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RESUMO

Dentre os agrotoxicos mais vendidos no Brasil, encontra-se o acefato. Tal
substancia é um organofosforado com periodo de meia/vida de 3 a 6 dias. Apds
esse periodo, ele é convertido em metamidofds. Estudos relacionam ambas as
substancias com sintomas de toxicidade aguda, genotoxicidade, neurotoxicidade
e toxicidade reprodutiva. A Unido Europeia proibe tolera a detec¢do de ambos
em agua potavel na concentracdo méaxima de 0,1 pg/L. Entretanto, no Brasil, foi
recentemente definido um valor méaximo permitido (VMP) deste composto e do
metamidofés em 7 ug/L. Percebe-se, que ha necessidade de estudos que
analisem a exposicdo e metabolizacdo deste composto em agua, uma vez que,
no Brasil, o acefato € muito utilizado, e apresenta poucos estudos relatando sua
biotransformacdo em animais aquaticos e possiveis biomarcadores de
exposicao. Neste sentido, Zebrafish (Danio rerio) tem se tornado um bom modelo
animal para avaliacdo da toxicidade, principalmente por ser um organismo com
anatomia, fisiologia e desenvolvimento similares a vertebrados superiores; por
proporcionar ensaios rapidos e baratos e por absorver facilmente substancias
presentes na agua. Desta forma, este trabalho avaliou amostras de agua dos
aquarios contendo acefato a 200 pg/L, e amostras de figados dos zebrafish
expostos ao acefato e ao metamidofds na concentragéo final de 100 ug/L. As
amostras foram analisadas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massa de alta resolucao, utilizado a abordagem metabolémica, seguida de
analises estatisticas multivariadas e univariadas. Os resultados sugeriram 0s
metabolitos 0O,S- dimetilfosfotioato, monometilfosfato e 0,0,S-trimetil
fosforotioato como potenciais biomarcadores da exposicdo ao acefato. Além
disso, foram detectadas alteracdes metabdlicas enddgenas no figado dos
animais exposto ao acefato e ao metamidofés, demostrando alteracdes no
organismo dos animais. Portanto, espera-se que o presente estudo auxilie o
monitoramento de 6rgdos governamentais na deteccdo do acefato a partir dos
biomarcadores encontrados e, em mais estudos de toxicidade dos metabdlitos

encontrados.

Palavras-chave: Metabolémica, Acefato, Biomarcadores de exposicéo,

Zebrafish, Ensaio de Toxicidade.



ABSTRACT

Acephate is one of the best-selling pesticides in Brazil. This substance is
an organophosphate with a half-life of 3 to 6 days. After this period, it is converted
to methamidophos. Studies relate both substances with symptoms of acute
toxicity, genotoxicity, neurotoxicity and reproductive toxicity. The European Union
prohibits and tolerates the detection of both in drinking water at a maximum
concentration of 0.1 pg/L. However, in Brazil, a maximum contaminant level
(MCL) of this compound and methamidophos at 7 pg/L was recently defined. It is
noticed that there is a need for studies that analyze the exposure and
metabolization of this compound in water, since, in Brazil, acephate is widely
used, and there are few studies reporting its biotransformation in aquatic animals
and possible biomarkers of exposure. In this sense, Zebrafish (Danio rerio) has
become a good animal model for assessing toxicity, mainly because it is an
organism with anatomy, physiology and development similar to higher
vertebrates; for providing fast and cheap assays and for easily absorbing
substances present in water. Thus, this work evaluated aquarium water samples
containing acephate at 200 pg/L, and zebrafish liver samples exposed to
acephate and methamidophos at a final concentration of 100 ug/L. The samples
were analyzed by liquid chromatography coupled to high resolution mass
spectrometry, using the metabolomics approach, followed by multivariate and
univariate statistical analyses. The results suggested the metabolites O,S-
dimethylphosphothioate, monomethylphosphate and 0,0,S-trimethyl
phosphorothioate as potential biomarkers of acephate exposure. In addition,
endogenous metabolic changes were detected in the liver of animals exposed to
acephate and methamidophos, demonstrating changes in the body of animals.
Therefore, it is expected that the present study will help the monitoring of
government agencies in the detection of acephate from the biomarkers found

and, in further studies of toxicity of the metabolites found.

Keywords: Metabolomics, Acephate, Exposure Biomarkers, Zebrafish,

Toxicity Assay.
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1- INTRODUCAO

Os agrotoxicos sdo utilizados para proteger as culturas de pragas e
doencas nocivas aos seres humanos. O resultado benéfico desta protecéo,
tornou estes produtos uma importante ferramenta para manter o padréo de vida
atual da humanidade. Entretanto, tais substancias apresentam potenciais efeitos
prejudiciais ao meio ambiente e aos animais. (SHARMA et al., 2019).

Com o desenvolvimento da agricultura intensiva, o uso de agrotoxicos
vem aumentando progressivamente em todo o mundo. Dentre os agrotdxicos
mais utilizados, pode-se destacar os herbicidas e inseticidas, que representam
47,5% e 29,5% do total consumido, respectivamente. Os organofosforados
(OPs) séo os inseticidas mais utilizados em todo o mundo, respondendo por 45%
do total no mercado mundial. Entre os paises de maior consumo desses
produtos, destaca-se o Brasil (MALI et al., 2022; SYAFRUDIN et al., 2021).

No Brasil, em 2021, constava-se 0 registro de 499 principios ativos
aprovados para o uso. No ano de 2019, foram comercializadas mais de 600 mil
toneladas de principios ativos de agrotéxicos. Cabe ressaltar que, mesmo
guando o agrotoxico é aplicado seguindo as boas praticas agricolas, uma parte
ainda pode ser dispersa na atmosfera e infiltrar no solo, aguas superficiais,
subterraneas e aquiferos, prejudicando a qualidade da &gua para uso humano
(BRASIL, 2021a, 2023; DE OLIVEIRA; AGOSTINETTO; SIEGLOCH, 2023;
IBAMA, 2022).

Para garantir a qualidade da agua no Brasil, o Ministério da Saude
coordena o Programa Nacional de Vigilancia da Qualidade da Agua Potavel
(VIGIAGUA) com o objetivo de monitorar possiveis contaminantes na agua. Os
dados sobre a qualidade da agua séo introduzidos no programa pelas secretarias
estaduais e municipais de saude por meio de um banco de dados denominado
SISAGUA (Sistema de Informacdo de Monitoramento da Qualidade da Agua)
(BARBOSA; SOLANO; UMBUZEIRO, 2015).

De acordo com (BROVINI et al., 2023), no periodo de 2018 a 2021 foi
realizado um estudo descritivo sobre os dados coletados pelo VIGIAGUA, na


https://www-sciencedirect.ez28.periodicos.capes.gov.br/topics/nursing-and-health-professions/poldine-methylsulfate
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qual o sistema notificou que 719 dos municipios brasileiros (12,9%)
apresentaram agrotoxicos em agua doce, sendo que 179 (3,2%) tiveram

deteccado acima do valor maximo permitido em agua.

Além das formas previamente citadas, ha outros modos de monitoramento
de agrotéxicos no pais. Um deles € o controle de comercializacdo sob
responsabilidade do Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA). O Instituto possui um sistema de dados para
controlar o volume de pesticidas comercializados no pais. De acordo com 0s
relatorios realizados pelo IBAMA, desde 2009 é demostrado um ranking dos 10
ingredientes ativos entre os agrotoxicos mais vendidos (Tabela 1) (IBAMA,
2022). Dentre os mais vendidos encontra-se o pesticida acefato, que em 2009
ocupava a 72 posicao entre os mais vendidos, no total de 5.204,89 toneladas e

em 2020 passou a ser 0 5° mais vendido, com um total de 29.982,50 toneladas.

Tabela 1: Ranking dos 10 agrotéxicos mais vendidos no Brasil em 2009 e 2020

OS 10 ingredientes ativos OS 10 ingredientes ativos
mais vendidos 2009 mais vendidos 2020
Unidade de medida: toneladas de IA Unidade de medida: toneladas de IA
Vendas Vendas

Ingrediente Ativo (ton. I1A) Ranking Ingrediente Ativo (ton. IA) Ranking
Glifosato e seus

sais 118,484.57 10 Glifosato e seus sai 246,017.51 10
Oleo mineral 32,634.09 - 2,4-D 57,597.57 20
Oleo vegetal 13,422.60 - Mancozebe 50,526.87 3°
2,4-D 12,116.12 20 Atrazina 33,321.11 40
Enxofre 11,514.80 30 Acefato 29,982.50 50
Metamidofés 10,774.80 40 Clorotalonil 24,191.03 6°
Atrazina 10,133.80 50 Malationa 15,702.11 7°
Carbendazim 6,712.59 6° Enxofre 11,390.90 8°
Acefato 5,204.89 7° Imidacloprido 9,401.65 90
Tiofanato-metilico 3,754.32 80 Clorpirifés 8,864.88 10°

Fonte: Elaborada pela autora com base em (IBAMA, 2022)

O acefato (O,S-dimetil-N-acetilfosforamidotioato) é um inseticida
organofosforado amplamente aplicado para proteger vegetais e frutas de tragas
e pulgbes. Esta classe de agrotoxico € constituida por inibidores de forma
irreversivel da enzima acetilcolinesterase, responsaveis por degradar o
neurotransmissor acetilcolina (ACHE) e regular os efeitos colinérgicos no
sistema nervoso. No entanto, assim como os insetos, os mamiferos e outros

animais também possuem a enzima acetilcolinesterase, podendo ser afetados
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pelos efeitos toxicos do acefato, quando expostos aos agrotoxicos dessa classe
(WANG et al., 2020).

Seu uso foi parcialmente restringido em muitos paises devido a toxicidade
do seu produto intermediario o metamidofds. A exposicéo prolongada ao acefato
e ao metamidofés em seres vivos ndo-alvos tem despertado a preocupacao

publica devido a sua toxicidade (LIN et al., 2020).

Desta forma, diversos estudos analisaram a toxicidade do acefato e do
metamidofés. Um estudo utilizando o modelo animal zebrafish, observou que o
cérebro é um importante alvo da toxicidade do metamidofés, revelando a sua
potencial neurotoxicidade para espécies aquaticas e, possivelmente, para os
humanos (HE et al., 2016; PENG et al., 2015).

Nos ultimos 30 anos, o zebrafish tem sido utilizado para analisar o
metabolismo de xenobidticos, em diferentes areas. Nos primeiros anos, 0s
estudos se concentraram na toxicologia ambiental e no impacto desses
contaminantes e seus metabdlitos gerados no meio ambiente. Depois, devido a
semelhanca com o0s processos de biotransformacdo dos seres humanos,
passaram a comparar a toxicidade de diversas substancias no zebrafish com a
toxicidade nos seres humanos (DE SOUZA ANSELMO et al., 2018).

Em geral, os estudos que avaliaram a formacdo de metabdlitos
de xenobidticos em zebrafish observaram diversos metabolitos de fase | e fase
II, demonstrando a utilidade do modelo na predicdo do metabolismo de diversas
substancias. Ha evidéncias de que o zebrafish expressa genes e proteinas com
atividades responsaveis pelo metabolismo xenobiético por metabolismo
semelhante aos mamiferos (DE SOUZA ANSELMO et al., 2018).

Um exemplo, é o estudo onde os autores avaliaram a capacidade do
zebrafish adulto de produzir metabdlitos de sibutramina e estanozolos apos
exposicdo in vivo, na qual foram identificados derivados desmetilados,
hidroxilados, desidroxilados, reduzidos e conjugados de estanozolol, todos ja
detectados na urina humana. Este estudo sugere que este animal adulto pode
absorver, oxidar e excretar varios metabolitos de maneira semelhante aos
humanos (SOUZA ANSELMO et al., 2017).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/xenobiotic
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/toxicology
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/xenobiotic
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Nesse sentido, o zebrafish (Danio rerio) tem se tornado um excelente
modelo animal para avaliacdo da toxicidade, principalmente por ser um
organismo com anatomia, fisiologia e desenvolvimento similares a vertebrados
superiores; por proporcionar ensaios rapidos e baratos e por absorver facilmente
substancias presentes na agua (DE SOUZA ANSELMO et al., 2018; OTTE et al.,
2017). Varios estudos demostraram a geracdo de metabdlitos pelo zebrafish a
partir de contaminantes ambientais (MODICK et al., 2016; REE et al., 2015;
WANG et al.,, 2017). Recentemente, (COSTA et al.,, 2022) detectaram
metabdlitos de fase | e de fase Il do carbendazim na agua do aquério contendo
zebrafish, determinando potenciais alvos analiticos para o monitoramento do

carbendazim em agua.

Uma das formas de analisar esses metabdlitos é por meio da abordagem
metabolémica, a qual utiliza técnicas analiticas sensiveis e de alta resolucao,
combinadas com analises estatisticas (MARCHEYV et al., 2021). Uma técnica
analitica utilizada amplamente para substancias polares como o acefato é a
Cromatografia Liquida (LC) acoplada a Espectrometria de Massa de Alta
Resolucdo (HRMS). Esta combinacao levou a introducdo de novas abordagens
e técnicas para analise quantitativa direcionada, gracas aos modernos
espectrobmetros de massa hibridos de alta resolucdo, como o quadrupolo
orbitrap-MS (Q-orbitrap-MS) (CAVALIERE et al., 2019).

A aplicacdo de técnicas cromatograficas com abordagem metabolémica
permite avaliar a exposicdo ambiental de diferentes xenobioticos e identificar
metabdlitos formados, como possiveis alvos analiticos para monitoramento da
exposicao a contaminantes (COSTA et al., 2023; HAO et al., 2012).

Diante do apresentado e frente a necessidade de se conhecer melhor o
perfil metabdlico do agrotéxico acefato e seus metabdlitos, este trabalho avalia
a metabolizagdo do acefato e possiveis alteracdes no organismo de animais,
utilizando o modelo animal zebrafish. Para tal, foram analisadas amostras de
agua do aquario e dos orgaos dos animais expostos por Cromatografia Liquida
Acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS), seguida por analises

estatisticas multivariadas e univariadas, utilizando a abordagem metabol6mica.
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2- OBJETIVO

Avaliar a exposicao do zebrafish ao acefato.

2.1- Objetivos Especificos

Avaliar a biotransformacéo e o perfil metabdlico do acefato por meio de
analise de amostras de 4gua dos aquarios com 0s peixes;

Comparar o perfil metabdlico do acefato em amostras de agua na
auséncia e presenca dos peixes;

Avaliar possiveis alteracdes metabdlicas no figado do zebrafish a partir
de uma exposicao crénica ao acefato e metamidofés, na concentracao

detectada em recursos hidricos no Brasil.
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3- REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1- Agronegécio e o Consumo de Agrotoxicos no Brasil

O agronegocio envolve desde areas de producdo agropecuaria até
processos de manutencao, vendas e fiscalizacao, distribuidos por muitos paises
(CARNEIRO et al., 2015). De acordo com os calculos do Centro de Estudos
Avancados em Economia Aplicada (CEPEA), em 2020 a participagcdo do
agronegocio no Produto Interno Bruto (PIB) total do Brasil foi de 26,6%. Quando
se analisa esta porcentagem no PIB como um todo, a participacdo majoritaria é
da agricultura que corresponde a 68%, enquanto a pecuaria corresponde a 32%.
O agronegocio €, portanto, um dos pilares da economia brasileira (BARROS;
LUCCHI; MINARE, 2022).

O Brasil € 0 segundo pais que mais exporta produtos agricolas no mundo.
Para manter uma ampla producdo agricola, o agronegdcio utiliza sementes
transgénicas e insumos quimicos, como fertilizantes e agrotoxicos (PIGNATI et
al., 2017). A fim de manter tal posicao, o Brasil € o maior consumidor mundial de
agrotoxicos desde 2008 e vém aumentando cada vez mais a liberacdo e
utilizagdo de tais compostos (MATTEI; MICHELLON, 2021). Em 2021, foram
aprovados 499 novos agrotoxicos, dentre os quais 422 (84,5%) sao quimicos e
77 (15,5%) séo biolégicos (REZENDE-TEIXEIRA et al., 2022).

Além do numero de produtos aprovados, em 2020 foram utilizadas mais
de 600 mil toneladas de ingredientes ativos, 0 que representa um aumento de
10,5% em relagdo a 2019. Entre os agrotoxicos autorizados, 60,4% sao
herbicidas, 15,8% fungicidas e 11,8% inseticidas (BROVINI et al., 2021).

Tal aumento no consumo dos agrotoxicos tem se tornado uma grande
preocupacdo de organizacbes mundiais, como da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), do Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS) e do
Programa Interorganizacdes para a Gestdo de Produtos Quimicos (IOMC), e
meios académicos, os quais vém alertando e ressaltando a importancia de
produzir alimentos para a populacdo usando métodos éticos, sustentaveis e
eficientes de uma maneira segura para 0s seres humanos e 0 meio

ambiente. Dentre essas preocupacdes, ha varios desafios relacionados com os
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lancamentos dos agrotoxicos diretamente no meio ambiente (DA SILVA et al.,
2020; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).

A utilizacdo destes produtos quimicos gera residuos que podem
apresentar impactos ambientais. S8o considerados residuos quando, apos a
aplicacdo nas lavouras agricolas, seguem para além da area cultivada por meio
de transportes como carreamento superficial, lixiviacdo e volatilizacdo. A
lixiviagcdo dos agrotoxicos ocorre através do solo, resultando na contaminacao
das aguas subterraneas. J4 o carreamento superficial influéncia diretamente na
contaminacgéo das aguas de superficie, com o agrotoxico adsorvido as particulas
do solo erodido ou em solucdo (MINGOTI; SPADOTTO; MORAES, 2016).

Outro problema que pode aumentar a presenca dessas substancias no
ambiente é a reutilizacdo, o descarte ou a destinacdo inadequada das
embalagens vazias, que favorecem a contaminacgéo. Apesar da obrigatoriedade
dos agricultores devolverem essas embalagens aos estabelecimentos
comerciais, prevista pela Lei 9.974 desde 6 de junho de 2000, a maior parte
ainda néo é recolhida e, portanto, ndo é devolvida (BRASIL, 2000).

3.2- Regulacdo e Monitoramento dos Agrotoxicos

De acordo com a Lei 7.802, de 11 de julho de 1989, o registro de um
agrotoxico € feito pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), que verifica a eficiéncia no combate a pragas e doencas no campo.
Entretanto, o registro s6 € concedido quando o produto também é autorizado
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que avalia os riscos a
saude, e pelo IBAMA, que analisa os perigos ambientais. Sem o aval dos trés
orgaos, o agrotoxico nao € liberado (BRASIL, 1989).

Um ponto a ser destacado é que, no Brasil, conforme dados de pesquisas
sdo publicados, o agrotoxico analisado passa por uma reavaliacdo ou
identificacdo de irregularidades e fraudes para restringir ou proibir a sua
utilizag&o, caso seja necessario. Nesse processo, a ANVISA, o IBAMA e o MAPA
avaliam cada produto em termos do potencial de danos a saude humana,
periculosidade ambiental e queda de eficiéncia agrondmica, respectivamente. A
decisdo € baseada em estudos cientificos independentes, dados
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epidemiologicos e dados gerados por empresas, conforme previsto na Instrucao
Normativa Conjunta n° 2 de 2006 (BRASIL, 2006).

Entretanto, em 2002 o Projeto de Lei 6.299, também chamado de “Lei do
Veneno”, foi proposto pelo Senado brasileiro com o intuito de centralizar a
avaliacdo dos registros de agrotoxicos no MAPA e, desta forma, agilizar os
processos de liberagdo desses produtos no pais. No inicio de fevereiro de 2022,
foi aprovada pela Camara dos Deputados a proposta de lei PL 6299/2002. Pela
proposta, o termo “agrotoxico” deixa de existir e, entra em seu lugar a expressao
“produto fitossanitario”, o que dificulta a percepcdo do real perigo desses
produtos. Além disso, a responsabilidade por conceder registros de novos
agrotoxicos caberqd somente ao Ministério da Agricultura. Em relacdo as
avaliacOes sobre os perigos ambientais e 0s riscos a saude humana, caberia as
préprias empresas interessadas em vender os agrotoxicos, a missdo de

apresentar tais avaliacdes (BRASIL, 2002).

Essas mudancas geram mais preocupacoes em relacdo a contaminacgao
do meio ambiente pelos agrotdxicos e aos riscos pela exposi¢cao aos seres vivos.
Uma das principais preocupacfes a respeito do uso de agrotoxicos € a
contaminacao de recursos hidricos (LOPES; DE ALBUQUERQUE, 2021).

O controle destes compostos em agua potavel é realizado pelo Ministério
da Saude (MS) por meio do VIGIAGUA. Este programa tem como objetivo
auxiliar no gerenciamento de riscos a salude associados ao abastecimento de
agua para consumo humano no pais, estabelecido no Anexo XX da Portaria de
Consolidacao n° 5/2017 do Ministério da Saude (BRASIL, 2017), alterado pela
Portaria GM/MS n° 888, de 04 de maio de 2021.

Na Portaria GM/MS n° 888 de 04 de maio de 2021, foi estabelecido um
padréo de potabilidade para 40 agrotoxicos e seus metabdlitos que representam
risco a saude. Dentre os compostos que foram recentemente incluidos,
encontram-se o0 acefato e seu metabdlito metamidofés. O Valor Maximo
Permitido (VMP) em agua para o acefato e seu metabdlito majoritario
metamidofds ficou definido na concentragéo final de 7 pg/L (BRASIL, 2021b).
Entretanto, a Unido Europeia proibe a utilizagcdo de acefato em culturas de

alimentos e tolera a deteccdo em agua potavel na concentracdo maxima de 0,1
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Hg/L (EUROPEAN UNION, 1988). E perceptivel que, o0 VMP permitido na Uni&o
Europeia € 70 vezes mais baixo que o valor permitido no Brasil, 0 que demostra

ser um valor alto considerado na legislacéo brasileira.

3.3- Acefato

No Brasil, o acefato est4 presente como ingrediente ativo de 19 produtos
de diversas formula¢des, mas sua comercializacdo mais comum € sob 0os nomes
fantasia Orthone 750® e Nortox® (GOTTEMS, 2017). Este ingrediente ativo, cuja
a nomenclatura IUPAC é O,S-dimetil acetilfosforoamidotioato, pertence a classe
dos inseticidas e acaricidas, que combatem insetos e 4caros. De acordo com a
ANVISA, a Ingestéo Diaria Aceitavel (IDA) do acefato € até 0,0012 mg/kg, porém
ele ndo possui um valor Unico para o Limite Maximo de Residuos (LMR) e
intervalos de segurancga para as aplicagbes em culturas de alimentos, conforme

a tabela 2.

Tabela 2: Uso agricola do Acefato autorizado pela ANVISA.

Modalidade LMR Intervalo de
Culturas de (mg/kg) | Seguranca
Aplicacao g/kg 9 ¢
N Foliar 21 dias
Algodéo 0,03 -
Sementes 1 més
Amendoim Foliar 0,02 14 dias
Batata Foliar 0,1 21 dias
Citros Foliar 0,2 21 dias
o Foliar 14 dias
Feijao 0,02 "
Sementes 1 més
Meldo Foliar 0,1 14 dias
Milho Foliar 0,02 35 dias
) Foliar 21 dias
Soja 0,02 -
Sementes 1 més
Tomate* Foliar 0,02 35 dias

LMR = Limite Maximo de Residuo

* Uso autorizadoo somente para tomate rasteiro, com fins industriais.

Fonte: Elaborada pela autora com base em (ANVISA, 2018).

O acefato pertence ao grupo quimico dos organofosforados, compostos

organicos derivados de acidos fosforicos, que contém pelo menos uma ligagéo
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carbono-fésforo. No acefato, o atomo central de fésforo faz ligagdo dupla com
um atomo de oxigénio, sendo esta estrutura dos organofosforados denominada

forma 6xon (Figura 1).

Figura 1: Férmula Estrutural do Acefato.
ﬁ O
H,C P
g N CH,
H,cO H

Fonte: Autoria Propria

Este grupo quimico atua inibindo a enzima acetilcolinesterase, por meio
de uma inibicdo irreversivel, sendo a forma o6xon, a forma inibidora direta,
enquanto a forma tion (fésforo fazendo ligacdo dupla com enxofre) necessita
passar por uma bioativacdo por reacdo de oxidacdo para inibir a enzima. A
enzima acetilcolinesterase é responsavel pela hidrélise do neurotransmissor
acetilcolina presente nos insetos e em outros organismos (WANG et al., 2019).
A inibicao desta enzima faz com que ocorra uma acumulacédo de acetilcolina que,
consequentemente, promove uma superestimulagdo dos receptores
muscarinicos e nicotinicos, produzindo diversos efeitos no organismo

relacionados ao sistema nervoso autbnomo e central (AKYUZ et al., 2021).

No ambiente, o acefato € rapidamente metabolizado a metamidofés,
principal produto intermediario (SYED et al., 2014). Este, por sua vez, também
foi utilizado como um inseticida, levando principalmente a inativagdo enzimatica
pela fosforilacdo dos residuos de serina do sitio ativo da acetilcolinesterase
(AChE). Tanto o acefato quanto o metamidofds (Figura 2) sédo hidrossoluveis, e
com poténcia inseticida semelhante, mas toxicidade diferente em mamiferos. A
maior toxicidade apresentada pelo metamidofos € devido a sua inibicdo mais
potente da acetilcolinesterase em mamiferos. Os fatores associados a maior

poténcia do metabolito majoritario sdo explicados pelas diferencas em suas
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propriedades fisico-quimicas, orbitais moleculares e eletrbnicas, que l|he

atribuem uma maior toxicidade (LIN et al., 2020).

Figura 2: Estrutura quimica do acefato e do metamidofos.

H.C—O O H.C—O O
N/ 0 RN
P P
/ \ 7/ \
H3C_S II}II H3C_S NH2
CH;
Acefato Metamidofos

Fonte: Autoria Propria

Devido a maior toxicidade do metamidofds, a ANVISA langou, no Diario
Oficial da Unido, a Resolucdo n°® 143 de 14 de janeiro de 2011, a retirada do
ingrediente ativo metamidofés do mercado brasileiro, considerando que no
cenario internacional ele foi proibido em diversos paises e teve severas
restricdes devido aos riscos para a saude humana, como caracteristicas neuro
toxicas, imunotoxicas, toxicidade no sistema enddcrino, reprodutor e no
desenvolvimento embriofetal (ANVISA, 2011).

Apesar disso, o acefato € autorizado para aplicagdes na agricultura. Em
2015, esse composto teve residuos detectados acima do permitido pelo relatério
do Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA),
mesmo apos as restrices determinadas pela Resolucéo da Diretoria Colegiada
— RDC n° 45, de 2 de outubro de 2013 (ANVISA, 2013, 2016).

Em decorréncia dos resultados observados no monitoramento em 2015,
foram adotadas medidas restritivas a fim de mitigar o uso ndo autorizado do
referido ingrediente ativo. Foram excluidas algumas culturas e proibido
embalagens primarias inferiores a 1 kg e embalagens hidrossollveis inferiores a
0,5 kg de produtos formulados a base de acefato (ANVISA, 2019).

Além dos relatorios gerados pelo PARA, em 2014 o Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA) publicou a Resolugéo n° 465, de 5 de dezembro de
2014, que Revoga a Resolucdo CONAMA n° 334/2003, dispondo sobre os
requisitos e critérios técnicos minimos necessarios para o licenciamento

ambiental de estabelecimentos destinados ao recebimento de embalagens de
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agrotoxicos e afins, vazias ou contendo residuos, fortalecendo a decisao tomada
pela ANVISA no relatério de 2015 do PARA (ANVISA, 2016; CONAMA, 2014).

Apesar disso, no relatorio de 2017/2018 do PARA verificou-se uma
porcentagem de 6,8% de deteccdes irregulares do total de amostras analisadas
para acefato, mesmo apds as medidas restritivas adotadas no ano de 2015.
Conforme a Tabela 3, percebe-se que houve um aumento no total de deteccdes
irregulares nos ultimos relatorios da ANVISA. Ao mesmo tempo, comparando
com os anos de 2014 e 2015, o relatério do periodo 2017-2018 teve um aumento
de amostras monitoradas, de modo que, a porcentagem de alimentos com
deteccdes irregulares aparentou ser menor, sendo na verdade numericamente
similar a de 2015 (ANVISA, 2019).

Tabela 3: Deteccgbes irregulares de Acefato nos ultimos cinco anos de
monitoramento.

.N de N° de N° total de amostras com | % de amostras com
Ano alimentos amostras . 5 o .
. . deteccdes irregulares deteccdes irregulares
monitorados monitoradas

2013 18 4.455 150 3,37%
2014 16 3.774 134 3,78%
2015 16 3.822 316 8,27%
2017/2018 14 4.616 314 6,80%

Fonte: Elaborada pela autora com base em (ANVISA, 2019)

Tais deteccOes de residuos de pesticidas em nossos alimentos, solo e
aguas residuais levaram a uma crescente preocupac¢ao com o acumulo destes
compostos. Em varios paises detectaram acefato e metamidofés nos sistemas
hidricos superficiais e subterraneos utilizados para consumo humano direto
(MARINS et al., 2021).

No Brasil, estudos demonstraram residuos de acefato e metamidofos em
meio aquatico, conforme é descrito na Tabela 4. A contaminacdo de recursos
hidricos e as detecgdes irregulares em alimentos sao fatores que impulsionaram

alguns estudos para avaliar os efeitos toxicos do acefato e do metamidofés.

Tabela 4: Estudos indicando contaminac¢des em aguas do Brasil.

. : < Método Limite de Deteccéo (LD) e N
Analito Tipo de Agua/ Local Analitico de Quantificacio (LQ) Referéncia
Acefato: LD: 0,03 pg/L
Acefato e ‘ . i LQ: 0,1 pg/L (ZANDONA,
Metamidofds Agua potavel LC- MS/MS Metamidofés: LD: 0,03 ug/L 2019)
LQ: 0,1 ug/L
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Acefato: LD: --
Acefato e < - HPLC-ESI-MS LQ: 123,8 ng/L (MOLINA,
Metamidofés Agua superficial (tipo TOF) Metamidofos: LD: -- 2014)
LQ: 248,8 ng/L
Acefato: LD: 0,2 pg/L
Acefato e P - i LQ: 0,4 pg/L (VIEIRA,
Metamidofos | #'dua superficial, SP €G- NPD Metamidofés: LD: 0,2 pg/L 2012)
LQ: 0,3 ug/L
Agua superficial e Acefato: LD: 1,93 ng/L
Acefato e subterrédneas LC - MS/MS LQ: 5,86 ng/L (ROCHA,
Metamidofés da Represa de Metamidofés: LD: 2,89 ng/L 2011)
Tinjuqueiro, Go LQ: 8,76 ng/L
Agua superficial da HPLC-ESI- .
Metamidofés Bacia do Rio MS/MS LLQD..122,4569nr?éI/_L (GLZJOEBI)ES’
Sorocaba, SP (tipo QUQ) T

Fonte: Autoria propria

Entre diversos estudos demostrando toxicidade do acefato e do
metamidofés, um teste realizado em ratos com doses altas de acefato e
metamidofés demostrou um aumento de dissacarideos no sangue, metabolismo
dos animais prejudicado, danos ao DNA, nas barreiras reprodutivas e
desenvolvimento de cancer (RIBEIRO et al., 2016). Outro estudo em ratos
expostos ao acefato apresentou distlrbios metabdlicos, na qual alteracdes em
alguns metabdlitos endégenos levaram a danos nos rins e interromperam 0s
processos metabdlicos normais, incluindo alteracdes de glicose, do &cido

nucleico e no metabolismo de proteinas (HAO et al., 2012).

Em um estudo somente com o metamidofés, ratos desenvolveram lesées
no testiculo, caracterizadas por obstrucdo da espermatogénese, e, epididimo,
apresentando edema grave (FARAG et al., 2012). Além disso, um estudo com
metamidofés, observou alteracbes no DNA em diferentes estagios da
espermatogénese e reducédo da qualidade do esperma em camundongos por
meio da resposta acrossomal e diminuicdo da capacidade de fertilizacdo

(URIOSTEGUI-ACOSTA et al., 2014).

Em humanos, o metamidofés aumenta a geracdo de estresse oxidativo
em células mononucleares do sangue periférico (RAMIREZ-VARGAS et al.,
2017). De modo semelhante, o acefato também exibe efeitos citotdéxicos e
genotoxicos no esperma, diminuindo a motilidade do esperma, a integridade da
membrana celular e o volume do esperma (DHANUSHKA,; PEIRIS, 2017).

Conforme os estudos supracitados, 0 uso generalizado de acefato e de
metamidofds tem causado diversos efeitos téxicos em mamiferos, porém esses

efeitos ndo restringem somente a eles. A exposicado ao metamidofés utilizando o
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zebrafish pode afetar os genes do neurodesenvolvimento e ativar a apoptose
intracelular, levando a danos neurais precoces no desenvolvimento do peixe (HE
et al., 2016; PENG et al., 2015). No cérebro do zebrafish, o metamidofés revelou
grande potencial de neurotoxicidade. Além disso, observou-se retardo no
desenvolvimento embrionario do zebrafish, deformidades larvais e diminuicéo da

tensao superficial coridnica induzidos por exposicao ao acefato (LIU et al., 2018).

3.4 - Modelo Animal Zebrafish
O Danio rerio conhecido popularmente como zebrafish ou paulistinha é
um peixe nativo do sul da Asia. Eles sdo seres vivos sociais, isto €, gostam de
viver em grupo, no entanto preferem formar cardumes pequenos. Além disso,
sdo animais com padrdo circadiano diurno, em que suas atividades
comportamentais e biolégicas dependem de uma padronizacdo rigorosa da
manha e da noite (HARPER; LAWRENCE, 2016).

Para a manutencdo destes animais, tanto a alimentacdo e a nutricéo,
como a qualidade da agua tem grande impacto na saude e produtividade do
peixe, uma vez que influencia no seu desenvolvimento, imunidade, fisiologia,
anatomia, comportamento e reproducdo. Desta forma, os parametros de
qualidade da agua devem ser bem conhecidos e compreendidos. O pH da agua
pode variar de 6,0 a 8,5; a temperatura entre 26 e 28°C; a alcalinidade do meio
entre 50 e 100 mg/L; a oxigenacdo deve estar acima de 4 mg/L e sem ou com
minima concentracdo de nitrito e aménia (LOPEZ-OLMEDA; SANCHEZ-
VAZQUEZ, 2011).

Este modelo animal é bem reconhecido em pesquisas toxicoldgicas e
pode ser usado para modelar a toxicidade de eventos moleculares de alteracdes
na saude e no comportamento do organismo. Ele pode ser usado para testes de
toxicidade quimica de alto rendimento, permitindo uma triagem rapida e em larga
escala semelhante aos ensaios in vitro. Ademais, os zebrafish s&o organismos
complexos com vias metabolicas que permitem a avaliagdo da toxicocinética e
toxicodindmica de xenobioticos semelhantes aos modelos de mamiferos
(HORZMANN; FREEMAN, 2018).

Devido ao seu tamanho pequeno e vida util curta, eles exigem menos

espaco e sdo mais econdémicos para manutencao de laboratério em comparacéo
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com outros organismos vertebrados, como o camundongo. Além disso, eles
geram uma grande prole, e seus embrides possuem uma membrana protetora,
0 corion, transparente, o que facilita a visualizacdo do desenvolvimento
embrionario e possiveis alteracbes nos embries. Outras vantagens desse
modelo animal sédo devido ao seu ciclo curto de reproducao e a possibilidade de
administrar substancias por injecao intraperitoneal ou adicionando-as em agua
(WANG; CAO, 2021).

Diversos estudos utilizam este modelo animal, pois, além das vantagens
citadas, eles possuem um genoma sequenciado parecido ao dos mamiferos. Um
estudo do genoma do zebrafish verificou que 71% dos genes que codificam
proteinas no genoma humano séo correlacionados aos genes encontrados no
genoma do zebrafish, e que destes, 84% dos genes conhecidos por serem
associados a doencas humanas possuem um gene relacionado em zebrafish
(HOWE et al.,, 2012). Eles possuem uma organizacdo estrutural neural de
vertebrados e todas as principais estruturas sdo semelhantes ao cérebro dos

mamiferos.

Além disso, eles também possuem uma barreira hematoencefalica
funcional semelhante aos humanos. Outra semelhanca, € no perfil de
neurotransmissores do zebrafish, o que € muito importante para estudos
neurocientificos (PANULA et al., 2010). Alguns estudos avaliam alteracdes
comportamentais vinculadas a influéncia de diversas drogas, como o alcool.
Estes estudos permitem estabelecer comparacdes com o comportamento

humano (CLAYMAN; CONNAUGHTON, 2022).

Entretanto o zebrafish apresenta algumas desvantagens para sua
utilizacdo em pesquisas, como: dificuldade em obter anticorpos apropriados que
reconhecam as proteinas do zebrafish para avaliacdo da toxicidade induzida por
agrotoxicos (WANG et al., 2016), o desconhecimento sobre a genética de suas
linhagens na qual proporciona a reducao de possiveis variagdes em resultados
experimentais devido ao conhecimento do seu padrdo genético (KALUEFF;
ECHEVARRIA; STEWART, 2014) e, de acordo com a OECD 236 e 305, na
dificuldade de absorcdo dos animais ao serem expostos a substancias apolares
€ necessario utilizacdo de solvente, como dimetilsulfoxido a 0,1%. No entanto,

se mesmo com a utilizacao do dimetilsulféxido na maior concentracao permitida
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a substancia de interesse apresentar baixa solubilidade é inviavel a realizacdo
do experimento (SOBANSKA et al., 2018).

Embora o zebrafish seja muito utilizado para investigar os mecanismos de
acado de xenobioticos e avaliar toxicidade ambiental, nos Ultimos anos ele se
tornou um modelo excelente na triagem de toxicidade quimica, no
desenvolvimento de novos farmacos e em estudos de neurotoxicidade
comparados aos humanos. Desta forma, este modelo animal tem desempenho
comparavel aos modelos de mamiferos em ensaios de toxicidade de
desenvolvimento. Tal comparacdo no desempenho desses modelos varia de
55% a 100% (HORZMANN; FREEMAN, 2018).

Em avaliacbes de toxicidade ambiental, as primeiras publicacdes que
verificaram a geracdo de metabdlitos pelo zebrafish, demonstraram vias
de biotransformacéo de xenobioticos, desempenhando um papel fundamental
nos programas de monitoramento ambiental (DE SOUZA ANSELMO et al.,
2018).

A Dbiotransformagéo de xenobitticos ocorre no figado. No zebrafish,
semelhante aos mamiferos, este 6rgéo realiza diversas atividades vitais, como
metabolismo de substancias endogenas e
exdgenas, desintoxicacdo e homeostase (MENKE et al.,, 2011; TAO; PENG,
2009). Assim como os mamiferos, o zebrafish tem a capacidade de realizar
reacBes metabdlicas de fase | e fase Il com o intuito de tornar as moléculas mais
hidrossoluveis e facilitar sua excrecdo. As enzimas da fase | consistem
principalmente do citocromo P450 (CYP), uma superfamilia de enzimas
microssomais , catalisando o metabolismo oxidativo e redutor de muitos
produtos quimicos e compostos endégenos (BROX et al., 2016; CHNG et al.,
2012; DIEKMANN; HILL, 2013).

Dentro desta superfamilia de enzimas CYP, o zebrafish possui enzimas
com funcgbes correspondentes as enzimas humanas, sugerindo que seus perfis
metabdlicos podem ser semelhantes aos dos mamiferos (GOLDSTONE et al.,
2010).

Nas reacOes de fase Il, os xenobidticos ou metabdlitos das vias da fase |

sdo conjugados enzimaticamente com um composto enddgeno hidrofilico pelas


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/biotransformation
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/biotransformation
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/xenobiotic
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/detoxification
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/homeostasis
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/cytochrome
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/microsome-enzyme
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https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/endogenous-compound
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enzimas transferases. A glucuronidacdo é o principal metabolismo de fase II,
com aproximadamente 40% a 70% dos compostos humanos enddgenos e
exdgenos conjugados a formas glucuronidadas a serem excretadas do corpo
(ALMAZROO; MIAH; VENKATARAMANAN, 2017). Em zebrafish, ocorre de
forma bem semelhante a fase Il, sendo a maior parte das conjugacoes realizadas
por glucuronidacdo (CHRISTEN; FENT, 2014; HUANG; WU, 2010).

Alguns estudos observaram a producdo in vivo de metabdlitos de fase | e
fase Il durante diferentes estagios de vida do zebrafish usando, mostrando que
o zebrafish € um modelo promissor que compartilha semelhancas e diferencas
com os mamiferos (DE SOUZA ANSELMO et al., 2018).

Em estudo realizado por (PARDAL et al., 2014) foi avaliado o metabolismo
dos compostos fendlicos resveratrol e seu derivado glicosideo (piceid) in vivo,
apos exposicao de larvas de zebrafish em meio dimetilsulfoxido 1% (v/v). Os
principais metabdlitos encontrados nas larvas do peixe foram as formas
monoglicuronideo e monossulfato do resveratrol (0 metabdlito mais abundante),

0 que ocorre de forma semelhante nos mamiferos, incluindo humanos.

O estudo realizado por (WANG et al., 2017) avaliou o metabolismo in
vivo de seis organofosforados (OPs) retardadores de chama utilizando zebrafish
adulto. Nesse trabalho, foram encontrados varios metabolitos de fase | e fase I,
incluindo diésteres de OPs, triesteres de OPs hidroxilados, diésteres de OPs
hidroxilados e metabdlitos conjugados com acido glicurénico, apés hidroxilacao,

utilizando a abordagem da metabolémica.

3.5 - Andlise Metabolémica

Dentre os estudos das abordagens “6micas”, a metaboldmica € uma
caracterizacdo sistematica em larga escala dos produtos de metabolismo de
baixo peso molecular, uma ferramenta para a descoberta de biomarcadores, de
delineamento de vias bioquimicas e de resposta a tratamentos de doencas e
suas etiologias (YU et al., 2022). A analise metabolémica tem como obijetivo
identificar e quantificar os metabdlitos de um determinado sistema biolégico
como resultado de fatores ambientais, de interagcdes genéticas ou devido ao

desenvolvimento de um organismo (MARCHEYV et al., 2021).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/transferase
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A formacdo desses metabdlitos é afetada tanto por exposi¢cdes a
substancias exdgenas como por processos endogenos (YU et al., 2022), nas
quais, podem ocorrer mudancgas quantitativas e/ou qualitativas dos metabalitos
devido a correlacdo direta com o estado funcional da célula (DUBEY et al., 2018).
Em vista disso, a ciéncia metabol6mica pode auxiliar distintas areas da ciéncia,
como estudos na nutricdo, na toxicologia, na farmacologia, na farmacognosia
entre outras areas (HARDER et al., 2020). De acordo com a necessidade de
cada estudo, a abordagem metabolémica pode se dividir em analises alvo ou
global.

Uma analise global (untargeted) é detectado o maior nimero possivel de
componentes da matriz, fornecendo uma visdo mais ampla de todo o
metaboloma e das alteracdes correlacionadas. Esta abordagem utiliza analises
estatisticas para observar os padrdes significativos de metabdlitos nas
amostras. Esses padrdes permitem a classificacdo das amostras em um ou mais
grupos de significancia biologica fornecendo informacgfes sobre a quantificagéo
relativa dos metabolitos (DUMONT et al., 2020).

J& ametaboldbmica alvo (targeted), baseia-se em um conjunto
predeterminado de compostos relacionados a uma via metabdlica do analito de
interesse. Esse tipo de analise inclui a possibilidade de quantificacdo absoluta
dos niveis de metabdlitos. Muitas vezes, as duas abordagens sao utilizadas em
conjunto devido ao seu padrao de varredura e capacidade de coletar grandes
quantidades de dados em um curto espaco de tempo, proporcionando uma
grande vantagem na descoberta de biomarcadores ou na elucidacéo de perfis
metabdlicos (MARCHEV et al., 2021).

Os dados gerados pela analise metabolbmica sdo numerosos e
complexos, a fim de manter a integridade das variagbes bioldgicas
inspecionadas, € necessario utilizar ferramentas adequadas de tratamento de
dados evitando possiveis erros. Diferentes analises estatisticas sdo usadas para
extrair a informagéo relevante dos dados, através de métodos de analise
multivariada e univariada (SUGIMOTO et al.,, 2012). Entre as analises
estatisticas multivariadas, sdo aplicados métodos ndo supervisionados, como

analise de componentes principais (PCA), e métodos supervisionados, como
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analise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA) (CANUTO et al.,
2017).

A PCA tem sido amplamente utilizado na metabol6émica para obter uma
visdo geral e reconhecimento de padrdes nos perfis metabdlicos, indicando se
ha diferenca entre os grupos comparados (HAO et al., 2012; XIAO; ZHOU, 2019).
Enquanto, para analisar detalhadamente a alteracdo metabdlica, séo realizados
métodos ndo supervisionados como a combinacdo dos minimos quadrados
parciais (PLS) com a analise discriminante (DA), a fim de estabelecer quais séo
os discriminantes (metabdlitos) que melhor separam os grupos (LINDON;
NICHOLSON, 2008).

A abordagem metabolémica tem avancado na capacidade de analisar o
metaboloma por diferentes técnicas analiticas. Sendo a espectrometria de
massas (MS) a técnica de analise mais usada, uma vez que proporciona analises
rapidas, com alta sensibilidade e seletividade (CANUTO et al., 2017). A MS pode
ser utilizada através da infusdo direta, da ionizacao ou pela dessorcéao a laser
assistida por matriz (MIRNEZAMI et al., 2014). Os constantes problemas de
supressédo de ionizacdo dos sinais, decorrente de matrizes complexas, sao
contornados através do acoplamento com técnicas analiticas de separacéo,
como a cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia liquida (LC)
(KUEHNBAUM; BRITZ-MCKIBBIN, 2013).

Essas técnicas analiticas podem ser usadas rotineiramente para obter
conjuntos de dados metabolémicos devido a sua versatilidade, faixa dinamica,
sensibilidade, acessibilidade etc. (DIEZ-SIMON; MUMM; HALL, 2019).
Entretanto, o acoplamento da LC com a MS é atualmente a técnica mais utilizada
na metaboldmica para analisar metabolitos polares, como os metabolitos

gerados na biodegradacgéao do acefato (RANADE et al., 2022).

3.6 - Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de
Massas
A escolha da técnica de separacdo depende das caracteristicas do analito
de interesse. A CG se aplica para compostos volateis, semivolateis e compostos
termicamente estaveis. Enquanto as substancias nao volateis e termicamente

instaveis sdo mais indicadas para LC, que pode separar muitos compostos
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similares sem a necessidade de derivatizacdo da molécula de interesse. Um
exemplo, sdo os analitos polares, que sado termicamente instaveis ou nao
volateis, priorizando a utilizacdo de LC (SOUZA TETTE et al., 2016).

A LC tem como principio a separacao de misturas por duas fases: uma
fase movel liquida e, outra estacionaria. A fase mével é um solvente e a fase
estacionaria € constituida de particulas sélidas empacotadas em uma coluna a
qual é atravessada pela fase mével. De acordo com as interacdes estabelecidas
pelo analito com a fase movel e a fase estacionaria, 0s componentes da amostra
séo separados e ao passar por uma coluna de alta pressdo. Esses componentes
saem em diferentes momentos, ou seja, em tempos de retencao distintos, de
acordo com a polaridade de cada um (WAHAB; ROY; ARMSTRONG, 2021).

Tem-se utilizado de forma recorrente o espectrbmetro de massas,
acoplado a uma técnica cromatografica como, por exemplo, na deteccédo de
analises dos agrotoxicos em agua, permitindo a obtencdo de limites de
quantificacdo menores, bem como a confirmacdo dos compostos presentes na
amostra ao gerar 0s seus espectros de massas. Além disso, possui maior
seletividade e minimiza a necessidade de se obterem separacoes
cromatograficas com grande resolucdo. Sendo assim, o espectrometro de
massas é de grande importancia para fornecer informacfes estruturais para
resultados mais confidveis (CALDAS et al., 2010; SOUZA TETTE et al., 2016).

O espectrdmetro de massas pode ser entendido como um instrumento
contendo uma fonte de ions, seguido de um separador ou filtro de massas, que
separa ions em funcédo da razdo massa sobre carga (m/z), e uma fonte de
deteccdo. Embora existam varias estratégias para separacdo e deteccédo, a
etapa de ionizacdo € aquela com o maior niumero de diferentes estratégias. Isso
ocorre devido a grande variedade de tipos de amostras e espécies de interesse.
Amostras solidas, liquidas ou gasosas contendo espécies volateis ou nao
requerem diferentes processos de ionizacdo (MORAES; LAGO, 2003).

Entre as possiveis técnicas de ionizagdo para amostras liquidas, a
ionizacdo por eletrospray (ESI) é a mais utilizada em comparacdo com a
ionizacao quimica a presséo atmosférica (APCI) ou a mais recente fotoionizacao

a pressao atmosférica (APPI) devido a sua capacidade de ionizar uma faixa mais
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ampla de massa moleculares (BUSTILLOS, 2020; KRAUSS; SINGER;
HOLLENDER, 2010).

Além da técnica de ionizacdo, outro parametro importante a ser definido
na espectrometria de massas, € o analisador. Analisadores do tipo orbitrap séo
cada vez mais utilizado devido a sua combinacéo de alta resolucgéo, alta preciséo
de massa (<2 ppm) e uma sensibilidade que pode alcancar a faixa do
fentograma. Uma combinacdo de dois tipos diferentes de analisadores,
instrumentos hibridos como Q-orbitrap (quadrupolo-orbitrap), mostram
excelentes capacidades de deteccao e identificacdo para compostos de baixo
peso molecular em diferentes matrizes (CAVALIERE et al., 2019).

Portanto, diante do que foi exposto, a combinacdo de HPLC/Q-
quadrupolo/MS e andlise multivariada de dados, como andlise de componentes
principais (PCA) e andlise discriminante de minimos quadrados parciais (PLS-
DA), foi utilizada para avaliar o perfil metabdlico diante da exposi¢cédo ao acefato
em amostras de 4gua com e sem 0s animais, e possiveis alteracdes metabdlicas

no figado dos animais ao serem expostos ao acefato.
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4 - METODOLOGIA

4.1- Reagentes e Aparatos

Reagentes (grau HPLC): agua ultrapura (Milli-Q®); hexano (Dindmica®)
acetonitrila (J.T.Baker®); metanol (J.T.Baker®); proxifilina (SIGMA-ALDRICH®);
acefato (SIGMA-ALDRICH®); metamidofés (SIGMA-ALDRICH®); acido formico
(SIGMA-ALDRICH®) e enzima [-glucuronidase (Roche®).

Cartucho de extracdo Spe-edTM C18; aqua safe (Tetra) — neutralizante
de cloro contendo tiossulfato de cloro, sais mineirais, compostos quelantes,
hidrocoloides organicos e polivinilpirrolidonas; fitas de medicdo de pH
(MColorpHastTM); teste de quantificacdo de amonia, oxigénio e nitrito (Alcon®),

aguarios, bastédo de vidro, micro tubos e tubos de vidro.

4.2- Equipamentos Utilizados
. Bombas de agua (Agua One);
o Termostatos (Roxin HT).
Agitador voértex (ALEMMAR®)

. Cromatoégrafo liquido de ultra eficiéncia (Thermo Scientific
Dionex Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) acoplado
a um espectrometro de massas (MS) com fonte de ionizacdo por
electrospray (ESI) e analisador tipo Q-Orbitrap (Q-Exactive™ Orbitrap-

Thermo Fisher Scientific).

4.3- Preparo das Solucdes

As solucdes de acefato e metamidofés foram preparadas em meio aquoso
na concentracdo de 1000 mg/L. A partir dessas solucbes estoque foram
pipetados volumes necessarios para as concentracdes finais. A concentracdo
final para o ensaio de exposicdo cronica foi de 100 pg/L, enquanto a
concentracéo final do ensaio de biotransformacéao foi 200 ug/L. O padréo interno
(SI) foi preparado com proxifilina na concentracdo de 1 pg/mL. Devido a
solubilidade destas substancias em agua, néo foi necessério a adigdo solvente.
Além disso, foi preparado solucdo de agua/metanol 7:3 com 0,1% de acido

férmico para o procedimento de ressuspensdo das amostras.
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4.4- Manejo e Tratamento do Modelo Animal Zebrafish

4.4.1- Etica em Experimentagdo Animal
O trabalho proposto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Ouro Preto protocolado sob o
CEUA n° (7061120319). Todo o processo de experimentacao foi realizado nas
dependéncias do Laborat6rio de Toxicologia da Escola de Farmacia — EFAR da
Universidade Federal de Ouro Preto.

4.4.2- Manutencado dos Animais

Foram adquiridos 660 peixes adultos da espécie zebrafish da loja Linddia
Peixes em Muriaé — MG, na mesma propor¢cdo entre fémeas e machos, todos
com cerca de 6 meses de idade.

Os peixes foram alocados em aquarios de 4 litros na proporcédo de 5
animais por litro. A agua dos aquarios foi previamente aclimatada em um aquario
maior a parte e condicionada utilizando-se o neutralizador de cloro, com a
dosagem recomendada pelo fabricante, de 5 mL a cada 10 L de agua. O pH

também foi verificado diariamente para manter dentro da faixa adequada.

A temperatura para cada aquério foi mantida na faixa de 26 °C a 28 °C
com o auxilio de termostato (Roxin HT). A aeracdo foi realizada com a
assisténcia de bombas (AquaOne), e a iluminacéo da sala foi ajustada de forma
a fornecer os ciclos de claro: escuro 14h:10h. Antes do inicio dos experimentos,
0s peixes passaram por um periodo de adaptacédo de 15 dias com o objetivo de

avaliar se estavam saudaveis e para se adaptarem ao novo ambiente.

Além disso, utilizou-se o teste de amonia toxica e o teste de nitrito/NO2
para monitorar a concentracao destes compostos. Outro teste também realizado
foi o teste com o teste de O2 para verificar os niveis de oxigenacéo. Todos esses

testes foram realizados uma vez por semana.

A alimentacéo foi realizada diariamente com a ragéo floculada Basic da
marca Alcon, exceto nas datas de necropsia dos animais, quando eles néo foram
alimentados nas 24h que antecederam a eutanasia. Todos 0s parametros
citados foram monitorados e realizados conforme é descrito no protocolo da
OECD n°305.
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4.4.3- Ensaios de Exposigdo Cronica dos Animais ao Acefato

Os animais foram expostos durante 28 dias ao agrotéxico acefato e ao
seu metabdlito metamidofds. Todos os parametros para realizacao da exposicao
cronica e da manutencdo dos animas foram realizados conforme € descrito no
protocolo OECD n°305. O ensaio foi realizado em triplicata, com cada aquario
contendo 20 peixes (Tabela 5). Ao iniciar o experimento, os animais foram
expostos a uma concentracao final de 100 pug/L do acefato mais metamidofos
(tratamento). Essa concentracao foi definida a partir de dados coletados em
outros trabalhos, que detectaram a presenca de acefato e metamidofés na
concentracéo final de 100 pg/L em aguas superficiais brasileiras (BROVINI et al.,
2021, 2023). A concentracao final de 100 ug/L teve como objetivo a avaliagdo de
possiveis alteracdes metabdlicas nas enzimas presentes no figado dos animais

expostos ao acefato e ao metamidofds por meio de analise metabolémica global.

Para critério de comparacdo, manteve-se um aquario para o controle
negativo durante o ensaio, na qual, os animais nao foram expostos ao acefato e
ao metamidofos. Contudo, o controle negativo seguiu as mesmas condicfes de

manuten¢ao que 0s animais expostos durante 28 dias.

Tabela 5: Divisdo do Ensaio Cronico.

Ensaio de Exposigcdo Cronica

. (Acefato + Metamidofés) = 100 pg/L
Periodo de
exposicao: Controle | Tratamento | Tratamento | Tratamento
Negativo 1 2 3
28 Dias 20* 20* 20* 20*

* Niumero de peixes por aquario

Fonte: Autoria propria

Durante o periodo de exposi¢céo, metade da agua dos aquarios foi trocada
a cada trés dias a fim de manter as condi¢Oes ideais aos animais até o término
do ensaio. Ao mesmo tempo, as solu¢cbes de acefato e de metamidofés foram

reaplicadas para manter a concentracao final (100 pg/L) sempre constante.
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Ao finalizar os 28 dias do ensaio de exposi¢éo cronica, 0os animais foram
eutanasiados seguindo as praticas descritas e aceitas pelo CONCEA (Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal), o qual preconiza a submersao
dos animais em banho de gelo por pelo menos 10 minutos antes do inicio da
disseccdo (CONCEA, 2017). Apos a eutanasia, o corpo do animal foi seco
suavemente com uma toalha de papel, medido com uma régua e pesado para

iniciar o processo de dessecacao.

Durante dessecacéo, foi removido o figado de cada animal. Os 6rgaos
coletados foram imediatamente armazenados em microtubos identificados,
pesados, congelados com nitrogénio liquido e triturados com bastdo de vidro.
Posteriormente, esses microtubos foram acondicionados em freezer a - 80°C até

0 momento das analises.

4.4.4- Ensaio de Biotransformacédo do Acefato
O ensaio de biotransformacéo foi realizado durante 7 dias, com apenas
uma aplicacao da solucéao de acefato, na concentragédo de 200 pg/L, ao iniciar o
ensaio. Essa concentracao foi definida com o objetivo de avaliar os metabolitos
formados a partir do acefato, assegurando uma avaliacdo adequada, por meio
da definicdo do perfil metabdlico e da analise metabolémica alvo. Ademais, este
ensaio teve como objetivo comparar os metabdlitos gerados na presenca e

auséncia dos animais expostos ao acefato.

A avaliacdo dos metabolitos gerados foi realizada com 3 grupos
diferentes. No primeiro, denominado estabilidade, havia somente agua e a
solucado de acefato, a fim de verificar a formacdo dos metabolitos em agua e sua
estabilidade em meio aquoso. No segundo, denominado de tratamento, foram
utilizados os peixes para analisar a biotransformagéo do acefato por reagdes de
fase | e fase Il. No terceiro, o controle negativo, os aquarios com a presenca dos

peixes ndo tiveram a adicdo do acefato em agua.

Os grupos tratamento e estabilidade foram realizados com 3 aquarios,
enquanto o controle negativo foi realizado com apenas 1 aquario, com cada
aguario contendo 20 peixes. A avaliacdo do ensaio de biotransformacé&o ocorreu

por andlise de amostras de agua dos aquarios. Aliquotas de 10 mL de 4gua dos
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aquarios foram coletadas nos tempos: Oh (imediatamente ap0s a aplicacao das
substancias), 1h, 3h, 5h, 8h, 10h e 24h de todos o0s aquarios no primeiro dia; e a
cada 24h até o 7° dia.

4.5- Preparo das Amostras

4.5.1- Amostras de Agua

A técnica selecionada para extracdo das amostras de agua foi a extracéao
em fase solida (SPE). Antes de iniciar a extragéo, foram transferidos 10 pL de
cada amostra para o respectivo vial. Em seguida, foram acondicionados no
freezer até o momento da ressuspensdo. Posteriormente, em cada tubo
contendo a amostra, foi adicionado Sl na concentracéo de 10 ug/L.

As amostras de dgua do ensaio de biotransformacéo foram submetidas a
hidrélise antes da extragdo em fase sdlida. A hidrolise foi realizada por meio da
adicdo de 80 pL da enzima B-glucuronidase, seguida pela incubacédo das
amostras em banho a 50°C durante 1 hora.

Na extracdo em fase solida foi utilizado o cartucho Spe-ed C18/18 e um
dispositivo multivias acoplado a uma bomba de vacuo denominado SPE Vacuum
Manifold. O cartucho foi condicionado em duas etapas: primeiro utilizou-se 3 mL
de metanol seguidos de 3 mL de Agua Milli-Q® evitando deixar a resina seca por
completo. Em seguida, a amostra foi aplicada no cartucho e, eluida a 4gua
presente na amostra completamente com o auxilio de uma pera e com bomba
de vacuo. Posteriormente, os analitos de interesse retidos no cartucho foram
eluidos com 3 mL de metanol. Logo apés a eluicdo, as amostras foram colocadas
sob o fluxo de nitrogénio para evaporar o solvente. A ressuspensao do residuo
seco, foi realizada com 60 uyL de solugdo agua/metanol 7:3 0,1% de acido
férmico, seguido por agitacao vigorosa em vortex. O conteudo foi transferido para
seus respectivos vials, os quais foram armazenados a -20°C até o momento da

analise.

4.5.2- Amostras do Orgéo Figado
Os microtubos acondicionados em freezer a - 80°C, ap0s a coleta do

figado dos peixes no ensaio de exposicao cronica, foram retirados do freezer a
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fim preparar as amostras para a andlise. Cada microtubo contendo um figado
triturado do peixe foi agregado de 3 em 3 por amostra, a fim de obter o peso
meédio ideal para a analise. Cada aquario forneceu 3 amostras, desta forma, no
grupo tratamento (3 aquarios) foram analisadas 9 amostras e no controle
negativo (1 aquério) foram analisadas 3 amostras.

Logo em seguida, as amostras foram fortificadas a 25 ng/mL de solucéo
de padrao interno. Os analitos presentes nas amostras foram extraidos com 2
mL do solvente acetonitrila gelada e agitadas em vortex. Apds a extracao, foi
adicionado 1mL de hexano seguido de agitacdo por 1 minuto e centrifugacao
pelo mesmo periodo, com o intuito de extrair a porcéo lipofilica presente na
amostra.

O sobrenadante da amostra centrifugada foi retirado do tubo, eliminando
as impurezas apolares. Posteriormente, a amostra foi filtrada com filtro de 0.22
pMm e transferida para um frasco limpo. Os frascos contendo as amostras foram
acondicionadas sob fluxo de nitrogénio gasoso para secar o solvente.

Para a ressuspensao do residuo seco, foi adicionado 60 yL de solugao
agua/metanol 7:3 com 0,1% de &cido formico, seguida de agitacdo vigorosa em
vortex e transferéncia para os respectivos vials. As amostras foram armazenadas

a -20°C até o momento da andlise.

4.6- Analise Instrumental

As amostras foram analisadas no cromatografo liquido de ultra eficiéncia
(Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) acoplado a um espectrometro de massas (MS) com fonte de ionizagéo por
electrospray (ESI) e analisador tipo Q-orbitrap (Q-Exactive™ Orbitrap-Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA), usando uma coluna de fase reversa
(Syncronis-Thermo USA, C18, 1.7 um, 50 X 2.1 mm) mantida a 40°C. A fase
movel A (4gua, 5.0 mM de formiato de amonio e acido férmico 0,1%) e fase
movel B (metanol com acido formico 0,1%) foram empregadas no seguinte
gradiente de eluigcdo: 0 min, 2%B; 3 min, 10%B; 4 min, 25%B; 7 min, 100%B; 8
min, 100%B; 8,5 min, 2%B; 10,5 min, 2%B. O volume de cada amostra injetada
foi de 5 pL, o fluxo da fase movel foi de 0,250 mL/min e o tempo de corrida foi
de 10,5 min.
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As amostras foram analisadas no modo de ionizag&o positivo, sob 0 modo
de aquisicdo Full-MS e Full-MS/data dependent acquisition (DDA)-MS2,
utilizando os seguintes parametros: voltagem do spray de 2.89 kV e temperatura
do capilar de 380 °C. Os fluxos de nitrogénio do sheath gas e do auxiliary gas
foram de 60 e 20, respectivamente. Para a aquisicdo em FULL-MS, os
parametros foram: resolucéo de 70,000; Automatic Gain Control (AGC) target de
1le6; Maximun IT de 50 ms e a faixa de massa foi de 50-750 m/z. Para a aquisicéo
em dd-ms? os parametros foram: resolucéo de 35,000; Automatic Gain Control
(AGC) target de 1e5; Maximun IT de 50 ms; Isolation Window de 2,0 m/z, loop
count de 10, Top N de 10, (N) CE de 10, 20 e 30 eV e a faixa de massa de 50-
750 m/z. O equipamento foi calibrado no modo de ionizacdo positivo e negativo
com a solucéo produzida pelo fabricante (Thermo Fisher Scientific, Bremen,
Alemanha).

4.7- Validacdo do Método Analitico

No procedimento de validacdo das andlises de agua foram utilizadas
amostras contendo 10 mL de Agua Milli-Q®. Ja para a andlise do figado, foram
utilizados animais saudaveis, na qual, ap6s a dessecacdo e preparo das
amostras de figado, esses 6rgaos foram agregados de 3 em 3 para formar cada
amostra.

A validacao do método analitico desenvolvido foi baseada nas orientacdes
de (INMETRO., 2016; US EPA, 2016), que compreende a avaliacdo dos
seguintes parametros: seletividade, curva analitica, repetitividade, recuperacao
e arraste.

A seletividade foi avaliada por meio da andlise de seis amostras
diferentes. Foram verificados o0s picos cromatograficos do acefato e do
metamidofds, seguido da verificagcdo de auséncia de interferentes no mesmo
tempo de retencdo dos analitos.

Para a curva analitica foram determinados 5 pontos, cada um deles em
triplicata, totalizando 15 amostras para cada matriz. O procedimento consistiu ha
fortificacdo das amostras com padrdo interno a 50 ng/mL e, com acefato e
metamidofds nas concentragfes de 1; 5; 20; 50 e 100 ng/mL para as amostras

de agua.
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Ja para a curva analitica da matriz de figado, foi fortificada com padréo
interno a 25 ng/g e, com acefato e metamidofés a 0,025; 0,25; 0,5; 1 e 5 ng/g.
Foi calculado o coeficiente de correlagédo rz a partir dos pontos experimentais
(INMETRO., 2016; US EPA, 2016). Para ser validado, o coeficiente de correlacéo
linear deve ser igual ou superior a 0,98 (BRASIL, 2003).

O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentracdo do analito
que pode ser quantificada. Sendo utilizado o método da relacéo sinal-ruido, na
proporcdo de 10:1 para andlise desse parametro (INMETRO., 2016; US EPA,
2016).

O arraste consistiu na reinjecdo da amostra de 20 ng/mL de acefato para
as amostras de agua e da amostra del ng/g de acefato do figado. A amostra foi
injetada entre 2 amostras de seletividade. Para este parametro, o critério de
aceitacdo foi a verificacdo do sinal cromatografico do analito na amostra
seguinte, em que nao fosse superior a 1% do sinal encontrado na amostra
controle (INMETRO., 2016; US EPA, 2016).

Os parametros repetitividade e recuperacédo foram avaliados utilizando 15
amostras. A matriz 4gua foi fortificada com Sl na concentracéo final de 50 ng/mL
e, com acefato e metamidofds a 1; 50; 150 ng/mL. Simultaneamente, a matriz do
figado foi fortificada com Sl na concentracédo final de 25 ng/g e, com acefato e
metamidofds a 0,025; 1; 10 ng/g. A avaliacdo da repetitividade foi realizada por
meio do coeficiente de variacdo (CV), sendo que o critério de aceitacdo para CV
fosse igual ou menor que 20%. Para a recuperacdo, as amostras foram
fortificadas apds a extracdo e avaliado a porcentagem de rendimento da
extracdo. A recuperacao foi estimada pela andlise das amostras fortificadas com
guantidades conhecidas, sendo calculado a partir do valor observado (acefato e

metamidofés) dividido pelo valor esperado (Sl) e, multiplicado por 100.

4.8 - Deteccédo de metabalitos para monitorar a exposicao ao Acefato
Os metabolitos do acefato, ja descritos na literatura (LIN et al., 2020; REN
et al., 2020; SCHULZE, 2011; SINGH et al., 2020) tiveram suas massas exatas
calculadas a partir das suas formulas moleculares usando o software Thermo

Xcalibur (versdo 3.0.63; Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemanha).
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Os ions moleculares tiveram suas massas exatas verificadas no modo
Full-MS, sendo reconhecidos de acordo com o menor erro de massa (<12 ppm).
Subsequentemente, o0s espectros gerados pela fragmentacdo no modo
varredura Data Dependent-MS2 (DDA MS2) do acefato e seus metabdlitos,

foram avaliados para investigar os ions produto.

4.9 - Analise Metabolémica

4.9.1 - Anélise Alvo em Matriz Agua

As amostras de agua do ensaio de biotransformacéo, foram analisadas
por LC-MS e entdo os dados brutos foram processados na plataforma MSDIAL
(MS-DIAL versao 4.9.221218 Windowsx64). Os dados foram agrupados para o
processamento, de forma que inicialmente as amostras de agua do tratamento
do ensaio de biotransformacdo foram comparadas as amostras de agua do
controle negativo. Os arquivos MS brutos foram convertidos em ABF (formato de
arquivo de base de andlise) usando o conversor de arquivos gratuito Reifycs
(REIFYCS INC, 2018). Os arquivos foram importados para o MS-DIAL com os

seguintes parametros descrito na Tabela 6:

Tabela 6: Parametros utilizados no MSDial.

‘ Parametro Definicdo
Colecao de Dados
Inicio do tempo de retencao 0,2 min
Fim do tempo de retencdo 10 min
MS1 faixa de massa inicial 50 Da
MS1 faixa de massa final 750 Da
Preciséo de massa de tolerancia - MS1 0,001 Da
Precisdo de massa de toleréncia - MS2 0,0025 Da
Detecc¢éao de pico
Altura minima do pico 1000
Largura da fatia de massa 0,1 Da
Método de suavizagdo Média mével ponderada linear
Nivel de suavizagdo 3 scan
Largura minima do pico 5 scan
MS2 deconvolucdo
Valor da janela sigma 0,6
MS/MS abundancia cortada 10 amplitude
Excluir apds ion precursor v
Manter os ions isotépicos até 3 Da




Manter os ions isotépicos w/o MS2Dec.

v

Arquivo MSP e configurac¢éo de identificacdo MS/MS

Tolerancia do tempo de retencéo 10 min
Tolerancia da massa precisa 0,01 Da
Pontuacéo de identificacdo cortada 0.90%
Espectro de abundancia relativa cortada 0.30%
Relatar apenas o maior sucesso v

Configurag&o de lon de Aducédo

Espécies moleculares

[M+H]* and [M+Na]*

Configuracdo de parametros de alinhamento

Tolerancia do tempo de retencéo 0.05 min
Toler&ncia MS1 0.015 Da
Fator do tempo de retencéo 0.5
Fator MS1 0.5
Filtro de contagem de pico 5%

N% detectado em pelo menos um grupo 10%
Preenchimento de lacunas por compulséo v
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Fonte: Autoria prépria

Apods o processamento, os dados resultantes foram submetidos a analise
por dois modelos de andlise estatistica. A andlise de componentes principais
(PCA) foi realizada para determinar as diferencas entre as amostras. O relatério
da analise por PCA foi gerado pelo método de escala definido como auto scale.

Em seguida, uma analise discriminante de minimos quadrados ortogonal
parcial (OPLS-DA) foi realizada para identificar os metabdlitos responsaveis
pelas diferencas entre os agrupamentos das amostras. Para gerar o relatério da
analise por OPLS-DA, o método de transformacéo foi o quad root. A capacidade
preditiva do modelo OPLS-DA foi avaliada pelo valor de Q?, em que, valores
acima de 0,3 sdo considerados bons. Na OPLS-DA os metabolitos com VIP igual
ou acima de 1 sdo adequados para indicarem separacao dos grupos.

Além disso, foram avaliados o valor de P (menor ou igual a 0,05), e o fold

change (FC) com valor no minimo igual a 2.

4.9.2 - Andlise Global em Matriz Figado

O Proteo Wizard aplicativo gratuito (CHAMBERS et al., 2012) foi utilizado
para converter os dados brutos adquiridos em arquivos no formato mzxml. Os
arquivos no formato mzxml foram carregados na plataforma livre MetaboAnalyst

5.0 para realizar a desconvolugéo dos picos e alinhar os sinais cromatogréficos,
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no formato centroide (COSTA et al., 2023; PANG et al., 2021, 2022). Os dados
obtidos foram carregados e exportados para opcao Statistical Analysis, onde
foram submetidos a analise estatistica com o0s seguintes parametros: para
definicdo dos picos a massa tolerancia foi de 0,025 Da e a tolerancia do tempo
de retencao foi igual a 30 segundos; os dados foram filtrados pelo desvio padréo;
a normalizacdo das amostras foi por um grupo de amostra em pool,
especificamente o controle negativo e, a transformacao dos dados foi por log.

Nos dados resultantes foram aplicados métodos estatisticos como:
andlise de componentes principais (PCA), FC, teste T e analise discriminante de
minimos quadrados parciais (PLS-DA). Outra ferramenta utilizada para avaliar
0s metabdlitos e a densidade relativa da distribuicdo dos metabolitos foi o
Heatmap.

O primeiro teste avaliado foi a analise de componentes principais (PCA),
a fim de determinar as diferencas entre os agrupamentos das amostras.
Posteriormente, foi utilizado a Heatmap, um mapa de calor que fornece
visualizacdo dos metabdlitos alterados. Os mapas de calor sdo usados para
dados metabolémicos, onde a abundancia relativa de ions detectados em cada
amostra é representada com intensidade de cor em cada célula (IVANISEVIC et
al., 2015).

Logo em seguida foi realizada a andlise discriminante ortogonal de
minimos quadrados parcial (OPLS-DA) para identificacdo dos metabdlitos
responsaveis pelas diferencas entre as amostras. A OPLS-DA forneceu a
variaveis importantes para projecédo (VIP), com valores adequados (VIP>1,5)
para determinar as variaveis estatisticamente mais significativas, isto €, os
metabolitos capazes de discriminar os metabdlitos no tratamento responsaveis
pela diferenca com o controle negativo (WANG et al, 2017).
Concomitantemente, foram avaliados o FC (>2) e o teste T (<0,05) (COSTA et
al., 2023).

Os metabdlitos discriminados nessas analises estatisticas e, no mapa de
calor tiveram suas massas, tempos de retencdo e possiveis ions produtos
identificados. O software Xcalibur (Ver 3.0.63; Thermo Fisher Scientific) foi usado
para calcular férmulas moleculares. As férmulas moleculares dos metabdlitos

foram propostas de acordo com o menor erro de massa, assim como 0S
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possiveis ions produtos. Para isso, foram avaliados os espectros de massa
gerados por Full-MS e DDA-MS2.

5 - RESULTADOS E DISCUSSOES:

5.1- Validacdo das matrizes de Agua e Figado

A validacdo teve como objetivo assegurar uma avaliacao fidedigna dos
experimentos realizados. Com isso, um método é validado segundo uma série
de parametros estabelecidos, como: seletividade, linearidade, limite de
quantificacdo, arraste, repetitividade e recuperacao (INMETRO., 2016).

Seletividade:

A seletividade € a capacidade de avaliar, de forma inequivoca, as
substancias de interesse, na presenca de componentes que podem interferir
com a sua deteccéo (INMETRO., 2016). O método mostrou se seletivo, uma vez
gue nao teve sinal interferente significativo detectado no mesmo tempo de
retencdo do acefato e do metamidofos, tanto na matriz &gua como na matriz do
orgao (Figura 3).

Figura 3: Cromatograma da matriz de agua para analise do acefato na amostra
de seletividade.
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A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer

resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em analise,

dentro de uma determinada faixa de aplicacdo (MOREAU; SIQUEIRA, 2016).

Para avaliacdo da linearidade foram construidas curvas analiticas a fim de

demostrar se 0s resultados sao proporcionais a concentracdo do analito aplicado
em um determinado tempo.

Foram utilizadas concentracdes crescentes analisando cinco pontos das

curvas (1; 5; 20; 50 e 100 ng/mL) para as amostras da matriz de agua, tanto para

andlise do acefato como para o metamidofés. O coeficiente de correlagdo linear

(r?) teve resultado igual a 0,9914 para andlise do acefato, enquanto o

metamidofés obteve um r2 igual a 0,9829, como é demostrado na figura 4.

Figura 4: Curva analitica do acefato a direita e do metamidofés na esquerda, na

matriz de agua.
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Fonte: Autoria propria

Na curva analitica construida para validacdo do figado foi definido 5
pontos com as seguintes concentracoes: 0,025; 0,25; 0,5; 1; 5; 10 ng/g. A matriz
do figado, o coeficiente de correlacao linear foi igual a 0,9935 para analise do
acefato (Figura 5) e 0,8826 para metamidofos.
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Figura 5: Curva analitica do acefato na matriz figado.
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Fonte: Autoria propria
Limite de Quantificagéo:

Para a medicéo do limite de quantificacdo utilizou a relacdo sinal-ruido na
proporcao de 10:1. Na tabela 7 estdo dispostas as relagdes sinal/ruido para o
acefato, o metamidofos e o padrédo interno (proxifilina), analisados a 1 ng/mL e

0,025ng/g para agua e para o figado, respectivamente.

Tabela 7: Dados da relacao sinal-ruido de acefato, metamidofos e proxifilina.

Substancia Relacdo Sinal/Ruido - | Relagéo §inaI/Ruido -
Agua Figado
Acefato 52851 12889
Metamidofds 1696362 130111
Profixilina 1699104 492813

Fonte: Autoria propria

O critério de aceitacdo na relacao sinal/ruido como estimativa do limite de
quantificacdo é de 10:1. Como a relacdo encontrada para os analitos de
interesse, tanto para agua quanto para o figado, foi superior a 10, portanto, pode
se considerar as concentragbes de 1 ng/mL e 0,025 ng/g como o limite de

quantificacdo de acefato e metamidofos neste método.

Arraste:

7

O arraste é utilizado para avaliar o efeito residual (carryover), sendo
necessario que sejam realizadas, no minimo, trés injegcdes da mesma amostra
branco, sendo duas antes e uma logo apos a injecdo da amostra. Na tabela a

seguir, estado dispostas as areas para avaliagdo do efeito arraste do analito.



Tabela 8: Dados utilizados no parametro arraste.
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Amostra Area - Agua Area - Figado
Branco 1 89266170 0
Branco 2 53719802 0
Carryover - Acefato 2426654509 56921007
Branco 3 31373778 0
Amostra Area - Agua Area - Figado
Branco 1 3007405 1462895
Branco 2 1278078 612141
Carryover - Metamidofés 126036698 724971787
Branco 3 837182 802535

Fonte: Autoria propria

O sinal de acefato verificado na injecdo da amostra apos a analise do

controle representa, aproximadamente, 1,3% para agua e 0 % para o figado,
da éarea verificada, ou seja, sdo valores aceitaveis. Da mesma forma os
valores foram sdo aceitos para o metamidofos, sendo 0,7% para agua e

0,1% para o figado.
Repetitividade:

A repetitividade envolve varias medicdes da mesma amostra, em
diferentes preparacgdes; eventualmente, € denominada precisdo intraensaio e
pode ser expressa por meio do desvio padréao relativo (RSD), também chamado
de coeficiente de variacdo (CV) (INMETRO., 2016).

Tabela 9: Valores de Coeficiente de variacdo da repetibilidade do acefato e do
metamidofés nas matrizes utilizadas.

Repetibilidade (CV%) * - Matriz Agua

Acefato Metamidofds
1 ng/mL 50 ng/mL 150 ng/mL 1 ng/mL 50 ng/mL 150 ng/mL
13% 15% 9% 13% 15% 14%
Repetibilidade (CV%) * - Matriz Figado
Acefato Metamidofds
0,025 ng/g 1 ngl/g 10 ng/g 0,025 ng/g 1 ng/g 10 ng/g
7% 22% 0% 5% 24% 16%

* Critério de aceitagao: CV < 20%

Fonte: Autoria propria
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De acordo com a tabela 9, todas as concentracdes analisadas tiveram o
coeficiente de variacdo dentro do permitido para a matriz agua. Entretanto na
matriz do figado, a segunda concentracdo teve o coeficiente de variagcdo um
pouco acima do aceitdvel. Isso pode ser explicado por erros no preparo das

amostras.
Recuperacéo:

A recuperacao demostra a eficiéncia de extracdo de um método analitico.
E expressa como a porcentagem da quantidade pré-determinada de uma analito,
obtida através da comparacao de amostras submetidas ao processo de extragdo
com amostras ndo extraidas (BRASIL, 2003).

Tabela 10: Recuperacdo das amostras nas matrizes de agua e figado.

Recuperacéo (%) - Matriz Agua

Acefato Metamidofds
1 ng/mL 50 ng/mL 150 ng/mL 1 ng/mL 50 ng/mL 150 ng/mL
12% 13% 93% 12% 7% 96%
Recuperacao (%) - Matriz Figado
Acefato Metamidofés
0,025 ng/g 1 ng/g 10 ng/g 0,025 ng/g 1 ng/g 10 ng/g
76% 91% 98% 100% 98% 99%

Fonte: Autoria prépria

Como pode ser observado na tabela acima, a recuperacao das amostras,
em todas as concentra¢des na matriz de figado foi efetiva. Isso ocorre devido ao
figado ser estrutura lipofilica, que interagem menos com os analitos de interesse,
facilitando a recuperacédo do acefato e do metamidofés no método analitico de
extracdo. Entretanto, na matriz agua teve-se uma grande dificuldade de extracédo
nas menores concentracdes, pois 0s analitos séo estrutura polares e apresentam
maior interagdo com agua do que com a resina, dificultando sua extragdo em
baixas concentragcées. No entanto, na maior concentragcdo da validagcao, foi
obtido uma boa recuperacdo tanto para o acefato (93%) como para o0
metamidofds (96%) em agua.
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5.2 — Analise do Ensaio de Biotransformacdo do Acefato

A partir dos metabdlitos do acefato ja descritos na literatura, foram
observados 9 metabolitos: acefato, 0O,O,S-trimetil fosforotioato, O,S-
dimetilfosfotioato, metamidofos, monometilfosfato, acido  fosforico,
dimetildissulfeto, acido acético e acetamida (HAO et al., 2012; RANADE et al.,
2022; REN et al., 2020; SINGH et al., 2020). A formacao dos metabdlitos a partir

do acefato pode ocorrer por duas vias (Figura 6).

Na primeira via, radicais de ions de hidrogénio redutores (H*) podem
catalisar a metabolizacdo do acefato, formando acetamida e O,S-
dimetilfosfotioato. Esses metabolitos sdo formados a partir da clivagem na
ligacdo P-N do acefato, por meio de reacdes de fase | no organismo do zebrafish
com enzimas fosfodiesterases (HUANG et al., 2018; ZHAO; BAO; XIA, 2009;
ZHAO et al.,, 2014). O metabdlito O,S-dimetilfosfotioato € oxidado em
monometilfosfato, que posteriormente é oxidado em &cido fosférico (REN et al.,
2020; SINGH et al., 2020).

Na segunda via da metabolizacdo do acefato, ocorre uma clivagem na
ligacdo da amida, catalisada por ion hidroxila, formando metamidofés e éacido
acético (SINGH et al., 2020). Essa reagcdo também ocorre como reacao de fase
| conduzido por amidases presentes no figado do zebrafish, enzimas que
prontamente hidrolisam amidas. O metamidofds, por sua vez, também pode ser
oxidado, formando O,S-dimetilfosfotioato (Figura 6), que sofre reacdo de
metilacdo na hidroxila ligada ao fosforo , formando o O,O,S-trimetil fosforotioato.
Subsequentemente, o O,0,S-trimetil fosforotioato forma o monometilfosfato por
oxidacdo, perdendo duas metilas (HAO et al., 2012; RANADE et al., 2022; REN
et al., 2020; SINGH et al., 2020).

Figura 6: Metabdlitos formados a partir do acefato.
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Tais metabdlitos formados foram analisados e identificados pelos seus
tempos de retencdo, formulas moleculares e massas experimentais exatas de
ions precursores e produtos, bem como valores de erro em partes por milhdo

(ppm), mostrados na Tabela 11.

Tabela 11: Dados do acefato e seus metabdlitos encontrados

Temoo de lon Erro do ions Erro dos
bo ¢ Formula fon fons
Nomeclatura retencéo precursor produtos
. molecular . precursor produtos
(min.) [M+H] (m/z)
(ppm) (ppm)
125.02119 |2.741
Acefato 1.16 C4H10NOs3PS | 184.01925 0.073

142.99274 |0.112
157.00224 |-6.038

0,0,S-trimetilfosfotioato 1.16 CsHsOsPS 157.00835 0.032 142.99274 |0.112
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113.00014 |0.248
O,S-dimetilfosfotioato 1.16 C2H703PS 142.99269 0.078
128.97721 |0.152
113.00007 |0.248
Metamidofés 0.96 C2HsNO2PS 142.00869 0.046
128.97713 |0.152
67.05493 |0.703
Monometilfosfato 1.16 CHs04P 112.99982 0.258
95.04963 |0.489
Acido fosférico 0.59 H3PO4 08.98417 0.448
Dimetildissulfeto 1.15 C2Hs6S2 94.99836 0.002
Acido acético 0.65 C2H402 61.02918 0.720
Acetamida 0.53 C2HsNO 60.04439 0.740

Fonte: Autoria prépria

O acefato possui o tempo de retencdo em 1.16 min, com resolucao de
pico (Figura 7a). A partir do modo de varredura Full-MS, foi possivel detectar a
massa exata de m/z 184.01925 [M + H]*, correspondendo ao acefato protonado
(Figura 7b). Avaliando o espectro gerado por DDA MS? observou-se o ion
molecular m/z 184.01925 e os ions produtos em m/z 157.00224 e m/z
142.99274, m/z 125.02119 e m/z 86.09697. O ion m/z 157.00224 representa
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C3HoOs3PS, 0 m/z 142.99274 representa o C2HsOs3PS+ e o0 m/z 125.02119
representa o CsHi10OPS+ (Figura 7c).

Figura 7: a) Cromatograma do acefato. b) Espectro Full MS do acefato.

c) Espectro DDA-MS2 do acefato. d) Cromatograma do metamidofos. e)

Espectro Full MS do metamidofés. f) Espectro DDA-MS2 do metamidofoés. Q)

Cromatograma do O,S dimetilfosfotioato.

h) Cromatograma do O,S

dimetilfosfotioato. i) Espectro Full MS do O,S dimetilfosfotioato. j) Espectro DDA-
MS2 do O,S dimetilfosfotioato.
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Fonte: Autoria Propria

O metamidofés € um metabalito do acefato formado através da clivagem
na ligacdo amida (Figura 7d) (REN et al., 2020). Seu espectro DDA-MS2 (Figura

7f) mostra o ion precursor em m/z 142.00870, que foi gerado a partir do acefato

resultando na eliminagcdo de (C20H2), o ion produto em m/z 128.97713,
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representando o ion CHeO3PS+ e m/z 113.00007, representando o ion do

monometilfosfato.

Ademais, a partir do acefato pode se formar o O,S-dimetilfosfotioato
(Figura 7g) por meio de reacado de reducéo, ou através do metamidofos por uma
reacao de oxidacdo com a substituicdo do grupo amina por uma hidroxila (OH)
(SINGH et al., 2020). Seu espectro DDA-MS2 (Figura 7i) mostra o ion precursor
m/z 142.99269 e os ions produtos em m/z 128.97721, representando o ion
CHsO3PS+, e m/z 113.00014, representando o ion do monometilfosfato.

O metabdlito O,0,S-trimetil fosforotioato formado a partir do metamidofés
ou pelo ion O,S-dimetilfosfotioato (LIN et al., 2020), tem em seu espectro DDA-
MS2 (Figura 8c), um ion precursor em m/z 157.000837 e o ion produto em m/z
142.99274 que corresponde a perda de (CH:2) e formacdo de O,S-
dimetilfosfotioato.

Figura 8: a) Cromatograma do O,O,S-trimetil fosforotioato. b) Espectro Full MS do
0,0,S-trimetil fosforotioato. c) Espectro DDA-MS2 do O,0O,S-trimetil fosforotioato. d)
Cromatograma do monometilfosfato. e) Espectro Full MS do monometilfosfato. f) Espectro
DDA-MS2 do monometilfosfato. g) Cromatograma do acido fosférico. h) Espectro Full MS

do acido fosfaorico. ) Espectro DDA-MS2 do &cido fosforico.
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Fonte: Autoria Propria

O monometilfosfato € um metabdlito que pode se formar por diferentes
vias, assim como seu metabolito precursor o O,S-dimetilfosfotioato. A sua
formacao pode ocorrer por meio de reacdo de oxidagdo na substituicdo do grupo
(SCHs) por uma hidroxila (OH), ou através do metabdlito O,O,S-trimetil
fosforotioato perdendo duas metilas (CHs). O monometilfosfato € um metabalito
com o espectro DDA-MS2 (Figura 8f) mostrando o ion precursor em m/z
113.00009 e ions produtos em m/z 95.04963 e m/z 67.05493. O ion produto em
m/z 95.04963 representa a perda de uma molécula de agua e o ion m/z 67.05494

representa a perda de (CO).

O monometilfosfato pode sofrer oxidacéo e formar o acido fosférico (LIN
et al., 2020). O &cido fosforico também foi encontrado e no espectro Full-MS

(Figura 8h) apresentou o ion molecular m/z 98.97574.

Quando o O,S-dimetilfosfotioato € formado diretamente a partir do
acefato, é formado outro metabdlito na mesma via, a acetamida (REN et al.,
2020). A acetamida é um metabdlito que apresenta no espectro Full-MS (Figura

8b) o ion molecular em m/z 60.04515.

Figura 9: a) Cromatograma do acetamida. b) Espectro Full MS do
acetamida. c) Espectro DDA-MS2 do acetamida. d) Cromatograma do acido
acético. e) Espectro Full MS do &cido acético. f) Espectro DDA-MS2 do &cido
acético. g) Cromatograma do dimetildissulfeto. h) Espectro Full MS do
dimetildissulfeto. I) Espectro DDA-MS2 do dimetildissulfeto.
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Fonte: Autoria Prépria

O metabdlito formado junto com o metamidofés na clivagem da amida do

acefato é o acido acético. Este acido apresentou em seu espectro DDA-MS2

(Figura 9f) o ion molecular m/z 61.02920. Assim como a acetamida, devido a alta

estabilidade quimica da molécula, a energia de colisdo aplicada néo foi suficiente

para causar sua fragmentacdo e apresentar ions produtos que poderiam ser

detectados no espectro DDA-MS2.

Outra via de metabolizacdo do metamidofos € a formacédo do metabdlito

dimetildissulfeto (S2-(CHzs)2), em que duas moléculas de metilmercaptano (SH-

CHs) se ligam

rapidamente em meio aquoso por apresentarem maior

estabilidade (LIN et al., 2020). O dimetilssulfeto apresenta no espectro Full MS

(Figura 9h) o ion molecular em m/z 94.98935.
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5.2.1 - Perfil Metabdlico do Acefato

O acefato teve sua concentracdo determinada através da razdo de sua
area pela area do padrao interno (Figura 10). Ao observar a figura 10, percebe-
se, que no inicio do tratamento houve uma diminuicdo da concentracdo do
acefato, no tempo de 0 a 12 horas, demostrando que no inicio do experimento o
acefato foi metabolizado em maior proporcao. Porém, a partir do tempo de coleta

de 48 horas a concentracdo do acefato se manteve constante.

Figura 10: Concentracdo do acefato ao longo do tempo de exposicéo no
grupo do tratamento.
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Fonte: Autoria Propria.

O perfil metabolico do acefato foi avaliado pela determinacdo dos
metabdlitos formados através da raz&o entre as areas do substrato e do padréo
interno ao longo do tempo de coleta (0-168 h). Nos aquérios de tratamento houve

a formacéo de metabdlitos assim que iniciaram-se 0s experimentos.

Em relacdo aos metabdlitos formados a partir do acefato no tratamento
(figura 11a), ficou evidente a maior formagdo do metabdlito O,S-
dimetilfosfotioato, comparado aos outros metabolitos. O maior do teor de O,S-
dimetilfosfotioato pode ser esclarecido por consequéncia da sua formacgéo
ocorrer nas duas vias de metabolizacdo do acefato. Os 4 metabdlitos formados

em maiores concentracbes estdo na via de formacdo do metamidofos. O
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monometilfosfato foi o segundo metabdlito mais formado, seguido do O,0,S-
trimetil fosforotioato e do metamidofos, respectivamente. O O,S-
dimetilfosfotioato é formado a partir do metamidofos por reacfes de substituicdo
nucleofilica do grupo amina pela hidroxila, na qual, ions OH" presentes na agua
auxiliam na conversédo do metamidofés em O,S- dimetilfosfotioato, favorecendo
a formacéao do O,S- dimetilfosfotioato (REN et al., 2020; SINGH et al., 2020).

Na figura 11b, percebe-se que todos os metabdlitos tiveram maior
formacgé&o nas primeiras horas, entre 0 e 12 horas, exceto o metamidofds. O baixo
teor de metamidofds presente no inicio da exposicdo, pode ser explicado por
reacoes de oxidacdo, na qual, ions OH™ presentes na agua rapidamente

convertem o metamidofés em O,S- dimetilfosfotioato (SINGH et al., 2020).

Figura 11: Perfil de biotransformacdo do acefato (a). Ampliacdo dos

metabolitos na Fig. A para visualizar (b).
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Esse resultado corrobora com a menor concentracdo do metamidofos
entre 0 e 12 horas, figura 11(b), no inicio da exposi¢cdo. A partir do tempo de
coleta de 24 horas, houve uma queda na formacéo do O,S-dimetilfosfotioato e
do monometilfosfato até o tempo de coleta de 72 horas, enquanto 0s outros
metabdlitos tiveram uma formag&o constante. No entanto, a partir do tempo de
72 horas, todos os metabdlitos tiveram uma formagé&o constante, inclusive o O,S-

dimetilfosfotioato e do monometilfosfato, até o tempo de coleta de 120 horas.

O metabdlito metamidofos teve um aumento da sua formacéo, a partir da

coleta de 120 horas até o tempo de 144 horas, ultrapassando a formacgéo do
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0,0,S-trimetil fosforotioato e do monometilfosfato. Como o O,S-dimetilfosfotioato
é formado a partir do metamidofés e, no tempo de 120 horas sua formacao
permaneceu constante, a formacdo do metamidofos foi favorecida, se tornando
0 segundo metabdlito mais formado. No entanto, os metabdlitos acetamida,
acido fosférico, acido acético e dimetildissulfeto foram formados em baixas

concentracoes.

A formacdo dos metabdlitos pelo processo de biotransformagdo no
organismo do zebrafish ocorre no figado destes animais, assim como nos
mamiferos. A biotransformacéo de substancia endégenas e exdgenas, por meio
de reacBes metabdlicas de fase | e fase Il sdo responsaveis pela excrecdo
dessas substancias, tornando os metabdlitos mais hidrossolaveis (DE SOUZA
ANSELMO et al., 2018; OTTE et al., 2017). As reacdes da fase | sdo reacdes de
funcionalizacéo, que atuam expondo grupos polares na estrutura molecular do
xenobidtico por meio de reacBes de oxidacdo ou reducdo catalisadas. Essas
reacoes sdo realizadas por enzimas do sistema citocromo P450 (CYPSs)
(LOERRACHER; BRAUNBECK, 2021). As CYPs entre as quais as familias
CYP1, CYP2 e CYP3 participam amplamente do metabolismo oxidativo de
xenobiobticos no zebrafish, assim como enzimas amidases e fosfotriesterases
(NAWAJI et al., 2020; VERBUEKEN et al., 2017). Portanto, como os metabdlitos
formados a partir do acefato foram provenientes de reacdes oxidativas, da
clivagem de amida e de ligacdes com fosforo do acefato, as reacdes de fase |

sao as responsaveis pelo perfil metabdlico do acefato.

5.2.2 — Comparacdo entre a formagcdo de metabdlitos a partir do
acefato no tratamento e na estabilidade

Os metabdlitos formados a partir do acefato nos aquarios do grupo
tratamento foram comparados com os metabdlitos formados nos aquarios do
grupo estabilidade (Figura 12). Os dois grupos formaram 0S mesmos

metabdlitos, entretanto em concentracdes diferentes.

Assim como 0s animais, bactérias também metabolizam compostos
organicos, como acefato, por meio de reacdes de oxidacdo e reducao (HAO et
al., 2012; RANADE et al., 2022; REN et al., 2020; SINGH et al., 2020). E possivel
que a presenca de micro-organismos, como bactérias, nos aquérios da

estabilidade, tenha metabolizado o acefato formando os mesmos metabdlitos
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que nos aquérios do tratamento. O metabdlito formado pela sulfatacdo do
acefato teve maior formacdo no grupo da estabilidade (Figura 12). Esse
resultado pode ser explicado pela presenca de bactérias, nas quais também séo
capazes de metabolizar xenobi6ticos e substancias enddégenas a partir de
reacdes de sulfatacdo (JI et al., 2019; KREN, 2020; MOUGOUS et al., 2006). As
bactérias possuem diferentes classes de enzimas sulfotransferases capazes de
catalisar a transferéncia de um grupo sulfato de uma molécula doadora para uma
molécula aceptora (JI et al., 2019), o que corrobora com a presenca de
microorganismo influenciando a metabolizacdo do acefato nos aquarios da

estabilidade.
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Figura 12: Comparagdes entre as concentragbes dos metabdlitos no

tratamento e na estabilidade.
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Entretanto, nos aquarios do tratamento houve uma forma¢do maior dos

outros metabolitos, devido ao processo de biotransformacdo dos peixes. Desta

forma, é perceptivel, que o processo de biotransformacdo do zebrafish teve

grande relevancia na contribuicdo da formacdo dos metabdlitos a partir do

acefato.

144

168
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5.2.3 - Anélise Metaboldmica Alvo do Ensaio de Biotransformagao

A PCA é um método estatistico multivariado ndo supervisionado, ou seja,
analisa somente como as amostras se agrupam. Este método € utilizado para
avaliar as relagfes entre muitas variaveis e explicar a sua correlacdo (KURITA,
2020). Os resultados encontrados (Figura 13a) no score plot, demonstraram uma
tendéncia de separacdo entre os dois grupos (tratamento e controle negativo)
com base em suas composicdes metabdlicas. A somatéria dos dois primeiros
componentes principais explicou 80.51487% da variagéo dos dados analisados
no ensaio da biotransformacéo. Percebe-se, que as amostras do tratamento se
mantiveram no centro e no lado esquerdo, enquanto as amostras do controle
negativo estdo no lado direito. Isso significa que as amostras do grupo
tratamento apresentaram diferengas com as amostras do grupo controle
negativo. Além disso, ndo apresentaram comportamento aleat6rio das amostras

(presenca de outlier).

O loading plot (Figura 13b) demonstra a distribuicAo dos metabdlitos,
sendo cada um representado pela numeracdo de 1 a 10, em que: 1 = O,S-
dimetilfosforotioato; 2 = O,0,S-trimetil fosforotioato; 3 = monometilfosfato; 4 =
dimetildissulfeto; 5 = metamidofés hidroxilado; 6 = metamidofés; 7 = acefato
hidroxilado; 9 = &cido fosférico e 10 = é&cido fosforoso. E notavel, que os
metabdlitos de 1 a 6 (Figura 13b) estdo espacialmente localizados na mesma

posicdo que as amostras do tratamento (Figura 13a).

Figura 13: a) Score plot - Agrupamento das amostras analisadas do tratamento
e do controle negativo (circuladas). b) Loanding plot — Metabdlitos analisados
dentro da mesma faixa de valores que as amostras do tratamento em principal

component 1 e 3.
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Fonte: Autoria Propria.

Ao mesmo tempo, método supervisionado também foi utilizado, como o
método de andlise discriminante de minimos quadrados (OPLS-DA) em que
seus componentes representam uma medida de quanto uma caracteristica

contribui para diferenciar os grupos amostrais (CANUTO et al., 2017).

A andlise OPLS-DA apresentou o Q2 igual a 0.98065, sendo este, um
modelo com capacidade preditiva boa. Para cada metabdlito com VIP igual ou
superior a 1, foram analisados o valor de P fornecido pela ANOVA, com valor
menor que 0,05 para ser estatisticamente significativo, e o FC com valor acima
ou igual a 2 (YE; LU, 2022). Os metabdlitos que apresentam esses parametros
com valores suficientes, sdo 0os metabdlitos responsaveis pela diferenca entre o

grupo do controle negativo e o grupo do tratamento, conforme sdo demostrados
na tabela 12.

Tabela 12: Parametros analisados na analise multivariada OPLS-DA.

ID Metabdlitos VIP Valor de P FC
1436 | Monometilfosfato 1 2.03E-09 2550.17
2061 | O,S-dimetilfosfotioato 3 2.19E-10 2858.61
2352 | 0,0,S-trimetil fosfotioato 1 1.29E-09 2414.35

Fonte: Autoria Propria.

O parametro de importancia variavel (VIP) permite delimitar a distancia
entre os grupos e identificar metabadlitos de acordo com as ordens de suas
contribuicbes para a separacao dos grupos. Desta forma, os metabdlitos O,S-

dimetilfosfotioato, monometilfosfato e O,0,S-trimetil fosfotioato foram
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identificados com base nos valores significativos do VIP, do valor de P e do FC.
Portanto, esses 3 metabolitos sdo indicativos de exposicdo ao acefato, isto €,
sdo possiveis indicadores para monitoramento de exposicdo ao acefato. No
estudo realizado por (HAO et al.,, 2012) e (OLSSON et al., 2003), o O,S-
dimetilfosfotioato ja foi identificado como possivel biomarcador de exposicdo ao
acefato tanto no metabolismo de bactéria como na urina de humanos, entretanto,
nao foram encontrados outros trabalhos que demostrem o monometilfosfato e o
0,0,S-trimetil fosfotioato como possiveis biomarcadores. O metamidofés,
mesmo sendo um dos 4 metabdlitos formados em maiores concentragdes, ndo

apresentou um VIP significativo na analise da OPLS-DA.

5.3 — Analise Metabolémica Global do Ensaio de Exposi¢cdo Crbénica

As amostras dos ensaios de exposicédo cronica ao acefato de 28 dias
foram analisadas. Apds a analise, os dados brutos foram convertidos no formato
mzxml, e posteriormente, foram analisados na plataforma MetaboAnalyst 5.0.
Nessa plataforma foram utilizadas algumas ferramentas para analisar possiveis
alteracdes metabolicas no figado dos animais, comparando o grupo controle
negativo com o grupo tratamento. Foram avaliados os métodos estatisticos de
PCA, FC, Teste T e OPLS-DA, e a ferramenta Heatmap.

A PCA é frequentemente utilizada na analise estatistica como uma
primeira visdo dos dados, a fim de verificar se houve diferencas entre 0os grupos
e potenciais outliers. Neste caso (Figura 14), observamos uma separacéo entre
0S grupos controle negativo e tratamento, sugerindo que houve diferenca nos
metabdlitos dos grupos comparados. A soma das duas primeiras componentes
(PC1 e PC2) é capaz de explicar 46,5% da variabilidade dos dados, que melhor
separam as amostras. Nao observamos nenhum comportamento aleatério entre
as amostras dos dois grupos, isto é, nenhuma amostra fora do intervalo de

confianga de cada grupo (Figura 14).
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Figura 14: Score Plot — Separagdo dos grupos controle negativo e

tratamento da matriz figado com exposicéo de 28 dias.
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Fonte: Autoria Prépria

Posteriormente, foi avaliado a ferramenta Heatmap, um mapa de calor
utilizado para mostrar visualmente alteracdes nos metabdlitos entre 0os grupos
analisados. Essa andlise € observada pela variacdo da cor de cada célula
(metabdlito) (CHEN et al., 2019), comparando o0 mesmo metabdlito no grupo
controle e no grupo tratamento. O mapa de calor gerado neste estudo
demonstrou alteragcdes metabdlicas no grupo tratamento em relacdo ao grupo
controle negativo. Foram selecionados os 25 metabdlitos alterados, de acordo

com essa analise (Figura 15).
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Figura 15: Mapa de calor das amostras figado do controle negativo (grupo

a) e das amostras do tratamento (grupo b) da matriz figado expostos durante 28

dias.
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Fonte: Autoria Propria

Os metabolitos presentes no figado dos animais sdo de substancias
endogenas. De acordo com a figura 15, os metabdlitos na cor vermelha do grupo
negativo (a) estdo presentes em maiores concentracbes do que no grupo
tratamento (b). Tal resultado possivelmente indica que os animais expostos ao
acefato tiveram esses metabdlitos de substancias endégenas presente no figado
inibidas, ou até mesmo, esgotadas pelo constante processo de
biotransformacéo. Ja os metabdlitos na cor azul do grupo controle negativo (a)
estdo presentes em menores concentracdes comparadas ao grupo tratamento

(b). Nesse caso, 0s animais ao serem expostos ao acefato tiveram a formacéo
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dessas substancias endogenas induzidas, isto €, a necessidade de aumentar a

producdo dessas substancias pelo organismo dos animais.

Ao mesmo tempo, foram utilizadas analises estatisticas para avaliar os
metabalitos presentes no figado dos animais. As analises estatisticas utilizadas
foram: a mudanca de dobra (FC >2) (ZHAO et al., 2018) combinada com o teste
T (valor de p <0,05), e com a OPLS-DA (VIP > 1.8). Essas andlises estatisticas
citadas forneceram 7 metabdlitos responsaveis pela diferenciacdo dos grupos
(Tabelal3). Ao mesmo tempo, de acordo com a analise no mapa de calor, os 7
metabdlitos apresentaram menores concentracdes no figado dos animais

expostos do que no figado dos animais no controle negativo.

Tabela 13: Metabdlitos alterados de acordo com todos os parametros

estatisticos analisados.

Me[:'t;';\ Eﬂ]iios Valor de P FC t(rsattua%%
(Heatmap)*

114.12789 | 1.05E-06 4.7523 Diminuiu
128.14343 | 4.87E-07 4.5574 Diminuiu
129.14682 | 3.67E-06 4.3352 Diminuiu
143.11768 | 8.88E-06 3.8321 Diminuiu
144.12117 | 1.10E-05 5.2947 Diminuiu
184.20586 | 3.24E-06 9.3227 Diminuiu
213.1594 2.15E-08 8.0454 Diminuiu

* Comparacdo dos metabdlitos do tratamento em
relacdo ao controle negativo pela analise do mapa de
calor

Fonte: Autoria Propria

Os 7 metabdlitos alterados em todas essas analises submetidas no
MetaboAnalyst 5.0, sdo metabdlitos de enzimas presentes no figado dos animais
que sofreram maiores alteragbes em suas concentragcdes, discriminando as

diferencas nos grupos analisados. Todos o0s 7 metabdlitos tiveram suas
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concentracfes diminuidas no figado dos animais expostos ao acefato, o que
pode acarretar a falta e até mesmo perda de formacédo de moléculas essenciais
(proteinas, horménios e enzimas) e da metabolizacdo de outras substancias
presentes no figado, que sejam necessérias para absor¢ao e um funcionamento

normal do organismo dos peixes.
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6 - CONCLUSAO:

O trabalho proposto analisou dois ensaios diferentes, o ensaio de
toxicidade cronica do acefato e metamidofos no zebrafish durante 28 e 35 dias
e 0 ensaio de biotransformacao. De acordo com a avaliagéo da biotransformacéo
do acefato utilizando o modelo animal Zebrafish, os resultados indicaram que o
zebrafish pode metabolizar o acefato por duas vias, na primeira via ele forma
acetamida e O,S-dimetilfosfotioato e na outra via o acefato é metabolizado em
metamidofos e acido acético. O O,S-dimetilfosfotioato e o metamidofés séo
posteriormente biotransformados em outros metabdlitos. A formacdo desses
metabalitos ocorre também no grupo da estabilidade, entretanto, a formacéo dos
metabdlitos no tratamento é maior, devido ao metabolismo de fase | do zebrafish.
O conhecimento das vias de biotransformacdo e das propor¢gbes de cada
metabdlito formado desempenham um papel fundamental em programas de
monitoramento ambiental, auxiliando as autoridades publicas nas

regulamentacdes dessas substancias em agua.

Os metabodlitos gerados em maior proporcdo foram: o O,S-
dimetilfosfotioato (m/z 142.99262), o monometilfosfato (m/z 112.99982), o
0,0,S-trimetil fosforotioato (m/z 157.00827), e o metamidofos (m/z 142.00861),
respectivamente. Além disso, de acordo com a analise OPLS-DA, os metabdlitos
0,S- dimetilfosfotioato, monometilfosfato e O,0,S-trimetil fosforotioato foram os
mais relevantes para diferenciar o tratamento do controle negativo, portanto séo
possiveis indicadores de exposicdo ao acefato, contribuindo para o seu
monitoramento em ambientes aquaticos. Até o momento, este trabalho foi o
Unico a apresentar o monometilfosfato e O,O,S-trimetil fosforotioato como
possiveis biomarcadores de exposicdo ao acefato e, uma comparacao dos
compostos gerados na biotransformacdo do zebrafish e na formacdo dos

metabolitos em agua (estabilidade).

No ensaio de exposi¢cdo cronica, é perceptivel que houve alteracdes
metabdlicas de substancias enddgenas no figado dos animais expostos ao
acefato. Os 7 metabdlitos alterados em todas essas analises submetidas no
MetaboAnalyst 5.0, sdo possiveis biomarcadores de resposta bioldgica a

exposicao do zebrafish ao acefato.
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