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REsumMmo

O chumbo é um elemento traco destacado pela sua toxicidade e com impactos nega-
tivos para a satde. Sem funcao bioldégica no organismo e devido a sua dificil excrecao, a
sua bioacumulac¢ao é continua nos seres vivos.

De forma a simular os efeitos do chumbo e compreender a toxicocinética associada ao
metal, expds-se um conjunto de peixes zebra (Danio rerio) a diferentes concentragoes de
chumbo. O peixe zebra é um modelo biolégico com ADN totalmente sequenciado e com
71.4% de semelhanga ao genoma humano, apresentando inimeras beneficios ao nivel da
experimenta¢ao animal para estudos em toxicologia.

Expos-se o D.rerio a acetato de chumbo (Pb(C,H303),), com as concentragoes de
10mg/L; 20mg/L; 40mg/L e 100mg/L, mantendo-se sempre um grupo de controlo.

As técnicas utilizadas para analise do Pb foram a de EDXRF e ICP-AES devido as
vantagens que lhes estao associadas. As duas configuracoes da fluorescéncia de raio-x
com energia dispersiva escolhidas, y-EDXRF e EDXRF com geometria triaxial, tém como
principal interesse o caracter nao destrutivo bem como a facilidade de preparagao das
amostras.

Os resultados obtidos por y-EDXRF permitem nao s6 a analise multielementar quan-
titativa como qualitativa e ainda a obtencao da distribuicao elementar em 6rgaos especi-
ficos. Posteriormente e com intuito comparativo, recorreu-se ao método com geometria
triaxial e ICP-AES, obtendo-se respectivamente as concentragoes de chumbo acumuladas
nos tecidos do peixe por inteiro.

Através do estudo enzimatico, foi possivel avaliar o stress oxidativo e os danos pro-
vocados pelo chumbo ao nivel celular. Utilizaram-se neste estudo as enzimas catalase,
superdxido dismutase, glutationa peroxidase, acetilcolinesterase, peroxidagao lipidica e

ainda as proteinas de stress térmico (HSP70) como biomarcadores de efeito do chumbo.

Palavras-chave: Bioacumula¢ao; Chumbo; Danio rerio; y-EDXRF; EDXRF com geometria
triaxial; ICP-AES;
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ABSTRACT

Lead is a trace element highlighted by its toxicity and with negative impacts on health.
Without biological role in the organism and due to its difficult excretion, its bioaccumu-
lation is continuous in living beings.

To simulate the effects of lead and to understand this metal toxicokinetics, a group of
zebrafish (Danio rerio) were exposed to different concentrations of lead. The zebrafish is a
biological model with fully sequenced DNA and 71.4% of similarity to the human genome,
which offers numerous benefits in animal experimentations for toxicology studies.

D.rerio were exposed to lead acetate Pb(C,H303),, with concentrations of 10mg/L;
20mg/L; 40mg/L , 100mg/L and a control group.

The techniques used to analyse lead include EDXRF and ICP-AE, considering the
advantages they present. The two configurations of the chosen Energy dispersive X-ray
fluorescence, p-EDXRF and EDXRF with triaxial geometry, present as main interest the
non-destructive character as well as the ease of preparing samples.

The results obtained by y-EDXRF allows not only the quantitative and qualitative
multi elemental analysis, but also the elemental distribution on specific organs. Posterior
and for comparative purposes, trixial geometry and ICP-AES methods were used, as to
obtain respectively the concentrations of lead accumulation in the entire fish tissues.

Through the enzymatic study, it was possible to assess the oxidative stress and the
damages caused by lead at the cellular level. In this study, the enzymes catalase, superox-
ide dismutase, glutathione peroxidase, acetylcholinesterase, lipid peroxidation and heat

shock proteins (HSP70) were used as lead biomarkers of effect.

Keywords: Bioaccumulation; Lead; Danio rerio; y-EDXRF; EDXRF with triaxial geometry;
ICP-AES;
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CapriTULO

INTRODUCAO

1.1 Contextualizacao e estado da arte

O Chumbo é um elemento extremamente toxico e é considerado como 1 dos 10 maiores
problemas de satde publica pela Organizagao mundial de Saude (OMS). Embora seja
utilizado ha muitos séculos pelas diferentes industrias, entre as quais a produgao de tin-
tas, plasticos, vidros e ceramicas, os efeitos nocivos do chumbo s6 foram identificados
nas ultimas décadas. Desde entao, tem existido uma crescente preocupagao na erradica-
¢ao da exposicao ao Pb que resultou na retirada de alguns produtos do mercado como

brinquedos, tintas e aditivos da gasolina.

Devido a sua presenca em diversos objetos e produtos, a contaminagao e exposi¢ao a
este metal é continua e problematica. Por essa razdo e devido a necessidade de compreen-
der a toxicocinética do chumbo num organismo vivo, o estudo relacionado com este metal
€ de enorme importancia [1]. A compreensao da sua acumulacao e distribui¢ao em tecidos
alvo e sua toxicocinética podem auxiliar no tratamento de intoxica¢des que podem levar
a patologias como a anemia, osteoporose e problemas neuroldgicos severos[2]. Devido ao
seu caracter toxico e a impossibilidade de testar em humanos, os ensaios de exposi¢ao sao

usualmente realizados em modelos animais de vertebrados (ex: ratinho, rato, peixes) [3].

Os peixes-zebra (D. rerio) tém bases bioldgicas e genoma similar ao humano, ofere-
cendo intmeras vantagens experimentais como a dispensa de homologacao de ensaios
biolégicos por comissoes de ética de experimentagao animal, possibilitando a aproxima-

¢ao ao modelo humano [4].

No presente estudo expde-se o peixe-zebra (Danio rerio) a agua contaminada com
chumbo. Os ensaios de exposi¢ao foram realizados na sala de experimentagao animal do

Departamento de Ciéncias e Engenharia do Ambiente (DCEA) da Faculdade de Ciéncias



CAPITULO 1. INTRODUCAO

e Tecnologias da Universidade Nova de Lisboa (FCT-UNL) e tém como objectivo a ana-
lise da distribuicao elementar de Pb, e outros elementos traco, assim como a respectiva
quantificacao nos diferentes tecidos alvo do peixe.

Nos altimos anos, tem sido explorado o desenvolvimento de métodos analiticos inova-
dores para a deteccao quimica direta nas amostras bioldgicas, reportado por Wu et al. [5].
Entre elas, destaca-se a técnica de Energy dispersive X-ray fluorescence (fluorescéncia de
Raios-X dispersiva em energia) (EDXRF), que permitem a detecao multielementar rapida,
eficiente e nao sendo usualmente necessaria preparacao e/ou destrui¢ao de amostras. Em
conjunto com a Espectroscopia de emissao atomica por plasma induzido (ICP-AES), sao
as técnicas escolhidas para a analise das amostras deste estudo. Por apresentar melhores
limites de deteccao do que a EDXREF, a técnica de ICP-AES permite confirmar os valores
obtidos pela primeira técnica bem como detectar outros elementos que passem desperce-
bidos em EDXRF[6]. Mais informagdes acerca das suas vantagens podem ser encontradas
no artigo de revisao efetuado por West et al. e nas referéncias do mesmo [7].

Magalhaes et al.[8] confirmaram os valores obtidos pela técnica de EDXRF, através
da técnica de Fluorescéncia de Raios-X de reflexao total (TXRF). Analisaram variados
elementos como o Be, Cr, Co, Fe, Ni, Cu e Pb em tecidos humanos saudaveis/cancerige-
nos e obtiveram uma gama de valores consistentes entre as duas técnicas. Concluiram
que existia deposicao de diferentes concentracoes de elementos nos diferentes tecidos
malignos e que metais como o Pb, Cr, Hg Cd apresentavam propriedades cancerigenas.
Também Guimaraes et al.[9] recorreram a analise de EDXRF para evidenciar a acumula-
¢ao do chumbo no cérebro. Mantiveram um grupo de controlo e utilizaram um protocolo
baseado em estudos prévios. Apos sacrificarem os animais, analisaram os cérebros por
EDXRF e comparam os resultados. Recorreram ainda a outros métodos como a espectros-
copia de absor¢ao atémica com atomizacao electrotérmica (ETAAS) e microscopio 6tico,
como complementariedade ao estudo. Apesar dos resultados obtidos através de EDXRF
nao apresentarem diferencas significativas, a analise por ETAAS e biomarcadores mostrou
alteragoes associadas a doengas nos ratos.

Bilo et al. [10] recorreram a X-ray fluorescence (Fluorescéncia de raio-x) (XRF) para
estudar a acumulacao de Pb e Zn em embrides de peixe-zebra, registando uma progressiva
acumulacao dos metais proporcional a concentracao administrada .

Por outro lado, Custddio et al.[11] utilizaram a EDXRF com geometria triaxial para
determinar elementos trago como o K, Ca, Fe e Pb em tecidos humanos, comprovando a
técnica através de valores certificados .

Através da técnica de ICP-AES, Ayed et al.[12] estudaram diferentes elementos de
peixes Atherina lagunae e apesar de o chumbo se apresentar abaixo do limite de deteccao,
serviu de indicador ambiental para a regido em questao [12].

Takamiya et al. [13] investigaram o efeito da acumulagao de diferentes elementos
tracos, entre elas o chumbo, no tecido cristalino do olho dos embrides Danio rerio. As
amostras dos embrides foram examinadas através de micro-Energy dispersive X-ray fluores-

cence (micro fluorescéncia de Raios-X dispersiva em energia) (#-EDXRF) de acordo com
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protocolos padrao. Constataram que os diferentes elementos se acumularam de formas
diferentes, sendo o chumbo pouco detetado nos diferentes tecidos oculares. Foi ainda re-
alizado um estudo enzimatico para analise do stress oxidativo, através de biomarcadores
como a catalase e glutationa peroxidase.

Os biomarcadores indicam-nos acerca dos danos a nivel celular dos efeitos dos xeno-
bidticos e sao assim utilizados para avaliar os efeitos do chumbo no peixe-zebra [14].

Rehman et al.[15] realizaram um estudo enziméatico de forma a verificar os efeitos
produzidos pela exposigao ao chumbo. Entre eles, utilizaram a peroxidagao lipidica e ob-
servaram aumentos muito significativos em carpas. Também Farombi et al.[16] utilizaram
os biomarcadores de stress oxidativo e os niveis de metais pesados como indicadores de
poluicao ambiental. Expuseram peixes gato a inimeras substancias e para uma concen-
tracao de 0,29 pg/g compreenderam que induzia significativamente o stress oxidativo e
causava danos celulares.

Tanto quanto sabemos, nenhum estudo da distribui¢ao elementar global nos diversos
orgaos dos peixes foi efetuado até ao momento, tendo apenas sido publicados traba-
lhos focando-se apenas em um ou pequenos grupos de 6rgaos simultaneamente. Assim,
pretende-se estudar nao s as interagoes do chumbo com os diversos tecidos biologicos,
mas também o desenvolvimento de um modelo toxicocinético que permita uma analogia

com o ser humano e permitir inovagoes no campo da saude.






CapriTULO

CHuUMBO E TOXICIDADE

2.1 Chumbo(PDb)

O chumbo é um dos contaminantes ambientais mais comuns, com elevada toxicidade
para os homens e animais e sem qualquer funcao fisiologica nos organismos. [17]. Natu-
ralmente no ambiente, estima-se que a sua concentra¢do na crosta terrestre seja aproxi-
madamente de 1,4x10'mg/kg e a volta de 3,0x10'mg/kg nos oceanos [18].

O chumbo é um dos metais mais utilizados nas diferentes industrias, como a me-
taltrgica, metalomecanica, quimicas e gasolineiras (até ser proibido o seu uso), devido,
sobretudo, a sua resistividade[19]. No entanto, devido ao seu uso ao longo dos séculos,
este metal é caracterizado pela sua toxicidade e considerado como um dos mais perigo-
sos poluentes ambientais que afetam os sistemas bioldgicos[20]. Em doses elevadas tem
efeitos toxicos em varios 6rgaos, particularmente no sistema nervoso devido a sua sen-
sibilidade ao metal [21]. Uma vez presente no organismo, a sua excre¢ao é muito dificil,

acumulando-se em 6rgaos como os 0ssos, 0s rins, figado, entre outros [22].

2.1.1 Exposicao, toxicidade e caracteristicas do chumbo

O chumbo é um elemento com simbolo quimico Pb, nimero atémico 82 e energias de
ligagao de 74.96 KeV para a camada K, 10.55 KeV para a camada L e 2.35 KeV para a
camada M[23]. O chumbo pode ser encontrado no ambiente na forma elementar, em com-
postos inorganicos e organicos de Pb. Devido a sua configuragao electrénica e camadas
de valéncia 6s%6p? com 4 electrdes de valéncia, o chumbo ioniza facilmente, pelo que a
sua existéncia na forma elementar é pouco comum [24]. O chumbo inorganico é formado
por sais e 6xidos de chumbo e apresenta-se habitualmente na forma Pb2*. Por outro lado,
0s compostos organicos do chumbo estao predominantemente na forma Pb #* e incluem

o chumbo tetraetila e tetrametilina[2]. Relativamente a sua solubilidade, este metal pode
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ser soluvel ou insolavel em agua, sendo exemplos dos primeiros os acetatos, nitratos e

cloretos e exemplo dos outros os arsenatos, brometos e fosfatos.

O Pb organico aparenta ser mais téxico que o Pb inorganico uma vez que é lipossolavel
e o organismo tem maior facilidade em absorvé-lo, entrando assim na circulacao sangui-
nea [25]. Em contrapartida, apesar da absorc¢ao direta da forma inorgénica ser baixa (
apenas 20% da quantidade total da exposi¢ao), a maioria do chumbo orgéanico absorvido
é convertido em chumbo inorganico, pelo que esta ¢ a forma responséavel pela maioria
dos efeitos nocivos nos seres vivos[22]. A fraccao de chumbo orgénico remanescente nao
costuma interagir com os organismos [1]. Uma vez na corrente sanguinea, este composto

distribui-se através do plasma e sangue para os diferentes tecidos.

As principais vias de exposi¢ao ao Pb na espécie humana ocorrem principalmente
através da ingestao, inalacao ou da absorgao, e as principais fontes de contaminagao sao

os alimentos, a 4gua e o ar, como ilustrado pela figura 2.1.

Figura 2.1: Modelo exposi¢ao ao chumbo [17]

Como consequéncia da revolugao industrial e devido a sua elevada procura, a pro-
ducao e utilizacao deste metal aumentou, levando também a um aumento da sua con-

centracao nos materiais utilizados no dia-a-dia das populagdes[2]. A libertacao de Pb na
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atmosfera foi, assim, inevitavel, entrando nos ciclos de distribui¢ao de agua e contami-
nando solos e ambientes aquiferos. Como consequéncia deste ciclo, o chumbo passou a
fazer parte da cadeia alimentar dos seres vivos, provocando bioacumula¢ao ao longo da
cadeia alimentar e assim efeitos adversos na satde humana [26]. Em 1997 estimou-se que
fossem introduzidas diariamente no corpo humano, 300 a 460 ug de Pb, contribuindo para
uma bioacumulagao constante e continua [27]. Devido a grande exposi¢ao ao chumbo e
por se revelar um problema eminente, foram retirados inimeros produtos que continham

este metal, como a gasolina com chumbo em 2000.

2.1.2 Interagoes no Organismo e Biomarcadores

A absor¢ao do chumbo no organismo humano e de outros animais é altamente influenci-
ada por fatores enddgenos como a idade, alimentagao, dimensao de particulas, duragao,
dose e frequéncia de exposicao [1, 28].

A intoxicacao por Pb pode ser aguda, com duragao inferior a 24 horas, por uma ou
multiplas exposigoes, ou cronica (assim classificada para valores superiores a 30 ug/dia),
com periodo superior a 3 meses e através de varias doses cumulativas [2]. No entanto, a
intoxicacao aguda nao é frequente, uma vez que o chumbo é pouco solavel, pelo que nao
se acumula em grandes quantidades de forma imediata nos tecidos dos animais [22].

Apbs exposicao, o chumbo difunde-se através do sangue para os diferentes tecidos mo-
les e mineralizados e os seus efeitos vao depender da sua afinidade para com as diferentes
moléculas[29].

A toxicidade deste elemento advém predominantemente da sua particularidade de
inibir diversas enzimas e interagir com outros metais e compostos celulares. Como tem
alta afinidade com ligantes como o enxofre, o azoto ou o oxigénio tem como repercussao
a interferéncia a nivel bioldgico [2, 30]. O maior efeito toxico do chumbo a nivel celular é
o aumento das espécies reactivas do oxigénio (ROS), causando stress oxidativo [31].

Em condi¢des normais, a concentracao de ROS é mantida pela atividade enzimatica
dos antioxidantes, que em baixas concentragdes sdo benéficas para as células e estao
envolvidas nos processos de regulacao e sinaliza¢ao[32]. Em situa¢des de contato com
agentes xenobidticos, como é o caso do chumbo, a produgao de ROS face aos antioxidantes
aumenta bastante, gerando-se radicais livres que danificam as estruturas celulares e os
tecidos (ver figura 2.2). Actuam através da modificacao, alteracao e inativacao dos dife-
rentes lipidos, proteinas e acidos nucleicos, alterando as suas fungdes normais e podendo
até levar a morte celular. O desiquilibrio referido anteriormente também pode ocorrer
através da inibicao de antioxidantes [31, 33].

Os antioxidantes sao mecanismos de defesa bioldgica contra os radicais livres, ligando-
se e neutralizando-os. Distribuem-se em grande nimero por todos os tecidos do orga-
nismo, e sao exemplo disso a Superéxido Dismutase (SOD), a Catalase (CAT) e a Glutati-
ona (GSH), que transformam os radicais livres noutros compostos facilmente excretaveis e

in6cuos para as células. As interacgoes e metabolismos resultantes destas enzimas podem
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Figura 2.2: Esquema do mecanismo de desenvolvimento de stress oxidativo através de
exposicao ao chumbo(31]

ainda ser utilizados como sinalizadores especificos e biomarcadores de efeito deste metal
nos tecidos [29, 34, 35].
Estes biomarcadores tém maior expressao no figado, 6rgao na qual ocorre absorgao de

agentes xenobidticos e transformagao enzimatica de ROS [29, 36].

2.1.2.1 Peroxidacao Lipidica (LPO)

A entrada do chumbo nos organismos induz a peroxidacao lipidica, removendo os elec-
trdes, oxidando e degradando os lipidos [37] [32]. As espécies reactivas de oxigénio atacam
as ligagoes duplas de carbono dos acidos gordos da membrana lipidica, destruindo-a e
afectando assim a viabilidade da célula. A peroxidagao lipidica tem como produto o Ma-
londialdeido (MDA), revelando-se assim como um excelente biomarcador de danos nas

membranas celulares [38].

2.1.2.2 Superdxido Dismutase (SOD)

A superodxido dismutase, SOD, tem um um papel fundamental no que toca a desinto-
xicacao de xenobidticos. Esta enzima catalisa a dismutagao do superoxido, 2 radicais

superoxidos, em perdxido de hidrogénio como representa a equagao 2.1 [39],

0; +0; »°°P H,0,+ 0, (2.1)

8



2.1. CHUMBO(PB)

O superdxido, uma ROS, provoca danos nas células ao nivel do Acido desoxiribonu-
cleico (ADN), moléculas e proteinas. Como defesa, a maioria das células sintetiza a SOD

de forma a neutralizar os efeitos nocivos do superéxido[40]

2.1.2.3 Catalase (CAT)

A CAT participa no processo de neutralizagao do peréxido de hidrogénio, catalisando 2

moléculas de H,O, em oxigénio molecular, como vemos na equacao 2.2: [41]

2H,0, »“4T 2H,0+ O, (2.2)

Devido ao seu caracter toxico para as células, o peréxido deve ser convertido rapi-
damente noutro produto [42]. O peréxido de hidrogénio é um produto decorrente do
metabolismo celular e também um dos produtos da ac¢ao da SOD. Em cadeia com a
ultima enzima referida, a CAT actua também como uma das primeiras defesas contra o

stress oxidativo e tem um papel fundamental na desintoxicacao de xenobidticos[43].

2.1.2.4 HSP70

Outro dos efeitos causado pela entrada do chumbo nas células é o aumento da expressao
de varias proteinas de stress [44]. As Heat shock proteins (proteinas de stress térmico)
(HSP70), ligam-se a proteinas danificadas pelo chumbo e promovem a sua degradagao.
Estas proteinas sao chaperones moleculares e sao muito importantes para o processo
de folding (enovelamento) das proteinas. Actuam ao nivel do transporte e regulacao da
atividade proteica através da sua interaccao com segmentos peptidicos hidrofébicos e em
contato com as proteinas afectadas, previnem a sua agregacao e degradagao através de

proteossomos ou lisossomas [45].

2.1.2.5 Glutationa Peroxidase (GPx)

A glutationa peroxidase tem como func¢ao a remocao e inactiva¢ao do hidrogénio e da
peroxidacao lipidica, protegendo contra o stress oxidativo [43].

A glutationa peroxidase é uma enzima que tem como papel catalisar a redugao do
perdxido de hidrogénio ou hidroperoxidases, utilizando a GSH como dador de electroes.
Durante a reacao, a GSH ¢é oxidada e transformada em dissulfeto de glutationa (GSSG),

protegendo assim contra o stress oxidativo[46]

2.1.2.6 Acetilcolinesterase (AchE)

A Acetilcolinesterase (AchE) é uma enzima que participa na degradagao da acetilcolina,
responsavel pelas sinapses quimicas [47]. Apds o estimulo, existe libertagao de acetilcolina
na fenda sinaptica, devido a abertura dos canais de Ca®*, que promovem a fusio das

vesiculas com a membrana. Através da acgao da AchE, a acetilcolina é degrada em colina
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e acetato e posteriormente armazenada em vesiculas, garantindo o normal funcionamento
das transmissoes neuronais [48].

Na presenca de chumbo e de outros metais, estes ligam-se a AchE e formam um
complexo altamente estavel e irreversivel, inibindo e inactivando a enzima [49, 50]. A
diminuicao da AchE disponivel para degradacao da acetilcolina, resulta num decréscimo
do potencial pds-sinaptico, acumulagao de Acetilcolina e interrup¢ao da neurotransmis-
sao com consequéncias neuroldgicas, como ilustrado na figura 2.3[51, 52]. A utilizagao
deste biomarcador tem particular interesse neste estudo, uma vez que ¢ a iinica enzima

produzida pelo Danio rerio responsavel pela regulagao sinaptica [53].

Figura 2.3: Esquema da inibicao de AchE devido a xenobiéticos (adaptado de[54])

2.1.3 Outras interac¢oes e Manifestacoes clinicas nos seres humanos

Nos seres humanos, as manifestagoes clinicas provocadas pelo chumbo incluem fraqueza,
nauseas, irritabilidade, anemia, dores abdominais e afectam os diferentes orgaos e tecidos.
Tém surgido ainda diversos estudos no sentido de provar a associagao do chumbo com o
desenvolvimento do cancro. [28].

O sistema circulatorio é um 6rgao critico para a toxicidade e apesar de ser pouco
afetado pelas doses de chumbo, é responsavel pela irrigacao e transporte do metal a todos
os outros 6rgaos. A inibi¢ao da ferroquelatase, responsavel pela heme sintase, € uma das
consequéncias directas do efeito do Pb nos eritrdcitos. Estes apresentam deficiéncias ao
nivel da liga¢ao com o ferro, causando anemia e palidez[2]. O chumbo modifica ainda a

funcao de ativa¢ao do célcio das células musculares.
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O sistema nervoso é o principal alvo da toxicidade do chumbo, que desencadeia a
diminuicao da velocidade de condugao dos nervos e enfraquecimentos das estruturas
musculares nervosas. O cérebro pode ser afetado através da substitui¢ao do calcio, es-
timulacao da proteina Quinase C(PKC) e inibicao do glutamato, que causam alteragoes
na barreira hematoencefalica e nos neurotransmissores, essenciais para o seu normal

funcionamento, figura 2.4.

Figura 2.4: Mapa dos efeitos neurotdxicos nos humanos (adaptado de [55])

O principal local de armazenamento do Pb (cerca de 95%) é o osso, sendo que os res-
tantes 5% estao maioritariamente distribuidos pelos tecidos do figado, rins e cérebro [17].
Os 0ssos e 0s dentes sdo estruturas altamente ricas em calcio. Quando em contato com o
chumbo, os mecanismos homeostaticos e metabdlicos destes tecidos sao afetados pelos da
competicao e substituicao do calcio pelo metal, comprometendo a robustez e resisténcia
destas estruturas. O tempo de meia-vida nos ossos é de, aproximadamente, 25 anos, o
que leva a uma bioacumulacao lenta e gradual. Consequentemente, devido a quantidade
que vao acumulando, os ossos funcionam como reservatorios que vao libertando o metal
sucessivamente ao longo da vida do paciente[2].

Uma vez acumulado, a excrecao de Pb é muito demorada e ocorre principalmente por
vias urinarias, fecais e através da respiragao, suor e saliva, mesmo que em quantidades
muito menores [17].

Atendendo as inumeras complicacOes e efeitos causados pela exposi¢ao ao Pb, este é
considerado um metal extremamente nocivo para a saide publica, sendo alvo de estudo
por varios grupos de investigagao espalhados por todo o mundo [20]. No entanto, devido
aos motivos referidos anteriormente, o seu estudo experimental controlado em humanos

é inviavel, pelo que se tem recorrido a modelos animais (ratinho, rato, peixes) e cujos
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resultados possam ser de algum modo extrapolaveis para a espécie humana [56].

2.2 Peixe- zebra (Danio rerio) como modelo vertebrado em

estudos de toxicidade

O Danio rerio, comumente denominado de peixe-zebra, habita num ambiente de agua
doce ligeiramente alcalino de pH 8.0, a temperaturas que oscilam entre 20°-30°C. Sao
animais extremamente resistente as variagoes de temperaturas (de 6° a 38°C) e, por isso,
conseguem sobreviver em quase todas as localidades geograficas [57, 58].

Os peixes zebras tém sido amplamente utilizados como modelo de vertebrados, princi-
palmente em diversos estudos de biologia e biomedicina. Devidas as suas caracteristicas e
ao “zebrafish genome Project”, que permitiu descodificar todo o seu ADN, estes tém sido
organismos modelo em estudos de toxicologia. As bases moleculares da neurobiologia e
genoma similar ao humano (71.4%), denunciam o seu valor no mundo da investigacao e
ciéncia[59]. O recurso a esta espécie tem sido crescente, fornecendo informagoes relevan-
tes nas areas da toxicologia quimica, no estudo dos efeitos das drogas de abuso e ainda
das doengas humanas [3].

As caracteristicas morfologicas e fisiologicas deste peixe facilitam os ensaios labora-
toriais. O seu tamanho pode variar entre 2 a 4 cm e reduz o espago necessario para a
sua manutencao, permite utilizar materiais de pequenas dimensoes ( caixas petri, lami-
nas) e baixas quantidades de dosagem dos quimicos a testar, resultando num custo mais
reduzido da realizacao dos respectivos ensaios [3, 60].

Para além do seu tamanho, os Danio rerio apresentam rapida maturagao, por volta
dos 3 a 6 meses, e alta fecundidade, com capacidade para originar 200-300 ovos num
dia e possibilitando uma replicagao alta e inumeros alvos de estudo. Ap6s fecundados,
os embrides sao permeaveis a pequenas moléculas, facilitando a uma administracao de
agentes toxicos [57].

No inicio da sua fase adulta, o peixe zebra é transparente, permitindo obter infor-
magoes morfoldgicas, bioquimicas, fisiologicas e, ainda, informagoes acerca dos diversos
efeitos provocados pela exposi¢ao a um dado composto quimico, sendo esta uma grande
vantagem quando comparado com outros peixes.

A utilizacao deste modelo ao longo de varias décadas de estudos possibitou um conhe-
cimento aprofundado das condi¢des 6ptimas de manutencao desta espécie, aumentando
a probabilidade da criacao de cenarios de estudo de longa e curta duragao [3].

A escolha do peixe zebra em detrimento de mamiferos roedores em laboratorio facilita
a aprovacao pelas autoridades competentes e simplifica a adopgao de protocolos de expe-
rimentacao animal, sendo esta uma das principais razdes do recurso a estes modelos [61].
Os procedimentos laboratoriais devem seguir as normas para peixe zebra estabelecidas
pela Normas zebrafish estabelecidas pela Organisation for Economic Co-operation and De-
velopment (Organizagao de desenvolvimento e co-operagao econdémica) (OECD Zebrafish)
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e permitem assim a uniformizagao e comparacao dos resultados [62].

2.2.1 Anatomia do peixe-zebra

Figura 2.5: Esquema da anatomia do peixe zebra (adaptado de [63]) e identificacdo em
corte (adaptado de[64])

O Danio rerio possui um corpo fusiforme, compresso lateralmente com comprimento
médio de 25mm, e exibe um elevado grau de semelhang¢a a nivel anatémico e fisiolégico
com o mamifero [57]. Analogamente, possui também os tecidos e 6rgaos como o coragao,
cérebro, figado, pancreas, rim, intestino, tirdide, branquias, ossos, musculos, bexiga nata-
toria, olhos, sistema nervoso, 6rgaos sensoriais e ainda um sistema imunitario de defesa,
como mostra a figura 2.5. As suas caracteristicas funcionais sao muito parecidas as dos
mamiferos, apresentado um sistema circulatério, composto por eritrdcitos e tromboci-
tos, responsavel pela distribuicao e fornecimento de oxigénio a todo o corpo. Situado
anteriormente a cavidade principal e apesar da sua estrutura ligeiramente diferente dos
mamiferos (apenas 1 auriculo e 1 ventriculo), o coracao bombeia todo o sangue para os
locais necessarios e é regulado através de um sistema eléctrico [4].

A oxigenacao do sangue é assegurada pelas branquias e pelo opérculo. A agua entra
maioritariamente através da boca, passa pelas branquias e sai através do opérculo, garan-
tindo deste modo, as trocas gasosas. As branquias sao estruturas 6sseas que se situam
junto ao corag¢ao, na cavidade anterior.

O peixe zebra possui também um sistema gastrointestinal e fazem parte dele 6érgaos
como os intestinos, figado, vesicula biliar, bexiga natatdria, e pancreas. Este sistema tem
como principal objetivo a excrecao de substancias nao digeridas, mas também apresenta
um papel fundamental na eliminacao de agentes xenobidticos. O sistema imunitario
de defesa dos peixes-zebra é assegurado através da producao de leucdcitos e linfocitos,
maturados no timo. Em conjunto com o timo e o rim, os agentes xenobitos sao removidos.

Relativamente ao sistema reprodutivo, dependendo de se o peixe é macho ou fémea,
apresenta testiculos ou ovarios, como apresentado na figura 2.6.

Tal como o ser humano, apresenta também o sistema sensorial, nervoso e cérebro,

responsavel pelo olfato, memoria e comportamentos. O hipotalamo-hipdfise regulam as
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Figura 2.6: Cortes histologicos e identifcacao da anatomia de Danio rerio (adaptados de
[65])

hormonas, neurotransmissores e ritmo cardiaco da espécie. Apesar de todas as semelhan-
cas com os mamiferos a nivel anatémico e funcional, os Danio rerio nao possuem 6rgaos
como pulmoes, prostata, estobmago (que é substituido pelo intestino), pele (mas sim esca-
mas) e glandulas mamarias. Apresentam ainda algumas alteragoes estruturais nos tecidos
dos rins. [66]
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CapriTULO

Princirios Fisicos DA FLUORESCENCIA DE
RAa1os-X

3.1 Técnica de Fluorescéncia de Raio-x (XRF)

A técnica de fluorescéncia de raio-x é um método analitico que determina as composi-
¢Oes quimicas dos diferentes materiais. A fluorescéncia de raio-x pode ser incorporada
em varios sistemas, entre elas a Energy Dispersive-XRF (EDXRF). A fluorescéncia de
raio-x dispersiva em energia é a técnica utilizada neste trabalho, mais concretamente, o
u-EDXRF e o EDXRF com geometria triaxial, pelo que sera descrita mais detalhamente
mais a frente [67, 68]. Este método analitico utiliza os raios-x e respectivos processos de
ionizagao que originam espectros caracteristicos e informagao quantitativa e qualitativa
das amostras utilizadas[68]. De forma a compreender a técnica e respectivo funciona-
mento € necessario perceber os conceitos de raios-X e processos fisicos inerentes, que se

apresentam de seguida.

3.1.1 Raios-X e sua produgao

Os raios-x sao radiacao eletromagnética, com comprimentos de onda que variam entre
0.005 nm até 10 nm e energias entre 0.125 e 125 keV [67, 68]. Os raios-x foram descobertos
acidentalmente em 1895 por Roentgen e tém sido, desde entao, amplamente utilizados
[69].

Os raios-X tipicamente sao produzidos quando particulas de alta energia atingem
um alvo. Este fendmeno pode acontecer através de trés mecanismos: 1) desaceleracao de
particulas carregadas, como electroes, protoes, particulas alfas e ides; ou 2) transi¢des
electronicas das camadas internas dos atomos ap0s a sua ioniza¢ao ou excitagao, e ainda

3) transi¢oes radiativas entre estados excitados nucleares. O primeiro mecanismo resulta
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na emissao da denominada radiagao de travagem, vulgarmente conhecida como brems-
strahlung, que é produzida devida a desaceleracdo de Coulomb das particulas de alta
energia, e que resulta num espectro continuo de radiagao.

O segundo mecanismo ocorre devido a interagdo entre uma particula incidente ou um
fotao e um electrao ligado de um atomo. Caso a energia seja suficiente para remover o
electrao da orbital, ocorre a excitagao ou a ioniza¢ao do atomo. Isto cria uma lacuna na
estrutura electronica, que pode ser preenchida por um electrao das camadas electronicas
mais externas [6, 67, 70]. Ao retornar ao seu estado fundamental, é emitido um fotao de
raio-x, com energias correspondentes a diferenca entre a energia das camadas eletronicas
envolvidas na transi¢ao, ou, em certos casos, ¢ emitido um electrao Auger em vez do fotao,
que é mais provavel para elementos mais leves. O terceiro mecanismo ocorre essencial-
mente em materiais radioactivos e normalmente a radiagao emitida por estes, ainda que
podendo ter energias na gama dos raios-X, é conhecida como raios-y. O rendimento de
fluorescéncia é dado pela razao entre o processo referido anteriormente e o nimero de

atomos ionizados, dando-nos a probabilidade de ocorréncia dos raios-x [67, 71].

Figura 3.1: Esquema da emissao de raio-x caracteristicos (adaptado de [68])

Figura 3.2: esquema das transic¢oes electrénicas no atomo (adaptado de [71])
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A emissao de raios-X caracteristicos, denominada de fluorescéncia, apresenta energias
bem definidas para cada elemento e dizem respeito a Camada electrénica com numero
quantico principal(1) (K), Camada electronica com nimero quantico principal(2) (L) e
Camada electrénica com numero quantico principal (3) (M) da estrutura dos atomos,
representado pela figura 3.1. De um modo simplificado, quando um electrao da camada L
preenche uma lacuna na camada K, ocorre uma emissao de raio-x especifica do elemento,
de Riscas mais intensas da série K do espectro descontinuo de raios-X (K,). Mas se a
lacuna for preenchida por um electrao da camada M, ocorre entao emissao de uma linha
das Segudas riscas mais intensas da série K do espectro descontinuo de raios-X (Kg)
(figura 3.2). Este processo permite assim a detec¢ao dos correspondentes elementos e é
conseguida gracas a estrutura electronica caracteristica dos mesmos, apresentando-se sob
a forma de riscas espectrais [72].

O espectro de emissao de raio-x € assim obtido pela combina¢ao dos dois mecanis-
mos referidos, com componente continua e componente da radiagao caracteristica, como

mostra a figura 3.3.

Figura 3.3: Espectro de emissao de raio-x (adaptado de [73])

3.1.2 Interac¢ao da radiacao com a matéria

A interacao da radiacao eletromagnética com a matéria vai depender tanto da energia do
feixe incidente como dos atomos que constituem a matéria. As principais intera¢des na
gama de energias de trabalho sao o efeito fotoelétrico, dispersao de Rayleigh e dispersao
de Compton. Ao incidir na matéria, o raio-x vai ser transmitido, absorvido e disperso
elastica ou inelasticamente [69]. Tanto a absor¢ao como a dispersao contribuem para a
atenuacao do feixe de raio-x, descrita pela lei de Lambert-Beer, equagao 3.1:
_M(Ei)Pd
I= Ioe e (31)
onde,

d - espessura da amostra;
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u - coeficiente linear de absor¢io do material da amostra (cm™!);

E; - energia do fotao incidente;

p/p - coeficiente méssico de absor¢ao do material da amostra (cm?/kg);
Iy - intensidade do feixe inicial;

I - intensidade do feixe depois de atravessar a amostra;

No caso da técnica de Fluorescéncia de raio-x, a interaccdo dominante é a absorcgao

fotoelétrica, que apresenta maior secgao eficaz para as energias utilizadas [6].

Figura 3.4: Efeitos predominantes dos raio-x em fun¢ao da energia do feixe incidente
(adaptado de [74])

3.1.2.1 Efeito fotoelétrico

O efeito fotoelétrico é um processo fisico que ocorre quando um fotao incidente interage
com o electrao ligado de um atomo, transferindo-lhe toda a sua energia. O fotao incidente
é absorvido e o electrdo, denominado de foto-electrdo, é ejetado com energia igual a
diferenca entre a energia do fotao incidente e a energia de ligacao do electrao.

A secgao eficaz desta interacgao é dependente do namero atémico do meio absorvente
e da energia do feixe de raio x. A probabilidade de ocorrer é maxima para fotées com
energias iguais a energia de ligacao do electrao ao atomo, aumentando em funcao do
numero atomico Z [75].A energia de ligacao do electrao ao dtomo apresenta-se assim
como um limiar, em que valores de energia inferiores a este, apresentam probabilidade
nula do acontecimento. Como se verifica na figura 3.4, para energias tipicamente <1MeV,

o efeito fotoelétrico é a intera¢ao dominante dos raios-x com a matéria [70].

3.1.2.2 Dispersao de Rayleigh

Denomina-se dispersao de Rayleigh quando ocorre uma colisao elastica entre o fotao
e os electroes fortemente ligados do atomo, nomeadamente das camadas internas. A

nuvem electrdnica, ao ser pertubada pelo fotao incidente ira irradiar energia na forma
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de um outro fotdo, com a mesma frequéncia e energia que o fotdao incidente, sem ionizar
o atomo. Neste processo, apenas a direcao do fotao incidente é alterada, sem perda de
energia (ou com uma perda minima). A probabilidade desta dispersao ocorrer diminui
com o aumento de energia do fotao incidente, tomando valores mais elevados para baixas

energias e numero atémico elevado [67, 75].

3.1.2.3 Dispersao de Compton

A dispersao de Compton ocorre quando um fotdo de raio-x incidente colide com um elec-
trao das camadas externas, resultando na perda de energia do fotao incidente e deflexao
do mesmo [75]. Desta colisao resulta um electrao ejetado, com energia muito inferior a
do fotao incidente [69]. Por sua vez, a energia do fotao disperso vai depender da energia
do fotao incidente e do angulo de dispersao, ilustrado pela figura 3.5. A probabilidade
de ocorrer dispersao de Compton aumenta com a energia dos fotdes incidentes e com a

diminui¢ao do nimero atémicos [69].

Figura 3.5: Esquema da dispersao de compton

3.1.3 Fluorescéncia de raio-x dispersiva em energia (EDXRF)

A fluorescéncia de raio-x dispersiva em energia permite determinar simultaneamente os
vérios elementos nos diferentes materiais, tanto liquidos e gasosos como sélidos. E um
método rapido, preciso e nao destrutivo da amostra, que requere pouco pré-tratamento e
€ muito utilizado em diferentes areas da ciéncia e tecnologia. Tem como grande vantagem
a alta precisao, exatidao e reprodutibilidade das medigdes. Para além disto, esta técnica é
capaz de identificar a presenca de diferentes elementos das amostras numa tinica medigao,
em relativamente curto tempo, possibilitando a utilizacao de uma grande variedade de
amostras [68]. Permite ainda a obten¢ao de analises qualitativas como quantitavas dos
diferentes elementos, com uma vasta gama de concentragoes e sensibilidade na ordem
dos pg/g.

Devido a absorc¢ao no ar e nas janelas dos detectores dos raios-x de baixa energia,

a utilizacao de EDXRF nao permite a deteccao de elementos com nimero atémico (Z)
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reduzido <13 [72]. A baixa penetracao de raio-x em metais e as atenuagdes em estrutu-
ras estratificadas apresentam-se como dificuldades do EDXRF podendo, no entanto, ser

contornadas [76].

O espectrometro convencional de EDXRF utiliza uma fonte de excitagao, suporte para
a amostra, sistema de deteccao de raio-x e um multicanal de analise de impulsos (MCA)
[72]. A resolucao em energia do espectrometro é diretamente proporcional a resolucao do
detector, tipicamente um semicondutor de alta resolucao como o Silicio, com valores de
160eV ou menos, no caso dos detectores de deriva de silicio, tal como o que sera utilizado
neste trabalho [69]. A fonte de excitagcao mais utilizada é o tubo de raio-x, porém outras

fontes podem ser utilizadas, como fontes radioactivas ou radiagao de sincrotrao [6].

Os detectores utilizados pela EDXRF estao maioritariamente de estado s6lido, e pro-
duzem impulsos eléctricos apds interac¢do com o raio-x proveniente da amostra. Os
impulsos sao proporcionais a energia do fotao recebido e caracteristicos de cada elemento
da amostra, podendo assim ser amplificados e integrados pelo multicanal. Para cada im-
pulso gerado é necessario um certo tempo para o integrar, o tempo morto, nao sendo

possivel durante este mesmo periodo registar outro qualquer pulso [71].

Por fim, o multicanal analisa a carga coletada nos elétrodos do detector relacionanda
com a energia dos fotoes, permitindo deste modo, qualificar os diferentes elementos

presentes na amostra [68, 71].

3.1.3.1 u-EDXRF

A p-EDXRF é uma das configuragoes do método de EDXRF, que permite analisar amos-
tras nao- homogéneas, irregulares e de dimensoes reduzidas [77], em que os raios-x sao
focados através da incorporagao de um tubo mono ou policapilar, como se mostra na
figura 3.6 [67]. A utilizacao do tubo policapilar, como apresentado na figura 3.7, foca o
feixe num didmetro de 25 ym, aumentando a intensidade da irradiagao e melhorando
a medicao de elementos tracgos e respectiva resolucao espacial [78]. Os capilares dticos
do tubo, com didmetros na ordem de um ou dois ym, coletam os raios-x divergentes e
direcionam-nos, concentrando-os numa regiao muito reduzida da amostra [79]. Isto é
conseguido através de sucessivos fendmenos de reflexao total, sem atenuagao significa-
tivo ou dispersao dos feixes de raio-x (excepto na direccao pretendida) [78]. As medig¢oes
obtidas sao de alta resolucao espacial e grande rapidez de aquisi¢ao [77], sob a forma de
mapas elementares ou espectros que podem ser pontuais. Existe ainda a possibilidade de
se realizar as analises em vacuo, tendo como vantagem a melhor deteccao de elementos

de baixo Z uma vez que tais elementos nao sao absorvidos pelo ar[78].

O espectometro utilizado neste trabalho foi o M4 Tornado™ da Bruker, Alemanha,

cuja descrigao se encontra na secgao 4.
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Figura 3.6: Esquema da configuragao do y-EDXREF [79]

Figura 3.7: Esquema da configuracao do policapilar [78]

3.1.3.2 EDXRF com geometria triaxial

O método de fluorescéncia de raio-x com geometria triaxial utiliza uma configuracao geo-
métrica de 3 planos perpendiculares que explora o fenémeno de polarizagao e melhora a
relacao sinal-ruido através da remocao da radiacao de fundo, proveniente do Bremstrah-
lung do tubo. A principal origem da radia¢ao de fundo provém da dispersao da radiagao

da fonte pela amostra resultando em ruido espectral [67].

A utilizagao de um alvo secundario, um polarizador, entre a fonte e a amostra, pos-
sibilita a obtengao de uma fonte quase monocromatica. Um feixe primario de raio-x
produzido pela fonte ira interagir com o alvo secundario, originando um feixe secunda-
rio. Esse feixe secundario é colimado para atenuar a divergéncia dos raios-x que incidem
na amostra, melhorando os limites de deteccao da técnica [80]. De forma a eliminar a
componenente bremsstrahlung, é colocado um detector a um angulo de 90°, ortogonal
ao plano criado pelo feixe da fonte de raios-x e feixe disperso pelo alvo segundario [81].
A utilizacao de uma geometria tri-axial, esquematizado na figura 3.8, permite a detec-
¢ao de elementos trago existentes em menor quantidade, facilitando uma caracterizacao

qualitativa e quantitativa mais completa da amostra [67].
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Figura 3.8: Esquema da configura¢ao do método de EDXRF com geometria triaxial; R-tubo
de raio-x; T-alvo secundario; S-amostra e D-detector (adaptado de[8])

3.1.3.3 Artefactos espectrais

Os espectros obtidos pela técnica de EDXRF apresentam picos caracteristicos dos elemen-
tos, permitindo uma identificagao simples das linhas espectrais. Porém, para além destes,
existem também artefatos resultantes de outras fontes. Podem estes ser os picos escape,
picos soma e picos de difracao [67].

Os picos escape resultam da interac¢ao de raios-x com o material do detector, provo-
cando efeito fotoelétrico e emissdo e reabsorcao dos raios-x caracteristicos do silicio. Para
valores superiores ao limiar de ionizacao (1,83 KeV) e caso o efeito fotoelétrico ocorra
a superficie do detector, os raios-x podem escapar do detector, nao havendo colecao da
carga. Deste modo, perde-se uma quantidade de energia, correspondente a 1,74KeV (da
risca K, do Silicio), que vai corresponder no espectro ao pico original menos este valor de
energia.

Os picos somas ocorrem quando 2 (ou mais) raios-x chegam simultaneamente ao
detector e nao sao reconhecidos como eventos distintos. Este pico apresenta-se como a
soma da energia dos dois fotdes [71].

Para amostras que contenham materiais cristalinos podem ocorrer difragoes de Bragg.
Ao incidir na amostra, a radiacao do tubo é dispersa segunda a lei da difracao de Bragg e
quando coletada, origina picos adicionais no espetro cuja energia varia com a orientagao

da amostra [82].
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3.1.3.4 Espectro Caracteristico

Figura 3.9: Espectro caracteristico de uma amostra através de analise por EDXRF com
geometria triaxial [70]

O espectro obtido pela EDXRF é resultado de uma componente continua, da radiagao
de Bremsstrahlung, picos caracteristicos dos diferentes elementos e por vezes ainda, os
artefactos espectrais. Tal como apresentado na figura 3.9, este pode ser dividido em 3
regioes: altas energias, baixas energias e energias intermédias.

A regiao de altas energias, acima de 15 KeV, é composta por picos de dispersao elastica
e inelastica e corresponde aproximadamente a 90% das contagens obtidas. No caso da
analise através de pu-EDXRF, esta presente nesta regido o pico caracteristico do Rédio,
material de que é composto o alvo do tubo de raio-x. Para a analise através de EDXRF
com geometria triaxial, encontra-se os picos do molibdénio (Mo) [70].

A regiao de mais baixa energia, inferior a 2KeV, é composta por picos escape e ruido
eletronico do detector.

Por fim, a zona de energia intermédia (entre 2-15 KeV) apresenta picos caracteristicos

das linhas K e L dos elementos da amostra e é esta a regiao de interesse para analise [70].

3.1.3.5 Limites de Deteccao

O limite de detec¢ao da EDXRF encontra-se na gama dos ppm, (parte por milhao ou ainda
pg/g) [83, 84]. O limite de detecgao refere-se a concentragao minima de um elemento que
pode ser detectada numa amostra [67]. Para a espectrometria de fluorescéncia de raio-x

dispersiva em energia, este pode ser calculado através da formula [11, 85]:

_ 3Cix \/Nb

Np

DL (3.2)
onde,
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C;- concentragao do elemento
Np- namero de contagens de fundo

N,- nimero de contagens correspondentes ao pico do elemento

3.2 ICP-AES

A espectrometria de emissao atémica por plasma induzido é uma técnica analitica de
analise multielementar com ampla faixa de concentragao dinamica, boa velocidade anali-
tica e relativamente de baixo custo associado (ainda que muito alto quando comparado
com EDXRF)[86]. Permite analisar aproximadamente 60 elementos simultaneamente com
diferentes matrizes, tanto solidas e liquidas como orgéanicas e inorganicas [87].

A semelhanca do funcionamento do XRF, a deteccido e quantificacao dos diferentes
elementos é obtida através da radiagao caracteristica da amostra, pelo seu comprimento
de onda [88, 89]. A amostra é exposta a um plasma de argon gasoso a altas temperaturas
(6000-10000 K), que propicia a excitacao e atomiza¢oes dos compostos, emitindo fotoes e
detectando os varios elementos [87].

O sistema de ICP-AES é constituido por uma fonte de plasma induzido, um gerador de
radiofrequéncia, e um detector de emissao atomica [88, 90]. Estes sistemas tém algumas
limitagoes e requerimentos tais como a necessidade de dissolu¢ao da amostra e, portanto,
caracter destrutivo da mesma, interferéncias associadas e incapacidade de deteccao de
alguns nao metais e gases inertes [87].

Este tipo de espectrometria apresenta limites de detecgao até partes por biliao (ppb)
(88].
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MATERIAIS E METODOS

4.1 Bioensaio de exposicao

Neste estudo foram utilizados peixes zebra (D.rerio) aclimatados na sala de experimen-
tacao animal do DCEA da FCT-UNL, em tanques de 100L de volume. Os peixes pro-
venientes do Sudeste Asiatico, foram adquiridos a importadores nacionais e mantidos
em condigoes laboratoriais controladas (pH a 7.2+0.2; T(°C) a 20°C+1;) durante 15 dias.
Apos este periodo de aclimatacao, iniciou-se o bioensaio de exposi¢cao ao chumbo com
uma solucdo de acetato de chumbo (II) tri-hidratado, Pb(C,H303),, da Merck (Alema-
nha). Utilizaram-se assim 5 grupos de 3 individuos (n=3), aleatoriamente distribuidos,
com peso médio de 0,4+0,2 g e comprimento médio de 2,8+0,3 cm, sendo um deles o
grupo de controlo com 6 individuos (n=6). Os peixes foram distribuidos por 5 tanques,
um para cada concentragao a testar, de 15L de volume com arejamento continuo e agua
filtrada, como é possivel ver nas figuras 4.1 e 4.2. Testaram-se as concentragoes de 10
pgl/g, 20ug/g, 40ug/g e 100ug/g. A exposicao ocorreu durante 7 dias e com renovagao da
agua a cada 36 horas, de acordo com as normas para experimentagao com peixe-zebra
descritas pela “OECD Zebrafish guidelines”. Durante o periodo de exposicao os peixes

foram alimentados ad libitum diariamente com flocos comerciais, da Eco vita.

Realizou-se ainda um bioensaio adicional, nas mesmas condi¢des, destinado a estudos
de actividade enzimatica. Previamente, com o intuito de se optimizar o procedimento
experimental, realizaram-se anteriormente ainda 2 bioensaios preliminares nas mesmas
condigoes, com concentragdes de chumbo diferentes. Apos se verificar que o chumbo apre-
sentava efeitos nos Danio rerio e dentro dos limites de detec¢ao da técnica, procedeu-se
ao bioensaio final referido anteriormente. Nao se registaram mortalidades nos bioen-
saios realizados. Apods o periodo experimental, os peixes foram eutanasiados por asfixia e

congelados a -80°C para posterior analise.
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Figura 4.1: Tanques de bioexposi¢ao de Danio rerio ao Pb

Figura 4.2: Modelo biolégico (Danio rerio)

4.2 Preparacao das Amostras

4.2.1 Analise por y-EDXRF e EDXRF com geometria Triaxial

Os peixes zebra foram cortados longitudinalmente (em duas metades) com o auxilio
de uma lamina de barbear e liofilizadas a frio durante 48 horas. Posteriormente, foram
montadas em folhas de mylar e fixas em slides (50x50mm). Recorreu-se a um pouco de
cola UHU para colar o peixe zebra ao mylar, nao contendo este nenhum elemento capaz
de ser detetado pelas técnicas utilizadas. As amostras foram devidamente identificadas
com o numero e concentra¢des a que foram expostas, como se apresentam na figura 4.3.
Procedeu-se ainda a pesagem e medicao dos peixes, tanto frescas como liofilizadas,

apresentando-se na tabela A.1 no apéndice A.

4.2.2 Analise por ICP-AES

Para analise da técnica de ICP-AES e atendendo a que a técnica s6 analisa amostras em
solucao aquosa, as amostras foram digeridas com HN O3 (Sigma-Aldrich, Alemanha), a
60°C durante 72 horas. Assim, primeiramente procedeu-se a identificacao dos frascos aos
quais se adicionaram 2 mL de HN O3 (69% puriss p.a) e o correspondente peixe. Por fim
e apos digeridas integralmente as amostras, adicionou-se a cada uma delas 10ul de H,O,

e perfez-se com H,O destilada para um volume final de 10mL.
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Figura 4.3: Montagem das amostras para analise em EDXRF

4.2.3 Extracao de proteinas para Estudo enzimatico

Para o estudo de biomarcadores foram eutanasiados 5 grupos de Danio rerio, de controlo
(n=6), 10 ug/g (n=3), 20 pg/g (n=3), 40 ug/g (n=3) e 100 pug/g (n=3).

As amostras utilizadas para o estudo dos biomarcadores foram homogeneizadas em
2mL de solucao salina de tampao fosfato (PBS, pH 7,4) com auxilio de um homogeneiza-
dor, T10 basic Ultra Turrax (Ika Alemanha).

Apds homogeneizadas, foram centrifugadas durantes 10 minutos a 4°C e posterior-
mente congeladas (-80°C) e armazenadas até posterior analise.

Adicionalmente, pelo método de Bradford (1976) [91], calculou-se a quantidade total
de proteina, de forma a normalizar os resultados dos biomarcadores. Para tal, todos os

resultados foram divididos pela quantidade total de proteina.

4.3 Espectrometros de EDXRF

Neste trabalho, as analises quantitativas foram realizadas utilizando o sistema de p-
EDXRF e EDXRF com geometria triaxial.

4.3.1 Espectrometro de y-EDXRF

O espectémetro utilizado para anélise por u-EDXRF foi o M4 Tornado™ da Bruker,
Alemanha, com um policapilar capaz de focar o feixe com uma resolugao lateral de 25
pm [78].

O espectrometro é alimentado por um gerador HV Alta Tensao (High Voltage) de baixa
poténcia e a detecccao da radiacao fluorescente é realizada por meio de uma detector
dispersivo em energia SDD, XFLASH™™, com érea sensivel de 30 mm?. Possui um tubo
de raios-X, com um anodo de rédio (Rh), com capacidade de fornecer 50kV e corrente

até 600 yA e ainda uma gama de filtros para filtrar a radiacao proveniente do tubo.

27



CAPITULO 4. MATERIAIS E METODOS

As amostras sao colocadas numa camara de vacuo com uma plataforma amovivel, que
permite obter mapeamentos e analises de diferentes areas [77].

Os mapeamentos da distribui¢ao elementar nos tecidos do Danio rerio foram proces-
sados com uma tensao de 50kV e 600uA e aplicagao de um filtro 100pum Al/50uTi /25um
Cu. As analises foram realizadas em vacuo, a uma pressao de 20 mbar, espagamento entre
pixeis de 15um, e uma velocidade de 0,66 segundos/pixel [92].

Configurou-se ainda para cada analise a realizagao de 7 ciclos, em modo de mapea-
mento em serpentina cujo tempo de aquisi¢ao resultou em aproximadamente 2 horas. Os
elementos encontrados nas varias amostras e consequentemente mapeados, foram o P, S,
Cl, K, Ca, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Sr e Pb.

Para posterior quantificagao de tecidos alvo seleccionaram-se manualmente no Tor-

nado as areas de cada orgao, tentando-se manter um padrao para todas as analises.

4.3.2 Espectrometro de EDXRF com geometria triaxial

De forma a comparar os resultados, as amostras foram também analisadas por um espec-
trometro de EDXRF com geometria triaxial do Laboratério de fisica atémica da FCT-UNL.
Este aparelho é constituido por um tubo de raios-X da Phillips, com anodo de tungsténio
(W) e alvo secundario de molibdénio (Mo) [11, 92].

Utilizou-se uma geometria triaxial entre a amostra, o tubo de raio-x e o alvo secun-
dario, com o propoésito de diminuir a radiacao de fundo, permitindo a obtencao de uma
fonte com linhas K, e Kg de Mo, de energias 17,44 e 19,60 KeV [93]. A radiacao caracte-
ristica emitida é detectada por um detector de Silicio Litio, Si(Li), da Oxford Instruments
(Inglaterra) com uma janela de 8m e area de 30mm?. Faz ainda parte deste sistema um
colimador de prata, em frente ao detector, que restringe a area efetiva de deteccao. O
suporte da amostra encontra-se a 27mm do detector e o feixe incidente de raio x tem uma
forma eliptica, de 20mm por 15mm [80].

De forma a arrefecer o detector, é utilizado nitrogénio liquido.

Para as amostras em questao, o gerador de raio-x foi configurado para um tensao
de 50kV e corrente de 20mA para um tempo de aquisi¢cao de 1000 segundos para cada

espectro.

4.3.3 Processo e método de quantificagcao

A analise quantitativa é utilizada para obtencao de informacao acerca da concentracao
relativa de cada elemento presente na amostra. Esta pode ser adquirida através de va-
riados métodos, entre elas o método dos pardmetros fundamentais [68]. O método de
parametros fundamentais utiliza os parametros fundamentais, tais como o rendimento
de fluorescéncia, intensidade das transicoes, seccbes eficazes e outros, de forma a rela-
cionar a intensidade dos picos com a concentragao do elemento. Esta relacao pode ser

descrita pela equacao 4.1 [11]:
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Ii :IOmKiCiAi (41)

onde,
I,- intensidade do feixe de raios-x
K- factor de calibracao
A;- factor de atenuacao

m- espessura da amostra (g/cm?)

Devido a atenuagao no detector, a radiagao de raios-x de baixa energia e consequente-
mente os elementos leves nao podem ser detectados. Contudo, nas amostras bioldgicas,
estes elementos sao os que constituem maioritariamente a matriz e sao, portanto, muito
significativos para o fator de atenuagao sendo necessario a calibragao do sistema.

A calibragao é feita com base em Standard Reference Material (Material de referéncia)
(SRM) [68].

Para as amostras utilizadas, constituidas por carbono, oxigénio e outros elementos
leves, foi criada uma matriz para Peixes zebra. Este ficheiro de método quantitativo ze-
brafish.mtd foi previamente ajustado para amostras biologicas. Foi comparado através de
padroes de referéncia de amostras bidlogicas, "Bush branches"[94], "Orchard Leaves"[95],
"Animal Blood"[96] e "Bovine Liver"[97] disponiveis no laboratério. Estes padroes foram
analisados pelo Tornado M4 e os resultados comparados com os valores reais de referéncia
de modo a modificar as sensibilidades individuais de cada elemento e certificar o ficheiro
utilizado. De seguida apresentam-se na tabela 4.1 os valores de quantificagao dos padroes
"bush branches"e "Orchard Leaves"quando este método foi aplicado e correspondentes
valores certificados. As incertezas experimentais tiveram em conta as discrepancias entre

os resultados dos padroes e as suas concentragoes certificadas.

4.3.4 Limites de detecgao

Os limites de detecgdo e quantificagdo da técnica de y-EDXRF foram calculados com
recurso aos padroes de referéncia Bush Branches da National Bureau of Standards (NBS).
Estes padroes fornecem informacgoes acerca da concentracao do elemento, contagens de
fundo e contagens correspondentes ao pico do elemento.

Através da equacao 3.2 calculou-se o limite de detec¢ao e quantifica¢ao para o chumbo,
sendo o valor mais adequado de 4,54 ug/g. Consequentemente, s6 a partir deste valor
€ que a técnica consegue garantir e detectar o chumbo. Para valores abaixo deste, ndo ¢

entdo possivel aferir acerca da concentracgao presente [85].

4.3.5 Incertezas associadas

A analise quantitativa XRF tem associadas incertezas, que derivam da combinagao de

erros estatisticos e erros sistematicos [85].
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Tabela 4.1: Comparagao das concentragdes dos elementos medidos na amostra padrao
Bush braches e Orchard Leaves com os respetivos valores certificados.

Bush branches Orchard Leaves

Elementos Tornado-ug/g SRM-uglg Elementos Tornado-ug/g SRM-uglg

Mg 6695 4800 Mg 7603 6200
P 624 1000 P 1685 2100
S 8357 7300 S 2347 2300
Cl 22874 19200 Cl 688 700
K 10627 9200 k 15751 14700
Ca 20954 16800 Ca 20958 20900
Mn 76 61 Mn 90 91
Fe 1278 1070 Fe 279 300
Cu 11 7 Cu 14 12
Zn 71 55 Zn a?28 25
Br 16 3 Br 11 10
Sr 186 246 Sr 11 37
Pb 46 47 Pb 25 45
Na 18994 19600

Al 1156 2000

Ti 99 95

Si 2898 6000

Os erros estatisticos influenciam a precisao do instrumento e resultam maioritaria-
mente da conjugacao da medigao dos picos de raio-x, curva de calibragao e matriz utili-
zada. [98].

No caso dos erros sistematicos, que influenciam a exactidao, estao associados a prepa-
racao da amostra, procedimento de calibracao e erros associados ao proprio instrumento.
Entre elas destaca-se os erros correspondentes ao corte e espessura das amostras e ainda
a heterogeneidade dos peixes [85, 99].

Atendendo a que medic¢do da concentragao elementar em cada orgao varia de ponto
para ponto, é possivel calcular a incerteza associada a média ponderada através da ex-

pressao 4.2, da incerteza:

(4.2)

onde,

Xp - média ponderada da medicao de cada 6rgao para elemento i;

X;- concentracao do elemento i;

N- namero de medigoes efectuadas;

Neste estudo em questao as incertezas associadas a medicao da concentracao dos
elementos derivam predominantemente da incerteza estatistica da média ponderada que

contém em si mesma a incerteza sistematica das medi¢oes do aparelho e do desvio padrao.
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A incerteza final é dada pela raiz quadrada da soma quadratica das duas incertezas, a
da média ponderada e do desvio resultante das varias medi¢oes [100], como se mostra na

equacao 4.3.

w(Xr) = (u(Xp))? + 02 (4.3)

onde,

y(Xf)— incerteza final

‘M(Xp) - incerteza associada a média ponderada

o - desvio padrao das medicoes efectuadas

Os erros sistematicos e a consequente incerteza de medi¢ao do aparelho ¢é bastante
baixa, pelo que a incerteza associada a variabilidade bioldgica, que esta reflectida no

desvio padrao das mesmas, é dominante.

4.4 ICP-AES

As amostras analisadas por EDXRF foram posteriormente analisadas por ICP-AES, efectu-
adas pelo laboratério de Analises do centro de investigacao REQUIMTE do Departamento
de Quimica da FCT-UNL.

O equipamento utilizado foi o Horiba Jobin-Yvon Ultima, equipado com um gerador
RF de 40,68 MHz, monocromador Czerny-Turner com 1,00 m (sequencial), amostrador
automatico AS500 e dispositivo CMA (Concomitant Metals Analyser) que permite determi-
nacao simultanea de metais a escala de ppb. [101].

A precisao desta técnica foi verificada através de materiais de referéncia, SRM, cujos

resultados sdo apresentados na tabela D.3, presente no apéndice D.

4.5 Biomarcadores

Para a determinagao dos diferentes biomarcadores foram utilizados diferentes protocolos.
Todos os resultados enzimaticos e de HSP70 foram normalizados dividindo os valores
obtidos pelos valores de proteina total obtidos pelo método de Bradford(1976)[91], para

cada amostra.

4.5.1 Peroxidacao Lipidica (LPO)

Para determinagao da lipoperoxidagao foi realizado um ensaio com base no protocolo
TBARS, com substancias reactivas ao Acido tiobarbitirico (TBA) (Ohkawa, H et al, 1979)
[102]. As absorvancia das amostras foram lidas apds um minuto a 530nm e posterior-
mente quantificadas através de uma curva de calibracao obtida com padroes de MDA (0
a 100uM/ml) da Merck Millipore, Portugal.
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4.5.2 Superoxido Dismutase (SOD)

O superoxido dismutase foi determinado de acordo com o protocolo descrito por MCCord
and Fridovich (1969)[103], adaptado para microplaca de 96 pocos. Este método utiliza
o citocromo ¢, a 25°C e pH=7,8, a absorvancia foi lida a 550 nm durante 5 minutos. No

final, os resultados apresentam-se em termos de percentagem de inibicao de SOD.

4.5.3 Catalase (CAT)

O estudo enzimatico para a determinacao da atividade da Catalase foi realizado de acordo
com os protocolos descritos anteriormente por Johansson e Borg (1988)[104] e adaptados
para uma microplaca de 96 pocos. Para obtencao da curva de calibragao foram utilizados
padroes de formaldeido (0 a 150uM) e a actividade enzimatica da catalase correspondeu
a formacao de 1,0nmol de formaldeido por minuto a 25°C. A absorvancia foi lida a 540

nm durante 1 minuto.

4.5.4 HSP70

A concentracao da enzima HSP70 foi determinada através do ensaio de "enzyme linked
immunosorbent assay" (ELISA) de acordo com o protocolo estabelecido por Madeira et al.
(2017)[105] e adaptado para uma microplaca de 96 pocos. As amostras foram lidas a 405
nm durante 1 minuto e a curva de calibragao foi calculada através de padroes de HSP70
(0-2 pg/ml).

4.5.5 GPx

A actividade da glutationa Peroxidase (EC 1.11.119) foi obtida espectrofotometricamente
a 340 nm durante 6 minutos a 25°c, medindo o consumo de f-Fosfato de dinucle6tido
de nicotinamida e adenina (NADPH) como reagente numa reacgao secundaria catalisada
pela Glutationa Redutase. O ensaio enzimatico foi efectuado segundo o protocolo descrito
por Lawrence e Burk (1976) [106].

4.5.6 Acetilcolinesterase (AchE)

A actividade da AchE foi obtida através do ensaio acetilcolinesterease (EC 3.1.1.7;AchE)
por quantificagao de tidis, segundo um método optimizado de Ellman e adaptado para
96 pocos e com quimicos da Sigma-Aldrich [107-109]. A absorvéncia foi lida a 415 nm e

durante 10 minutos.

4.5.7 Analise estatistica

A analise estatistica dos Biomarcadores foi realizada com o teste U ndo paramétrico de
Mann-Whitney U. Este teste foi utilizado para determinar as diferengas entre as amostras

expostas a diferentes concentragdes e os de controlo. Utilizou-se o software Statistica 8.0
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(Statsoft, 2007, Tulsa, OK, USA), com nivel de significancia de 5% (p<0.05) para todos os

testes.
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CapriTULO

APRESENTAGAO, ANALISE E DiscussAo DE

REsSULTADOS

Os estudos realizados permitiram obter uma analise qualitativa e quantitativa. Neste
capitulo serao apresentadas os resultados obtidos assim como a discussao e analise dos

mesmos.

5.1 Analise qualitativa

5.1.1 Distribuicao elementar nos tecidos de Danio rerio

Os mapeamentos adquiridos através da técnica de y-EDXRF permitiram observar a dis-
tribuicao simultanea dos diversos elementos como o calcio (Ca), ferro (Fe), zinco (Zn),
cobre (Cu) e chumbo (Pb) nos diferentes tecidos alvo do peixe-zebra. O esqueleto 6sseo
e as barbatanas sao constituidos maioritariamente por calcio e os olhos por zinco, como
esta demonstrado nas figuras 5.1 e 5.2. O ferro e o cobre, elementos presentes no san-
gue e associados ao sistema circulatério, acumulam-se predominantemente nas visceras,
branquias e no coragao [110, 111].

No caso do chumbo, os mapeamentos revelam bioacumulac¢ao nas visceras e zona
das branquias (figuras 5.3 e 5.4). No entanto, os peixes expostos a 20 y g/g e 40 u g/g
apresentam maior acumulagao do chumbo na zona das branquias contrastando com os
peixes expostos a 10 p g/g e 100 u g/g que apresentam maior deposi¢ao na zona visceral.

A bioacumulacao das branquias pode ser justificada pelo elevado niimero de trocas
gasosas e pelo contacto directo com a agua contaminada [66]. As branquias sao o primeiro
orgao em contacto com a agua contaminada e apesar de entrar por todo o corpo (devido
a caracteristica hiperténica do peixe), esta é a principal via de exposi¢ao do chumbeo.

Depois de entrar no organismo, e através do sistema circulatério, o chumbo é distribuido
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por todos os orgaos e a sua bioacumula¢ao dependera da afinidade deste metal com cada
um deles[4, 22].

A zona visceral inclui o sistema gastrointestinal (figado, intestinos) e rins[66]. De
forma a contribuir na excre¢ao e desintoxicacao dos metais, estes orgaos bioacumulam e
apresentam elevados valores de chumbo. Ainda nesta zona, estao localizadas as gonadas,
compostas por lipidos e com grande afinidade com o chumbo [112].

No que diz respeito a distribui¢ao elementar e de um modo geral (excepto o chumbo),

verifica-se assim um padrao comum dos elementos nos diferentes peixes.

Figura 5.1: Mapa exemplificativo da distribuicao do ferro (laranja) e zinco (rosa) obtido
por u-EDXRF

Figura 5.2: Mapa exemplificativo da distribui¢ao do calcio (rosa) e chumbo (encarnado)
obtido por p-EDXRF

Figura 5.3: Mapa da distribui¢cao multielementar de um peixe exposto a 10ug/g obtido
por u-EDXRF

5.2 Analise quantitativa

A analise qualitativa permitiu observar a distribui¢ao elementar e preferencial ao longo
do peixe. No entanto ndo permite aferir acerca da quantificacao e valores de deposicao
do chumbo, e outros elementos, no Danio rerio. Com esse intuito, procedeu-se a analise

quantitativa, que utiliza o método referido na seccao 4.3.3.
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Figura 5.4: Mapa da distribuigao multielementar de um peixe exposto a 100ug/g obtido
por u-EDXRF

5.2.1 Analise por y— EDXRF

Para se obter a analise por y-EDXRF foi necessario definir os tecidos alvos. O software
do aparelho de y-EDXRF, Tornado M4 da Bruker, permite seleccionar manualmente as
areas de analise, como exemplificado na figura 5.5. Os tecidos alvos definidos foram as
branquias, cérebro, area dorsal, espinha, visceras e peixe inteiro. Atendendo a que todos
0s peixes possuem a sua variabilidade intrinseca bem como a variabilidade no corte, a

dimensao e localizagao das areas variaram de peixe para peixe.

Apbs se ter quantificado cada area de cada peixe, chegou-se a conclusao que os tecidos
do cérebro, dorsal e espinha apresentavam valores de chumbo Abaixo do Limite de Detec-
¢ao (Below Detection Limit) (BDL), pelo que nao foi possivel aferir acerca da concentracao
de Pb nestas zonas. Assim, apenas se considerou para analise as zonas das branquias,
visceras e o peixe inteiro. Para cada grupo obteve-se a média ponderada da concentragao
de chumbo para os respectivos orgaos. De forma a facilitar as comparagoes dos resul-
tados obtidos, foram realizados graficos em fun¢ao dos orgaos e com a informagao da

concentracao nas diferentes concentra¢oes de Pb a que os peixes foram expostos.

Figura 5.5: Figura exemplificativa da selec¢ao dos tecidos alvos a analisar - peixe exposto
alOpug/g

Na figura 5.6 estao representadas as concentragoes de Pb nas branquias, visceras e no
peixe inteiro em funcao da concentra¢ao nominal a que foram expostos. Observa-se que
a bioacumulagao de Pb variou para os diferentes grupos e para cada orgao. Constata-se
que o grupo exposto a 20 u g/g foi o que, de um modo geral, apresentou zona de maior
bioacumulagao nas branquias, confirmando o referido na analise qualitativa. O grupo de

peixes exposto a uma concentragdo nominal de 10 y g/g apresentou maior bioacumulagao
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Figura 5.6: Graficos referente as diferentes concentra¢des de cada orgao obtidas pela
técnica de p-EDXREF para cada grupo de concentragao exposto ao Pb

na area visceral.

Em conjunto com os peixes expostos a 20 y g/g, aparentam ser os dois grupos com
bioacumula¢ao mais uniforme entre os orgaos analisados. Nao esquecendo que as con-
centragoes utilizadas nos bioensaios foram muito elevadas e bastante diferentes entre si
e considerando que estes grupos foram expostos a concentra¢des mais baixas, poderao
assim apresentar bioacumulagoes gerais mais semelhantes.

Os grupos expostos 40 u g/g e 100y g/g apresentam maior bioacumulagao nas bran-
quias e visceras, respectivamente. A concentracao de chumbo nestes locais para estes
grupos é significativamente maior.

Bioacumulac¢ao nas branquias
As branquias sao o primeiro orgao interno a entrar em contacto com a agua contaminada
de chumbo. Por essa razdo e por serem altamente irrigadas, espera-se uma bioacumulagao
significativa do metal nos seus tecidos.

As variagOes estatisticamente significativas, no que diz respeito as branquias face
ao grupo de controlo, encontram-se nos grupos expostos a 20 ug/g, 40 ug/g e 100ug/g
(figura 5.7). Devido a heterogeneidade das concentragdes obtidas pelo grupo de 10ug/g,
este resulta num desvio padrao muito elevado, pelo que nao é estatisticamente distinto
do grupo de controlo. Adicionalmente, quando comparados estatisticamente os grupos
entre eles, com excepgao para os grupos de 10ug/g vs 20ug/g e 10ug/g vs100ug/g, todos
apresentam diferengas consideraveis de valores.

A bioacumulacao para este orgao nao evidencia nenhuma tendéncia significativa,
no entanto verifica-se um aumento muito substancial da concentragao das branquias
dos peixes submetidos a 40ug/g. Apesar de se desconhecer a razao pela qual apenas este
grupo apresentou este valor de concentragao, pensa-se que possa estar associado a alguma
contaminacao prévia, doenca, baixa resisténcia imunitaria, ou mesmo o sexo e patrimonio
genético. Devido a essa mesma razao, estudou-se a biacumulagao de Pb tendo em conta o

sexo dos peixes, no subcapitulo 5.2.1.1.
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Através dos mapeamentos obtidos pela técnica de y-EDXRF percebeu-se também
que cada um dos grupos expostos a 20ug/g e 40ug/g apresentava um peixe com corte
imperfeito e que uma das metades apresentava parte dos 2 olhos. Isto por vezes acontece
devido ao facto de os peixes terem um tamanho reduzido e nao ser facil o seu manuseio e
corte, ainda que o corte seja feito com os peixes congelados a uma temperatura de -80°C.
Provavelmente devido ao corte na diagonal, uma das metades do peixe recebeu toda a
estrutura branquial ou sobrepds com uma outra estrutura, podendo ter contribuido para o
aumento da concentragao de chumbo nesta analise. O mapeamento exemplifcativo desta

assimetria encontra-se na figura 5.8.

Figura 5.7: Grafico da concentracao média de Pb nas branquias para cada um dos dife-
rentes grupos expostos a Pb. Os asteriscos indicam valores estatisticamente significativos
(p<0.05) relativamente ao grupo de controlo.

Figura 5.8: Mapeamento obtido através da técnica de EDXRF de um peixe exposto a
40pug/g com corte nao simétrico

Realizou-se uma comparagao da bioacumulagao face ao valor de concentracao nominal
a que foram expostos, representado pelos factores de bioacumulagao, presentes na tabela

5.1. Os factores de bioacumulagao sao calculados através da equagao 5.1:

_ C(ug/g)
~ VNC(ug/g) (5-1)

com,

FA- Factor de bioacumulacao;
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C- concentragao (ug/g);
VN C- valor nominal da concentracao (ug/g);

Atendendo aos valores obtidos e considerando que o grupo exposto a 40 ug/g possa apre-
sentar valores influenciados por factores externos, verifica-se uma tendéncia decrescente

de bioacumulagao, face a concentracao nominal a que foram expostos.

Tabela 5.1: Tabela referente aos factores de bioacumulacao das branquias. BDL: abaixo do
limite de detec¢ao

valor nominal de concentracao concentragao (ug/g) factor de bioacumulacao - branquias

controlo BDL -
10ug/g 50+50 5
20pg/g 60+30 3
40pg/g 600200 15
100ug/g 30+10 1/3

Bioacumulacao nas visceras
De acordo com a literatura, as visceras sdo o principal 6rgao envolvido na desintoxicagao
e excrecao do chumbo, pelo que, quando expostas a ele, acumulam grandes quantidades
deste metal, resultado este que foi comprovado neste estudo. A figura 5.9 mostra a con-
centracao de chumbo acumulado pelas visceras, em funcao das diferentes concentragoes
a que os Danio rerio foram expostos. Estatisticamente, e comparando com o grupo de

controlo, nenhum grupo apresentou valores com diferengas significativas neste érgao.

Figura 5.9: Grafico da concentra¢ao média de Pb nas visceras para cada um dos diferen-
tes grupos expostos a Pb. Os asteriscos indicam valores estatisticamente significativos
(p<0.05) relativamente ao grupo de controlo.

Por outro lado, a analise do grafico e das respectivas barras de incerteza mostra-nos
uma tendéncia crescente de concentragao de Pb visceral ao longo das concentrac¢des no-

minais.
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Quanto maior a concentra¢ao nominal administrada, maior é o esfor¢o para a eli-

minacao de toxinas e maior é a acumulacao nas visceras. A semelhanca das branquias,

Tabela 5.2: Tabela referente aos factores de bioacumulagao das visceras. BDL: abaixo do
limite de deteccao

valor nominal de concentragao concentracao (ug/g) factor de bioacumulagao - visceras

controlo BDL -
10ug/g 60+40 6
20ug/g 30+40 1,5
40ug/g 4020 1
100ug/g 200+200

comparou-se a concentra¢ao bioacumulada de chumbo com as concentra¢des nominais
administradas através dos factores de bioacumulagao, cujos resultados se apresentam
na tabela 5.2. Tal como nas branquias, verifica-se uma tendéncia decrescente de bioacu-
mulacao face a concentragdao nominal a que foram expostos. Apenas o grupo de 100ug/g
apresenta um aumento mais acentuado nesta comparagao, também acompanhado de uma
barra de incerteza associada acentuada. Nao se sabe ao certo a razao desta diferenca de
resultados, no entanto, pensa-se que possa estar associada a variabilidade intraespecifica

dos peixes nomeadamente o sexo (estudado mais detalhadamente na sec¢ao 5.2.1.1).

Durante o bioensaio reparou-se que no fundo dos aquarios existiam formacoes de
cristais e sais, provavelmente de Pb, resultantes da precipitagao deste metal. Pensa-se
ainda que por este motivo, possa ter ocorrido ingestao de pequenos cristais por parte
dos peixes, nomeadamente o grupo exposto a 100ug/g, que acabariam por se alojar no
intestino contribuindo para o aumento significativo da concentragao de Pb nesta zona. Por
essa razao e por indicio de que a concentragao real poderia nao corresponder a nominal,
realizou-se uma analise das concentracoes de Pb da agua por ICP-AES, cujos resultados

se apresentam na secgao 5.2.5.

Devido a sua elevada actividade, os tecidos das vilosidades intestinais sdo altamente
irrigados e apresentam ferro e cobre. A presenca adicional de agente xenobidticos, como
o chumbo, estimula o organismo a irrigar mais essas zonas de forma a biotranformar
estas substancias [113]. O ferro e o cobre estao associados a actividade ferroxidase do sis-
tema circulatdrio e dos eritrdcitos e pensa-se que possam estar relacionados entre si. Para
além disso tém sido investigados mecanismos associativos do ferro e do chumbo[114]
como estudos apresentados por Sousa e Tavares[115], que referem a possibilidade do
ferro competir com o chumbo e, consequentemente, inibir a sua ligagdo com a DMT]1,
uma proteina transportadora de metais divalentes e essencial para o processo de absor-
¢do intestinal[110]. No presente estudo, nao se observaram correla¢oes fortes para estes
elementos, nao corroborando a hipétese descrita, como podemos ver no grafico da corre-
lagao da figura 5.10. Os dados referentes ao ferro e ao cobre encontram-se na tabela B.3

do apéndice B.
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Figura 5.10: Grafico da correlagao entre o chumbo e os elementos ferro e cobre

Bioacumulac¢ao no peixe inteiro
A analise da biacumulagao do peixe inteiro, presente na figura 5.11, complementa cada
uma das analises feitas anteriormente uma vez que permite ter a percepcao global da

bioacumulacao do chumbo.

Figura 5.11: Grafico da concentragao média de Pb no peixe inteiro para cada um dos dife-
rentes grupos expostos a Pb. Os asteriscos indicam valores estatisticamente significativos
(p<0.05) relativamente ao grupo de controlo.

Sabemos que alguns tecidos alvo (espinha, cérebro e area dorsal) apresentam valores
abaixo do limite de deteccao da técnica, mas que nao contribuem drasticamente para
a bioacumulagao global do chumbo nos tecidos dos Danio rerio. Esta analise do peixe
inteiro tem em conta estas contribui¢oes e permite comparar a bioacumulagao total de
cada grupo.

Quando comparado com o grupo controlo, o Gnico grupo que apresenta variagoes
estatisticamente significativas € o exposto a 40 ug/g, essencialmente devido a forte acu-

mulag¢ao do Pb nas branquias, como mostrado anteriormente.
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Tabela 5.3: Tabela referente aos factores de bioacumulagao do peixe inteiro. BDL: abaixo
do limite de deteccdo

valor nominal de concentragao concentracao (ug/g) factor de bioacumulagao - peixe inteiro

controlo BDL -
10ug/g 30 + 20 ug/g 3
20ug/g 20 + 20 ug/g 1
40ug/g 20+ 20 pug/g 1/2
100ug/g 50 + 60 ug/g 1/2

Verifica-se assim a tendéncia decrescente de bioacumulag¢ao quando é considerado
o valor nominal utilizado, como é possivel ver na figura 5.3. Este decréscimo pode ser
explicado pela saturagao de bioacumulagao dos tecidos, ou seja, a partir de uma determi-
nada dose de chumbo, os diferentes tecidos atingem o seu limite de bioacumulagao, nao

conseguindo a partir desse valor, continuar a biacumular [116].

A semelhanga do comportamento de saturagio dos tecidos em estudos, Finley et
al.[116] estudaram a acumula¢ao do chumbo em tecidos 0sseos dos patos-reais através
da espectroscopia de absorcao atomica. Administraram doses de injeccdes de 206 mg de
chumbo nos patos e constataram que os tecidos apresentavam limites de saturagao do
chumbo, nao bioacumulando para além destes valores. Apesar de os organismos modelos
serem diferentes, estes resultados podem justificar alguns dos resultados apresentados

anteriormente.

Para além disso, esta tendéncia decrescente observada pode estar associada a outro
factor, relacionado com o metabolismo. Apds a exposi¢ao ao chumbo, os peixes revelaram
alguns movimentos hiperativos tal como estudado por Chen et al. [117]. Observaram mu-
dangas significativas na frequéncia do movimento da cauda e velocidade de locomogao
de peixes zebras quando expostos a baixas concentracoes de chumbo, referindo ainda
a hiperactividade induzida em criangas intoxicadas com chumbo. Pensa-se que este au-
mento de metabolismo possa ajudar e acelerar o processo de excregao, contribuindo para
a diminui¢ao do valor de chumbo acumulado. Apesar de nao se conhecer uma explicagao
para tal acontecimento e serem necessarios mais estudos para se conhecer os mecanismos

subjacentes, estes resultados podem justificar tal decréscimo.

A figura 5.11 sugere ainda uma conjugacao entre as duas figuras anteriores ( figuras
5.7 € 5.9). O valor observado pelo grupo de 40ug/g é obtido pela concentragdo acumu-
lada nas branquias deste grupo e o valor obtido pelo grupo de 100ug/g corresponde a
concentragao de chumbo obtida na zona visceral do mesmo. Os restantes grupos apresen-
tam o mesmo comportamento dos tecidos alvos analisados anteriormente, concluindo-se
que, de facto, os restantes tecidos alvos: espinha, dorsal e cerébro, nao bioacumularam

concentragoes significativos de chumbo.

Este estudo nao permite inferir a razao pela qual os grupos expostos a 40 ug/g e

20pug/g bioacumularem mais nas branquias e os de 10ug/g e 100ug/g nas visceras. Sao
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assim necessarios estudos com amostragem maior para esclarecer esta situagao.

5.2.1.1 Analise por sexos

As quantificagoes obtidas anteriormente revelaram alguns resultados com valores discre-
pantes. O sexo dos Danio rerio parece influenciar a afinidade do chumbo para com os
tecidos alvo. A zona visceral destes peixes é composta pela gonadas que, por sua vez e
particularmente nas fémeas, sao ricas em lipidos. O chumbo, sendo lipofilico, apresenta
maior afinidade para estes tecidos, pelo que se bioacumula em maior quantidade. Por esta
razao, realizou-se uma analise com base na distin¢ao de sexos, considerando apenas as
zonas das branquias e das visceras (atendendo que o peixe inteiro é resultado destas duas

zonas).

Figura 5.12: Grafico da concentracao média de Pb nas branquias em fun¢ao do sexo
para cada um dos diferentes grupos expostos a Pb. Os valores sem barra de erro sao os
referentes a um tnico peixe.

A figura 5.12 é refere-se a deposicdo de chumbo branquial em fung¢ao do sexo de
cada peixe. As concentragoes de chumbo obtidas para as exposi¢oes de 20ug/g, 40ug/g
e 100pug/g foram maiores nas fémeas do que nos machos e apenas o grupo exposto a
10ug/g apresentou maior concentragao nos machos, porém, nao apreciavel. Apenas o
grupo exposto a 40ug/g apresenta uma diferenca bastante acentuada. Apesar da estrutura
branquial ser igual para os dois géneros, e a partida nao se esperar diferencas considera-
veis, as fémeas sao maiores e possuem diferentes metabolismos. Por esse motivo podem
bioacumular mais nesta zona.

Contrariamente as branquias, a analise por sexos da zona visceral revela diferengas
significativas para todos os grupos, sendo que, em todos os casos, € o grupo de fémeas
quem apresenta maior reten¢ao de chumbo, consequéncia da afinidade das goénadas para

com o chumbo, maior dimensao e metabolismo das fémeas. O grupo exposto a 100ug/g
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Figura 5.13: Grafico da concentracao média de Pb nas visceras em func¢ao do sexo para
cada um dos diferentes grupos expostos a Pb. Os valores sem barra de erro sao os referen-
tes a um unico peixe.

apresenta uma diferenca desproporcional entre fémea/macho. No entanto, deve-se ter
em conta que com uma amostragem de n=3, s6 se possui num dos casos apenas 1 macho
ou 1 fémea, pelo que a andlise estatistica é impossivel.

Complementarmente com a anélise qualitativa, verificaram-se aglomerados de chumbo
nos intestinos dos peixes, que podem tanto ser cristais de chumbo (devido a precipitagao),
bem como uma deposicao preferencial neste 6rgao em ambientes com alta concentracao
de Pb, aumentando consideravelmente a concentracao do metal no 6rgao. Na figura 5.14

¢ posssivel verificar o mapa de um peixe exposto a 100ug/g que exemplifica o referido.

Figura 5.14: Mapa de um Danio rerio exposto a 100ug/g com evidéncia de chumbo na
visceras

E de destacar a dificuldade de realizar um corte simétrico das amostras, a variacao
dos tamanhos e areas dos orgaos de peixe para peixe que resultam em barras de incerteza

mais elevadas. Para além disso, deve também ter-se em conta que o trabalho em questao
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utiliza organismos vivos, com variabilidade intraespecifica e ainda uma amostragem de

dimensao reduzida, que influenciam os conclusoes.

5.2.2 Analise por EDXRF com geometria triaxial

De seguida, as amostras foram analisadas noutra configuragao da técnica de EDXRF, com
geometria triaxial.

Pelo que foi observado na secgao anterior, fez-se directamente uma analise tendo em
conta os sexos dos peixes. O grafico 5.15 apresenta os resultados da concentragao de
chumbo nos peixes zebra analisados pela técnica referida para cada um dos sexos. Pode-
se constatar que existem variagoes substanciais nas concentragoes para cada um dos sexos
em todos os grupos dos bioensaios. Verifica-se uma tendéncia crescente para os machos
(a partir do grupo exposto a 20 ug/g) a medida que se aumenta a concentragao nominal
utilizada. Para as fémeas nao se verifica nenhuma tendéncia. Porém, e com em excepgao
para o grupo de 100 ug/g, apresentam valores mais elevados que os respectivos machos de
cada grupo. Quando apreciados estatisticamente, todos os grupos apresentam variagoes
significativas face ao grupo de controlo. Os valores da concentracao de chumbo obtidos
por esta técnica encontram-se no apéndice C.

Devido a configuracao desta técnica e a utilizacao de um colimador, a area analisada
fica limitada a uma area com forma de elipse (aproximadamente 7x5mm) que, consoante
o posicionamento do peixe no porta amostras, pode estar a incidir numa zona de grande
concentracgao de Pb (como € o caso das visceras ou branquias) e fazer variar muito o seu
valor. A area de analise é consideravelmente menor que o tamanho do slide e do peixe
inteiro, pelo que esta analise nao reflecte os valores de Pb no peixe todo. Os elevados
valores apresentados e a observacao do suporte do sistema triaxial e dos respectivos slides
utilizados, sugerem que o feixe incidiu maioritariamente nas visceras, registando assim o
valor nessas zonas. A comparagao entre os valores das visceras obtidos por y-EDXRF e os
valores obtidos por esta técnica encontram-se na secgao 5.2.4 e sugerem assim o referido

anteriormente.

5.2.3 Analise por ICP-AES
5.2.3.1 Estudo da bioacumulagao do chumbo

Depois de terem sido analisadas por EDXRF, as amostras seguiram para uma analise por
ICP-AES. Do mesmo modo, distinguiram-se as amostras por sexos e por grupos. A figura
5.16 apresenta os resultados da concentracao de chumbo nos peixes zebra analisados
pela técnica referida para cada um dos sexos. Constata-se um aumento das concentragdes
presentes nos tecidos dos Danio rerio com o aumento das concentragoes nominais a que
foram expostos. Verifica-se uma ligeira diferenca entre fémeas e machos para os diferentes
grupos, sendo a concentragao mais elevada nas fémeas para todos os grupos, excepto no

grupo exposto a 100 ug/g. A analise estatistica demonstrou variag¢des significativas em
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Figura 5.15: Grafico referente a concentracao média de Pb em funcao do sexo dos Danio
rerio obtido através de técnica de EDXRF com geometria triaxial. Os valores sem barra de
erro sao os referentes a um unico peixe. Os asteriscos indicam valores estatisticamente
significativos (p<0.05) relativamente ao grupo de controlo.

todos os grupos face ao controlo, e ainda para todos o grupos entre eles, excluindo os
grupos de 10ug/g vs 20ug/g. Os valores da concentracdo de chumbo obtidos por esta

técnica encontram-se no apéndice D.

Figura 5.16: Grafico referente a concentracao elementar média de Pb em func¢ao do sexo
dos Danio rerio obtido através de técnica de ICP-AES. Os valores sem barra de erro sao os
referentes a um unico peixe. Os asteriscos indicam valores estatisticamente significativos
(p<0.05) relativamente ao grupo de controlo.
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5.2.4 Comparacao de técnicas

As técnicas referidas anteriormente, EDXRF e ICP-AES, analisaram as mesmas amostras
expostas ao bioensaio de chumbo. Assim, através da figura5.17, é possivel examinar a
comparacao de resultados entre as técnicas. No geral, e dando importancia as barras de
incerteza, verifica-se uma concordéncia entre os resultados obtidos através da técnica de
pu-EDXRF e ICP-AES.

Figura 5.17: Grafico comparativo das trés técnicas utilizadas referentes a concentragao
elementar média de Pb.

Quando comparados os resultados obtidos através da técnica de EDXRF com geome-
tria triaxial, os resultados diferem e apresentam barras de incerteza consideraveis. No
entanto, de acordo com o referido na secgao 5.2.2, esta andlise parece reflectir a concen-
tragao de Pb nas visceras dos peixes, apresentando valores bastante mais elevados e por
isso diferentes quando comparados com as duas técnicas anteriores.

De forma a corroborar a hipdtese colocada, comparou-se os resultados obtidos nas
visceras pela técnica de y-EDXREF e os resultados da técnica com configuragao triaxial,
presente na figura 5.18. Nao se considera neste grafico os resultados do ICP-AES, ja que
este reflecte os resultados para o peixe inteiro. Conclui-se, por conseguinte, que ambos os
resultados obtidos através desta analise se aproximam, mesmo com as devidas barras de
incerteza, e pensa-se assim que a analise pela técnica de EDXRF com geometria triaxial

incidiu maioritariamente na zona visceral.

5.2.5 Analise da agua

Para além das amostras de peixe-zebra, foram também analisadas por ICP-AES as aguas
dos diferentes tanques a que os peixes estiveram expostos. Apesar das concentracdes
nominais estabelecidas, a analise das concentragoes reais de chumbo demonstrou perdas

significativas da concentragdo deste elemento. A biodisponibilidade do chumbo esta
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Figura 5.18: Grafico comparativo das técnicas de EDXRF utilizadas referentes a concen-
tracao elementar média de Pb na zona visceral.

dependente da absor¢ao de sedimentos e contetido natural da agua, como é o caso do
pH, dureza da agua e alcalinidade [118]. A tabela 5.4 mostra a comparagao entre as

concentracdes nominais e reais.

Tabela 5.4: Dados referentes a analise através de ICP-AES da concentragao elementar
média de Pb da agua a que os peixes foram expostos nos bioensaios.

concentra¢ao nominal (yug/g) concentracao de Pb na agua (mg/L)

controlo nao detectado
10 3,9+0,3

20 5,85+0,06
40 7,2+0,3
100 14,3+0,4

Para a concentragao nominal de 10ug/g, apenas se regista uma concentragao de 3,9
mg/l a que os peixes estiveram expostos, sendo estas duas concentragdes as que mais
se aproximaram . A medida que se aumenta a concentragdo nominal, verifica-se uma
concentragao real cada vez menos préxima da nominal. Estas perdas significativas podem
ser justificadas por varios factores, entre eles a acumulagao de Pb na materia organica (e
outros constituintes da agua), a bioacumulacao de Pb em bactérias existentes nos aquarios,
adsorcao por metais como Fe e Mn e, por fim, precipitagdo do Chumbo [119].

No fundo dos aquarios verificou-se a presenca de sais e cristais provavelmente de Pb,
resultantes da precipitacao do metal, sendo esta, possivelmente, a maior causa de diminui-
cao da concentracgao real de Pb disponivel. Atendendo a que se utilizaram concentragoes
nominais muito elevadas nos diferentes tanques, seria de esperar que os valores mais

elevados apresentassem maior precipitacao e, consequemente, valores mais discrepantes
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face a concentracao real de Pb.

Estima-se que, para uma concentracao de 10ug/g, tenham precipitado 6 mg/L, para
20ug/g a volta de 14mg/L, para 40ug/g sensivelmente 32 mg/L e por fim para 100ug/g
por volta de 85mg/L. Constata-se assim que, quanto menor a concentracao nominal utili-

zada, maior sera a aproximagao a concentracao real de Pb.

Desta forma, tendo em conta as concentragdes reais a que os peixes estiveram expostos,
estes dados poderao justificar alguns dos resultados apresentados anteriormente nas
seccoes 5.2.1,5.2.2 e 5.2.3.

E de referir ainda que a bioacumulagio de chumbo em organismos aquéticos pode ser
afectada por variados factores, como a presenca de metais, pH, dureza da agua e presenca
de cloro. [119]. Lewis and McIntosh observaram o aumento e complexacao de Pb com
ferro e diminuicao de pH e Weiner and Giesy mostraram que a acumulag¢ao de Pb reduziu
com carbono organico e fosfato. No entanto, no presente estudo nao foi realizado nenhum
teste com a variacao destes parametros, pelo que nao sabemos ao certo como foi afectada

a bioacumulagao por estes factores.

Na tabela 5.5 encontram-se os valores dos factores de bioacumulagao corrigidos, aten-
dendo aos valores de concentracao de Pb obtidos pela analise da agua, para cada um dos

6rgaos e para cada grupo exposto ao Pb.

Tabela 5.5: Tabela referente aos factores de bioacumulagao corrigidos.

concentracao concentragao factor de factor de
nominal (uglg) bioacumulacao bioacumulagao corrigido
Branquias
10ug/g 50+50 5 13
20ug/g 60+30 3 10
40ug/g 600+200 15 83
100ug/g 30+10 1/3 2
Visceras
10ug/g 60+40 6 15
20ug/g 30+40 1,5 5
40ug/g 40+20 1 6
100ug/g 200+200 2 14
Peixe Inteiro
10ug/g 30 £ 20 3 8
20ug/g 20+ 20 1 3
40ug/g 20+ 20 1/2 3
100ug/g 50 £60 1/2 3

Comparando os valores dos factores de bioacumulagao presentes na tabela 5.5, verifica-
se uma tendéncia semelhante, mesmo que com valores bastante superiores para os facto-
res de bioacumulagao corrigidos. Deste modo, o calculo destes novos factores de bioacu-

mulacdo revelam um comportamento semelhante ao referido na secgao 5.2.1 e apesar do
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valor da concentragao de Pb na agua ser diferente da concentragao nominal, o comporta-

mento parece manter-se.

5.2.6 Analise de Biomarcadores

Adicionalmente, realizou-se um estudo de biomarcadores com o objectivo de se avaliar o

stress oxidativo causado pelo Pb.

5.2.6.1 Peroxidagao Lipidica

Na figura 5.19 encontram-se os dados referentes a concentragao de MDA, que representa
o dano oxidativo na membrana celular. Observaram-se diferencas estatisticamente sig-
nificativas para os grupos expostos a 20 ug/g, 40ug/g e 100ug/g quando comparados
com o grupo de controlo. Relativamente a comparagao entre os grupos, verificaram-se
diferencas estatisticamente significativas apenas entre os de 10ug/g vs.40ug/g. Apesar
disto, verifica-se uma tendéncia crescente da concentracao de MDA, relativamente ao
grupo de controlo. Isto porque, a partida, quanto maior a concentracao de Pb, maior sera
o dano oxidativo e maior sera a concentragao de MDA. Os resultados obtidos por Shafig-
ur-Rehman[15] assemelham-se aos resultados obtido no presente estudos. O autor expds
carpas (Cyprinus carpio) a 50ug de chumbo durante 15 e 30 dias e observou aumento
dos niveis de MDA. Paralelamente, observou os niveis de MDA sob o efeito de diferentes
concentracgoes de Pb no cérebro das mesmas carpas. A figura 5.19 revela uma tendéncia
crescente de MDA com o aumento de Pb [15]. Também Anusuya e Kiran[120], observaram
o aumento da concentra¢ao de MDA em ratos Sprague Dawley face ao grupo de controlo,

em exposi¢oes ao chumbo de bioensaios de 4 e 8 semanas.

5.2.6.2 Superoxido Dismutase

Tal como se mostra na figura 5.20, que apresenta a percentagem de inibi¢ao da SOD para
cada um dos grupos expostos ao Pb, o superéxido dismutase apresenta um comporta-
mento crescente quando exposto a uma maior concentragao de Pb. Ao encontrar agentes
nocivos, o organismo sintetiza a enzima SOD de forma a neutralizar-los. Por esse mo-
tivo, em contacto com maior concentracao de Pb, mais SOD sera produzida. Apesar da
tendéncia crescente verificada, apenas o grupo exposto a 100ug/g apresenta diferencas
estatisticamente significativas quando comparado com o grupo de controlo.

Tal como no presente estudo, Farombi et al.[16] expuseram peixes gato a 0,29 ug/g
de chumbo e concluiram que o metal induzia o aumento da concentracao de SOD, com
excep¢ao nas branquias. Também corroborando estes resultados, Vaziri et al.[121] repor-
taram uma actividade crescente de SOD nos rins, medula e outros orgaos de ratos Dawley
expostos a chumbo.

Por outro lado, Zhang H. et al.[122], realizaram um estudo em figados de peixes zebra e

observaram inibi¢do da SOD com o aumento de chumbo. Duas teorias tém sido discutidas
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Figura 5.19: Comparacao dos diferentes niveis de peroxidagao lipidica causadas pelas
diferentes concentragoes de Pb comparativamente ao grupo de controlo para o Danio
rerio. Os asteriscos indicam valores estatisticamente significativos (p<0.05) dos grupos
expostos a 20 ug/g e 40ug/g de Pb em relagao ao grupo de controlo. O cardinal indica
valores estatisticamente significativos (p<0.05) dos grupo exposto a 40 ug/g de Pb em
relacao ao de 10ug/g.

Figura 5.20: Comparagao dos diferentes niveis de inibicao de SOD dos grupos expostos a
diferentes concentragoes de Pb comparativamente ao grupo de controlo para o Danio rerio.
Os asteriscos indicam valores estatisticamente significativos (p<0.05) do grupo expostos
a 100 pug/g de Pb em relagdo ao grupo de controlo.
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para justificar estes dois resultados aparentemente divergentes: a primeira diz-nos que
a SOD é um mecanismo compensatorio da exposi¢ao ao chumbo, e por isso, aumenta;
a segunda teoria defende que os métodos de medida da enzima se baseiam na medicao
da alteracao de subtrato e que o chumbo se liga ao SOD nao permitindo a ligacao ao

substrato nem a sua medic¢ao [122].

5.2.6.3 Catalase

Figura 5.21: Comparacao dos diferentes niveis de actividade da Catalse dos grupos ex-
postos a diferentes concentracdes de Pb comparativamente ao grupo de controlo para
o Danio rerio. Os asteriscos indicam valores estatisticamente significativos (p<0.05) do
grupo expostos a 20 ug/g de Pb em relagao ao grupo de controlo.

A figura 5.21 apresenta a actividade da CAT em funcao dos grupos expostos a dife-
rentes concentragoes de Pb. A actividade da CAT apresenta diferencas estatisticamente
significativas entre o grupo de controlo e o grupo exposto a 20 ug/g. Analisando a figura,
sugere-se que existe uma tendéncia para a diminui¢ao da actividade da catalase até aos
20ug/g, nao sendo possivel concluir acerca da actividade da CAT para as concentragoes
superiores a este.

Contrariamente aos resultados obtidos neste estudo, Boudjema k. et al.[123] observa-
ram que a actividade da catalase aumentava face a uma maior concentragao de chumbo.
Estudaram a actividade de catalase em mexilhoes expostos a diferentes metais, inclusive
o chumbo. Contudo quer o modelo biolégico utilizado quer as condigoes experimentais,
como a concentracao utilizada, baixo pH e baixa temperatura, eram distintas do presente
estudo o que torna qualquer tentativa de comparacao dificil.

De igual modo, também Ahmed T. et al.[42] observaram um comportamento de au-
mento semelhante nos rins dos peixes Oreochromis noloticus quando expostos a chumbo
e cadmio durante a primeira semana. No entanto, na segunda semana de estudo, obser-
varam uma mudanca de comportamento da actividade da catalase, semelhante ao que se

observou no presente estudo. Para além disso, a diminui¢ao da actividade desta enzima
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podera ter efeitos ao nivel da peroxidagao lipidica, devido a produgao excessiva de H,0,.
Também o estudo apresentado por Dimitrova et al.[124] em carpas, revelou diminuic¢ao da
actividade de CAT apds 5 dias de exposi¢ao a chumbo e zinco, corroborando os resultados

obtidos para os grupos expostos até aos 20ug/g.

5.2.6.4 HSP70

Figura 5.22: Comparagao da quantidade de proteina HSP70 dos grupos expostos a dife-
rentes concentracoes de Pb comparativamente ao grupo de controlo para o Danio rerio.

Utilizou-se também a HSP70, uma proteina de choque térmico, para estudar os da-
nos provocados pelo chumbo. A analise da figura 5.22 revelou a existéncia de diferencas
estatisticamente significativas para os grupos expostos a 40ug/g e 100ug/g, comparativa-
mente com os controlos e parece existir uma tendéncia decrescente em relacao ao controlo.
Os resultados sugerem que as concentragoes mais elevadas de Pb inibem a producao de
HSP70.

Também Nadeau et al.[125], Opanashuk et al.[44] e ainda Cabell et al.[126] constata-
ram uma tendéncia decrescente destas proteinas quando expostas ao Pb em invertebrados
e células neuronais/astrocitos, sugerindo que possam existir mecanismos de adaptacao,
tolerancia e resisténcia face ao stress induzido por estas substancias. Efremova et al.[127]
testaram o efeito do Pb nas HSP70 em douradas, nao tendo verificado um aumento e
obtendo resultados similares aos do presente estudo.

Ainda noutra vertente, Posser ef al.[128] recorreram a ratos Winstar, contaminando-os
com Pb, nao tendo conseguido verificar alteragoes significativas ou padroes da proteina
de stress em questao.

Por outro lado, contrariamente aos resultados obtidos no presente trabalho, diversos
estudos como o de Wu et al. [129], Fulladosa et al.[130] e Singer et al. [131], mostraram um
aumento da produc¢ao de HSP70. Contudo, é possivel que animais distintos dos utilizados

no presente estudo (mexilhoes e Douradas) bem como diferentes condi¢oes experimentais
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(cloreto de chumbo, horas de exposigdo, temperatura e pH) tenham produzido resultados

distintos, tornando dificil uma comparacao.

5.2.6.5 Glutationa Peroxidase

Figura 5.23: Comparacao dos diferentes niveis de actividade da GPx dos grupos expostos
a diferentes concentra¢des de Pb comparativamente ao grupo de controlo para o Danio
rerio. Os asteriscos indicam valores estatisticamente significativos (p<0.05) dos grupos
expostos a 10 ug/g e 40ug/g de Pb em relagao ao grupo de controlo.

No grafico 5.23 encontram-se os dados referentes a Glutationa peroxidase (GPx). Exis-
tem diferencas estatisticamente significativas para os grupos de 10 pug/g e 40 ug/g com-
parativamente ao grupo de controlo, revelando uma tendéncia decrescente de actividade
da GPx. Tal como no presente estudo, o bioensaio realizado por Labrot et al.[132] em
peixes zebra, demonstrou que a actividade da GPx diminui em fun¢do do aumento da
concentragao de chumbo. Ariza et al. [133] verificaram também um ligeira inibi¢ao da
actividade de GPx apods exposi¢ao ao chumbo de uma cultura de células AS52 assim como
Rajat e Gill [134] em ratos Wistar expostos a 50 ug/g de Pb. Nestes casos, a actividade
enzimatica é obtida medindo o consumo de f-NADPH como reagente, numa reacgao se-
cundaria catalisada pela glutationa redutase. Com o aumento da concentracao de chumbo
no organismo, aumenta a peroxidagao lipidica e, consequementemente, a producao de
perdxido de hidrogénio, sendo a Glutationa S-transferase (GST) necessaria para catalisar

a sua reducao, e resultar na sua diminuigao [46].

5.2.6.6 Acetilcolinesterase

Por fim, utilizou-se também a aceticolinesterase para medi¢ao do efeito do chumbo no
organismo dos Danio rerio. Os resultados referentes a esta enzima encontram-se na figura
5.24. Apesar do estudo estatistico ndo ter mostrado a existéncia de diferengas significa-
tivas, parece existir uma tendéncia crescente da actividade da AchE quando comparado

com o grupo controlo. Com grande afinidade para o chumbo e ligando-se a ela, o metal
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Figura 5.24: Comparagao dos diferentes niveis de actividade da AchE dos grupos expostos
a diferentes concentra¢des de Pb comparativamente ao grupo de controlo para o Danio
rerio.

inibe a ac¢ao da AchE. No entanto,os resultados obtidos sugerem nao existir uma inibigao
enzimatica evidente. Também Richetti et al.[47] analisaram o efeito de diferentes metais
no cérebro dos peixes zebra. Expuseram Danio rerio a 20 ug/1 de chumbo durante dife-
rentes periodos (24h, 96h e 30 dias). Face ao grupo de controlo, obtiveram uma reducao
de actividade nas primeiras 24 horas, seguido de um restauro da actividade crescente
de AchE nos periodos seguintes. Segundo os autores, estes resultados sugerem algum
mecanismo indirecto do organismo e da enzima, que necessitara de mais estudos. Para-
lelamente, o grupo realizou também um estudo do efeito do aumento Pb na actividade
de AchE, nao obtendo diferengas significativas muito acentuadas mas uma tendéncia
crescente da actividade da enzima. Para além disso, é preciso considerar que a analise da
AchE foi realizado no homogeneizado do organismo inteiro o que podera mascarar algum
efeito mais especifico que possa ocorrer ao nivel do cérebro. Sugerindo-se que em estudos

posteriores, se realize um estudo individualizado por 6rgaos para este biomarcador.
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6.1 Conclusao e trabalhos futuros

O principal objectivo deste estudo foi avaliar o efeito da toxicidade do chumbo, e outros
elementos traco, em peixes zebra (Danio rerio). Para tal, recorreu-se a trés técnicas de

detecgdo multielementar.

Através da u-EDXREF foi possivel estudar-se a distribuigao elementar global e simul-
tanea nos diversos 6rgaos de Danio rerio, complementado os estudos de outros investi-
gadores ja realizados em apenas um ou varios grupos de 6rgaos. A analise através deste
método permitiu definir os diferentes tecidos-alvo preferenciais da bioacumulagao do
chumbo assim como obter mapas qualitativos dos mesmos. Percebeu-se que o chumbo
apresenta maior afinidade com 6rgaos como as branquias e visceras e que devido a alta
afinidade que possui para com os lipidos se deposita em maior quantidade nas fémeas,

corroborando a informacao encontrada na literatura.

Analisaram-se ainda as amostras pela técnica de ICP-AES e EDXRF com geometria
triaxial, sendo apenas possivel a comparacao das trés técnicas para o peixe todo. Obteve-
se assim concordancia entre os resultados da y-EDXRF e ICP-AES e concluiu-se que os

valores obtidos pelo método triaxial diziam respeito maioritariamente a zona visceral.

Paralelamente, investigou-se o efeito do chumbo a nivel celular através do estudo enzi-
matico e de HSP70. A LPO foi a que apresentou variac¢des significativas mais acentuadas,
reflectindo o dano celular causado pelo chumbo nos grupos expostos a concentragoes
mais elevadas. Quanto as outras enzimas, estas revelaram algumas tendéncias e diferen-
cas significativas face ao controlo, sendo apenas possivel fazer suposi¢oes acerca dos danos
causados a nivel celular. Alguns do resultados enzimaticos e mais especificamente a AchE,
podem apresentar efeitos mascarados devido ao método utilizado, sugerindo-se que no

futuro se realize um estudo mais individualizado por 6rgaos para este biomarcador.
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Por se tratarem de organismos vivos, todos os resultados apresentados partilham
de barras de incerteza associadas, que reflectem fortemente a variabilidade intrinseca
de cada peixe. O sexo, tamanho, condi¢ao fisioldgica e informagao genética variam de
animal para animal, sendo a resposta ao chumbo diferente para cada um deles. As barras
de incerteza podem também ser superiores devido ao numero reduzido de amostras do
bioensaio.

No contexto dos resultados obtidos, propoe-se para um estudo futuro a utilizagao
de pastilhas na analise de EDXRF com geometria triaxial. A homogenizacao da amostra
podera permitir uma quantificacao do peixe como um todo para evitar possiveis descre-
pancias. Com o mesmo objectivo, sugere-se também aumentar o nimero de amostras
utilizadas.

De forma a optimizar os bioensaios de Pb, seria vantajoso realizar-se um bioensaio
com vista a determinagao do valor de Concentragao letal (LC50) do chumbo para o D.
rerio, ja que nao foi possivel encontrar um valor coerente na literatura, talvez devido ao
efeito de precipitacao do Pb na agua.

Em suma, apesar de ser um estudo relativamente curto, verificou-se que o chumbo
induziu efeitos toxicos tanto a nivel celular como de bioacumulagao nos organismos do
peixe zebra. Além disso, os resultados obtidos e as respectivas comparagoes demonstra-
ram que as técnicas nao destrutivas utilizadas sao adequadas para a avaliacao quantitativa
de amostras bioldgicas, sendo, no entanto, necessaria uma melhoria substancial de técnica

de modo a detectar a presenca deste metal no cérebro, osso e musculo do Danio rerio.
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APENDICE

VALORES ASSOCIADOS AS MEDIGCOES EFECTUADAS

AOS PEIXE ZEBRA

Tabela A.1: Medi¢oes dos peixes zebra.

peixe peso (mg)+0,1 peso liofilizado (mg)+0,1 comprimento (mm)+0,05 sexo
Controlo 1 242,2 15,0 25,0 macho
Controlo 2 315,4 24,0 26,0 fémea
Controlo 3 258,3 25,0 25,0 macho
Controlo 4 258,0 31,0 25,0 fémea
Controlo 5 519,0 126,0 31,0 macho
Controlo 6 440,0 14,0 29,0 fémea
10ppm 1 432,0 68,0 27,0 macho
10ppm 2 481,0 87,0 32,0 femea
10ppm 3 278,0 35,0 25,0 macho
20ppm 1 580,0 109,0 31,0 macho
20ppm 2 437,0 58,0 30,0 fémea
20ppm 3 368,0 47,0 29,0 macho
40ppm 1 258,0 29,0 23,0 fémea
40ppm 2 460,0 48,0 30,0 fémea
40ppm 3 299,0 44,0 25,0 macho
100ppm 1 357,0 58,0 27,0 fémea
100ppm 2 409,0 67,0 30,0 macho
100ppm 3 569,0 90,0 34,0 macho
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APENDICE

VALORES ASSOCIADOS A TECNICA DE ,u—EDXRF

Tabela B.1: Dados referentes a concentra¢ao elementar média de Pb obtida em funcao
dos tecidos alvos. Os asteriscos indicam valores estatisticamente significativos (p<0.05)
relativamente ao grupo controlo.

Brinquias (pg/g) Area visceral (ug/g) Peixe inteiro(ug/g)
controlo BDL BDL BDL
10pg/g 50450 6040 30420
20ug/g 60+30 * 30+40 20+20
40ug/g 600+200 * 4020 80+60 *
100ug/g 30+£10 % 200+200 50+50

Tabela B.2: Dados referentes a concentracio elementar média de Pb obtida em fun¢ao dos
tecidos alvos e do sexo dos Danio rerio. Os valores sem desvio padrao sao os referentes a

um unico peixe.

Branquias (ug/g) Areavisceral (ug/g) Peixe inteiro(ug/g)
controlo macho BDL BDL BDL
controlo fémea BDL BDL BDL
10ug/g macho 50+50 60+50 20420
10pg/g fémea 36 75 39
20pug/g macho 10£10 3+1 7+1
20ug/g fémea 53 72 32
40ug/g macho 384 19 27
40ug/g fémea 19+1 2004200 18+4
100pug/g macho 30+10 200+200 50450
100ug/g fémea 33 325 126
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APENDICE B. VALORES ASSOCIADOS A TECNICA DE u-EDXRF

Tabela B.3: Dados referentes a concentracao elementar média de ferro e cobre para os
diferentes grupos

Brinquias (yg/g) Area visceral (ug/g) Peixe inteiro(ug/g)

10ug/g 330420 150450 13020
20ug/g 270420 13010 14020
40ug/g 218420 200+90 100460
100ug/g 240+30 170440 90+50
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APENDICE

VALORES ASssOCIADOS A TECNICA DE EDXRF com

GEOMETRIA TRIAXIAL

Tabela C.1: Dados referentes a concentracao elementar média de Pb obtida pela técnica
de EDXRF com geometria triaxial. Os asteriscos indicam valores estatisticamente signifi-
cativos (p<0.05) relativamente ao grupo controlo.

grupo  concentracao de Pb (ug/g)

controlo
10ug/g
20pg/g
40pug/g
100ug/g

BDL

200+200 *
100+100 *

40+£30 *

300+300 *

Tabela C.2: Dados referentes a concentracao elementar de Pb obtida em fun¢do do sexo
dos Danio rerio através da técnica de EDXRF com geometria triaxial. Os valores sem
desvio padrao sao os referentes a um tinico peixe.

grupo

concentragao de Pb (ug/g)

controlo macho
controlo fémea
10ug/g macho
10ug/g fémea
20pug/g macho
20ug/g fémea
40ug/g macho
40pg/g témea
100ug/g macho
100ug/g témea

BDL
BDL
110+90
427
1442
282
19
50+20
300+300
250

75






APENDICE

VALORES AssOCIADOS A TECNICA DE ICP-AES

Tabela D.1: Dados referentes a concentracao elementar média de Pb obtida pela técnica
ICP-AES. Os asteriscos indicam valores estatisticamente significativos (p<0.05) relativa-

mente ao grupo controlo.

grupo  concentracao de Pb (ug/g)

controlo
10ug/g
20ug/g
40pg/g
100ug/g

nao detectado

543 %
9+6 *

40+20 %

200+£200 *

Tabela D.2: Dados referentes a concentracao elementar de Pb obtida em func¢ao do sexo
dos Danio rerio através da técnica ICP-AES.Os valores sem desvio padrao sao os referentes

a um Unico peixe.

grupo

concentragao de Pb(ug/g)

controlo macho
controlo fémea
10pug/g macho
10ug/g fémea
20ug/g macho
20ug/g fémea
40ug/g macho
40pug/g fémea
100ug/g macho
100pug/g fémea

nao detectado
nao detectado
2,6+0,9
9
6+5
15
20
53+3
200+200
178
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APENDICE D. VALORES ASSOCIADOS A TECNICA DE ICP-AES

Tabela D.3: Dados referentes aos materiais de referéncia Oyster tissue.Pesou-se e digeriu-se
100mg de tecido de ostra de forma a certificar a técnica.

SRM( pugl/g) valor obtido pelo ICP-AES (ug/g)
0,322+0,019 0,308 +0,009
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APENDICE

VALORES ASSOCIADOS AO ESTUDO ENZIMATICO

Tabela E.1: Dados referentes aos niveis de peroxidacao lipidica para os diferentes grupos.
Os resultados sao apresentados na forma de MDA +desvio padrao. Os asteriscos indicam
valores estatisticamente significativos (p<0.05) relativamente ao grupo controlo.

grupo  concentragio de MDA (nmol.mg total proteina ~!')+ desvio padrao

controlo 0,013+0,004
10ug/g 0,02+0,02
20ug/g 0,04+0,02 %
40ug/g 0,054+0,008 *
100ug/g 0,04:£0,02 *

Tabela E.2: Dados referentes a inibi¢ao da SOD. para os diferentes grupos. Os resultados
apresentam-se em % de inibi¢ao de SOD. Os asteriscos indicam valores estatisticamente
significativos (p<0.05) relativamente ao grupo controlo.

grupo  inibicao da enzima SOD (%)+ desvio padrao

controlo 38+7
10ug/g 38+5
20ug/g 44+4
40ug/g 46+3
100ug/g 60+2 *
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APENDICE E. VALORES ASSOCIADOS AO ESTUDO ENZIMATICO

Tabela E.3: Dados referentes a actividade da CAT para os diferentes grupos. Os resultados
apresentam-se na forma de actividade CAT *desvio padrao. Os asteriscos indicam valores
estatisticamente significativos (p<0.05) relativamente ao grupo controlo.

grupo  actividade da CAT (nmol.min.mg proteina total ~!))+ desvio padrio
controlo 50+10
10ug/g 37+4
20ug/g 32+1 %
40ug/g 40+7
100ug/g 40+20

Tabela E.4: Dados referentes a HSP70 aquando da exposi¢ao ao chumbo dos diferentes
grupos. Os resultados apresentam-se na forma de quantidade de HSP70 + desvio padrao.

Os asteriscos indicam valores estatisticamente significativos (p<0.05) relativamente ao
grupo controlo.

grupo  quantidade de HSP70 (ug /mg)+ desvio padrao
controlo 0,51+0,05
10ug/g 0,3+0,2
20ug/g 0,6+0,5
40ug/g 0,099+0,006 *
100ug/g 0,2+0,2 *

Tabela E.5: Dados referentes a actividade de GPX para as diferentes grupos de concentra-
¢ao de chumbo. Os resultados apresentam-se na forma de actividade GPX + desvio padrao.

Os asteriscos indicam valores estatisticamente significativos (p<0.05) relativamente ao
grupo controlo.

grupo  actividade de GPX (nmol.min.mg proteina total™!))+ desvio padrio
controlo 1,6+0,8
10pg/g 0,80,2
20ug/g 1,4+0,2 *
40ug/g 0,7+0,2 *
100ug/g 0,9+0,2

Tabela E.6: Dados referentes a actividade de AchE para as diferentes grupos de concen-
tracao de chumbo. Os resultados apresentam-se na forma de actividade de AchE+desvio

padrao. Os asteriscos indicam valores estatisticamente significativos (p<0.05) relativa-
mente ao grupo controlo.

grupo  actividade de AchE (nmol.min.mg proteina total!))+ desvio padrio
controlo 6+2
10ug/g 5+2
20ug/g 6,9+0,9
40ug/g 8+2
100pg/g 7,3+0,7
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