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RESUMO

Pesticidas e produtos veterinarios contendo compostos organicos de arsénio,
como o metilarsenato de soédio (MSMA), sdao amplamente utilizados na
agricultura e pecuaria para aumentar a produtividade. Neste estudo, foi
investigado o impacto do MSMA em uma espécie aquatica, o peixe zebrafish,
combinando o estudo ecotoxicologico e a anadlise metaboldmica baseada em
ressonancia magnética nuclear (RMN). A espécie modelo foi escolhida devido
as suas caracteristicas vantajosas como modelo de laboratério, incluindo
semelhanga genética com mamiferos, facil manutencéo, alta fecundidade e
embrides transparentes. O estudo consistiu na exposicdo aguda (96h) dos
embrides zebrafish utilizando diferentes concentracées de MSMA (0, 10, 30 e 60
mg L"), primeiramente para determinar a ClLso, e posteriormente avaliar a
embriotoxicidade. Entdo, amostras (7n) de diferentes tratamentos foram
selecionadas para analise metabolémica. A analise de embriotoxicidade mostrou
que a exposicdo ao MSMA causou teratogenicidade, cardiotoxicidade,
neurotoxicidade e mortalidade no zebrafish. O perfil metabol6mico identificou 34
metabdlitos associados a varias vias metabdlicas impactadas pela exposi¢ao ao
MSMA. Além disso, os resultados da analise multivariada revelaram metabdlitos
discriminantes, tais como (i) lactato, sugerindo potenciais alteragbes nas vias de
metabolismo energético; (ii) glutationa, indicando disturbios no sistema de
protecdo antioxidante celular; (iii) xantina, sugerindo impactos no metabolismo
de purinas; (iv) glutamato: sugere efeitos neurotdxicos; (v) triptofano: potenciais
impactos no metabolismo de aminoacidos e sintese de proteinas; (vi)
acetoacetato, possiveis disturbios no metabolismo energético e oxidagao de
acidos graxos; e adenosina monofosfato (AMP), que pode indicar disturbios no
metabolismo energético celular. Esses resultados devem contribuir para o
avango do conhecimento sobre o impacto de contaminantes no organismo do
zebrafish, facilitando avaliacdes de risco e desenvolvendo medidas de protecao
ambiental. Ainda, a compreensdo dos mecanismos de toxicidade deve
possibilitar a identificacdo de alvos terapéuticos, auxiliando no desenvolvimento
de estratégias para minimizar os efeitos adversos da exposi¢ao a contaminantes

e beneficiando a saude de animais e seres humanos.

Palavras chave: arsénio; ecotoxicologia; biomarcadores; metabondmica.



ABSTRACT

Pesticides and veterinary products containing organic arsenic compounds, such
as sodium methyl arsenate (MSMA), are extensively used in agriculture and
livestock farming to enhance productivity. However, it is crucial to analyze the
effects of these substances on ecosystems and living organisms. This study
investigated the impact of MSMA on aquatic species, specifically zebrafish, by
combining ecotoxicological studies and metabolomics analysis based on nuclear
magnetic resonance (NMR 'H). Zebrafish species was chosen due to their
advantageous characteristics as a versatile laboratory model, including genetic
similarity to mammals, ease of maintenance, high fecundity, and transparent
embryos. Zebrafish embryos were acutely exposed (96h) to varying
concentrations of MSMA (0, 10, 30, and 60 mg L") diluted in reconstituted water
to determine the LCso and assess embryotoxicity. Subsequently, samples (7n)
from different treatments were pooled for metabolomic analysis based on NMR
'H spectroscopy. The embryotoxicity analysis showed that MSMA exposure led
to teratogenicity, cardiotoxicity, neurotoxicity and mortality in zebrafish.
Metabolomic profiling identified 34 metabolites associated with various metabolic
pathways potentially impacted by MSMA exposure. Also, the multivariate
analysis results revealed discriminants metabolites such as (i) lactate, suggesting
potential alterations in energy metabolism pathways; (ii) glutathione, indicating
disturbances in the cellular antioxidant protection system; (iii) xanthine,
potentially disrupting purine metabolism; (iv) glutamate: suggests potential
neurotoxic effects of MSMA on zebrafish; (v) tryptophan: potential impacts on
amino acid metabolism and protein synthesis pathways; (vi) acetoacetate, to
potential disruptions in energy metabolism and fatty acid oxidation and adenosine
monophosphate (AMP), which suggested potential disturbances in cellular
energy metabolism. These results should contribute to advancing knowledge
about the impact of contaminants on zebrafish organism, facilitating risk
assessments, and developing environmental protection measures. A better
understanding of toxicity mechanisms may also enable the identification of
therapeutic targets, assisting in developing strategies to minimize adverse effects

of contaminant exposure and benefiting the health of animals and humans.

Keywords: arsenic; ecotoxicology; biomarkers; metabonomics.
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1. Introdugao

Inimeras substancias quimicas vém sendo utilizadas com o intuito de
minimizar os danos causados pelas pragas agricolas, tais como ervas daninhas,
insetos e fungos (HAZRA & PURKAIT, 2019). A auséncia do devid o manejo
correto destes agentes pode trazer impactos na producdo agricola e de
alimentos, bem como desequilibrios sociais e econémicos (RAHMAN et al.,
2019). Dentre os contaminantes ambientais encontrados no solo, destaca-se o
arsénio (As), o qual pode ser encontrado na agua e no ar, e que tem sido
amplamente estudado devido aos seus efeitos cancerigenos e genotoxicos em
humanos (OZTURK et al., 2021).

De acordo com Khan et al. (2020), a ligacdo de arsénio inorganico a
biomoléculas, que causa perturbagdes nos processos bioquimicos das células,
pode ser considerada como o mais relevante mecanismo de toxicidade deste
elemento (KHAN et al., 2020). A exposi¢ao a qualquer quantidade de arsénio é
preocupante, pois este elemento tem sido associado a varios resultados
adversos a saude, incluindo impactos negativos no desenvolvimento
neuroldgico, surgimento de doengas cardiovasculares, diabetes e incidéncia de
cancer (NAUJOKAS et al., 2013).

O metilarsinato de s6dio (MSMA) € um composto orgénico de arsénio que
esta presente na formulagcdo de medicamentos de uso veterinario, bem como em
diversos agrotoxicos (SPIEWAK, R., 2001; ANDRADE, G., etal., 2016). Contudo,
em relagdo as pesquisas sobre a contaminagao por compostos de arsénio no
ambiente e em organismos, sabe-se que apesar deste composto ndo apresentar
relevante impacto ao longo das cadeias troficas, sua bioacumulagao ainda é
observada em diversas espécies terrestres e aquaticas (KUMARI et al., 2017).
Neste sentido, peixes podem ser modelos uteis no estudo e avaliacao dos efeitos
da contaminagao de ecossistemas aquaticos (HONG & ZHA, 2019).

Isto se justifica devido a exposi¢cdo destes animais ao arsénio e seus
compostos, que podem adentrar nos peixes por meio das branquias, pelo
tegumento ou pela ingestdo de alimentos que contenham o elemento (JU-
WOOKLE et. al, 2019). De forma geral, os peixes sao organismos ideais em
estudos de toxicogenémica devido a eficiéncia dos modelos experimentais na
descoberta de biomarcadores de exposicédo (DALZOCHIO et al., 2017). Da
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mesma maneira, vale mencionar que o consumo de peixes contaminados com
arsénio e seus compostos pode resultar na exposi¢cao e o posterior surgimento
de efeitos nocivos a saude humana (KAR et al., 2011).

Conferida a importancia do estudo sobre os niveis de toxicidade do
MSMA, bem como seu impacto nos processos metabdlicos dos organismos
envolvidos em potencial contaminagdo de aguas, o estudo metabolémico
apresenta-se como ferramenta de inovacao e alta especificidade em pesquisa.
Neste contexto, a analise metabolémica possui foco no estudo dos metabdlitos
endoégenos presentes em uma amostra biologica, utilizando técnicas e
ferramentas analiticas (SAMUELSSON & LARSSON, 2008).

Este método de estudo pode ser aplicado como ferramenta de triagem
para perfil metabdlico ou para detectar mudancas no metaboloma provocadas
por agentes internos ou externos (GUIJAS, C., 2018). Contudo, alteragbes no
metaboloma podem refletir em mudancas significativas nas fungdes organicas,
sendo estes, fatores que fomentam as pesquisas nesta area, bem como
subsidiam estudos toxicolégicos (RAMIREZ et al., 2013), diagndstico clinico de
doengas, qualidade de alimentos, entre outros (ARAUJO et al., 2021). Deste
modo, a relevancia do uso do MSMA como substancia presente em pesticidas e
produtos veterinarios, bem como a ocorréncia de seus subprodutos de
degradacao em rios, lagos e em lengois freaticos justifica o estudo da toxicidade
e dos impactos causados pelo contato dessas espécies arsénicas com
organismos aquaticos. Portanto, o presente trabalho teve como objetivo
investigar a toxicidade do MSMA, por meio de estudo ecotoxicolégico, utilizando
embrides de zebrafish como modelo experimental, seguido de analise
metabolémica baseada em espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
de Hidrogénio (RMN de 'H) com posterior estudo estatistico e de impacto

bioquimico.
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2. Fundamentacao teodrica
2.1. Arsénio: forma quimica, ocorréncia e toxicidade

O arsénio (As) é um elemento presente em toda a natureza e é
classificado em diferentes formas quimicas, sendo predominantes as trivalentes
(lll) e as pentavalentes (V) (GENCHI et al., 2022). O As é também encontrado
em formas organicas e inorganicas, com valores de valéncia variando de lll a V.
O As lll, ou arsenito, € mais toxico se comparado ao arsenato ou As V. Desta
forma, conclui-se que a forma quimica ou valéncia pode determinar a toxicidade
do elemento (WANG et al., 2021).

O As é encontrado geralmente em regides rochosas e de mineragao. Sua
liberacdo se da durante o processo de extragao de minérios, quando o material
fundido resulta em arsénio elementar e também em trioxido de arsénio. Ainda,
vulcoes e termais sao fontes naturais de contaminacdo por este metal. As
atividades de mineragao, de industrias quimicas de pesticidas e medicamentos
veterinarios, bem como a industria de petroleo sao fontes antropogénicas mais
comuns de contaminagdo por espécies arsénicas (HASANUZZAMAN et al.,
2015; SOZA-RIED et al., 2019). No meio ambiente, o As geralmente existe na
forma pentavalente, forma em que os microrganismos do solo realizam o
processo de metilagdo arsénica (REID et al., 2020; GENCHI et al., 2022).

A exposicado a compostos de arsénio inorganicos e organicos representa
um problema importante para a saude publica e para o bem-estar de centenas
de pessoas em todo o mundo (OMS, 2008). A diretriz provisoéria para limites de
As na agua, conforme estabelecido pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
ainda em 1993, é de 10 ug L™, o que esta de acordo com o total sugerido de 15
ug L' de ingestao de As inorganico por quilograma de peso corporal. Em 2001,
com base nas avaliagdes dose-resposta de cancer de bexiga e cancer de pulmao
induzidos por As, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos revisou
o limite maximo de contaminagdo da agua potavel de 50 ug L™, conforme
estabelecido pelo Conselho Nacional de Pesquisa em 1999, para 10 ug L' (EPA,
2001). Diversos trabalhos em mais de 70 paises revelaram que, em aguas
subterraneas, a concentragao deste metal pode variar de 0,5 a 5.000 partes por
bilhdo (ppb) (Figura 1), de acordo com a regido pesquisada (RAVENSCROFT et
al., 2011; CHENG et al., 2016).
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Figura 1. Mapa da contaminagdo por arsénio no mundo. A figura ilustra a
extensao da contaminacgao nos diferentes continentes. No Brasil, as areas mais
afetadas se localizam nas regides norte e centro-oeste do pais.
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Fonte: EAWAG, 2021 ( http://www.eawaqg.ch ) Acesso em 26/12/2022.

Em todo o mundo, os niveis de contaminagdo mais graves foram
encontrados no Brasil, Camboja, Afeganistdo, Australia e Bangladesh
(SHANKAR et al., 2014). Pesquisas recentes demonstram que o As é capaz de
causar disfungdes em diversos 6rgaos do corpo humano, por meio do produto
do metabolismo do metal (Figura 2). A exposi¢ao cronica ao As demonstrou
provocar inumeras complicagdes clinicas, incluindo doencgas de pele, diabetes
mellitus, doenca cardiovascular, neuropatia periférica, comprometimento
cognitivo, disturbios hepaticos e renais, além de disfungées e complicagdes
reprodutivas. Demonstrou-se ainda que, o acumulo de As € mais proeminente
no figado, rins e musculos. Além disso, altas concentragdes do metal levaram ao
cancer de bexiga, de pulmao, pele, rim e prostata (CHEN et al., 2019).

Contudo, estudos aprofundados sobre a resposta a dose, bem como
estudos longitudinais em larga escala ainda sao necessarios para compreender
seus efeitos téxicos. Na india, niveis baixos (< 50 pyg L") de As foram detectados

em numerosos aquiferos, entretanto, as populacdes expostas ndo apresentaram
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lesdes cutdneas (CHAKRABORTI et al., 2019). No entanto, lesdes de pele como
a doencga do pé preto, melanose e ceratose geralmente se desenvolvem 5 a 10
anos apos a exposicao crénica ao metal; portanto, estudos de acompanhamento
sdo necessarios. Além disso, ha evidéncias de que a exposigao a mais 10 ug/L
de As pode levar a uma incidéncia de cancer de 0,1 a 0,3% (IARC, 2012). Um
estudo relatou que, desde 2000, a exposi¢cao a 10 ug/L de As levou a um
aumento de cerca de 5% e 3% em casos de cancer de pulmao e bexiga por
1.000.000 de pessoas, respectivamente (ANTONELLI et al., 2014; SINHA &
PRASAD, 2020).

Figura 2. Metabolismo do As em células humanas. A figura descreve a via
metabdlica do arsénio no corpo humano. GHS: glutationa; SAM: S-adenosil-
metionina.
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Fonte: Adaptado de CHEN & COSTA, 2021.

As variadas formas do As podem gerar diferentes tipos de intoxicagoes.
O As inorganico e a forma organica trivalente (lll) podem causar sindromes
caracterizadas pelo efeito toxico no trato gastrointestinal (TGl) incluindo
disfungdes na veia porta hepatica e vasos capilares. Em doses extremamente
baixas, os organismos tendem a desenvolver certa tolerancia ao arsénio. As
formas organicas pentavalentes (V) produzem sindrome neurolégica. Existem
muitos fatores que influenciam a absor¢gédo de compostos arsénicos (SODHI et
al., 2019). Entre essas variaveis, estao a forma do metal, o tamanho da particula,

a pureza, a solubilidade, as espécies afetadas e a condicdo fisica dos
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organismos expostos. A suscetibilidade a compostos arsénicos inorganicos varia
entre as espécies, sendo maior em humanos, seguido por céaes, ratos e
camundongos (NURCHI et al., 2020).

Entdo claramente existem muitas variaveis que afetam a absorcédo e
toxicidade deste metal, o que dificulta a mensuracdo exata das concentracdes
letais (CL). Contudo, os compostos arsénicos organicos pentavalentes
apresentam maior potencial de absor¢cdo pelo organismo do que as formas
trivalentes, principalmente através do TGl. Pequenas quantidades de ambas as
formas podem ser absorvidas mesmo pelo tecido epitelial integro (pele intacta),
mas geralmente ndo ultrapassa a derme. No entanto, esta absorgao é limitada
pelo tamanho da molécula de arsénico. Se a molécula arsénica for muito grande,
sua absorgao pode ser prejudicada. Assim, um composto arsénico mais toxico
pode ndo ser absorvido devido ao tamanho de sua particula, fator que o torna
menos toxico (KOBAYASHI & AGUSA, 2019).

Contudo, uma vez que o arsénio é absorvido, a distribuicado ocorre por
meio da corrente sanguinea e segue para todos os 6rgaos do corpo. Desta
forma, o As que fica acumulado no figado é lentamente distribuido para os outros
tecidos do corpo. Bago, rins e pulmdes podem acumular grandes quantidades
de arsénico (REHMAN et al., 2021). Além disso, este metal mostrou alta
capacidade de atravessar a barreira placentaria, fato comprovado a partir de
testes de toxicidade em macacos e hamsters. Os resultados demonstraram que
as espécies expostas a doses crbnicas, apresentaram acumulagdo de arsénio
nos ossos, tecido epitelial, bem como outros tecidos queratinizados, como
cabelos e unhas (TWADDLE et al., 2019; REHMAN et al., 2021).

A Dbiotransformacdo dos compostos arsénicos ainda € pouco
compreendida. Sabe-se que ocorre a conversao da forma V para a forma lll, mas
o equilibrio redox (oxirredugdo) favorece a forma Ill. Sua metilagdo ocorre
através de microrganismo no solo, mas as formas inorganicas também podem
sofrer processo de metilagdo no organismo de vertebrados. A transformagéo
arsénica in vivo pode contribuir no processo de desintoxicacido. Entretanto, nos
rins, o As V pode ser transformado na forma trivalente, que é mais téxica.
Compostos arsénicos sao excretados através de diversos processos. Na maioria
das espécies, entre 40% e 70% da quantidade de As pentavalente absorvida, a

excregao ocorre pela urina, dentro de 48 horas. A excrecao pode ocorrer também
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pelas glandulas sudoriparas, bile (neste caso, o composto é excretado de forma
mais lenta) e entéo, pelas fezes (WANG et al., 2021).

Neste contexto, vale mencionar o modo peculiar de absor¢cao de
substancias presentes nas aguas por animais aquaticos, em especial, algumas
espécies de peixes. Os peixes, incluindo espécies com e sem escamas, podem
absorver compostos arsénicos através da pele, embora a extensdo dessa
absorgao possa variar entre as espécies. Peixes com escamas possuem uma
camada protetora que atua como uma barreira fisica contra a absorcdo de
substancias. As escamas reduzem o contato direto entre a pele e a agua
circundante, limitando assim a absorcdo. No entanto, importa observar que as
escamas nao sdo completamente impermeaveis, e certas substancias, incluindo
metais potencialmente téxicos, ainda podem penetrar pelas lacunas entre as
escamas ou por locais de absorgcdo especializados, como as branquias
(RASHED, 2001; OMAR et al., 2019).

Por outro lado, peixes sem escamas, possuem tegumento mais
permeavel, o que os torna mais suscetiveis a absorcao de diversas substancias.
Neste caso, o As pode penetrar diretamente na pele e entrar diretamente na
corrente sanguinea. Essa maior suscetibilidade a absor¢céo se deve a auséncia
de uma camada protetora de escamas que, de outra forma, reduziria o contato
direto entre a pele e a agua circundante (JARUP, 2003; SHAIKHIEV et al., 2020).
Além do tegumento, os peixes também assimilam o As por meio de suas
branquias. As branquias servem como um local primario para a respiragao, mas
também tém o potencial de facilitar a absorgcédo de varias substancias, incluindo
o As presente na agua. Com isto, o metal e seus compostos podem ser
absorvidso pelas finas membranas das branquias, entrando na corrente
sanguinea do peixe, independentemente de o peixe possuir escamas ou néo
(PEDLAR & KLAVERKAMP, 2002).

2.2. Metilarsinato de s6dio (MSMA)

Compostos Arsénicos, tanto inorganicos quanto organicos, tém sido
usados na agricultura em diversas regides do planeta por mais de um século
(MATTESON et al., 2014). Historicamente, o uso de pesticidas e ou herbicidas
contendo As inorganico em sua férmula foi amplamente substituido por

compostos metilados (organicos), como por exemplo o acido metilarsénico
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monossodico ou metilarsinato de sodio (MSMA) (Figura 3), que ainda esta em
uso como um herbicida (Ancosar®720) para manutencdo de gramados e
campos, lavouras, areas publicas, canteiros de rodovias e controle de ervas

daninhas em campos de algodao.

Figura 3. Férmula quimica estrutural do metilarsinato de sédio (MSMA).
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Fonte: A autora, 2022.

Adicionalmente, o MSMA esta presente na formula de farmacos de uso
veterinario, tais como o Phenodral®, que atua como estimulante de fungdes vitais
no metabolismo animal (ANDRADE et al., 2016). E também utilizado como
herbicida de contato, sendo comercializado sob os nomes Ansar®, Ditac®, entre
outros (SPIEWAK, 2001).

O MSMA, juntamente com outros pesticidas tais como metilarsinato
dissodico, acido dimetilarsinico e metilarsinato de calcio, formam uma fonte
antropogénica bastante comum de As comumente liberados no meio ambiente
(CAMPBELL & NORDSTROM, 2014). Estima-se que nos Estados Unidos, por
exemplo, mais de trés mil toneladas métricas destes pesticidas sejam aplicadas
anualmente nos campos de algoddao. Bednar e colaboradores (2002)
encontraram altos valores (>10 ug As/L) para a concentragdo destas espécies
arsénicas em amostras de aguas superficiais nas areas de produgao de algodao
(BEDNAR et al., 2002).

Adicionalmente, verificou-se que, no Brasil, compostos de As em sua
formulacdo sdo amplamente encontrados em herbicidas aplicados em
plantagcdes de café, algodao, cana-de-agucar e frutas citricas (NOBRE &
NOBRE, 2011). O principio ativo MSMA é classificado pela Portaria Normativa
do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
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(IBAMA), n°84, de 15 de outubro de 1996, como “muito perigoso”, quanto ao
potencial de periculosidade ambiental. A ANVISA fez uma nota técnica, em 2002,
para a reavaliacdo toxicolégica do ingrediente ativo MSMA e, sendo ele um
composto arsénico organico, uma pequena exposi¢cao ja pode causar risco a
saude animal e humana. Apdés 2002, muitos estudos ja foram feitos e novas
evidencias apontam a necessidade de uma nova reavaliagéo desse ingrediente
ativo no Brasil. O MSMA apresenta potencial de efeitos téxicos crénicos que,
segundo a lei brasileira, podem levar a maiores restricbes do uso ou indicar a
proibicdo do seu consumo no Brasil, principalmente por conta da possibilidade
de degradacdo em metabdlitos mais toxicos. Em 2011, a EPA registrou 0o MSMA
para uso em culturas de algodao, no entanto, decidiu cancelar o seu uso nos

campos de golfe e em canteiros de rodovias (US EPA, 2013).

2.3. Ecotoxicologia

A ecotoxicologia € a ciéncia que estuda o impacto das substancias
quimicas que sao liberadas no ambiente, bem como o impacto que estas
substancias exercem nos seres vivos aquaticos e terrestres (VASSEUR et al.,
2021). Esta influéncia pode ser cronica ou aguda e, portanto, a ecotoxicologia
vem como ferramenta de anadlise e estudo para compreender os niveis de
poluentes no solo, ar e agua. Os sistemas biolégicos atuam como eficientes
bioindicadores de contaminacdo ambiental, fornecendo dados importantes sobre
a qualidade do meio ambiente (PROKIC et al., 2019).

Enquanto as analises quimicas identificam e quantificam as
concentragbes das substancias toxicas, a toxicologia avalia o efeito e risco
dessas substancias na biota. O monitoramento por métodos fisicos e quimicos
abarca o tipo e intensidade dos fatores influenciadores. Ja o biomonitoramento
fornece dados sobre a influéncia exercida no sistema biolégico como um todo,
considerando a inter-relagdo destes sistemas e a influencia de substancias
quimicas no ambiente e organismos (Figura 4). A soma dessas duas técnicas
confere ao estudo ecotoxicolégico maior eficiéncia e eficacia da elucidacéao de
processos e fatores de contaminagao do meio (ABAS, 2021).

Contudo, é importante esclarecer alguns conceitos em ecotoxicologia;
como exemplos, tém-se os termos poluicdo e contaminacdo. O termo “poluente”

€ tomado para indicar que o composto quimico que ele descreve esta causando
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danos ambientais, enquanto que o termo “contaminante” implica que o composto
nao é necessariamente prejudicial (COSTA et al., 2008; NASIR et al., 2023). Os
poluentes presentes na superficie da agua existem em diversos estados. Podem
estar em solucdo ou em suspensao. O material em suspensdo pode estar em
forma de goticulas ou particulas e podem ser transportados pelas aguas em
distancias muitos grandes. Em geral a concentracdo desses poluentes pode
variar ou cair com conforme se distancia do local inicial de despejo (BHATT et
al., 2021).

Portanto, os principios basicos de toxicidade aquatica sao similares aos
utilizados com organismos terrestres; entretanto ha particularidades em relagéo
as rotas de captacao, que podem variar de acordo com a fisiologia do animal em
exposicao.

Figura 4. Imagem esquematica da exposicdo aos diferentes xenobidticos,
englobando a inter-relagao natural do meio ambiente e dos organismos que nele

habitam, demonstrando a conexao em que o impacto em um (ambiente), gera
impacto no outro (organismos).

Substincias potencialmente toxicas

:
T

Organismos Meio ambiente

Fonte: A autora, 2023.
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Neste contexto, a aplicagdo dos principios de ecotoxicologia demanda a
selecdo de um organismo teste e, para essa escolha, estes devem ser
abundantes, de significativa representacdo ecoldgica dentro das biocenoses,
sensibilidade constante e apurada, serem de facil cultivo e, se possivel, serem
nativos. Organismos aquaticos apresentam alta sensibilidade as substancias
quimicas e isto os torna interessantes para analises toxicoldgicas; entretanto é

preciso atentar para os fatores biéticos como estagio de desenvolvimento, tempo
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de vida, tamanho, estado nutricional, etc., pois estes fatores influenciam na
obtencgao dos resultados (HONG & ZHA, 2019).

Para que uma pesquisa tenha uma confiabilidade maior sobre a toxicidade
de seu objeto de estudo, € recomendavel a utilizacdo de mais de um organismo-
teste e, se possivel, de niveis troficos diferentes, pois cada organismo possui
uma sensibilidade diferente a tais compostos, e nao seria sensato inferir os
resultados dos efeitos toxicos sobre uma espécie como sendo para outra, mas
se testes sao realizados com varios organismos, e estes respondem de maneira
parecida aos compostos, entdo realmente os resultados podem dar uma
resposta mais abrangente do que esta ocorrendo no ambiente. Um bom exemplo
esta na pesquisa realizada por Novelli et al., 2012, em que os autores utilizaram
trés organismos de taxons diferentes (Daphnia similis, Chironomus xanthus e
Danio rerio) para avaliar os efeitos de uma substancia quimica em ecossistemas
aquaticos (NOVELLI et al., 2012).

Na ultima década, o numero de trabalhos em ecotoxicologia vém
crescendo, fato que subsidia a necessidade do biomonitoramento eficiente dos
corpos hidricos. Neste cenario, sdo varios os organismos que podem ser
utilizados em testes ecotoxicolégicos, mas ha certa tendéncia na escolha de
algumas espécies, e vemos isso em trabalhos os quais predominam organismos
testes como Daphnia similis (EGLER et al., 2023), Ceriodaphnia dubia (NUGNES
etal., 2022) e Ceriodaphnia silvestrii (CASTELHANO et al., 2021), possivelmente
por serem de facil cultivo e sensiveis as mudancas fisicas e quimicas do meio.
Ensaios com microrganismos também sao largamente utilizados e podem
fornecer dados importantes sobre efeitos contaminantes e poluentes.

Por fim, conclui-se que os estudos ecotoxicoldégicos sao cruciais para a
avaliacdo da toxicidade de diversos compostos em diferentes ambientes do
planeta. Seus resultados demonstram o potencial toxico das amostras
estudadas, através da utilizacado de organismos bioindicadores, em que varios
parametros sao analisados. Os resultados podem ser utilizados como subsidios
para os tomadores de decisdao em relacdo as politicas publicas de meio
ambiente, dessa forma influenciando nos contextos relacionados a um maior
controle do despejo de poluentes nos corpos hidricos e fiscalizagao eficaz dos
mesmos pelas agéncias ambientais. Com o aumento da populagédo, bem como

0 avango de cidades e industrias em areas onde existem bacias e biomas



27

importantes, a poluicdo desses ambientes tem crescido. Assim, a utilizagao de
técnicas eficientes para o biomonitoramento dos riscos e impactos naturais é
atualmente considerada como obrigatéria (VASSEUR et al., 2021).

Felizmente, no Brasil, as pesquisas em ecotoxicologia estdo em um nivel
bastante adiantado, entretanto o pais ainda carece de normas e legislagao
sélidas para um real controle dos processos de despejo e utilizagao dos recursos
naturais disponiveis. Os estudos ecotoxicoldgicos, neste caso, podem contribuir
para a criagado de projetos e normatizagbes a fim de reduzir os danos que o

desenvolvimento gera para o ambiente (De SOUZA et al., 2020).

2.3.1. Zebrafish como modelo experimental em ecotoxicologia

Zebrafish (Danio rerio), peixe-zebra ou “paulistinha” (como € mais
conhecido no Brasil), um teledsteo ciprinideo, é considerado um modelo ideal
para experimentos laboratoriais. Este vertebrado € também conhecido por suas
aplicagdes em estudos toxicoldgicos e avaliagbes de risco de uma gama de
produtos quimicos (DEN BROEDER et al., 2015; WANG et al., 2017). Ademais,
€ altamente eficaz em estudos sobre ecologia e ambiente, monitoramento e
avaliagdes multiplas de poluentes, como metais pesados toxicos,
desreguladores enddcrinos e poluentes organicos (CAPPELLO et al., 2016;
TENG et al., 2018; GONCALVES et al., 2020). Com isto, seu uso em pesquisa
teve um aumento notavel nos ultimos anos (PORTO et al., 2023; GANESAN et
al., 2022; JIA et al., 2018).

Neste contexto, vale mencionar as caracteristicas vantajosas do zebrafish
como modelo experimental: tamanho (pequeno o suficiente, facilitando
manuseio, criagao e estudo), fecundagao externa, ciclo reprodutivo curto (Figura
5) e embrides transparentes, facil reprodu¢do em larga escala, bom custo
beneficio e facil manutengao de biotério (LAPWORTH et al., 2012). Além disso,
0 genoma do zebrafish foi totalmente sequenciado, mostrando que a sequéncia
de DNA deste peixe é homdloga a mamiferos e roedores, o que o torna um
organismo modelo bastante popular em pesquisa (BUGEL et al.,, 2014). Do
mesmo modo, esta espécie compartilha um alto grau de homologia (Figura 6)
com o genoma humano (em torno de 70%) (BAMBINO & CHU, 2017). Em 1981,
Streisinger e colaboradores relataram métodos para produzir zebrafish diploides

homozigoéticos utilizando pressao hidrostatica ou choque térmico. Este estudo
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contribuiu amplamente para o desenvolvimento de analises genéticas com esta
espécie (STREISINGER et al., 1981).

Figura 5. Ciclo de vida do zebrafish. Representacdo de cada etapa desde a
fecundacéao até a formagao do individuo adulto.
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Fonte: Adaptado de KIMMEL et al., 1995.

Em 1996, Driever e colaboradores, juntamente de Haffter e
colaboradores, desenvolveram analises substanciais de sequenciamento
genético para mutagdes no zebrafish. Os autores identificaram inumeras
mutagbes e também analisaram genes especificos e suas fungdes na
embriogénese do peixe (DRIEVER et al., 1996). Esses resultados forneceram
uma base poderosa para estudos sobre o desenvolvimento embrionario
utilizando o zebrafish como organismo modelo (KIMMEL et al., 1995). Assim, o
zebrafish tem sido considerado um organismo modelo promissor para estudos
em genética (CANEDO et al., 2021), embriogénese (TRIGUEIRO et al., 2020),
toxicologia ambiental (TENG et al., 2018b), farmacologia (ROSA et al., 2022),
estudos clinicos sobre diversas doengas (Figura 6) (MacRAE & PETERSON,
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2015). Consequentemente, o zebrafish preenche importantes lacunas dos
modelos tradicionais de mamiferos e ensaios baseados em células, fatores que
colocam a espécie na vanguarda dos estudos toxicologicos (BOWMAN & ZON,
2010).

Figura 6. Representacdo comparativa das similaridades fisiolégicas e
metabdlicas entre zebrafish e mamiferos, destacando as vantagens do zebrafish
como modelo experimental para estudo de doengas humanas.
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Fonte: Adaptado de MacRAE & PETERSON, 2015.

Como alternativa ao uso do zebrafish adulto como organismo modelo nos
testes de toxicidade, o animal em seu estagio de vida embrio-larval € vantajoso
em bioensaios. Neste sentido, elegem-se trés razdes principais; primeiramente,
na fase de vida embrio-larval, este peixe apresenta alta vulnerabilidade e
sensibilidade ao estresse quimico, principalmente no figado e nos rins. Neste
caso, os dados de toxicidade obtidos seriam aplicaveis a todos os estagios de
vida da espécie (PARNG, 2005). Em segundo lugar, nos estagios iniciais do ciclo
de vida, os processos de desenvolvimento envolvendo sinalizagdo molecular,

comunicacao celular coordenada e conservada evolutivamente podem refletir as
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respostas tdxicas as perturbagdes quimicas (KALUEFF et al., 2014; BAMBINO
& CHU, 2017). Por fim, um desenvolvimento ainda incompleto do sistema
nervoso no estagio embrio-larval confere menor sensibilidade a dor durante os
testes in vivo, comparando-se com zebrafish adulto, ainda assim apresentando
resultados de toxicidade semelhantes (KNOBEL et al., 2012).

Portanto, com o objetivo de resguardar os animais utilizados em estudos
cientificos, o embrido zebrafish € um modelo de substituicdo interessante.
Apesar da vantagem do modelo zebrafish em testes toxicologicos, como um
peixe teledsteo, existem certas limitacbes. Por exemplo, o zebrafish é
hiperlipidémico e seu organismo tende a preferir utilizar lipidios em vez de
carboidratos como fonte de energia (KA & JIN, 2021).

Este fator pode dificultar analises comparativas sobre gasto energético e
calculo de taxa de metabolismo basal entre zebrafish e humanos. Além disso, a
auséncia de 6rgdos como pulmbes e estbmago faz com que sua resposta
bioldgica a estressores ambientais ndo seja idéntica a dos humanos (MacRAE &
PETERSON, 2015). Assim, ao utilizar a espécie na analise de doencas que
ocorrem em mamiferos e humanos, as diferengas anatébmicas e fisiologicas
devem ser consideradas, de acordo com o objetivo do estudo.

Contudo, embrides zebrafish tém sido usados com sucesso como modelo
para examinar os efeitos letais e subletais do As. Os efeitos morfolégicos da
exposi¢cao a compostos arsénicos inorganicos incluiram alta mortalidade, retardo
de eclosao, retardo na formacéo de otdlitos e olhos, bem como1 despigmentagéo
(HALLAUER et al., 2016). Adicionalmente, estudos abordando toxicologia de
pesticidas e analise metaboldmica com zebrafish verificaram efeitos
neurotéxicos, alteracdes no metabolismo energético e na composigao de acidos
graxos, dano celular e na estrutura do DNA, estresse oxidativo, disfungdes no
metabolismo hepatico e no sistema imunitario (YOON et al., 2016; CHEN et al.,
2021; ARAUJO et al., 2021).

2.3.2. Embriogénese do zebrafish

A eclosao do embrido do zebrafish geralmente ocorre apos 48 horas pos-
fertilizacdo (hpe), entretanto, a histogénese da maioria dos sistemas estara

completa em 24 hpe. A primeira clivagem ocorre 40 minutos apos a fertilizagéo
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e inicia as divisdes mitéticas no pdlo animal. A fase de blastula ou esfera inicia-
se ~3 hpe; 128 blastdbmeros em ~6 hpe, inicio da gastrulagdo e 50% de epibolia
(segmentacgao). Na fase blastula ocorre a formacao de espacos irregulares entre
as células, constituindo o blastoderma. As clivagens continuam, porém em um
ritmo menos acelerado e entram em evidencia os movimentos morfogenéticos
de involugao e convergéncia que dardo origem ao epiblasto, hipoblasto e eixo
embrionario (KIMMEL et al., 1995; KNOBEL et al., 2012).

A fase celular de esfera inicia-se aproximadamente em 4 hpe. Nessa fase,
0s movimentos mais proeminentes sdo de epibolia, em que células do
blastoderma se movem e recobrem toda superficie do vitelo; alcangando 50% de
epibolia, se inicia também o processo de gastrulagcao, no qual é formada a placa
neural, os somitos (estrutura embrionaria que da origem ao esqueleto axial e ao
musculo esquelético do tronco) (STICKNEY et al., 2000), cartilagem vertebral e
vesiculas 6pticas. O embrido completa o processo de gastrulagédo e epibolia em
aproximadamente 10 hpe (JARQUE et al., 2020) (Figura 7). O periodo de
segmentacao inicia-se entre 10 e 24 hpe e nesta etapa a maioria dos 6rgaos ja
sao visiveis. Assim como os somitos, vesicula optica, a cauda se torna mais
proeminente e os primeiros movimentos involuntarios podem ser registrados.
Assim, até a fase de segmentagdo em 24 horas apés a fertilizagdo, o embrido

esta completamente formado (KIMMEL et. al, 1995).

Figura 7. Estagios de desenvolvimento do embrido zebrafish (iniciando em 1
célula >1 hpe até estagio larval (48-96 hpe). Esquema abrangendo fases esfera
(~3 hpe) e epibole.

1 célula 2 células 4 células 8 células 16 células 32 células 64 células

128 células 256 células 512 células 1000 células esfera domo 50% epibole

escudo 75% epibole broto 6 somitos 10 somitos 14 somitos
21 somitos
prim-6

estagio larval

Fonte: Elaborado de acordo com KIMMEL et al., 1995.
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Os eventos que ocorrem durante o desenvolvimento embrionario do
zebrafish no periodo de segmentagdo em 24h, podem ser comparados aos que
ocorrem em humanos (segmentacao por volta de 8 semanas de gestacao ou
1.344 h). Contudo, ambos passam por processos idénticos na fase que engloba
o desenvolvimento embrionario, a morfogénese e a diferenciagcdo celular
(KIMMEL et al., 1995; JARQUE et al., 2020). O estagio denominado faringula é
o periodo de desenvolvimento embrionario que ocorre entre 24 e 48 hpe, estagio
em que é possivel melhor comparar a morfologia dos embrides de diversos
vertebrados. O desenvolvimento dos arcos faringeos, otdlito, pigmentagao de
melandcitos na cabeca, cauda e tronco se tornam bastante evidentes. Ocorre a
formagao das nadadeiras, endireitamento do angulo da cabeca e do esqueleto
axial (STICKNEY et al., 2000).

Por fim, a formacgao do sistema circulatorio e das camaras cardiacas, bem
como o desenvolvimento do sistema nervoso central e periférico (KIMMEL et al,
1995). Neste sentido, o periodo de eclosdo se da aproximadamente dentro de
48 a 96 hpe. Nesta fase, as nadadeiras peitorais estdo bastante alongadas. Os
melandcitos estdo bem definidos ao longo da linha média da cabega, tronco e
cauda do embrido ou larva. Inicia-se o consumo do saco vitelinico e formacéo da
bexiga natatéria. Por fim, seguem as formagdes das cartilagens dos arcos da
faringe, mandibulares e hioide; bem como o desenvolvimento do cleithrum, o
primeiro osso visivel no zebrafish (KIMMEL et al., 1995; KAGUE et al., 2012).

2.4. Ciéncias 6micas

No inicio do século XXI, com o advento do genoma humano, também se
iniciavam as discussdes e as agdes para uma nova era da biologia, a “era pos-
genbmica’”. Neste contexto, promoveu-se o0 desenvolvimento e o
aperfeicoamento das técnicas que elicitaram os avangos de novas ciéncias
Omicas, como a transcriptdmica, proteémica e metabolémica (Figura 8), com o
objetivo de isolar e caracterizar o RNA, as proteinas e os metabdlitos,
respectivamente (HAAS et al., 2017). Contudo, é importante destacar que este
avango do conhecimento em técnicas dmicas se deu em grande parte gragas ao
desenvolvimento da bioinformatica (BARTLETT et al., 2016).

A analise dos genes, RNAs, proteinas e metabdlitos presentes em uma

determinada amostra, por meio de uma abordagem émica, pode fornecer dados
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necessarios para prever respostas sobre exposicao as substancias toxicas, com
base nas principais alteracbes no RNA, proteinas ou metabdlitos. Desta forma,
o mecanismo de toxicidade de varios xenobidticos pode ser previsto pela
alteracdo especifica nas vias metabodlicas e nos metabdlitos envolvidos nela
(HAAS et al., 2017).

Neste sentido, verifica-se que as ciéncias dmicas tém sido cada vez mais
utilizadas a fim de compreender os efeitos biolégicos adversos dos xenobidticos.
A biologia moderna frequentemente envolve a analise de populagdes de
biomoléculas dentro de um organismo definido (célula, tecido ou compartimento
celular). Como as novas abordagens émicas geram grandes quantidades de
dados, foi necessario o desenvolvimento de técnicas de bioinformatica a fim de
processar esses dados de forma eficiente, conferindo o mais alto indice de
confiabilidade possivel para o estudo (WOOD et al., 2014).

Figura 8. Ciéncias 6micas e seu papel fundamental na pesquisa em saude e
meio ambiente. A metabolémica mostra as interagbes globais no sistema
bioldgico e a sensibilidade dos metabdlitos demonstra as possiveis influéncias
no fenétipo do organismo.

Gendétipo Fendtipo 1

Transcricdo Tradugao Reacdes enzimaticas

g\(

Nivel crescente de sensibilidade

Fonte: Extraido de PORTO et al., 2023.
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2.5. Metabonémica x Metabolémica: conceitos e definicoes

A metabonémica foi descrita pela primeira vez em 1999, enquanto a
metabolémica teve seu marco formal em 2001. N&o ha diferencgas significativas
entre essas duas palavras, porém, alguns autores podem utilizar uma ou outra
de acordo com o objetivo do estudo e também o instrumento analitico aplicado.
Neste contexto, Nicholson et al. (1999) definiram a metabonémica como a
avaliagdo quantitativa e ampla da resposta metabdlica multiparamétrica a
estimulos fisiopatologicos e ambientais ou modificagbes genéticas em amostras
de fluidos bioldgicos (NICHOLSON et al., 1999).

Posteriormente, Oliver Fiehn (2001) introduziu e definiu "metabolémica"
como a identificagao especifica e quantitativa de todos os metabdlitos presentes
em um organismo de forma absoluta, objetivando uma analise estrutural
relacionada a resposta frente ao agente externo (FIEHN, 2001).

Resumidamente, a metabonémica corresponde a analise nao direcionada
ou global, a fim de entender as alteragdes sistémicas causadas por um agente
externo. Nesse sentido, a espectroscopia de RMN pode ser a ferramenta
analitica preferida em tais investigagdes. Por conseguinte, a escolha dos sinais,
detectados na espectroscopia de RMN, pode ocorrer tanto de forma arbitraria
quanto a partir dos dados obtidos via ferramenta analitica. Por outro lado,
estudos metabolémicos focam no isolamento detalhado de um grupo especifico
de analitos, abordagem direcionada que pode ser desenvolvida por meio de
ferramentas como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, acoplada a
Espectrémetria de Massas (CLAE-EM) ou Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrémetria de Massas (CG-EM), por exemplo (WISHART, 2011; BISPO et
al., 2021).

Considerando as diferentes ciéncias "6micas", a metabolémica pode
representar melhor o fenotipo molecular. Do ponto de vista da metabolémica, as
alteracbes metabdlicas podem ser descritas como resultado das condi¢cdes
fenotipicas de um organismo, que dependem de seus habitos e comportamento
(FIEHN, 2001). Isso se deve a sensibilidade externa (ou seja, ambiental) e
interna (ou seja, fisioldgica e intracelular) dos metabdlitos aos estimulos, que
refletem diretamente a atividade bioquimica e o estado fisico das células. Assim,
o metaboloma € uma sonda util para a leitura do fenétipo, principalmente por

meio de vias metabdlicas fundamentais, como metabolismo energético, de
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carboidratos, de aminoacidos e lipidico (WISHART, 2019). No que se refere a
metabondmica, € possivel considerar como um estudo que aplica técnicas
analiticas modernas para medir e construir padrboes de precisdo a partir de
amostras bioldgicas, permitindo uma visdo abrangente do sistema vivo. Dessa
forma, independente dos conceitos de metabonémica e metabolémica, essas
abordagens sao essenciais para entender a relagdo entre as alteragdes do
metabolismo e o desenvolvimento de diversas condi¢gdes que interferem na vida
e na saude (BJERRUM et al., 2021).

Portanto, ao fornecer informagdes detalhadas sobre o que pode estar
ocorrendo no metaboloma, a metabolémica (ou metabonémica) € extremamente
util em estudos incluindo nutricdo (RADJURSOGA et al., 2019), meio ambiente,
vegetais, alimentos (KIM et al., 2010), contaminantes quimicos (YOON et al.,
2017b; TIAN et al., 2021), micro plasticos (LU et al., 2016; QIAO et al. 2019) e
exposicao a nanomateriais (GANESAN et al., 2018; CHATZIMITAKOS et al.,
2021).

2.5.1. Metabolémica com foco na pesquisa ambiental

A metaboldémica ambiental concentra-se na compreensao das respostas
bioquimicas dos organismos, as quais foram desencadeadas devido a sua
interagdo com xenobibticos e outros agentes estressores liberados no ambiente.
Todavia, dois métodos orientam a metaboldbmica ambiental: i) Estudos
controlados em laboratério, com o uso de modelos animais in vivo, objetivando
conhecer e entender as perturbagbes metabdlicas causadas pela exposicao a
determinadas substancias quimicas; ii) Estudos de campo, que sao realizados
através de amostras coletadas in situ, para compreender a resposta metabdlica
daqueles organismos frente ao estresse ambiental. Geralmente, o objetivo da
pesquisa metabolémica ambiental € a avaliagdo de risco e biomonitoramento,
analisando organismos-chave ou bioindicadores, que desempenham papéis
essenciais no ecossistema (ARAUJO et al., 2021).

Nao obstante, o desenvolvimento do fluxo de trabalho neste tipo de
pesquisa € vital para atingir os objetivos. As etapas gerais sao baseadas no
desenho do estudo, coleta e preparacdo da amostra, experimentos
espectroscopicos ou espectrométricos, analise estatistica e interpretacéo

bioldgica dos dados analisados. Nesse sentido, muitos estudos demonstram que
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os produtos quimicos podem ser encontrados em diferentes concentragdes em
aguas superficiais, estagdes de tratamento de agua, estuarios, habitats de agua
doce e outros estratos ambientais (CHOUSIDIS et al., 2020; CHAGAS et al.,
2019).

Consequentemente, pode-se afirmar que a metabolédmica é capaz de
fornecer informagbes detalhadas sobre a saude do organismo e as condigbes
ecolégicas em um determinado habitat (MARTI et al., 2013). Além disso, o
mecanismo de acao de varios agentes estressores, incluindo espécies de metais
toxicos (CAPPELLO et al., 2016), bifenilos policlorados (PCB’s) (SHI et al.,
2012), hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH’s) (HONG et al., 2014),
atmosfera hiperbarica (TRANFO et al.,, 2020) e pesticidas podem ser
compreendidos quando associando dados de ecotoxicologia e metabolémica
(SONG et al., 2022).

De fato, a metaboldmica também tem sido aplicada em estudos de
toxicologia para encontrar biomarcadores e avaliar a farmacodinamica de drogas
recém-desenvolvidas. Nesse campo, a toxicometabolébmica entra como uma
divisdo da metabolémica, possuindo um soélido potencial para esclarecer o modo
de acado bioquimico e os efeitos de uma extensa gama de compostos
potencialmente téxicos, muitos dos quais sao frequentemente encontrados no
meio ambiente (ARAUJO et al., 2021).

Além disso, por meio da detecgao de biomarcadores em nivel molecular,
a toxicometabolémica pode revelar "fatores prognésticos" de um disturbio
especifico ou potencial estressor externo mais rapidamente do que nos achados
de biomarcadores em nivel macro (quando um organismo ou populagao ja esta
afetado). Este aspecto € confirmado pela acuracia que se alcanga por meio de
abordagens toxicometaboldmicas na investigacdo de metabdlitos que auxiliem
na detecgado precoce de processos degenerativos. Neste sentido, a deteccéo
precoce dos efeitos dos poluentes no meio ambiente e nos organismos €
essencial para a descoberta mais rapida e eficiente de biomarcadores
potencialmente ligados a diferentes patologias, questdo fundamental para o
diagndstico clinico e tratamento de inumeras patologias (LANKADURAI et al.,
2013).
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2.5.2. Metabolémica baseada em espectroscopia de RMN 'H e outras

ferramentas analiticas

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma técnica espectroscopica
que utiliza a transicdo energética dos spins nucleares na presenga de um forte
campo magnético. Desde o primeiro espectro de RMN publicado na década de
1940, seu uso como uma ferramenta de quimica analitica se estendeu para
diversas outras areas (MOCO, 2022). O aparelho de RMN provou ser uma
ferramenta essencial nas ciéncias da vida, incluindo a identificacdo e elucidagcao
da estrutura de moléculas organicas e especificamente metabdlitos; no estudo
da dinamica de macromoléculas como proteinas e acidos nucléicos; e mais
recentemente no campo da metabolémica (VIGNOLI et al., 2019).

Devido a eficiéncia da espectrometria de RMN para analise de moléculas
presentes em uma amostra, esta ferramenta se torna relativamente sensivel ao
ambiente quimico, provendo informacdes quimicas seletivas sobre tais
moléculas, bem como seu estado fisiologico. O uso de RMN em estudos
metabolicos tem uma longa histéria. A RMN 3'P foi utilizada pela primeira vez
para monitorar metabdlitos contendo fésforo, como nucleotideos e fosfatos de
acgucar, incluindo espécies reativas de oxigénio e também células e tecidos
(SHULMAN et al., 1979; GADIAN & RADDA, 1981).

No final da década de 1970, pesquisadores afirmaram com otimismo que
"agora é possivel obter, em dados de metabdlitos in vivo, informagdes
detalhadas sobre estrutura, movimento, taxas de reagao e locais de ligacéo, que
antes eram possiveis somente via analises de biomoléculas purificadas em
solugdo” (SHULMAN et al., 1979). Muitos desses topicos ainda sao atualmente
objeto de pesquisa, visando o aperfeicoamento das metodologias e técnicas em
RMN. Neste contexto, as técnicas mais comumente aplicadas para a analise
metabolémica sao baseadas em EM (BEALE et al.,, 2018) e RMN (BINGOL,
2018).

Os estudos fundamentados em CG-EM bem como CLAE-EM fornecem
abordagens que podem conferir uma plataforma combinada de alta sensibilidade
(10 a 100 vezes mais que RMN) e seletividade para pesquisa metabdlica
(MARKLEY et al.,, 2017). No entanto, apesar de consideradas excelentes

técnicas analiticas, as analises baseadas em EM séo destrutivas; em algumas
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aplicacgdes, a derivatizagao € necessaria e pode haver alto consumo de solventes
organicos (para aparelhos de CL-EM, por exemplo). Além disso, o desgaste
natural e a potencial contaminagdo da coluna podem levar a deficiéncias no
tempo de retengao e/ou co-eluicido de pico, impedindo a reprodutibilidade dos
dados (REN et al., 2018).

Por outro lado, como técnica quantitativa, a espectroscopia de RMN pode
usar etapas de preparagdo de amostras de forma mais direta e simplificada
(Figura 9). Esse recurso permite etapas de amostragem mais curtas, o que reduz
erros devido as repeticdes no processo de preparo. Além disso, a necessidade
de grandes quantidades de solventes pode tornar o processo de amostragem
uma etapa trabalhosa e demorada, como é o caso de CLAE-EM. Por outro lado,
para o preparo de amostras de fluidos biolégicos em RMN, utiliza-se pouco ou
nenhum solvente e, ainda assim, garante-se alta reprodutibilidade nas analises
(ARAUJO et al., 2021).

Outra vantagem para o uso da RMN é a possibilidade de obter
informacdes adicionais de uma determinada amostra por meio da aquisicao de
espectros de nucleos distintos, separadamente ou simultaneamente. Isto pode
ser alcangcado por meio de sequéncias de pulso 2D homonucleares e
heteronucleares, como 'H-'H J-resolvido (J-Res), 'H-'H Correlation
Spectroscopy (COSY), 'H-'"H Total Correlation Spectroscopy (TOCSY), 'H-3C
Heteronuclear Single-Quantum Coherence (HSQC), com e sem edicdo de
multiplicidade e, Heteronuclear Multiple Bond-Correlation 'H-3C (HMBC), os
quais podem fornecer informacdes especificas relacionadas as constantes de
acoplamento (MOCO, 2022).

Além disso, as correlagbes 'H-'H e 'H-'3C podem contribuir para a
identificacdo de elementos de dificil ionizagdo via EM, detectando metabdlitos
por meio de fluidos biolégicos intactos, extratos de células e tecidos sem a
necessidade de purificagdo da amostra. Isto é altamente conveniente para
analise de tecidos intactos, érgaos e amostras sélidas. (BINGOL, 2018; EMWAS
et al., 2019; GARCIA-PEREZ et al., 2020).

Naturalmente, ndo existe a melhor ou pior técnica analitica quando
comparadas todas as possibilidades, pois € sabido que duas ou mais estratégias
conjugadas sao uteis e se complementam (Tabela 1), oferecendo informagdes

biolégicas amplas e significativas. No entanto, &€ fundamental enfatizar que a
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decisdo por uma determinada plataforma muitas vezes é determinada pela
expertise do pesquisador, bem como a acessibilidade ao equipamento e o custo
(EMWAS et al., 2019). Vale mencionar que, diversos pesquisadores aplicam a
abordagem combinada, ou seja, o uso de uma ou mais ferramentas analiticas, o
que lhes permite aprimorar a identificagcao de analitos desconhecidos ampliando
0 escopo da analise metabolédmica. A este respeito, Jang e colaboradores (2012)
estudaram o perfil metabdlico de amostras do figado do zebrafish, induzido a
intoxicagdo alcodlica, através das técnicas de RMN 'H e CG-EM (JANG et al.,
2012).

Curiosamente, os resultados dos autores demonstraram que o RMN
permitiu avaliar numerosos metabdlitos desconhecidos, por meio da analise
metabolémica ndo direcionada. Neste estudo, RMN e CG-EM foram combinados
para obter os compostos desconhecidos e os analitos especificos (analise
direcionada), respectivamente. Dessa forma, as técnicas combinadas foram
uteis para identificar metabdlitos especificos relacionados a vias metabdlicas
subjacentes, que podem estar associados a alteragdes patologicas observadas

em diversas condi¢gdes, como a doenca hepatica gordurosa (JANG et al., 2012).

Figura 9. Esquema simplificado do processo de amostragem para RMN,
incluindo experimento de exposicdo e etapa de extragdo de metabdlitos de
tecido/organismo inteiro (larvas de zebrafish).

Exposigdo do zebrafish (embrides-larvas) ao MSMA Concentragdes de MSMA (60, 30, 10 e 0 mg/L)
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Espectroscopia Andlise estatistica
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{centrifugagdo e secagem)

NMR
spectrometer

Fonte: A autora, 2022.
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Da mesma forma, usando RMN 'H e metabolédmica baseada em CLUE-

EM, Chousidis e colaboradores (2020) detectaram varias alteracbes de

metabdlitos em embrides de zebrafish expostos ao canabinol (CBN), em

comparagao com o grupo controle. Os autores aplicaram ambas as técnicas

realizando analises metaboldmicas n&o direcionadas e direcionadas. Foi

sugerido que a exposicao ao CBN afetou os processos metabdlicos relacionados

a energia, como a fungdo dos hepatdcitos e o metabolismo da glicose

(CHOUSIDIS et al., 2020). Nessa abordagem, a técnica combinada foi eficaz

para a analise de vias metabdlicas especificas, bem como a identificacdo de

quais disfuncdes poderiam estar relacionadas a elas.

Tabela 1. Principais recursos em RMN e EM comparados (aplicados a analise

metabolémica).

TECNOLOGIA

RMN

EM

Reprodutibilidade
Limite de detecgao

Preparo de amostra

Volume de amostra

Moléculas detectaveis

Tipo de experimento

Resultados problematicos

Muito alta
Faixa micro molar

Minimo

0.1a0.5mL

Todas as moléculas
alcangadas no nucleo
ativo do RMN

Experimentos em 1D e
2D, COSY, J-Res, entre
outros

Origem: compostos com
fortes alteragdes quimicas
e degradacao;
alta variabilidade de
condigodes fisico-quimicas
(pH, temperatura,
forca ibnica);
sopreposicoes de picos e
ruidos.
Abordagem experimental:
experimentos 2D

Suficiente
Faixa pico molar

Varias etapas: separacao
cromatogréfica e
derivatizacao

0.01a0.2mL

Maioria de origem
organica e algumas de
origem inorganica

Experimentos tém foco
em classes de moléculas
e ndo em apenas uma
molécula especifica

Origem: compostos (ex.:
isdmeros) que combinam
com determinada
composig¢ao atdémica.
Abordagem experimental:
LC-EM/ EM

Fonte: Adaptado de Vignoli et al., 2019



41

2.5.3. Métodos estatisticos para a analise metabolomica

Os métodos estatisticos utilizados na metaboldmica, incluindo
abordagens univariada e multivariada, visam destacar os metabdlitos que melhor
discriminam os grupos sujeitos (VINAIXA et al., 2012) . Esses métodos fornecem
informacdes que explicam o perfil metabdlico de uma determinada populagao ou
amostra e sugerem potenciais biomarcadores para condigdes de saude
(ZACHARIAS et al., 2018).

Nesse contexto, Zakaria e colaboradores (2021) aplicaram um método
estatistico univariado para avaliar perturbacbées no metabolismo do zebrafish
adulto, por meio de amostras com tecidos do cérebro. Neste caso, os autores
utilizaram o teste de Kruskal-Wallis, um teste ndo parameétrico equivalente a
ANOVA, util na avaliagdo de trés ou mais grupos. Desta forma, o teste de
Kruskal-Wallis foi utilizado para identificar os metabdlitos com diferengas
significativas entre os grupos de zebrafish expostos a diferentes concentragdes
de reserpina, em comparagdo com um grupo controle. Como resultado, os
pesquisadores encontraram diferengcas estatisticamente significativas em
metabdlitos como valina, p-hidroxivalerato, glutamato, glutamina, GABA e
histamina no cérebro do zebrafish exposto a substancia, em comparagao com o
grupo controle (ZAKARIA et al., 2021).

Além disso, estudos demonstraram a eficiéncia da metabolémica e as
estratégias quimiométricas envolvidas na analise minuciosa da sistemas
bioldégicos a partir da correlagdo dos dados metabolémicos (ROSATO et al.,
2018; DILEO et al., 2011). Por exemplo, Yoon e colaboradores (2016) aplicaram
a correlacdo de Pearson para avaliar a relagcdo entre os metabdlitos. O
experimento consistiu na exposi¢cao do zebrafish ao methomyl (um inseticida N-
metil carbamato) e ao methidathion (um inseticida organofosforado). Os dados
estatisticos demonstraram que no grupo controle houve correlagao positiva entre
metabdlitos como colina, acetato e betanina, indicando uma interacéo entre
esses metabdlitos. No entanto, no grupo exposto aos agrotdxicos, os
coeficientes de correlagdo diminuiram significativamente, mostrando mudancgas
na interagdo desses metabdlitos no organismo dos peixes (YOON et al., 2016).

Visando a compreenséo das diferengas metabdlicas gerais em grupos

expostos, os métodos multivariados sdo os mais informativos em estudos
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metabolémicos (LEE et al., 2020; CHEN et al., 2021). Além disso, para explorar
as diferengas metabdlicas em grupos expostos, os métodos multivariados séo
os estudos preferidos, em metabolémica (LEE et al., 2020).

Desta forma, a analise de componentes principais (PCA) é um método
multivariado n&o supervisionado usado para criar variaveis latentes
denominadas componentes principais (PC) que resume a informacéo de varios
metabdlitos em um pequeno conjunto de novas variaveis, diminuindo o numero
de dimensdes necessarias para explicar os dados metabolomicos (Figura 10A).
Assim, cada PC explica uma parte da variabilidade total dos dados enquanto sao
ortogonais entre si, significando que as informagdes mantidas em cada PC sao
unicas e podem apresentar diferentes efeitos amostrais, como é possivel
verificar numa analise de um grafico de pesos das variaveis nas PC’s (Figura
10B). Nestes termos, vale mencionar um estudo em que os autores utilizaram o
PCA para discriminar os metabdlitos afetados pela exposicdo a diferentes
concentragbes do canabindide A®-THC no zebrafish. Os achados dos autores
demonstraram que com o aumento da concentragdo de A°-THC, as amostras
formaram aglomerados a cada concentragcdo, evidenciando as diferengas
metabdlicas entre os grupos (AKHTAR et al., 2016).

Contudo, embora adequados, métodos nao supervisionados, como o
PCA, nao sao ideais para classificar os grupos de amostra quando a diferenca
entre grupos néo € a fonte primaria de variagao (CIUCCI et al., 2017); nesses
casos, a analise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA) (Figura
10C) tende a ter melhor desempenho na discriminagao de grupos devido ao seu
perfil supervisionado e excelente desempenho na modelagem de dados ruidosos
(LIU et al., 2016).

As técnicas ndo supervisionadas incluem aquelas que ndo aplicam um
rétulo de classe das amostras para criar o modelo, mas apresentam o
agrupamento natural das amostras em fungéo das componentes principais (PC).
Assim, modelos supervisionados, tais como analise PLS-DA aplicam ativamente
o rotulo de classe para gerar o modelo, sendo mais sensiveis a diferengas de
grupo e mais eficientes em encontrar metabdlitos discriminantes. No entanto,
sdo propensos ao overfitting, tornando a validagcdo do modelo uma etapa

essencial para garantir um modelo confiavel (GHOSH et al., 2020).
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Uma eficiente ferramenta, frequentemente utilizada na analise PLS-DA, é
o grafico VIP score (Variable Importance in Projection) (Figura 10D). O VIP score
€ uma medida estatistica que indica a importancia relativa de cada variavel
independente (x) para a discriminagdo entre as classes no modelo PLS-DA
(MEHMOOD et al., 2012). Com essa informagédo, € possivel priorizar a
interpretacdo das variaveis mais importantes e direcionar esforcos adicionais
para investigar suas implicagdes biolégicas (LOTTERING et al., 2020).

Em estudos com misturas complexas de amostras, frequentes na
metabolémica, a grande quantidade de informagdes nos sinais espectrais pode
ser avaliada por meio da analise discriminante de minimos quadrados ortogonal
parcial (OPLS-DA) (Figura 10E) (BOCCARD & RUTLEDGE, 2013).
Considerando esta técnica, Chen et al.,, 2021 utilizaram OPLS-DA a fim de
identificar as diferengas entre os grupos de zebrafish expostos a um inseticida.
O modelo indicou diferengas significativas nos deslocamentos quimicos entre os
tratamentos. Assim, de acordo com o nivel de separagédo dos grupos, os dados
sugeriram perturbagdo no metabolismo hepatico, bem como neurotoxicidade
apdés a exposicao do peixe ao xenobidtico. Neste caso, os dados foram
analisadas por meio de uma combinagéo de OPLS-DA e t de Student (CHEN et
al., 2021).

Adicionalmente, assim como na andlise PLS-DA, que fornece a
ferramenta grafico VIP score, na analise OPLS-DA também foi possivel utilizar o
grafico VIP score (Figura 10 F) para identificar metabdlitos discriminantes e
possivelmente biomarcadores. Meng et al., 2022 sugeriram biomarcadores de
toxicidade pela exposicdo ao pesticida clorantraniliprole, utilizando zebrafish
como modelo. Os grupos estudados apresentaram boa separagao de acordo
com os graficos score plot OPLS-DA, possibilitando assim a verificagdo de
alteragdes significativas em enzimas associadas ao estresse oxidativo bem
como alteragdes na expressao génica do peixe. Portanto, comparado com o
PLS-DA, o método OPLS-DA fornece uma interpretacdo mais eficiente ao
concentrar os dados discriminantes em apenas um eixo do grafico de escores
(PORTO et al., 2023). Por outro lado, é importante considerar que este método
€ funcional com até dois grupos comparados. Para mais de dois grupos, aplica-
se a PCA e PLS-DA (WORLEY & POWERS, 2016).
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Figura 10 — A) Grafico Score Plot andlise PCA; B) Grafico de pesos (loadings)
das variaveis em cada componente (PC’s); C) Grafico Score Plot analise PLS-
DA; D) Grafico VIP Score analise PLS-DA; E) Grafico Score Plot da analise
OPLS-DA; F) Grafico VIP Score da analise OPLS-DA.*Imagens representativas.
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3. Hipotese

No contexto deste trabalho, apresenta-se a hipétese de que o estudo
ecotoxicoldgico e a analise metaboldmica baseada em RMN 'H, emerge como
uma estratégia eficiente no fornecimento de dados para a compreensido da
toxicidade de pesticidas a base de As em organismos aquaticos. A associagao
dessas duas metodologias de analise proporciona a obtencao tanto de dados
toxicoloégicos por meio da analise de toxicidade e estudo morfolégico, como de
dados metabdlicos/ bioquimicos, gerados a partir da analise metabolémica. Esta
estratégia deve contribuir para a compreensao ampla e detalhada dos potenciais

impactos de xenobidticos em organismos e no meio ambiente.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo Geral

Analisar o impacto biolégico causado pela exposicdo do MSMA em

embrides zebrafish (Danio rerio).

4.2. Objetivos Especificos

Determinar a concentragéo letal média (CLso) do MSMA, para ensaios
com embrides de zebrafish;

Avaliar os efeitos da exposigcao do zebrafish ao MSMA por meio de testes
de embriotoxicidade;

Obter os espectros de RMN 'H e identificar dos metabolitos presentes;
Detectar as diferengas entre metabdlitos nos grupos controle e expostos
por meio de estudo estatistico com analises univariada e multivariada;
Identificar as vias metabdlicas, bem como seus metabdlitos especificos,
que apresentaram alteragdes significativas apos exposigcdo ao MSMA;
Formular analise e interpretacdo bioquimica, explicando os perfis

metabdlicos apresentados.
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5. Metodologia

Esta pesquisa se desenvolveu por meio da colaboragao entre o Instituto
de Quimica e Biotecnologia (IQB) e do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude (ICBS) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL). Os experimentos de
exposicao dos embrides ao MSMA para determinacdo de ClLso, testes de
embriotoxicidade e teratogenicidade, e amostragem para analise metabolémica
foram realizados com o suporte e estrutura do Laboratério de Morfofisiologia
Animal Aplicada (LMAA), no ICBS.

As analises de RMN, bem como o estudo metabolémico foram realizados
com o apoio e estrutura do Nucleo de Analises e Pesquisa em Ressonancia
Magnética Nuclear (NAPRMN) da UFAL. Em todo o processo de criacao,
reproducdo e experimentagdo dos peixes utilizados nesta pesquisa foram
observados os critérios estabelecidos no guia n° 236 da Organizagéo para a
Cooperacgao e Desenvolvimento Econémico (OECD, 2013).

O projeto contou com aprovacao prévia do Comité de Etica para Uso de
Animais da Universidade Federal de Alagoas (CEUA-UFAL), protocolo n°
14/2021, aprovado em 11/2021, conforme documento anexo. Os procedimentos
para a criagdo e manutencdo do biotério do zebrafish, desenvolvimento dos
experimentos, incluindo as fases de exposi¢ao ao produto quimico, bem como a

obtengao das amostras para analise seguem descritos nos itens a seguir:

5.1. Agentes de exposicao

e MSMA pureza 98% (Sigma-Aldrich Labs®);

Agua destilada autoclavada;

e Corante azul de metileno;

e Meio para embrido/egg-water (750 mM KH2POg4; 250 mM Na2HPO4; 1,5
mM NaCl; 50 mM KCI; 500 mM CaCl2+2H20; 350 mM NaHCO3);

e 3,4-dicloroanilina (DCA) (Sigma-Aldrich Labs®);
Etanol PA 70% (Sigma-Aldrich Labs®).

5.2. Reagentes para amostragem
¢ Nitrogénio liquido (neutralizagcdo metabdlica);
¢ Metanol PA (Sigma-Aldrich Labs®) (extragdo metabdlica);
e Tampéo fosfato (D20 + TSP 98% — pH 7.4).
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O procedimento para preparacéo do tampao fosfato (pH 7,4) foi realizado
a partir de uma mistura de 28,85 g de fosfato dissédico anidro (Na2zHPO4 99,0%;
Sigma-Aldrich), 5,25 g de fosfato monossdédico anidro (NaH2PO4 99,0%; Sigma-
Aldrich), 0,146 g de 3-trimetilsilil-2,2,3,3-propionato-d4 de sodio (TSP 98%;
Sigma-Aldrich) e 1000 mL de agua deuterada (D20 99,8%; Sigma-Aldrich)
(BECKONERT et al., 2007).

5.3. Estudo ecotoxicolégico

5.3.1. Reproducao, analise e coleta de embrides zebrafish

Exemplares adultos da espécie Danio rerio, machos e fémeas, foram
adquiridos comercialmente (com aproximadamente 5 meses de idade). Os
animais foram mantidos no Biotério de Zebrafish do Laboratério de
Morfofisiologia Animal Aplicada do ICBS/UFAL.

Os animais passaram por processo de aclimatacdo durante duas
semanas, mantidos em aquarios de vidro de 5L, contendo até 05 peixes para
cada litro, em agua reconstituida a 26°C (ISO, 1996), com aeragéo constante,
sob fotoperiodo em ciclos claro/escuro constante de 14:10 horas e alimentados
trés vezes ao dia com ragao comercial para peixes. No preparo dos animais para
a reproducao, um grupo de 05 animais, (sendo 02 fémeas e 03 machos) foi
selecionado e transferido para tanques de desova algumas horas antes do inicio
do periodo escuro, no dia anterior ao teste. Diferentes individuos adultos foram

utilizados em cada replicata experimental (n=3) (Figura 11).

Figura 11. Processo de preparo do zebrafish para a reprodugéo.

| S . i . =
18 — ~2 L "ten 48 W\~ /)
horas M oo oo el e e e o et Y LR {7
= horas \¢ / horas \N //
Separagao de machos e Liberagao Coleta e contagem Contagem
fémeas de de ovos vidveis de larvas
feromdnios

e ovulos

Fonte: A autora, 2023.
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5.3.2. Experimento e analise estatistica para determinagao da CLso

Para o teste de determinagdo da CLso, realiza-se a desinfecgdo dos
embrides. A desinfecgcdo dos embribes foi realizada via terapia fotodinamica
(TFD), com o uso do corante azul de metileno. O modo de acdo da terapia
fotodinamica corresponde a um processo em que uma substancia
fotossensibilizante (neste caso, o azul de metileno) é ativada por uma luz em
determinado comprimento de onda, produzindo espécies reativas capazes de
causar a morte celular bacteriana. Desta forma, em termos de desinfeccéo, esta
substancia auxilia na redugdo de microorganismos presentes nos embrides
recém fertilizados (WAINWRIGHT, 2000). Apds a coleta e desinfecgao dos
embrides, estes foram encaminhados para analise de viabilidade com o auxilio
de uma lupa.

O ensaio de toxicidade aguda utilizando animais em estagio embrionario
(~2 a 96 horas) de zebrafish teve inicio apds a coleta de 270 ovos fertilizados e
viaveis em estagio de blastula, que foram distribuidos em 8 placas para cultura
com 24 pogos, uma para cada tratamento com MSMA aos grupos expostos e
controles. Os ovos foram dispostos individualmente em cada pogo da placa
contendo 2,0 mL do meio de exposi¢ao. Os tratamentos foram compostos por 01
controle negativo (meio para embrido/egg-water) e 06 grupos expostos em
concentragbes de MSMA como segue: 5, 15, 30, 45, 75 e 100mg L, e ao
controle positivo (3,4-dicloroanilina 4%). A exposi¢ao foi do tipo semi-estatica,
com trocas dos tratamentos a cada 24 horas pés exposicao (hpe). O experimento
foi realizado em triplicata (n=3).

A selecéo dos valores minimos e maximos das concentragées de MSMA
obedeceu aos critérios estabelecidos pelo guia OECD n° 236, em que se
preconiza a utilizagdo de doses nao superiores a 100mg L' como limite superior
para bioensaios de exposicdo com embrides de zebrafish (OECD, 2013). Os
embrides foram incubados em estufa BOD por 96 horas, sob temperatura de
26°C e fotoperiodo de 14:10. Durante a exposicao, a cada 24 horas, os embrides
foram checados, com o uso de uma lupa, para o calculo da taxa de mortalidade,
de acordo com o guia OECD 236, 2013. Ao final dos experimentos, os embrides
foram eutanasiados com nitrogénio liquido e acondicionados em tubos de

eppendorf de 1,5 mL contendo formaldeido 4%, por 24 horas e apos isto,
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retirados do formol e imersos em novos tubos com etanol PA 70% e mantidos
em freezer (temperatura -20°C). Para a analise estatistica, o calculo da CLso foi
realizado por meio de regressao Probit, via software Excel (MSOffice®). Para
calcular a CLso por Probit, os valores de concentragdes obtidos do teste definitivo
foram convertidos em log de concentragdo % com as devidas corregdes. A
percentagem de mortalidade de 0 a 100 foi corrigida antes do calculo para
determinagao da dosagem média de mortalidade (a dose em que se obtém 50%
de mortalidade no grupo tratado) conforme segue: férmula corrigida em
percentuais (%) - para cada 1 mortalidade, 10% no calculo. Em 0% de
mortalidade: 100 (0,25/n) e para 100% de mortalidade: 100 (n-0,25/n), em que
“n” refere-se ao numero de peixes utilizados no experimento. Os valores Probit
em % de mortalidade correta foram obtidos através da Tabela de transformacéao
Probit.

5.3.3. Teste de embriotoxicidade (FET)

Para o experimento de embriotoxicidade (Fish embryo acute toxicity —
FET), os embrides foram expostos a cinco tratamentos, contendo 10 embrides
em cada grupo, alocados em placas de 24 pogos, um embrido em cada pogo. A
exposi¢ao obedeceu os limites inferior e superior de concentragcdes de MSMA,
isto €, 10mg L' para a concentragdo minima de MSMA e 60mg L' para a
concentracdo maxima.

A escolha das concentragdes foi realizada conforme resultados do teste
para determinagao de CLso obtidos neste estudo. Os grupos foram divididos em
controle positivo (3,4-dicloroanilina 4%), controle negativo (meio para embrido)
e 03 grupos expostos em concentragdes seriadas de MSMA, sendo: 10 mg L,
30 mg L' e 60 mg L-'. O grupo controle positivo, exposto apenas com DCA teve
como finalidade a confirmacgao da mortalidade entre 20 e 80%, validando assim
o teste de exposi¢cao apds 96h, conforme o teste n° 236 do guia OECD, 2013.

O experimento foi realizado em triplicata (n=3), totalizando 30 larvas para
cada tratamento. Ao final, as larvas foram eutanasiadas com nitrogénio liquido e
alocadas em tubos de eppendorf com formaldeido 4% e apdés 24 horas,

acondicionados em novos tubos contendo etanol PA 70%, para posterior analise
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morfoldgica. O total de embrides utilizados neste experimento foi de 150. A figura
12 apresenta um esquema sucinto das principais etapas do FET.

Durante a exposi¢cao ao MSMA, os embrides e larvas foram avaliados a
cada 24 horas considerando os seguintes parametros: mortalidade, taxa de
eclosao, numero de batimentos cardiacos, numero de movimentos expontaneos,
desprendimento caudal, malformagdes, pigmentagédo e presenca de somitos e
otdlitos. Para a avaliacdo da taxa de movimentos espontaneos e afericdo de
batimentos cardiacos foram utilizados um crondmetro digital e um contador
manual mecanico, respectivamente, respeitando o cronémetro de 60 segundos.

Esta primeira analise ocorreu no periodo de 24 horas pds exposi¢ao (hpe).

Figura 12. Esquema das etapas resumidas do bioensaio com exposicdo do
zebrafish ao MSMA.
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Fonte: A autora, 2023.

Na avaliacdo da taxa de batimentos cardiacos foram utilizados os
mesmos equipamentos descritos acima, sendo que esta analise foi executada
nos periodos de 48 e 72 horas pos exposi¢cao. Em todos os experimentos de
exposi¢cao aguda ao MSMA, com duragéo total de 96 horas, os embrides/larvas
foram analisados em um estéreomicroscoépio binocular (lente 40x) e uma lupa, a
cada 24 horas, considerando os parametros A, B e C (Figura 13), como segue

abaixo (de acordo com recomendac¢des OECD n° 236/2013):

A - Parametros nao letais: Taxa de eclosao (24, 48, 72, 96 h); Movimento
espontaneo (24 h); Batimento cardiaco (48 h); Pigmentac&do e despigmentacgéo
do embrido/larva (24, 48, 72, 96 h);

B - Parametros letais: Coagulagdo do embrido (0 e 24 h); cauda ndo isolada
(24, 48, 96 h); presenga/formagao de somitos (24, 48, 96 h);
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C - Efeitos teratogénicos: Presenca de escoliose (24, 48, 96 h); raquitismo (24,
48, 96 h); deformacgédo do vitelo (24, 48, 96 h); retardo do crescimento e
desenvolvimento geral do animal (24, 48, 72, 96 h).

Figura 13. Parémetros de analise do zebrafish em experimento de ecotoxicidade;
a) efeito letal: embrido coagulado/morte; b) efeito teratogénico: presenga de
lordose espinhal e edema cardiaco c¢) efeitos n&o letais: auséncia de separacao
entre o pedunculo caudal e o saco vitelinico; d) auséncia de somitos e presenga
de edema cardiaco.

Fonte: Extraido e adaptado de
http://www.biologico.sp.gov.br/publicacoes/comunicados-documentos-
tecnicos/comunicados-tecnicos/uso-de-embri%C3%B5es-de-peixe-zebra-em-
ecotoxicologia, acesso em 28/01/2023.

5.3.4. Analise morfométrica

Para o estudo morfométrico foram obtidas fotomicrografias das larvas por
meio de um microscépio de luz acoplado a camera digital do computador,
utilizando do software Opticam™ (Figura 14A e B). A avaliagdo morfométrica foi
realizada com o uso do software Imaged e a analise estatistica foi feita no
software Prism 8.0 GraphPad®. Todas as fotomicrografias foram realizadas nos
periodos de 24 e 96 hpe. As analises consistiram na afericdo do comprimento

total das larvas (Figura 14A), da altura da cabega em eixo longitudinal (regiao do


http://www.biologico.sp.gov.br/publicacoes/comunicados-documentos-tecnicos/comunicados-tecnicos/uso-de-embri%C3%B5es-de-peixe-zebra-em-ecotoxicologia
http://www.biologico.sp.gov.br/publicacoes/comunicados-documentos-tecnicos/comunicados-tecnicos/uso-de-embri%C3%B5es-de-peixe-zebra-em-ecotoxicologia
http://www.biologico.sp.gov.br/publicacoes/comunicados-documentos-tecnicos/comunicados-tecnicos/uso-de-embri%C3%B5es-de-peixe-zebra-em-ecotoxicologia
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encéfalo até a boca), area dos olhos e area do saco vitelinico (escala em pm?)
(Figura 14 B) (KIMMEL et al., 1995; JARQUE et al., 2020).

Figura 14. Parametros morfométricos avaliados nas larvas de zebrafish expostas
ao MSMA por 96h. A) Comprimento total (escala em um). B) Altura da cabecga
(um), area de saco vitelinico e area dos olhos (um?).

- S
- - =

. -
= s L=
== MR g TS g

-
Y S

3,328 uym
500 um

Altura da cabega

dos olhos
Area do saco vitelinico

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

5.3.5. Analise estatistica do Zebrafish Embryotoxicity Test (ZET)

Para a analise estatistica dos dados obtidos foi utilizado o software de
analise estatistica Prism 8.0 GraphPad®. Para verificacdo da normalidade dos
dados sem especificacdo de parametros, realizou-se analise estatistica com
regressao linear, seguido do teste t de Student.

Na regresséao linear, utilizamos uma equagao para modelar a relagéo
entre uma variavel dependente e uma ou mais variaveis independentes. As
analises estatisticas tiveram como base o nivel de significancia p < 0,05. Apos a
normalizagdo dos dados, estes foram submetidos a analise ANOVA-One way,
para a comparacao da média dos resultados entre os diferentes grupos tratados

com o grupo controle.
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5.4. Bioensaio para estudo metaboléomico
5.4.1. Exposicdo e amostragem para espectroscopia de RMN 'H

Para a obtengdo do homogenato foram expostos 04 grupos com 150
embrides em cada (~2 horas p06s fertilizagdo) durante 96 h. Os grupos seguiram
0 seguinte padrao: grupo controle (meio para embrido); 03 tratamentos (MSMA
10, 30 e 60 mg L"). O experimento foi realizado com 8 replicatas. Os embrides
foram expostos em placas de Petri (20 embrides em cada) com 40 mL e
béqueres de vidro (50 embrides em cada) com 100 mL das solugbes de
exposicao e controle, para cada concentragao. A cada 24 horas foram realizadas
as trocas dos tratamentos (exposicdo semi-estatica), a fim de garantir a
constancia do grau de bioconcentragdo do agente quimico na agua de
exposi¢cao, bem como retirada dos embrides coagulados/mortos.

Ao final das 96 horas as larvas foram agrupadas em pools para 0 mesmo
tratamento e congeladas em nitrogénio liquido, a fim de interromper
completamente a atividade enzimatica e metabdlica. Para a realizagcdo desta
etapa, foi desenvolvido um protocolo de amostragem (Figura 15) adaptado de
acordo com CHEN et al., (2020) e TENG et al., (2018), respeitando as devidas
adaptacgdes (Apéndice 1).



58

Figura 15. Esquema do protocolo de amostragem de tecidos (embrides/larvas)
de zebrafish para analise metabolémica baseada em RMN 'H.
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Fonte: A autora, 2023.

5.5. Pré-processamento dos dados e obtencio dos espectros de RMN 'H

Os espectros de RMN foram obtidos por meio de um espectrémetro
Bruker 600 MHz Avance lll (Bruker BioSpin, Alemanha), operando na frequéncia
de 600,13 MHz e equipado com a sonda PA BBO 600S3 BBF-H-D-05 Z SP. As
analises foram realizadas utilizando a sequéncia de pulso NOESYPR1D, com
pré-saturacao do sinal da agua. Os parametros experimentais foram definidos
com tamanho do FID de 65536 pontos, largura espectral com 20.0290 ppm,
tempo de aquisicao de 2,7 segundos, tempo de relaxacdo de 4 segundos, 256
scans e temperatura controlada a 298 Kelvin ou 25°C (BECKONERT et al., 2007;
KIM et al., 2019).

A matriz de dados foi processada via software TopSpin™ 4.0.8, passando
por transformada de Fourier para converter o FID (espectro de decaimento da
energia em fungdo do tempo) em um espectro de intensidade em fungédo da
frequéncia, incluindo ajuste de fase e calibragdo do TSP em 0.00 ppm. A
correcao de fase foi aplicada para maximizar a simetria de todos os sinais em
todas as regides do espectro, minimizando a distor¢ao dos picos, especialmente
os de baixa intensidade (EMWAS et al., 2018). Por fim, foram gerados 28
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espectros, relativos a 7 amostras de cada grupo (7n), sendo 7 amostras para o
controle e 7 amostras para cada um dos 3 grupos tratados com MSMA,

totalizando 28 amostras.

5.5.1. Analise de dados espectrométricos e estudo estatistico

O tratamento e o processamento dos espectros obtidos (filtragem e
binning — 0.001 ppm), bem como a identificacdo dos metabdlitos foram
realizados com o uso dos softwares RStudio e Chenomx® Inc, respectivamente.
Para a realizagcao da analise multivariada, as matrizes foram pré processadas a
fim de gerar os dados com as integrais dos sinais metabdlicos identificados.

Em seguida, foram executadas as analises de metabdlitos discriminantes
utilizando métodos quimiométricos de analise de componentes principais (PCA),
analise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA) e projec¢des
ortogonais para analise discriminante de estruturas latentes (OPLS-DA). Os
dados das amostras sofreram normalizagdo quantilica, transformacéao
logaritmica e foram escalonados de acordo com o método de pareto (Centrados
na média e divididos pela raiz quadrada do desvio padréo).

O intervalo de confianga adotado foi de 95% e comparagdes entre controle
e cada grupo tratado foram realizadas, incluindo validagdo cruzada e
permutacdo, para as analises PLS-DA e OPLS-DA. Os metabolitos
discriminantes foram selecionados pela combinag¢do baseada no VIP score da
analise PLS-DA. Mapas de calor, graficos de analises PCA, PLS-DA e OPLS-
DA, bem como graficos de analise de vias metabdlicas, foram gerados por meio
da plataforma on-line MetaboAnalyst 5.0 (http://www.metaboanalyst.ca/). As

amostras de zebrafish expostos somente em meio para embrido (egg-water)
foram utilizados como grupo controle qualitativo na analise estatistica. Por fim, a
atribuicdo dos metabdlitos e analise das vias metabdlicas foram avaliadas por
meio da comparagao com banco de metabdlitos e vias metabdlicas da biblioteca
Danio rerio KEGG, disponivel em

(https://www.genome.jp/kegg-bin/show_organism?org=dre) (WISHART, 2011).



http://www.metaboanalyst.ca/
https://www.genome.jp/kegg-bin/show_organism?org=dre

RESULTADOS & DISCUSSAO




61

6. Resultados e Discussao
6.1. Avaliagao ecotoxicolégica
6.1.1. Determinacgao da CLso

Com base nos resultados obtidos a partir dos experimentos laboratoriais
e anadlise estatistica, estimou-se a CLso para os grupos expostos no periodo de
96h em 74 mg L' de MSMA.

De acordo com Vanitha et al., 2017, a tolerancia de peixes expostos a
compostos arsénicos pode variar, quando se refere ao periodo de 96h, sendo
que a CLso pode estar entre 10.8 mg L' e 105 mg L', a depender do composto
avaliado (US EPA, 1985). Os resultados do experimento demonstraram que
concentragdes abaixo 20 mg L' de MSMA n&o causaram efeitos visiveis nos
peixes em relacdo a sua morfologia e desenvolvimento. Esses resultados
sugerem baixa toxicidade nessa faixa de concentragao, como constatado por
estudos realizados com diferentes espécies e compostos arsénicos (WU et al.,
2018; DAS et al., 2012; SHAW et al., 2007).

Por exemplo, a CLso do arsenito de sddio (As inorganico) foi verificada
apos a exposicao de um peixe teledsteo (espécie Channa punctatus) e os
resultados verificados pelos autores indicaram uma CLso de 42 mg L', com uma
taxa de mortalidade no padrdo concentragdo-dependente (DAS et al., 2012).
Adicionalmente, Schlenk et al., 1997, avaliaram os efeitos do metilarsinato de
sodio em peixes juvenis da espécie Silurus glanis (nome comum catfish ou peixe
gato), obtendo uma CLso de 4,7 g L™, considerando o peso de cada animal
exposto de aproximadamente 80 gramas. Nestas comparagdes, vale considerar
as diferengas entre os compostos arsénicos (inorganicos e organicos), bem
como o tamanho, massa corporal total e idade do animal exposto.

Por outro lado, concentragbes acima de 50 mg L' de MSMA
demonstraram efeitos subletais consideraveis na morfologia e desenvolvimento
dos animais estudados. Em maiores concentracbes, foram observadas
alteragcbes como reducdo de movimentos espontaneos, atraso na ecloséao,
alteragdes nos batimentos cardiacos, letargia, despigmentag&o, malformacao e
aumento na taxa de mortalidade, o que sugere potencial toxicidade da

substancia. Similarmente, Wu et al., 2018 observaram retardo no crescimento e
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malformacdes tais como edema de pericardio e de saco vitelinico apés a
exposicao de embrides zebrafish ao arsenito, um composto arsénico inorganico.

Ainda, Perumal et al., 2021 observaram que a exposicdo de larvas
zebrafish ao As em diferentes concentragées (0 — 0,30 mg L") por 72h causou
deformidades na coluna vertebral, na cauda e na cabega, bem como
cardiotoxicidade, com presenca de edema de pericardio e alteracbes nos
batimentos cardiacos. Os autores sugeriram que o aumento da incidéncia de
edema pericardico pode estar relacionado a reducgao significativa de gata4 no
grupo exposto ao As. O fator de transcricdo gata4 € necessario para a
sobrevivéncia e proliferagcao de cardiomidcitos na cardiotoxicidade induzida por
drogas e, com isto, os resultados dos autores foram reforgados pela analise de

regulagéo génica.

Figura 16. CLso para exposi¢cao de embrides zebrafish ao MSMA. Gerado via
software Excel (MS Office). O Grafico apresenta a curva de efeito da taxa de
mortalidade dos zebrafish em resposta ao aumento da concentracdo de
metilarsinato de sédio (MSMA). O eixo y apresenta o percentual de mortalidade
de 0 a 100%, enquanto o eixo x expressa as concentragdes de 0 a 100 mg L
de MSMA.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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Observa-se um aumento gradual na taxa de mortalidade a partir de 10 mg
L' de MSMA (Figura 16). No entanto, nesse nivel, a mortalidade ainda se
manteve dentro da faixa de tolerancia de 10%, considerando que mesmo o grupo
de controle pode apresentar até 10% de mortalidade sem afetar a validade dos
resultados experimentais de acordo com critérios do manual de validagcao de
bioensaios com zebrafish da OECD n° 157 (OECD, 2011). Assim, a medida que
a concentracdao de MSMA aumenta, a curva da taxa de mortalidade se acentua.

Em 40 mg L' de MSMA, a mortalidade atinge cerca de 30% e segue
aumentando até que atinge o percentual na faixa de 50% préximo da
concentragéo de 75 mg L. A partir dessa concentragdo, a taxa de mortalidade
aumenta significativamente, atingindo 70% no grupo exposto a 100 mg L' de
MSMA. Esses resultados indicam que o MSMA apresenta alta toxicidade, com
uma relagdo concentragdo-dependente. Em outras palavras, quanto maior a

concentragédo, maior a letalidade do composto.

6.1.2. Embriotoxicidade

Os resultados da analise de embriotoxicidade demonstraram que a taxa
de sobrevivéncia de embrides de zebrafish expostos a 30 mg L' de MSMA foi
reduzida de 100% (em 24 h) para 85% a 48 h, com redugdo acumulativa para
75% na analise de 96 h. Seguindo este mesmo padréo, os animais expostos ao
MSMA 60 mg L' apresentaram taxa de sobrevivéncia de 70% em 72 h, com
reducao em relagdo ao percentual inicial para 50% em 96 h (Figura 17A).

Além disso, observou-se reducao/retardo na taxa de eclosdo de embrides
tratados com MSMA 60 mg L-' em comparag&o com os outros grupos tratados e
controle (Figura 17B). Este achado fornece dados importantes sobre o impacto
toxico do MSMA ja a partir de 30 mg L' na exposigdo aguda (até 96 h), ja que
inumeras substancias téxicas podem afetar o desenvolvimento embrionario e a
formagdao adequada dos tecidos e 6rgaos do zebrafish. Isto pode levar a
anormalidades no desenvolvimento e atraso na maturagcdo necessaria para a
eclosdo. Assim, é possivel que o MSMA tenha causado disfuncdes na estrutura
locomotora e alteracbes no desenvolvimento neuromuscular, impactando

diretamente as atividades de eclosao e natagao da larva (PEREIRA et al., 2019).
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Além disso, Wang et al., 2020 verificaram severas malformacdes e
disfuncbdes locomotoras nos zebrafish expostos a um composto arsénico. Os
pesquisadores realizaram exposi¢ao de larvas zebrafish nas concentragdes de
0 a 1,3 mg L de arsenito por 120 h, observando ao final do experimento que os
animais expostos apresentavam retardo de eclosdo bem como lordose espinhal.
Adicionalmente, estudos anteriores sugeriram que tais disfungdes podem estar
associadas a redugao da expressao do horménio do crescimeto (GH/IGF)
(traduzido do inglés growth hormone), uma vez que GH e IGF s&o fatores de
crescimento que exercem efeitos troficos sobre regeneracao do sistema nervoso
central e sistema nervoso periférico, e portanto essenciais no

neurodesenvolvimento do peixe (BIANCHI et al., 2017).

Figura 17. A) Taxa de sobrevivéncia (%) dos embrides/larvas zebrafish durante
exposicdo ao MSMA pelo periodo de 96 h; B) Taxa de ecloséo (%) dos
embrides/larvas zebrafish.
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Fonte: A autora, 2023.

Neste sentido, associado aos resultados de taxa de eclosao, verificou-se
ainda que a taxa de movimentos espontaneos, na analise de 24 h, também
mostrou queda significativa de acordo com o aumento da concentragdo de
exposicdo (Figura 18A). Novamente, o grupo exposto em MSMA 60 mg L
apresentou maiores alteragdes, reforcando a hipotese de impacto
neuromuscular no animal. Na analise estatistica dos batimentos cardiacos foi
observado um aumento no numero de batimentos cardiacos por minuto, em

especial nos grupos tratados em MSMA 30 mg L' e 60 mg L', comparados aos
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grupos controle e tratado com MSMA 10 mg L, indicando presenca de
taquicardia progressiva nos periodos avaliados (Figura 18B).

Este comportamento se acentua conforme a concentracdo de MSMA e o
tempo de exposicdo aumentam (48 e 72 h), sugerindo que a cardiotoxicidade do
MSMA nos embrides de zebrafish é do tipo concentracdo-dependente, bem
como tempo-dependente. Assim, é possivel estimar uma concentracao critica de
exposi¢cdo ao MSMA a partir de 30 mg L' em 72h, com percentuais de 85% de
sobrevivéncia (considerando queda de 15%) e de 65% de taxa de ecloséo
(queda de 35%).

Corroborando estes achados, a analise morfolégica demonstrou que
houve edema de pericardio em embrides, analisados em 96 h, no grupo de
exposi¢cdo ao MSMA 60 mg L' (Figura 18D). Ainda, a taxa elevada de edema de
pericardio sugere que a toxicidade cardiaca induzida por MSMA pode ocorrer a
partir de 30 mg L', o que é consistente com outros trabalhos que indicaram que
compostos arsénicos podem causar impactos na fungdo cardiaca, ritmo
cardiaco, volume sistolico e débito cardiaco (BALAKUMAR & KAUR, 2009;
PERUMAL et al., 2021).

Figura 18. A) Numero de movimentos espontdneos - 24 h; B) numero de
batimentos cardiacos (48 e 72 h) em zebrafish expostos ao MSMA por 96 h.
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Neste contexto, sugere-se que o MSMA pode estar interferindo a entrada
de Ca™ acoplado a excitagao, podendo afetar o musculo cardiaco (PERUMAL

et al., 2021). Experimentos anteriores, in vitro, utilizando cardiomiocitos
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demonstraram que o arsénio esta associado a toxicidade cardiaca, induzindo
arritmia cardiaca e aumentando a taxa de apoptose em cardiomiécitos, como
consequéncia da producado de espécies reativas de oxigénio, bem como a
indugdo de sobrecarga de Ca*" extracelular (REBUZZINI et al., 2015). Desta
forma, os resultados do presente estudo fornecem evidéncias importantes sobre
a toxicidade cardiaca do MSMA, evidenciada pela presenca de edema de

pericardio, o qual teve ocorréncia a partir da concentracgao a partir de 30 mg L.

6.1.3. Analise morfométrica

O grupo controle positivo (tratado com DCA 4%) apresentou 100% de
mortalidade em 24 hpe. Todos os embrides do grupo controle positivo
apresentaram algum dano morfolégico, tais como ma formagao e ou auséncia
da cabecga, auséncia de somitos e coagulos. Estes fatores sdo condizentes com
os parametros de letalidade exercidos pelo composto DCA verificados na
literatura (HORIE et al., 2017). A verificagdo de batimentos cardiacos, bem como
a taxa de eclosdo, ocorreram em 48 e 72 hpe.

Na analise em 24 hpe, verificou-se que o grupo tratado com MSMA 10 mg
L-' ndo apresentou alteragdes morfoldgicas significativas quando comparado ao
grupo controle (Figuras 19A e B). Na analise do grupo tratado em MSMA 30 mg
L, foi verificado que algumas larvas apresentaram redug&o no desenvolvimento
de somitos e desprendimento prematuro de cauda do saco vitelinico (Figura
19C). Estes achados demonstram o efeito acelerador metabdlico do MSMA
(ANDRADE et al., 2016), ja que o grupo controle referéncia nao apresentou o
desprendimento da cauda na analise de 24 hpe.

Ja os embrides do grupo tratado com MSMA 60 mg L' apresentaram
repostas similares ao grupo tratado em MSMA 30 mg L', entretanto mais
acentuadas, tais como a reducao na formagao de somitos e desprendimento
prematuro da cauda (Figuras 19C e D), fato que condiz com o desenvolvimento
corporal reduzido ao longo do periodo de exposigédo até 96 hpe (YANG et al.,
2009; ACHENBACH et al., 2020).

Em relagdo ao grupo tratado com MSMA 60 mg L', este apresentou
alteragdes morfologicas mais evidentes tanto nas analises em 24 hpe como em

96 hpe. Entre elas, verificou-se presenca de edema de pericardio mais
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acentuado em comparagdo com o grupo tratado em MSMA 30 mg L' e retardo
no desenvolvimento corporal.

Além disso, o grupo tratado com MSMA 60 mg L' foi o grupo com maior
taxa de letalidade, apresentando uma média de aproximadamente 48% de
mortalidade, valor levemente acima do apresentado no bioensaio para
determinacdo da ClLso, que indicou taxa de aproximadamente 42% de
mortalidade. Entretanto, essas diferencas nao interferem na validade de ambos
testes, considerando como um desvio padrao aceitavel em muitos estudos
estatisticos, especialmente quando se trabalha com amostras biolégicas ou
fendmenos naturais que podem apresentar variabilidade inerente (KRAMER et
al., 2016).

Figura 19. Embrides zebrafish analisados em 24 h. A) Embrido grupo controle
negativo com presenca de somitos (formag¢ao normal); B) Embrido grupo tratado
MSMA 10 mg L™"; C) Embrido grupo tratado MSMA 30 mg L-'; D) Embrido grupo
tratado MSMA 60 mg L. As setas -> indicam as regides de formagao de somitos
em que, grupo controle (A) e exposto em MSMA 10 mg L' (B) apresentam
formagao normal de somitos, enquanto grupos expostos em 30 mg L' (C) e 60
mg L' (D) apresentam deficiéncia ou auséncia de somitos.
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Figura 20. Larvas zebrafish analisadas em 96 hpe. A) Larva do grupo controle
negativo com fendtipo normal; B) Larva do grupo tratado MSMA 10 mg L™'; D)
Larva grupo tratado MSMA 30 mg L™'; E) Larva grupo tratado MSMA 60 mg L.
Legenda das setas com as principais malformagdes verificadas durante as
analises: (bni) bexiga natatéria inflada; (dpg) despigmentacéo; (esv) edema de
saco vitelinico; (asm) auséncia de somitos; (edp) edema de pericardio; (rto)
reducao tamanho dos olhos e (lor) lordose espinhal.
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Fonte: A autora, 2023.
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Durante a analise das larvas expostas em 96 horas, observou-se
alteragdes morfolégicas mais acentuadas e visiveis (Figura 20). Os animais do
grupo controle apresentaram desenvolvimento normal, com taxa de ecloséo e
sobrevivéncia condizentes a outros estudos ecotoxicologicos com zebrafish
(CHOUSIDIS et al., 2020; CHEN et al., 2020; TENG et al., 2018).

A andlise do grupo exposto em 10 mg L' de MSMA apresentou alteragbes
sutis e poucas diferengas se comparado ao grupo controle. Neste caso, a
alteragado mais comum neste grupo foi a despigmentagao, ocorrendo em mais de
60% das larvas (Figura 21). Ainda, de acordo com o grafico da figura 21, outras
malformagdes incluiram retardo no crescimento, que acometeu 11% do grupo
exposto, 22% apresentaram deformidades na regido do vitelo e 6%

apresentaram lordose espinhal discreta.

Figura 21. Frequéncia de alteragcbes morfolégicas apresentadas no grupo de
animais que apresentaram alguma alteragao morfolégica devido a exposi¢céo ao
MSMA na concentragdo 10 -'.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

A andlise do grupo exposto na concentragdo de 30 mg L' do MSMA
indicou que este grupo sofreu impactos mais visiveis em seu desenvolvimento
morfoldgico. A figura 22 expressa a frequéncia das alteragdes morfoldgicas neste
grupo de tratamento. Adicionalmente, a figura 20C exemplifica, com uma larva

referéncia do grupo tratado com MSMA 30 mg L' as principais malformagdes
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apresentadas. Novamente, a despigmentagdo (28%) foi a alteracdo mais
frequente nos animais avaliados. As larvas expostas em MSMA 30 mg L
também apresentaram edema de pericardio discreto (17%), retardo no
crescimento (20%), deformidade no vitelo (13%), lordose espinhal discreta (17%)
e auséncia de somitos (4%). De acordo com os resultados da analise
morfoldgica, o grupo exposto em MSMA 30 mg L' teve maiores impactos quando
comparado ao grupo exposto em MSMA 10 mg L', o que possivelmente sugere

maior toxicidade do MSMA em doses mais elevadas (> 30 mg L ).

Figura 22. Frequéncia de alteragcbes morfolégicas apresentadas no grupo de
animais expostos ao MSMA na concentragdo 30 mg L.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Em relagdo ao grupo tratado em MSMA 60 mg L', observou-se que o
MSMA afetou o crescimento, bem como a formacao de diversas partes do corpo,
incluindo a cabeca e os olhos (Figura 20D). A analise de frequéncia de
apresentada na figura 23 expressa diferentes tipos de alteragdes, entre elas:
edema de pericardio (14%), retardo no crescimento (20%), deformidades e/ou
edema no vitelo (11%), lordose espinhal leve e acentuada (20%),
despigmentacao (23%) e auséncia de somitos (11%). Esses resultados indicam
que a exposi¢cao ao MSMA tem efeitos adversos no desenvolvimento morfoldgico
dos animais avaliados, com uma variedade de malformagdes deletérias e que

impactam diretamente na sobrevivéncia do peixe.
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De maneira similar, estudos anteriores ja reportaram que a exposi¢céo de
peixes a compostos arsénicos, principalmente as formas inorganicas, provoca
malformagdes importantes tais como edema de saco vitelinico, edema de
pericardio e neurotoxicidade (WU et al., 2018; JING et al., 2012).

Figura 23. Frequéncia de alteragbes morfolégicas apresentadas no grupo de
animais expostos ao MSMA na concentragédo 60 mg L.

Frequéncia de alteragées morfoldgicas zebrafish (MSMA 60mg L)

Edema pericardio —%
Retardo no crescimento —%
Deformacao de vitelo —%
Auséncia de somitos _%

0 5 10 15 20

B Frequéncia absoluta (fi) M Frequéncia relativa (fr)

Fonte: Elaborados pela autora, 2023.

Adicionalmente, a analise de parametros morfométricos especificos
demonstrou que houve reducio corporal consideravel de acordo com o aumento
da concentracio de exposigcao. Estes achados corroboram os estudos anteriores
sobre a toxicidade do As, os quais indicaram que a exposicao do zebrafish ao
metal promoveu inUmeras deformidades e retardo no desenvolvimento geral do
peixe (PERUMAL et al., 2021; WU et al., 2018; SCHLENK et al.,1997).

Os gréficos a seguir mostram as frequéncias das alteragées morfologicas
que impactaram o desenvolvimento dos peixes expostos ao MSMA neste
estudo. Os resultados demonstraram retardo no crescimento corporal geral em
96 h, entretanto, as areas corporais do zebrafish apresentaram desenvolvimento
precoce na analise de 24 h, tais como o desprendimento prematuro da cauda da

regido do saco vitelinico, como demonstrado na Figura 20D.
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Figura 24. Parametros morfoldgicos avaliados em zebrafish expostos ao MSMA
por 96 h. A) Comprimento total (mm); B) Avaliagdo da altura da cabega (mm).
(*Dispersao - média com intervalo de classe).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

De acordo com o grafico de dispersao da figura 24A, observa-se a
diminuicado no desenvolvimento corporal das larvas tratadas com o MSMA,
comegando desde a concentragdo mais baixa (10 mg L") até a concentragdo
mais alta (60 mg L"), seguindo uma tendéncia de redugdo continua. O grupo
exposto na concentragdo mais alta apresentou heterogenia tipica que é
verificada nas amostras mais distantes da média geral. Isto aponta para as larvas
com tamanho corporal bastante reduzido, as quais sofreram maiores impactos
em virtude da exposicao.

Portanto, se comparado ao grupo controle (CA), o grupo tratado com a
concentragdo de MSMA 60 mg L' apresenta uma diferenga média (~20%)
inferior no desenvolvimento corporal das larvas. Por outro lado, os grupos
tratados com as concentragdes intermediarias de MSMA, 10 mg L' e 30 mg L™,
nao demonstraram diferengas significativas entre si. No entanto, quando estes
grupos sao comparados ao grupo controle, é possivel observar o impacto da
exposi¢cao ao MSMA no desenvolvimento geral destes animais. Esses resultados
evidenciam o carater concentracdo-dependente do MSMA em relacdo ao seu
potencial toxico. Assim, de acordo com o estudo de Das et al., 2011, a taxa de
sobrevivéncia de peixes expostos a compostos de As cai de acordo com o

aumento da concentracdo de exposicdo. Os autores utilizaram um peixe
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teleésteo como modelo e realizaram a exposicdo com concentracdoes
crescentes, verificando um aumento de, além da taxa de mortalidade,
hepatotoxicidade e disturbios no metabolismo de aminoacidos.

Assim, de forma semelhante, a figura 24B também demonstra uma
reducdo na média da altura da cabega das larvas nos grupos tratados.
Novamente, o grupo tratado com MSMA 60 mg L' apresenta impactos
significativos em relagao aos outros grupos, especialmente em comparagao ao
grupo controle. Sugere-se entdo que o MSMA causou danos importantes na
estrutura craniofacial, formagdo da cabeca e possivelmente em estruturas
relacionadas ao desenvolvimento neurolégico do animal.

Essa conclusao é respaldada pela reducéo visivel do tamanho da cabeca,
indicada no grafico da figura 24B e também pela alteracéo na area ocular total
mostrada no grafico B da figura 25. Além disso, as alteracbes observadas no
desenvolvimento corporal das larvas tratadas com MSMA pode estar associada
a diversos impactos e danos na fisiologia embriolarval do peixe, tanto em niveis
subletais quanto letais. Neste contexto, a figura 25A apresenta os impactos
observados no saco vitelinico, orgdo que desempenha um papel crucial no
fornecimento de nutrientes durante as fases iniciais do ciclo de vida do
organismo (SANT & TIMME-LARAGY, 2018).

Figura 25. A) Area do saco vitelinico (mm?); B) Area dos olhos do zebrafish

(mm?). (*Dispersdo - média com intervalo de classe - medidas em mm?);
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Considerando os resultados da analise da area do saco vitelinico nas

larvas estudadas, observou-se que o grupo exposto ao MSMA concentragao de
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30 mg L' apresentou os maiores impactos nesse aspecto, seguido pelo grupo
exposto a 60 mg L-'. Nessas larvas, foi observado um elevado indice de edema
de saco vitelinico, o que pode indicar disturbios na absor¢cdo dos nutrientes
disponiveis no vitelo. Essa disfungdo compromete a funcéo de suporte nutricional
e de protecado para o embrido e a larva em crescimento. Vale mencionar que o
vitelo € uma fonte essencial de proteinas, lipidios, carboidratos, vitaminas e
minerais necessarios para o crescimento e desenvolvimento adequados dos
embrides de peixe (BRUCE, 2016).

Neste sentido, a exposicdo a diferentes compostos quimicos pode afetar
a taxa de absorcido desses nutrientes pelo peixe, o que tem implicagdes
significativas na percepgcao do embrido sobre a disponibilidade de nutrientes e
seu metabolismo. Por exemplo, um embridao exposto a substancias toxicas pode
ter uma demanda metabdlica maior, levando ao esgotamento prematuro do vitelo
e resultando em uma reducgao drastica da energia disponivel (SANT & TIMME-
LARAGY, 2018). Por outro lado, se os transportadores responsaveis pela
absorcao do vitelo forem inibidos ou insuficientes, a utilizacdo do vitelo é
prejudicada, indicando uma deficiéncia energética (HALBACK et al., 2020).
Portanto, tanto taxas aumentadas quanto diminuidas de utilizacdo do vitelo
podem ser altamente prejudiciais para o embrido do zebrafish.

Coral et al., 2021 identificaram edema de saco vitelinico e de pericardio
apés a exposicdo de embrides zebrafish ao As em altas concetragdes.
Curiosamente, os autores verificaram que apds a exposi¢ao de 96 h em baixas
concentragdes (0.5 a 1.00 mM) ocorreu maior utilizagdo dos nutrientes do saco
vitelinico, com reducéo de sua extensao. Por outro lado, concentracdes elevadas
(> 3.30 mM) provocaram disturbios na utilizagdo dos nutrientes do saco vitelinico,
com potencial formacdo de edema e desencadeando outros distubios no
desenvolvimento morfolégico do peixe.

A principal forga motriz da epibolia (Figura 7), fase do desenvolvimento
embrionario em que o embrido é recoberto pela ectoderme, vem das células do
saco vitelinico. Durante a progressao da epibolia, 87% da membrana celular
externa do vitelo é removida, provavelmente por uma regido endocitose.
Acredita-se que esta zona de endocitose contribui para o motor epibdlico da
célula vitelinica, fornecendo uma forga de tragcdo a medida que a membrana é
internalizada (BRUCE, 2016; SOLNICA-KREZEL & DRIEVER, 1994). Desta
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forma, sugere-se que a exposi¢cado ao As possa causar disfungdes no processo
de epibolia, afetando a endocitose marginal e portanto interferindo no
desenvolvimento embrionario normal do zebrafish (BRUCE, 2016). Assim, essas
descobertas destacam a importancia de estudos aprofundados sobre os
potenciais efeitos toxicos do MSMA e ainda, fornecem informacdes relevantes

para a compreensao dos riscos associados a essa substancia.

6.2. Estudo metabolémico
6.2.1. Analise multivariada nao supervisionada

Um total de trinta e quatro metabdlitos foram detectados por meio da
espectroscopia de RMN 'H, incluindo aminodacidos, acidos carboxilicos,

carboidratos, alcoois, aminas, lipidios e nucleotideos (Tabela 2).

Tabela 2. Divisdo em classes de metabdlitos identificados por meio da analise
espectroscopica de RMN das amostras de zebrafish expostos ao MSMA.

CLASSE METABOLITOS DETECTADOS

AMINOACIDOS Leucina, Isoleucina, L-Valina, L-Alanina,
Glutamina, N-alfa-acetil-L-lisina, L-
Glutamato, L-Tirosina, Fenilalanina,
Lisina, Sulféxido de metionina, Glicina,
Acetilcisteina, Tirosina, Creatina,
Glutationa, L-Triptofano.

ACIDOS CARBOXILICOS Acetato, Lactato, Fosfocreatina, Acido
oxaloacetato, Acetoacetato, Carnitina,
Creatina fosfato, Betaina, Sucinato.

CARBOIDRATOS D-Glucose.

ALcoOoOIS Colina, Glicerofosfocolina.

AMINAS Trimetilamina, Taurina.
NUCLEOTIDEOS Adenosina  monofosfato, = Adenosina

difosfato, xantina.

LIPIDIOS Lipidios *(varios)

Fonte: A autora, 2023.

Os espectros obtidos a partir do pool/ de amostras de tecido de larvas

zebrafish expostas ao MSMA (grupos tratados) e expostos em meio para
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embrido (grupo controle) apresentaram relativa distingdo, conforme revelado
pela analise quimiométrica. Entretanto, tais amostras demonstraram baixa
discriminagdo na analise exploratéria de PCA, possivelmente devido a
interferéncia da variacdo técnica causada pela presenca de ruidos ou
contaminantes, tais como etanol. Apds a normalizacao, foi possivel identificar
uma separagao evidente entre os grupos controle e o tratado em 60 mg L™,
especificamente (Figura 26A).

O gréfico biplot apresenta a distribuicdo das amostras e a contribuigdo
relativa dos metabdlitos para a variacdo nos dados. Neste grafico, os pontos
representam as amostras e os vetores representam os metabdlitos. A posicao
dos pontos no espaco bidimensional ou tridimensional do grafico biplot é
determinada pelas pontuag¢des de cada amostra nos componentes principais. Os
vetores indicam a diregao e a magnitude da contribuicdo de cada metabdlito para
a variagado total dos dados. Na figura 26B, o grafico biplot oferece uma
perspectiva interessante sobre as amostras do grupo controle e dos grupos
expostos ao MSMA 60 mg L. Embora estes grupos estejam em posi¢cdes
opostas, o grafico demonstra a notavel proximidade das amostras dentro de cada
grupo, refletindo a consisténcia das respostas metabdlicas entre os individuos
de cada um desses grupos. A representagao visual no grafico biplot destaca
ainda aspectos estatisticos importantes entre os grupos de exposicao em 10 mg
L-" e 30 mg L' de MSMA. No entanto, as amostras desses grupos exibem um
padrao de dispersdo mais acentuado com sobreposicdo notavel. Essa
distribuicdo sugere uma inter-relagdo complexa entre as respostas metabdlicas
nestas concentracdes. Tal fendmeno estatistico aponta para uma relativa
auséncia de diferenga significativa entre esses dois grupos, apesar das
concentracdes de exposicao distintas. Ja em relacdo aos vetores que indicam os
metabdlitos, € possivel observar a correlacdo positiva entre metabdlitos tais
como xantina, isoleucina, glutamato e sucinato, ja que estes apontam para a
mesma diregdo. A xantina, isoleucina, glutamato e succinato, estdo na mesma
diregdo em relagcdo a PC2. Entretanto, em relacdo a PC1 estdo em diregdes
opostas e, da mesma forma, lactato e glutationa, sédo positivamente
correlacionados em relagao a PC2, e negativamente correlacionados em relagéo
a PC1. Estes dados sdo importantes para o entendimento da estrutura e a

relagao entre as amostras e os metabdlitos.
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Figura 26. Analise multivariada ndo supervisionada mostrando resultados da
exposi¢cao ao MSMA, incluindo (A) Grafico PCA score plot; (B) Grafico biplot; (C)
Mapa de calor evidenciando os agrupamentos das amostras e os niveis de
metabdlitos (coloragdo vermelha indica niveis elevados; coloragao escura indica
niveis neutros e coloracao esverdeada indica niveis reduzidos).
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No mapa de calor apresentado na figura 26C, a representacédo visual das
variagbes dos metabdlitos entre os grupos oferece insights valiosos sobre as
respostas bioquimicas diante da exposigdo ao MSMA 60 mg L-'. Notavelmente,
a diferenciagao entre o grupo controle e os grupos expostos é claramente visivel
através das cores indicativas. Por exemplo, os metabdlitos lactato e glicose,
essenciais no metabolismo energético das células, exibiram um padrdo de
regulagado positiva no grupo controle; ja nos grupos expostos, observou-se a
regulacdo negativa desses compostos. Esse resultado sugere que a presenga
do MSMA pode, possivelmente, estar impactando a eficiéncia energética das
células (WYSS et al., 2011).

Além disso, observa-se a regulagdo negativa entre os metabdlitos
associados ao metabolismo de purinas, tais como xantina e adenosina
monofosfato. A regulacdo negativa de seus niveis indica uma potencial
interrupcdo nas vias metabdlicas relacionadas as purinas, o que pode trazer
implicagdes significativas para a sintese de DNA, RNA e outros processos
bioquimicos vitais (MARTORELL et al., 2021).

Ja os metabdlitos glutationa (relacionada a defesa antioxidante) e a
glutamina (envolvida no metabolismo energético e regulacdo da resposta
imunoldgica) apresentaram regulagao positiva (TOWNSEND et al., 2003). Desta
forma, a analise multivariada nao supervisionada desempenhou um papel
fundamental neste estudo, fornecendo dados para a identificagdo dos padroes
intrinsecos das amostras estudadas e contribuindo para a analise metabolémica
global, sem que uma hipotese do perfil metabdlico fosse estabelecida
previamente (CARLSON et al., 2018). Além disso, esse modelo revelou-se Uutil
na identificagcdo de metabdlitos associados a grupos especificos de amostras.

Ao comparar diferentes grupos, € possivel identificar metabdlitos que sao
especificos ou diferencialmente expressos em cada grupo. Esses metabdlitos
podem ser considerados como candidatos a marcadores metabdlicos,
fornecendo informagdes importantes sobre as diferengcas metabdlicas entre os
grupos. Por exemplo, os metabdlitos evidenciados tanto no grafico biplot quanto
no mapa de calor (glutationa, L-glutamina, sucinato, glutamato e isoleucina)
estado envolvidos em vias metabdlicas como a sintese de glutationa, o sistema
celular antioxidante e de desintoxicagdo, o metabolismo de nitrogénio e a

integridade intestinal, a oxidagdo de acidos graxos, 0os processos de sinapse e
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neurotransmissao, o0 metabolismo energético e a sintese de proteinas (FLOHE,
2018). Estes metabdlitos apresentaram niveis altos no grupo exposto em MSMA
60 mg L, entretanto, nos grupos expostos em MSMA 10 e 30 mg L', observou-
se niveis baixos. Este resultado conduz para a hipotese da existéncia de um
sistema intricado de tolerancia e ou adaptacdo a exposigdo aguda de
xenobidticos, presente no organismo do zebrafish (RAWLS et al., 2004). Além
disso, esses dados corroboraram os resultados encontrados no estudo
ecotoxicoldgico, proporcionando maior clareza na analise e consisténcia da

hipotese.

6.2.2. Analise multivariada supervisionada

No intuito de se identificar distingées, bem como gerenciando o modelo e
previsdo de dados com maior nivel de acuracia, empregou-se a analise
discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA). Neste sentido, a PLS-
DA permitiu a classificagdo de amostras em diferentes grupos ou classes com
base em seu perfil metabolédmico. Esta funcao é util para identificar marcadores
metabdlicos associados a condigdes especificas ou para distinguir diferentes
grupos de amostras com base em sua composi¢gao metabdlica (ZHANG et al.,
2016).

Além disso, a PLS-DA fornece medidas de importancia relativa para cada
variavel (ou metabdlito) em relagdo a separagéo das classes. Isso contribui para
a identificacao de metabdlitos relevantes responsaveis pelas diferencas entre as
classes em estudo (SZYMANSKA et al., 2012). Assim, de acordo com o grafico
score plot da PLS-DA (Figura 27A), o grupo controle apresentou uma maior
distincdo em relagdo aos grupos tratados, sendo possivel observar uma
separacao mais clara entre as amostras em comparacdo com a analise
multivariada nao supervisionada (Figura 26A). Isso ocorre porque a analise nao
supervisionada e a analise supervisionada s&o abordagens distintas na analise
multivariada de dados metabolémicos (GROMSKI et al., 2014).

Ainda, de acordo com o grafico score plot da analise PLS-DA, o grupo
controle apresentou alguma similaridade com o grupo exposto a concentragao
mais baixa (MSMA 10 mg L"); isto pode ser explicado pela baixa dosagem e

mecanismo de tolerancia do zebrafish ao composto arsénico. Adicionalmente, é
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possivel observar que existe maior relacdo entre os grupos tratados
intermediarios (10 e 30 mg L"). Estes dois grupos parecem ndo apresentaram
diferencas significantes em suas respostas metabdlicas, de acordo com o grafico
score plot.

Figura 27. Andlise multivariada supervisionada monstrando resultados da
exposicao ao MSMA; (A) Grafico PLS-DA score plot e (B) Grafico VIP score
(escala indica os niveis de regulacao positiva, representados pela cor vermelha,
niveis neutros, representados pela cor amarela e regulagdo negativa,
representados pela cor azul.
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Contudo, o estudo ecotoxicoldgico indicou que o grupo tratado em MSMA
30 mg L' sofreu maiores impactos em sua morfologia do que o grupo exposto
em 10 mg L. Além disso, verifica-se que o grupo exposto em 30 mg L' parece
ser o0 grupo que apresenta amostras mais dispersas ou mais heterogéneas, em
comparagao aos outros grupos, apesar de apresentar alguma relagdo com o
grupo exposto em 10 mg L-'. Ja o grupo exposto em MSMA 60 mg L', observado
na PC1, apresenta maior homogeneidade. A elipse do circulo ou espago em que
se encontram as amostras, apresenta angulos mais fechados, fato que indica
amostras mais similares entre si (Figura 27A).

O grafico VIP score da PLS-DA expressa os metabdlitos positivamente
correlacionados que demonstraram maior importancia estatistica, a saber:
lactato, glutationa, xantina, L-triptofano, acetoacetato, L-glutamato, fenilalanina,

adenosina monofosfato, creatina fosfato, lipidios, D-glucose e oxaloacetato

Low
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(Figura 27B). A escala de pontuagao VIP & uma medida sobre a contribuicdo de
cada variavel explicada pelos componentes PLS-DA (MEHMOOD et al., 2012).
As variaveis com escore VIP maior que 1,0 sdo aceitas como variaveis
significativas. Assim, uma maior pontuagdo VIP indica maior influéncia das
variaveis na separagao dos clusters. Por exemplo, o nivel de concentragdo do
metabdlito xantina exibiu regulacédo negativa (p < 0,05), de acordo com a escala
VIP, para os embrides expostos a 30 e 60 mg L' de MSMA. Curiosamente, o
grupo tratado em 30 mg L', apresentou niveis inferiores aos niveis observados
no grupo exposto em 60 mg L-!. A xantina € uma molécula intermedidria nas vias
metabdlicas de purina e é conhecida por seu papel na producao de acido urico,
um importante antioxidante no corpo humano e em outras espécies. O acido
urico € crucial para neutralizar os radicais livres e proteger as células contra
danos oxidativos (MASTALOUDIS et al., 2001). Neste sentido, com base no
conceito de VIP score e na regulagdo negativa da xantina, é possivel inferir que
a exposicao ao MSMA pode estar perturbando o equilibrio metabdlico e redox
nas células dos embrides de zebrafish.

De acordo com os graficos box plot apresentados na figura 28, os niveis
de lactato, glutationa, L-triptofano, L-glutamina, entre outros metabdlitos,
também foram significativamente alterados (p < 0,05) em embrides expostos a
30 mg L' de MSMA, em relagdo ao grupo controle. Essas alteragdes incluem
tanto regulagdes positivas quanto negativas, de acordo com a fung&o bioquimica
do composto na via metabdlica. Estes dados sugerem que os impactos causados
pela exposicao do zebrafish ao MSMA ocorrem a nivel molecular, especialmente
nas faixas de concentragdes de exposi¢cio entre 30 e 60 mg L-'. Além disso,
esses achados demonstram coeréncia com os resultados apresentados pelo
estudo ecotoxicologico, onde sdo visiveis impactos morfolégicos marcantes nos
dois ultimos grupos expostos ao composto de arsénio (30 e 60 mg L™).

No contexto desse estudo, foi possivel identificar a ocorréncia frequente
de edema de pericardio (conforme figuras 20C e D) dentro da populagédo de
larvas expostas as concentragées de MSMA de 30 e 60 mg L. Adicionalmente,
foi observada uma notavel redu¢do no desenvolvimento corporal e na regiao
cefalica de acordo com a analise apresentada nas figuras 24A e B , bem como
a presenca de edema no saco vitelinico e uma diminuicdo na area dos olhos

(Figuras 25A e B), sendo que tais fenébmenos foram detectados em uma
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significativa propor¢gdo dos animais estudados. Esta concordancia entre os
resultados fortalece significativamente a hipdtese sobre a potencial toxicidade e
riscos da exposicdo ao MSMA.

Os graficos box plot exibidos na Figura 28 proporcionam dados
interessantes acerca dos metabdlitos associados ao metabolismo energético, de
purinas e a regulagao da resposta imunoldgica. De maneira congruente com as
observacbes identificadas no mapa de calor resultante da analise néao
supervisionada (Figura 26C), notou-se que glutationa e glutamina manifestaram

variagoes especificas no grupo exposto a concentragdo de MSMA de 60 mg L.

Figura 29. Graficos box plot (VIP PLS-DA) das areas de pico normalizadas
mostrando os metabdlitos discriminantes e seus niveis. Barras de erro
representam o desvio padrao; o ponto amarelo representa a média.
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Em contrapartida, tanto xantina quanto acetoacetato revelaram
modificagbes em todos os grupos submetidos ao tratamento, quando
comparados ao grupo controle. Essas constatagbes sugerem que tanto o
metabolismo dos aminoacidos quanto o das purinas, juntamente com o0 processo
metabdlico energético, podem ter sido impactados pela exposicdo ao MSMA.

Similarmente, Garai et al., 2021, verificaram impactos no desenvolvimento
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corporal (implicagbes no metabolismo energético), expressédo génica
(metabolismo de purinas) e no sistema de protegcdo antioxidante e resposta
imune em peixes de diferentes espécies expostos ao As.

Neste contexto, no intuito de identificar de forma mais clara as diferengas
entre os grupos, em especial 0os grupos que até agora apresentaram suposta
similaridade (grupos tratados nas concentragbes de MSMA 10 e 30 mg L),
utilizou-se a variante ortogonal do formalismo PLS-DA, portanto, projecdes
ortogonais para analise discriminante de estruturas latentes ou simplesmente,
OPLS-DA. A principal fungdo do OPLS-DA é maximizar a variagao entre os
grupos de interesse, enquanto minimiza a variagdo dentro dos grupos, sendo
ainda util para identificar as caracteristicas metabdlicas mais importantes
relacionadas as diferengas biologicas ou fisiologicas entre os grupos estudados
(ROCCHETTI & O'CALLAGHAN, 2021; YANG et al., 2022).

Figura 30. A esquerda, grafico OPLS-DA score plot grupo tratado MSMA 10 mg
L-" x grupo controle. A direita, grafico VIP score do OPLS-DA.
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Figura 31. A esquerda, grafico OPLS-DA score plot grupo tratado MSMA 30 mg
L-* x grupo controle. A direita, grafico VIP score do OPLS-DA.
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Figura 32. A esquerda, grafico OPLS-DA score plot grupo tratado MSMA 60 mg
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De acordo com o grafico Score plot expresso na figura 30, o grupo controle

se mostrou distinto e categoricamente separado do grupo exposto na

concentragdo 10 mg L™'. Entretanto, a elipse da area em que se encontram as

amostras do grupo exposto revela alguma dispersdo entre as amostras deste

grupo, o que sugere certa heterogeneidade amostral. Isto pode ser explicado
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pelo fato de que nem todas as larvas tratadas nesta concentracdo sofrem o
impacto a nivel molecular (SCHLENK et al., 1997).

Adicionalmente, os metabdlitos discriminantes revelados no grafico VIP
scores da OPLS-DA expressam de forma bastante similar os metabdlitos
apresentados na analise PLS-DA. Por exemplo, os niveis de acetoacetato
surgem aumentados para o grupo exposto, assim como mostrou a analise PLS-
DA. Este metabdlito cetogénico esta relacionado com condi¢des de cetose, bem
como a liberagéo de corpos cetbnicos, em condi¢cdes de baixos niveis de glicose
circulante (DENOON et al., 2020). Além disso, conforme mostrou o estudo
ecotoxicoldgico, os impactos morfolégicos neste grupo foram relativamente sutis
(Figura 17 A e B), quando comparado aos grupos expostos nas maiores
concentragbes. Neste caso, sugere-se que a toxicidade do MSMA é
relativamente tolerada no organimo do zebrafish, quando em doses mais baixas
(SODHI et al., 2019).

As figuras 31 e 32 exemplificam a efetividade da andlise OPLS-DA na
separacao dos grupos estudados. No grafico Score plot, verifica-se que os
grupos tratados nas concentragdes 30 e 60 mg L' apresentam boa separagdo
em relag&o ao grupo controle. A dispersdo das amostras, neste caso, é reduzida,
especialmente quando comparado ao resultado mostrado no grafico do grupo
exposto em MSMA 10 mg L. Isto sugere que os grupos sdo bastante distintos
entre si e reforga a hipotese de que o grupo tratado sofreu impactos suficientes
para alterar suas caracteristicas naturais, de acordo com a comparagdo com o
grupo controle.

Adicionalmente, os graficos VIP score nestas analises, expressam
alteragdes em metabdlitos ja mencionados na analise PLS-DA. Ainda, a
legitimagao das analises obtida através da validagéo cruzada e permutagdes (p
< 0,01) (Apéndice 5) reforca a robustez do estudo e confirma hipdteses que
corroboram o estudo ecotoxicologico. Portanto, as alteracbes dos metabdlitos
como xantina, L-triptofano, D-glucose, acetoacetato, lactato, glutationa e demais
discriminantes se relacionam com vias metabdlicas cruciais do metabolismo de
purinas (VARADAIAH et al., 2022), metabolismo de aminacidos (PANFILI et al.,
2020), metabolismo energético bem como processos de gliconeogénese e

fungdes celulares de protegao antioxidante (GLEESON, 1996).
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Figura 33. A) Representagdo esquematica das vias metabdlicas
significativamente impactadas apos exposi¢céo do zebrafish ao MSMA. Legenda
— intensidade da cor vermelha: indica um alto valor de -log(p), que corresponde
a um valor de p baixo, conferindo maior significancia do metabdlito da via
afetada; tamanho da esfera - representa o indice de alteragbes metabdlicas em
relacdo ao numero total de metabdlitos da via em questdo. B) Analise de
enriquecimento-vias metabdlicas afetadas.
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B)
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As figuras 33A e B fornecem uma visao geral das vias metabdlicas
impactadas, ilustrada pelo grafico do indice de impacto de via obtido via
plataforma on-line MetaboAnalyst 5.0. De acordo com a figura 33A, um alto valor
de -log(p) corresponde a significAncia das alteragdes ocorridas na via
metabdlica. “Pathway impact’ corresponde ao impacto nas vias metabdlicas de
forma geral.

Desta forma, foi observado na analise de vias metabdlicas que as
perturbacdes metabdlicas sao indicativas de disfuncbes em vias primarias e

secundarias envolvendo metabdlitos tais como xantina, lactato, L-triptofano, L-
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glutamina, glutationa, fenilalanina, entre outros. Estes impactos podem afetar o
metabolismo de aminoacidos e purinas, sintese de proteinas, metabolismo
energético, bem como o sistema celular de proteg¢ao antioxidante (BARTIKOSKI
et al.,, 2022). Desta forma, tais impactos podem resultar em altera¢gées no
fornecimento de energia para as células, desequilibrio nos niveis de aminoacidos
essenciais, comprometimento na produgcdo de proteinas e redugdao na
capacidade de defesa contra o estresse oxidativo. Essas disfungbes metabdlicas
podem afetar o funcionamento adequado de diversos sistemas do organismo,
como as fungbes cardiacas, neuromusculares e até mesmo a resposta
imunoldgica (KELLY & PEARCE, 2020).

Tais disfungdes foram observadas no estudo ecotoxioldgico e portanto,
reforcam a hipdtese de toxicidade do MSMA no organismo do zebrafish. Deste
modo, sugere-se que os impactos das fungdes cardiacas e neuromusculares no
zebrafish podem estar relacionados com a disfungdo nessas vias metabdlicas.
Esses achados destacam a importancia da integragdo do estudo toxicolégico
com a analise metaboldbmica como apoio para alegagbes sobre a potencial
toxicidade de certos compostos, como o As e demais metais, assim como a

regulamentagao de seu uso.
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6.2.3. Metabolismo de aminoacidos: impactos na via metabdlica da

biossintese de aminoacil-tRNA

No presente estudo, os niveis de fenilalanina, tirosina e lisina em embrides
expostos a 60 mg L' de MSMA tiveram regulagdo positiva em comparagdo ao
grupo controle. Os grupos expostos as demais concentragoes (10 e 30 mg L")
apresentaram elevagao de nivel gradativa, com excecao do triptofano, que
apresentou regulagéo positiva no grupo tratado com 30 mg L' comparado ao
grupo tratado com 60 mg L' de MSMA, que apresentou niveis neutros. Esses
metabdlitos estdo envolvidos em uma das principais vias afetadas neste estudo,
conforme indicado pelo grafico de enriquecimento (Figura 33 B), a via metabdlica
de biossintese de aminoacil-tRNA (Figura 34).

A via de biossintese do aminoacil-tRNA envolve a captagcao e ativagao
dos aminoacidos intracelulares, seguida pela ligagao especifica dos aminoacidos
aos seus tRNAs correspondentes. Essa via € fundamental para a correta
incorporagdo dos aminoacidos na sequéncia de proteinas durante a sintese
protéica (BROER & BROER, 2017). Assim, a disponibilidade adequada de
aminoacil-tRNAs é essencial para a sintese de proteinas com sequéncia correta,
estrutura tridimensional adequada e, consequentemente, fungdes bioldgicas
apropriadas (FOSTER & LILJERUHM, 2014). Perturbagbes nessa via
metabdlica, como a elevagao dos niveis de metabdlitos como glutamina, lisina,
fenilalanina e triptofano, podem alterar fung¢des vitais do organismo, incluindo a
sintese de proteinas, gerando disfungdes metabdlicas em varios niveis e
impactando o desenvolvimento e crescimento adequados do organismo
(HOSEINI et al., 2019).

Neste sentido, as alteragbes no desenvolvimento geral dos animais,
observado no estudo ecotoxicolégico, sugere que a deficiéncia no
desenvolvimento das larvas expostas as concentragdes mais altas de MSMA
pode estar relacionada as disfungdes verificadas na via metabdlica de aminoacil-
tRNA. Entretanto, € importante ressaltar que as perturbagdes na via metabdlica
de biossintese de aminoacil-tRNA podem variar dependendo da extensao e da
duracdo da exposicdo, bem como das caracteristicas especificas dos

metabdlitos afetados pela toxicidade do composto em estudo.
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Figura 34. Representagcdo esquematica da via metabdlica da biosintese de
aminoacil-tRNA. Setas azuis indicam regulagcdo positiva dos metabdlitos
especificos; A seta vermelha indica regulacdo negativa; caixas verdes
representam as enzimas ativas nos processos metabdlicos.
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6.2.4. Metabolismo de aminoacidos: estresse oxidativo

O estresse oxidativo envolve a perturbagado no equilibrio dindmico das
reacdes bioquimicas que ocorrem especialmente na mitocéndria, o que leva ao
surgimento de um maior nivel de espécies reativas de oxigénio, bem como danos
aos constituintes celulares (LUSHCHAK, 2011; BYEON et al.,, 2021). Neste
sentido, os resultados do presente estudo sugerem que os embrides dos grupos
expostos ao MSMA sofreram estresse oxidativo, que € demonstrado, por
exemplo, pela regulagdo positiva dos niveis de fenilalanina (Figura 29). O
aumento dos niveis de aminoacidos pode ser o resultado do aumento do
catabolismo para geragdo de energia, um processo no qual a proteina é
quebrada para liberar aminoacidos livres durante periodos de estresse (QAID &
AL-GARADI, 2021).

Compostos arsénicos foram previamente testados na inducao de estresse
oxidativo em espécies aquaticas como Daphnia magna e Danio rerio (BYEON et
al., 2021). Aminoacidos de cadeia ramificada BCAA's e AAA’s sdo precursores
essenciais para a sintese de proteinas e produgdo de energia. Além disso,
BCAA'’s como fenilalanina e tirosina em regulagao positiva foram observados nas
células tumorais e podem ser indicadores importantes do risco potencial de lesdo
em tecidos (GUO et al., 2021).

O triptofano, um aminoacido essencial e precursor para a sintese do
neuromodulador serotonina (5HT), bem como do horménio melatonina e
quinurenina. Devido a isto, o triptofano possui um papel fundamental na
regulacéo de processos que vao desde o neuroendocrino até o sistema imune,
em vertebrados (HOSEINI et al., 2019). Contudo, como mencionado
anteriormente, os resultados do presente trabalho demonstraram que os grupos
expostos ao MSMA 30 mg L' expressaram regulagdo positiva desse
aminoacido. Assim, os impactos gerados por essas alteragdes incluem disturbios
generalizados na capacidade e forga muscular e de desenvolvimento geral, fato
que explica o efeito de enfraquecimento muscular e desenvolvimento reduzido
das larvas do grupo exposto em MSMA 60 mg L', que apresentaram letargia e
redu¢ao no tamanho corporal, bem como malformacgdes.

O glutamato, um aminoacido n&o-essencial, € um neurotransmissor
excitatorio no sistema nervoso central (DA SILVA LEMOS et al., 2022). A
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regulagéo negativa do glutamato em embrides de zebrafish expostos ao MSMA
no presente estudo pode estar relacionada a alteragcao no sistema de acido
gama-aminobutirico (GABA), que também reflete o dano no desenvolvimento do
cérebro (DA SILVA LEMOS et al.,, 2022). Isto é consistente com estudos
anteriores que mostram que a atividade da colinesterase (ChE) pode ser
significativamente alterada em zebrafish expostos a compostos arsénicos
(ROSALES-PEREZ et al., 2022) e que os peixes expostos podem exibir
alteragdes na expressédo génica no cérebro, bem como apoptose em células
neuronais (KUMAY et al., 2015). Isto pode explicar as malformagdes
craniofaciais apresentadas nos grupos tratados em 30 e 60 mg L' de MSMA.
Entretanto, alguns dados permanecem incertos em relagéo a disparidade
dos niveis metabdlicos dos grupos tratados. Os grupos intermediarios (tratados
com MSMA 10 e 30 mg L") demonstraram maior impacto metabdlico, porém
taxas inferiores de alteragdes morfoldgicas em comparagdo ao grupo exposto
em MSMA 60 mg L. Estudos mais aprofundados e andlises de enzimas e genes
podem ser eficazes para fornecer dados mais aprofundados sobre estas

diferencgas.

6.2.5. Metabolismo energético: perturbagcées nas vias metabdlicas da

glicdlise e gliconeogénese

O metabolismo energético apresenta uma diversidade de vias
metabdlicas e metabdlitos, os quais estdo envolvidos em inumeras funcdes
responsaveis pela manutencdo da energia disponivel e das fungdes
homeostaticas do organismo. Portanto, varios metabdlitos desempenham papéis
cruciais na producdo e armazenamento de energia (HE et al.,, 2020). Neste
estudo, a analise multivariada revelou impactos em metabdlitos envolvidos em
vias primarias e secundarias do metabolismo energético, tais como lactato, acido
oxaloacético e acetato (Figura 29). O estudo metabolémico indicou que, atraves
dos resultados da analise multivariada supervisionada PLS-DA (Figuras 27A e
B), grupos expostos as diferentes concentragdes de MSMA apresentaram
regulacdo negativa nos niveis dos metabdlitos lactato, D-glicose, acido
oxaloacético e acetato, em comparagado com o grupo controle.

A reducdo nos niveis desse metabdlitos exerce impactos variados no

metabolismo energético. Por exemplo, o lactato € um produto da glicdlise
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anaerobica e pode ser convertido de volta em piruvato, fornecendo energia para
a sintese de ATP. A redugao nos niveis de lactato indica uma diminuicdo na
atividade da glicolise anaerdbica, que € importante durante periodos de baixa
disponibilidade de oxigénio. Isso afeta a producdo de energia em tecidos que
dependem fortemente da glicolise anaerdbica, como o tecido muscular em
demanda intensa. Além disso, a redugéo do lactato afeta ainda a regeneracgéao
de NAD+ necessario para a continuagao da glicolise (KANE, 2014).

A D-glicose é uma fonte primaria de energia para muitos tecidos e é
metabolizada principalmente através da glicdlise. A redugdo nos niveis de
glicose pode levar a uma diminuigdo na disponibilidade de glicose como
substrato energético, promovendo a reducdo da producao de ATP. Isto afeta
negativamente a fungao celular e o metabolismo energético de forma ampla
(CUNNANE et al., 2020).

Em relagdo ao acido oxaloacético, trata-se de um intermediario chave no
ciclo de Krebs (ou ciclo do acido citrico), que ocorre na mitocéndria. A redugéo
nos niveis de acido oxaloacético interfere negativamente na capacidade de
producao de energia do ciclo de Krebs, comprometendo a oxidagdo completa de
acidos graxos e a sintese de ATP. Como resultado, ocorre a diminuicdo na
disponibilidade de ATP para as células, afetando a fungdo celular e o
metabolismo energético de forma generalizada (VOSS et al., 2020).

Adicionalmente, a redugao nos niveis de acetato limita a disponibilidade
de acetil-CoA, afetando negativamente a producado de ATP. O acetato pode ser
convertido em acetil-CoA, que é um intermediario central no metabolismo
energético. Além disso, o acetato também pode ser utilizado como substrato para
a sintese de lipidios. Portanto, a reducdo nos niveis de acetato afeta tanto o
metabolismo energético quanto o metabolismo lipidico (LIU et al., 2019).

Neste sentido, foi observado que os animais de todos os grupos expostos
ao MSMA apresentaram alteragdes em um ou mais metabdlitos envolvidos no
metabolismo energético. Curiosamente, o grupo exposto ao MSMA 10 mg L,
apresentou regulagao positiva nos niveis de acetoacetato, enquanto os grupos
expostos a concentragdes 30 e 60 mg L' apresentaram queda gradativa neste
metabdlito. Por outro lado, o acido oxaloacético apresentou regulacdo negativa
gradativa em todos os grupos expostos. Similarmente, os niveis de D-glicose

sofreram regulacao negativa em todos os grupos expostos ao MSMA.
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Estes achados sugerem que a demanda por energia pode ter sido
aumentada no embrido e posteriormente na larva tanto devido a fatores
fisioldgicos do metabolismo do animal, quanto ao metabolismo de xenobiéticos,
o qual demanda alta energia. Quando um xenobidtico é adsorvido no organismo
do peixe, ele é geralmente processado no figado e em outros tecidos
especializados (XU et al., 2021).

O metabolismo dessas substancias € realizado por enzimas
desintoxicantes, como as do sistema do citocromo P450 (CYP), que sé&o
responsaveis pela biotransformacdo dos xenobidticos. A primeira etapa do
metabolismo de xenobidticos € a fase |, na qual as enzimas do CYP modificam
a estrutura quimica dos compostos, geralmente adicionando grupos funcionais
reativos. Isso torna os xenobiodticos mais soluveis em agua e mais suscetiveis a
eliminagdo. A fase Il do metabolismo envolve a conjugagdo dos xenobioticos
transformados com moléculas enddgenas, como acido glucurdnico, sulfato ou
glutationa. Essas reagdes de conjugagao aumentam ainda mais a solubilidade
dos xenobidticos e facilitam sua excregcado do organismo (KUROGI et al., 2013).

Deste modo, infere-se que ambas as fases do metabolismo de
xenobidticos demandam bastante energia. A atividade das enzimas do CYP e as
reagcdes de conjugagao requerem energia para a sua execugao. Além disso, a
metabolizacdo de xenobidticos pode competir com outros processos
metabdlicos, interfere no equilibrio energético do organismo (NADAL et al.,
2017).

Neste sentido, a redugdo da energia disponivel no organismo do peixe
pode levar a perturbagdes em varios 6rgaos e tecidos do organismo. Neste caso,
no estudo ecotoxicologico, foi verificado redugao na taxa de eclosdo dos animais
(Figura 17 B), especialmente no grupo exposto em MSMA 60 mg L', de acordo
com o aumento da concentragédo de exposi¢ao. Este fato sugere que a redugéo
da energia disponivel teve impactos diretos no desenvolvimento neuromuscular,
refletido na visivel perda de ténus e forga muscular do animal para o rompimento

da membrana do ovo.
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Figura 35. Representagdo esquematica da via metabdlica da glicolise e
gliconeogénese. Setas vermelhas indicas regulacdo negativa; caixas verdes

representam enzimas ativas.
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6.2.6. Metabolismo da glutationa: impactos no sistema celular de protecao

antioxidante

O metabolismo da glutationa é dividido em duas principais vias: a via de
sintese e a via de regeneragdo. Na via de sintese, a cisteina € o aminoacido
limitante, e sua disponibilidade pode afetar a taxa de produgao de glutationa. A
cisteina é obtida tanto da dieta como por meio da degradagdo de proteinas
(HELLWIG, 2020). Uma vez sintetizada, a glutationa desempenha papéis
essenciais no metabolismo animal. Ela atua como um importante antioxidante
intracelular, ajudando a neutralizar os radicais livres e protegendo as células
contra danos oxidativos. A glutationa também esta envolvida na desintoxicagao
de compostos toxicos e xenobidticos, como produtos quimicos e medicamentos.
Ela se liga a esses compostos para formar conjugados soluveis em agua,
facilitando sua excregao do organismo (PAULSON, 2020).

Além disso, a glutationa esta envolvida em processos de reparo celular,
regulacéo da resposta imune, metabolismo de aminoacidos, sintese de proteinas
e transporte de aminoacidos. Também desempenha um papel importante na
funcdo do sistema nervoso central (ISKUSNYKH et al., 2022) e na saude dos
pulmbes e do sistema respiratorio (SILVAGNO et al., 2020). Niveis elevados de
glutationa podem ser benéficos em certas condigdes, como protegao contra o
estresse oxidativo e reducio do risco de doencgas associadas a danos celulares
e procesos neurodegenerativos (PIZZORNO, 2014). No entanto, em certas
situagdes, niveis altos de glutationa podem estar associados a disturbios
metabolicos (STOJILJKOVIC et al., 2012).

Neste contexto, a regulagao positiva de glutationa observada por meio do
grafico VIP score da analise PLS-DA (Figura 27 B) nos grupos expostos a 30 e
60 mg L' de MSMA sugere que o organismo dos animais expostos, em resposta
a exposicao ao composto arsénico, induziu o aumento na producado deste
metabdlito como uma estratégia de defesa contra o estresse oxidativo provocado
pelo MSMA. Desta maneira, niveis elevados de glutationa em peixes expostos a
compostos arsenicais podem indicar a ativacdo das vias de protecao
antioxidante como uma resposta adaptativa ao estresse oxidativo causado pelo
xenobiotico (SILVESTRE, 2020). No entanto, é importante destacar que a

exposi¢ao cronica ou prolongada ao As pode levar a uma sobrecarga do sistema
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de protecao antioxidante, resultando em desequilibrios no metabolismo da
glutationa e em possiveis disfungbes nas vias de protecdo antioxidante. Isso
compromete a capacidade das células de neutralizar efetivamente os radicais
livres, gerando danos oxidativos mais extensos e, portanto, afetando

negativamente o organismo dos peixes expostos ao arsénio (LI et al, 2016).

6.3. Potenciais biomarcadores de toxicidade

Os biomarcadores desempenham um papel fundamental na area da
pesquisa e avaliagao de riscos, especialmente quando se trata de toxicologia e
estudos ambientais. Eles sdo caracteristicas mensuraveis, como moléculas,
genes, proteinas ou alteragdes fisiologicas, que fornecem informagdes objetivas
sobre o estado de um organismo em relagdo a exposi¢gdo a uma substancia
quimica ou estresse ambiental (PORTO et al.,, 2023). A importancia dos
biomarcadores reside em sua capacidade de indicar a presencga, a extensao e a
natureza dos efeitos biolégicos induzidos por um agente quimico. Eles sdo
valiosos porque fornecem uma maneira direta de medir e monitorar as respostas
bioldgicas as exposigdes ambientais, permitindo a detecgéo precoce de efeitos
adversos, identificacao de populagdes suscetiveis e avaliagdo de riscos (FOSSI
et al., 2020).

O presente estudo possibilitou a identificacdo de potenciais
biomarcadores, fornecendo subsidios para estudos aprofundados sobre os
mecanismos de toxicidade de compostos a base de arsénio organico. Desta
forma, os resultados identificados por meio do estudo ecotoxicoldgico junto a
analise metabolémica, foram eficientes para o fornecimento de dados para a
determinacao de potenciais biomarcadores de toxicidade do As em embrides
zebrafish. Neste contexto, Bakar et al., 2022 investigaram a toxicidade de um
composto arsénico por meio da combinagdo do estudo ecotoxicolégico e a
analise metabolédmica. Os resultados indicaram malformagées como lordose
espinhal, alteragdes do saco vitelinico e malformacdes na cabeca e olhos. Os
autores verificaram alteragdes no metabolismo de proteinas e na sintese de
lipidios, impactando direta e indiretamente demais vias metabdlicas envolvidas
em processos vitais do peixe. Adicionalmente, estes achados possibilitaram aos

autores a eleicdo de biomarcadores de neurotoxicidade e dsiturbio
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comportamental, associados as alteragbes de acidos graxos como acido
araquidonico e acido palmitico no zebrafish.

Como mencionado anteriormente, o presente estudo ecotoxicoldgico
demonstrou que a exposigao causou perturbacdes fisioldégicas severas nos
animais expostos, tais como edema cardiaco e disfungcdes no desenvolvimento
geral do animal acompanhado de malformagdes perceptiveis em estruturas da
cabeca, como olhos e boca. Adicionalmente, o estudo metabolémico identificou
padrdes de variabilidade importantes entre os grupos estudados, demonstrando
que o0s grupos expostos apresentaram impactos em vias essenciais para o
desenvolvimento normal do embrido. Metabdlitos discriminates como
acetoacetato e xantina sao relacionados com fungbes da via metabdlica
energética e metabolismo de purinas, respectivamente (MARTORELL et al.,
2021; DENOON et al., 2020). Neste estudo, estes metabdlitos surgem como
importantes biomarcadores de toxicidade de exposicdo do MSMA.

A desregulacao dos niveis de xantina tem varias implicagées fisiolégicas
no organismo, especialmente em relagdo as vias metabdlicas de sintese de
aminoacidos e purinas. As purinas estao envolvidas em processos de sinalizagao
celular, incluindo a modulagao da resposta imunolégica. A redu¢ao no metabdlito
xantina vai interferir na capacidade das células imunoldgicas de responder
adequadamente a estimulos externos, tais como a exposicdo a metais
potencialmente toxicos (MARTORELL et al., 2021).

Como as purinas sao essenciais para muitos processos celulares,
qualquer disfuncdo nessas vias metabdlicas impactara no crescimento e
desenvolvimento normais do organismo, especialmente em tecidos que tém uma
alta taxa de regeneragao celular, como a medula éssea e o epitélio intestinal
(FURUHASHI, 2020). Similarmente, a desregulacéo dos niveis de acetoacetato
pode estar relacionada ao disturbio na sinalizagao celular, ja que este metabdlito
exerce funcdes sobre processos de sinalizagdo celular, os quais estado
envolvidos na adaptacdo metabdlica, bem como a resposta a diferentes
condigbes ambientais (GARCIA-RODRIGUEZ & GIMENEZ-CASSINA, 2021).
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Figura 36. Analise curva ROC representando os grupos dicriminantes, com
destaque para os metabdlitos xantina (A) e acetoacetato (B). Grafico de
especificidade includindo os metabdlitos discriminantes (C).
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Neste sentido, a fim de comprovar e validar a eficacia dos biomarcadores
propostos neste estudo, utilizou-se o grafico de curva ROC, que permitiu avaliar
a capacidade discriminatéria dos biomarcadores propostos, distinguindo os
grupos de amostras expostos e grupo controle (Figura 36). Ainda, de acordo com
a figura 36, a area abaixo da curva (AUC), reflete a maior exatidao obtida pelo
estudo. Os biomarcadores propostos apresentam discriminacdo clara em
relacdo ao grupo controle qualitativo, reforgando a hipotese de que estes
biomarcadores estao relacionados de forma ampla com os impactos observados

nestes estudo.
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7. Conclusao e Perspectivas

Os resultados do presente estudo demonstram que a metabolémica
baseada em RMN "H pode fornecer informagdes importantes sobre os impactos
a nivel molecular que a exposicdo de contaminantes quimicos exerce no
desenvolvimento de embrides de zebrafish. A abordagem metabolémica global
permitiu a quantificacdo de metabdlitos associados a vias bioquimicas
essencias, sendo util ainda para a compreensao de varios disturbios observados
no estudo ecotoxicologico. No total, trinta e quatro metabdlitos foram detectados
nos embrides de zebrafish estudados. Os metabdlitos identificados incluiram
acidos carboxilicos, carboidratos, acidos graxos, aminoacidos, nucleotideos e
lipidios. Os resultados indicam que a exposi¢cao a concentragdes subletais de
MSMA na faixa de 10 a 60 mg L' causou perturbagdes em varios metabolitos e
vias metabdlicas. Os principais metabdlitos alterados em embrides expostos ao
MSMA incluiram lactato, glutationa, xantina, triptofano, acetoacetato, glutamina,
fenilalanina, creatina, acido oxaloacético e D-glicose.

Os dados obtidos neste trabalho sugerem disfungdes em varias vias, com
implicagbes potenciais para o metabolismo energético, metabolismo de
aminoacidos, bem como para as funcbes de protecdo antioxidativa e
imunoldgica. Os resultados indicaram ainda que o MSMA induziu toxicidade
cardiaca a partir da concentragido 30 mg L', conforme demonstrado pela taxa
elevada de edema cardiaco e outras malformagdes nos embrides expostos,
particularmente a partir da concentragdo de 60 mg L. Além disso, a analise
metabolémica revelou biomarcadores especificos, abrindo novas perspectivas
para o desenvolvimento de estratégias de intervencao e diagndstico. Assim, os
resultados apresentados evidenciam a vulnerabilidade do zebrafish ao MSMA,
destacando a importancia de estudos aprofundados sobre os impactos dos
compostos arsénicos em organismos vivos, bem como no solo e na agua. A
correlagao entre a concentracdo de exposi¢cao e os danos observados reforca a
necessidade de regulamentagdes rigorosas a fim de reduzir a exposi¢gao ao
arsénio e seus derivados, como o MSMA, em diferentes setores industriais. Por
fim, a melhor compreensao dos mecanismos de toxicidade deve ainda permitir a
identificacdo de alvos terapéuticos, auxiliando o desenvolvimento de estratégias
para a minimizacdo de efeitos adversos da exposicdo a contaminantes,

beneficiando a saude de animais e seres humanos.
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Apéndices

1. Protocolo para extragcao de metabdlitos de organismo inteiro (zebrafish)
amostragem para espectroscopia de RMN 'H

1° etapa - Materiais e equipamentos:

1) Prepare uma caixa pequena de isopor com gelo seco ou gelo raspado;

2) Separe tubos de eppendorf (para 03 etapas de centrifugacao);

3) Separe o solvente de extragdo (metanol e agua na proporcédo 4:1,
respectivamente);

4) Providencie um almofariz e mantenha-o em baixa temperatura (caixinha de
isopor com gelo);

5) Prepare o nitrogénio liquido;

6) Configure a centrifuga em 4°C; a amostra devera ser colocada em 12.000

rom, por 10 minutos.
2° etapa - Preparo do solvente para extragao de metabdlitos:

1) Exemplo: 40 ml de metanol + 10 ml de agua destilada (a proporgao tem que
respeitar o calculo 4 (metanol): 1 (agua destilada) — colocar em tubo de 50 mL e
manter resfriado (minimo —20°C);

2) Mantenha este solvente resfriando por 1 hora no —80°C antes do uso; ou por
2 horas no —20°C;

3) Para transporte das amostras, utilize a caixa de isopor com o gelo (evitar a

variagado de temperatura durante o processo de amostragem).
3° etapa - Preparo das amostras:

1) Retire 0 excesso de liquido de exposi¢cao das amostras (larvas) nas placas de
petri, lave com o meio para embrido por 2 a 3 vezes e entao transfira as larvas
para um tubo de eppendorf 2,0 mL e leve ao freezer —20°C por 5 a 10 minutos;
2) Apos isto, as larvas estar&o todas ao fundo do tubo e entdo o liquido deve ser
retirado totalmente. Este procedimento deve ser realizado com os tubos dentro
da caixa de isopor com gelo;

3) Apds retirar o liquido, transfira as larvas para um almofariz e congele-as com
nitrogénio liquido. Mantenha seus materiais em baixa temperatura na caixa de
isopor. Apds congelar as larvas, macere o conteudo no almofariz;

4) Apbs obter um “pd”, transfira este material para outro tubo de eppendorf;
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5) Faca a pesagem de um tubo eppendorf vazio e depois com as amostras em
uma balanga analitica, antes de adicionar o solvente de extracao;

6) Adicione a este p6 obtido, 0,2ml da solugéo de extragao para cada 5mg de
amostra (ex.: se a amostra pesar 15mg, devera adicionar 0,6ml da solugao);
tenha o cuidado de manter esta amostra em baixa temperatura, sempre na
caixinha de isopor com gelo;

7) Apos ter realizado as etapas em todas as amostras, mantenha-as na caixa de
isopor no gelo enquanto realiza a homogeneizagado de cada amostra por 1 a 2
minutos no vértex;

8) Entdo encaminhe as amostras para centrifugacéo (a centrifuga devera estar
preparada em 4°C) e centrifugue todas as amostras tratadas + amostra controle
com 0,2 ml da solugdo de extracdo num tubo eppendorf extra. Realize a
centrifugagéo de todas as amostras + o controle (apenas com 0,2 ml solvente de
extragcado) em 12.000 rpm, a 4°C por 10 minutos;

9) Apds a primeira centrifugacao, colete o conteudo sobrenadante com uma
pipeta automatica e transfira para novos tubos eppendorf. Realize esta agao para
todas as amostras; mantenha as amostras sempre na caixa de isopor com gelo;
10) Realize nova centrifugacdo, como especificado no item 8 e, entdo repita o
item 9. Repita as centrifugacdes de 2 a 3 vezes, conforme necessario;

11) ApOs as etapas acima, sua amostra podera ser acondicionada em um freezer
-80°C ou -20°C, até que seja levada para o processo de secagem. A secagem
pode ser realizada num rotaevaporador, em temperatura ambiente;

12) Ap6s secagem completa, adicione a solugao tampéao (conforme composigao
mencionada no item 6.2);

13) Centrifugue as amostras pela ultima vez e colete o liquido sobrenadante,
cuidando para nao coletar as particulas que ficam no fundo do tubo. Apés isto,

as amostras estao prontas para ir para o tubo de RMN.
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2. Tabelas de frequéncia da analise ecotoxicolégica

Tabela 1. Tabela exibindo as frequéncias de malformagdes apresentadas no
grupo exposto em MSMA 10 mg L.

Alteragées morfolégicas F. absoluta (fi) F. relativa (fr) Percentagem (%)

Auséncia de somitos 0 0.00 0%
Despigmentagéio 11 0.61 61%
Lordose espinhal 1 0.06 6%
Deformacdo de vitelo 4 0.22 22%
Retardo no crescimento 2 0.11 11%
Edema pericdrdio 0 0.00 0%

TOTAL 18 1.00 100%

Tabela 2. Tabela exibindo as frequéncias de malformacdes apresentadas no
grupo exposto em MSMA 30 mg L.

Alteragées morfolégicas F. absoluta (fi) F. relativa (fr) Percentagem (%)
Auséncia de somitos 2 0.04 4%

Despigmentag¢éo 13 0.28 28%
Lordose espinhal 8 0.17 17%
Deformacdo de vitelo 6 0.13 13%
Retardo no crescimento 9 0.20 20%
Edema pericdrdio 8 0.17 17%
TOTAL 46 1.00 100%

Tabela 3. Tabela exibindo as frequéncias de malformacdes apresentadas no
grupo exposto em MSMA 60 mg L.

Alteragcées morfolégicas F. absoluta (fi) F. relativa (fr) Percentagem (%)
Auséncia de somitos 8 0.11 11%
Despigmentag¢éo 16 0.24 24%
Lordose espinhal 14 0.22 22%
Deformacdo de vitelo 8 0.11 11%
Retardo no crescimento 14 0.19 19%
Edema pericdrdio 10 0.14 14%
TOTAL 74 1.00 100%

Tabela 4. Tabela exibindo as frequéncias de malformacdes apresentadas no
grupo exposto em MSMA 60 mg L.

Alteragcées morfolégicas F. absoluta (fi) F. relativa (fr) Percentagem (%)
Auséncia de somitos 8 0.11 11%
Despigmentagdo 16 0.24 24%
Lordose espinhal 14 0.22 22%
Deformacdo de vitelo 8 0.11 11%
Retardo no crescimento 14 0.19 19%
Edema pericdrdio 10 0.14 14%
TOTAL 74 1.00 100%




3. Espectros das amostras
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Anexo 1. Espectros RMN 'H (600 MHz, D?0) para amostras em exposig¢éo as concentragdes MSMA 10mg L!, 30mg L', 60mg L' e

grupo controle. Regido de compostos aromaticos (6 — 8 ppm) aumento 15x.
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4. Espectro com identificagao de metabdlitos
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5. Graficos de validagao cruzada e permutagao da analise multivariada
supervisionada (PLS-DA e OPLS-DA).

A) Validagao cruzada PLS-DA
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
B) Permutacédo PLS-DA
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Permutation test statistics

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
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C) Permutagdo OPLS-DA (Controle x MSMA 10mg L)
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

D) Permutagdo OPLS-DA (Controle x MSMA 30mg L")

[
[ar]
L —
(%]
[=
g Q2:0.916
5 p < 0.01 (0/100)
g 9.
T R2vl 0.092
p =001 (0100
2 Perm R2Y
Perm Q2
e 4
[=TE »

I T T T 1
-3 -2 -1 ] 1

Permutations

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.



E) Permutagdo OPLS-DA (Controle x MSMA 60mg L")
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
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