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RESUMO

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

tecidos da tilapia do Nilo.

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

estresse oxidativo; biomarcadores.



ABSTRACT

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

tissues of Nile tilapia.

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

stress; biomarkers.
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1. INTRODUCAO

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

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

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

objeto de estudo do nosso trabalho.

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

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

0 processo de bioacumulacao.

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

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

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

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

predominante de As.

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

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

defesas antioxidantes.
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