as formas organicas
(MARTINEZ et al., 2011; SUN; LIU; CAl, 2016).

As espécies organicas mais comuns sdo o ion monometilarsénico (MMA), ion
dimetilarsinico (DMA), arsenocolina (AsC) e arsenobetaina (AsB), que estdo
apresentadas abaixo na Figura 1. A AsB ¢é a principal espécie organica encontrada nos
pescados e constitui a maior fonte de arsénio na dieta, sendo esta forma ndo toxica e
considerada o produto final do metabolismo do arsénio na cadeia alimentar marinha
(BARRA et al., 2000; ZHANG et al., 2022). Alguns estudos indicam que a concentracao
de AsB em peixes € tida como a concentracdo total de As, por ser a espécie encontrada

em maior quantidade em determinagdes quantitativas (KALANTZI et al., 2017).
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Figura 1 - Principais espécies de arsénio
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Fonte: adaptado (FRANCESCONI; KUEHNELT, 2004).

Apesar da exposicdo ao arsénio inorganico estar associada a inumeros efeitos
adversos a saude humana, a maneira como ele induz a esses efeitos toxicos ainda ndo sao
amplamente compreendidos, uma vez que o arsénio pode sofrer varias conversdes
metabdlicas in vivo e seus metabdlitos interagem com as macromoléculas intra e
extracelulares (MOLIN et al., 2015).

Estudos demonstram que mecanismos, como inibicdo enzimatica, interrupcdo do
sistema enddcrino, reparo de DNA alterado, estresse oxidativo nas células e modificagdes
epigenéticas no DNA podem estar relacionadas a toxicidade do As. Embora as extensdes
e interacdes desses mecanismos ainda ndo estejam completamente entendidas, existem
evidéncias que indicam que o As é capaz de inativar mais de 200 enzimas, principalmente
aquelas envolvidas nas vias de obtencdo de energia celular e na replicacéo e reparo do
DNA. Dessa forma, mudancas na expressao génica podem influenciar a transcri¢do ou
traducdo do DNA (YOSIM; BAILEY; FRY, 2015; ROY; MURPHY; COSTA, 2020).

Tanto as espécies inorganicas quanto as especies metiladas (MMA e DMA) do As
inibem a respiragdo celular, o que ocasiona a formacéo das espécies reativas de oxigénio
(ERO), como o radical superoxido (O2¢-), o radical hidroxila (OHe), o radical peroxil
(ROO¢) e o peroxido de hidrogénio (H202), 0 que consequentemente gera o estresse

oxidativo, e é tido como uma das principais teorias postuladas para a carcinogenicidade
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do As (VENTURA-LIMA; BOGO; MONSERRAT, 2011). Bhattacharya e Bhattacharya
(2007) descreveram picos de producéo de perdxido de hidrogénio (H20-) nas células apds
o peixe Clarias batrachus (bagre asiatico, também conhecido como walking catfish) ser

exposto ao As(I11).

Outro efeito tdxico que o As pode causar é a peroxidacdo lipidica, que tem sido
amplamente aceita como um mecanismo de lesdo celular (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2015), e estudos conduzidos por Nandi, Patra e Swarup (2005)
demonstraram aumento na extensdo da peroxidacao lipidica em figado e rins de ratos

expostos ao As(l1).

O As(I11) causa a inibi¢do do complexo piruvato desidrogenase a partir da ligacdo do
As aos grupamentos tiol da dihidrolipoamida impedindo a regeneracdo da lipoamida, que
é um cofator essencial para a transformacéo do piruvato a acetil coenzima A (acetil-CoA).
Com isso, ocorre a diminuicdo nos niveis de ATP (adenosina trifosfato) afetando diversas
funcBes celulares dependentes do consumo de energia (COLASSO; FRANCA, 2014;
NURCHI et al., 2020 ).

O As(V) é semelhante quimica e estruturalmente com o ion fosfato, como pode ser
visto na Figura 2, podendo substituir o fosfato em inimeras reagdes bioquimicas. Em um
dos passos da via glicolitica, o fosfato liga-se enzimaticamente ao D-gliceraldeido-3-
fosfato para formar o 1,3-bifosfato-D-glicerato. O arsenato pode substituir o fosfato,
assim formando o anidrido-1-arsenato-3-fosfo-D-glicerato que € instavel e hidrolisa em
arsenato e 3-fosfo-glicerato. Assim, somente na presenca do fosfato que o ATP é gerado
na glicolise. O arsenato também é um desacoplador da fosforilacdo oxidativa, pois em
sua presenca € formado o complexo ADP-arsenato, que € instavel e hidrolisa facilmente
comparado ao ADP-fosfato (ATP) (HUGHES, 2002).

Figura 2 - Similaridade quimica e estrutural entre o As(V) e o ion fosfato
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Fonte: adaptado (HUGHES, 2002).
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Apesar da toxicidade exercida pelas espécies inorganicas, o0 metabolismo de alguns
organismos aquaticos possui a capacidade de transformar essas espécies mais toxicas em
espécies organicas de menor toxicidade. Esse processo é conhecido como
biotransformacao e pode ocorrer de trés modos diferentes: (1) transformacao redox entre
As(I) e As(V); (2) reducdo de As(V) a As(lll) catalisado pelas enzimas arsenato-
redutase e glutationa S-transferase (GST), que atuam como doadores de elétrons; e (3)
metilagdo do As, com a formacdo dos metabdlitos, &cido monometilarsénico (MMA) e
acido dimetilarsinico (DMA), e subsequente conversao para arsenobetaina (KUMARI et
al., 2017).

Em estudos conduzidos por Zhang, Huang e Wang (2012) foi discutido a
biotransformacao das duas espécies inorganicas de As [As(I11) e (V)] em Terapon jarbua
apos exposicdes por 10 dias, e de acordo com os resultados, ambas as espécies foram

biotransformadas para arsenobetaina (89-97%), a espécie considerada menos toxica.

A entrada de arsénio inorganico na célula é regulado por dois mecanismos
toxicologicos distintos, sendo as aquaporinas e/ou transporte da hexose permease pela
entrada de As(ll) e o transporte/sistema de fosfato responsavel pela entrada do As(V)
(SHINKAI et al., 2009; ALLEVATO et al., 2019)

As aquaporinas sdo uma classe de proteinas de membranas que servem como um canal
de transferéncia de agua e solutos para as células, sendo no figado seu principal local de
expressao (SHINKALI et al., 2009). Diversos estudos sugerem que o As(l11) é levado para
dentro das células através das aquaporinas facilitando sua absor¢cdo (VENTURA-LIMA;
BOGO; MONSERRAT, 2011; GARBINSKI; ROSEN; CHEN, 2019). O transporte pela
via da hexose permease (HXT) é um outro mecanismo encontrado para o arsenito entrar
nas células, uma vez que essas proteinas modulam e catalisam a absorcdo de As(l11) pelas
células (SUN, 2010; GARBINSKI; ROSEN; CHEN, 2019). Assim, ambas as vias
desempenham um papel significativo na captacdo de arsenito para dentro das células
(VENTURA-LIMA; BOGO; MONSERRAT, 2011).

A principal via de desintoxicacdo de arsénio inorganico envolve reagdes enzimaticas
de reducdo e metilacdo oxidativa, utilizando a glutationa reduzida (GSH) como cofator e
S-adenosilmetionina (SAM), como doador de grupo metil (LIAO et al., 2022).

Challenger (1947) foi primeiro a fornecer um esquema quimicamente aceitavel para

a metilacdo do arsénio inorganico. O As(V) por conta de sua similaridade quimica com o
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ion fosfato adentra nas células via sistema de fosfato, e entéo é reduzido enzimaticamente
a As(I11) com a oxidacdo concomitante da glutationa (GSH) em dissulfeto de glutationa
(GSSG) por uma reacédo catalisada pela arsenato redutase. Uma vez formado o As(ll1),
ele pode sofrer processos de metilacdo por meio da enzima As-metil-transferase
(As3MT), que é responsavel pelo metabolismo e biotransformacéo do arsénio inorganico,
0 qual é mostrado na Figura 3 (ALLEVATO et al., 2019; SODHI et al., 2019). Essa
reducdo de As(V) a As(l11) € um mecanismo de bioativacéo ou toxificacdo, uma vez que
0 metabdlito gerado se torna mais toxico e ativo que 0 seu precursor, e isso pode ser uma
das razGes que torna o As(I11) mais toxico que o As(V) (DOPP et al., 2004; DA SILVA;
BARRIO; MOREIRA, 2014).

Figura 3 - Vias toxicoldgicas de entrada do As(l11) e (V) nas células e

mecanismo de biotransformacao
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Fonte: adaptado (VENTURA-LIMA; BOGO; MONSERRAT, 2011; SODHI et al.,
2019).

O As(111) é biotransformado por metilacdo oxidativa pela adi¢do do grupo metil do S-
adenosilmetionina (SAM) - grupo doador de metil - para formar o MMA(V). O MMA(V)
é reduzido enzimaticamente a MMAC(III), para em seguida ser adicionado um segundo

grupo metil por reacdo oxidativa para produzir o DMA(V). O DMA(V) é entéo reduzido
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enzimaticamente a DMA(II1), no entanto essa etapa ndo € totalmente clara, uma vez que
o DMAC(IIT) é extremamente instavel e de dificil deteccdo. Por fim, a biometilagdo ocorre
para que a arsenobetaina seja formada (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY,
2009; VENTURA-LIMA; BOGO; MONSERRAT, 2011). De acordo com estudos, esse
processo de biotransformacédo ocorre nos figados e os metabdlitos de As sdo excretados
pelos rins (MOLIN et al., 2015).

As reac0es de reducdo ocorrem no citosol das células e sdo mediadas pela glutationa
(GSH), que atua como um cofator essencial para a biotransformacéo e fonte de elétrons
para a reducdo do As (MOLIN et al., 2015). Quando ocorre a redugéo do As(V) para
As(I11) pela GSH ha a formac&o de arsenotriglutationa (As'"'(GS)s), um complexo em que
o As(lll) é ligado as porgdes tiol dos residuos cisteinicos de trés moléculas de GSH
(VENTURA-LIMA; BOGO; MONSERRAT, 2011).

O metabolismo do As implica em uma série de reagdes de reducao e oxidacéo, na qual
as espécies pentavalentes sdo reduzidas as espécies trivalentes, e a metilacdo oxidativa
ocorre para produzir metabdlitos tri- e pentavalentes metilados. No entanto, mais do que
um mecanismo de desintoxicacéo, foi proposto que a metilagdo pode ativar o potencial
toxico e carcinogénico do As, uma vez que os intermediarios e produtos formados nessa
via podem ser mais reativos e toxicos que 0s inorganicos, podendo afetar a transcricao de
genes e sdo potentes inibidores enzimaticos e citotdxicos mais que as espécies ndo
metiladas (MARTINEZ et al., 2011; ROY; MURPHY; COSTA, 2020). As formas
dimetiladas (DMA) séo os produtos finais do processo, e a maior presenca dessas formas
indica um progresso adequado do processo metabdlico. Ao contrario, o acimulo de
espécies monometiladas (MMA) e metabdlitos intermediarios de As inorganico indicam
uma menor taxa no metabolismo, afetando a distribuigéo e excre¢do de As (RAHMAN et
al., 2019).

2.3. Especiacao quimica de As

O desenvolvimento de métodos analiticos para a analise elementar em pescados tem
ganhado grande importancia, uma vez que 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 o0s consomem. Assim, técnicas
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espectrométricas tem ganhado grande destaque para a quantificacdo de elementos toxicos
e essenciais (RATHER et al., 2017).

A espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) é uma
técnica multi-elementar e com ampla faixa linear, apresenta alta sensibilidade, o que
possibilita a determinacdo de elementos presentes em niveis tragco e também a
possibilidade de analise isotopica (MEERMANN; NISCHWITZ, 2018). No entanto, é
uma técnica voltada para a determinacéo das concentracGes totais dos analitos e a analise
total de um elemento quimico em uma amostra nem sempre € suficiente para fornecer
informagdes sobre toxicidade, biodisponibilidade, funcdo bioquimica e mobilidade de
elementos inorganicos, pois a determinagé&o total néo traz dados a respeito das diferentes

formas quimicas de um elemento (MATQOS, 2011).

Como apresentado, o As pode existir tanto na forma organica como inorganica, com
diferentes niveis de toxicidade. Assim métodos analiticos que envolvam a separacao e
quantificacdo das diferentes espécies, como a especiacdo quimica sdo fundamentais para
o conhecimento e entendimento deste processo de biotransformacao de As em peixes e é
refletida pelo numero crescente de publicacdes a esse respeito. O progresso alcancado
pelo desenvolvimento de técnicas de separacdo e quantificacdo permite a deteccdo das

diferentes espécies quimicas em baixas concentracdes.

A especiagdo quimica pode ser considerada como a determinacdo da concentracéo
das varias formas quimicas de um elemento em uma matriz, e estas espécies, juntas,
constituem a concentracdo total do elemento em uma amostra (TEMPLETON et al.,
2000). Estudos de especiacdo quimica de As em peixes sdo menos conhecidos quando
comparados com estudos de especiacdo de agua do mar, no entanto no contexto de
seguranca alimentar, a determinacdo das espécies de arsénio em alimentos,
principalmente as formas inorganicas (As(l1l) e (V)) e organicas (MMA e DMA) sdo
essenciais (KOMOROWICZ; SAINOG; BARALKIEWICZ, 2019). O desenvolvimento
de técnicas analiticas para a determinacdo seletiva das espécies de As em pescados é de
extrema importancia para avaliar os efeitos e para a introducdo de regulamentos

associados com o consumo de peixes (REIS; DUARTE, 2018).

Os métodos disponiveis para a especiacdo quimica combinam técnicas de separacéo
e de deteccdo, e de acordos com os trabalhos mais recentes, 0 método analitico mais

utilizado para a especiacdo de As em pescados € a técnica de cromatografia liquida de
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alta eficiéncia (HPLC) acoplada a espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS). O acoplamento HPLC-ICP-MS é uma estratégia que alia um método
de separacdo com alta seletividade e uma técnica de deteccdo extremamente sensivel
(AZIZUR RAHMAN; HASEGAWA,; PETER LIM, 2012; KALANTZI et al., 2017;
NOGUEIRA et al., 2018; KOMOROWICZ; SAINOG; BARALKIEWICZ, 2019).

Geralmente, os estudos de especiacdo quimica envolvem trés etapas: a extracdo, a
separacdo e a deteccdo dos analitos. A combinacdo de técnicas analiticas deve ser
utilizada para obtencdo de boa sensibilidade e seletividade, e a concentracdo e as
proporgdes das espécies presentes na amostra devem manter-se inalteradas durante as
etapas de preparo da amostra e extracdo, sendo de extrema importancia desenvolver e
otimizar todo o procedimento analitico (OZCAN; BAKIRDERE; ATAMAN, 2016).

A etapa mais crucial na andlise de especiacdo € a extracdo, sendo necessario atingir
uma boa eficiéncia, pois lidamos com analise de tracos e o equilibrio das espécies deve
ser mantido, assim cuidados devem ser tomados para que ndo ocorra a interconversao das
espécies quimicas. Assim, uma extracdo branda deve ser realizada, com a aplicacdo de
reagentes menos agressivos, processos com temperaturas mais baixas e de menor tempo,
empregando uma fonte de energia como o ultrassom, radiacdo micro-ondas ou
aquecimento convencional. Dessa forma, para que o método seja considerado ideal, além
da extracdo total das espécies quimicas sem a interconversao das espécies, 0S meios
extratores utilizados ndo podem interferir na etapa posterior de identificacdo e/ou
quantificacdo das espécies quimicas. Sendo assim, o solvente extrator, a fonte de energia,
temperatura e tempo séo alguns dos parametros que devem ser considerados na etapa de
extracdo, a fim de manter a estabilidade das espécies quimicas (KOMOROWICZ;
SAINOG; BARALKIEWICZ, 2019).

A eficiéncia da extracdo depende de varios parametros, como por exemplo, a matriz
da amostra, o tipo de solvente utilizado, as espécies quimicas a serem extraidas, o tempo
de extracdo e a temperatura. Em geral, ndo ha procedimento universal para extracdo das
espécies quimicas na analise de especiacdo, assim € necessario investigar e otimizar as

condigdes de extragdo para cada tipo de amostra (SANTOS et al., 2013).

A maioria das espécies de As presentes nos tecidos biolégicos é soltvel em meio
aquoso e pode ser extraida apenas com &gua ou com uma solucdo de 4gua e metanol em

diferentes proporgfes (1:1, 1:2 e 1:3). A mistura agua e metanol é frequentemente
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empregada para extracao das espéecies de As, devido ao metanol garantir a integridade das
espécies durante o procedimento de extracdo, além de ser um solvente facilmente
removido através de evaporacdo. Acidos diluidos também tém sido utilizados para
melhorar a eficiéncia da extracdo, assim como o uso de enzimas bioldgicas. Os métodos
mais comuns de extracdo sdo a extracdo de Soxlet, extracdo por agitacdo mecanica, por
ultrassom ou assistida por radiacdo micro-ondas (SANTOS et al., 2013;
KOMOROWICZ; SAINOG; BARALKIEWICZ, 2019).

Para a determinacdo das espécies de arsénio presentes em peixes, Ciardullo et al.
(2010) realizaram a extracdo dos compostos sollveis em agua utilizando a mistura de
agua e metanol, na proporcao 1:1 (v/v) sob agitagdo mecanica. Método similar de preparo
de amostra também foi utilizado por Gao et al. (2018) que empregou solucdo de agua e
metanol na proporc¢do 1:1 (v/v), sendo avaliado a extracdo assistida por radiacdo micro-
ondas e por ultrassom. Kalantzi et al. (2017) extrairam as espécies de As com solucédo
tampao de (NH4),HPOs10 mmol L* em pH 7,9, onde a amostra foi agitada em
temperatura ambiente em vértex por 1 minuto e colocada no banho ultrassénico a 40 °C
por 50 minutos. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 3700 rpm e o sobrenadante foi
filtrado e analisado por HPLC-ICP-MS. Juncos et al. (2019) utilizaram uma solucdo de
acido nitrico 1% (v/v) e de perdxido de hidrogénio 1% (v/v) como meio extrator. A
amostra foi colocada em contato com a solucdo, agitada em vortex brevemente, mantida
em repouso a temperatura ambiente durante a noite (“overnight”) e posteriormente as
espécies de As foram extraidas em banho ultrassénico a 55 °C por 2 horas. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas a 4500 rpm por 20 minutos e o sobrenadante filtrado e

diluido em agua ultrapura para analise em HPLC-ICP-MS.

Jia et al. (2018) realizaram um estudo comparativo entre métodos de extragdo
assistido por radiacdo micro-ondas e ultrassom para extrair as espécies de As utilizando
diferentes extratores (dgua, mistura de agua e metanol e &cido nitrico diluido) e como
resultado, 0 método de extracdo assistido por radiacdo micro-ondas apresentou maior
eficiéncia de extracdo quando comparado com o ultrassom, principalmente empregando

solugdo de HNOs diluido como meio extrator.

O uso de solugbes acidas diluidas para a extracdo de espécies de As foi relatado em
trabalhos anteriores que mencionam boa eficiéncia de extracdo sem comprometer a
estabilidade das espécies. Goessler e Pavkov (2003) conduziram um estudo sobre a

estabilidade quimica de espécies de As quando expostas ao &cido nitrico, altas
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temperaturas e diferentes pressoes, e de acordo com os estudos, o &cido dimetilarsinico
(DMA), o oxido de trimetilarsina (TMAO) e o ion tetrametilarsdnico (TETRA) foram
todos estaveis a 200 °C; o &cido metilarsénico (MA) comecou a se degradar em arsenato
(As(V)) em torno de 140 °C; a arsenobetaina (AsB) foi estavel em torno de 100 °C;
enquanto a arsenocolina (AsC) comecou a se degradar em TMAO e TETRA em
temperaturas mais baixas, com 60% do AsC néo degradado a 100 °C. Assim, ao usar
extratores relativamente agressivos, como o &cido nitrico, as principais formas de As, com
excecao do As(l11), que seria esperado que oxidasse para As(V), ndo iram transformar-se
durante as extracdes usando condicdes acidas e temperaturas relativamente baixas (<100
°C). Foster et al. (2007) realizaram extracdo quantitativa de As em tecidos vegetais e
animais marinhos utilizando diferentes métodos (agua, acido ortofosférico, metanol-agua
e acido nitrico diluido), e as melhores recuperacfes foram usando HNOs 2% (v/v) em
forno de micro-ondas a 95 °C por 6 minutos. Schmidt et al. (2018) propuseram um método
simples usando solucdo de HNOs 0,03 mol L a uma temperatura de 100 °C por 30
minutos em um bloco de aquecimento para a extracao de espécies de As em amostras de
frutos do mar, com recuperacdo entre 94 e 103% dos CRMs e boa precisdo para AsB,
As(111), DMA, MMA e As(V).

Uma vez otimizado o método de extracdo, € importante a analise de materiais de
referéncia certificado (CRMSs) para garantia da exatidao e da precisdo dos resultados. No
entanto, a maior dificuldade em estabelecer um método analitico de especiacdo quimica
esta relacionada a falta de CRMs para as diferentes espécies quimicas de um elemento
(CERVEIRA, 2015).

A separacdo e identificacdo das espécies de arsénio em peixes podem ser realizadas
por meio do acoplamento das técnicas HPLC-ICP-MS. A otimizacdo de parametros
cromatograficos, como por exemplo, reagente de pareamento iénico e fase estacionaria,
concentracdo e vazdo da fase movel e pH, devem ser realizados. O pH exerce enorme
influéncia sobre a separacdo das espécies, pois em determinado pH, a espécie pode estar
na forma de cation, anion, zwitterion ou na forma néo carregada, afetando o tempo de
retencdo dos analitos (OZCAN; BAKIRDERE; ATAMAN, 2016).
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2.4. Interacdo entre arsénio e selénio

O selénio (Se) € um metaloide que pertence ao grupo 16 (familia do oxigénio) da
tabela periddica e ocorre naturalmente em diferentes estados de oxidagéo +6, +4, 0 e -2
formando selenato (Se04%), selenito (SeOs%), selénio elementar (Se°) e seleneto (Se?),
respectivamente. Além disso, pode-se encontrar na forma organica, como compostos

selenometilados, selenoaminoacidos e selenoproteinas (GUPTA; GUPTA, 2017).

Diferentemente do arsénio, o selénio é um elemento que apresenta grande importancia
fisioldgica e ecotoxicoldgica, pois € um micronutriente essencial para a maioria dos
organismos e oferece protecdo contra a toxicidade de diferentes metais, no entanto pode
se tornar toxico em elevadas concentracdes (BODNAR; KONIECZKA; NAMIESNIK,
2012). O Se participa e regula varias fungdes bioldgicas e bioquimicas, como por
exemplo, protecdo das membranas contra danos oxidativos e esta presente no sitio ativo

de selenoproteinas que possuem funcao antioxidante, como as GPx (TOPPO et al., 2009).

Os alimentos, principal fonte de Se, apresentam concentracdo variavel e de acordo
com estudos, qualquer modificacdo significativa na quantidade de selénio presente na
dieta, resulta na diminuigéo da atividade da GPx e tem consequiéncias importantes quanto
a suscetibilidade dos tecidos e estresse oxidativo (MONTEIRO; RANTIN; KALININ,
2009). Em estudos conduzidos por Toufektsian et al. (2000) em ratos indicou que o nivel
de suplementacdo de selénio deve ser selecionado cuidadosamente para que forneca
efeitos benéficos e ndo cause consequéncias negativas, pois a medida que as
concentracdes de Se na dieta e nos tecidos aumentaram, ocorreu aumento das atividades
plasmaéticas e hepaticas da GPx. Dessa forma, o Se possui um papel protetor dependendo
da dose e do biomarcador considerado (ATENCIO et al., 2009).

A literatura aponta que o selénio apresenta efeito protetor sobre diversos
contaminantes em meio aquéatico. Atencio et al. (2009) investigaram o papel da
suplementacéo de Se(IV) na toxicidade induzida por células de cianobactérias contendo
microcistinas em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus), e os resultados mostraram que
0 Se apresentou um efeito protetor, pois as alteracfes teciduais induzidas pelas células
cianobacterianas no figado, rim, coracdo e trato gastrointestinal foram melhoradas pela
dose mais alta de Se testada. Cabezas-Sanchez et al. (2019) avaliaram o efeito protetor da
co-administracdo do Se(lIV) contra a bioacumulagdo e toxicidade do metil-mercurio

(MeHg) em peixe zebra (Danio rerio), e observaram uma diminuic¢do significativa no
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fator de bioacumulacdo e estresse oxidativo do MeHg e a ativacdo de diferentes

mecanismos de defesa induzidos pela co-administragdo do Se(IV).

Estudos envolvendo a exposicdo simultanea de arsénio e selénio, em diferentes
espécies animais e vegetais, apontam uma interacdo antagonista entre eles, uma vez que
0 selénio possui a capacidade de diminuir os efeitos toxicos causados pelo As. Essa
interacdo pode ocorrer direta ou indiretamente, dependendo das formas quimicas e a dose
utilizada de cada um dos elementos (MALIK et al., 2012; MELGAR; NUNEZ; GARCIA,
2019; POKHREL et al., 2020).

A relacdo antagbnica entre Se e As foi relatada a primeira vez em 1939, quando
Moxon e DuBois relataram que uma baixa exposi¢do a As(l11) reverteu completamente a
toxicidade do Se(IV) em figado de ratos. Posteriormente, verificou-se que o Se(1V)
diminuiu significativamente as malformac6es induzidas por As(l1l) em ratas gravidas
(RAHMAN et al., 2019). Em estudo semelhantes, Chen et al. (2007) relataram que
pessoas que apresentavam concentracfes sanguineas de Se abaixo da média estavam mais
susceptiveis a lesdes cutaneas causada por exposicdo a As. Dados obtidos em modelos
animais confirmam que a deficiéncia em Se contribui para o acumulo de As
principalmente no figado (JANASIK et al., 2017).

Diversos mecanismos responsaveis pelas interacdes entre Se e As sdo sugeridos, no
entanto um dos mais aceitos é a pela formacdo do complexo arsénio-glutationa (ions
seleno-bis-(S-glutationil)-arsinio). O Se(IV) é rapidamente absorvido e convertido em
seleneto de hidrogénio (HSe"), enquanto na presenca de As(l1l) e GSH reduzido, o ion
seleno-bis(S-glutationil) arsinio ([(GS)2AsSe]") é formado. Estudos identificaram esse
complexo na bile de animais de laboratorio co-tratados com As(111) e Se(1V), conforme
confirmado por espectroscopia de raios X, fornecendo uma base molecular para a
interacdo antagbnica entre essas duas espécies (GAILER et al., 2000; GAILER, 2009;
GEORGE et al., 2016).

Existem inameros trabalhos que reportam a interagdo entre Se e As, no entanto a
grande maioria se diz respeito as interagcbes que ocorrem em humanos ou em animais,
especialmente em ratos e coelhos. No estudo de Adedara et al. (2020), ratos foram
expostos a As(l11) e concomitantemente foi admistrado selénio inorgénico e organico, e

0s resultados mostraram que o Se reduziu a neurotoxicidade do As, assim como inibiu a
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lesdo oxidativa no cerebelo, cérebro e figado dos ratos, indicando o efeito antagbnico do

selénio na acumulacgéo de As.

Como citado anteriormente, o selénio é um elemento essencial para todos o0s
organismos Vvivos, e apresenta uma faixa muito estreita entre sua essencialidade e
toxicidade. No entanto, os efeitos da suplementacdo de selénio em peixes sdo bem
conhecidos, uma vez que 0s peixes que recebem selénio pela dieta apresentam melhores

perfis nutricionais e maior capacidade em suportar o estresse (KOUBA et al., 2014).

A maioria dos estudos utiliza a suplementacéo de Se para investigar o efeito protetor
desse elemento quando peixes sdo expostos a contaminantes, no entanto Hauser-Davis et
al. (2016) investigaram os efeitos da exposi¢do aguda ao selénio nos biomarcadores do
estresse oxidativo em peixe-zebra (Danio rerio). Os peixes foram expostos ao selenito
(Se(1V)) a uma concentracdo de 1 mgL!, e de acordo com os resultados essa
concentracdo ndo causou a mortalidade dos peixes, no entanto alterou enzimas
antioxidantes, indicando que o selénio causou uma ruptura na homeostase do organismo
dos peixes. Ranzani-Paiva et al. (2011) avaliaram as concentragdes letais medianas LCso-
96h das formas inorgénicas de Se (selenito (Se(IV)) e selenato (Se(V1))) em alevinos de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) e como resultado obtiveram o valor de LCso-g6n
para o selenito de 4,42 mg L™ e 14,67 mg L para o selenato, indicando que a toxicidade
do selenito foi maior quando comparado ao selenato. Gobi et al. (2018) estudaram o
mecanismo de toxicidade do selénio (Se(IV)) e avaliaram o impacto de diversas
concentragdes (5, 10, 25, 50 e 100 pg L) na acumulagdo nas branquias, figado e cérebro
de Oreochromis mossambicus em um periodo de 96 horas. Também foi relatado os efeitos
nas enzimas antioxidantes e na peroxidacdo lipidica e proteica, e 0s resultados mostraram
um aumento significativo nas atividades enzimaticas ap6s 96 horas de exposicdo nas

concentrag¢fes mais altas de Se(lV) no tecido hepatico e branquial.

Estudos conduzidos por Hopper e Parker (1999) relataram que o selenito (Se(IV)) é
rapidamente convertido em formas organicas de Se, as quais sdo incorporadas em
proteinas em substituicdo ao enxofre, uma vez que por conta de suas caracteristicas
quimicas semelhantes competem pelos mesmos sitios de absor¢do. Assim, a toxicidade
do selenito é maior quando comparado ao selenato. Dessa forma, percebe-se que € de
fundamental importancia realizar estudos ecotoxicolégicos com o Se, especialmente com
a especie mais toxica (Se(lV)), tanto estudos independentes de toxicidade aguda e

concomitantemente com contaminantes, como o As, mostrando assim a relevancia do
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nosso trabalho em avaliar o efeito protetor do Se na toxicidade do arsénio (As(l11) e (V))

em tilapias do Nilo em condigdes pré-definidas.

2.5. Biomarcadores de contaminacdo aquética e estresse oxidativo

O monitoramento ambiental tem como objetivo identificar e avaliar condi¢Ges dos
recursos ambientais de um determinado local, permitindo a adocdo de medidas
preventivas e/ou precautivas adequadas. No entanto, ndo se devem utilizar somente
parametros quimicos e fisicos para determinar a qualidade das aguas, e consequentemente
o0 grau de contaminagdo aquética, pois esses métodos isolados ndo fornecem informacdes
a respeito de alteracGes que 0s contaminantes causam nos organismos vivos que habitam
esse sistema, propiciando informacdes parciais sobre a qualidade das aguas. Assim,
ferramentas bioldgicas devem ser incluidas a fim de fornecer respostas quanto aos efeitos
que esses contaminantes possam vir causar nos diferentes organismos aquéaticos (DE
ALMEIDA; DE OLIVEIRA RIBEIRO, 2014). Nesse sentido, é crescente o uso de
biomarcadores, que podem ser definidos como tais ferramentas, capazes de identificar e
quantificar alteracGes bioldgicas em nivel molecular, celular e fisioldgico relacionadas a
exposicao ou efeitos toxicos de um contaminante aos organismos e ao ecossistema (VAN
DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

O efeito de um contaminante se inicia em nivel molecular e em seguida progride para
0s niveis bioquimicos, subcelular, celular, de tecido, érgdo, individuo e por fim de
populacdo. Assim, a compreensdo dos efeitos tdxicos de um contaminante em nivel
molecular ou bioquimico fornecem sinais antecipados de alerta, em oposi¢do aos efeitos
adversos de nivel mais alto que podem ocorrer posteriormente nessa cadeia de progressao
(LEE et al., 2015). Existem diferentes tipos de biomarcadores, entre eles, os bioquimicos,
que sdo ferramentas que fornecem informacgfes a respeito de alteragdes nos sistemas
enzimaticos do metabolismo de detoxificacdo de contaminantes nos organismos dos seres
aquaticos (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

Os organismos aquaticos apresentam alta capacidade em acumular As em diferentes
tecidos do corpo, mostrando a necessidade do estudo da capacidade de acumulacéo nestes
diferentes 6rgdos (LIAO et al., 2003; TAWEEL; SHUHAIMI-OTHMAN; AHMAD,
2013; SCHENONE; VACKOVA; FERNANDEZ CIRELLI, 2014; OLIVEIRA et al.,
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2017; FERREIRA et al.,, 2019; NAWROCKA et al., 2022). Os principais tecidos
escolhidos para o estudo de biomarcadores sdo as branquias, o figado e o musculo. As
branquias constituem a interface tecido/meio aquatico, permanecendo em contato direto
com agua, o que resulta em uma maior sensibilidade a presenca de contaminantes no
corpo aquético (BERVOETS; BLUST, 2003). O figado por conta de suas caracteristicas
fisiolOgicas e anatdbmicas, como o grande volume de sangue recebido, sua composicao
lipidica e a intensa atividade metabdlica € um dos Orgdos que mais acumulam
contaminantes (SQUADRONE et al., 2013). J& 0 muasculo possui uma relacao direta com
a populacdo humana, pois devido a sua composicdo nutricional ¢ amplamente consumido
pelos seres humanos (PEIXE BR, 2023).

Os organismos possuem sistemas capazes de detoxificar substancias exdgenas,
eliminando esses contaminantes por excre¢do através de reacdes catalisadas por enzimas
capazes de biotransformar esses contaminantes em compostos mais sollveis e menos
toxicos (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). A atividade dessas enzimas
que realizam a biotransformacao do contaminante aliada ao consumo de oxigénio para a
producdo de energia pela mitocondria e aumento das reacGes de oxirreducdo que ocorrem
nas células, geram espécies reativas de oxigénio (ERO) (VAN DER OOST; BEYER;
VERMEULEN, 2003). As principais ERO sao o peroxido de hidrogénio (H20>), o anion
superoxido (O27) e o radical hidroxila (HO"), que podem possuir um ou mais elétrons
desemparelhados em seu orbital mais externo e possuem a caracteristica de serem
altamente reativos, podendo atacar e provocar danos no DNA, lipidios e proteinas,
causando sua oxidacdo e até a morte celular (VENTURA-LIMA; BOGO;
MONSERRAT, 2011).

A oxidacdo de biomoléculas (lipidios, proteinas, carboidratos e DNA) resulta em
compostos como aldeidos e cetonas, como por exemplo, 0 malondialdeido (MDA), que é
considerado um bom biomarcador de contaminacdo aquatica e pode ser quantificado e
utilizado como um indicativo de estresse oxidativo (VAN DER OOST; BEYER;
VERMEULEN, 2003).

O sistema antioxidante é um sistema de defesa do organismo com o objetivo de inibir
e/ou reduzir os danos causados pela acdo deletéria das ERO e é formado por enzimas
especificas que catalisam as reacgdes, transformando os radicais reativos em moléculas

ndo reativas, sendo um importante mecanismo de detoxificacdo (VAN DER OOST;
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BEYER; VERMEULEN, 2003). O desequilibrio entre a producéo de ERO e a atuacao de
enzimas antioxidantes produz o chamado estresse oxidativo (JAVED et al., 2016).

As principais enzimas que atuam no sistema de defesa antioxidantes contra as ERO
sd0 a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e a
glutationa redutase (GR), que inativam as ERO em intermediérios de facil excrecao e
constituem os sistemas antioxidantes enzimaticos (Figura 4), os quais desempenham um
papel importante na neutralizacdo e/ou desintoxicacdo do estresse oxidativo causado
pelas ERO (BARBOSA et al., 2010).

Figura 4 - Sistemas antioxidantes enzimaticos: superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR)
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Fonte: adaptado (VILLANUEVA; KROSS, 2012).

De acordo com estudos, 0 estresse oxidativo € muito sensivel a baixos niveis de
contaminacdo, e quando o nivel de poluicdo for alto, ocorrera genotoxicidade (alteracdes

no DNA) e histopatologia (alteracdes nas células e tecidos) (JAVED et al., 2016).

Diversos estudos relacionam a exposi¢do a metais com a producgéo de ERO, levando
a danos celulares, peroxidagdo lipidica e danos ao DNA. Assim, para prevenir estas
lesbes, a CAT € uma das enzimas que atua como uma defesa primaria contra o dano
oxidativo, aumentando a tolerancia e persisténcia dos organismos em ambientes poluidos
(FREITAS et al., 2012).



38

A CAT e uma enzima antioxidante que contém hematina, um grupamento que facilita
a oxidacdo do Fe(ll) a Fe(lll), e estd localizada nos peroxissomos das células,
promovendo a reducdo do perdxido de hidrogénio em oxigénio e agua (Equagédo 1)
(KAUSHAL et al., 2018).

2 H,02 2 2 H 0+ O2 (Equacéo 1)

Estudos recentes tém demonstrado que a CAT esta presente em todos os tecidos, no
entanto é observado que a sua atividade é mais elevada nos figados, como visto no
trabalho de Kumar et al. (2019), em que o peixe Pangasius (Pangasianodon
hypophthalmus) foi exposto a As(l11). Cui et al. (2020) obtiveram resultados semelhantes,
em que os niveis de CAT foram maiores nos figados, no entanto as maiores atividades
foram nos peixes Carassius auratus expostos a As(V) quando comparado as exposicoes
de As(11I).

A GPx pertence ao grupo das peroxidases, que sdo enzimas antioxidantes
responsaveis pela reducdo do peroxido de hidrogénio a dgua e de peroxidos lipidicos a
alcoois, envolvendo a transferéncia de elétrons por meio da oxidacdo da glutationa (GSH)
reduzida a sua forma oxidada, a glutationa dissulfeto (GSSG) (Equacédo 2) (VAN DER
OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

ROOH + 2 GSH - ROH + GSSG + H20 (Equagéo 2)

Dentre as GPx existem as dependentes e ndo dependentes de selénio. As GPx
dependentes de selénio constituem as principais peroxidases em peixes, com papel
fundamental na protecdo contra os danos oxidativos, especialmente nos danos que podem
atingir as membranas biologicas relacionadas a peroxidagéo lipidica (VAN DER OOST;
BEYER; VERMEULEN, 2003).

A GSSG pode ser reduzida a GSH pela acéo da glutationa redutase (GR), que utiliza
elétrons da molécula nicotinamida adenina dinucleétideo fosfato reduzida (NADPH).
Assim, a GR é considerada uma enzima antioxidante secundéria, ndo agindo diretamente
sob as ERO, mas atuando no ciclo metabolico da glutationa (Figura 4) (VILLANUEVA;
KROSS, 2012).
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Os peixes, assim como todos os animais, possuem um grupo de enzimas de
biotransformac&o, cuja principal fungéo é transformar contaminantes, que geralmente séo
lipossoliveis em compostos mais hidrossoltveis e de facil excrecdo (IBOR et al., 2019).
O processo de biotransformacao de contaminantes envolve inimeras reagdes mediadas
enzimaticamente, tornando esses compostos mais passiveis de serem excretados pelo
organismo. Geralmente esse processo ocorre no figado, que é o principal orgdo de
metabolizacdo, embora todos os tecidos bioldgicos possuam alguma capacidade de
metaboliza-los. Esse processo ocorre em trés fases: na fase | ocorre reac@es de oxidagéo,
reducdo e hidrdlise; na fase Il, ocorre reacdes de conjugacdo; e na fase Ill ocorre a
excrecdo (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

A fase | é caracterizada pela exposicdo ou adicdo de grupos funcionais, como por
exemplo, -OH, -COOH, -NH> por rea¢Ges de oxidagdo, reducdo ou hidrolise. Assim,
ocorre a transformacao do composto original, que é lipofilico em produtos mais solveis
em agua, facilitando sua excrecdo. As reacOes de fase | sdo catalisadas pelas enzimas
microssomais de monooxigenases, que também sdo conhecidas como sistema oxidase de
funcdo mista (MFO) ou ainda sistema citrocromo P450 (CYP450), constituido pelo
citrocromo P450, o citrocromo b5 e 0 NADPH citrocromo P450 redutase. As enzimas
CYP compreendem uma familia grande de heme-proteinas, que sdo proteinas ligadas a
membrana e estdo localizadas predominantemente no reticulo endoplasmatico das células
do figado. O citrocromo P450 abrange uma familia com inUmeras enzimas, que
apresentam diversas isoformas. Dentre elas, podemos citar a subfamilia P450 1A
(CYP1A) e a subfamilia P450 3A (CYP3A), que sdo biomarcadores muito utilizados em
estudos ambientais (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

A fase Il envolve rea¢des de conjugacdo do composto ou seus metabolitos com um
ligante enddgeno, geralmente um grupo polar, como por exemplo, o acido glucurdnico
ou a glutationa (GSH). O conjugado formado é altamente sollvel em agua, e assim pode
ser facilmente excretado. Dentre as enzimas mais importantes neste processo, esta a
glutationa S-transferase (GST), estando entre as mais abundantes classes de enzimas do
figado (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). Por fim, na fase Ill o
substrato mais sollvel em agua, formado durante as fases | e 1l é excretado para fora das

células pelas proteinas transportadoras de membrana.

A enzima GST desempenha um papel importante na detoxificagéo e eliminagdo de

contaminantes, na protecdo da célula contra danos oxidativos, além de catalisar a
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conjugacédo do contaminante, seja ele modificado ou nao pela fase I, com a GSH (VAN
DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

Resumindo, tanto as enzimas de defesa antioxidantes como as enzimas de
biotransformacdo sdo empregadas como biomarcadores de contaminagdo aquatica, e
andlises e medicBes dessas diferentes enzimas e consequentemente suas alteragdes
servem como parametros de efeitos adversos na salde dos seres aquaticos expostos a
diversos contaminantes, como no caso a exposi¢do a As(I1) e (V). Assim, é de extrema
importancia a determinacdo de todas as possiveis espécies de arsénio nos diferentes
tecidos para avaliacdo criteriosa de suas participacfes nas diferentes etapas metabdlicas
de defesa antioxidante e de biotransformacgéo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

Este trabalho teve como objetivo principal desenvolver ensaios toxicolégicos com
As(111) e (V) em tildpias do Nilo (Oreochromis niloticus) em condic6es controladas a fim
de avaliar a bioacumulacg&o e biotransformacao do As inorganico para espéecies metiladas
em diferentes tecidos biologicos (figado, estbmago, branquias e masculo) por meio da
técnica de cromatografia liquida hifenada a espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (LC-ICP-MS). Também foram investigados os efeitos
antagbnicos que o selénio tetravalente (Se(IV)) pode causar sobre a toxicidade do As
inorganico nas tilapias do Nilo durante o processo de bioacumulacdo, a fim de verificar
interacdes e novos parametros toxicocinéticos. Por fim, avaliou-se os parametros de
estresse oxidativo nos tecidos estudados, com andlise de enzimas envolvidas nos

mecanismos de defesa antioxidante, biotransformagé&o e desintoxicagdo do As.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Obijetivos especificos da Secdo 4

e Realizacdo de ensaios de bioacumulagdo/biotransformacdo sob condi¢bes
laboratoriais controladas com tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) expostas
ao As(l1l) e (V), separadamente;

e Determinacdo do As total nos tecidos de interesse (figado, estbmago, branquias e
musculo) por ICP-MS;

e Avaliacdo da distribuicdo das espécies de arsénio (As(Il), As(V), MMA, DMA e
AsB) nos tecidos de interesse (figado, estbmago, branquias e musculo) por LC-
ICP-MS.
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3.2.2. Objetivos especificos da Secdo 5

Realizagéo do ensaio de toxicidade aguda sob condi¢Oes laboratoriais controladas
com tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) expostas em diferentes
concentragdes de Se(IV);

Realizacdo de ensaios toxicolégicos com As e Se concomitantemente para a
avaliacdo dos efeitos antagonicos do Se(1V) sobre a toxicidade do As inorgénico
nas tilapias do Nilo;

Desenvolvimento e otimizacdo do método para a determinacdo do Se por ICP-
MS.

3.2.3. Objetivos especificos da Secao 6

Avaliacéo dos efeitos da exposicéo a As(l11) e (V) nas respostas de parametros de
estresse oxidativo por meio da atividade de enzimas antioxidantes (CAT, GPx e
GR) e da enzima de biotransformacdo GST, bem como os niveis de biomoléculas
oxidadas pela quantificacdo das espécies reativas ao &cido tiobarbitdrico
(TBARS).
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4. BIOACUMULACAO E BIOTRANSFORMACAO DE ARSENIO
INORGANICO EM DIFERENTES TECIDOS DE TILAPIA DO NILO

Nesta secdo é apresentado o estudo de bioacumulagdo de As inorgénico nos diferentes
tecidos de tilapia do Nilo, assim como a avaliacdo da distribuicao das principais espécies
de arsénio (As(I11), As(V), MMA, DMA e AsB) apds exposicoes controladas a As(l11) e
As(V) em diferentes concentra¢fes durante os periodos de 1 e 7 dias. A partir desses

estudos foi publicado o seguinte trabalho:

FERREIRA, N. DOS S. et al. Arsenic bioaccumulation and biotransformation in different
tissues of Nile tilapia (Oreochromis niloticus): A comparative study between As(l11) and
As(V) exposure and evaluation of antagonistic effects of selenium. Chemosphere, v. 359,
2024. https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2024.142289

4.1. Materiais e métodos

4.1.1. Organismo-teste

Os organismos utilizados neste trabalho foram peixes da espécie Oreochromis
niloticus, popularmente conhecidos como tildpia do Nilo, com 15 a 20 cm de
comprimento (Figura 5). A escolha por individuos juvenis foi em decorréncia da maior
quantidade de tecido (figado, estbmago, branquias e musculo) para a realizacdo dos
diversos estudos e otimizacGes experimentais. Os ensaios foram realizados apds a
aprovacdo do projeto “Biotransformagdo do arsénio inorganico (As-i) em Tilapias do
Nilo (Oreochromis niloticus)” pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA da
UNESP (Protocolo CEUA n°. 204/2019).
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Figura 5 - Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

Fonte: autoria prépria.

As tilapias do Nilo utilizadas nos ensaios toxicologicos foram adquiridas com o
responsavel pelos tanques de piscicultura da UNESP, Campus de S&o José do Rio Preto
(Figura 6), e estavam livres de lesdes, deformidades ou doengas, em conformidade com

estudos de Ohki et al. (2002), que relata que os individuos utilizados em bioensaios devem

estar saudaveis.

Figura 6 - Tanque de piscicultura da UNESP, S&o Jose do Rio Preto

Fonte: autoria propria.
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Os peixes foram selecionados aleatoriamente e aclimatados por 14 dias antes dos
ensaios toxicoldgicos em tanques de 500 litros (aproximadamente 50 til&pias por tanque)
com aeracdo constante, temperatura controlada (27 + 2 °C), fotoperiodo de 12:12 horas
e conectados a filtros externos (Figura 7). Os animais foram alimentados diariamente até

a saciedade com racdo comercial (Guabi-Pira, Brasil).

Figura 7 - Tanques de aclimatacao

Fonte: autoria propria.

Apo6s o periodo de aclimatacdo, os peixes foram alocados individualmente em
aquarios retangulares de plastico de 10 L com seus parametros fisico-quimicos

controlados, visando a ndo mortalidade da populacdo de peixes em estudo.

4.1.2. Delineamento experimental

Os ensaios toxicoldgicos foram desenvolvidos de acordo com as metodologias
propostas por Liao et al. (2003), Tsai and Liao (2006), Chen et al. (2018) e Ferreira et al.
(2019), além de seguir a diretriz de teste n° 203 publicada pela Organization for Economic
Co-operation and Development (OECD, 1992).
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O ensaio toxicologico para avaliar a bioacumulagéo e biotransformacdo do As foi
realizado durante 1 e 7 dias em duas concentragdes distintas (5 e 10 mg L), a fim de
verificar a toxicidade aguda. As tilapias foram divididas em cinco grupos e cada grupo
era composto por 5 peixes (n=5) expostos individualmente ao tratamento em aquarios

plasticos de 10 L.

Foram preparadas solucbes de As(l11) e (V) dissolvendo uma quantidade calculada
dos sais de arsenito de sodio (AsNaOz) e arseniato de sodio heptahidratado
(HAsNa204.7H20), respectivamente, em agua deionizada, que em seguida, foram
diluidas em agua de torneira, a fim de obter as concentragdes nominais de 5 e 10 mg L™
utilizadas nos ensaios. Pequenas aliquotas foram coletadas ao inicio do ensaio para
posterior analise em ICP-MS para verificar se as concentracdes de As estavam de acordo

com os valores nominais.

O grupo controle ndo foi exposto a As, enquanto os grupos 5 mg L (Dia 1) e 10 mg
L (Dia 1) foram expostos a uma concentracdo de 5 e 10 mg L%, respectivamente durante
um periodo de exposicdo de um dia. Ja os grupos 5 mg L (Dia 7) e 10 mg L* (Dia 7),
também foram expostos as mesmas concentracdes de 5 e 10 mg L™, respectivamente, no
entanto por um periodo de exposicdo de sete dias. Os ensaios toxicologicos de
bioacumulacéo e biotransformacdo com As(l11) e (V) sdo esquematizados na Figura 8 e
foram realizados separadamente, inicialmente com o As(I11) e em seguida com o As(V),
e de maneira estética, ou seja, sem renovacdo da solucdo de teste durante o periodo de

exposicao.
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Figura 8 - Esquema do ensaio toxicologico com As(l11) e (V) para avaliar a

bioacumulacgéo e biotransformacao

GRUPOS CONCENTRACAO

controle E EW@( TW@Y 7 = _

Tempo de exposicio =1 dia

5 mg L1 (Dia 1) ‘ D, 1% o T . ; 5mgL!

T -
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10mgL'(Dia7) || &% % £ 1 o 10 mg L

Fonte: autoria prépria.

As concentracdes de As foram 20-50 vezes maiores do que aquelas encontradas
naturalmente, a fim de causar altos niveis de As nos tecidos estudados. A concentragdo
de 5 e 10 mg L™ foram escolhidas por serem um valor considerado abaixo da dose letal
(LCso) que leva a mortalidade de 50% da populagéo para o As(l11) de acordo com estudos
anteriores do grupo (FERREIRA et al., 2019). Os valores de LCsp indicaram mortalidade
de peixes em concentragdes acima de 30 mg L. O mesmo valor de concentragdo foi
adotado para o ensaio com o As(V), pois o intuito do estudo foi verificar a acumulagao e
a biotransformacdo das espécies de As, minimizando a quantidade de reagentes

empregados e a reducgdo dos residuos quimicos gerados.

No final de cada dia de experimento, os individuos de cada grupo foram coletados e
anestesiados em uma solucgdo de benzocaina a 28 mg L™, e assim induzidos & morte por

overdose. Em seguida, com auxilio de tesoura e pinca cirurgica, os tecidos de interesse
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(figado, estbmago, branquias e masculo) foram coletados (Figura 9) e congelados a - 80°C
para analises posteriores em ICP-MS.

Figura 9 - Coleta dos tecidos de interesse: figado, estbmago, branquias e

musculo

N\

ESTOMAGO

Fonte: autoria propria.

4.1.3. Preparo das amostras

Os tecidos de interesse apds serem congelados, foram liofilizados para seguir a etapa
de moagem. Foi realizado a moagem criogénica (MA 775, Marconi) e os tecidos foram
digeridos com acido nitrico diluido em forno micro-ondas (MW-AD), segundo a
metodologia proposta por Oliveira et al. (2017).

Vale ressaltar que foi necessario realizar um pool de amostra com os tecidos dos
individuos de cada grupo do experimento (n=5) para obtencdo de massa seca suficiente
para empregar nas etapas de preparo de amostra e determinacéo de As total por ICP-MS,
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e posteriormente para os procedimentos de extracdo das espécies de As para 0 método de

especiacdo quimica.

Na digestao acida assistida por radiacdo micro-ondas, as amostras foram pesadas e
digeridas em frascos fechados com 6 mL de solucdo de &cido nitrico 7 mol L*
subdestilado e 2 mL de perdxido de hidrogénio (30% v/v). O programa utilizado para a
digestdo acida assistida por radiacdo micro-ondas foi uma rampa de aquecimento durante
20 minutos até a temperatura de 190 °C, a qual foi mantida por mais 40 minutos e em
seguida, uma etapa de resfriamento por 10 minutos. Apés a digestdo, as amostras e 0s
brancos foram transferidos para baldes volumétricos, e tiveram seus volumes ajustados

quantitativamente para 25 mL com agua deionizada.

4.1.4. Determinacdo de As total por ICP-MS

As determinacdes de arsénio total foram realizadas empregando um espectrémetro de
massa acoplado ao plasma induzido (ICP-MS) NexION 300 ICP-MS (PerkinElmer),
instrumento disponivel no cdmpus de S&o José do Rio Preto, equipado com a tecnologia
da célula universal (Universal Cell Technology™ - UCT). O modelo NexION 300 é
equipado com a ferramenta de cela de colisdo a base de gas hélio que reduz o sinal de
interferéncia poliatdmica de arsénio Ar‘°CI*® através da discriminacdo por energia
cinética (KED).

Os parametros operacionais e instrumentais do equipamento utilizado durante as
analises foram otimizados de acordo com a otimizacao proposta por Oliveira et al. (2017),

e sdo descritos na Tabela 1.



Tabela 1 - Parametros operacionais e instrumentais do ICP-MS

Parametros operacionais e instrumentais

50

Poténcia RF 1600 W
Vazao do géas do plasma 18 L mint
Vazao do gés auxiliar 1,2 L min
Vazéo do gas 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 calibragdo 0,1-20pgL?
Is6topo monitorado ®As

A curva de calibracdo para a determinacédo de As foi preparada em HNO3 1% (v/v) a
partir de uma solugdo estoque de arsénio 1000 = 2 mg L (Fluka® Analytical
traceCERT® CRM s for ICP-MS). Para a avaliacdo da exatiddo do método de As total por
ICP-MS, dois materiais de referéncia certificado (CRMs) foram utilizados: DOLT-5
(figado de cacdo) e DORM-4 (proteina de peixe).

4.1.5. Extracdo das espécies de As

O procedimento de extracdo das espécies de As foi realizado de acordo com a
metodologia proposta por Sa et al. (2023). Foram pesados 100 mg de amostra diretamente
no frasco de digestdo PFA com boca rosqueavel e tampa de PFA. Em seguida, foram
adicionados 5 mL de HNO3 0,03 mol L. As amostras foram agitadas em vértex por 30
segundos e levadas ao aguecimento em bloco digestor por 40 minutos em temperatura de
90°C. Apos o resfriamento, o extrato foi centrifugado a 3200 rpm por 5 min e 1 mL do

sobrenadante foi transferido a outro frasco e diluido 5 vezes com a fase mdvel (10 mM
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(NH4)2HPO4 + 1% (v v't) metanol, pH 8,0). Por fim, filtrado com filtro de seringa 0,22
um de PTFE (Analitica) e transferido ao amostrador do LC-ICP-MS para anélise de
especiacdo de As.

4.1.6. Especiacdo de As por LC-ICP-MS

As andlises de especiacdo de As foram realizadas em um sistema de cromatografia
liquida (1260 series Infinity Il, Agilent Technologies), com bomba quaternaria (G7111A,
Agilent Technologies) e um auto amostrador (G129A, Agilent Technologies) com 100
posicOes para frascos de 2 mL. Foram utilizadas colunas de troca anibnica para a
separacdo das espécies de arsénio (G3288-80000, 4,6 mm x 150 mm, Agilent
Technologies). A eluicdo foi realizada em modo isocratico e o fluxo da fase maével foi
mantida em 1,0 mL mint. O sistema foi acoplado ao ICP-MS por meio de um capilar
PEEK da saida da coluna do HPLC ao nebulizador concéntrico do sistema de introdugéo
do ICP-MS. O método de configuracdo integrado e controle sequencial do sistema
combinado LC-ICP-MS foi realizado a partir do software ICP-MS MassHunter (MH)
(Agilent Technologies). Os parametros instrumentais e operacionais séo apresentados na
Tabela 2.
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Tabela 2 - Parametros operacionais e instrumentais do LC-ICP-MS

Analise de especiacdo quimica de As (LC)

Fase movel 10 mM (NH4)2HPO4 + 1% (v v'') metanol pH 8,0
Vazdo da fase movel 1,0 mL min*
Modo de eluicédo Isocratico
Volume injetado 50 pL
Tempo de anélise 720 s
ICP-MS
Poténcia de RF 1550 W

Profundidade de amostragem 8 mm

Vazdo do gas de nebulizagdo 1,1 L min'?

Vazdo do gas He 4,5 mL min’?
Nebulizador Micromist
Cémara de nebulizacéo Tipo Scott , duplo passo
Is6topo monitorado SAs

A fase movel contendo (NH4),HPO4 10 mmol L (pH 8,0) foi preparada diariamente
pela dissolugdo do sal (NH4)2HPO4 (Synth) em agua contendo 1% (v/v) de metanol grau
HPLC (Sigma-Aldrich), e o pH ajustado com uma solucdo de NHsz saturada em &gua
(Synth). As solucdes de calibragdo de As(l11), As(V), AsB, DMA e MMA (0,1 a20 ug L
1y foram preparadas diariamente a partir das solugdes estoque de 1000 mg L™ de As(111),
As(V), AsB, DMA e MMA, que foram previamente preparadas a partir da dissolugédo dos
sais de NaAsO: (Sigma-Aldrich), KH2AsOs (Sigma-Aldrich), CsHi1AsO2 (Sigma-
Aldrich), (CHz)2AsO2Na - 3H>O (Sigma-Aldrich) e CH3AsO(ONa)2 - 6H20 (Sigma-

Aldrich), em &gua, respectivamente.

Para o desenvolvimento do método de especiacdo de As, trés materiais de referéncia
certificado (CRMs) foram utilizados: DOLT-5 (figado de cacdo), DORM-4 (proteina de
peixe) e TORT-3 (hepatopancreas de lagosta).
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4.2. Resultados e discussao

4.2.1. Ensaios toxicologicos de bioacumulagéo e biotransformacéo

Os ensaios toxicologicos para avaliar a bioacumulagdo e a biotransformacéo do
arsénio inorganico foram realizados para verificar a toxicidade aguda durante 1 e 7 dias
em duas concentragdes distintas de As(lll) e (V) (5 e 10 mg L™). Os ensaios foram
executados de maneira independente, ou seja, primeiramente com a exposicdo ao As(l11),

e em seguida, 0 ensaio com exposicdo a As(V), separadamente (Figura 10).

Figura 10 - Ensaios toxicologicos de bioacumulacéo e biotransformacédo com
As(l11) e (V)

Fonte: autoria propria.

A Tabela 3 apresenta o peso e tamanho das tilapias que foram utilizadas nos ensaios

toxicoldgicos de bioacumulacgdo e biotransformacao.
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Tabela 3 - Peso e tamanho das tilapias utilizadas nos ensaios toxicoldgicos de

bioacumulacgéo e biotransformacao

As(l11)

5mgL? 10 mg L? 5mgL? 10 mg L*

Controle  pia ) (Dia 1) (Dia 7) (Dia 7)

Peso () 1489+18,9 1192+199 1020+8,7 1256+6,1 1154+14,8
Tamanho (cm) 172+1,1 16,9+0,5 153+0,4 16,4 +0,4 158 +0,7

As(V)

5mgL? 10 mg L? 5mgL? 10 mg L*

Controle 0 1) (Dia 1) (Dia 7) (Dia 7)

Peso () 147,2+ 20,1 120,6+19,9 110,7+23,6 851+158 127,7+14,0
Tamanho (cm) 17,9+0,2 16,2+0,8 159+0,9 15,2 +0,7 16,5+ 0,7

Os tecidos foram coletados ao final de cada dia do ensaio conforme recomendado no

protocolo e congelados a —80 °C para analises posteriores.

4.2.2. Bioacumulagédo do As

A fim de avaliar a veracidade do método proposto para a determinacdo de As total
por ICP-MS, amostras de materiais de referéncia certificados (CRMs) foram analisadas.
Os CRMs escolhidos foram: DOLT-5 (figado de cacdo) e DORM-4 (proteina de peixe).
Na Tabela 4 sdo apresentados os valores certificados, os valores determinados pelo

método proposto e suas respectivas recuperacdes.
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Tabela 4 - Valores certificados e determinados pelo método proposto de

determinacéo de As em CRMs de pescados por ICP-MS

Valor (mg kg? Recuperacio
CRMs ~ (mg kg™) | perag
Certificado Determinado (%)
DOLT-5 34,6+ 2.4 37,3+0,8 108
DORM-4 6,8+0,6 55+0,2 81

As recuperagdes dos CRMs ficaram na faixa do que seria considerado aceitavel (80 -
120 %), e os resultados estdo de acordo com os valores certificados de As, para um
intervalo de confianca de 95%. Assim, as amostras dos ensaios toxicologicos de

bioacumulacgdo e biotransformacédo foram analisadas seguindo o método proposto.

Os estudos de bioacumulacdo e biotransformacdo em diferentes tecidos podem
fornecer uma melhor compreensdo da capacidade de metabolizacdo e do potencial
toxicologico do As em organismos aquaticos, em especial nas tilapias do Nilo, um dos
peixes mais cultivados e consumidos no Brasil. As concentracdes de As total nos
diferentes tecidos apds as exposicdes a As(l11) e As(V) sdo apresentadas na Tabela 5 e 6.
A andlise descritiva mostrou claramente um padrédo crescente de bioacumulacdo de As
nos grupos expostos a As(111) e As(V) nas concentragdes de 5 e 10 mg L™, em comparagéo

ao grupo controle.

O monitoramento e a determinacdo das concentracfes de As foram realizados por
meio da coleta de pequenas aliquotas de agua dos aquarios no inicio dos ensaios, as quais
foram diluidas para andlise por ICP-MS. No ensaio realizado com As(lll), as
concentracdes médias na agua foram de 5,09 + 0,19 mg L e 10,1 + 0,16 mg L™, enquanto
no ensaio realizado com As(V), as concentracdes médias foram de 5,19 + 0,12 mg L e
10,2 + 0,15 mg L. Para ambos os ensaios, as concentracdes na agua do grupo controle
ficaram abaixo do limite de quantificagdo para determinacéo por ICP-MS (2,2 x 10* mg
LY.

A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos na determinagdo da concentracdo de As
total em cada tecido das til&pias do ensaio de bioacumulacdo e biotransformacdo com
As(111).
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Tabela 5 - Concentracéo de As total (ug g*) nos diferentes tecidos estudados

durante o ensaio de bioacumulagéo/biotransformacéo com As(l11) (n = 3, £ SD)

Concentracéo (ug gt)

Grupos Figado Estébmago Branquias Musculo

Controle 0,04 % 0,002 <LOQ 015+001 0,080,001
5mgLl(Dial) 280014  0,69+0005  047+001 046001
10mgL?(Dial) 20,70+0,14  610+0,10  423+0,001 2,08 +0,01
5mgLt(Dia7) 5,554+ 0,03 5,00 + 0,04 249+001  1,91+0,01
10mgL!(Dia7) 1870+0,15 19,10+0,17  4,66+0,12 4,88 +0,03

* LOQ = 0,005 g g

Apds o primeiro dia de exposicdo, houve uma concentragdo significativamente maior
no figado na concentracéo de 10 mg L, quando comparado a concentragdo de 5 mg L*
(Figura 11b). Embora ndo estatisticamente significativo, 0 mesmo padrdo foi observado
para todas as situages experimentais. Os grupos expostos a 10 mg L apresentaram os
maiores niveis de bioacumulacao para todos os tecidos (Figura 11). Os menores e maiores
niveis de bioacumulacdo de As para todos os tecidos foram observados para o dia 1 na
concentracio de 5 mg L™ e no dia 7 na concentragdo de 10 mg L™, respectivamente,
exceto para o figado, no qual a maior concentracao foi observada no dia 1 na concentracao
de 10 mg L.
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Figura 11 - Bioacumulagéo de As (ug g1) nos diferentes tecidos de O. niloticus

apos exposicao a As(111)
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D1 = Dia 1 de exposicdo; D7 = Dia 7 de exposicdo. * Diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos indicados. Os valores representativos das trés réplicas foram expressos como média com desvio
padrdo (+ SD). Testes realizados: Kruskal-Wallis complementado pelo teste post-hoc de Dunn; p < 0,05 foi

estatisticamente significativo.

A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos na determinacdo da concentracao de
As total em cada tecido das tilapias do ensaio de bioacumulacéo e biotransformacéo com
As(V).



58

Tabela 6 - Concentracéo de As total (ug g) nos diferentes tecidos estudados

durante o ensaio de bioacumulacéo/biotransformacéo com As(V) (n = 3, £ SD)

Concentracéo (ug gt)

Grupos Figado Estébmago Branquias Musculo

Controle 0,09 + 0,01 0,10£001  013+0,004 0,27 £0,01
5mgL!(Dial) 1,27 +0,06 1,194 0,10 061001  052+0,01
10mgL!(Dial) 7,15+ 0,56 6,48 + 0,09 355+0,16  1,74+0,02
5mgL?(Dia7) 1570+108  453+0,17 1,47+049  155+0,06
10mgL!(Dia7) 866+0,66  4,32+0,24 352+0,02  228+0,02

A andlise estatistica para a exposicdo a As(V) revelou que semelhante ao tratamento
com As(I11), os menores niveis de bioacumulacdo de As(V) para todos os tecidos foram
observados no dia 1 na concentracdo de 5 mg L. Por outro lado, a maior concentragio
de As variou entre os tecidos avaliados; para o estbmago e branquias, 0os maiores valores
foram no dia 1 na concentragdo de 10 mg L™ (Figura. 12a e 12c), enquanto para o masculo
e figado, os maiores valores foram no dia 7 na concentragdo de 10 mg L™ (Figura 12d) e

no dia 7 na concentragéo de 5 mg L (Figura 12b), respectivamente.
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Figura 12 - Bioacumulacdo de As (ug g2) nos diferentes tecidos de O. niloticus ap6s

exposicao a As(V)
a) Estdémago p=0,0216 b) Figado  p=0,0156
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D1 = Dia 1 de exposicdo; D7 = Dia 7 de exposicdo. * Diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos indicados. Os valores representativos das trés réplicas foram expressos como média com desvio
padrdo (+ SD). Testes realizados: Kruskal-Wallis complementado pelo teste post-hoc de Dunn; p < 0,05 foi

estatisticamente significativo.

Na andlise descritiva, para ambos os tratamentos de exposi¢do ao As(l11) e As(V),
0s niveis de bioacumulacdo de As estavam na seguinte ordem: figado > estbmago >
branquias > musculo. Essa tendéncia também foi observada em trabalhos anteriores do
nosso grupo de pesquisa (FERREIRA et al., 2019). De acordo com Tsai et al. (2012), os
tecidos figado e estbmago possuem a maior capacidade de absorver o contaminante, uma
vez que esses 6rgdos atuam como locais de armazenamento de As a longo prazo sob

exposicao cronica.

O figado é o tecido mais recomendado para realizar um estudo de poluigdo de um
ambiente aquético, pois nele estdo presentes as maiores concentracdes de contaminantes,
sendo o principal 6rgdo para o metabolismo e toxicidade do As (LICATA et al., 2005).

Devido as caracteristicas anatdbmicas e fisiologicas, como composicdo lipidica, alta

Ml As(V)5mglL’

Bl As(V)5mglL”’
Bl As(V)10mg L
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atividade metabdlica e grande quantidade de sangue recebido, o figado € um érgéo que
acumula As em grande quantidade (SQUADRONE et al., 2013; FERREIRA et al., 2019).

Os resultados descritivos obtidos para ambos os ensaios de bioacumulacao
mostraram que as branquias e 0 masculo apresentaram as menores concentracdes de As,
0 que esta de acordo com diversos trabalhos encontrados na literatura. Em estudos de Tsai
e Liao (2006), as menores concentracdes de As também foram encontradas nas branquias
e masculo da tilapia (Oreochromis mossambicus) expostas a As na concentracdo de 1 mg
L durante o periodo de 7 dias. Ferreira et al. (2019) desenvolveram ensaios de
bioacumulacdo com As(I1l) e (V) com tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) na
concentragdo fixa de 1 mg L™ durante 1, 4 e 7 dias, e em ambos ensaios e tempos de
exposicdo, as menores concentracdes de As também foram observadas nas branquias e
musculo. Cui et al. (2020) realizaram ensaios com exposicdo dietética com As (na
concentragéo de 50 e 100 pg g%, peso seco) no peixe Carassius auratus durante o periodo
de 10 e 20 dias, e os resultados demonstraram que as menores concentragdes encontradas

foram no musculo, em comparacdo com os tecidos de figado, rim, baco e intestino.

No trabalho de Schlechtriem, Fliedner e Schéafers (2012) foi encontrado uma
correlacdo positiva significativa entre o acimulo de contaminantes e o contetdo lipidico
dos tecidos. Sendo assim, o teor de gordura do figado poderia explicar a maior
concentracdo de As, em comparagdo com os tecidos musculares, que apresentam um

baixo teor de gordura, consequentemente bioacumulando menores quantidades de As.

A bioacumulacéo de As nos diferentes tecidos de tilapia do Nilo foi maior quando
os peixes foram expostos a As(l11), em comparacdo com As(V), o que pode ser atribuido
aos diferentes processos de absorcdo de As(Ill) e As(V). Os resultados sugeriram que
As(I1l) permeou mais facilmente através do epitélio e/ou foi mais prontamente
metabolizado nos tecidos, em comparacdo com As(V), quando os peixes foram expostos
a altas concentragbes de As. Resultados semelhantes foram relatadas por Zhang et al.
(2015), onde As(IIl) foi mais biodisponivel do que As(V) em ostras de Bombaim

(Saccostrea cucullata) apos exposi¢des aquaticas.
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4.2.3. Especiacdo de As por LC-ICP-MS

Os materiais de referéncia certificados foram utilizados para confirmar a preciséo dos
métodos propostos de preparo de amostras e analise. E importante mencionar que a
especiacdo de As em matrizes solidas é um desafio, pois a integridade das espécies deve
ser mantida em todas as etapas da analise, entdo a escolha do método de extracdo é uma
das etapas mais importantes durante a anélise de especiacdo. A estabilidade das espécies
de As em solucdo apds a preparacdo da amostra deve ser garantida para evitar a sub ou
superestimacao das espécies alvo (BATISTA et al., 2012; SCHMIDT et al., 2018).

A Figura 13 mostra um cromatograma dos cinco padrdes de espécies de As, incluindo
AsB, As(lll), DMA, MMA e As(V), obtidos utilizando o método LC-ICP-MS. As
condicdes operacionais de LC e ICP-MS permitiram que as diferentes espécies de As
fossem satisfatoriamente separadas em um tempo de 12 minutos. A determinagdo das
espécies de As foram realizadas por calibragdo externa, com faixa de trabalho entre 0,1 a
20 pg L, integrando a area do sinal analitico de cada espécie e correlacionando com a
concentragio. A curva de calibragio apresentou uma boa correlagdo linear, R? > 0,9998,
para todas as espécies de As. Os limites de determinacdo (LOD) e quantificacdo (LOQ)
foram obtidos a partir de LOD=3xEP/S e LOQ=10xEP/S, respectivamente, na qual EP e

S correspondem ao erro padrdo e a inclinacdo da regressao linear, respectivamente.
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Figura 13 - Separacdo cromatografica das espécies de As usando 10 mmol L
(NH4)2HPO4 diluida em 1% (v v) de metanol como fase mével no método LC-
ICP-MS
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Tempo de retencdo das espécies de As (min): 2,681 (AsB); 3,334 (As(l1)); 4,052 (DMA); 5,019 (MMA) e

10,95 (As(V)). Fonte: autoria propria.

Os resultados da analise de especiacdo nos CRMs sdo apresentados e comparados

com valores certificados na Tabela 7.

Tabela 7 - Fracgdo de massa de As total e espécies de As (Ug g1) nos materiais
de referéncia certificados (DOLT-5, DORM-4 e TORT-3) (n = 3; £ SD)

CRM AsB As(l11) DMA MMA  As(V) > espécies As As total R (%)

DOLT-5 30,03+252 <LOQ 0,03+0,02 <LOQ <LOQ 30,06+254 32,02+2,75 94
DORM-4 563+043 <LOQ 0,01+0,01 <LOQ <LOQ 564+0,44 6,34 + 0,54 89

TORT-3 554+19 <LOQ 005+001 <LOQ <LOQ 554+19 5875+3,03 94

Valores certificados: DOLT-5 = 34,6 + 2,4 ug g-1; DORM-4 = 6,80 £ 0,64 pg g-1; TORT-3 =59,5 + 3,8

Hg g-1.
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A exatiddo do método de andlise foi avaliada pela analise dos CRMs (DOLT-5,
DORM-4 e TORT-3). Um balanco de massa de As foi realizado comparando a soma das
fracOes das espécies extraidas com as concentracdes de As total determinadas nos extratos
por ICP-MS. Os resultados (Tabela 7) foram consistentes com os valores certificados de
As, para um intervalo de confianca de 95%. Os limites de quantificacdo para AsB, As(l11),
DMA, MMA e As(V) foram 14,6, 76,4, 98,4, 68,5 e 23,7 ng g, respectivamente.
Cromatogramas para todos os CRMs e uma amostra real apds a extracdo sdo mostrados

na Figura 14.

Figura 14 - Cromatogramas para (a) DOLT-5, (b) DORM-4, (c) TORT-3, e
(d) amostra real
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Os cromatogramas (Figura 14) obtidos para analise de especiacdo de As nas amostras
dos CRMs revelaram a predominancia da espécie AsB em DOLT-5, DORM-4 e TORT-
3. A presenca de DMA foi observada, enquanto As(l11), MMA e As(V) estavam abaixo
dos limites de quantificacdo (LOQ). Os valores médios de concentracdo obtidos nos
CRMs mostram que o método de preparo de amostra aplicado € aceitavel e pode ser usado
para analise de amostras reais, como mostrado na Figura 14d. A extracdo usando HNO3
diluido (0,03 mol L) a 90°C por 40 minutos forneceu valores médios de recuperacio
entre 89 e 94% dos CRMs, portanto foi escolhido como método de preparo de amostras

para os tecidos biologicos.

Portanto, os resultados descritos acima demonstraram que a metodologia de extragéo
e LC-ICP-MS desenvolvida neste estudo tem ampla aplicabilidade, excelente exatiddo
para matrizes de amostras complexas, tornando-a adequada para determinar com precisao

espécies de As em peixes.

4.2.4. Biotransformacdo do As

A biotransformacdo é um processo pelo qual uma substancia dentro do organismo
sofre reacBes quimicas, geralmente mediadas por enzimas, que a convertem em um
composto diferente do original e geralmente com menor toxicidade. O presente estudo
fornece novos esclarecimentos sobre a biotransformacédo de As em diferentes tecidos de
tilapia do Nilo. As Tabelas 8 e 9 mostram as fracdes de massa das cinco espécies de As

nos tecidos dos peixes expostos a As(l11) e As(V), respectivamente.
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Tabela 8 - Fracoes de massa das espécies de As (ug g1) em diferentes tecidos apds exposicao de tilapia do Nilo ao As(l11) (n =3, +

sD)
Espécies As

Tratamento Tecido AsB As(I11) DMA MMA As(V) > espécies As

Figado 0,04%0002  <LOQ <L00 <L00 <LOQ 0,04 £ 0,002

Controle Estomago  0,003+0,002 005+0,002  <LOQ <LOQ <LOQ 0,053 + 0,004

Branquias  0,075+0,0004  <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,075 + 0,0004

Muisculo 00740001  <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,07 + 0,001
Figado 228+012  020£003  004%002  005%0003  026+00l  284%0,18
SmgLi(Diay | ESOMA0 0244001  024+001  0,08+0,01 <LOQ <LOQ 0,57 + 0,03
Branquias 0214002 009+0001 001+0001 003+0001 0,12+0000L 046+ 0,02
—~ Muisculo 02540002 011+002  0,080,02 <LOQ <LOQ 0,44 + 0,04
S Figado 536+008 241+0002 313%016  70L+004  140%00l  19,3%0,29
< . Estomago 2354005  112+011  105+005 1264013  025+00l  6,03%0,36
S 0mgL=(Dial)  prquias  083£0003 076£002  208+002  028+001  027+0006  421%007
g Muisculo 0274016 014+0003 117+0003 016+001  023+0008  1,97+0,19
i Figado 482+069 034+002 006+002  034%004  045:00L 601076
Smgli(ia7y 0T 1020008 1514008 160014  066+0004 039001 5172024
Branquias 046+0,10 028+006 070+0001  041+005  027+002  2,12+0,24
Muisculo 1,11+002 010+0,001 054+006  001+001  009+00002 1,86 0,09
Figado 108+017  180+007 126+006  113%001  179%029 16,8 0,60
omgLl (Dia7)  EStomago 246+014  7,03+005 482+013  213+014  134+002  17.8+048
Branquias 108+006  073+002 1314001  093+003  084+002  489+0,14
Muisculo 1124004  039+001 08+001  124+004 1214002  484+012
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Tabela 9 - FracGes de massa das espécies de As (ug g1) em diferentes tecidos apds exposicéo de tilapia do Nilo ao As(V) (n =3, +

SD)
Espécies As

Tratamento Tecido AsB As(I11) DMA MMA As(V) > espécies As

Figado <LOQ <LOQ <LOQ 0,001 £0,001 0,09 £ 0,002 0,09 + 0,003

Controle Estdmago <LOQ <LOQ <LOQ 0,004 £ 0,0005 0,09 + 0,004 0,09 + 0,009

Branquias <LOQ <LOQ <LOQ 0,001 £0,001 0,11 +0,001 0,11 + 0,001

Musculo <LOQ <LOQ <LOQ 0,003 + 0,002 0,23+0,01 0,23 +0,014
Figado 0,51 £0,07 0,08 £ 0,02 0,48 £0,12 0,01 £ 0,001 0,07 £ 0,004 1,15+0,21
5mg L (Dia 1) Estdmago 0,21 £0,07 0,60 £ 0,21 0,01 £ 0,004 0,04 £0,01 0,17 £ 0,02 1,04 +0,31
Branquias 0,12 £ 0,07 <LOQ 0,15+ 0,08 0,01 £ 0,003 0,37 £ 0,02 0,65+0,18
— Musculo 0,25 £ 0,05 <LOQ 0,09 £ 0,003 0,01 £ 0,002 0,19 + 0,003 0,53 + 0,06
\>(;; Figado 1,38 + 0,03 1,03 + 0,02 3,56 £ 0,16 0,37 £ 0,02 0,39 £ 0,004 6,71+ 0,23
;5 10 mg L™ (Dia 1) Estdbmago 3,20 £ 0,001 1,16 + 0,07 1,94 + 0,24 0,70 £ 0,15 0,34 + 0,004 7,34 £ 0,47
& Branquias 0,35+ 0,06 0,73+0,20 1,77 £ 0,40 0,23 £ 0,05 0,18 £ 0,001 3,25+0,71
§ Mdsculo 0,49 £ 0,09 0,30 £0,14 0,84 £0,12 0,07 £ 0,02 0,26 £ 0,15 1,96 + 0,51
t Figado 10,8 £0,18 1,11+£0,12 2,15+0,14 0,77 £ 0,17 0,35 + 0,005 15,2+ 0,61
5 mg L (Dia 7) Estémago 0,69+0,11 1,97 £ 0,23 0,68 £ 0,01 0,63 £ 0,02 0,43 +0,18 4,40 £ 0,55
Branquias 0,78 + 0,02 <LOQ 0,52 £ 0,001 0,07 £0,03 0,18 £ 0,001 1,55+ 0,05
Musculo 1,13+0,19 <LOQ 0,38 £ 0,01 0,02 £ 0,01 0,18 + 0,003 1,71+0,21
Figado 4,02 £0,35 2,48 + 0,26 1,27 £ 0,07 0,87 £0,13 0,35 £ 0,006 8,99+ 0,82
10 mg L™ (Dia 7) Estdmago 1,32+0,006 0,650,001 1,21 + 0,06 0,32 £0,02 0,65 + 0,02 4,15+0,11
Branquias 1,28 + 0,20 0,22 +0,01 1,48 + 0,02 0,19 £ 0,06 0,29 £ 0,006 3,46 £ 0,30
Musculo 0,88 £ 0,04 0,18 £ 0,01 0,49 £ 0,006 0,61+0,01 0,16 £ 0,01 2,30 £ 0,08
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Apds a exposicdo das tilapias do Nilo ao As(l1l) (Tabela 8), a presenca de As(V) foi
detectada em todos os tecidos, indicando que o As(l1) poderia ser oxidado para As(V).
A oxidagéo de As(lll) para As(V) foi observada anteriormente em microrganismos, mas
raramente em peixes. Rahman e Hassler (2014) relataram que 0s mecanismos de oxidacao
de As(lIl) por microrganismos incluem o metabolismo quimiolitoautotréfico, onde o
As(111) é utilizado como fonte de energia e a oxidacao extracelular de As(l11) é mediada
pela arsenito oxidase. No entanto, os mecanismos de oxidacéo de As(l1l) em peixes ndo

sdo claros e precisam de mais estudos.

Quando as tildpias do Nilo foram expostas ao As(V) (Tabela 9), a espécie As(l11) foi
posteriormente encontrada em todos os tecidos, sugerindo que a redugéo de As(V) para
As(I11) ocorreu no organismo. Devido as semelhancas fisico-quimicas entre As(V) e o
ion fosfato, o As(V) entra nas células por meio do sistema de fosfato e € entdo reduzido
enzimaticamente para As(l1l), com a oxidagdo concomitante de glutationa (GSH) para
dissulfeto de glutationa (GSSG) em uma reagdo catalisada pela arsenato redutase
(ALLEVATO et al., 2019; SODHI et al., 2019). A reducdo de As(V) foi reconhecida
como um processo de desintoxicacao, porque embora As(l11) seja mais toxico que As(V),
varios processos atuam contra a toxicidade de As(lll) em organismos, incluindo a
expulsdo de As das células e sua transformacdo em As organico (RAHMAN; HASSLER,
2014).

A biotransformacéo e distribuicdo de As em peixes pode ser influenciada pelas
funcdes metabolicas dos tecidos e pelas diferentes relacbes de assimilacdo/eliminacdo de
As entre eles. O figado é considerado o 6rgdo mais importante e responsavel pela
biotransformacdo de As. E provavelmente o primeiro local envolvido neste processo,
antes que as espécies de As sejam translocadas para outros tecidos ou sejam excretadas
na bile (CUI et al., 2020). De acordo com os resultados, entre todos os tecidos, a maior
proporcdo de As metilado (MMA e DMA) foi encontrado no figado. Comparado ao
MMA, o DMA representou uma proporcao maior do As total, sugerindo que o DMA era

uma forma mais estavel nos tecidos.

Na analise descritiva, as maiores fracdes de AsB no figado foram observadas para o
ensaio toxicolégico com As(l11). A comparagéo dos resultados obtidos usando diferentes
concentragdes (5 e 10 mg L), para o0 mesmo tempo de exposi¢do, revelou um padréo de
efeito dose-resposta, com o valor de AsB aumentando 2 vezes quando a concentragéo de

exposicao também foi dobrada. Esses resultados sugeriram que AsB é provavelmente o
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produto final da biotransformacédo de As e poderia ser acumulado no corpo em vez de ser

excretado.

Apdbs a metilacdo, o organismo tem diferentes estratégias para desintoxicacao do As.
Neste estudo, apds exposicdo a As(I1l) e As(V) nas concentragbes de 5 e 10 mg L*
durante 1 e 7 dias, AsB foi a espécie predominante em todos os tecidos e para todas as
condicdes experimentais, com frac6es variando de 13% a 80%, indicando que a tilapia do
Nilo poderia converter MMA e DMA em AsB, que é uma das espécies de As menos

reativas e toxicas.

Os mecanismos de sintese de AsB ndo sdo completamente compreendidos, com 0s
modelos atuais para sua formacdo sendo baseados principalmente nos potenciais
precursores biossintéticos e na deteccéo de intermediarios. Conforme relatado por Zhang
et al. (2022), existem varias vias possiveis para a sintese de AsB. A hip6tese primaria € a
degradacédo de arsenosacucares dimetilados/trimetilados seguida pela formacdo de AsB
via metilacdo e oxidacgdo. Outras vias, como a oxidacdo da arsenocolina (AsC) para AsB
e a metilagdo de DMA, sé&o descritas. De acordo com estudos, microrganismos e
organismos em niveis troficos baixos estdo envolvidos na formacédo de AsB, e que 0 AsB
detectado em organismos em niveis troficos mais altos € principalmente devido ao
acumulo trofico ao longo da cadeia alimentar (POPOWICH; ZHANG,; LE, 2016).

Existem estudos que descrevem que a microbiota intestinal esta correlacionada com
0 acimulo de AsB. Foster e Maher (2016) sugeriram que bactérias presentes no intestino
de herbivoros podem sintetizar AsB por meio de vias ainda ndo caracterizadas. Zhang et
al. (2020) demonstraram que a sintese de AsB é mediada pela microbiota intestinal em
medaka marinho (Oryzias melastigma) e que contribui para a alta bioacumulacéo de As.
Song et al. (2022) confirmaram que a microbiota intestinal promove a bioacumulacao e
biotransformacdo de As em tilapia (Oreochromis mossambicus) e pode transformar

As(V) em organoarsenicais.

Como os dados descritivos indicaram que a tilapia poderia converter MMA e DMA
em AsB, uma andlise estatistica desses dados foi realizada para entender melhor a
influéncia do AsB para cada tecido. Estatisticamente, os valores de AsB obtidos apos a
exposicdo da tilapia ao As(lll) apresentaram 0 mesmo padrdo para todos os tecidos,
exceto o musculo (Figura 15d), com os niveis mais baixos e mais altos de AsB sendo

observados para exposicdo de 5 mg L™ no dia 1 e exposicdo de 10 mg L™ no dia 7,
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respectivamente (Figura 15a-c). No musculo, a maior concentracdo foi observada para
exposicdo de 5 mg L™ no dia 7, embora isso n&o tenha sido estatisticamente significativo.
Vale ressaltar que o figado apresentou os maiores niveis de biotransformacéo para AsB
(Figura 15b), como também mostrado na analise descritiva, com esses niveis sendo mais

altos na concentragio de 10 mg L.

Figura 15 - Fracoes de massa de AsB (ug g*) em diferentes tecidos ap6s

exposicao das tilapias do Nilo ao As(l11)
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D1 =Dia 1 de exposi¢do; D7 = Dia 7 de exposicao.* Diferenga estatisticamente significativa entre os grupos
indicados. Os valores representativos das trés réplicas foram expressos como média com desvio padrdo (+
SD). Testes realizados: Kruskal-Wallis complementado pelo teste post-hoc de Dunn; p < 0,05 foi

estatisticamente significativo.

Entretanto, considerando os valores de AsB apds a exposicao das tilapias do Nilo ao
As(V), apenas as branquias (Figura 16c¢) apresentou o padrdo descrito acima. Entre os
outros tecidos, tanto para o figado quanto para o muasculo (Figura 16b e 16d), a exposi¢édo

B g1y 5mg L

BB Aqi)5mgL
B A1) 10mg L™
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a5 mg L levou aos menores (dia 1) e maiores (dia 7) valores, apesar de apenas o figado

apresentar um aumento drastico (~10 vezes) entre essas situagcdes experimentais.

Diferentemente dos outros tecidos,

que apresentaram as maiores taxas de

biotransformacao no dia 7, o estbmago (Fig. 16a) apresentou o0 maior nivel no dia 1, para

exposicdo a 10 mg L.

Fragio de massa AsB (ug g™')

Fragdo de massa AsB (ug g™")

Figura 16 - Fracoes de massa de AsB (ug g*) em diferentes tecidos ap6s
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D1 =Dia 1 de exposi¢do; D7 = Dia 7 de exposicdo.* Diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos

indicados. Os valores representativos das trés réplicas foram expressos como média com desvio padrdo (+

SD). Testes realizados: Kruskal-Wallis complementado pelo teste post-hoc de Dunn; p < 0,05 foi

estatisticamente significativo.

Sob as condic¢des experimentais, as tilapias do Nilo foram expostas ao As inorganico,

entdo o AsB detectado nos tecidos foi devido a biotransformacéo por metilacdo do As

inorganico e subsequente conversdo para AsB. No presente experimento, a anélise
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descritiva indicou que a fracdo de AsB foi maior para o tratamento com As(lll), em

comparacao ao tratamento com As(V), durante todo o periodo de exposicao.

4.3. Conclusdo

Nesta secéo foi proposta a investigacdo da bioacumulacdo e biotransformacao de As
inorganico para espécies metiladas em diferentes tecidos de til&pia do Nilo (Oreochromis
niloticus) expostas & As(I11) e As(V) em diferentes concentracdes (5,0 e 10,0 mg L) e
por diferentes periodos de exposicdo (1 e 7 dias). A capacidade da tilapia do Nilo de
bioacumular As inorgéanico variou dependendo da espécie de As. Os peixes expostos a
As(lll) apresentaram niveis mais altos de As em todos os tecidos estudados, em
comparagdo com a exposicdo a As(V). Para ambos o0s tratamentos, as maiores
concentracdes de As foram encontradas no figado e no estbmago, seguidos das branquias
e musculo. As espécies inorganicas de As foram biotransformadas em formas orgéanicas
metiladas (MMA e DMA), com subsequente conversdo para AsB, a espécie predominante

e ndo toxica.
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5. AVALIACAO DOS EFEITOS ANTAGONICOS DO ARSENIO
INORGANICO NA PRESENCA DE SELENIO

Nesta secdo é apresentado um estudo comparativo entre 0s ensaios toxicolégicos com
As(I11) e (V) nas tilapias do Nilo, apresentado na secdo 4, com 0s ensaios antagdnicos
com As(l11) e (V) concomitante a uma dose de Se(1V) pré-estabelecida, a fim de verificar
a influéncia que o selénio tem sobre a toxicidade do As inorgénico durante o processo de
bioacumulagdo nas tilapias do Nilo. A partir desses estudos foi publicado o seguinte
trabalho:

FERREIRA, N. DOS S. et al. Arsenic bioaccumulation and biotransformation in different
tissues of Nile tilapia (Oreochromis niloticus): A comparative study between As(l11) and
As(V) exposure and evaluation of antagonistic effects of selenium. Chemosphere, v. 359,
2024. https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2024.142289.

5.1. Materiais e métodos

5.1.1. Ensaios de toxicidade aguda com Se(1V)

Foram realizados ensaios de toxicidade aguda com selénio tetravalente (Se(1V)) ap6s
aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais do IBILCE/UNESP com o projeto
“Ensaios de toxicidade aguda e de bioacumulacdo de selénio inorgénico em Tilapias do
Nilo (Oreochromis niloticus) ”, protocolo CEUA n°. 227/2020, em colaboragdo com o
aluno de iniciacdo cientifica do nosso grupo de pesquisa, Pedro Henrique da Costa
(Processo FAPESP 2020/08066-4).

As tilapias do Nilo utilizadas nesses ensaios de toxicidade aguda foram adquiridas
com o Prof. Dr. Giovani Sampaio Gongalves, pesquisador cientifico do Centro Avangado
de Pesquisa do Pescado Continental — Instituto da Pesca, de Sdo José do Rio Preto (Figura
17).
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Figura 17 - Tanque de piscicultura do Instituto da Pesca, Sdo José do Rio Preto

Fonte: autoria propria.

As tilapias coletadas foram acomodadas em sacos pléasticos com agua/oxigénio e
transportadas até o Laboratorio de Ecotoxicologia do campus da UNESP/IBILCE, as
quais foram distribuidas em tanques de 500 litros com oxigenacdo constante e
temperatura controlada (27 + 2 °C). As tilapias coletadas ndo apresentavam tamanho
adequado para a realizacdo dos ensaios, assim elas permaneceram por um periodo de

aclimatacdo de 2 meses aproximadamente, quando alcangaram o tamanho desejado.

Os ensaios de toxicidade aguda foram iniciados a partir de um pré-teste para a
determinacdo da concentracdo da dose letal capaz de provocar a morte de metade da
populacdo em estudo (LCso). A diretriz de teste n® 203 publicada pela Organization for
Economic Co-operation and Development (OECD, 1992) sugere que seja realizado um
pré-teste com sete individuos em uma concentragéo de 100 mg L do contaminante, assim
dependendo da mortalidade do grupo de estudo sabe-se se a LCsg sera acima ou abaixo
de 100 mg L™, ou seja, se nenhuma morte for constatada durante este ensaio sera possivel
constatar que a LCsp para 0 contaminante é superior a concentragdo utilizada para a
realizacdo do pré-teste, e caso ocorra a morte de todos os individuos sabe-se que a LCso
seré inferior & 100 mg L. Foram realizados pré-testes com concentragdes limites de
solugBes nominais de 100, 50 e 10 mg L™ de selénio tetravalente, e em todos 0s casos,

houveram mortes dos individuos, o que indica que a LCsotem valor abaixo de 10 mg L.
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Para o ensaio de toxicidade aguda, as tilapias foram alocadas individualmente em
aquarios retangulares de plastico com volume de solu¢do de 10 litros, com seus
parametros fisico-quimicos controlados. Foi preparada uma solucdo de selénio
tetravalente dissolvendo uma quantidade calculada do sal de selenito de sddio (Na2SeOs)
em agua deionizada. Em seguida, foram realizadas dilui¢cGes dessa solu¢do com agua de
torneira, a fim de se obter a concentragdo nominal desejada em cada aquério, conforme

esquema mostrado na Figura 18.

Figura 18 - Esquema do ensaio de toxicidade aguda
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TEMPO DE EXPOSICAO = 168 HORAS

Fonte: autoria propria.

Durante o experimento, a mortalidade dos peixes foi registrada a cada 24 h, até 7
dias de exposicao. Os célculos da LCsp foram baseados no método gréafico, pelo logaritmo

da concentragéo (eixo x) versus a porcentagem cumulativa de mortes (eixo y).
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5.1.2. Ensaios antagdnicos com As inorganico e Se(IV)

O ensaio antagbnico foi realizado utilizando as espécies inorganicas de As (As(l1l) e
(V)), separadamente, com o Se(1V) em concentrac6es predefinidas (abaixo da LCso) a fim

de avaliar o efeito protetor do selénio contra a toxicidade do arsénio.

As tilapias do Nilo foram divididas em 5 grupos: controle, 5mg L (Dia 1), 10 mg L’
! (Dia 1), 5 mg L-1 (Dia 7) e 10 mg L (Dia 7), conforme descritos na secdo
“Bioacumulacdo e biotransformacdo de arsénio inorganico em diferentes tecidos de
Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)” (Segao 4.1.2 — Delineamento experimental). Os
grupos, exceto o grupo controle, receberam uma dose de Se(1V) na concentragdo de 1 mg
L. Cada grupo foi composto por 5 peixes expostos individualmente aos tratamentos em
aquarios plasticos de 10 L (n = 5), com seus parametros fisico-quimicos controlados.
Apbs 1 e 7 dias de exposicéo, os individuos de cada grupo foram coletados e anestesiados
com benzocaina (28 mg L™ em solugo aquosa), antes da remogao dos tecidos bioldgicos
(figado, estdbmago, branquias e musculo). As amostras foram armazenadas em frascos de
polipropileno, a -80 °C, até a etapa de preparo da amostra ser realizada de acordo com o

método proposto por Oliveira et al. (2017), seqguida da determinacédo de Se e As total.

5.1.3. Preparo das amostras

O preparo das amostras, cujo procedimento foi descrito na se¢do “Bioacumulacéo e
biotransformacdo de arsénio inorganico em diferentes tecidos de Tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus)” (Secédo 4.1.3) foi empregado na presente Secao.

5.1.4. Determinacdo de As total por ICP-MS

A determinagdo de As total, cujo procedimento foi descrito na se¢do “Bioacumulagéo
e biotransformacdo de arsénio inorgdnico em diferentes tecidos de Tilapia do Nilo

(Oreochromis niloticus)” (Secédo 4.1.4) foi empregado na presente Secao.
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5.1.5. Desenvolvimento e otimizacdo do método para determinacao de Se em ICP-
MS

Para o desenvolvimento e otimizacdo do método de determinacdo de Se em ICP-MS
foi realizado a digestdo acida assistida por radiacdo micro-ondas (MW-AD) de alguns
materiais de referéncia certificados (CRMs). Os CRMs escolhidos foram: TORT-2
(hepatopancreas de lagosta), DORM-4 (proteina de peixe) e DOLT-5 (figado de cacdo).

Na digestdo acida assistida por radiacdo micro-ondas, as amostras dos CRMs foram
pesadas (200 mg) e digeridas, em triplicata, em frascos fechados com 6 mL de solucéo de
acido nitrico 7 mol L subdestilado e 2 mL de perdxido de hidrogénio (30% v v1),
empregando 0 mesmo programa de aquecimento mostrado na Secdo 5.1.3. Apos a
digestdo, as amostras e os brancos foram transferidos para baldes volumétricos, e seus
volumes ajustados quantitativamente para 25 mL com &gua deionizada, conforme

metodologia proposta por Gonzalez et al. (2009).

Foram avaliados os parametros de desempenho linearidade, faixa de trabalho, limite
de deteccéo e quantificacdo, vazao de gas hélio na cela de colisdo, recuperacao e precisao,
e assim por meio da analise dos materiais de referéncia certificado foi possivel determinar
o melhor parametro de operagdo do ICP-MS para as determinacGes de selénio nas

amostras bioldgicas.

5.2. Resultados e discussao

5.2.1. Ensaios de toxicidade aguda com Se(1V)

O ensaio de toxicidade aguda foi de fundamental importancia para o nosso trabalho,
pois a partir do valor da LCso 0s ensaios antagnicos entre as espécies inorgénicas de As
e a espécie de selénio tetravalente foram realizados, com um valor inferior ao determinado

pela LCso.

Inicialmente foram realizados pré-testes com concentraces limites de solucGes
nominais de 100, 50 e 10 mg L de selénio tetravalente a fim de avaliar se a concentragio

letal media (LCso), isto é, a concentracdo da dose letal capaz de provocar a morte de
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metade da populacdo em estudo. Como resultado dos pré-testes, houve a morte de todos
os individuos expostos, pode-se concluir que a LCso seria inferior a 10 mg L2, o que ja

era esperado pelos estudos de Ranzani-Paiva et. al (2011).

Apos a realizagdo dos pré-testes, o ensaio de toxicidade aguda foi conduzido. O
ensaio teve a duracdo de 7 dias, e as primeiras mortes ocorreram somente apés as 72 horas
iniciais. O ensaio estd mostrado na Figura 19 e a porcentagem cumulativa de morte em

cada grupo esta representada na Tabela 10.

Figura 19 - Ensaio de toxicidade aguda
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Fonte: autoria propria.

Tabela 10 - Porcentagem de mortes cumulativas a cada 24 horas

24 h 48h 72h 96h 120h 144h 168h
Controle (%) - - - - - - -
1 mg L (%) - - - - - - 14,3
2 mg L1 (%) - - - 14,3 28,6 28,6 28,6
4 mg L (%) - - - 14,3 71,5 85,8 85,8
8 mg L (%) - - 28,6 57,2 71,5 100 100
10 mg L (%) - - 28,6 28,6 42,9 85,8 100

Ao final do ensaio de toxicidade aguda a quantidade de tilapias mortas foram
contabilizadas e os dados da porcentagem de mortes cumulativas e as concentracdes



78

foram utilizadas para o calculo da LCso pelo método grafico. Para a determinagéo da LCsg
foi plotado o logaritmo da concentracédo (eixo x) pela porcentagem cumulativa de mortes
(eixo y), onde, através da equacdo da reta, foi possivel encontrar o valor da concentragdo
quando for constatada a morte de 50% da populacéo estudada, conforme mostrado na

Figura 20.

Figura 20 - Grafico para a LCso para o selénio tetravalente
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Fonte: autoria propria.

Substituindo o valor de y como 50%, o valor da LCso pode ser obtido isolando o
X, como mostrado na Equacdo 3, onde o valor de 50% representa metade da populacéo,

que é substituido por %.

50%—0,1227 (1/2)-0,1227

x= e o438 = ¢ os38 =249mglL! (Equacdo 3)

A concentragdo letal de selénio tetravalente capaz de causar a morte de metade da
populacdo em estudo ap6s 168 horas (7 dias) de exposicdo foi 2,49 mg L. Assim, foi
utilizada uma dose de 1 mg L™ de Se(IV) nos ensaios antag6nicos, 0 que ndo causaria a

morte da populacéo de tilapia do Nilo durante o ensaio.

Na literatura existem poucos trabalhos que relatam a toxicidade aguda do Se em

peixes, especialmente em tilapias do Nilo. Ranzani-Paiva et al. (2011), determinaram a
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LCso de selénio tetravalente em alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) e
como resultado obtiveram o valor de 4,42 mg L™ para um periodo de exposicio de 96

horas.

5.2.2. Desenvolvimento e otimizacdo do método para a determinacdo de Se em ICP-
MS

Para a determinacdo do Se, a utilizacdo da célula de colisdo é de extrema
importancia por conta da presenca de interferentes, principalmente a do gas argénio (Ar*°-
Ar*® - m/z = 80), que é utilizado como gés de formacdo do plasma e de introdugéo de
amostra. O selénio apresenta 6 isétopos estaveis (74, 76, 77, 78, 80 e 82), enquanto o
argonio apenas 3 (36, 38 e 40), sendo o0 is6topo 40 o mais abundante (99,6%). O is6topo
80 do selénio sofre grande interferéncia do gas argbnio, uma vez que possuem a mesma
relagdo massa/carga do interferente “°Ar*°Ar*. Os outros is6topos do selénio também

sofrem diversas interferéncias, as quais podem ser vistas na Tabela 11.

Tabela 11 - Principais interferentes dos isétopos de selénio

Is6topos Abundancia (%) Principais interferentes
74ga 0,89 37CI37C|+, 36Ar38Ar+’ 38Ar368+’ 40 A 34g+
6Se 9,37 OArCArt, BArEAr*
77ge 7.63 4°Ar37CI+, 36Ar4°Ar1H+, 38Ar21H+’ 12C19F14N160)
8Se 23,77 OArBArt, 3BAriCa*
805e 49,61 OAry*, 3251%05*
82ga 8,73 12C35C|2+, 3481603+’ A1, H,*

Fonte: Adaptado de Batista, 2009.

Uma outra possibilidade para reduzir interferéncias isobaricas ou poliatémicas €
a utilizacdo de equacBes matematicas pré-definidas pelo proprio software do equipamento

ou o analista pode inserir a equacao desejada para a analise (DENADALI, 2019).
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O desenvolvimento da metodologia foi iniciado com a digestéo acida assistida por
radiagdo micro-ondas dos materiais de referéncia certificados TORT-2 (hepatopancreas
de lagosta), DORM-4 (proteina de peixe) e DOLT-5 (figado de cacao) para avaliacdo da
exatiddo do meétodo analitico. Os valores certificados para o selénio nos CRMs digeridos
S840 5,63 +0,67; 3,56 + 0,34 e 8,3 + 1,8 mg kg?, respectivamente.

A otimizacdo do método de analise em ICP-MS foi realizada pela determinacgéo
da concentracdo de selénio total dos trés CRMs nos dois modos de operacdo do
equipamento (modo padréo e KED), a afim de se obter os resultados mais exatos possiveis
dentro da faixa de desvio padrdo dos CRMs. No modo padrdo foram testadas trés
equacdes matematicas (Tabela 12) com intuito de se avaliar a correcdo dos possiveis
interferentes presentes nas amostras, além do modo padrdo sem correcdes. No modo KED
foram testadas diferentes vazdes de gas hélio (2 — 5 mL min™) na cela de colisdo para

avaliar os niveis de correcdo e a perda de sensibilidade.

Tabela 12 - Equacgdes matematicas de correcdo para o Se

Is6topos Equacdes matematicas de correcao

8Ge -0,198433.Kr83
80ge -1,007833.Kr83
82ge -0,030461.Kr?

Foi preparada uma curva analitica com 8 concentragdes crescentes de selénio (0,5
— 50 pg LY) em meio de HNO3 1% (v v!) e cada condicdo instrumental foi testada.
Inicialmente foi realizado a analise no modo padrdo sem o uso das equag¢fes matematicas
e um estudo preliminar com a célula de colisdo (KED), na qual foi variado o fluxo de gas
hélio de 2 a5 mL min*t em intervalos de 0,5 mL min, para o ®Se, &Se e 82Se. No modo
padrdo foi possivel observar que as curvas analiticas de todos os is6topos estudados nao
obtiveram um coeficiente de determinacdo satisfatorio (R? > 0,99), o que refletiu em
valores de recuperacdo dos CRMs muito abaixo ou acima do que seria considerado
aceitavel (80 e 120%).
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No modo KED, para o isotopo %2Se, todas as vazbes testadas obtiveram
coeficientes de determinagdo menores que 0,99. Para os is6topos Se e 8Se foram
obtidas curvas analiticas com coeficientes de determinacéo aceitaveis (R? > 0,99) entre
as vazdes de hélio 2—3 mL minte 4 — 4,5 mL min’, respectivamente. Assim, um estudo

adicional foi realizado reduzindo o intervalo da vazao de gas hélio para 0,1 mL min™.

Para o ®Se, todas as curvas analiticas obtiveram R% > 0,99 e também foi observado
uma tendéncia de aumento no valor da recuperacdo dos CRMs com o aumento do fluxo
de gas helio, conforme pode ser visto na Figura 21, que mostra a tendéncia de recuperagéo

versus a vazdo do gas hélio utilizada durante as anélises para 0o CRM TORT-2.

Figura 21 - Tendéncia de recuperacéo versus vazao de He utilizada nas
analises de "8Se para o CRM TORT-2
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Fonte: Autoria prdpria.

Para o 8Se, apenas as vazdes de 4,0 e 4,2 mL min™ de gas hélio obtiveram R? >
0,99, no entanto as recuperagdes dos CRMs foram abaixo de 60%.

Como citado anteriormente, para o 82Se, as vazdes testadas entre 2,0 a 5,0 mL min-
! de hélio obtiveram curvas de calibragdo com coeficientes de determinagio menores que
0,99, entdo um segundo estudo foi realizado, onde variou-se a vazédo de hélio entre 5,0 a
7,0 mL min, com um intervalo de 0,5 mL min’, sendo 7,0 mL min*? de He a vazéo

maxima que pode ser utilizada no equipamento. No entanto, nenhuma vaz&o se mostrou
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eficiente para a determinacdo de selénio, tanto para os coeficientes de determinacéo,

quanto para os valores de recuperacdo dos CRMs.

Em um outro momento da etapa de otimizacdo da metodologia, um novo estudo
foi conduzido, abrangendo todas as possibilidades, com o0 modo padréo e KED, utilizando
ou ndo o uso das equagdes matematicas. No modo KED, a vazdo de hélio utilizada variou

de 0,5 até 5 mL min%, com variagio de 0,5 mL min™,

Para 0 "®Se, no modo padrdo, em ambas condigBes, foram obtidas curvas de
calibracdo com coeficientes de determinagdo maiores que 0,99, no entanto as
recuperacdes dos CRMs foram abaixo de 70%. No modo KED, em ambas as condicdes,
foram obtidas curvas analiticas com R? > 0,99, entretanto as recuperagdes dos materiais

de referéncia ficaram muito abaixo ou acima do que € considerado aceitavel (80-120%).

Para o 8Se no modo padrio, em ambas condicdes, as interferéncias do dimero de
argonio (m/z= 80), foram suficientes para que as curvas analiticas ndo apresentassem
coeficientes de determinacdo satisfatdrios, bem como as recuperacGes dos materiais de
referéncia. No modo KED, com 0 uso ou ndo da equacdo matematica, algumas vazbes
apresentaram coeficientes de determinacdo aceitaveis, porém as recuperacdes dos CRMs

estavam fora dos parametros aceitaveis.

Para 0 82Se no modo padrdo, em ambas as condi¢des foram obtidas curvas
analiticas com R? > 0,99 e recuperacio dos CRMs aceitaveis, variando na faixa de 76 a
92%. No modo KED, em ambas condicdes, os coeficientes de determinacdo foram
maiores que 0,99 até a vazdo de 3 mL min, entretanto as recuperacdes dos materiais de
referéncia foram satisfatorias entre 1 e 1,5 mL min?, utilizando o0 modo KED com
equacao de correcdo (106 a 120% de recuperacdo). Assim, um ajusto fino com variacdes
menores nos fluxos de gas hélio (de 0,1 mL min™) foi aplicado para o 8Se entre as vazdes
1,0 e 1,5 mL min com o uso de equacio de correcdo para a otimizagdo do Gltimo
parametro instrumental para a determinacdo de Se em ICP-MS.

Por fim, os resultados mostraram uma tendéncia de aumento no valor da
recuperacdo dos CRMs com o aumento do fluxo de gas hélio, e, portanto, a vazéo de 1,5
mL min ! para o 8Se, com o uso de equagdo de correcdo, foi escolhida para realizar a
andlise de determinagdo de Se nas amostras bioldgicas provenientes dos ensaios

antagoénicos.
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Os ensaios antagOnicos entre as espécies inorganicas de As e a espécie tetravalente de

Se com tilapias do Nilo em concentra¢des pré-definidas avaliaram o efeito protetor do Se

sobre a toxicidade do As nos processos de bioacumulagéo.

As concentragdes de As e Se no inicio dos ensaios foram determinadas pela coleta de

pequenas aliquotas de agua para anélise em ICP-MS. As concentragdes médias de As

foram 5,20 + 0,07 mg L e 10,1 + 0,03 mg L%, enquanto a concentragio média de Se foi

1,11 + 0,15 mg L%, As concentracdes de As e Se na agua dos grupos controles estavam

abaixo dos limites de quantificacio para determinacéo por ICP-MS (1,6 x 10*mg Lt e

1,2 x 10* mg L, respectivamente).

As concentracOes de arsénio e selénio nos diferentes tecidos estudados apds o ensaio

antagénico com As(l11) e Se(1V) sdo apresentadas nas Tabelas 13 e 14, respectivamente.

Tabela 13 - Concentracéo de As total (ug g*) nos diferentes tecidos estudados

apos exposicdo a As(l11) e Se(1V) (n =3, £SD)

Concentracéo (ug gb)

Grupos Figado Estdmago Branquias Musculo

Controle 0,02 + 0,005 0,10 + 0,035 0,11 + 0,007 0,05 + 0,003
5mg L* (Dial) 2,12 +0,03 2,50 + 0,002 0,83 +0,03 0,73 +0,02
10mgL*(Dial) 3,14 +0,007 2,64 £ 0,001 0,95+0,1 0,89 £ 0,007
5mgL!(Dia7) 3,22+0,001 3,01+0,24 1,34 £ 0,008 0,95 + 0,02
10 mg L (Dia 7) 5,55+0,48 11,7 £ 0,004 3,43+0,45 3,03+0,05
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Tabela 14 - Concentracéo de Se (ug g*) nos diferentes tecidos estudados apés

exposicdo a As(l11) e Se(1V) (n =3, £ SD)

Concentracao (ug gb)

Grupos Figado Estbmago Branquias Musculo

Controle 0,02 £ 0,0004 0,11 +0,03 0,06 + 0,007 0,02 + 0,005
5mg L (Dial) 1,79 + 0,003 3,07 £ 0,001 2,10 + 0,104 0,35 + 0,002
10mg L (Dial) 1,53 +0,03 2,17 + 0,001 1,97 + 0,180 0,28 +0,12
5mg L* (Dia7) 4,22 £0,01 3,90+ 0,08 3,00 + 0,004 1,36 + 0,02
10 mg L* (Dia 7) 3,55+0,16 7,39 £ 0,001 3,70 £ 0,295 1,57+ 0,03

Comparando os resultados obtidos no ensaio controlado com As(111) (Tabela 5) com

os dados obtidos no ensaio antagdnico com As(l11) e Se(1V) (Tabela 13), ficou evidente

que os valores de As diminuiram em todos os tecidos estudados, para as diferentes

concentragdes e periodos de exposicdo. O maior efeito observado foi no figado, principal

6rgdo metabolizador de As, para exposi¢do a 10 mg L durante 1 e 7 dias, com reducdes

de concentracdo de aproximadamente 6 e 4 vezes, respectivamente, indicando o efeito

protetor do selénio contra a toxicidade do arsénio.

As concentragdes de arsénio e selénio nos diferentes tecidos estudados apds o ensaio

antagbénico com As(V) e Se(IV) sdo apresentadas nas Tabelas 15 e 16, respectivamente.



85

Tabela 15 - Concentracéo de As total (ug g*) nos diferentes tecidos estudados

apods exposicdo a As(V) e Se(1V) (n =3, £ SD)

Concentracao (ug gb)

Grupos Figado Estbmago Branquias Musculo

Controle 0,02 £ 0,005 0,10+ 0,03 0,11 + 0,006 0,05 + 0,0004
5mg L (Dial) 0,68 £0,01 1,11 + 0,001 0,81+ 0,03 0,30+ 0,02
10 mg L (Dia 1) 2,21+£0,11 2,63 + 0,0002 0,95+0,01 0,89 + 0,005
5mg L* (Dia7) 3,22 £0,02 3,02 £0,23 1,34 £ 0,01 0,91 £0,02
10 mg L* (Dia 7) 5,54 £ 0,47 9,48 + 0,0003 3,43 +£0,45 3,03 £0,07

Tabela 16 - Concentracéo de Se (ug g*) nos diferentes tecidos estudados apés

exposicdo a As(V) e Se(1V) (n =3, £ SD)

Concentracéo (ug g?)

Grupos Figado Estébmago Branquias Musculo

Controle 0,02 £0,02 0,11+0,01 0,06 £ 0,01 0,02 £0,01
5mg L* (Dial) 2,74 £ 0,02 3,08 £ 0,001 2,11+£0,04 0,36 £ 0,01
10 mg L (Dia 1) 1,57 £ 0,02 2,21 £ 0,002 1,95+0,13 0,31+0,01
5mg L (Dia7) 4,38 £ 0,07 3,98+0,11 3,09 £ 0,07 1,40 + 0,02
10 mg L* (Dia 7) 3,72+0,15 6,12 + 0,002 3,86 £0,39 1,61 + 0,002

Comparando os resultados obtidos no ensaio controlado com As(V) (Tabela 6) com
os dados obtidos no ensaio antagonico com As(V) e Se(lV) (Tabela 15), observou-se
também a redugdo da concentracdo de As total nos diferentes tecidos estudados, em
diferentes concentracdes e periodos de exposicao. O maior efeito observado também foi
no figado, assim como no ensaio antagdnico com As(lll) e Se(IV), com reducdo da

concentragdo em aproximadamente 5 vezes para a exposi¢do de 5 mg L™ durante 7 dias.

Pela analise descritiva, para ambos os ensaios antagdnicos com As inorganico e

Se(IV), os niveis de bioacumulagéo de Se estavam na seguinte ordem: estdmago > figado
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> branquias > musculo. N&o ha relatos na literatura cientifica que explique o motivo pelo
qual o selénio se acumula majoritariamente no estdmago, ao inves do figado, que é

reconhecidamente como o tecido que mais bioacumula contaminantes.

Varios mecanismos responsaveis pelas interacoes entre Se e As foram sugeridos. Um
mecanismo direto para sua desintoxicacdo mutua é pela formacao do complexo arsénio-
glutationa. O Se(lV) é rapidamente absorvido e convertido em seleneto de hidrogénio
(HSe"), enquanto na presenca de As(l11) e GSH reduzido, o ion seleno-bis(S-glutationil)
arsinio ([(GS)2AsSe]") é formado. Estudos identificaram esse complexo na bile de
animais de laboratério co-tratados com As(lll) e Se(IV), conforme confirmado por
espectroscopia de raios X, fornecendo uma base molecular para a interagdo antagbnica
entre essas duas espécies (GAILER et al., 2000; GAILER, 2009; GEORGE et al., 2016).

5.3. Concluséao

Nesta secdo foi proposta a realizacdo de ensaios antagdnicos com o As inorganico e
o0 selénio tetravalente (Se(IV)), a fim de verificar os efeitos protetores do selénio sobre a
toxicidade do As durante o processo de bioacumulacédo nas tilapias do Nilo. A adicdo da
dose de 1 mg Lt de Se(IV) as tilapias do Nilo expostas ao As(I11) e (V), nas concentragGes
de 5 e 10 mg Lt mostrou uma reducéo de 4-6 vezes na acumulacio de As nos diferentes

tecidos estudados. Sendo assim, o selénio atua como um quimico do As.
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6. AVALIACAO DE BIOMARCADORES DE CONTAMINACAO EM
TILAPIAS DO NILO EXPOSTAS AO ARSENIO INORGANICO

Nesta secdo é apresentada a avaliacdo dos efeitos no figado, estbmago, branquias e
masculo da til&pia do Nilo (O. niloticus) em termos de estresse oxidativo, por meio das
andlises das atividades enzimaticas de CAT, GPx, GST, GR e também os niveis de
biomoléculas oxidadas (TBARS), nas amostras provenientes dos ensaios de
bioacumulacéo e biotransformacdo com As(I11) e (V) em diferentes concentracdes (5,0 e
10 mg L1) no tempo de exposicdo de 7 dias. Vale destacar, que os resultados apresentados
nessa Secdo foram redesenhados, por meio de analises univariadas, para o melhor
entendimento e avaliacdo das respostas dos diferentes biomarcadores utilizados no
estudo, para que no futuro esses dados sejam publicados em uma revista cientifica. Essa
etapa do trabalho contou com a colaboracgdo da Profa. Dra. Juliane Silberschmidt Freitas,
da UNESP, campus de Bauru.

6.1. Materiais e métodos

6.1.1. Analises bioquimicas

6.1.1.1.Preparo das amostras para a analise das enzimas CAT, GPx, GST e GR

Os tecidos de interesse (figado, estbmago, branquias e musculo) foram pesados e
homogeneizados em uma proporc¢do 1:4 (massa: volume) empregando solucdo tampéo de
Tris-HCI 0,2 mmol L de pH 7,5 (20 mmol L de Tris-HCL; 1 mmol L de EDTA; 1
mmol L de DL-Ditiotreitol (DTT); 0,5 mol L* de sacarose; 0,15 mol L de KCI
contendo 1 mmol L de inibidor de protease (PMSF). Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 g por 20 minutos a 2 °C, e a porc¢do sobrenadante foi coletada e
submetida a uma nova etapa de centrifugagéo por uma hora a 50.000 g a 1 °C para obter
a fracdo citosélica e microssomal. O sobrenadante foi coletado, separado em pequenas
aliquotas e congelado a —80 °C para as analises das enzimas CAT, GPx, GST e GR.
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6.1.1.2. Analise da atividade da CAT

A atividade da CAT foi determinada pelo método proposto por Beutler (1975),
quantificando a velocidade de decomposi¢édo do perdxido de hidrogénio pela enzima, por
meio do decréscimo de absorbancia em 240 nm a 30°C. A diminuicdo na absorbancia foi
medida utilizando uma cubeta contendo o meio reacional (H202 10 mmol L™, Tris 1 mol
L' e EDTA 5 mmol L™ em pH 8,0) e a amostra (homogeneizado) preparada conforme o
item 6.1.1.1.

6.1.1.3. Andlise da atividade da GPx

A atividade da GPx foi determinada pelo método proposto por Sies et al. (1979) por
meio do decréscimo da absorbancia em 340 nm durante a reducdo da glutationa oxidada
(GSSG), catalisada pela glutationa redutase (GR) na presenca de NADPH a 30 °C. O meio
de reacdo utilizado continha a solugio tamp&o de fosfato 0,1 mol L™*, EDTA 5 mmol L%,
pH 7,0, NADPH 20 mmol L, GR 0,1 U mL™ e glutationa reduzida 0,1 mol L.

6.1.1.4. Analise da atividade da GST

A atividade da GST foi determinada pelo método proposto por Keen, Habig e Jakoby
(1976), que mede a atividade da GST através da conjugacdo de 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) com a glutationa reduzida (GSH), que produz um tioéter de
dinitrofenilo que é detectado espectrofotometricamente em 340 nm e a taxa de aumento
da absorbéancia € diretamente proporcional a atividade de GST. A amostra foi adicionada
a um meio reacional contendo tampé&o fosfato 0,1 mol L, pH 6,5, CDNB 100 mmol L™
e GSH 100 mmol L.

6.1.1.5. Andlise da atividade da GR

A atividade de GR foi determinada pelo método proposto por Carlberg e Mannervik

(1985), na qual o consumo do NADPH é estimado através da varia¢do de absorbancia no



89

comprimento de onda em 340 nm a 30 °C, na presenca da glutationa oxidada (GSSG). A
GSSG ¢ reduzida a GSH pela glutationa redutase por meio da oxidacdo do NADPH e o
ensaio enzimatico foi realizado em solugdo tampéo fosfato de potéassio 0,1 mol L, pH
7,0, EDTA 5 mmol L, NADPH e GSSG 2 mol L.

6.1.1.6. Analise das proteinas totais

Para o calculo das atividades enzimaticas (CAT, GPx, GST e GR) foi necessario
realizar a quantificacdo de proteina em cada amostra, que foi determinada pelo método
proposto por Bradford (1976), que utiliza albumina de soro bovino (BSA) como padréo.
Foi preparada uma curva de calibracdo, de concentracdo entre 0 - 25 pg de proteina, com
0 BSA e o reagente de Bradford. Cada ponto da curva de calibracdo foi incubado no
escuro durante 10 minutos, e em seguida, foram analisados no espectrometro no
comprimento de onda em 595 nm. Para a quantificacdo de proteinas nas amostras foram
adicionados 495 pL de reagente de Bradford em um eppendorf e 5 puL da amostra, 0s

quais também foram incubados no escuro por 10 minutos antes da leitura.

6.1.1.7. Quantificacdo das espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Os niveis de biomoléculas oxidadas foram determinados medindo o produto a partir
da combinacdo do malondialdeido (MDA) com o &cido tiobarbitdrico (TBA) de acordo
com o método adaptado por Almeida et al. (2004), em que 50 mg de tecido foi
homogeneizado em 300 pL de tampédo Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0. Em seguida, 400 uL de
acido fosférico (0,1%) e 100 puL de TBA foram adicionados a amostra. A mistura
reacional foi aquecida a 90 °C por 40 minutos e o derivado colorido foi entdo extraido
com 1 mL de butanol e quantificado espectrofotometricamente em 532 nm, em funcéo de
uma curva de calibracdo padrdo de MDA previamente preparada com 0 mesmo

procedimento utilizado para as amostras.
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6.1.2. Analises estatisticas

A analise estatistica foi realizada em grupos de cinco animais usando o software
Statistica 12.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA), enquanto os gréaficos foram realizados
usando GraphPad Prism versédo 5.01 para Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA,
EUA). A normalidade dos dados foi avaliada por Normal Probability Plots of Residuals.
Foi adotado os modelos lineares gerais (GLM) com teste ANOVA one-way, seguido pelo
post hoc Tukey HSD. Os dados foram expressos como meédia + erro padrdo da média
(SEM) de seus valores biolégicos e consideramos p < 0,05 como estatisticamente

significativo.

6.2. Resultados e discussao

As enzimas CAT, GPx, GST e GR sdo biomarcadores bioquimicos relacionados ao
estresse oxidativo, que é gerado quando o individuo é exposto a algum tipo de
contaminante. No caso, quando as tilapias do Nilo sdo expostas ao arsénio (As (III) e
(V)), espera-se que este seja metabolizado, e entdo ocorra um escape de espécies reativas,
gerando intermediarios oxidantes que por sua vez, geram uma cascata oxidativa refletindo
na inducdo das enzimas antioxidantes, e por consequéncia ocorra um aumento na

oxidacédo de biomoléculas.

De acordo com os resultados obtidos nas analises bioquimicas, no geral, todos 0s
tecidos estudados exibiram alteracdes nas atividades de suas enzimas quando expostos ao
As(111) e/ou As(V) apos sete dias.

No figado das tilapias do Nilo, foi observado uma reducdo na atividade das enzimas
CAT (p<0,0001), GPx (p<0,0001) e GST (p<0,0001), em ambos os tratamentos com
As(111) e As(V) apos 7 dias de exposi¢do, como pode ser visto na Figura 22. A atividade
da GR néo foi alterada por nenhum dos tratamentos (p=0,72). Nos tratamentos com As(V)
(p=0,0016), mas ndo com As(lll) (p=0,23), foi observado ainda um aumento nos niveis
de TBARS, o que pode indicar a ocorréncia de oxidagdo de biomoléeculas no tecido
hepatico dos animais expostos ao As(V).
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Figura 22 — Atividade das enzimas CAT, GPx, GST, GR e niveis de TBARS no
figado de O. niloticus expostos por 7 dias ao As(l11) e (V)
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Os resultados apontam que os tratamentos com As(l111) em ambas as concentracdes, 5
e 10 mg L%, reduziram as atividades de todas as enzimas antioxidantes CAT (p=0,0005),
GPx (p=0,0002), GST (p<0,0001) e GR (p=0,002) no estdbmago das tilapias do Nilo. Os
tratamentos com As(V) também diminuiram as atividades enzimaticas antioxidantes, com
excecdo da GR, que ndo teve alteracdo em relacdo ao grupo controle. A atividade da
enzima de biotransformacdo GST foi reduzida por ambos tratamentos com As(lll) e
As(V) no estdbmago dos animais (p<0.0001). Observamos que embora todas as enzimas
antioxidantes tenham sido reduzidas, incluindo a atividade da GST, ndo houve sinais de
oxidacdo das biomoléculas no estdmago, ja que os niveis de TBARS ndo foram

aumentados no 6rgéo (p=0,148), como pode ser visto na Figura 23.

Nas branquias, foi observado uma reducdo na atividade da GPx em todos o0s
tratamentos com As(llIl) e As(V) (p<0.0001), além de uma reducdo na CAT nos
tratamentos com As(I11) 10 mg L (p=0,031) e As(V) 5mg L (p=0,048), conforme visto
na Figura 24. As enzimas GST (p=0,29) e GR (p=0,13) ndo foram modificados pelos

tratamentos com As(I11) e As(V) neste tecido, para o periodo de exposi¢do estudado.

Por fim, o musculo das tilapias do Nilo apresentou um padrdo diferente de resposta
guando comparado aos demais tecidos. Apenas a enzima antioxidante CAT foi aumentada
no tratamento com As(I11) 5 mg L (p=0,009). A enzima de biotransformacéo GST foi
reduzida em ambos os tratamentos com As(V), 5 mg L™ (p=0,011) e 10 mg L (p=0,001),
mas ndo com As(I11) (p=0,95). Um aumento na concentracdo de TBARS também foi
observado nas tilapias expostas ao As(V) 5mg L (p=0,0001), que pode ser visto na
Figura 25.
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Figura 23 - Atividade das enzimas CAT, GPx, GST, GR e niveis de TBARS no
estdbmago de O. niloticus expostos por 7 dias ao As(l11) e (V)
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(GLM). (*) indica diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (p < 0,05).
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Figura 24 - Atividade das enzimas CAT, GPx, GST, GR e niveis de TBARS nas branquias de
O. niloticus expostos por 7 dias ao As(l11) e (V)
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Figura 25 — Atividade das enzimas CAT, GPx, GST, GR e niveis de TBARS no musculo de O.
niloticus expostos por 7 dias ao As(l11) e (V)
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Os biomarcadores oxidativos mostraram diferentes respostas no figado, estbmago,
branquias e musculo, demonstrando a especificidade do tecido e a sensibilidade tanto dos
mecanismos pré-oxidantes quanto das defesas antioxidantes, conforme pode ser

observado na Tabela 17.

Tabela 17 - Efeitos causados pela exposicao de 7 dias ao As(I11) e As(V) em O.
niloticus nos diferentes tecidos estudados

Tecido Biomarcadores As(IIl) Smg L'  As(II) 10 mg L'  As(V) Smg L' As(V) 10 mg L!

TBARS - - A A

CAT v v v v

Figado GPx v v v v
GST v v v v

GR - - - -

TBARS - - - -

CAT v v v v

Estomago GPx v v v v
GST v v v v

GR v v - -

TBARS - - - -

CAT - v v -

Branquias GPx v v v v
GST - - - -

GR - - - -

TBARS - - A -

CAT A - - -

Miisculo GPx - - - -
GST - - v v

GR - - - -

O simbolo A indica aumento da resposta do biomarcador em relagdo ao grupo controle, e V¥ indica a
diminuicdo na resposta do biomarcador em relacdo ao grupo controle. Os resultados foram baseados na
analise GLM (p<0.05). Resultados que tiveram auséncia de mudanca em relacdo ao grupo controle estdo

representados por “-*.

Quando aplicada uma visdo geral a respeito dos efeitos bioquimicos causados pelos
tratamentos com As(I11) e (V) nos diferentes tecidos da tilapia do Nilo, observamos um
evidente declinio das atividades antioxidantes da maioria das enzimas estudadas, exceto
pela GR, que mostrou uma menor sensibilidade ao As (111) e (V) se comparada as demais

vias de defesa antioxidante. Provavelmente, as particularidades fisioldgicas e funcionais
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apresentadas por cada tecido, bem como o nivel de atividade das enzimas disponivel em
cada um deles, pode ter influenciado o tipo de resposta mais evidente para cada
tratamento, quando considerado os biomarcadores estudados.

De acordo com os resultados, observou-se que para a GR, ndo se obteve efeito
significativo com relagdo ao grupo controle, exceto para o estdbmago na exposi¢do de
As(I11) em ambas concentracOes, diferentemente dos estudos encontrados na literatura,
como por exemplo, no trabalho de Ventura-Lima (2009), que houve diminuicdo da
atividade do GR no figado de Cyprinus carpio, apés 2 dias de exposicdo ao As(l1) e (V).
A inibicdo da atividade do GR também foi descrita para o figado do bagre Clarias
batrachus apds 2 dias de exposicio ao As(lll) (BHATTACHARYA;
BHATTACHARYA, 2007).

Os tecidos com maior atividade da GST (com base nos niveis encontrados nos grupos
controles), o figado e o estdbmago, apresentaram alta responsividade desta enzima em
tilapias do Nilo expostas aos As(lll) e (V), com relagdo ao grupo controle. A GST
participa de reacGes importantes da fase Il da biotransformacdo de compostos quimicos,
conjugando a glutationa reduzida (GSH) com o xenobidtico ao qual o animal é exposto,
tornando-o assim mais sollvel e mais facilmente excretavel pelo organismo (DI GIULIO
et al., 1989). Um comprometimento das atividades de biotransformacdo do animal,
principalmente em 6rgdos com grande atividade metabdlica e energética, como € o caso
do figado e estbmago, pode acarretar tanto em um comprometimento da metabolizacdo
de produtos indesejaveis, como o As(l11) e (V), quanto no processamento de substancias
com valor nutricional e energético importantes para manutencédo das condicdes vitais dos
organismos. Isto pode prejudicar ndo sO aspectos fisioldgicos béasicos, como a
manutenc¢do das condi¢Bes da homeostase, como também aqueles mais complexos, que
dizem respeito a ecologia dos organismos aquaticos, como a busca por presas, fuga de
predadores e comportamentos reprodutivos. Alguma isoformas da GST também
apresentam atividades de peroxidases, atribuindo a elas funcgdes antioxidantes junto ao
sistema de defesa do organismo (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

A atividade da GST tem sido utilizada para avaliar a capacidade de um tecido em
metabolizar e biotransformar As e é considerada um bom biomarcador de contaminagéo
aquatica (VASKEN APOSHIAN et al., 2004). Nos estudos de Ventura-Lima et al. (2009),
0s autores investigaram o padrdo de acimulo e metabolismo de As(lll) e (V) em
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branquias e figado de carpa (Cyprinus carpio) apos um curto periodo de exposicao e
realizaram a determinacgéo da atividade de GST. Em outro trabalho, Zhang et al. (2015)
avaliaram a biotransformacao e desintoxicacao de As em ostra (Saccostrea cucullata) por
um periodo de exposicdo de 30 dias, e como resultado, as concentracfes de As total e
As(I11) e (V) foram positivamente correlacionadas com as atividades de glutationa-S-
transferase, sugerindo que a GST desempenhou um papel fundamental no processo de
biotransformac&o e desintoxicacdo do As. No presente estudo, obteve-se niveis reduzidos
de GST no figado e estdmago. Essa diminuicdo relativa na atividade de GST pode estar

relacionada a niveis diminuidos de GSH suscetivel a ser conjugado.

As enzimas CAT, GPx e GST também tem sido amplamente aplicadas em estudos
ambientais, avaliando a toxicidade de diversos contaminantes em organismos aquaticos,
incluindo peixes. De forma geral, estas enzimas atuam neutralizando os efeitos das
espécies reativas de oxigénio (ERO) produzidas em organismos aerdbicos, especialmente
quando os animais sdo submetidos a condi¢cbes de estresse. A CAT catalisa a
decomposi¢éo do peroxido de hidrogénio (H202) em H20 e Oz, neutralizando os efeitos
prejudiciais do aumento da producdo do perdxido nos organismos (ALMEIDA et al.,
2011). Junto & CAT, a GPx também é encarregada de detoxificar os efeitos do H202 nos
tecidos animais, no entanto, utilizando rotas bioquimicas distintas. A atividade GPx
depende dos niveis de GSH, que € oxidada, gerando entdo a GSSG. Para garantir a
continuidade das acfes enzimaticas antioxidantes dependentes dos niveis de GSH, a GR
atua reciclando este importante substrato endégeno, reduzindo a GSSG em GSH a partir
da oxidagdo do NADPH proveniente do ciclo das pentoses.

Nossos resultados mostram que ambas as enzimas CAT e GPx tiveram suas atividades
reduzidas nas branquias, estbmago e figado de Oreochromis niloticus expostos ao As(111)
e (V) nas concentracdes estudadas, indicando um comprometimento na via antioxidante
encarregada da degradacdo do H202 no organismo. Além disso, a baixa sensibilidade da
GR ao As(lll) e (V), paralela as diminui¢fes da CAT e GPx, poderia interferir na rota de
renovacdo dos estoques celulares de GSH, um importante peptideo antioxidante dos

animais.

Por fim, observamos que os niveis de TBARS foram aumentados nos tratamentos
com As(V), mas ndo com As(Ill), podendo indicar uma interacdo mais agressiva do
arsénio pentavalente nos tecidos dos animas (figado e musculo) quando comparado a

forma trivalente. O efeito proeminente observado para ambas as concentragdes de As(V)
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no figado também deve indicar um comprometimento funcional neste tecido, que € o
principal 6rgdo de metabolizagdo animal. A oxidagdo de biomoléculas é considerada o
maior efeito prejudicial consequente da producéo excessiva de ERO (OJHA et al., 2011),
uma vez que os danos celulares nas membranas séo irreparaveis, levando a injaria celular.
O aumento do TBARS no figado dos animais € consistente com a reducéo das atividades
da CAT, GST, GPx neste 6rgao, ja que a diminuicdo da acao destas importantes enzimas
antioxidantes deve proporcionar um acumulo de ERO nos peixes sob condigdes de

exposicdo ao As(V).

Diversos estudos demonstraram aumento nos niveis de oxidacao de biomoléculas em
organismos aquaticos, os quais foram expostos em altas concentragdes de metais. Quando
a producdo de radicais livres e/ou espécies reativas supera a capacidade de acdo dos
antioxidantes, isso favorece a oxidacdo de biomoléculas (lipidios, proteinas e acido
desoxirribonucleico (DNA)), com consequente perda de suas funcdes bioldgicas e/ou
desequilibrio homeostatico (BARBOSA et al., 2010).

Assim, nossos resultados denotaram diferentes padrdes de resposta enzimatica
antioxidante, sugerindo que o As pode interferir em diferentes vias metabolicas e assim

induzir diferentes respostas celulares.

6.3. Conclusao

Nesta secdo foi proposta a avaliacdo dos efeitos agudos no figado, estdmago,
branquias e masculo da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) em termos de estresse
oxidativo, monitorando as atividades enziméticas de CAT, GPx, GST, GR e também 0s
niveis de biomoléculas oxidadas, ap6s os ensaios controlados com As (1) e (V) em
diferentes concentragdes (5,0 e 10 mg L) no tempo de exposicdo de 7 dias. Podemos
concluir que os tecidos estudados apresentam diferentes padrfes de resposta enzimatica,
sugerindo que o As pode induzir diferentes respostas em termos de estresse oxidativo e
defesas antioxidantes. Em termos gerais, a exposi¢do ao As inorganico causou um padréo
de inibicdo enzimatica, com o declinio das atividades antioxidantes da maioria das

enzimas estudadas nos diferentes tecidos da tilapia do Nilo.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) mostrou-
se eficiente na determinacdo de As em tecidos bioldgicos, apresentando boa exatiddo e
precisdo. A exatiddo do método foi confirmada por meio da anélise dos CRMs, que
apresentaram valores de recuperacdo na faixa de 81 a 107%. O uso do ICP-MS foi uma
boa ferramenta analitica para a determinacdo de As total nas amostras de tecido de peixe,
ndo apresentando problemas de interferéncia espectral na razdo massa/carga 75,
possibilitando o seu uso no modo padréo de funcionamento sem a necessidade de utilizar
a celula de colisdo (KED). De acordo com o0s ensaios toxicoldgicos com As(111) e (V) nas
concentragdes de 5 e 10 mg L e tempos de exposicdo de 1 e 7 dias, as maiores
concentracdes de As foram determinadas no figado e estbmago, seguidas das branquias e
masculo. As tilapias do Nilo expostas a As(l11) apresentaram niveis mais altos de As em
todos os tecidos estudados, em comparacdo com a exposi¢do a As(V).

A combinacéo das técnicas de cromatografia liquida e espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (LC-ICP-MS) foi empregada no método otimizado para
especiacdo de As nas amostras provenientes dos ensaios toxicologicos com As(I11) e (V).
O método proposto apresentou bons parametros analiticos, caracterizado por sua 6tima
sensibilidade, linearidade e seletividade. Como resultado dos ensaios de
biotransformacédo, as espécies inorganicas de As foram biotransformadas em formas
organicas metiladas (MMA e DMA), com subsequente conversdo para AsB, espécie

predominante de As.

Os ensaios antagdnicos entre as espécies inorganicas de As e a espécie tetravalente de
selénio (Se(1V)) com as tilapias do Nilo em concentracdes pré-definidas (abaixo do valor
da LCso) avaliou o efeito protetor do selénio na toxicidade do As, e mostrou uma reducéo
da toxicidade em 4-6 vezes, indicando que o0 Se atua como antagonista quimico do As. A
metodologia para a determinacdo do Se por ICP-MS para ser aplicada nas amostras
provenientes dos ensaios antagonicos foi desenvolvida e otimizada, e as analises foram
realizadas no modo KED com a vazdo de 1,5 mL min* de He para 8Se, com o uso de
equacdo de corregdo. O método apresentou boa exatidao e precisdo, que foi confirmada

pela analise dos CRMs, com valores de recuperacao na faixa de 76 a 92%.
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Por fim, pela avaliagdo dos biomarcadores de contaminagdo aquatica, podemos
concluir que os tecidos estudados apresentam diferentes padrfes de resposta enzimatica,
sugerindo que o As pode induzir diferentes respostas em termos de estresse oxidativo e

defesas antioxidantes.
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