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RESUMO
O carbendazim, um agrotoxico amplamente utilizado, tem mostrado sinais de causar
cancer, infertilidade e toxicidade a organismos. Consequentemente, este fungicida torna-
se uma substancia persistente no meio ambiente, levantando a importancia de se conhecer
melhor seu comportamento, vias metabolicas e efeitos nos organismos. Além disso, o
carbendazim foi proibido nos EUA, Australia e em varios paises da Unido Europeia. Por
outro lado, no Brasil, o agrotdxico ainda é permitido, de forma que a legislacéo brasileira
de &gua potavel permite uma concentracao limite de 120 pg/L. Portanto, mais estudos sao
necessarios para avaliar seus efeitos e o zebrafish € um modelo usado rotineiramente para
fornecer informacgdes relevantes sobre os efeitos agudos e de longo prazo dos
xenobioticos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar metabo6litos de carbendazim
em tanques de agua e no figado do zebrafish exposto a concentracdo de 120 ug/L usando
cromatografia liquida acoplada a um espectrometro de massa de alta resolugédo (LC-
HRMS) com abordagem metaboldmica para destacar alvos analiticos a fim de monitorar
a exposicdo de carbendazim em ambientes aquéticos. Para tanto, foram definidos os
grupos de tratamento, negativo e estabilidade. Além disso, amostras de agua e figado
foram coletadas e analises foram realizadas por LC-HRMS. Por fim, os dados foram
submetidos a analise estatistica utilizando a abordagem da metabolémica global. Os
resultados permitiram a anotacdo putativa de 7 metabdlitos alvo e atribuicdes de
metabolitos ndo direcionados. Este estudo aplicou a andlise do tanque de agua do
Zebrafish para avaliacdo dos metabdlitos alvo e ndo alvo do carbendazim como uma
abordagem promissora, uma vez que € uma matriz muito mais limpa do que as matrizes
bioldgicas usuais. Esses metabodlitos podem garantir a detectabilidade e aprimorar a
confiangca no monitoramento da exposi¢cdo ao carbendazim em ambientes aquaticos.
Além disso, os resultados das andlises do figado sugerem comprometimento do
metabolismo lipidico com consequente aumento de lipideos intra-hepaticos e disrupgéo
enddcrina. Foi possivel também sugerir dois metabolitos enddégenos como potenciais

biomarcadores para determinar a exposicao ao carbendazim.

Palavras-chave: Carbendazim; LC-HRMS; metabol6mica; toxicidade cronica;

agrotoxico; Zebrafish.



ABSTRACT
Carbendazim, a widely used pesticide, has shown signs of causing cancer, infertility and
toxicity to organisms. Consequently, this fungicide becomes a persistent substance in the
environment, raising the importance of better understanding its behavior, metabolic
pathways and effects on organisms. As a result, carbendazim has been banned in the US,
Australia and several European Union countries. On the other hand, in Brazil, pesticides
are still allowed, so the Brazilian drinking water legislation allows a limit concentration
of 120 pg/L. Therefore, more studies are needed to assess its effects and the zebrafish is
a model used routinely to provide relevant information about the acute and long-term
effects of xenobiotics. Therefore, the objective of this work was to evaluate carbendazim
metabolites in water tanks and in zebrafish liver exposed to a concentration of 120 ug/L
using liquid chromatography coupled to a high resolution mass spectrometer (LC-HRMS)
with a metabolomic approach to highlight analytical targets to monitor carbendazim
exposure in aquatic environments. Therefore, treatment, negative and stability groups
were defined. In addition, water and liver samples were collected and analyzes were
performed by LC-HRMS. Finally, the data were submitted to statistical analysis using the
global metabolomics approach. The results allowed the putative annotation of 7 target
metabolites and assignments of untargeted metabolites. This study applied Zebrafish
water tank analysis to assess target and non-target metabolites of carbendazim as a
promising approach as it is a much cleaner matrix than usual biological matrices. These
metabolites can ensure detectability and improve confidence in monitoring exposure to
carbendazim in aquatic environments. In addition, the results of liver analyzes suggest
impaired lipid metabolism with consequent increase in intrahepatic lipids and endocrine
disruption. It was also possible to suggest two endogenous metabolites as potential

biomarkers to determine exposure to carbendazim.

Keywords: Carbendazim; LC-HRMS; metabolomic; chronic toxicity; pesticide;
Zebrafish.,
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1. INTRODUCAO

A atividade agricola € um dos pilares da economia brasileira, sendo voltada para
um modelo de desenvolvimento focado nos ganhos e produtividade. Desta forma, a fim
de se alcancar melhores resultados nas lavouras, a agricultura no Brasil se encontra
fortemente associada ao uso de agrotoxicos (FERREIRA, 2014).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (2022), o
Brasil tem cerca de 504 agrotoxicos de uso agricola autorizado. Além disso, 0 uso
desenfreado de agrotoxicos na agricultura tem se mostrado como uma questdo
preocupante relacionada a salde publica, principalmente devido as concentracdes de
residuos encontradas ndo somente nos alimentos, mas também no solo e na 4gua, podendo
prejudicar os seres vivos, bem como ocasionar alteragcdes da biodiversidade do solo
(ANVISA, 2019; CARNEIRO et al., 2015).

Estudos mundialmente e no Brasil constataram a presenca de agrotdxicos nos
cursos hidricos tanto superficiais quanto subterraneos utilizados para consumo humano
(BORSOI, 2019). Desta forma, é requerida uma atengéo por parte do governo a fim de se
implementar medidas de controle para o uso dos agrotoxicos (QUEIROZ, 2012;
RIGOTTO, 2011), uma vez que a intoxicagdo por meio do uso dessas substancias pode
se dar ndo somente por meio de contato direto, mas também pela ingestdo do alimento
em que se foi utilizado o produto durante o plantio ou até mesmo atraves da ingestao de
agua contaminada (BRASIL, 2015).

A Portaria GM/MS N° 888, de 4 de maio de 2021 - que altera 0 Anexo XX da
Portaria de Consolidacdo N° 5 do Ministério da Saude de 03 de outubro de 2017 -
estabelece procedimentos de controle e vigilancia da qualidade da 4gua para consumo
humano, bem como o seu padrdo de potabilidade, contando inclusive com os valores
permitidos para substancias quimicas que representam risco a salde, dentre elas os
agrotoxicos.

A Lei 7.802, de 11 de julho de 1989 dispde que o registro de um determinado
agrotoxico deve ser feito por meio de uma equipe multidisciplinar, em que o Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) verifica a eficiéncia no combate a
pragas e doencas no campo; a ANVISA avalia quais sdo 0s riscos a saude e o Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA) analisa 0s perigos ao meio ambiente. Assim, um
agrotoxico ndo é liberado sem o aval dos trés 6rgaos.

A ANVISA, por meio do Programa de Analise de Residuos de Agrotdxicos em

Alimentos (PARA), avalia continuamente o0s niveis de residuos de agrotoxicos
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encontrados nos alimentos de origem vegetal que chegam até o consumidor, monitorando
o0 Limite Maximo de Residuo (LMR) e o intervalo de seguranga. Em seu ultimo relatorio
publicado (2017/2018), foi apontado um valor consideravel de amostras acima do LMR
e também a presenca de agrotoxicos ndo autorizados para determinadas culturas
(ANVISA, 2019).

Nos anos de 2017 e 2018, o PARA (2019) analisou 4.616 amostras com a
finalidade de encontrar residuos de agrotdxicos, sendo pesquisados até 270 ativos. Desta
forma, foram detectados residuos de 122 ingredientes ativos diferentes. Os agrotdxicos
responsaveis pelo maior indice de deteccdo foram imidacloprido, tebuconazol e
carbendazim. O carbendazim, proibido na Europa e Estados Unidos (EUA), foi detectado
em 526 amostras, correspondendo a 11% das amostras analisadas. O Quadro 1 apresenta
a situacdo regulatoria internacional dos dez ingredientes ativos de agrotoxicos mais
detectados pela ANVISA através do programa PARA (2019).

Quadro 1 - Situacdo regulatoria internacional dos dez ingredientes ativos de agrotéxicos mais detectados
pelo Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) da ANVISA.

Ingrediente Ativo Brasil Europa EUA Australia | Canada Japao
Imidacloprido + + + + + +
Tebuconazol + + + + + +
Carbendazim Reavaliagéo - - + - -

Piraclostrobina + + + + + +

Ditiocarbamatos* + + + + + +

Difenoconazol + + + + + +
Acefato + (Reavaliado) - + + + +
Procimidona Reavaliacdo - + + + +
Cipermetrina + + + + + +
Azoxistrobina + + + + + +
Nota:

e

(1) O simbolo “+” significa que o ingrediente ativo possui uso agricola autorizado; o simbolo
gue ndo possui uso agricola autorizado no pais da coluna relacionada.
(2) O ditiocarbamato considerado foi 0 mancozebe, 3° ingrediente ativo mais comercializado no Brasil,
segundo o ultimo relatério de comercializacdo emitido pelo Ibama.
(3) Carbendazim e procimidona foram selecionados para novas avaliaces.
(4) O acefato foi reavaliado e mantido com restri¢des.

Fonte: ANVISA. Programa de andlise de residuos de agrotoxicos em alimentos (PARA), 2019.

significa

O carbenzadim é um fungicida de formula molecular CoH9N3O2. No Brasil, é
utilizado nas culturas de algodao, arroz, cevada, citros, feijdo, macd, milho, soja e trigo.
Tal agrotdxico atua no combate de pragas tipicas das lavouras de laranja como a

Guignardia citricarpa (pinta preta) e Colletotrichum acutatum (estrelinha). Possui
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classificacdo toxicoldgica Ill, ou seja, considerado moderadamente tdxico
(ANVISA,2019; KUPPER et al, 2012).

O carbenzadim tornou-se noticia internacional no ano de 2012 devido a uma
proibicdo, por parte dos EUA, da importacéo do suco de laranja brasileiro, em decorréncia
da presenca de tal agrotdxico. O acontecimento impactou na economia brasileira, uma
vez que grande parte da exportacdo de suco de laranja era destinada aos EUA. Segundo a
agéncia americana de fiscalizacdo Food and Drug Administration - FDA (2012), o
carbenzadim esté associado ao risco de tumores de figado, o que gera a proibi¢&o no pais.

Pesquisas realizadas nos EUA apontam que a exposi¢do aguda em doses elevadas
ou cronica de animais e seres humanos ao carbendazim pode contribuir para promogéo
de tumores, diferenciacdo sexual inadequada, desregulacdes enddcrinas (FARAG et al.,
2011; IRELAND etal., 1979; LIM E MILLER, 1997; MORINAGA, et al., 2004; NAKAI
et al., 2002; URANI et al., 1995) e prejuizo ao desenvolvimento humano, o que reforca
a necessidade de estudos sobre os efeitos da exposic¢do ao fungicida (LEWIS et al., 2016).

Para a realizacdo de tais estudos se faz necessario a adogcdo de um modelo
experimental que seja eficiente para a avaliacdo do risco apresentado pelo carbendazim.
Uma das espécies consideradas de destaque para experimentos dos efeitos de exposicao
a contaminantes ambientais € o zebrafish (Danio rerio), uma vez que a qualidade da agua
tem grande interferéncia na sua produtividade e saide (FUZZEN et al., 2011).

O zebrafish, como ¢é popularmente conhecido, € um peixe de agua doce de origem
do sul da Asia. Se alimenta de algas, zooplancton, insetos e materiais organicos. E
caracterizado por seu pequeno porte e listras ao longo do corpo nas cores prata e azul.
Apresenta os estagios de vida larval, juvenil e adulto. A espécie vive em média de quatro
a cinco anos e atinge a sua maturidade sexual com a fase adulta, ou seja, por volta dos
noventa dias de vida (DAMMSKI et al., 2011).

Esse modelo tornou-se popular na Europa e EUA no final do seculo XX e, desde
entdo, seu uso comecou a ser difundido em todo o mundo de modo que atualmente
grandes universidades e centros de pesquisa vém implementando o zebrafish como
modelo animal (MEUNIER, 2012; KALUEFF et al., 2014b). Em 2013, o zebrafish foi
estabelecido pela OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development)
como modelo para avaliacdo de testes de toxicidade agudos e crénicos causadas por
produtos quimicos (OECD, 2013).

Alguns dos beneficios para a utilizacdo do zebrafish em pesquisas sdo as

caracteristicas que ele apresenta: ocupa pouco espaco, possui alta tolerancia a variagdes
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ambientais, elevado potencial de reproducdo, manejo facilitado, baixo valor de
investimento e, principalmente sua capacidade de absor¢do dos compostos adicionados
na &gua (BARBAZUK et al., 2000; LIESCHKE e CURRIE, 2007; LAWRANCE, 2007).

Além disso, pesquisas apontam que o zebrafish apresenta um total de 94 genes
CYP, divididas em 18 familias de genes também encontradas em humanos e outros
mamiferos. Goldstone et al. (2010) relataram através de andlise filogenética molecular,
relacbes entre genes CYP e familias de genes em zebrafish e humanos. Em 2013, um
estudo publicado por Howe, et al. (2013) demonstrou, através do sequenciamento do
genoma do zebrafish, que o referido animal, os camundongos e os seres humanos
possuem 12.719 genes em comum, 0 que representa que 70% dos genes humanos séo
encontrados no peixe. Desta forma, a espécie vem sendo amplamente utilizada para
estudos em busca da cura de doencas genéeticas como depressdo, mal de Parkinson e
esquizofrenia.

Outra vantagem do zebrafish € que ele apresenta semelhancas aos humanos em
sua morfologia e fisiologia em relacdo a fibras musculares, sistema nervoso central,
sistema esquelético complexo, células hematopoiéticas multiplas, sistema cardiovascular
(LIESCHKE e CURRIE, 2007).

Para se avaliar o comportamento de uma substancia no organismo, é importante
estudar de maneira abrangente o real potencial toxicologico desta associagdo como um
todo. Desta forma, a metabolémica tornou-se uma ferramenta importante, principalmente
para a toxicologia, uma vez que € capaz de estudar a resposta bioldgica e 0 metabolismo
de organismos de forma abrangente (VILLAS-BOAS et al., 2005).

A metabolémica propde-se, por meio da analise de tecidos ou biofluidos, os quais
sdo oriundos de reac@es celulares causadas por predisposi¢cdes genéticas e/ou interacdes
com o ambiente, a evidenciar e classificar padrdes de alteracdes metabdlicas advindas de
estados fisioldgicos ou adversos. Tal técnica vem sendo cada vez mais utilizada nas
diversas areas da ciéncia (ROBERTSON et al.,, 2011; BARBAS et al., 2011;
NORDSTROM E LEWENSOHN, 2010).

Diante do apresentado e frente a necessidade de se estudar os efeitos toxicos do
agrotoxico carbendazim, este trabalho objetivou avaliar o risco associado a exposicao
crbnica ao agrotdxico utilizando o modelo animal zebrafish. Para tal, amostras de dgua
do aquério e do figado dos animais expostos foram analisadas por Cromatografia Liquida
Acoplada a Espectrometria de Massas (LC-HRMS), seguida por analises estatisticas

multivariadas e univariadas, utilizando a abordagem metabol6mica.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Avaliar o risco associado a exposicao cronica de peixes zebrafish ao carbendazim

— na concentracdo limite permitida na 4gua potavel no Brasil -, por meio da anélise da

agua do aquario e do figado dos animais expostos.

2.2. Objetivos Especificos

Validar metodologia analitica por LC-HRMS para deteccéo de carbendazim e
seus metabolitos em agua de aquario.

Avaliar o perfil metabolico e a excrecdo do agrotoxico por LC-HRMS de
amostras de agua dos aquarios;

Avaliar a bioacumulacdo de carbendazim e seus metabolitos no figado;

Avaliar as alterac6es metabolicas no figado dos animais;
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Utilizacao de Agrotoxicos no Brasil

Agrotoxicos sdo insumos agricolas, porém sdo produtos de perigosos; se
apresentam sob a forma de inseticidas, fungicidas, rodenticidas, inibidores de crescimento
e Varios outros; e, apesar de aumentar a produtividade das lavouras, quando usados em
alta frequéncia e de maneira descontrolada, podem acarretar diversas consequéncias
negativas.

Segundo Moraes (2019), os impactos sobre 0s seres humanos podem variar desde
nauseas, dores musculares e dores de cabeca, até problemas mais graves como diabetes,
ma formacdo congénita e cancer. No meio ambiente, 0 uso desses compostos ocasiona
desequilibrio ecologico, afeta organismos ‘“ndo-alvo”, prejudica polinizadores
fundamentais como as abelhas e atinge 0s meios aquaticos e Seus organismos
(BELCHIOR et al., 2017).

O Brasil € um dos principais paises onde se destaca o agronegocio, por esse motivo
e em consequéncia dos interesses econdémicos do setor, 0 pais € considerado lider em
importacdo de agrotoxicos, buscando o controle de pragas e o controle de doencas das
plantas (PELAEZ et al., 2015).

A estimativa anual é que seja utilizado em torno de 900 milhdes de litros por ano
no pais, distribuidos principalmente entre as culturas da soja, milho e cana (PIGNATI et
al., 2017). Sendo assim, programas e politicas publicas sdo criados na tentativa de
monitorar e orientar a maneira adequada do uso de agrotdxicos, visando reduzir 0s riscos
a salde e a0 meio ambiente, como por exemplo, o Programa de Analise de Residuos de
Agrotdxicos em Alimentos (PARA) criado pela ANVISA em 2001 (LOPES;
ALBUQUERQUE, 2021).

3.1.1.Regulamentacdo dos Agrotoxicos no Brasil
A regulamentacao dos agrotoxicos s comecou a ter espaco a partir da década de
1970, mesmo em economias mais avancadas. Por muitos anos, devido ao grande poder
dos produtores agricolas, o grande interesse no uso dos agrotdxicos e poder estrutural do
setor, a regulamentacdo desses compostos seguiu deficiente (MORAES, 2019).
No Brasil, somente apds a promulgacéo da Constituicdo Federal de 1988 foi criada
uma legislacdo especifica para os agrotdxicos. Antes, vigorava o Decreto n° 24.114 de

1934 que se mostrava ineficiente ao tratar de medidas de restricdes e mecanismos de
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fiscalizaco, principalmente ao se considerar o cenario de inser¢do dos organossintéticos
na agricultura (SOUZA, 2017).

Apos a promulgacdo da Constituicdo Federal, em 1989, foi publicada a Lei dos
Agrotoxicos (Lei n® 7.802 de 1989), lei basica atual que ainda hoje regulamenta e
disciplina o uso dos agrotoxicos no Brasil. Segundo Lima (2018), tal legislacdo foi um
marco no cendrio do agronegocio, sendo considerada um avango no que dizia respeito ao
controle e uso dos agrotdxicos no pais a época. Em 2002, através do decreto n° 4.074, foi
regulamentada, estabelecendo critérios para avaliacdo dos compostos, conduta em relacdo
as embalagens, destinacdo final, registro, classificacdo, controle, inspec¢éo, fiscalizacdo e
trazendo a seguinte defini¢do sobre agrotdxicos e afins:

a) os produtos e 0s agentes de processos fisicos, quimicos ou biologicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecao de florestas,
nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de ambientes
urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicdo da
flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos;

b) substncias e produtos, empregados como desfolhantes, dessecantes,
estimuladores e inibidores de crescimento; (BRASIL, 1989, art. 2°, p. 1).

O processo de aprovacao de um novo ingrediente quimico no pais conta com um
processo complexo, com trés érgdos responsaveis, chamado de tripla analise: o Ministério
da Saude passa para a ANVISA a funcdo de analisar 0s riscos inerentes a nova substancia
e avaliar sua toxicidade; o Ministério do Meio Ambiente encarrega o IBAMA de avaliar
o fator ecotoxicologico, ou seja, 0 dano que este pode causar no meio ambiente; e 0
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento fica a cargo de avaliar a eficiéncia
agrondmica do composto para o setor, bem como, seu custo-beneficio (LIMA, 2018).

Apls a aprovacdo da tripla analise, o Comité Técnico de Assessoramento de
Agrotdxicos (CTA), instituido pelo decreto 4.074 de 2002, realiza a racionalizacéo e 0s
tramites técnicos necessarios para o registro do agrotdxico. O CTA também deve auxiliar
no processo de concessdao do registro para uso emergencial de agrotoxicos e afins
(BRASIL, 2002a).

No que tange a regulacdo dos agrotoxicos na dgua, um instrumento importante é
a Portaria de Consolidagdo N°5, de 28 de setembro de 2017 que, “consolida as normas
sobre as a¢des e os servicos de satide do Sistema Unico de Saude” (BRASIL, 2017) e
discorre em seu anexo XX, alterado pela Portaria GM/MS n° 888, de 04 de maio de 2021,
sobre o controle e vigilancia da qualidade da 4gua para consumo humano e seu padréo de
potabilidade (BRASIL, 2021). De acordo com a tabela de padrdo de potabilidade, o

carbendazim, tem como limite 120 pg/L.
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Entretanto, a flexibilizacdo da legislacdo brasileira é grande quando comparada as
legislagdes de locais como a Unido Europeia ou Estados Unidos. O acefato que se
encontra na 3° posicdo de mais vendidos no Brasil, na Unido Europeia tem limite
estabelecido de 0,1 pg/L na agua (DE FREITAS; REGINO, 2020), enquanto que no
territorio brasileiro seu limite estabelecido pela Portaria GM/MS n° 888/2021 é de 7 pug/L.
Além do seu limite definido, o acefato também é proibido de ser comercializado e
utilizado em plantios em paises europeus (BOMBARDI, 2017).

Na mesma situacdo, tem-se a atrazina com limite de 0,1 pg/L na lei europeia,
enquanto no Brasil seu limite chega a ser 20 vezes maior, atingindo um total de 2 pg/L
(DE FREITAS; REGINO, 2020). O carbufurano, segundo Bombardi (2017), chega a ter
limite 70 vezes maior (com 7 pg/L de limite) no Brasil e traz impactos agressivos a agua
e a0 meio ambiente.

Em 2° lugar nos mais vendidos no Brasil, encontra-se o 2,4-D, com diferencas
discrepantes entre as legislacbes (IBAMA, 2021). Nos paises europeus, seu limite segue
o padrao dos demais, 0,1 pg/L, ja na legislagdo brasileira atinge-Se concentragdo 300
vezes maior com o limite de 30 pg/L. Tal agrotdxico € utilizado na producao de um dos
alimentos mais consumidos pelos brasileiros, o arroz. Portanto, Moraes (2019) alerta para

0 consumo e ingestdo humana abusiva do 2,4-D por meio da agua e arroz.

3.1.2.Carbendazim

Os fungicidas sistémicos da classe dos benzimidazois foram os protagonistas na
historia do desenvolvimento dos fungicidas nos anos de 1960. Sao aplicados em diversas
culturas como: algoddo, feijao, soja, trigo, citros, e em uma grande quantidade de frutas
e demais plantas (COUTINHO et al., 2006).

Desse grupo da classe dos benzimidazois, os principais fungicidas sdo: benomil,
tiofanato-metilico e carbendazim, além de ser o principal ingrediente ativo de diversos
produtos comerciais (Derosal 500 SC ®, Bendazol®, Rodazim®, ImperadorBR ®,
Carbomax 500 SC®, dentre outros). Importante destacar que o benomil no ambiente é
rapidamente transformado em carbendazim, com meia vida de 2 horas na dgua e 19 horas
em solo, o que o torna um perigoso contaminante (MARTINI; SOLALIENDRES, 2011).

O carbendazim é um fungicida sisttmico pertencente ao grupo quimico
benzimidazol. Trata-se de um sélido cristalino incolor que apresenta baixa solubilidade
em &gua, é volatil e moderadamente mével (IUPAC, 2021). E utilizado no Brasil,

geralmente, no controle de pragas como a Guignardia citricarpa (pinta preta) e
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Colletotrichum acutatum (estrelinha), fungos comuns na producdo de laranja (SILVA et

al, 2014), mas também € aplicado em culturas de feijdo, soja e trigo (MAXIMIANO et

al., 2016). A Tabela 1 apresenta suas demais caracteristicas.

Tabela 1 - Caracteristicas do carbendazim.

Formula molecular CyHgN30,
Nome quimico methyl benzimidazol-2-ylcarbamate
Formula estrutural H
N
)r— NHCO,CH,
N
Massa molar 191,07 g.mol-t
Solubilidade - Em agua a 20°C (mg 1) 29 (pH 4)
8(pH7)
1,49 (pH 8)
Solubilidade - Em solventes organicos a 20°C 300 — Etanol
(mgl™) 36 — Benzeno

135 — Acetato de etila
100 — Cloroférmio

Ponto de fusdo (° C) 305

Ponto de degradacéo (° C) 305
Coeficiente de parti¢do octanol-agua em pH 7, P: 3.02 x 10%
20°C Log P: 1.48
Constante de dissociacdo pKa,a25°C 4.2 (base fraca)

Fonte: ANVISA (2019); IUPAC (2021).

A atuacdo do carbendazim se da através da inibicdo de algumas proteinas

especificas, denominadas o e B tubulinas, que mediante polimerizagdo constituem os

microtibulos. Desta forma, ao se ligar a  tubulina, que se encontra livre no citoplasma,

o carbendazim inibe a formacéao dos dimeros, impedindo assim a formacé&o das fibras dos

microtubulos e 0 movimento dos 23 cromossomos para a divisdao mitotica do fungo, o
levando a morte, conforme Figura 1 (COUTINHO et al., 2006).
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Figura 1 - Acdo do Carbendazim

Tubulinas — proteinas:
a e B-tubulinas (dimeros)

! ! carbendazim

I Unido do carbendazim a B-tubulina I

I Impedimento da formacao dos dimeros l

1

I Inibico da formacao das fibras de microtibulos I

I

I Movimentaciao dos cromossomos Ndo ocorre I

1

I Interrupgaoc da divisao celular na Profase I

1T

I Maorte do fungo I

Fonte: COUTINHO et al., 2006.

A absorgéo do carbendazim nas plantas acontece inicialmente através de suas
raizes, folhas e sementes, somente depois se espalha pela planta inteira (MAXIMIANO
et al., 2016).

O seu metabolismo ja foi estudado em diversos animais como ratos, galinhas e
coelhos. Nos ratos, durante seu processo metabdlico tem-se como principal reacdo a
hidroxilacdo, a qual origina como metabdlito principal o 5-hidroxi-2-benzimidazole-
carbamato (5-HBC) seguido pelos metabdlitos 2-metoxicarbonil-amino-1H-benzimida-
zol-5-il-(sulfato de hidrogénio) (5-HBC-S); o 5,6-hidroxi-2-benzi-midazole-carbamato-
N-Oxido (5,6-HOBC-N-0xido); e o 2-aminobenzimidazol (2-AB) (APVMA, 2009;
IUPAC, 2021). Além disso, também ja foram detectados os metabdlitos: 5,6-
dihidroxibenzimi-dazol-2-il-carbamato (5,6-DHCB) que pode se metabolizar a 6-hi-
droxi-2-metoxicarbonil-amino-1H-benzimidazol-5-il-5-(sulfato de hidrogénio) (5,6-
DHCB-S) e 6-hidroxi-2-metoxicarbonil-amino-1H-benzimidazol-5-il-b-D-acido
glucopiranosiduronico (5,6-DHCB-G) (YU et al., 2009).

A toxicidade de uma substancia esta relacionada a uma série de fatores, tais como
as suas propriedades fisico-quimicas, os processos fisicos, quimicos e bioldgicos, as vias
de exposicdo e a duracdo e frequéncia da exposicdo (PERES; MOREIRA, 2003). O
carbendazim, segundo Da Costa (2017), é considerado pela ANVISA em nivel de
toxicidade mediano, contudo, a European Union (2008) e IUPAC (2021) afirmam que o

composto é comprovadamente mutagénico, com elevada toxicidade, afetando de maneira
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aguda os organismos, principalmente os aquéticos. Os efeitos para as comunidades de
micro-organismos do solo sdo pequenos, mas fatais para as comunidades de minhocas
(COUTINHO et al., 2006).

Alem disso, a European Comission, em 2007, afirmou que em seu estudo através
do método OECD 301-D, o carbendazim ¢ classificado como ndo biodegradavel, tendo
uma taxa de apenas 6% de biodegradacdo em um total de 28 dias.

Diversos estudos comprovam a presenca do carbendazim em alimentos, solos e
meio aquatico. Maximiano et al. (2016), através do método de aplicacdo de técnica
eletroanalitica para detecgdo de caberdazim em sucos de frutas citricas, obteve o limite
deteccdo de 1,04 pg/L. Ja Martini e Solaliendres (2011) afirmam que a casca da banana e
sua polpa adsorvem quantidades favoraveis do composto e sugerem um estudo para
quantificar tal adsorcéo.

Gaspar et al. (2005), em sua pesquisa no rio Mearim no Maranhdo, detectou a
presenca de carbendazim com concentragdo acima de 80 pg/L. Ribeiro (2009) também
detectou em amostras de dois rios localizados em Cruz do Espirito Santo, Paraiba, a
presenca de carbendazim na agua. Souza et al. (2019), também detectou o carbendazim
em 83% das amostras de agua para abastecimento publico da cidade de Londrina, Parana,
com concentragdo média de 17 ng L L.

Outros pesquisadores detectaram a substancia em cursos d’adgua fora do pais.
Palma et al., (2004) identificaram o carbendazim em uma bacia agroflorestal no sul do
Chile nas concentragdes de 1,8 ug L !, 0,4 ug L ' € em niveis de até 1,2 ug L "' em
campanhas durante trés periodos diferentes. J& Masia et al., (2015) detectaram através de
amostragem na bacia do rio Llobregat na Espanha o carbendazim em 22% das amostras,
na concentracdo de até 697 ng L 1. Além de relatos em diversos outros paises como
Colémbia (HERNANDEZ et al., 2012), Roménia (CHITESCU et al., 2015), Alemanha
(WICK et al., 2010) e Grécia (KALOGRIDI et al., 2014).

3.2. Zebrafish
Mesmo com o avango das tecnologias e o surgimento de novos métodos de
experimentacdo, o modelo animal ainda se encontra fortemente associado a pesquisas
toxicoldgicas e de manifestacdes patoldgicas, principalmente por ser capaz de fornecer
informacdes a nivel celular e molecular do comportamento de diversas doencas
(LIESCHKE e CURRIE, 2007). Em geral, os animais mais utilizados s&o os roedores,

uma vez que aproximadamente 95% desses estudos sdo realizados com ratos e
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camundongos (SILVEIRA e SCHNEIDER, 2012). Entretanto, alguns estudos apontam
diferengas significativas entre o perfil dos metabdlitos produzidos pelos ratos em relacéo
aos humanos (LOOTENS et al., 2009), o que demonstra a necessidade de um modelo in
vivo que seja capaz de fornecer resultados representativos do metabolismo humano
(ANSELMO et al., 2017).

Neste contexto, em 1981, George Streisinger introduziu o zebrafish como modelo
animal em suas pesquisas, apontando as vantagens da utilizacdo da espécie em estudos
genéticos, o que pode ser considerado como um marco para a difusdo da utilizacdo do
animal em tais experimentos (STREISINGER et al., 1981). A partir dai, o zebrafish se
tornou um modelo popular em diversas areas além da genética, como desenvolvimento
da biologia, toxicologia, descoberta de medicamentos, estudos de doengas e
neurobiologia (ANSELMO et al., 2018).

O zebrafish, popularmente conhecido como paulistinha € um pequeno peixe
tropical de agua doce nativo do sul da Asia. Comumente é encontrado em ambientes
Iénticos e é bem adaptado a variagcdes ambientais, uma vez que em seu habitat natural o
pH pode variar de 5.9 a 8.5 e a temperatura de 16 a 38°C. Entretanto, as faixas ideais onde
ele apresenta maiores taxas de crescimento sdo de 7 a 8 e 24 a 28°C para o pH e
temperatura, respectivamente. O zebrafish se alimenta de zooplancton, insetos, algas,
detritos e outros materiais organicos e geralmente é encontrado em cardumes de 5 a 20
individuos. A reproducdo ocorre durante o periodo chuvoso geralmente no periodo da
manhd. Em relacdo ao seu desenvolvimento, ele passa pelos estagios larval, que dura 14
dias; juvenil, durante 120 dias; e adulto, de aproximadamente 1000 dias. Inicialmente,
possui 0 tamanho de 2 a 3 cm podendo alcancar de 4 a 5 cm (DAMMSK et al., 2011).

As suas principais caracteristicas fisiondmicas sdo seu pequeno porte e seu padréo
de listras pretas e brancas ao longo do corpo. Em geral, os machos sdo mais esguios e as
fémeas maiores e mais robustas (Figura 2) (DAMMSK et al., 2011).
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N

Fonte: DAMMSK et al., 2011.

O seu sucesso em pesquisas se da principalmente em decorréncia de suas
vantagens em relagdo a outros modelos animais (Quadro 2), dentre elas seus embrides
que sdo transparentes e se desenvolvem de forma externa e rapidamente (LEE et al.,
2017), o que permite a analise das divisdes celulares em tempo real apenas com o auxilio
de um microscopio (COSTA et al., 2008), diferente de outros modelos animais como 0s
ratos que para a analise dos embrides dependem de métodos invasivos como cirurgia ou
necropsia (LIESCHKE e CURRIE, 2007). Outros pontos positivos sdo a sua facil
manipulacdo, baixo custo de manutencdo, rapido desenvolvimento (atinge a fase larval
em até 72 horas e a fase adulta em até 3 meses) (ESCALEIRA, 2017) e curto periodo de
vida (aproximadamente 3 anos), 0 que permite que estudos que envolvem diversas fases
do desenvolvimento sejam realizados rapidamente (WESTERFIELD, 2007).

Quadro 2 - Comparacao entre 0s modelos animais mais utilizados

- R "

Zebrafish Primata Rato Finte
Manipulagio Facil Dificil Dificil Moderado
Homologia genética TO% S6-98% 75% B2%
Rapido desenvolvimento Sim MNa3o Nao Sim
Transparencia Sirm ES] Naa Maa
Nimero de embrides 100-600 1-2 -10 1-2
Modelos transgénicos Muitos Pouto Muitas Pauca
Custo de criacdo Barato Muito caro Carn Barato

Fonte: LEE et al., 2017.

O modelo oferece, ainda, a vantagem de se encontrar proximo aos humanos em
termos de evolucdo, uma vez que dos 26.000 genes sequenciados no peixe, 70% séo
homologos nos seres humanos e ainda, se forem considerados apenas 0S genes

relacionados a doengas, essa semelhanca sobe para 84%, o que permite que os resultados
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dos estudos nos animais sejam extrapolados para os humanos (ZORZETTO e
GUIMARAES, 2013). O Quadro 3 abaixo demonstra as demais semelhancas e diferencas

entre o zebrafish e o ser humano.
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Quadro 3 - Biologia comparativa entre o zebrafish e o ser humano.

Caracteristicas Principais semelhangas com os humanos Principais diferencas e incognitas
Biologia geral
Genoma Diploide; essencialmente contém o repertdrio completo de genes de Duplicagdo de genes resultante da duplicacdo ancestral do genoma
vertebrados. inteiro, resultando em subfuncionalizacdo e neofuncionalizacéo.
. As adaptacGes aquaticas incluem um plano corporal simplificado
Anatomia Vertebrado adaptag quat P P P
e diferentes estratégias locomotoras
Dieta e metabolismo | Onivoro Poiquilotérmico, cresce otimamente a 28,5 ° C

Crescimento

O crescimento é determinado (isto &, prossegue até um tamanho adulto
maximo limitado); exibe um padrao de crescimento saltatério (por exemplo,
na regeneracdo de nadadeiras)

Capacidade significativa de regeneracdo de muitos tecidos e
orgdos, por exemplo, coragdo, nadadeira, retina

Fases de crescimento juvenil e adulta em torno do ponto de maturidade

Ciclo de vida reprodutiva; evidéncias de mudancas fisiologicas relacionadas a idade, por Vida Util de 3-5 anos; tempo de geracdo de 3 meses
exemplo, na fungdo cognitiva
Biologia sistematica
Embriologia Estagios e processos de clivagem, padronizacdo inicial, gastrulacao, Muito répido; ndo placentaria, ocorre ex vivo; influéncia de

somitogénese, organogénese estao todos representados

transcrigdes maternas; envolve incubacéo

Sistema esqueletico

Esqueleto ossificado complexo compreendendo cartilagem e 0sso

Falta de 0sso longo, 0sso esponjoso e medula dssea; as
articulacdes ndo suportam peso

Musculo

Grupos de masculos axiais e apendiculares; tipos de células esqueléticas,
cardiacas e de musculo liso; fibras musculares esqueléticas rapidas e lentas

Os musculos de contracdo rapida e lenta sdo topograficamente
separados; a locomogdo dirigida pela cauda depende da contracdo
alternada do musculo miotoma; o volume do musculo apendicular
é proporcionalmente pequeno

Sistema nervoso
e comportamento

Anatomia representativa: cérebro anterior, médio e posterior, incluindo
diencéfalo, telencéfalo e cerebelo; sistema nervoso periférico com
componentes motores e sensoriais; sistemas nervosos entérico e autbnomo;
6rgaos sensoriais especializados: olho, sistema olfatério e ouvido; exibem
comportamentos "superiores” e funcdo neural integrada: memoria, respostas
condicionadas e comportamentos sociais (por exemplo, escolaridade)

O telencéfalo possui apenas um cortex rudimentar; 6rgaos
sensoriais especificos de peixes, como a linha lateral; o
comportamento dos peixes e a funcdo cognitiva sdo abstraidos ou
simplificados em comparagdo com o comportamento humano

Sistemas
hematopoiéticos e
linfoides /
imunoldgicos

Varios tipos de células hematopoiéticas: eritrocitos, células mieloides
(neutrdfilos, eosindfilos, mondcitos e macrdfagos), linfocitos T e B; cascata
de coagulacdo para hemostasia; imunidade humoral e celular inata e
adaptativa

Os eritrécitos sdo nucleados; possuir trombdcitos ao invés do que
as plaguetas; o intersticio renal é o local hematopoiético; os
detalhes da regulagdo humoral da hematopoiese sdo amplamente
desconhecidos; poderia ter desenvolvido componentes do sistema
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Caracteristicas Principais semelhangas com os humanos Principais diferencas e incognitas
imunoldgico especificos de peixes (por exemplo, uma familia de
receptores imunoldgicos)
Tem distingdes esquerda-direita na anatomia cardiaca, mas ndo
Sistema Coragdo multicamara com éatrio e ventriculo; circulagdo dentro de artérias e tem circulacdes esquerda-direita separadas, ou seja, 0 coracdo tem

cardiovascular

veias; circulagdo linfatica separada

apenas duas camaras; até agora nenhuma evidéncia de derivados
de campo cardiaco secundario; linfonodos nao foram descritos

Sistema respiratério

Troca gasosa celular; a oxigenacdo depende da circulagdo e do transporte de
hemoglobina

A respiracdo ocorre nas guelras, ndo nos pulmdes; sem circulagéo
pulmonar; possuem uma bexiga natatoria derivada da endoderme
(funcionando como um dispositivo de flutuacéo variavel), que
corresponde embriologicamente, mas ndo funcionalmente, aos
pulmdes

Sistema
gastrointestinal

Orgéos principais: figado, pancreas exacrino e enddcrino, vesicula biliar;
especializacGes zonais ao longo do trato alimentar de absorcgdo; células
imunes na lamina prépria

Falta um 6rgdo digestivo acidificado; ter um bulbo intestinal em
vez de estdbmago; célula de Paneth intestinal ausente

Sistemas renais e
urinarios

Anatomia e funcdo glomerular

A filtracdo ocorre nos rins anteriores e posteriores; rim adulto
mesonéfrico em vez de metanéfrico; sem bexiga ou prostata

Sistema reprodutivo

Biologia molecular e embrioldgica do desenvolvimento das células
germinativas; anatomia celular dos 6rgdos das células germinativas, testiculos
e ovarios

Sem cromossomos sexuais; 0 mecanismo de determinacao do
sexo é incerto; a fertilizagdo € ex vivo (ou seja, sem Utero ou
orgaos reprodutivos femininos internos relacionados); 0s o6citos
sdo circundados por um cérion, ndo a zona pelUcida, que deve ser
penetrada por espermatozoides; nao lactantes; sem equivalente de
mama

Sistema endocrino

A maioria dos sistemas enddcrinos representados, por exemplo, o eixo
hipotalamo / hipofisario (glicocorticéides, hormdnio do crescimento,
horménio da tiredide, prolactina), hormdnio da paratiredide, insulina e renina

Diferencas na distribui¢do anatdmica das glandulas, por exemplo,
glandulas paratireoides discretas ndo parecem estar presentes; a
prolactina tem um papel principal na osmorregulacéo

Pele e apéndices

Derivado ectodérmico; padréo de pigmentacédo é devido a células de
pigmento derivadas da crista neural, incluindo melandcitos

Tém estruturas exclusivas para peixes que sao especializadas para
oambiente aquatico (por exemplo, escamas elasmoides, células
mucosas); falta de apéndices de mamiferos (por exemplo,
foliculos capilares, glandulas sebaceas); possuem dois tipos de
células de pigmento adicionais: xantéforos e iridéforos

Fonte: LIESCHKE e CURRIE, 2007.
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O zebrafish se destaca por apresentar alta sensibilidade a exposi¢cdo de produtos
quimicos e pela sua capacidade de absor¢do dos compostos adicionados na agua, facilitando a
administracdo. Nesta perspectiva, na literatura se encontram descritos testes toxicoldgicos e
farmacoldgicos utilizando a espécie (Quadro 4) (DUCHARME et al., 2015; LEE et al., 2017;
CORNET et al., 2018).



Quadro 4 - Pesquisas envolvendo o zebrafish no ramo da toxicologia

28

Titulo Pesquisa Metodologia | Concentracéo Principais resultados Autor
Moxidectin toxicity to zebrafish Embrla_lo de Zebrafish como 80, 40, 20 e 10 Os e_feltos da momdectlna em embnqes_ de _
ey . um sistema modelo para Zebrafish se manifestam como um declinio nas Muniz et al.,
embryos: bioaccumulation and d fei .. OCDE 236 ug/L e 20 de eclosio até 96 h. b | ~ 2021
biomarker responses estudar os efeitos potenciais mg/L de taxas de eclosao _ate, )6 h, bem como alteracdes
da moxidectina na atividade enzimética de GST, LDH e CAT.
Analise dos padrdes de
Microplastic accumulation acumulagdo e transferéncia
patterns and transfer of de substancias tdxicas Os microplasticos podem transferir POPs ndo Batel et al
benzo[a]pyrene to adult zebrafish associadas a exposicao ao OCDE 236 10 e 20 uM apenas por ingestdo, mas também por simples 20 1e8 al.,
(Danio rerio) gills and zebrafish microplastico por simples fixacdo ao epitélio ou pela coluna de agua.
embryos fixacdo a Zebrafish adulto e
embrides.
. . . Acumulo especifico de A bioacumulagdo de organofosforados variou
Bioaccumulation mechanism of . x . , . .
- tecido e a depuracéo de sete 1/150 DLso € entre os tecidos. O musculo continha o nivel Wang et al.,
organophosphate esters in adult OCDE 203 O . X ; .
zebrafish (Danio rerio) organofosforados em 1/30 DLso mais baixo e o figado tinha o nivel mais alto de 2017
Zebrafish adultos TPP e TCEP.
Avaliar os efeitos do 0 (grupo Em larvas apresentou diferengas significativas
Glyphosate and Roundup® alter Glifosato e Roundup ® em controle), na atividade locomotora e comportamento -
o . . . - SN . Bridi et al.,
morphology and behavior in pardmetros comportamentais - 0,01, 0,065 e aversivo. Reduziu a distancia percorrida, a 2017
zebrafish e morfoldgicos em larvas e 0,5 mg/L velocidade média e os cruzamentos de linha em
adultos de Zebrafish adultos
Effects of ibuprofen, diclofenac Efeitos do ibuprofeno, o |buprofenq €o (_j|clofenaco causaram um
. atraso significativo na eclosdo devido a
and paracetamol on hatch and diclofenaco e paracetamol na 5,50 e 500 x - L .
. . N - - supressao do movimento geral do embrido, Xiaetal., 2017
motor behavior in developing eclosdo e capacidade motora pg/L x .
. . . ! enquanto o paracetamol ndo apresentou efeito
zebrafish (Danio rerio) do Zebrafish observavel

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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3.3. Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS)

No intuito de identificar, detectar e quantificar compostos em baixas concentragdes, em
diversas matrizes complexas, principalmente em meio aquético, os métodos analiticos
idealmente precisam ser simples, sensiveis e rapidos. Nesse cenario, a cromatografia liquida é
uma das técnicas mais utilizadas para separar 0s contaminantes em amostras ambientais
(CONLEY et al., 2008).

Em relacdo a cromatografia liquida, o processo ocorre de forma que a fase movel, ou
solvente, disposto em um recipiente adequado, é impulsionado por uma bomba de alta pressdo
e conduzido até a coluna cromatografica. No trajeto, a amostra € inserida na fase mdvel através
de uma vaélvula de injecdo e arrastada para a coluna, de modo que ocorre a separacdo. Essa
solucdo é encaminhada para um detector que ird detectar a presenca dos analitos eluidos. Entdo
é gerado um sinal cromatografico que € registrado por um software apropriado e assim, por
meio do tratamento em um computador obtém-se um cromatograma que demonstra a variacao
do sinal em funcéo do tempo (DONG, 2006; STRIEGEL, 2009).

Os metodos cromatograficos se encontram entre as técnicas predominantes de
separacdo, principalmente quando se trata de analises em matrizes complexas, em fun¢éo da
eficiéncia e alta resolugcdo em se separar os componentes presentes nas amostras (LANCAS et
al., 2009). Com o avanco da tecnologia, a cromatografia desenvolveu um método de anéalise de
alto rendimento e alta eficiéncia. Segundo Quaresma (2014), o cromatdgrafo de ultra eficiéncia
utiliza, na fase estacionaria, particulas menores, o que resulta em melhor resultado que o
cromatografo convencional. Ainda segundo a autora, o fato de utilizar particulas menores gera
vantagens como, 0 menor tempo de analise, uso de colunas pequenas, com altas temperaturas e
altas taxas de fluxo sem perda significativa na resolucao.

Entretanto, as analises qualitativas da supracitada técnica séo limitadas em decorréncia
da utilizacdo dos tempos de retencdo (RT) para a identificacdo dos analitos. Apesar do RT ser
uma particularidade de um determinado composto, 0 mesmo nao é exclusivo, de modo que
diversas substancias podem eluir neste mesmo tempo quando empregadas as mesmas condi¢oes
(LANCAS, 1993), surgindo assim, a necessidade de tornar a técnica mais seletiva e sensivel, o
que é solucionado através do acoplamento da cromatografia liquida a espectrometria de massas
(LC/MS) (NIESSEN, 2006).

Em suma, a espectrometria de massas esta relacionada com a capacidade de se medir
moléculas e &tomos a fim de se obter a massa molecular de um determinado composto, o que
auxilia na identificacdo de uma determinada espécie. O processo ocorre de forma que se

acrescenta carga nas moléculas de interesse e entdo ¢ medida a trajetdria dos ions resultantes



30

sob vécuo e condigdes especificas de combinagdes de campos elétricos e magnéticos (FENN,
2003).

Logo, o espectrdmetro de massas, apds a separacdo dos compostos pelos métodos
cromatograficos, ird determiné-los por meio de detectores. O uso conjunto com a cromatografia
é uma técnica ideal para detec¢do de compostos em matrizes ambientais, uma vez que, essa
unido possibilita a determinacdo de concentracdes tracos (KANDA; GLENDINNIND, 2011,
TRUFELLLI, 2011).

As técnicas mais empregadas na cromatografia de fase liquida quando acoplada ao
espectrdmetro de massas sdo: ionizacdo por eletrospray — ESI; ioniza¢do quimica a pressdo
atmosférica— APCI; e fotoionizagdo a pressdo atmosférica— APPl (QUARESMA, 2014). Neste
estudo optou-se por utilizar a tecnologia ESI, pois sua técnica de ionizacdo apresenta maior
eficiéncia em matrizes complexas (RODRIGUES, 2012).

A ESI consiste na dissolu¢do da amostra em um solvente volatil que € bombeado por
meio de um capilar de aco a uma taxa de fluxo entre 1 pL/min e 1 mL/ min. A dispersdo da
solugdo formada por uma névoa fina é promovida por meio de uma diferenca de potencial
aplicada entre o pulverizador e o cone de amostragem da fonte de ionizagdo. O processo &,
ainda, auxiliado pela introducdo de um géas que flui para fora do capilar e um gas de secagem
oriundo da fonte de ionizacdo para o pulverizador. As gotas reduzem de tamanho com o auxilio
do fluxo de gas a medida em que ocorre a evaporacdo do solvente, o que acarreta o0 aumento da
concentracdo de carga na superficie da gota (CROTTI, 2006; FENN, 2003; VESTAL, 2001).

A técnica apresenta diversas vantagens, dentre elas a alta sensibilidade e seletividade,
facil manejo, além de requerer pequenas quantias de amostra. Ademais, diversas matrizes
podem ser analisadas utilizando ESI, desde que sejam compostos idnicos ou apresentem sitios
acidos ou bésicos. Outra questdo que distingue essa técnica € sua capacidade de produzir ions
multiplamente carregados o que permite analisar compostos com alta massa molecular (LOO,
2000; HECK e VAN DEN HEUVEL, 2004). Por outro lado, tem-se como desvantagem a
possibilidade de ocorréncia de reacfes cruzadas, onde ions produtos podem ser confundidos
com moléculas protonadas e assim interferir nos resultados das analises (ADEJARE, 1997).

Ap0s a ionizacdo, os ions sdo acelerados por um campo eletromagnético e entdo o
analisador de massa os separa conforme a razdo massa/carga (m/z). Existem uma série de
analisadores no mercado: setor eletromagnético, quadrupolos, tempo de voo, orbitrap, entre
outros (FERREIRA, 2014). Para esse estudo adotou-se o método orbitrap uma vez que possuli

capacidade total de varredura de MS, além de ser convencionalmente utilizado para a
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quantificacdo de residuos de agrotoxicos, oferecer alta resolucdo de massa e medicdo precisa
(WANG et al.,2019).

Esse tipo de analisador é capaz de capturar os ions por meio de dois eletrodos, interno e
externo, formando um campo eletroestatico que permite que os ions sejam injetados
tangencialmente. Além disso, € possivel acoplar os métodos quadrupolo e orbitrap
possibilitando reunir a sele¢do previa dos ions do primeiro com alta resolucdo e exatidao de
massa do segundo. Essa combinacdo permite a selecdo de ions precursores enquanto o
processamento avancado do sinal aumenta o poder de resolucdo do sistema, o0 que proporciona
um alto nivel de confiabilidade para as analises. Tornando o analisador capaz de identificar,
quantificar e validar uma grande quantidade de metabdlitos, contaminantes, entre outras
matrizes complexas (FERREIRA, 2014).

3.4. Metaboldmica

As ciéncias 0micas estudam o comportamento das células dos organismos e suas
alteracdes biologicas. Pertencem a esse grupo, a gendmica (genes), a transcriptdmica (RNA), a
protedmica (proteinas) e a metaboldmica (metabdlitos). Os metabdlitos sdo os produtos
intermediarios ou finais do metabolismo bioldgico, ja 0 metaboloma é o conjunto de todos 0s
metabolitos de baixa massa molecular presentes ou alterados em um sistema biologico (FIEHN,
2002). Desta forma, a metabolémica é voltada a fornecer uma visdo geral qualitativa e
quantitativa dos metabdlitos presentes em um organismo (HALL, 2006).

Tem-se ainda que a metabolémica pode ser classificada em duas abordagens, a
metaboldémica alvo (targeted metabolomics), a qual se refere a uma andlise quantitativa de
metabolitos previamente selecionados de determinada classe quimica, ou de rotas metabdlicas
especificas, e metabolémica global (untargeted metabolomics), que aborda a analise qualitativa
da maior quantidade de metabolitos possivel, de uma classe quimica qualquer, contidas no
sistema bioldgico em estudo (KUEHNBAUM e BRITZ-MCKIBBIN, 2013).

O desenvolvimento do estudo metaboldmico consiste em uma série de etapas.
Inicialmente, deve-se definir um problema bioldgico a ser estudado através de questdes que
possam ser esclarecidas ao término do estudo. Outro aspecto fundamental é a definicdo de qual
abordagem sera adotada (alvo ou global), uma vez que a partir dai serdo definidas as etapas do
planejamento experimental e analitico (VIANT et al., 2017; VUCKOVIC, 2012). E necessario
também definir o tipo de amostra utilizado (fluido, células, tecido, etc.) e a quantidade de
amostras que serdo avaliadas por grupo de estudo, bem como a logistica de coleta e

armazenamento das mesmas (CANUTO et al., 2018).
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Outro aspecto importante relacionado ao procedimento é denominado quenching
metabdlico, que é a interrupcdo imediata da atividade enzimatica, seja por meio da adigéo de
solventes orgéanicos ou pelo congelamento instantdneo das amostras utilizando nitrogénio
liquido ou gelo seco. O armazenamento também é de extrema importancia a fim de se evitar a
degradacédo ou atividade das enzimas. Recomenda-se que as amostras sejam estocadas em
baixas temperaturas, preferencialmente a -80°C (ALVAREZ-SANCHEZ et al., 2010).

O preparo das amostras é uma etapa determinante do processo, principalmente devido a
complexidade das amostras biolégicas, sua heterogeneidade e grande faixa de concentracdo dos
metabolitos presentes (ALVAREZ-SANCHEZ et al., 2010). O processo depende do tipo de
abordagem adotada, matriz da amostra e técnicas de analise interessantes ao estudo (CANUTO
et al., 2018).

A abordagem metabol6émica € uma atividade complexa, principalmente em fungéo da
enorme diversidade quimica de metabdlitos com concentragdes variadas existente. Desta forma,
uma Unica técnica analitica ndo é o suficiente para cobrir todo o metaboloma de um organismo
bioldgico (KUEHNBAUM e BRITZ-MCKIBBIN, 2013; VILLAS-BOAS e BRUHEIM, 2007).
Sendo assim, os estudos vém sendo combinados com a utilizacdo de multiplataformas de
analise, que permitem uma maior abrangéncia de detec¢édo de substancias quimicas, permitindo
uma maior compreenséo do objeto de estudo (VILLAS-BOAS e BRUHEIM, 2007; DUNN e
ELLIS, 2005).

Uma das ferramentas mais utilizadas nos estudos metabolémicos € a espectrometria de
massas (MS), sendo capaz de fornecer informacgdes sobre as estruturas de diversas classes
quimicas (DE RAAD et al., 2016), além de proporcionar analises rapidas, com elevada
sensibilidade e seletividade. Para melhores resultados, sdo acoplados a técnicas analiticas de
separacdo, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (UHPLC) (KUEHNBAUM e
BRITZ-MCKIBBIN, 2013). Ademais, o tempo de retencdo do analito auxilia ha comprovacéo
de identificacdo do metabdlito, com uso de padrdes analiticos (CANUTO et al., 2018).

Atualmente, o uso de LC-MS em analises metaboldmicas esta em crescimento
(THEODORIDIS et al., 2012), principalmente por se tratar de uma técnica extremamente
robusta, de alta sensibilidade e seletividade e facil operacdo (XIAYAN e LEGIDO-QUIGLEY,
2008), além de ser bastante abrangente em relacdo aos compostos que podem ser analisados em
funcdo da diversidade de fases estacionarias existente (CANUTO et al., 2018).

Os dados oriundos das analises metabolémicas sdo numerosos e complexos requerendo
assim ferramentas que permitam trata-los de forma a evitar falhas e assim obter resultados

confiaveis e representativos das amostras bioldgicas analisadas (SUGIMOTO et al., 2012).
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A anélise da metabolémica global consiste em uma série de etapas de alinhamento,
agrupamento, ajuste do tempo de retencdo, deconvolugéo espectral e normalizagdo. De forma
que estdo disponiveis no mercado diversos softwares para este fim (LUDWIG e GUNTHER,
2011).

O tratamento dos dados esta aliado a estatistica por meio de métodos de analises
multivariadas e univariadas. Os métodos multivariados consistem em avaliar o conjunto de
dados extraidos da etapa experimental com o objetivo de classificar e discriminar os metaboélitos
responsaveis por distinguir os grupos de amostras. S&o utilizados procedimentos néo
supervisionados e supervisionados, como analise de componentes principais (PCA) e analise
discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA), respectivamente. Enquanto que nos
métodos univariados, 0s metabdlitos sdo analisados individualmente, ignorando se hé relacdes
entre eles, como fold change, t-test e volcano plot (LUDWIG e GUNTHER, 2011).

A identificacdo dos metabdlitos se d4 com o auxilio de bancos de dados online, como
por exemplo HMDB (WISHART et al., 2018), Kegg (KANEHISA et al., 2010), PubChem
(JEFFRYES et al., 2015), ChemSpider (MARCO-RAMELL et al., 2018), Drug Bank
(BROWN et al., 2009), MassBank (HORAI et al., 2010), entre outros. De forma que a
interpretacdo desses dados tem como objetivo solucionar as questdes propostas ao inicio do
experimento, podendo também levantar novas hipoteses. Essa interpretacdo se da por meio da
comparacdo dos metabolitos alterados com as rotas metabdlicas conhecidas (KARP e CASPI,
2011).

Assim, a metabolémica pode ser utilizada em diversos campos, tais como estudos
ambientais, na medicina para estudos clinicos e patoldgicos, nos esportes para estudos de
dopagem, analises de alimentos e nutricdo, na microbiologia, parasitologia, estudo de plantas e
também no ramo da toxicologia (CANUTO et al., 2018; SUSSULINI, 2017).

Em relacdo a metabolémica ambiental, pode ser aplicada a experimentos animais onde
os procedimentos sdo elaborados de forma a reproduzir situaces que ocorrem no meio
ambiente (MORRISON et al., 2007), envolvendo o estudo do metabolismo dos animais
submetidos a situacOGes biodticas e abidticas como a exposicdo a poluentes por exemplo
(SIMPSON e MCKELVIE, 2009).
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4. METODOLOGIA
4.1. Reagentes e Solventes

Reagentes (grau HPLC): Acetato de Etila (J. T. Backer®); Acido Formico(EMSURE®);
Agua ultrapura (Milli-Q®); Aqua Safe (Tetra); Carbendazim (Sigma-Aldrich®); Cartuchos
Strata-X-CW (33 pum, polymeric weak cation 30 mg/3 mL) (Phenomenex - California, USA);
Dimetilsulfoxido (Dindmica®); Fitas de medicdo de pH (MColorpHast™); Hidroxido de
Amobnio 28% (CRQ Produtos Quimicos®); Metanol (J. T. Backer®); Proxifilina (Sigma-
Aldrich®); Sulfato de magnésio (CRQ Produtos Quimicos®); tert-Butyl methyl ether - TBME
(Sigma-Aldrich®); Teste de quantificagdo de amonia, oxigénio e nitrito (Alcon) e f-
Glucuronidase (Sigma-Aldrich®).

4.2. Preparo das Solugdes

As solugbes de carbendazim e de proxifilina foram preparadas em metanol nas
concentragdes de 100 pg/mL e 1 mg/mL, respectivamente. A partir dessas solugcdes estoque
foram realizadas diluicbes para preparacdo das solucdes subsequentes. As solugdes de
carbendazim aplicadas nos aquarios foram preparadas em DMSO devido a baixa solubilidade
do agrotdxico. Além disso, foram preparadas solugbes de metanol/acido formico 95:5;
metanol/hidréxido de amoénio 95:5; agua/metanol 70:30 com 0,1% de éacido formico e
TBME/acetato de etila 50:50.

4.3. Equipamentos Utilizados

Agitador vortex;

e Bombas de agua da marca Aqua One;

e Centrifuga da marca Hermle Labor Technik GmbH, modelo Z 400 K Universal;

e Cromatdgrafo liquido de ultra eficiéncia (Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) acoplado a um espectrdometro de massas
(MS) com fonte de ionizacdo por electrospray (ESI) e analisador tipo orbitrap
(Exactive™ Orbitrap mass spectrometer-Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA);

e Estufa Thermo Scientific;

e Microscépio digital modelo Lcd Portatil G600 da marca Gaosuo;

e SPE Vacuum Manifold;

e Termostatos da marca Agqua One.
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4.4 Zebrafish
4.4.1. Etica em Experimentacdo Animal
O trabalho proposto foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal de Ouro Preto protocolado sob o CEUA n° 7061120319. Todo o
processo de experimentacdo foi realizado nas dependéncias do Laboratério de Toxicologia da
Escola de Farmacia — EFAR da Universidade Federal de Ouro Preto. O Certificado de

comprovagéo se encontra no Anexo 01 deste documento.

4.4.2. Manutencéo e Cultivo dos Animais

Aproximadamente 240 peixes adultos zebrafish (Danio rerio) com cerca de 2 cm,
igualmente distribuidos entre machos e fémeas foram adquiridos na loja Lindoia Peixes em
Muriaé — MG.

Foram adquiridos 16 aquarios com capacidade para 3,5 L de agua, de forma a suportar
até 20 animais. A temperatura, com o auxilio de um termostato, foi mantida na faixa entre 26°C
e 28°C. A aeracdo foi realizada com a assisténcia de bombas que funcionavam em periodo
integral. A iluminacdo da sala foi ajustada artificialmente de forma a fornecer os ciclos de
claro:escuro 14h:10h. Antes do inicio dos experimentos, 0s peixes passaram por um periodo de
aclimatacdo de duas semanas com o objetivo de avaliar se possuiam alguma doenca e para que
se adaptassem ao novo ambiente.

A agua dos aquarios foi previamente aclimatada em um tanque a parte e condicionada
utilizando-se o neutralizador de cloro, com a dosagem recomendada pelo fabricante de 5 mL a
cada 10 L de a4gua. Além disso, foram realizadas trocas de 2 L de agua a cada dois dias, sendo
a mesma substituida por agua previamente aclimatada e a alimentacgéo foi realizada diariamente
com a racdo floculada Basic da marca Alcon, salvas as datas de necropsia dos animais, quando
0s mesmos ndo foram alimentados nas 24h que antecederam a eutanasia.

Semanalmente, foram realizados testes quimicos colorimétricos com a finalidade de
avaliar a qualidade da dgua dos aquérios. Os parametros analisados foram: pH, oxigenacéo, teor
de nitrito e amonia. Os resultados foram comparados a tabelas e escalas de cores fornecidas

pelo préprio fabricante.

4.4.3. Tratamento e Exposi¢do dos Animais ao Carbendazim
A exposicdo dos animais ao agrotoxico carbendazim foi realizada conforme o descrito

no protocolo OECD n°305. O padrdo de carbendazim foi adicionado na concentragdo de 120
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Mg/L, uma vez que segundo a Portaria GM/MS N° 888, de 4 de maio de 2021 do Ministério da

Saude é o valor maximo permitido na agua potavel.

Divisao dos Grupos para Exposicéao

Foram definidos trés grandes grupos, sendo eles tratamento, negativo e estabilidade. O
grupo tratamento foi constituido por 20 peixes em cada aquario e a estes aquarios foi
administrada a solucdo contendo o agrotoxico carbendazim com o objetivo de se analisar 0s
efeitos nos animais, bem como o perfil metabdlico e a depuracdo do agrotoxico na agua. O
grupo negativo foi constituido por 20 peixes em cada aquario e a estes aquarios foi administrada
apenas DMSO com a finalidade de se criar um ambiente o mais semelhante possivel com o
grupo de tratamento, a critério de comparacado entre os resultados. J& o grupo estabilidade ndo
apresentou peixes, apenas 0 aquario com agua contendo a solucdo de carbendazim, para que
pudesse ser analisada a degradacéo do agrotoxico na agua sem a presenca dos animais, tambeém
a critério de comparagéo.

Os trés grandes grupos foram divididos em subgrupos diferenciados pelo tempo de
tratamento, sendo eles 7, 14, 28 e 35 dias, conforme Quadro 5. O grupo tratamento de 7 dias
foi realizado em triplicata (7 dias, 7dias R e 7 dias R2), enquanto o grupo estabilidade foi

experimentado também em triplicata, mas apenas para o periodo de 7 dias.

Quadro 5 - Quadro resumo do tratamento dos animais

Grupos
Tratamento Negativo Estabilidade
0 (0] [0]
Tempo de it . de Substancia X . de Substancia N . de Substancia
tratamento peixes peixes peixes
120 pg/L de
7 Dias 0 solucdo de
20 120| ug/ L dde 20 120 pg/L de carbendazim
1D o
28 Dias - -
35 Dias

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

O subgrupo de 7 dias contou com apenas uma aplicacdo da substancia, no primeiro dia
do experimento, uma vez que o principal objetivo deste grupo foi analisar o perfil metabolico
do carbendazim na agua. Os grupos 14 dias e 28 dias tiveram 2 L de agua trocados a cada dois
dias para garantir as condicdes ideais para o cultivo dos peixes e a solucdo de carbendazim
também foi reaplicada de maneira a manter a concentracdo sempre constante e assim,
possibilitar avaliar o acimulo no animal. J& o grupo 35 dias teve sua agua trocada e a

reaplicacdo da substancia a cada dois dias até o 28° dia. Apds esse periodo, no 29° dia, a &gua
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dos aquérios foi trocada integralmente e a substancia ndo mais foi aplicada e entdo no 32° dia
houve troca de 50% da 4gua também sem a reaplicacdo. De forma que o grupo de 35 dias, ao
final do experimento, foi mantido durante 7 dias em &gua sem o agrotdxico com o objetivo de
se avaliar a capacidade de depuracdo dos animais ap6s o fim da exposicao.

A disposicao dos aquarios no laboratoério pode ser visualizada na Figura 3.

Fonte: Acervo pessoal da autora (2022).

Coletas de Amostras de Agua

Foram realizadas coletas de amostras de 10 mL de agua dos aquarios em todos 0s grupos
(tratamento, negativo e estabilidade). As coletas ocorreram nos tempos: Oh (imediatamente apds
a aplicacdo das substancias), 1h, 3h, 5h, 8h, 10h e 24h de todos os aquérios; a cada 24h até o 7°
dia no grupo de 7 dias; no 2°, 5°, 8°, 11° e 14° dia do grupo 14 dias; no 17°, 20°, 23°, 26° e 28°
dia do grupo de 28 dias e no 30°, 33° e 35° dia do grupo de 35 dias conforme Quadro 6.

Quadro 6 - Coletas de amostras de agua.
Subgrupo Tempo / Dia

Oh
1h
7 Dias 3h
5h
8h




Subgrupo

Tempo / Dia

10h

24h

2° dia (48h)

3° dia (72h)

4° dia (96h)

5° dia (120h)

6°dia (144h)

7°dia (168h)

14 Dias

2°dia

5°dia

8°dia

11°dia

14°dia

28 Dias

17°dia

20°dia

23°dia

26°dia

28°dia

35 Dias

30°dia

33°dia

35°dia

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Eutanasia e Dissec¢édo dos Animais

Um dia ap6s o fim da exposicdo de cada um dos subgrupos (7, 14, 28 e 35 dias), 0s
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animais foram eutanasiados seguindo as praticas descritas e aceitas pelo CONCEA (Conselho

Nacional de Controle de Experimentacdo Animal) e NIH (National Institute of Health), as quais

preconizam a submersdo dos animais em banho de gelo por pelo menos 10 minutos antes do

inicio da disseccdo (National Institute of Health, 2009; Resolucdo Normativa CONCEA, 2017).

Ap0s a eutanasia, primeiramente o corpo do animal foi seco suavemente com uma toalha

de papel e medido. Com o auxilio de um microscopio, foi removido o figado de cada animal,

conforme Figura 4. Os 6rgaos foram entdo armazenados em microtubos, pesados, congelados

e macerados com nitrogénio liquido, e acondicionados em freezer a - 80°C até 0 momento das

analises.
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Figura 4- Disseccdo do Zebrafish

Fonte: Acervo pessoal da autora (2022).

4.5. Preparo das Amostras
4.5.1. Amostras de Agua

Para o preparo das amostras foi utilizada a técnica de extracdo em fase sélida (SPE) por
meio de uma adaptacdo do método desenvolvido por Sardela et al. (2018). Primeiramente foi
transferido para os respectivos vials, 10 pL de cada amostra e os mesmos foram acondicionados
na geladeira. As amostras foram fortificadas a 100 ng/mL de Padréo Interno (PI) - Sl de
proxifilina a e agitados em vortex. Para o procedimento de hidrélise adicionou-se 80 uL da
enzima PB-glucuronidase e novamente as amostras foram agitadas em vortex. Entdo os tubos
foram incubados em banho a 50°C durante 1 hora.

Para o procedimento de extracdo em fase sélida, foi utilizado o cartucho STRATA-
XCW 30 mg e um dispositivo multivias acoplado a uma bomba de vacuo denominado SPE

Vacuum Manifold (Figura 5).
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Figura 5 - Cartucho STRATA-XCW 30 mg

Fonte: Acervo pessoal da autora (2022).

Primeiramente, o cartucho foi condicionado com 3 mL de metanol e 3 mL de Agua
Milli-Q®. Entdo a amostra foi aplicada no cartucho e eluida completamente com o auxilio de
uma pera e com bomba de vacuo. Posteriormente, o cartucho foi eluido com 2 mL de solugédo
Metanol/Acido Formico 95:5 e com 1 mL de solugdo Metanol/Hidréxido de Amdnio 95:5. Em

seguida, as amostras foram evaporadas sob o fluxo de nitrogénio conforme Figura 6.

Figura 6 - Evaporacdo das am‘o’stras sob o fluxo de nitrogénio

‘f P= B @ -0 g - o5 g

Fonte: Acervo pessoal da autora (2022).

Para a ressuspensao do residuo seco, foi adicionado 60 L de solucdo agua/metanol 7:3
0,1% de &cido férmico, seguido por agitacdo vigorosa em vortex. O contetdo foi transferido

para seus respectivos vials, os quais foram armazenados a -20°C até o0 momento da analise.

4.5.2. Amostras de Figado
Foram utilizados 3 6rgdos por amostra com o objetivo de se atingir o peso ideal para a
analise. Para a extracio, foi adicionado 2 mL de Agua Milli-Q®, as amostras foram fortificadas
a 25 ng/mL de solugdo de padrdo interno (SI de proxifilina a 1 pg/mL) e agitadas em vortex.
Entdo se adicionou 4 mL de solugdo de TBME / Acetato de Etila 1:1 e cerca de 100 mg de
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MgSO.. Em seguida, as amostras foram agitadas em vortex durante 1 minuto e centrifugadas
durante 5 minutos na temperatura de 4° C e 4000 rpm. Logo apds, o sobrenadante foi filtrado
com filtro de 0.22 pum. O filtrado foi entdo transferido para um frasco limpo e evaporado sob 0
fluxo de nitrogénio.

Para a ressuspenséo do residuo seco, foi adicionado 50 pL de solu¢do Agua / Metanol
7:3 0,1% de &cido férmico, seguida de agitacao vigorosa em voértex epor transferéncia para 0s

respectivos vials. As amostras foram armazenadas a -20°C até o momento da analise.

4.6. Analise Instrumental

As amostras de agua e figado foram analisadas utilizando cromatdgrafo 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 eletrospray (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 (agua, 5.0 mM de formiato de amonio e acido férmico 0,1%)
e fase movel B (metanol com &cido formico 0,1%) foram empregadas no seguinte gradiente de
eluicdo: 0 min, 5%B; 0,2 min, 5%B; 0,5 min, 10%B; 1 min, 25%B; 7 min, 90%B; 11 min,
100%B; 13 min, 100%B; 13,1 min, 5%B; 15 min, 5%B. O volume de amostra injetado foi de
5 WL, o fluxo da fase movel foi de 0,3 mL/min e o tempo de corrida foi de 15 min.

As amostras foram analisadas no modo de ionizacéo positivo, sob o modo de aquisi¢édo
FULL-MS e Full-MS/aquisicido dependente de dados (DDA)-MS?, utilizando os seguintes
parametros: voltagem do spray foi de 2.9 kV; temperatura do capilar foi de 380 °C, a
radiofreqiiéncia da S-lens foi de 80 (unidades arbitrarias). Os fluxos de nitrogénio do sheath
gas e do auxiliary gas foram de 60 e 20, respectivamente. Para a aquisi¢cdo em FULL-MS, os
parametros foram: resolucdo de 70,000; Automatic Gain Control (AGC) target de 1e6;
Maximun IT de 100 ms e a faixa de massa foi de 100-1000 m/z. Para a aquisicdo em dd-ms? 0s
parametros foram: resolucdo de 17,500; Automatic Gain Control (AGC) target de 1e5;
Maximun IT de 50 ms; Isolation Window de 2,0 m/z, loop count de 10, msx count de 1, Top N
de 10, (N) CE de 30 eV e a faixa de massa de 100-1000 m/z. O equipamento foi calibrado no
modo de ionizagdo positivo com a solucdo produzida pelo fabricante (Thermo Fisher Scientific,

Bremen, Alemanha).
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4.7. Validagdo do Método Analitico

A validagdo do método analitico desenvolvido foi baseada nas orientagbes de US EPA
(2016) e INMETRO (2016), que compreende a avaliagdo dos seguintes parametros:
seletividade, curva analitica, repetitividade, precisdo intermediaria, arraste, robustez e
recuperagéao.

Para o procedimento de validacdo das andlises de &gua foram utilizadas 40 amostras
contendo 10 mL de Agua Milli-Q®. Ja para as analises de 6rgao foram utilizados 120 animais
saudaveis. Os 6rgaos foram agrupados em 03 para formar cada amostra.

A seletividade foi avaliada por meio da analise de cinco amostras diferentes, seguida da
verificacdo de auséncia de interferentes no tempo de retencdo dos analitos. Para a curva
analitica foram determinados 6 pontos, cada um deles em triplicata, totalizando 18 amostras
para cada matriz. O procedimento consistiu na fortificacdo das amostras com padrdo interno a
100 ng/mL e com carbendazim nas concentragfes de 5; 50; 150; 300; 500 e 800 ng/mL para as
amostras de agua e com padrdo interno a 25 ng/g e com carbendazim a 0,025; 0,25; 0,5; 1; 5 e
10 ng/g para as amostras de figado. A linearidade foi avaliada por meio da determinagdo do
coeficiente de determinacdo (r2) da regressdo linear, a verificagdo da auséncia de valores
aberrantes foi feita pelo teste de Grubbs e a homocedasticidade pelos testes de Cochran.

O limite de quantificacdo (LQ) foi definido através do ponto equivalente ao nivel
inferior de concentracdo da curva analitica, de 5 ng/mL e 0,025 ng/g para agua e figado
respectivamente, verificando a relacdo sinal/ruido para as areas de carbendazim e do padréo
interno no cromatograma referente a este ponto da curva analitica.

A repetitividade e a recuperacdo foram avaliadas utilizando 7 amostras e a robustez 3
amostras. A matriz agua foi fortificada com Pl a 100 ng/mL e carbendazim a 150 ng/mL e a
matriz figado foi fortificada com Pl a 25 ng/g e carbendazim a 5 ng/g. A avaliacdo da
repetitividade foi realizada por meio do coeficiente de variacao (CV) ou desvio padrao relativo
(DPR) das areas do sinal cromatografico. Para a robustez, a variacdo adotada consistiu na
ressuspensdo das amostras no dia seguinte da extracao e a avaliacdo foi feita de forma analoga
a da repetitividade. Inicialmente, calculou-se o CV para as analises realizadas sob as condicGes
alteradas e normais e em seguida foi calculado o erro relativo entre as condicGes das analises.
Para as amostras de condi¢cdes normais foram adotadas 3 amostras da repetitividade por
apresentar condicGes de preparo e analise semelhantes.

Para a recuperacdo, as amostras foram fortificadas apds a extracdo e foi avaliada a

porcentagem de rendimento da extracdo, bem como o CV. Ja a analise da preciséo intermediaria
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consistiu na reinjecdo das amostras da repetitividade no dia seguinte e sua avaliacdo foi feita de
forma analoga a repetitividade.

O arraste consistiu na reinjecdo da amostra de 300 ng/mL e 10 ng/g de carbendazim para
as amostras de agua e figado respectivamente entre 2 amostras de seletividade e a avaliacdo do
resultado foi feita através do sinal do analito.

4.8. Monitoramento da Concentracao de Carbendazim
O monitoramento da concentragdo do carbendazim consistiu de duas etapas.
Inicialmente foram calculadas as areas dos sinais cromatograficos no tempo de retencdo do
agrotoxico e do padrao interno (proxifilina) por meio do software Thermo Scientific Xcalibur™
para as amostras de agua coletadas nos grupos 7, 14, 28 e 35 dias (Figura 7).

Figura 7 - Areas dos sinais cromatograficos do carbendazim (a) e da proxifilina (b) no software Thermo
Scientific XcaliburTM.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Entdo, foram calculadas as raz6es entre o carbendazim e a proxifilina (analito/PI). A

concentracdo do carbendazim foi calculada através da seguinte formula:
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Onde:
C: Concentracéo do carbendazim (ug/L)
R: Razéo analito/PI
Cv: Coeficiente Linear
Ca: Coeficiente Angular
Vale ressaltar que os valores de C_e Ca foram adotados com base nos resultados obtidos
nos célculos da curva analitica.
Em seguida foram plotados os resultados das concentragdes calculadas em funcéo do
tempo.

4.9. Avaliacdo dos Metabdlitos de Carbendazim

A avaliacdo dos metabdlitos do carbendazim se iniciou com levantamentos em literatura
dos possiveis metabolitos do carbendazim em artigos cientificos e bancos de dados como
PubChem, ChemSpider, IUPAC e IChemE.

Os candidatos a metabdlitos foram listados e tiveram suas massas exatas teoricas
protonadas calculadas a partir de suas formulas moleculares com o auxilio do software Thermo
Scientific Xcalibur™. Em seguida, as massas obtidas foram pesquisadas no cromatograma no
modo full-scan, no modo de ionizacdo positivo, 0s espectros de massas dos respectivos sinais
cromatograficos foram avaliados e os ions encontrados tiveram suas formulas moleculares
calculadas a critério de confirmacéo.

Logo apds, para corroborar as suspeitas foram avaliados os espectros de massas no modo
full-scan / DDA-MS? no modo de ionizagdo positivo, analisando os fons produto formados a
partir da fragmentacdo dos ions precursores, tendo como base a rota metabdlica do

carbendazim.

4.10. Anélises Estatisticas para Abordagem Metaboldmica

Os dados brutos adquiridos foram processados no software Proteo Wizard com o
objetivo de gerar um arquivo no formato mzxml.Em seguida, foi realizado o pré-processamento
dos espectros de massas na plataforma MetaboAnalyst 5.0 com o objetivo de realizar a
deconvolucdo dos cromatogramas e de alinhar os sinais cromatograficos. Os espectros de
massas foram adicionados no modo centroide sob os parametros LC-MS Platform > HPLC-
Orbitrap; Parameter Setting > Default/Manual, Method: centWave, min_peakwidth: 10.0,
max_peakwidth: 60.0, ppm: 3.0, mzdiff: 0.01; Peak Alignment > Method: loess, Bandwidth:

30.0, minFraction: 0.8; Peak Annotation > Polarity: positive.
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As tabelas obtidas na etapa anterior foram exportadas para a opcao Statistical Analysis,
onde foram aplicados os métodos estatisticos razdo de expressao (Fold Change), analise de
componentes principais (PCA), andlise discriminante de minimos quadrados parciais (PLS-
DA), Heatmap, volcano plot e pathway analysis. Por fim, procedeu-se a analise de
biomarcadores também no Metabo Analyst. Ambas as anélises foram realizadas para amostras

de figado de Zebrafish expostos por 28 e 7 dias.

4.11. Avaliacdo da Bioacumulacéo no Figado
A avaliacdo da bioacumulacédo no figado, se deu em trés etapas: 1°) foram calculadas as
areas dos sinais cromatograficos do carbendazim, dos metabodlitos e do padrdo interno
(proxifilina) por meio do software Thermo Scientific Xcalibur™ nas amostras de figado dos
grupos 7, 14, 28 e 35 dias. 2°) foram calculadas as razdes entre o agrotoxico e o padréo interno
e também entre os metabdlitos e o padrdo interno. Entdo, foram plotados os graficos das razdes
em fungédo do tempo em dias e calculada as concentragdes de carbendazim e dos metabolitos

conforme equacdo descrita no item 5.8.
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Observou-se que as matrizes de agua e de figado para avaliagdo da seletividade do

método, ndo apresentaram sinal cromatografico no tempo de retencdo do analito de interesse

(RTcarbendazim: 4.6; RTpi: 5.1), ou seja, 0 método analitico mostrou-se seletivo para analise de

carbendazim (Figuras 8 e 9).
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Fonte: Print do software Xcalibur (2022).
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Figura 9 - Tempo de retencéo das cinco amostras da seletividade - Matriz figado
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Fonte: Print do software Xcalibur (2022).

Curva Analitica

Foram construidas duas curvas de calibragdo nas quais foram utilizados valores
crescentes de concentragdo para cada um dos seis pontos das curvas (5; 50; 150; 300; 500 e 800
ng/mL de carbendazim para as amostras de agua e 0,025; 0,25; 0,5; 1; 5; e 10 ng/g de
carbendazim para as amostras de figado). Segundo recomendacdes da ANVISA (2003) o
coeficiente de correlacdo linear (r) deve ser igual ou superior a 0,99, o que foi atingido.
Ademais, os testes de Grubbs ndo apontaram valores aberrantes.

As equac0es das curvas (Equacdo 01 e 02), bem como as curvas analiticas (Figura 10)

para as amostras de agua e 6rgdo, respectivamente, podem ser visualizadas abaixo.

y=0,0201x+0,7656 (Equacdo 01)

y=0,1974x+0,0875 (Equacéo 02)

Onde y é arazdo analito / Pl e x a concentracdo do carbendazim em ng/mL.
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Figura 10 - Curvas analiticas de calibracdo para as amostras de agua e 6rgao
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Segundo INMETRO (2016), o coeficiente de determinacdo linear (r2) é um bom
indicativo sobre a qualidade do modelo matematico adotado, entretanto néo é conclusivo. Desta
forma, é recomendada a avaliacdo também dos residuos. Para os residuos, o desejado é que
apresentem comportamento aleatorio, caso se observe alguma tendéncia isso pode ser indicio
de que o modelo seja inadequado. Desta forma, os testes de Cochran apontaram para o resultado

homocedastico, ou seja, que apresenta homogeneidade da variancia dos residuos.

Limite de quantificacdo
Na Tabela 2 estdo dispostas as relacdes sinal/ruido para o carbendazim e o padréo

interno (proxifilina), verificados no nivel inferior (5 ng/mL e 0,025ng/g para agua e figado
respectivamente) da curva analitica.

Tabela 2- Relacdo sinal/ruido para o carbendazim e o padréo interno, no nivel inferior da curva analitica.

Substéncia Relagéo Sinal/Ruido - Agua Relacéo Sinal/Ruido - Figado
Carbendazim 238 30
Proxifilina 121 379

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

A proporcdo geralmente aceita na relacdo sinal/ruido como estimativa do limite de
quantificacdo é de 10:1. Como a relacdo encontrada para o carbendazim, tanto para agua quanto
para figado, foi superior a 10, pode se considerar as concentraces de 5 ng/mL e 0,025 ng/g
como o limite de quantificacdo de carbendazim para este método.
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Repetitividade

Segundo a ANVISA (2003), para verificar a precisdo do método analitico deve-se
avaliar o coeficiente de variacdo (CV) ou também denominado desvio padréo relativo (DPR),
0 qual ndo admite valores superiores a 15%. Considerando que os valores de CV para as
amostras de agua e figado sdo de 4,4% e 3,4%, respectivamente, pode-se dizer que os métodos

S80 precisos.

Precisdo Intermediaria
Assim como para a repetitividade, para se ter um método de analise preciso € necessario
que o CV seja inferior a 15%. Foram obtidos valores de CV de 4,8% e 4,0% para as amostras

de agua e figado, respectivamente, o que confere precisdo ao método.

Arraste
Na Tabela 3, a seguir, estdo dispostas as areas consideradas na avaliagcdo do arraste do

analito na analise cromatogréafica para a matriz agua e figado.

Tabela 3- Critérios utilizados na avaliacdo do arraste.

Amostra Area - Agua Area - Figado
Amostra antes 14880434 13045532
Controle (Carbendazim 300 ng/mL e 10 ng/g) 15826926800 1624745850
Amostra depois 31899658 5606383
Resultado SEM ARRASTE SEM ARRASTE

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Para este parametro, o critério de aceitacdo € que o sinal verificado na amostra seguinte
seja menor ou igual a 1% do sinal encontrado na amostra controle (Carbendazim 300 ng/mL e
10 ng/g para agua e figado, respectivamente). O sinal de carbendazim verificado na injecdo da
amostra apés a analise do controle representa, aproximadamente, 0,20% para agua e 0,35% para

figado, da area verificada neste, ou seja, inferior a 1%.

Robustez
Para o método ser considerado robusto, é desejavel que o erro relativo entre as médias
dos resultados obtidos com as condic¢des originais do método e dos resultados obtidos com as

condi¢des modificadas nao exceda 10%.
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Tabela 4 - Célculos robustez — Matriz 4gua
CONTROLES DE ROBUSTEZ — Condicfes normais

Amostra Co_ncentragéo Razéo_ Concentracéo
nominal (ng/mL) Carbendazim/PI calculada (ng/mL)
Rep 1 4.4621 181.9857
Rep 2 150 4.5189 184.8249
Rep 3 4.1943 168.5749
Desvio da Desvio Padrdo -
Resultados Robustez (%) Relativo (%) AL ([0 )
8.679 4.86 178.4618
CONTROLES DE ROBUSTEZ — Condigdes alteradas
Amostra Co_ncentragéo Razéo_ Concentracdo
nominal (ng/mL) Carbendazim/PI calculada (ng/mL)
Rob 1 4.6285 190.3152
Rob 2 150 3.9570 156.6937
Rob 3 4.0578 161.7397
Desvio da Desvio Padrdo -
Resultados Robustez (%) Relativo (%) AL (g )
18.131 10.69 169.5828
Erro relativo (%) 4,98 |
Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Tabela 5 - Clculos robustez — Matriz figado
CONTROLES DE ROBUSTEZ — Condigdes normais
Amostra Co_ncentragéo Razéq Concentracdo
nominal (ng/mL) Carbendazim/PI calculada (ng/mL)
Rep 1 1.7658 8.4709
Rep 2 5 1.7512 8.3961
Rep 3 1.7696 8.4904
Desvio da Desvio Padrao -
Resultados Robustez (%) Relativo (%) AR (g )
0.050 0.59 8.4525
CONTROLES DE ROBUSTEZ - Condicbes alteradas
Amostra Co_ncentragéo Razéq Concentracédo
nominal (ng/mL) Carbendazim/PI calculada (ng/mL)
Rob 1 1.6057 7.6473
Rob 2 5 1.7060 8.1633
Rob 3 1.5282 7.2485
Desvio da Desvio Padrao -
Resultados Robustez (%) Relativo (%) LAt (g )
0.459 5.97 7.6864
Erro relativo (%) 9,06 |

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Foi obtido um erro relativo de 4,98% para as amostras de agua e de 9,06% para as

amostras de figado, atendendo assim ao critério dos 10%. Com isso, 0 método proposto pode

ser considerado robusto.
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Recuperagdo
A recuperacdo desejavel deve estar na faixa de 90 a 110% do valor da concentragao

nominal. Para as amostras de agua o valor foi de 108,6% com um CV de 4,4% enquanto que
para as amostras de figado o valor foi de 109,1% com um CV de 3,4%.

5.2. Monitoramento da concentracgédo do carbendazim
A respeito do monitoramento da concentragdo do carbendazim, observa-se na Figura 11
que durante os 35 dias de exposicao os valores plotados resultaram em um gréfico linear, o que
corrobora com o objetivo inicial de se manter valores constantes para o agrotoxico durante o
experimento. De forma que o valor entra em decréscimo apenas a partir do 29° dia em que a

agua dos aquarios foi trocada integralmente e a substancia ndo mais foi aplicada.

Figura 11 - Monitoramento da concentracdo do carbendazim na agua dos aquarios usados no teste de exposicao
do zebrafish ao carbendazim por 35 dias.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

5.3. Deteccdo de Possiveis Metabdlitos do Carbendazim utilizando o modelo Zebrafish
por LC-HRMS no grupo tratado por 7 dias
A avaliacdo do perfil metabdlico do carbendazim se iniciou com a utilizacdo do modelo
in vivo Zebrafish, onde o perfil metabolico do carbendazim foi determinado pela adicdo direta
nos sistemas do grupo tratado por 7 dias. Os controles negativos contaram com auséncia de
agrotoxico e presenca de DMSO enquanto os controles estabilidade contaram com auséncia de
animais.
Desta forma, o primeiro passo da pesquisa foi identificar os metabolitos ja descritos na

literatura. Entdo, possiveis metabdlitos foram avaliados com base no conhecimento das vias
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metabdlicas classicas para xenobidticos. As massas exatas desses candidatos a metabdlitos
foram calculadas a partir de suas formulas moleculares. Assim, apds realizar uma busca das
massas exatas dos supostos metabdlitos, alguns sinais cromatograficos foram identificados no
modo full-scan, no modo de ionizacdo positivo. Com o objetivo de corroborar os dados
encontrados, foram avaliados os espectros no modo full-scan / DDA-MS?, também no modo de
ionizacdo positivo. Neste modo de aquisicdo, os ions sdo primeiramente detectados no modo
full-scan e em seguida, sdo direcionados para isolamento no quadrupolo e por fim, séo
fragmentados na C-trap - célula de dissociacdo de alta energia (HCD). Os ions produto gerados
sdo enviados ao Orbitrap, onde a massa exata é determinada.

Inicialmente, foi avaliado o espectro de MS/MS do carbendazim e detectou-se a
presenca dos ions produto caracteristicos m/z 160.05062, correspondente a perda da metoxila
(-OCH3) por meio da eliminag&o de metanol e do ion produto m/z 132.05597 correspondente a
perda neutra de carbonila (-CO) (Figura 12).

Figura 12 - Cromatograma e espectro de massas do carbendazim referente as amostras de agua para o grupo
tratado por 7 dias.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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Em seguida, foram encontrados os metabolitos 2-aminobenzimidazol (2-AB), 5-
hidroxi-2-benzimidazol-carbamato (5-HBC), 2-metoxicarbonil-amino-1H-benzimida-zol-5-il-
(sulfato de hidrogénio) (5-HBC-S), 1-metoxibenzotriazol, 2-hidroxibenzimidazol (2-HB), 1,2-
diaminobenzeno e 1,2-dihidroxibenzeno (figura 13).

O 5-HBC é um dos principais produtos da biotransformacdo do carbendazim, sendo
formado por meio da reacdo de hidroxilacdo (reacéo de fase I) (APVMA, 2009; SILVA et al.,
2014). Ja o 5-HBC-S ¢ formado por meio da reacdo de sulfatacdo na hidroxila do 5-HBC, a
qual se caracteriza como uma reacao de fase Il - do metabolismo (WHO et al., 1993).

O 2-AB é oriundo da degradacdo do carbendazim a partir da perda do grupo
metoxicarbonil, resultando numa amina primaria ligada ao benzimidazol (COUTINHO et al.,
2006). Ja o 1-metoxibenzotriazol é proveniente da reacdo de N-oxidacdo do 2-AB, enquanto
que o 2-hidroxibenzimidazol (2-HB) é resultante da desaminacdo oxidativa do 2-AB. Por
consequéncia, o 1,2-diaminobenzeno é formado atraves da perda de — CO do 2-HB, o que por

sua vez gera o 1,2-dihidroxibenzeno.

Figura 13 - Carbendazim e seus metabdlitos identificados nas amostras de 4gua para o grupo tratado por 7 dias.
H
N
pus
N 0
o)r \
Hidrdlise da amida Carbendazim Hidroxilag&o
CoHaNaO2
H HO H
L TLos
N 0
o \
2-aminobenzimidazol (2-AB)

5-hidroxi-2-benzimidazol-carbamato (5-HBC
Desaminacé&o oxidativa C7H7N3 N-oxidagéo idroxi enzmalg::;acc)?r amaito ( )

Vs

H H

N N H Sulfatacdo
= Lo -

E N OH

. ) H
2-hidroxibenzimidazol (2-HB) 1-metoxibenzotriazol SO3H’O N
CrHINZO J)—NH
C7HsN20
N Q
0]
# ﬁ 2-metoxicarbonil-amino-1H-benzimida-
zol-5-il-(sulfato de hidrogénio) (5-HBC-S)
H -co NH, OH CyHgN30sS
Oy — L, =X
N NH» OH
2-hidroxibenzimidazol (2-HB) 1,2-diaminobenzeno 1,2-dihidroxibenzeno
C7HsN20 CsHsN2 CsHsO2

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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Os tempos de retencdo, férmula molecular, massas exatas tedricas protonadas, energia
de colisdo, massas exatas tedricas dos ions produto, bem como os valores do erro em partes por

milhdo (ppm) do carbendazim e seus metabolitos identificados sdo mostrados na Tabela 6

abaixo.
Tabela 6 - Carbendazim e seus metabdlitos identificados.
a1 Tempo Energia Férmula
. Me_tqbolltos de Formula [M+H] Erro de fons molecular  Erro
identificados no = « o
. retencdo  molecular +m/z (ppm) Colisdo  produto do (ppm)
modelo Zebrafish -
(tr) (Min) (eV) produto
. 160.05062  CsHeNs3O 0.08
Carbendazim 4.6 CoH9N3O2  192.07675 -0.16 30 132.05597 C-HeNs 0.34
2-AB 1.8 C7H7Ns 134.07127 -0.01 30 - - -
176.04568 CsHsN3O2 0.22
5-HBC 3.7 CoH9N3Os  208.07166  -0.02 30 14905952  CsHINO 115
176.04576  CgHsN3O2 0.30
5-HBC-S 2.9 CoHoN3OsS 288.02848 -0.39 30 20807191 CoHwoN:Os  0.24
1-metoxibenzotriazol 3.0 C7H/N3O  150.06618 -0.008 30 - - -
2-HB 0.5 C7HsN.O  135.05528 -0.009 30 - - -
1,2-diaminobenzeno 0.4 CesHsN: 109.07602 -0.005 30 - - -
1,2-dihidroxibenzeno 5.7 CesHsO2 111.04405 -0.006 30 - - -

[M + H] + m/z*: Massa exata tedrica protonada.
Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Ao se avaliar o espectro de MS/MS referente ao metabdlito 5-HBC (LEENHEERS et
al., 1993) (Figura 14) observa-se que o ion precursor m/z 208.07183 se encontra pouco intenso,
uma vez que foi fragmentado, formando os ions produto m/z 176.04568 e m/z 149.05952. O ion
m/z 176.04568 é o pico base do espectro de massas e € referente a perda da metoxila (O-CH3)
por meio da eliminacdo de metanol, enquanto que o ion m/z 149.05952 corresponde a perda
neutra da carbonila (-CO), demonstrando que a hidroxilacdo ocorreu no grupo 2-

aminobenzimidazol.
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Figura 14 - Espectro de Massas nos modos full-scan e full-scan / DDA-MS2 para o metabdlito 5-HBC
identificado nas amostras de 4gua para o grupo tratado por 7 dias.
T7_168hARZ2 #1492-2225 RT: 3.32-470 AMW: 110 HNL: 8.92E6 f@| T7_168hARZ #1378-2229 RT: 3.20-457 AV: 11 WL 1.17E7 =

T: FTMS + p ESI Full ms [100.0000-1000.0000] F: FTMS + ¢ ESI d Full ms2 208.0372@hcd20.00 [50.0000-230.0000]
208.07162 176.04562

100+ 100 —

90— a0 -

280 20
3 2 20
s ™ 5 208.07183
T 60— E B0
2
g 50+ g 50
£ 40 £ a0+
L) ]
g 320 ; 30+

20— 203.11734 20

2090.07429 21402969
10 = = 104
{11 l l 100.11267 143 05052
0 l i i F— | PP ek 1. 0
LN L L L LN [N N B R N NN B B B | T T LI A I N B | 1T T T LI | T T 1
200 205 210 215 220 50 100 150 200
miz miz

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Em relacdo ao espectro de MS/MS do metabolito 5-HBC-S (Figura 15) observa-se que
0 ion precursor m/z 288.02859 encontra-se menos intenso, uma vez que também sofreu uma
energia de colisdo de 30 eV", se fragmentando, o0 que acabou por gerar os ions produto m/z
176.04576 e m/z 208.07191. Desta forma, para o ion produto m/z 208.07191, o que se observa
€ uma perda de massa de 80 em relacdo ao ion precursor, que se refere ao sulfato (SOs3),
comprovando que ocorreu uma reacdo de sulfatacao (reacéo de fase Il) na hidroxila do 5-HBC.
Logo, quando o 5-HBC-S ¢ fragmentado, ocorre perda do sulfato gerando o ion produto m/z
208.07191, que corresponde ao 5-HBC. Ja o ion produto m/z 176.04576 corresponde a perda
de metoxila (-OCH3) por meio da eliminacdo de metanol da molécula de 5-HBC, conforme

descrito anteriormente.

Figura 15 - Espectro de Massas nos modos full-scan e full-scan / DDA-MS2 para 0 metabdlito 5-HBC-S

identificado nas amostras de dgua para o grupo tratado por 7 dias.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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Analisando o espectro de MS/MS do metabdlito 2-AB, € possivel constatar que a
energia de colisdo de 30 eV" nédo foi suficiente para promover a fragmentagdo, entretanto
analisando o espectro no modo full-scan (Figura 16), observa-se que hd um ion m/z 134.07126,
o0 qual tem massa experimental muito préxima a massa tedrica do metabdlito 2-AB (C7HsN3 M
+ H" = m/z 134.07127) e um erro de -0.01 ppm, o que corrobora a hipétese de formacdo do
metabdlito 2-AB.

Figura 16 - Espectro de Massas nos modos full-scan e full-scan / DDA-MS2 para o metabdlito 2-AB identificado
nas amostras de agua para o grupo tratado por 7 dias.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Conforme descrito anteriormente, 1-metoxibenzotriazol é formado a partir da reacéo de
N-oxidacdo (reacdo de fase I) do 2-AB. Ao analisar o espectro no modo MS/MS nota-se que
por se encontrar pouco abundante, o ion ndo foi selecionado para a fragmentacéo, entretanto,
analisando-se o espectro no modo full-scan (Figura 17), observa-se que ha um ion m/z
150.06638, 0 qual tem massa experimental muito proxima a massa teorica do metabolito 1-
metoxibenzotriazol (C7H/N3O, M + H* = m/z 150.06618) e um erro de 0.19 ppm, o que

corrobora a hipétese de formacdo do 1-metoxibenzotriazol.
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Figura 17 - Espectro de Massas nos modos full-scan e full-scan / DDA-MS2 para o metabdlito
1-metoxibenzotriazol identificado nas amostras de agua para o grupo tratado por 7 dias.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

O 2-HB é um metabdlito formado a partir da desaminacdo oxidativa do 2-AB, uma
reacdo de fase | do metabolismo. Avaliando o espectro no modo MS/MS nota-se que por se
encontrar pouco abundante na amostra, 0 ion ndo foi selecionado para a fragmentacdo na C-
trap, entretanto, analisando-se o0 espectro no modo full-scan (Figura 18), observa-se que ha um
fon m/z 135.05547, o qual tem massa experimental muito proxima a massa tedrica do metabdlito
2-HB (C7HsN20, M + H* = m/z 135.05528) e um erro de 0.18 ppm, 0 que corrobora a hipdtese
de formacdo do metabolito 2-HB.

Figura 18 - Espectro de Massas nos modos full-scan e full-scan / DDA-MS2 para o0 metabolito
2-HB identificado nas amostras de 4gua para o grupo tratado por 7 dias.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

O 1,2-diaminobenzeno é um metabdlito formado a partir da perda de — CO do 2-HB.
Avaliando-se o espectro MS/MS, é possivel perceber que a energia de colisdo de 30 eV ndo foi
capaz de promover a sua fragmentacgéo, entretanto, analisando-se o espectro no modo full-scan

(Figura 19), observa-se que ha um ion m/z 109.07643, o qual tem massa experimental muito



58

préxima a massa tedrica do metabdlito 1,2-diaminobenzeno (CsHzN2, M + H" =m/z 109.07602)

e um erro de 0.40 ppm, o que corrobora a hipétese de sua formacao.

Figura 19 - Espectro de Massas nos modos full-scan e full-scan / DDA-MS2 para o metabdlito
1,2-diaminobenzeno identificado nas amostras de agua para o grupo tratado por 7 dias.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Ao analisar o espectro MS/MS do 1,2-dihidroxibenzeno, é possivel perceber que a
energia de colisdo de 30 eV" também néo foi capaz de promover a sua fragmentacao, entretanto,
analisando-se o espectro no modo full-scan (Figura 20), observa-se que ha um ion m/z
111.04436, o qual tem massa experimental muito proxima a massa teorica do metabolito
(CéHsO2, M + H* = m/z 111,04405) e um erro de 0.30 ppm, o que corrobora a hipétese de

formacéo do 1,2-dihidroxibenzeno.

Figura 20 - Espectro de Massas nos modos full-scan e full-scan / DDA-MS2 para o0 metabolito
1,2-dihidroxibenzeno identificado nas amostras de 4gua para o grupo tratado por 7 dias.

T7_OhA1 #2791 RT: 573 AV: 1 NL 1.12E7 <& T7_0hA1#2564 RT:5.36 AV: 1 NL:508ES
T: FTMS + p ESI Full ms [100.0000-1000.0000] T FTMS + ¢ ESI d Full ms2 111.0444@h¢d30.00 [50.0000-130.0000)
111.04436 111.02088
100+ 100+
90— an-
80 80
g @
2 704 g 70+
m m
2 60+ 2 60+
2 2
2 50 £ 50
@ @
.2 40 .2 40
& &
3 30 & 30— 111.04450
20 109.10152 20
107.08591 112.04774 1A EACe
1041070 . 104
l 110.06049 l 1 02060 I
0 II]III[AI I]lllllll 0l|l|ll|l||l|lll rrrrrrrrrrr11r
108 110 112 114 1108 1109 111.0 111.1 111.2 1113
miz miz

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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5.4. Perfil Metabdlico do Carbendazim

O perfil metabdlico do carbendazim pelo zebrafish foi avaliado por meio da sua adi¢do
ao aquario, seguida pela coleta de amostras de agua durante 7 dias, nos seguintes tempos: Oh,
1h, 3h 5h, 8h, 10h, 24h, 48h, 72h, 96h, 120h, 144h e 168h. Contando também com o0s controles
negativo e estabilidade, caracterizados pela auséncia do agrotoxico e dos animais,
respectivamente.

Tais amostras foram analisadas por LC-HRMS e a partir da razéo entre o analito e
padrdo interno em funcgdo do tempo é possivel visualizar o comportamento do carbendazim e
dos metabolitos formados (Figura 21). Nas amostras do aquério tratamento, observa-se que 0
carbendazim apresentou um decréscimo ao longo do tempo, principalmente apés 8h. Enquanto
que os metabdlitos 5-HBC e 2-AB foram formados rapidamente, demonstrando um aumento
mais relevante 8h apds a aplicacdo do agrotdxico na agua do aquario. O 5-HBC-S é formado
por meio da reacdo de sulfatacdo do metabolismo de fase Il na hidroxila do 5-HBC, o que ¢
corroborado ao se observar que seu surgimento se da apds 120h e seu aumento € proporcional
ao decréscimo do 5-HBC.

Em relacdo aos metabolitos 1-metoxibenzotriazol, 2-hidroxibenzimidazol (2-HB), 1,2-
diaminobenzeno e 1,2-dihidroxibenzeno, observa-se que eles foram formados rapidamente e
em concentracfes bem inferiores em relacdo aos demais. O 1-Metoxibenzotriazol e 0 2-HB
apresentaram um acréscimo ao longo dos 7 dias avaliados, atingindo o apice as 144h de
experimento e a partir dai entraram em decréscimo. Ja o 1,2-dihidroxibenzeno também
apresentou resultados exponenciais, atingindo o seu maior valor com 168h de experimento. Por
outro lado, o 1,2-diaminobenzeno, teve sua formacdo mais representativa apos 5h de

experimento, atingindo o apice com 8h e entrando em decréscimo logo em seguida.
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Figura 21 - (A) Carbendazim e seus metabolitos referentes as amostras de agua do grupo tratamento 7 dias. (B)
Ampliacdo dos metabolitos da Fig. A para visualizagao de detalhes.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

As amostras do controle de estabilidade apresentaram os metabdlitos 5-HBC, 1-
metoxibenzotriazol, 2-hidroxibenzimidazol (2-HB), 1,2-diaminobenzeno, 1,2-
dihidroxibenzeno e o 2-AB.

Observa-se que o carbendazim apresentou pequena variacéo, o que pode ser justificado
uma vez que o produto de sua degradacdo, o 2-AB, foi encontrado em concentracdes menores
quando comparada com as amostras do aquario tratamento, assim como os metabolitos 5-HBC,

1-metoxibenzotriazol,  2-hidroxibenzimidazol (2-HB), 1,2-diaminobenzeno e 1,2-
dihidroxibenzeno (Figura 22).
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Figura 22 - (A) Carbendazim e seus metabdlitos referentes as amostras de dgua do grupo estabilidade durante os
primeiros 7 dias. (B) Ampliacdo dos metabdlitos da Fig. A para visualizagdo de detalhes.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Com o objetivo de se avaliar quanto dos metabdlitos esta relacionado a degradacgéo e
quanto é referente ao metabolismo do carbendazim pelo peixe, foram comparadas as raz6es
analito/Pl1 do metabdlito nas primeiras 168 horas de experimento referentes aos grupos
tratamento e estabilidade e calculadas as porcentagens de formacéo (Figura 23).

Em relacdo ao 2-AB, 0 que se observa € que a partir de 72h de experimento, a
porcentagem de 2-AB, oriunda do metabolismo do peixe, se torna mais representativa do que
aquela proveniente da degradacao abiotica do carbendazim, de forma que na amostra de 168h,
84% do metabolito formado é decorrente do metabolismo dos animais.

Em relacdo aos demais metabolitos, observa-se que o 5-HBC é quase que inteiramente
formado pelo peixe, enquanto que os demais (1l-metoxibenzotriazol, 2-HB, 1,2-
diaminobenzeno e 1,2-dihidroxibenzeno) pela degradacéo do carbendazim.
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Figura 23 - Formacao dos metabdlitos durante as 168 primeiras horas de exposicdo para as amostras de agua
com base nos dados dos grupos tratamento e estabilidade de 7 dias.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

E evidente que a maior parte dos metabdlitos é formada apds 120h de exposicdo do
Zebrafish ao carbendazim, atingindo o apice 168h apos o inicio do tratamento, ou seja, no 7°
dia. Dessa forma, as amostras de dgua do grupo 7 dias foram analisas por meio da abordagem
metaboldmica com o intuito de identificar novos metabolitos que podem ser Gteis na deteccdo

da exposi¢édo ao carbendazim.

5.5. Avaliacédo da Bioacumulagéo no Figado

Para se avaliar a bioacumulacdo de uma determinada substancia, inicialmente é
necessario analisar a sua concentracao ao longo do experimento, considerando que para afirmar
gue houve bioacumulacao é necessario que a concentracdo se mantenha constante. Logo, foram
calculadas as concentrac6es do carbendazim na dgua dos aquarios expostos durante 14, 28 e 35
dias.

Em relacdo as amostras de dgua dos grupos expostos durante 14, 28 e 35 dias, a
concentragdo media do carbendazim foi de 101,51 pg/mL + 5,4. Apenas no 29° dia, quando o
carbendazim deixou de ser aplicado e a 4gua dos aquarios foi totalmente substituida por agua
livre de carbendazim, a substancia entrou em decréscimo e apresentou concentracdo igual a 0 a
partir do 30° dia. Isto corrobora o objetivo inicial de manter sua concentra¢do constante durante
0 periodo de exposicdo (14 e 28 dias) e também de garantir a depuracéo de 7 dias, proporcionada
pela adigdo de agua livre de carbendazim a partir do 28° dia de tratamento.
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Nas amostras de figado, além do carbendazim, sugere se a presenca dos metabdlitos 5-
HBC, 2-AB, 2-HB, 1,2-diaminobenzeno, 1,2-dihydroxybenzene e 5,6-HOBC-N-0xido. O 5,6-
HOBC-N-6xido é um produto da biotransformacéo do carbendazim. Analisando o espectro no
modo full-scan (Figura 24), observa-se que ha um ion m/z 238.04763, o qual tem massa
experimental muito proxima a massa tedrica do metabolito 5,6-HOBC-N-6xido (CoH7N3O0s, M
+ H* = m/z 238.04584) e um erro de 1.7 ppm o que corrobora a hipdtese de formacdo do
metabdlito 5,6-HOBC-N-6xido. Entretanto, por se encontrar em uma intensidade muito baixa,
este ion ndo foi selecionado para a fragmentacdo, e esta auséncia de espectro de MS/MS com
fons produto caracteristicos, dificulta a confirmagéo da identidade do metabdlito 5,6-HOBC-
N-6xido.

Figura 24 - Espectro de Massas do metabolito 5,6-HOBC-N-6xido identificado nas amostras de figado do grupo
tratamento.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

E importante observar que o metab6lito 5-HBC-S nio foi detectado no figado,
possivelmente devido a alta polaridade, uma vez que se trata de um metabdlito de fase 1l
proveniente de reacdo de sulfatacdo. Em relacdo aos metabdlitos identificados, observa-se que
eles apresentaram um leve acréscimo em relacdo aos tempos de exposicao até o periodo de 28
dias, a partir dai, no grupo exposto por 35 dias eles decairam, possivelmente em decorréncia do

periodo de depuracédo proporcionado pelos ultimos 7 dias livre de agrotoxico.
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Figura 25 — (A) Carbendazim e seus metabolitos identificados no figado para os grupos do tratamento de 7, 14,
28 e 35 dias. (B) Ampliacao dos metabdlitos da Fig. A para visualizacdo de detalhes.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Em contrapartida, observa-se que o carbendazim apresentou resultados lineares quando
se compara as amostras de 28 e 35 dias mesmo com o periodo de depuracéo realizado ao final
do experimento. Dessa forma, conclui-se que o carbendazim possivelmente seja capaz de

bioacumular no figado dos animais.

5.6. Abordagem Metabolémica
5.6.1. Amostras de Agua

As amostras de agua, provenientes do tratamento de 7 dias, foram analisadas por LC-
HRMS e entdo os dados brutos foram processados na plataforma MetaboAnalyst 5.0. Os dados
foram agrupados para o processamento, de forma que inicialmente as amostras de agua do
tratamento de 7 dias foram comparadas as amostras de agua do grupo negativo.

A analise estatistica foi empregada através dos seguintes métodos: analise de
componentes principais (PCA), Analise por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA), fold
change, heatmap, volcano plot e pathway analysis.

A PCA é um método estatistico multivariado ndo supervisionado utilizado para avaliar
as relacbes entre um grande nimero de variaveis e explicar a sua correlacdo (FERREIRA,
2016). Os resultados encontrados demonstraram uma tendéncia de separagdo entre dois grupos
com base em suas composicdes metabdlicas. A somatoria dos dois primeiros componentes

principais explicou 28,3% da variagdo dos dados e foram encontrados apenas dois pontos fora
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da curva (do inglés, outlier), sendo eles as amostras de agua coletadas no grupo tratamento 7
dias, 8h e 120h apds a aplicacdo do carbendazim (Figura 26.a).

J& a PLS-DA é um método supervisionado que utiliza de técnicas de regressdo
multivariada com a finalidade de obter, através dos padrfes de agrupamento da amostra e da
combinacéo linear de varidveis originais, informacGes que permitem predizer a covariancia dos
dados (XIA et al., 2015). O modelo, por meio de suas duas componentes principais, explicou
28% da variancia total e apresentou valores de Q2 e R? de 0,98012 e 0,99988 respectivamente
(Figura 26.b). Os valores de Q? representam a qualidade do ajuste do modelo e devem ser
superiores a 0,5, enquanto que os valores de R? sdo referentes a adequabilidade e qualidade da
predicdo e devem ser maiores que 0,8 (ERIKSSON et al., 2008).

Figura 26— Analises estatisticas PCA 2D (A) e PLS-DA 2D (B) referentes as amostras de agua do tratamento 7
dias (verde) e negativo 7 dias (vermelho).
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Fonte: MetaboAnalyst 5.0 (2022).

Os metabolitos foram ranqueados utilizando o indice de Importancia Variavel — VIP (do
inglés, Variable Importance in Projection) que utiliza da soma ponderada dos quadrados das
cargas PLS com base na quantidade de variacdo Y explicada em cada dimensdo, com o objetivo
de informar quais variaveis mais contribuiram para a separacao dos grupos (XIA et al., 2012).
Os valores ideais de VIP devem se encontrar acima de 1,5 (ERIKSSON et al., 2008). Nas
amostras foram identificadas 317 variaveis (metabdlitos) importantes para a separacdo dos
grupos no PLS, e dado o nimero elevado de variadveis, foram consideradas apenas as 25

principais (Figura 27).
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Figura 27 - VIP Scores referentes as amostras de agua do tratamento 7 dias (vermelho) e negativo 7 dias (azul).
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Fonte: MetaboAnalyst 5.0 (2022).

Outra informacéo importante fornecida pela PLS-DA séo as concentrages relativas dos
metabolitos em relacdo aos grupos de analise. Observa-se na Figura 27 anterior, através das
colunas coloridas, que dos 25 metabdlitos analisados, 18 foram aumentados e 7 foram
diminuidos no grupo tratamento em relacdo ao controle negativo. Preliminarmente, tais dados
sugerem que o carbendazim, possivelmente é capaz tanto de promover o surgimento de
metabolitos, quanto de inibir algumas reacdes do metabolismo.

Além disso, com os dados supracitados de VIP em conjunto com o método fold change
é possivel determinar a partir das concentracdes relativas dos metabolitos, quanto cada um deles
aumentou no grupo tratamento em relagdo ao controle negativo.

Para possibilitar a identificacdo dos metabolitos capazes de discriminar as amostras do
tratamento de 7 dias das amostras do tratamento negativo, inicialmente, as férmulas
moleculares foram calculadas considerando a producédo de adutos € o erro entre a massa teorica
e a massa experimental obtida por HRMS. Em seguida, cada férmula molecular foi comparada
com os metabdlitos de carbendazim relatados anteriormente na literatura (APVMA, 2009;
FANG et al., 2010; HAN et al., 2019; LEENHEERS et al., 1993; SILAMBARASAN E
ABRAHAM, 2020; ZHANG et al. 2017) e com resultados de metabdlitos fornecidos por uma
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pesquisa direta no HMDB e pelo MS-FINDER. Por fim, foi possivel sugerir a identidade de

alguns metabdlitos ou pelo menos propor a férmula molecular (Tabela 7).



Férmula

RT

Tabela 7 - Metabolitos diferencialmente abundantes.

Erro

Fold

68

Item m/z Molecular Aduto (min) Composto Descrigéo (opm) ID VIP Change p-value Abundancia
2beta, 7alpha,12alpha- CHEBI
1 423.27489 C24Hz3806 M+H* 6.99 Trihydroxy-3-0xo-5beta- Classe de acido biliar -1.83 166704 2.3669 115.86 5.23E-47 1
cholan-24-oic acid
Metabdlito decorrente da
2 63612854 CuHeNsOxPsS:  M+H+K* 465  COA-20-COOH-18-0x0- oxidaczo lipidica do 8 HMDB - 53500 31379 2.06E-42 1
LTE4 . 12912
leucotrieno
3 483.03298 NI - 4.66 - - - - 2.3473 68.423 9.29E-42 1
4 550.51007 NI - 14.89 - - - - 2.3287 0.12776  3.41E-38 l
Um intermediario na
magquinaria biossintética HMDB
5 447.05579 C12H2sN209PS M+2Na-H* 4.65  4'-Fosfopantotenoilcisteina (via) que converte -5.58 2.3108 190.59 1.74E-35 1
pantotenato (vitamina B5) 0001117
em coenzima A (CoA)
439.06575 C22H14010 M+H* 4.65 NI - 0.5 - 2.3066 150.71  6.19E-35 1
476.41785 CeoH11206 M+H+Na*  14.89 Triacilgliceréis - 7.0 - 2.304  0.13024 1.33E-34 !
. KEGG
8  420.35513 C2rHas03 M+H* 14,89 3alpha 7alpha-Dihydroxy- oo o acido biliar - 23025 0.13322  2.06E-34 !
5beta-cholestan-26-al C05445
9 199.99219 NI - 0.50 - - - - 2.2935 15.774  2.45E-33 1
10 399.3469 C24H4704 M+H* 12.97 Acido tetracosanodioico Acido graxo 0,034 i;ggé 2.2872 0'082845 1.22E-32 l
11 441.06087 NI - 4.64 - - - - 2.2854  338.88  1.92E-32 1
12 551.89358 NI - 13.60 - - - - 2.2848 37.813  2.21E-32 1
13 260.9593 NI - 0.46 - - - - 2.2847 421.6 2.28E-32 1
Compostos organicos:
M+NHg4- - S . ceramida de cadeia longa HMDB
14 587.54876 CssHeoNOs H,0 14.89  N-araquidonoilesfinganina (contendo um cido graxo 3 0240729 2.2809 18.184 5.74E-32 1
de cadeia longa)
Formado a partir da O- PubChem
15 16107064 CaH/NsO M+H* 462  Metabdlito de carbendazim desslgpio do 7 CID 22784 45898  1.02E-31 1
carbendazim (metabdlito
B2 22 ) 53987768
16 529.88045 NI - 13.61 - - - - 2.2684  46.818  9.48E-31 1
17 446.06225 NI - 4.65 - - - - 2.2658 57.848  1.64E-30 1
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Formula RT X Erro Fold A
Item m/z Molecular Aduto (min) Composto Descrigéo (ppm) ID VIP Change p-value Abundancia
HMDB 0.02879

18 652.47968 C16H31NOs 2M+NHj4 13.03  3-hidroxinonanoil carnitina Acilcarnitina - 2.2541 ' 5 1.77E-29 l

0061635

Acilcarnitina. Papel HMDB
19 553.38956 C15H27NO4 2M+H-H.O  14.33 2-octenoilcarnitina importante no transporte -1.46 0013324 2.2511 5.4039 3.10E-29 1

de acidos graxos

20 717.00693 NI - 13.52 - - - - 2.2472 40.232 6.53E-29 1
21 536.6125 NI - 12.92 - - - - 2.2464 182.08 7.49E-29 1

PubChem

Da degradagéo do
22 134.07132 C7H7Ns M+H* 1.01 2-aminobenzimidazol carbendazim pela perda do - CID 2.2307 16.115 1.18E-27 1
grupo metoxicarbonila
13624
23 549.50691 NI - 14.89 - - - - 22276  0.12763  1.98E-27 !
N - [(4E, 82) -1,3-
24 680.54602 CaoHrsNO M+H-HO0  12.25 dihidrg‘ioc‘adlca"l's' Glicosfingolipideo 1 HMbS 22263 019255  2.46E-27

: 40TI7SINL8 2 : dien-2-il] hexadecanamida golip : : : l

. 0034623

1-glucosideo

25 481.01627 NI - 12.79 - - - - 2.2169 15.961 1.09E-26 1

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

NI: Nao identificado.
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O metabdlito mais importante para discriminar 0s grupos de amostras de agua do
tratamento e negativo de 7 dias foi m/z 423,27489, um metabolito regulado positivamente
classificado como &cido biliar. E importante observar que a eliminagio do colesterol do
organismo ocorre principalmente por sua conversdo em acido biliar no figado, em que as
enzimas CYP450 CYP7AL, CYP39A1 e CYP7B1 desempenham um papel central (RENDIC
E GUENGERICH, 2018). As enzimas CYP do zebrafish compartilham uma relacéo ortéloga
com essas enzimas CYPs humanas (GOLDSTONE et al. 2010), indicando que o metabolismo
do colesterol do zebrafish pelo CYP450 pode ser semelhante ao dos humanos. Em seguida,
podemos observar uma regulacdo negativa dos triglicerideos e do acido tetracosanodioico, um
acido graxo. Isso pode estar associado ao acumulo de triglicerideos no figado e, posteriormente,
a um aumento dos lipideos intra-hepaticos, o que causaria disfuncdo mitocondrial com estresse
oxidativo e producéo excessiva de espécies reativas de oxigénio, além de induzir estresse do
reticulo endoplasmatico (ER), todos levando a inflamag&o hepatica (QIN et al., 2020).

Essa hipotese se destaca devido a suprarregulacdo do metabolito CoA-20-COOH-18-
0x0-LTE4 gerado a partir da oxidagao do lipideo leucotrieno E4 (LTE4). O LTE4 é sintetizado
por meio da atividade da enzima 5S-lipoxigenante do &cido araquiddnico (ADEL et al., 2016)
e € um eicosanoide bem caracterizado como mediador lipidico envolvido em respostas
inflamatorias e outros processos patologicos (ZARINI et al., 2014).

Algumas acilcarnitinas foram atribuidas e desempenham um papel crucial no transporte
de acidos graxos do citoplasma para a mitocondria para a beta-oxidacao, gerando energia. Além
disso, sugerimos a atribuicdo de 4'-fosfopantotenoilcisteina que &€ um intermediario na
conversao de pantotenato em coenzima A (LEONARDI et al., 2005). A suprarregulacao desse
composto é notavel, pois mostra um impacto direto na geracdo de energia e no metabolismo
lipidico (TAHILIANI E BEINLICH, 1991; GATTA et al., 2009).

Além dos esfingolipideos, especificamente a esfingomielina e a N-
araquidonoilsfinganina também foram importantes para discriminar entre 0s grupos tratamento
e negativo. Os esfingolipidios sdo uma classe de lipidios bioativos que medeiam processos
fisioldgicos e fisiopatologicos e podem ter efeitos opostos; esfinganinas sdo consideradas pro-
apoptoticas e podem mediar apoptose, parada de crescimento e senescéncia. Em contraste, a
esfingomielina esta ligada ao crescimento e adesdo celular (ADADA et al., 2015; CUNHA et
al., 2021; GARCIA-ARRIBAS et al., 2015). Uma vez que as esfingomielinas s&o sintetizadas
pela transferéncia de fosforilcolina de fosfatidilcolina para uma ceramida em uma reacédo
catalisada pela esfingomielina sintetase, a regulagéo positiva de N-araquidonoilsfinganina

associada a regulagdo negativa de esfingomielina sugere producdo de ceramida comprometida
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no agrupamento tratamento. Além disso, um glicoesfingolipideo também foi regulado
negativamente. Esta subclasse de esfingolipideos contém uma porcdo de sacarideo
glicosidicamente ligada a base esfingoide. Desse modo, sugere que a interrupcdo do
esfingolipidio pode prejudicar a producdo de glicoesfingolipidios, levando a altera¢cBes mais
amplas do metabolismo lipidico.

Alterac@es lipidicas em peixes foram associadas a exposi¢do a xenobidticos (REBELO
et al 2020; ZIARRUSTA et al., 2018), incluindo carbendazim (EZEOYILI et al, 2019; JIANG
et al., 2015; SAKR E SHALABY, 2014). Um estudo anterior realizado com zebrafish adultos
mostrou que a exposicdo ao carbendazim afetou o metabolismo dos glicolipideos e o
metabolismo da desintoxicacdo no figado (BAO et al., 2020). Considerando isso, em
concentragdes proximas a 100 ug/L na agua, nossos resultados sugerem uma desregulacdo do
metabolismo lipidico em Zebrafish adultos ap6s a exposicdo ao carbendazim por meio da
analise metaboldémica da agua do aquario.

Além disso, também sugerimos metabdlitos relacionados a biotransformacédo do
carbendazim para discriminar entre agrupamentos de tratamento e negativo. O metabo6lito em
m/z 161,0544 foi produzido a partir da reacdo de O-desalquilacdo, que é uma reacdo de oxidacao
realizada pelas enzimas CYPs do Zebrafish (GOLDSTONE et al 2010). Além disso, 0
metabolito em m/z 134,07132 corresponde ao metabolito 2-AB ja relatado neste estudo. Esses
metabolitos podem ser usados para garantir a detectabilidade e aumentar a confianca no
monitoramento da exposic¢ao ao carbendazim.

Embora VIPs sugiram outros metabolitos importantes para discriminar entre grupos,
eles ndo puderam ser identificados. Alguns deles sdo metabdlitos presentes em concentracdes
muito baixas nas amostras, dificultando a atribuicdo de sua férmula molecular. Outros
metabolitos tiveram suas formulas moleculares determinadas, embora ndo tenham sido
identificados. Como os metabdlitos do carbendazim relatados na literatura e 0 MS-FINDER
foram usados e, ainda assim, esses metabolitos ndo puderam ser identificados, isso sugere que
eles podem ser novos metabdlitos. Além disso, varios deles mostraram um alto tempo de
retencdo (> 13,0 min) que se relaciona a metabolitos altamente apolares, provavelmente
metabolitos lipidicos, uma vez que outros metabdlitos lipidicos foram atribuidos. E importante
notar que esses metabolitos devem ser caracterizados posteriormente para melhorar o
monitoramento da exposic¢ao ao carbendazim e para avaliar o risco de exposicao.

Além disso, como forma de corroborar os dados apresentados acima, os dados podem
ser visualizados através de um mapa de calor (heatmap) (Figura 28), que consiste na

combinacdo de um agrupamento hierdrquico (Hierarchical Clustering) com o VIP, que
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relaciona as variaveis, sendo esta uma ferramenta importante para a diferenciacdo dos ions em
analises metabolémicas (KHAKIMOQV et al., 2015; MARACHIN et al., 2017).

Figura 28 —Heatmap referente as amostras de agua do tratamento 7 dias (verde) e negativo 7 dias (vermelho).
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Fonte: MetaboAnalyst 5.0 (2022).

O heatmap acima relaciona as amostras dos grupos tratamento e negativo com 0s
metabolitos, apontando as concentrac@es relativas dos metabolitos em relacdo aos grupos. De
forma que tons vermelhos representam 0s acréscimos e tons azuis 0s decréscimos e, quanto
mais intensa a cor, mais expressivos sdo os resultados. Observa-se ainda, que para 0s sete
primeiros metabdlitos houve um decréscimo em concentracdo para 0 grupo tratamento em
relacdo ao controle negativo, enquanto que para os demais ocorreu o contrario, corroborando
os dados apresentados anteriormente na Figura 27 e na Tabela 7.

Foi aplicado, ainda, 0 método volcano plot o qual se trata de um grafico de disperséo
que apresenta a significancia estatistica e a magnitude da acumulacdo diferencial, onde os
metabolitos mais induzidos se encontram demostrados a direita enquanto os reprimidos a

esquerda. E quanto mais ao topo mais estatisticamente significativos eles sdo para a separacao
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dos grupos (BATUT et al, 2018). Observa-se na Figura 29 que 478 metabolitos foram

diminuidos no grupo tratamento em relagdo ao negativo enquanto 326 foram aumentados.

Figura 29 - Volcano plot referente as amostras de agua do tratamento 7 dias demonstrando os metabdlitos que
foram aumentados (vermelho) e diminuidos (azul).
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Fonte: MetaboAnalyst 5.0 (2022).

5.6.2. Amostras de Figado

As amostras de figado foram analisadas por LC-HRMS e entéo os dados brutos foram
processados na plataforma MetaboAnalyst 5.0. Os dados foram agrupados para o
processamento, de forma que inicialmente as amostras de figado do tratamento de 7 dias foram
comparadas as amostras de figado do tratamento de 28 dias.

A analise estatistica foi empregada através dos seguintes métodos: Analise por Minimos
Quadrados Parciais (PLS-DA), fold change, heatmap, volcano plot e pathway analysis.

A PLS-DA por meio de suas duas componentes principais, explicou 24,8% da variancia

total e apresentou valores de Q2 e Rz de 0,43614 e 0,98069 respectivamente (Figura 30).
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Figura 30— Analise estatistica PLS-DA 2D referente as amostras de figado do tratamento 7 dias (verde) e 28 dias
(vermelho).
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Fonte: MetaboAnalyst 5.0 (2022).

Os metabolitos foram ranqueados utilizando o indice de Importancia Variavel — VIP (do
inglés, Variable Importance in Projection), de forma que nas amostras foram identificadas 296
variaveis (metabolitos) importantes para a separacdo dos grupos no PLS, e dado o numero

elevado de variaveis, foram consideradas apenas as 25 principais (Figura 31).



Figura 31 - VIP Scores referentes as amostras de figado do tratamento 7 dias (vermelho) e 28 dias (azul).
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A respeito das concentracdes relativas dos metabolitos em relacéo aos grupos de anélise.

Observa-se na Figura 31 anterior, através das colunas coloridas, que dos 25 metabolitos

analisados, 12 foram aumentados e 13 foram diminuidos no grupo tratamento de 7 dias em

relacdo ao de 28 dias.

Na Tabela 8 abaixo sugere-se a identidade dos 25 metabdlitos identificados.



Férmula

RT

Tabela 8 - Metabolitos diferencialmente abundantes.

Erro

Fold

76

Item m/z Molecular Aduto (min) Composto Descrigéo (ppm) ID VIP Change p-value Abundéncia
1 4578156  CugHaNOwP M+H+K 889 PS (18: 0/24: 0) Fosfolipideo 1,0 H'i’;gstl 27804 012844  1.03E-09 |
(2E, 82) -Decadieno-4,6- . . HMDBO00 3

2 231.1374 Ci5H1802 M+H 8,91 diin-1-il 3-metilbutanoato Ester de alcool graxo 2,0 35425 2.6214 14.653 4.64E-06 0

3 594.3089 Ca6HssNO7S M"D,'X'SO" 8,82  Acido tauro-b-muricélico Acido biliar 7,0 H('\)"OSEZOO 25859  0.1162  1.10E-05 !
M-+lIsoProp Acido (9E) -10- Molécula lipidica de acido HMDBO00

4 388.305 C1sH33NOg H 9,17 itroootadecenbioo arao 3,0 60737 25564 22407  2.06E-05 1
. Ester de 4cido graxo de HMDBO00

5 3203061 Cuiti05 M+2H 8,82 CE (17: 0) colestore 4,0 booso 25182 7.7529  4.18E-05 1
M+2ACN+ Eritro-8,10- < HMDBOO

6  276.2801 CaHe0z o 8,81 Hent mcontanodiol , Alcool graxo 3,0 31577 25015 30403  5.54E-05 1

7 275.277 CaoH3602 M+H-2H,0 8,82 Acido paulinico AEIED gﬁ%’%ge el 9,0 H%?EQOO 2.3744  5.8981 - 1

8 214.1433 Ca3H4204 M+2Na 13,67 MG (20: 20/%102) 142)70: Monoacilglicerideo 0,0 Hﬁg? f 0 2.3382  0.29179 - l

9 21418 NI - 8,13 - - - - 23227  0.15384 - !
M+NHa- . . o HMDB00

10 354.2632 C20H3405 H.0 9,65 8-isoprostaglandina E1 Lipidio 0,0 04686 2.2448 6.0913 - )

11 166.0498 NI - 6,55 - - - - 22396  2.9672 - 1

12 377.229 NI - 9,36 - - - - 2215 52901 - 1

PC (DiMe (13,5) / DiMe Fosfatidilcolina HMDBO00 _

13 3262381  CseHiotNOwoP M+3H 10,83 G35) (glicerofosfolipidec) 2,0 biato 22122 2.5863 !

14 180.0806 NI - 5,79 - - - - 221 0.17508 - !

15 1301226 CrH120 M+NH: 13,19 Tra”s'z'”a’f_'o‘}'hEptad'e”' Alcool graxo o0 TMOBO 22003 009765 - !

16 321.2397 CssHesOs M+2Na 1097 C(80/i-120/a-13:0) Triglicerideo 10 HMDBOO 5 1604 014772 - !

[rac] 71223

17 126.0315 CsH9NO M+K 13,77 Butiramida Amida graxa 1,0 Hgﬂsg%oo 2.1799 0.38677 - !

18 213181 NI - 13,80 - - - - 21635  3.162 - !

19  361.2368 NI - 9,30 - - - - 21392  5.9684 - 1

20 410287 CaHoNOp  MACNT g7 Cortol Hidroxiesteroide 50 MOBO 21385 6.2807 - 1

21 186.1205 Gl A M2 1 2-hidroxiestradiol Estrogénio 20 TMOBYO 21348 9.0255 - 1
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Item m/z ,\';glrézﬂllzr Aduto (I"Ei-llj]) Composto Descrigéo (Epr)rrr?) ID VIP C';glndge p-value Abundancia

Acido 4-hidroxi-5- (3'- ] HMDBOO

22 168.011 C11H1407S M+2Na 4,64 hidroxifenil) -valérico-3'- Acido graxo sulfatado 7,0 59975 2.1248 19.969 - 0

O-sulfato

23 252.9968 NI - 8,71 - - - - 2.1177 - - !
. . . - HMDBO00

24 149.0596 CoH1003 M+H-H-20 13,81 Etil 2-furanacrilato Ester de acido graxo 50 41611 21145  0.21054 - l

25 3443142 CaoHa00s M;’;‘g“' 1262 MG O[IrZ(-:]ﬂ' Lo Lipideo glicerolipidico 3,0 Hg"z'gfsoo 2105  7.3737 - l

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

NI: N&o identificado.
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O metabolito mais importante para discriminar entre o agrupamento de foi m/z
457.8156, um metabolito suprarregulado supostamente atribuido como um fosfolipideo.
Alteracdes fosfolipidicas ja foram relatadas em outros estudos como consequéncia da exposi¢do
ao carbendazim (COSTA et al. 2008; STRONG et al. 2016; GASPER et al. 2009). Um estudo
anterior com células epiteliais do rim A6 de anfibios (Xenopus laevis) expostas ao carbendazim
demonstrou alteragdes nos lipideos como um indicativo de um efeito significativo nas
membranas celulares, incluindo a bicamada fosfolipidica (STRONG et al. 2016). Os autores
também sugeriram que tais alteracdes sdo indicativas de peroxidacgdo lipidica, que pode alterar
a estrutura da membrana e sua integridade (STRONG et al. 2016). A peroxidacéo lipidica j& foi
relatada em peixes da espécie Chanos chanos devido a exposicdo ao carbendazim
(PALANIKUMAR 2014).

Nossos resultados também apontam para um aumento do &cido biliar (m/z 594.3089) no
figado de animais expostos por 28 dias em comparagdo aos expostos por 7 dias. Isso confirma
os resultados encontrados na abordagem metaboldmica para amostras de agua que mostraram
uma regulacédo positiva para acidos biliares. Tal aumento de &cido biliar no figado dos animais
expostos por 28 dias em relacdo aos expostos por 7 dias, sugere uma desregulacdo do
metabolismo lipidico ao longo do tempo de exposic¢éo.

Além disso, os acidos graxos foram regulados negativamente nas amostras de 28 dias,
enquanto o triglicerideo foi regulado positivamente, sugerindo acimulo de triglicerideos no
figado e, posteriormente, um aumento no lipideo intra-hepatico. Alteracdes lipidicas em peixes
tém sido associadas a exposi¢ao a xenobidticos, incluindo carbendazim (EZEOYILI et al. 2019;
JIANG et al. 2015; REBELO et al. 2020; SAKR et al. 2014; ZIARRUSTA et al. 2018).
Ademais, o aumento de triglicerideos e lipideos intra-hepaticos foi demonstrado apds a
exposicdo ao carbendazim (FARAG et al. 2011; JIN et al. 2015). Considerando isso, n0ssos
resultados sugerem comprometimento do metabolismo lipidico em Zebrafish adulto apds
exposicdo ao carbendazim através da analise metaboloémica do tanque de dgua e do figado.

Outra importante alteracao observada foi a desregulacdo do estrogénio nas amostras de
28 dias. Tais resultados sugerem que o carbendazim pode ser capaz de promover desrupgédo
enddcrina. Essa possivel desregulacdo enddcrina pelo carbendazim foi relatada em outros
estudos, que relataram danos no receptor de estrogénio e alteracdes no sistema reprodutivo (LIU
et al. 2019; RAMA et al. 2014).

Embora VIPs sugiram outros metabdlitos importantes para discriminar, eles nao
puderam ser identificados. Alguns deles eram metabdlitos menores nas amostras, dificultando

a atribuicdo de sua férmula molecular. Outros metabdlitos tiveram suas férmulas moleculares
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determinadas, embora ndo tenham sido anotadas putativamente. Uma vez que ambos 0s
metabdlitos do carbendazim relatados na literatura e 0 MS-FINDER foram usados, e ainda
assim esses metabdlitos ndo puderam ser identificados, isso sugere que eles podem ser novos
metabolitos. Além disso, varios deles mostraram um alto tempo de retencdo (> 9,0 min)
relacionado a metabdlitos altamente apolares, provavelmente um metabdlito lipidico, uma vez
que outros metabdlitos lipidicos foram atribuidos putativamente. E importante notar que esses
metabdlitos devem ser caracterizados para melhorar o monitoramento da exposicdo ao
carbendazim e avaliar o risco de exposicao.

Por fim, foi empregado também o heatmap, o qual relaciona as amostras dos grupos
tratamento de 7 e 28 dias com os metabolitos, apontando as concentracGes relativas dos
metabdlitos em relacdo aos grupos. Observa-se que para 0s treze primeiros metabolitos houve
um decréscimo em concentracdo para 0 grupo tratamento de 7 dias em relagdo ao de 28 dias,
enquanto que para os demais ocorreu 0 contrario, corroborando os dados apresentados

anteriormente.

Figura 32 —Heatmap referente as amostras de figado do tratamento 7 dias (verde) e 28 dias (vermelho).
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Fonte: MetaboAnalyst 5.0 (2022).
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5.7. Alteragdes nas vias metabdlicas e biomarcadores de exposi¢do ao carbendazim
por andlise de amostras de figado de Zebrafish

Os estudos metaboldmicos atuais podem ser focados na compreensdo de processos
biologicos e na identificagdo de biomarcadores. A analise de enriquecimento do conjunto de
metabdlitos (MSEA) geralmente é empregada para compreender os processos bioldgicos
envolvidos nas condicGes de interesse, enquanto a analise de biomarcadores de metabdlitos
pode identificar marcadores de exposi¢cdo (CHONG et al. 2019).

Assim, as variaveis estatisticamente significativas para discriminar o figado de zebrafish
exposto por 7 dias em relacdo ao figado do animal exposto por 28 dias foram ainda utilizadas
para MSEA (Figura 33). A significancia da relacdo entre a lista de metabdlitos e uma
determinada via é indicada por uma razdo correspondente ao nimero de entradas de metabdlitos
por via dividido pelo numero total de metabdlitos que constituem a via e um valor p (< 0,05).
A analise de enriquecimento destacou que o tempo de exposi¢cdo ao carbendazim altera
diferencialmente o metabolismo lipidico (conjugados de taurina, alcoois graxos, acidos graxos
insaturados, isoprostanos, esteroides C18, fosfatidiletanolamina (PE), monoradilglicerois,

monoesteres de cera) e metabolismo de amidas primarias.

Figura 33 - Visao geral do enriquecimento do conjunto de metabolitos.
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Fonte: MetaboAnalyst 5.0 (2022).



81

Apos isso, procedeu-se a uma andlise de biomarcadores metabdlitos e como um
biomarcador promissor deve ter alta sensibilidade e alta especificidade, uma curva caracteristica
de operacao do receptor (ROC) foi desenvolvida para avaliar essas questdes. A area sob a curva
ROC (AUC) é uma medida robusta para comparar o desempenho de biomarcadores: uma area
de 1 significa um biomarcador promissor e uma area de 0,5 significa que o biomarcador néo é
adequado. Aqui, observamos (Tabela 9) AUC de 1 para metabolitos em m/z 457.8156225, m/z
594.3089081, m/z 388.3050218, m/z 320.30614, m/z 276.28010, m/z 321.23972, m/z
213.18458, m/z 252.99680, que podem ser biomarcadores para o tempo de exposi¢cdo do
carbendazim. No entanto, apenas os metabdlitos m/z 457.8156225 (fosfolipideo) e m/z
594.3089081 (&cido biliar) foram detectados em todas as amostras de figado pertencentes ao
grupo de 28 dias (Figura 34), uma vez que sempre foram selecionados no modelo. Portanto,
ambos 0s metabdlitos sdo biomarcadores potenciais para determinar a exposicdo ao

carbendazim.

Tabela 9 - Area sob a curva da caracteristica de operagéo do receptor (ROC)

Item m/z AUC P value FC clusters
1 457.8156225 1 5.36E-12 2.5019 1
2 594.3089081 1 3.44E-05 2.7494 1
3 388.3050218 1 1.90E-05 -8.1674 4
4 320.3061431 1 0.000285513 -3.4355 4
5 276.280101 1 9.93E-05 -3.3366 4
6 321.2397224 1 0.005136434 2.6206 2
7 213.1845823 1 2.69E-06 1.4035 1
8 252.9968064 1 2.88E-05 0.27677 1

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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Figura 34 - Biomarcadores potenciais para determinar a exposi¢do ao carbendazim.
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Fonte: MetaboAnalyst 5.0 (2022).

Metabolitos enddgenos sao conhecidos por serem sensiveis a perturbacdes ambientais
(JOHNSON E GONZALEZ 2012). Portanto, os metabdlitos endogenos desregulados podem

ser usados como biomarcadores de exposic¢ao.
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6. CONCLUSOES

O carbendazim se encontra presente no meio ambiente e a exposic¢ao cronica mesmo em
baixas doses ao longo da vida é uma realidade. Este estudo aplicou a analise da agua do aquario,
no qual zebrafish adulto foi exposto ao carbendazim para avaliacdo dos metabdlitos alvo do
carbendazim como uma abordagem promissora, uma vez que € uma matriz muito mais limpa
do que as matrizes bioldgicas usuais. Assim, esta abordagem pode ser potencialmente aplicada
a avaliacdo de outros xenobidticos, especialmente aqueles ambientalmente relevantes que
podem estar presentes em matrizes aquaticas que afetam espécies ndo-alvo, como peixes.

Em suma, foram observadas diferengas significativas entre os grupos de 7 dias
(tratamento, estabilidade e negativo) em relacdo ao metabolismo do carbendazim nas amostras
de agua. No grupo tratamento, o carbendazim apresentou decréscimo ao longo do tempo,
enquanto que os metabolitos 5-HBC e 2-AB foram formados rapidamente. O 5-HBC-S teve seu
surgimento proporcional ao decréscimo do 5-HBC, uma vez que o primeiro é formado por meio
da reacdo de sulfatacdo do metabolismo de fase Il na hidroxila do 5-HBC. No ensaio de
estabilidade observou-se apenas o metabdlito 2-AB, o qual pode ser formado por degradagéo
abiotica através da fotolise. Enquanto que o grupo negativo ndo apresentou metabolitos.

Os metabolitos supostamente atribuidos, principalmente 5-HBC e 5-HBC-S, podem ser
usados como potenciais alvos analiticos e podem permitir o0 monitoramento da exposic¢ao ao
carbendazim. Ficou evidente que a geracdo de metabolitos pelo zebrafish comeca apdés 8 h e a
maior quantidade de metabdlitos produzidos ocorre ap6s 120 h, com uma geracdo maxima em
168 h apoOs a exposicdo. Portanto, esses metabdlitos podem garantir a detectabilidade e
fortalecer ainda mais a confianga no monitoramento da exposicao ao carbendazim em um curto
periodo apos a exposi¢do ou mesmo apds um periodo mais longo, até uma semana.

Sugere-se também que o carbendazim seja capaz de bioacumular no figado dos animais
uma vez que apesar do periodo de depuracdo realizado ao final do experimento, o agrotdxico
ndo apresentou decréscimo quando se compara as amostras de 28 e 35 dias.

Além disso, o estudo teve como objetivo avaliar as consequéncias para o Zebrafish
adulto exposto a este agrotoxico analisando amostras de agua e amostras de figado por
abordagem metabolémica. Os resultados sugerem comprometimento do metabolismo lipidico
com consequente aumento de lipideos intra-hepaticos e desrupcdo enddcrina. Foi possivel,
também, sugerir dois metabdlitos enddgenos como potenciais biomarcadores para determinar a
exposic¢do ao carbendazim. Por fim, os resultados mostram que é possivel usar a &gua do aquario
para avaliar a desregulagdo de metabolitos endogenos seguido de uma compreensdo dos efeitos

bioldgicos.
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Espera-se, que os dados aqui apresentados fornecam informagdes que possam fomentar
a necessidade de politicas publicas que priorizem o uso seguro de agrotdxicos para a populagdo
e para 0 meio ambiente, bem como incentive o desenvolvimento de pesquisas para demais

substancias que oferecam riscos a satde publica.
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Certificamos que a proposta intitulada "AVALIAGAO DO RISCO ASSOCIADO A EXPOSICAO CRONICA AOS AGROTOXICOS ACEFATO E
CARBENDAZIM UTILIZANDO O MODELO ANIMAL ZEBRAFISH (DANIO RERIO)", protocolada sob o CEUA n? 7061120319 (o 000165), Sob
a responsabilidade de Maria Elvira Poleti Martucci - que envolve a produgdo, manutencgao e/ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com
os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacéo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Ouro Preto (CEUA/UFOP) na reunido de 15/03/2019.

We certify that the proposal "Risk Evaluation to chronic exposure to both agrochemicals acephate and carbendazin using Zebrafish
model (Danio rerio)", utilizing 504 Fishes (males and females), protocol number CEUA 7061120319 (o ooo165), under the
responsibility of Maria Elvira Poleti Martucci - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to
the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance
with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for
Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Ouro Preto Federal
University (CEUA/UFOP) in the meeting of 03/15/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 04/2019 a 12/2022 Area: Ciéncias Bioldgicas
Origem: Animais provenientes de estabelecimentos comerciais

Espécie: Peixes sexo: Machos e Fémeas idade: 1a6 meses N: 504
Linhagem: Danio rerio Peso: 020a025g

Local do experimento: Os experimentos serdo realizados no laboratério de toxicologia da Escola de Farmacia
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