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Resumo

O arsénio (As) é um elemento ubíquo presente em fertilizantes e pesticidas, causando a

contaminação dos solos e alimentos e provocando a intoxicação de seres vivos, incluindo o

Homem. Está associado ao desenvolvimento de diversas patologias e doenças, no entanto

os seus mecanismos de ação e toxicidade ainda não são totalmente conhecidos.

Os objetivos principais deste estudo são compreender a distribuição do As nos tecidos

de acordo com a exposição diferentes concentrações e determinar alguns biomarcadores

de efeito em resposta à presença deste elemento no organismo. Desta forma, será mais

fácil tratar e prevenir eficazmente casos de intoxicação por As no ser humano.

Para tal, recorreu-se ao peixe-zebra (Danio rerio), um modelo biológico cujo genoma

está descodificado, sendo que cerca de 70% dos genes codificantes do Homo sapiens têm

um correspondente nesta espécie.

Realizaram-se ensaios de exposição semi-estáticos durante 7 dias, tendo os peixes sido

divididos em três tanques: grupo de controlo, grupo exposto a 150 µg/L de As e grupo

exposto a 300 µg/L de As.

Posteriormente, as amostras foram analisadas por µ-EDXRF, que nos permitiu efetuar

uma análise qualitativa da distribuição do As nos diversos órgãos do peixe-zebra, através

do mapeamento das amostras, assim como uma análise quantitativa das mesmas. As

amostras foram também analisadas através de EDXRF com geometria triaxial e ICP-AES

no sentido de quantificar a bioacumulação total do As nos organismos dos peixes. No final,

realizou-se ainda um estudo relativo à atividade enzimática de vários biomarcadores:

LPO, GST, GPX, SOD, CAT e Ub.

Através das técnicas utilizadas, observou-se que a concentração de As foi superior

nos peixes do grupo exposto a uma maior concentração de As, e que este se acumulou

essencialmente nas vísceras, em particular na zona dos intestinos. Quanto aos biomar-

cadores, a LPO, GPX, SOD e Ub foram os que apresentaram diferenças estatisticamente

significativas em relação ao grupo de controlo.

Palavras-chave: As, peixe-zebra, µ-EDXRF, EDXRF com geometria triaxial, ICP-AES, bio-

marcador
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Abstract

Arsenic (As) is a ubiquitous element present in fertilizers and pesticides, causing soil and

food contamination and intoxication of living beings, including Man. It is associated with

the development of several pathologies and diseases, however, its mechanisms of action

and toxicity are not yet fully known.

The main goals of this study are to understand in which tissues As is deposited ac-

cording to its different concentrations and to determine several biomarkers activated in

response to the presence of this element in the organism. In this way, it will be easier to

effectively treat and prevent cases of As intoxication in humans.

For this purpose, we used zebrafish (Danio rerio) as a biological model; its genome is

decoded and about 70% of the Homo sapiens’s encoding genes have a corresponding one

in this species.

Semi-static exposure tests were performed for 7 days, and the fish were divided into

three tanks: control group, group exposed to 150 µg/L of As and group exposed to 300

µg/L of As.

Subsequently, the samples were analysed by µ-EDXRF, which allowed us to perform

a qualitative analysis, through the mapping of the samples, as well as a quantitative

analysis. The samples were also analysed by EDXRF with triaxial geometry and ICP-AES

in order to quantify the total bioaccumulation of As in fish organisms. At the end, a study

was performed on the enzymatic activity of several biomarkers: LPO, GST, GPX, SOD,

CAT and Ub.

Through the techniques used, we observed that the concentration of As was higher in

the fish of the group exposed to a higher concentration of As, and that this accumulated

essentially in the viscera, in particular in the intestines. Regarding the biomarkers, LPO,

GPX, SOD and Ub were those which presented statistically significant differences.

Keywords: As, zebrafish, µ-EDXRF, EDXRF with triaxial geometry, ICP-AES, biomarker
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1
Introdução

1.1 Contextualização e objetivos

De acordo com a ATSDR, do inglês Agency for Toxic Substances and Disease Registry, o

arsénio (As) é um dos elementos mais perigosos devido à frequência cada vez maior em

que ocorre no ambiente, à sua toxicidade e exposição ao ser humano [1]. É um poluente

encontrado por todo o mundo e possui um enorme impacto a nível global [2].

A crescente contaminação por arsénio dos solos, da água e dos alimentos, em resultado

das atividades industriais e da agropecuária, tem levado a que o número de casos de

intoxicação no Homem tenha vindo a aumentar [3], tendo-se tornado um problema de

saúde pública a nível mundial [4]. A exposição ao arsénio encontra-se relacionada com

o desenvolvimento de diversos tipos de cancro e uma diversidade de outras patologias

que podem afetar praticamente todos os órgãos do corpo humano [5]. É assim importante

compreender os mecanismos de ação e a toxicocinética deste elemento, assim como a

relação entre a concentração de arsénio no organismo e os efeitos nocivos provocados por

este.

Para estudar e tentar compreender melhor os efeitos e os mecanismos deste elemento

sobre os organismos vivos expusemos peixes-zebra (Danio rerio) a diferentes concentra-

ções de arsénio na água. Para além desta espécie ser considerada um organismo modelo

em diversos estudos de biomedicina, sabe-se que cerca de 70% do genoma de referência

humano tem pelo menos um ortólogo nos peixes-zebra [6]. Significa assim que ao estudar

e analisar os efeitos da toxicidade e os mecanismos de resposta relacionados com o arsé-

nio nos peixes-zebra, poderemos efetuar uma correlação com o ser humano, de forma a

prevenir e tratar mais eficazmente a intoxicação causada por este elemento [7].

A exposição dos peixes-zebra ao arsénio realizou-se no Biotério do Departamento

de Ciências e Engenharia do Ambiente da FCT-UNL. Seguidamente prepararam-se as
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amostras, posteriormente analisadas através de várias técnicas: Micro-Fluorescência de

Raios-X por Dispersão em Energia (µ-EDXRF) e Fluorescência de Raios-X por Dispersão

em Energia (EDXRF) com geometria triaxial no Laboratório de Física Atómica e Molecular

do Departamento de Física da FCT-UNL, e Espetroscopia de Emissão Atómica por Plasma

Induzido (ICP-AES), no Departamento de Química da FCT-UNL. Desta forma tornou-

se possível identificar e quantificar os elementos presentes em cada uma das amostras,

nomeadamente o As, bem como localizar a deposição do mesmo nos órgãos internos do

peixe. Posteriormente efetuou-se um estudo, no Departamento de Química da FCT-UNL,

acerca da atividade enzimática dos peixes por forma a compreendermos o papel de várias

enzimas (biomarcadores) no organismo perante a presença de As.

1.2 Estado da arte

A quantificação e a presença de metais pesados e elementos traço em tecidos biológicos

recorrendo às diferentes técnicas de EDXRF e ICP-AES tem sido realizada por diversos

autores ao longo das últimas décadas. Por exemplo, vários investigadores aplicaram estas

técnicas a tecidos humanos. Carvalho et al., recorreram à EDXRF para analisar tecidos

dos rins, fígado, osso e cabelo provenientes de cadáveres e detetar concentrações de Cl,

K, Ca, Mn, Fe, Cu, Zn, As, Se, Br, Rb, Sr e Pb [8] nas formas em que se encontram, com o

intuito de compreenderem a correlação entre elementos-traço e as suas concentrações em

diferentes tecidos biológicos. Utilizaram também esta técnica para comparar as concentra-

ções de vários elementos traço em tecidos saudáveis e em tecidos cancerígenos [9], tendo

observado que os níveis de Zn e Br eram inferiores nos tecidos cancerígenos, enquanto

que os restantes elementos eram superiores, em comparação com os tecidos saudáveis.

Yaman efetuou também um estudo de elementos traço em tecidos com neoplasias, todavia

recorreu à técnica de ICP-AES [10]. Al-Ebraheem et al. utilizaram a técnica de µ-EDXRF

para determinar a concentração de Fe, Cu e Zn em tecido renal e hepático saudável e can-

cerígeno humano[11], tendo observado uma diminuição de Zn nos dois tipos de tecido

cancerígeno.

Vários investigadores realizaram estudos com peixes e crustáceos, como é o caso de

Mohapatra et al., que comprovaram a eficácia da EDXRF em tecidos de organismos aquá-

ticos ao testarem a presença de vários elementos em diferentes espécies de crustáceos

[12]. Unlu et al. testaram a concentração de metais pesados em várias espécies de peixes

através de ICP-AES [13].

Alonso-Hernández et al. [14] analisaram a presença de As em tecidos musculares de

peixes, moluscos e crustáceos também através de EDXRF, tendo observado uma maior

concentração total de As nos crustáceos. Vicente-Martorell et al. recorreram à técnica de

ICP-AES para analisar a concentração de arsénio e outros elementos (Cu, Zn, Cd e Pb) em

duas espécies de peixes: dourada (Sparus aurata) e solha (Solea senegalensis). Compararam-

se as concentrações dos elementos sob estudo em três órgãos dos peixes e observaram-se as

seguintes relações: para a dourada, concentração nos músculos>brânquias>fígado; para
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a solha, concentração no fígado>brânquias>músculo [15], significando que os resultados

dependem bastante da espécie em questão.

Desta forma, podemos concluir que as técnicas de EDXRF e ICP-AES possibilitam

uma análise qualitativa e quantitativa de elementos traço, tais como o arsénio, em vários

tecidos biológicos, nomeadamente de peixes.

Uma das espécies de peixes mais comuns na investigação em toxicologia é o peixe-

zebra. É um organismo modelo cada vez mais utilizado para avaliar a toxicocinética de

vários elementos, como a do arsénio, ou até de drogas. Vários estudos demonstraram a

semelhança entre o perfil de toxicidade dos mamíferos e desta espécie de peixe [16].

Hallauer et al. recorreram ao peixe-zebra para avaliar os efeitos da exposição crónica

ao arsénio e simular as doenças no ser humano causadas por este elemento. Apesar de

não ser um modelo perfeito, em particular para avaliar o efeito carcinogénico, permitiu

efetuar uma ponte entre as patologias observadas no peixe e as observadas no Homem

[17].

Nayak et al.. estudaram o efeito de baixas concentrações de arsénio na desregulação

do sistema imunitário inato dos peixes-zebra. Tal estudo deveu-se ao facto de muitas das

patologias observadas no ser humano associadas ao arsénio estarem relacionadas com este

sistema, nomeadamente a inflamação e cancro. Observaram que o arsénio suprime parte

das funções do sistema imunitário do peixe-zebra para baixas concentrações, tendo-se

observado efeitos semelhantes aos do Homem [18]. Não foram efetuados, tanto quanto

sabemos, nenhum estudo da distribuição elementar de arsénio nos diversos órgãos do

peixe-zebra, nem correlacionando estes dados com os dos biomarcadores de stress oxida-

tivo.

Por forma a avaliar os efeitos do arsénio em peixes-zebra, foram efetuados vários

estudos recorrendo a biomarcadores, cuja presença no organismo é indicadora da ação

deste tóxico.

Um desses estudos foi realizado por Sunaina et al. [19]; neste expuseram-se peixes-

zebra a diferentes concentrações de As (0.006 mg/L e 0.03 mg/L) durante 7, 14, 21 e

28 dias e observou-se uma diminuição da atividade da Catalase (CAT) e aumento da

peroxidação lipídica (LPO) nos peixes expostos em relação ao grupo de controlo.

Diferentes biomarcadores foram utilizados para atestar os efeitos do As em outras

espécies. Bagnyukova et al. [20] submeterem peixes-dourados (Carassius auratus) a 200

µM de arsenito (As-III) durante 7 dias e verificaram alterações não só na atividade da CAT

como também na atividade do Superóxido Dismutase (SOD), e no nível de Peroxidase de

Glutationa (GPX).

Podemos assim concluir que o uso de biomarcadores, especialmente quando em com-

binação, produz informação relevante acerca da resposta à toxicidade do meio em que os

peixes se encontram.
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2
O arsénio

2.1 Mecanismos de exposição e envenenamento

O arsénio é um elemento traço a nível biológico e geológico, sendo a sua concentração

média na superfície terrestre inferior a 1000 mg/Kg [21]. Ocorre naturalmente e pode ser

libertado para a natureza devido às atividades antropogénicas, tais como agricultura e

atividade industrial [22]. Na Figura 2.1 pode observar-se um esquema representativo das

fontes de arsénio mais frequentes [23].

Figura 2.1: Esquema ilustrativo das principais fontes de arsénio

O principal meio de exposição para o Homem ocorre através da ingestão de água ou

de alimentos contaminados, em média 20-300 µg/dia. A exposição através da inalação

é menos recorrente, sendo esta superior em cidades industrializadas e poluídas e mais

significativa em fumadores, uma vez que é um elemento encontrado no tabaco [24].
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Dependendo do tempo de exposição ao arsénio e da sua concentração, o envenena-

mento pode ser considerado crónico ou agudo.

O envenenamento agudo ocorre quando um indivíduo é exposto a uma concentração

elevada de arsénio num curto período de tempo. Regra geral, tal sucede devido a ingestão

de pesticidas ou inseticidas. Neste caso, estima-se que a dose letal de arsénio inorgânico

no ser humano seja cerca de 0.6 mg/Kg/dia [25].

Após entrar no organismo, aproximadamente 50% da dose ingerida é expelida atra-

vés da urina entre 3 a 5 dias após a exposição [25]. Os sintomas de intoxicação aguda

manifestam-se em todo o corpo, sendo o sistema gastrointestinal o primeiro a reagir, cau-

sando náuseas, vómitos, salivação excessiva, cólicas abdominais e diarreia [25]. Outros

sintomas possíveis são, por exemplo, cardiomiopatia e hipotensão [26].

Quando um indivíduo é exposto a concentrações consideráveis de arsénio durante um

longo período de tempo, sofre uma intoxicação crónica. O sistema cardiovascular é dos

mais afetados, provocando hipertensão e doença cardiovascular. Pode também ocorrer

neuropatia e hepatite, sendo esta última acompanhada por um aumento de enzimas

hepáticas [26]. Outro efeito possível é o desenvolvimento de cancro de pele, pulmões,

fígado, bexiga ou rins [27].

2.2 Características e toxicidade

O As é um metalóide, ou seja, possui propriedades metálicas e não-metálicas, sendo

considerado um metal pesado em toxicologia. O seu símbolo químico é As, tem massa

atómica relativa 74.92 e número atómico 33. Para a camada K do As, a energia de ionização

é 11.88 eV. Depois de o átomo estar ionizado, um electrão da camada 2p pode decair para

a lacuna da camada K dando origem a uma transição Kα, ou um electrão da camada 3p

pode decair para a lacuna da camada K e dar origem a uma transição Kβ, podendo ainda

ocorrer transições de qualquer outra camada mas com probabilidades muito menores.

O As possui vários isótopos, sendo o mais estável o 75As, cuja configuração eletrónica é

1s22s22p63s23p63d104s24p3, podendo ter diferentes estados oxidativos (-3, 0, +3 e +5) e

surgir na Natureza nas formas orgânica ou inorgânica.

As espécies inorgânicas são as mais tóxicas e consideradas carcinogénicas. Surgem

quando o arsénio se combina com enxofre, cloro ou oxigénio; as espécies mais comuns são

o As-III e o As-V, sendo a primeira a mais tóxica de todas [26]. Estas surgem na Natureza

essencialmente sob a forma de arsenito (AsO3−
3 ) e arsenato (AsO3−

4 ), respetivamente [5].

Após entrar no metabolismo dos seres vivos, regra geral o As-V sofre uma conversão

metabólica e é reduzido a As-III. Este pode sofrer uma metilação, ou seja, adição de um ou

mais grupos metilo (CH3), transformando-se em espécies orgânicas, tais como os Ácido

Monometilarsónico (MMA) ou Ácido Dimetilarsínico (DMA) [28]. Este é considerado um

mecanismo de desintoxicação, uma vez que as espécies orgânicas são mais facilmente

expelidas do organismo [26]; tal processo ocorre maioritariamente no fígado [29]. A

Equação 2.1 demonstra este processo [30].
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AsVO3−
4 + 2e→ AsIIIO3−

3 +CH+
3 → CH3As

VO2−
3 + 2e→ CH3As

IIIO2−
2 +CH+

3 →

→ (CH3)2As
VO−2 + 2e→ (CH3)2As

IIIO− +CH+
3 , (2.1)

onde,

AsVO3−
4 é As-V inorgânico (arsenato);

AsIIIO3−
3 é As-III inorgânico (arsenito);

CH3As
VO2−

3 , CH3As
VO2−

3 são MMAs;

(CH3)2As
VO−2 , (CH3)2As

IIIO− são DMAs.

Pode também ocorrer uma reação de oxidação, na qual o As-III pode transformar-se

em As-V.

2.3 Mecanismos fisiológicos e biomarcadores

O As-V sob a forma de arsenatoAsVO3−
4 é a forma de arsénio predominante nos solos, pelo

que é a principal espécie a entrar no organismo dos animais [31], sendo maioritariamente

absorvida no intestino delgado [25].

Após a sua absorção, o arsenato pode entrar diretamente nas células ou sofrer conver-

são em arsenito, sendo o último caso o mais provável.

Caso não sofra conversão, como o arsenato é análogo do fosfato (PO3−
4 ), este entra

nas células através dos seus transportadores. Esta forma de arsénio substitui o fosfato em

vários processos biológicos, interferindo por exemplo na síntese de ATP ou na fosforilação

oxidativa [3]. Pode também depositar-se em tecidos ósseos devido ao mesmo mecanismo

de substituição na hidroxiapatite de cálcio [32], cuja fórmula é Ca10(PO4)6(OH)2. Isto

resulta no aumento da porosidade do osso, podendo assim o As-V estar relacionado com

a osteoporose [33] [34].

Caso sofra conversão em arsenito, este apresentar-se-á sob a forma de trióxido de arsé-

nio (As2O3), que se dissolve e forma (As(OH)3) [35], entrando nas células predominante-

mente através de aquagliceroporinas (AQPs) [36]. Estas são proteínas de membrana que

funcionam como poros [37], responsáveis pelo transporte de pequenos solutos neutros e

polióis (álcoois contendo grupos hidroxilo), tais como o glicerol e a ureia [38]. Por ser o

equivalente inorgânico de um poliol, o As(OH)3 é transportado para o interior das células

através das AQPs, tendo as AQP7 e as AQP9 um papel preponderante. As AQP7 existem

maioritariamente nos rins, tecido adiposo e testículos, e as AQP9 no fígado, intestinos,

baço e cérebro, mas não nas células epiteliais da barreira hematoencefálica [37].

Após a sua entrada nas células, como o As-III possui uma alta afinidade para subs-

tâncias que contenham um grupo tiol (constituído por enxofre e hidrogénio), ocorre uma

alteração da integridade da membrana das mitocôndrias [39], induzindo uma diminuição

brusca do seu potencial e uma perda da organização interna deste organelo [26]. Esta

afinidade provoca também danos em proteínas de tecidos da mucosa gastrointestinal,

fígado, pulmões, rins, baço, e tecidos ricos em queratina [25].
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Complementarmente, o arsénio induz ainda a degradação oxidativa de lípidos, deno-

minada por Peroxidação Lipídica (LPO), que ocorre principalmente nos ácidos gordos po-

linsaturados constituintes das membranas celulares [40], tendo o Malondialdeído (MDA)

como o principal produto resultante, substância considerada mutagénica e carcinogénica

[41].

A entrada de As-III nas células estimula também a produção de Espécies Reativas ao

Oxigénio (ROS) compostas por radicais livres, tais como o singleto de oxigénio, radical

superóxido, radical hidroxilo e peróxido de hidrogénio (H2O2) [42]. Estes podem provocar

danos celulares, nomeadamente ao nível do ácido desoxirribonucleico (ADN), fazendo

com que a célula entre em stress oxidativo [43].

Um dos mecanismos de defesa ativados quando a célula entra em stress é a síntese

de Glutationa S-Transferase (GST), uma família de enzimas presentes maioritariamente

no citosol, que catalisam a conjugação da Glutationa Reduzida (GSH) com vários agentes

xenobióticos, auxiliando à desintoxicação da célula [44]. Caso a célula esteja perante a

presença de peróxidos, tais como H2O2, é a Peroxidase de Glutationa (GPX) a catalisar a

reação entre a GSH e o peróxido [45].

Outras enzimas antioxidantes produzidas para desintoxicarem as células são o Superó-

xido Dismutase (SOD) e a Catalase (CAT) [17]. Caso a molécula de ROS seja o superóxido

(O2-), este é convertido a H2O2 pela SOD, sendo por fim a molécula convertida em água

e oxigénio pela CAT [19] [46].

Outro dos efeitos causados pela entrada do As-III nas células é o aumento da expressão

de várias Proteínas de Stress (SP). Estas existem naturalmente na células e são respon-

sáveis pela manutenção da homeostasia interna ao auxiliarem no transporte e folding

de proteínas acabadas de sintetizar [47]. Existem várias SP, tais como as Metalotioneína

(MT), as proteínas de choque térmico Hsp60 e Hsp70 e as Ubiquitinas (Ub).

As MT são proteínas citosólicas capazes de se ligarem ao As-III por possuírem vários

grupos tiol, evitando que o arsénio se ligue a outras substâncias [48]; as Hsp60 e Hsp70

são chaperones moleculares que previnem a agregação e translocação de proteínas cujo

folding não ocorreu corretamente devido à ação do As-III [47]; as Ub, quando ativadas,

conjugam-se com as proteínas danificadas pelo As-III e promovem a sua degradação

através de proteossomas ou lisossomas [47].

Desta forma, a presença no organismo de substâncias como MDA, GST, GPX, SOD,

CAT, MT, Hsp60, Hsp70 e Ub podem ser utilizados como biomarcadores de efeito da

exposição ao arsénio, sendo que as alterações dos níveis considerados normais refletem a

interação entre o sistema biológico e um elemento que seja prejudicial a este [48] [49].
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3
O peixe-zebra

3.1 Organismo modelo

O peixe-zebra (Danio rerio) é um peixe teleósteo de água-doce pertencente à família dos

ciprinídeos [50]. É um vertebrado poiquilotérmico, omnívoro, com um tempo médio de

vida que varia entre os 3 e os 5 anos [7]. É um organismo diplóide e possui 25 cromosso-

mas, mais dois que a espécie humana [51].

Esta espécie começou por ser utilizada como organismo modelo em biologia e bio-

medicina por diversas razões. As principais prendem-se com o facto de serem de custo

reduzido e pequenos, quer em adultos quer no estado larvar, não sendo necessário aquá-

rios de grandes dimensões para os manter. Para além disto, a sua fecundação é externa,

são geradas grandes quantidades de ovos (200-300) por cada vez que se reproduzem e pos-

suem um curto período de gestação. Para além disto, os seus embriões são transparentes,

o que permite a observação dos traços fenotípicos desde bastante cedo [52].

O genoma do peixe-zebra está descodificado e acessível. Foi efetuada uma comparação

entre este genoma e o humano, revelando que 71,4% dos genes humanos têm pelo menos

um ortólogo no peixe-zebra, ou seja, possuem a mesma função e partilham o ancestral

[6].

Graças a todas as suas características, o peixe-zebra tem sido utilizado para os mais

variados fins, tais como ajudar à compreensão dos processos evolutivos e mecanismos

de várias doenças nos vertebrados [51], ou como auxílio na avaliação da toxicidade de

fármacos, metais-pesados ou diversos tipos de nanomateriais, incluindo nanopartículas

[53] [52] [54] [55] [56].
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3.2 Comparação entre organismos modelo

Existem vários organismos modelo cujo genoma já foi sequenciado, sendo necessário

averiguar qual o mais apropriado para cada tipo de estudo.

Os roedores (ratinho e rato) são dos animais mais utilizados, no entanto não são

os mais indicados para estudar a toxicidade causada pelo arsénio. Tal deve-se ao facto

de existirem discrepâncias entre o metabolismo deste metalóide nestes animais e nos

humanos.

Por exemplo, em comparação com os humanos, no rato: o As acumula-se nos eritró-

citos, permanece mais tempo no organismo por apresentarem uma taxa de eliminação

através da urina inferior à do Homem e a sua metilação é também mais acentuada. Como

consequência, estes animais são mais suscetíveis ao arsénio.

Para além disto, com roedores é um desafio garantir uniformidade da exposição ao As

dos vários indivíduos. Este é dissolvido na água que será consumida, todavia é bastante

difícil garantir que o consumo dessa água seja igual para todos [17].

Os peixes-zebra possuem ainda um baixo custo associado e, por serem de pequeno

porte, não requerem autorizações e pareceres de comissões de ética que tornariam inviável

o estudo no âmbito de uma dissertação de mestrado.

Desta forma, o peixe-zebra é o organismo modelo indicado para melhor compreender-

mos os mecanismos de toxicidade do arsénio uma vez que a exposição pode ser realizada

através da água dos aquários onde se encontram.

3.3 A anatomia e a fisiologia do peixe-zebra

Para utilizar o peixe-zebra como organismo modelo é necessário compreender as seme-

lhanças e as diferenças entre a sua anatomia e a do ser humano.

O peixe-zebra possui um esqueleto composto por cartilagem e osso, não possuindo,

no entanto, medula óssea. Assim como na espécie humana, apresenta três tipos de tecido

muscular – liso, estriado esquelético e estriado cardíaco.

Este animal possui diencéfalo, cerebelo e telencéfalo (apenas com córtex rudimentar),

assim como um sistema nervoso com componentes sensoriais e motoras. Tem órgãos

sensoriais especializados e função neuronal integrada.

Ao nível do sangue e do sistema imunitário, possui eritrócitos e trombócitos nucleados,

leucócitos, linfócitos e células mielóides.

O seu coração apresenta apenas uma aurícula e um ventrículo, não existindo distinção

entre a circulação do lado esquerdo e direito como ocorre nos humanos [7].

A sua respiração dá-se através das brânquias: a água entra através da abertura bucal,

atravessa as brânquias e sai pelo opérculo.

Possui uma bexiga natatória, que através de um sistema de controlo complexo auxilia

na flutuação, permitindo a deslocação vertical na coluna de água [57]. Esta bexiga liga-se

ao esófago através do ducto pneumático [58].
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O seu sistema gastrointestinal assemelha-se ao do Homem, todavia apresenta um

bulbo intestinal ao invés de estômago. Ao nível do sistema renal e urinário, a filtração

ocorre nos rins e não possui nem próstata nem bexiga.

A maioria das estruturas do sistema endócrino do peixe-zebra é semelhante às do

Homem, contudo existem alguma diferenças. Uma delas prende-se com o facto dos te-

cidos internos dos rins não se encontrarem encapsulados no interior deste órgão, mas

sim localizados próximos das veias junto à parte anterior dos rins [59]. A tiróide também

não se encontra encapsulada em tecido conjuntivo formando um órgão; ao invés disso

é um agregado de folículos distribuído entre as guelras e o coração. Contrariamente ao

ser humano, não apresenta glândulas paratiroides, sendo as guelras as responsáveis pela

produção da hormona paratiroideia [51]. As gónadas possuem diferenças estruturais, mas

as funções gerais são semelhantes às do Homem [59].

Possuem escamas e não apresentam estruturas como as glândulas sebáceas [51].

A Figura 3.1 representa alguns dos principais órgãos do peixe-zebra.

Figura 3.1: Figura representativa dos principais órgãos do peixe-zebra (adaptado de [58])
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4
Técnicas e princípios físicos

4.1 Raiox-X

Os raios-X são uma forma de radiação eletromagnética cujo comprimento de onda varia

entre os 0.005 e os 10 nm. Devido à sua alta energia, têm a capacidade de ionizar matéria

e de produzir danos biológicos. Quando uma fonte composta por partículas carregadas

(regra geral eletrões, partículas alfa ou protões) irradia um conjunto de átomos, ocorre

uma desaceleração dessas mesmas partículas devido às forças de Coulomb e devido à

capacidade de ionizar os átomos do alvo, irão ocorrer também transições eletrónicas nas

diversas camadas dos mesmos. Ocorre assim a emissão de raios-X, com um espetro de

energia caracterizado por uma componente contínua e outra discreta. A desaceleração

das partículas causa uma perda de energia das partículas incidentes, ocorrendo uma

emissão com espetro de energia contínuo de raios-X. A esta radiação dá-se o nome de

Bremsstrahlung.

As transições eletrónicas no átomo irradiado ocorrem quando a energia das partículas

incidentes é suficiente para ejetar um eletrão de uma das camadas mais interiores, gerando

uma lacuna nessa mesma camada. De uma forma simplificada, caso o eletrão tenha sido

removido da camada K e a lacuna preenchida por um eletrão proveniente da camada L,

ocorre a emissão de um linha de raio-X específica do elemento bombardeado, denominada

Kα; caso a lacuna seja preenchida por um eletrão da camada M, dá-se a emissão da linha

Kβ [60]. Estas linham representam a componente discreta no espetro de emissão. A

esta radiação emitida dá-se o nome de fluorescência [61]. Na Figura 4.1 encontram-se

representadas as transições possíveis dos eletrões de um átomo.

Todavia, as transições eletrónicas não têm necessariamente que ser seguidas pela

emissão de um fotão, pode também ocorrer autoionização. Aquando do preenchimento da

lacuna inicial por um eletrão de uma camada superior, um outro eletrão de uma camada

13
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Figura 4.1: Representação de possíveis transições eletrónicas (adaptado de [62])

exterior poderá ser ejetado, levando o excesso de energia. Este efeito é denominado efeito

de Auger [63].

4.2 Interação de radiação com a matéria

Os fotões (raios-X) produzidos numa determinada fonte como tubos, material radioativo,

sincrotrões, etc, podem penetrar na matéria (no caso desta dissertação, a matéria será o

peixe-zebra) e ter diversos comportamentos com diferentes probabilidades: não intera-

girem com esta, interagirem e serem completamente absorvidos, interagirem e sofrerem

dispersão com ou sem perda da sua energia. Desta forma, na região da energia em que

será efetuado o estudo, os principais processos que representam a interação de fotões com

a matéria são o efeito fotoelétrico, a dispersão de Rayleigh e o efeito de Compton.

Quando um feixe de fotões monoenergéticos atinge a matéria, este é atenuado, sendo

o número de fotões transmitidos dado pela lei de Lambert-Beer (Equação 4.1).

N =N0.e
−µ(E,Z,ρ), (4.1)

onde,

N é o número de fotões transmitido;
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N0 é o número de fotões incidentes;

µ(E,Z,ρ) é o coeficiente de atenuação linear, dado em função da energia do fotão

incidente E, do número atómico Z do material e da sua densidade ρ;

d é a grossura do material.

O µ tem em conta a contribuição para a atenuação de cada um dos processos de

interação, contribuições estas que são muitas vezes expressas em relação às suas secções

eficazes. Resulta assim a relação expressa na Equação 4.2 [64]:

µ

ρ
= σtotal

NA
A
, (4.2)

onde,

ρ é a densidade do material;

σtotal é a secção eficaz total;

NA é o número de Avogadro (6.022137*1023 átomos/mol);

A é a massa atómica relativa (g/mol).

4.3 Efeito fotoelétrico

Este efeito ocorre quando um fotão interage com um eletrão ligado de um átomo. O fotão

é absorvido e o eletrão da camada (K, L ou M, no caso de se tratar essencialmente de

radiação-X) é ejetado com uma determinada energia cinética igual à diferença entre a

energia do fotão incidente e a energia de ligação do eletrão, causando assim a ionização

do átomo. A lacuna gerada pode então ser preenchida por um eletrão de uma camada

mais exterior através de uma transição denominada radiativa, resultando na emissão de

um raio-X [65]. Pode também ocorrer uma transição não radiativa culminando com a

ejeção de um eletrão de Auger [61].

Regra geral, a probabilidade de ocorrência do efeito fotoelétrico é superior para baixas

energias dos fotões incidentes e para um maior número atómico Z do material em questão

[65].

A Figura 4.2 ilustra o efeito fotoelétrico.

4.4 Dispersão de Rayleigh

Este fenómeno ocorre quando os fotões incidem sobre um átomo e são dispersos devido

aos eletrões fortemente ligados, ocorrendo uma oscilação da nuvem eletrónica graças ao

campo elétrico dos fotões incidentes [67]. Após a interação, esses eletrões continuam no

seu estado inicial, não se tratando assim nem de uma excitação nem de uma ionização.

Como o efeito desta interação é sentido pelo átomo por inteiro, esta trata-se de uma

dispersão coerente. É considerada uma dispersão elástica pois não há perdas significativas

de energia.
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Figura 4.2: Esquema representativo do Efeito fotoelétrico (adaptado de [66])

Este efeito não é significativo em tecidos biológicos uma vez que para elementos leves,

como os que compõem maioritariamente estes tecidos, o efeito de Compton é predomi-

nante [68]. Este fenómeno é mais relevante para baixas energias dos fotões incidentes e

para altos valores de número atómico do material [65].

4.5 Efeito de Compton

Este efeito representa uma dispersão incoerente e inelástica, em que um fotão colide com

um eletrão de uma camada exterior do átomo e com baixa energia de ligação. Do ponto

de vista do fotão incidente, este eletrão tem energia cinética e momento iniciais quase

nulos [65].

Ao colidirem, o fotão cede parte da sua energia e é disperso com um ângulo diferente

do inicial [61]; devido à fraca energia de ligação do eletrão da camada exterior, este será

então ejetado, deixando assim o átomo ionizado.

Este efeito é mais provável para energias elevadas dos fotões incidentes e para materi-

ais com menor número atómico [65].

A Figura 4.3 ilustra o Efeito de Compton.

4.6 Fluorescência de Raios-X

A Fluorescência de Raios-X (XRF) tem por base a ionização de um átomo através do efeito

fotoelétrico e consequente emissão de raios-X que posteriormente será detetada num

sistema apropriado para o efeito. Esta técnica permite identificar e quantificar os compo-

nentes de uma amostra através do espetro de emissão obtido, com picos característicos

de cada elemento.
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Figura 4.3: Esquema representativo do Efeito de Compton (adaptado de [66])

Devido ao efeito de Auger, muitas vezes o número de raios-X produzidos após a

interação com um átomo é inferior ao número de lacunas criado. À razão entre o número

total de raios-X característicos provenientes de uma camada (emitidos por uma amostra) e

o número de lacunas nessa mesma camada dá-se o nome de rendimento de fluorescência;

este rendimento depende do número atómico do elemento, sendo bastante baixa para

elementos leves [69].

Dos efeitos resultantes da interação com a matéria acima descritos, o mais relevante

para a XRF é o efeito fotoelétrico (entre os 10 e os 150 keV), uma vez que radiação dispersa

pelo alvo, através dos restantes efeitos, não faculta informação muito relevante para a

determinação dos elementos presentes numa amostra [61].

Esta técnica possibilita a deteção simultânea de vários elementos em baixas concentra-

ções, tornando-se uma boa ferramenta para analisar o conteúdo de elementos traço num

dado tecido biológico [8].

Existem várias configurações de XRF, nomeadamente a Fluorescência de Raios-X por

Dispersão por Comprimento de Onda (WDXRF) e a Fluorescência de Raios-X por Disper-

são em Energia (EDXRF). Dentro da última podem existir variantes que normalmente se

relacionam com o uso de alvos secundários ou lentes de raios-X.

4.6.1 Fluorescência de Raios-X por Dispersão em Energia (EDXRF)

Na técnica de EDXRF, a amostra é irradiada por raios-X e a radiação fluorescente por

esta emitida interage com o detetor, sendo que todos os fotões com todas as energias da

radiação secundária são detetados simultaneamente, usualmente por detetores de estado

sólido.

Para a técnica de EDXRF, são necessários: um espetrómetro composto por uma fonte

de raios-X, um suporte para a amostra e um detetor [69]. Após a amostra ser excitada,

os raios-X característicos emitidos produzem pulsos de carga no detetor, cujas áreas são
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proporcionais às energias dos respetivos raios-X. O número de raios-X emitidos por

unidade de tempo é designada intensidade e, em primeira aproximação, corresponde à

concentração dos diferentes elementos da amostra [70] [61] [69].

É necessário um dado período de tempo, denominado tempo morto, para processar

cada pulso, período este durante o qual não é possível a deteção de outro pulso. O tempo

morto total aumenta com o incremento da intensidade da radiação, ou seja, quando mais

intensa esta for, maiores serão as perdas ocorridas [70].

Para efetuar uma análise correta, é no mínimo necessário entre 0.1 e 2 g de amostra,

sendo a quantidade mínima detetável de cada elemento entre 10−6 e 10−9 g para esta

quantidade de amostra. Devido ao efeito Auger bem como à atenuação nos vários elemen-

tos do espectrómetro dos raios-X de baixa energia provenientes dos elementos leves, esta

técnica é mais precisa para elementos com maior número atómico [12].

As principais vantagens desta técnica são a deteção simultânea de vários elementos, a

facilidade e rapidez na preparação da amostra e o facto de possibilitar uma análise não-

destrutiva da amostra. Para além disto, o seu equipamento é barato quando comparado,

por exemplo, com o da WDXRF [12] [71] e tem-se vindo a trabalhar para melhorar a sua

portabilidade [72].

Todavia, esta técnica também possui desvantagens, tais como a reduzida capacidade

de deteção de elementos com Z inferior a 13 e não efetuar uma distinção entre diferentes

espécies do mesmo elemento, como por exemplo As-III e As-V. Para além disto, possui

uma resolução pior comparativamente com outras técnicas, como a WDXRF [73]. Neste

trabalho irão ser utilizadas duas técnicas de EDXRF: a µ-EDXRF e a EDXRF com geometria

triaxial.

4.6.1.1 µ-EDXRF

A µ-EDXRF baseia-se nos princípios acima descritos, possuindo ainda um policapilar com

o intuito de focar o feixe de raios-X, tal como se pode observar Figura 4.4.

Figura 4.4: Representação da geometria da µ-EDXRF (adaptado de [74])
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Através do recurso a este policapilar obtém-se um feixe micrométrico de raios-X que

permite efetuar varrimentos a duas dimensões com maior resolução espacial, possibili-

tando uma melhor análise de amostras heterogéneas [75]. Esta técnica permite ainda a

obtenção de mapas de distribuição elementar nas amostras (Figura 4.5), facultando-nos

informação necessária para estudar a deposição do arsénio nos vários órgãos do peixe-

zebra.

Figura 4.5: Mapeamento de um fóssil de um peixe de água doce [76]

4.6.1.2 EDXRF com geometria triaxial

Na EDXRF com geometria triaxial (Figura 4.6) há a formação de três eixos perpendi-

culares entre as direções dos raios-X emitidos pela amostra, alvo secundário e fonte de

raios-X. Com esta configuração, os raios-X provenientes da fonte incidem no alvo secun-

dário (polarizador) e interagem com este. Depois de incidir no alvo secundário, o feixe

é emitido/disperso para todas as direções, sendo esolhido o ângulo de 90º para minimi-

zar os efeitos de Compton e Rayleigh, uma vez que a secção eficaz para esses efeitos, às

energias em que ocorre a experiência, é minima.

Ocorre assim a polarização da radiação, sendo eliminada a componente do campo

eléctrico na direção perpendicular à superfície do polarizador. Desta forma, o feixe secun-

dário irá propagar-se ortogonalmente em relação ao feixe primário [77].

Por forma a eliminar a radiação de Bremsstrahlung proveniente da fonte, esta tem que

ser dispersa a 90º, pelo que o detetor deve ser colocado perpendicularmente em relação

aos feixes primário e secundário.

Esta geometria permite uma redução da radiação de fundo devido à minimização

da radiação dispersa por Rayleigh e Compton, uma vez que, no regime de energia utili-

zado neste trabalho, esta é mínima para 90º, e através da utilização de radiação quase

monocromática produzida pelo polarizador [78].
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Figura 4.6: Esquema da geometria triaxial. A - tubo de raios-X; B - alvo secundário; C -
amostra; D - detetor (adaptado de [79])

4.6.1.3 Artefactos espectrais

Os espectros obtidos através da técnica de EDXRF apresentam as linhas características

de cada elemento presente na amostra e a radiação de fundo, mas também artefactos

resultantes da interação dos raios-X com a amostra ou com o detetor. São estes os picos

escape, soma e de difração [69].

No caso de o detetor ser composto por silício (Si), o pico escape surge quando um

raio-X proveniente da amostra com energia superior ao limiar de ionização do Si (1.84

keV) interage com o detetor, podendo provocar a emissão de um raio-X com energia ca-

racterística da Kα do Si (1.74 keV). Caso este raio-X seja produzido próximo da superfície

do detetor, este pode escapar antes de ocorrer a sua reabsorção pelo detetor. Desta forma,

a energia medida será a do pico original menos 1.74 keV [70] [69].

O pico soma ocorre quando chegam ao detetor simultaneamente pelo menos dois

raios-X, não sendo possível distingui-los. No espetro surge assim um pico extra, cuja

energia corresponde à soma das suas energias [69].

O pico de difração surge quando a amostra possui uma qualquer estrutura cristalina

que irá provocar a difração dos raios-X provenientes do tubo, posteriormente coletados

pelo detetor [80]. A radiação é difratada segundo um determinado ângulo, de acordo com

a Lei de Bragg [69].

4.6.1.4 Métodos de quantificação e calibração

Nas técnicas de EDXRF utilizadas (µ-EDXRF e triaxial), por forma a efetuar a quantifi-

cação dos diversos elementos químicos presentes na amostra, utilizou-se o método dos
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parâmetros fundamentais. Este tem por base parâmetros atómicos, tais como rendimento

de fluorescência ou secções eficazes para a absorção e produção de raios-X e relaciona a

intensidade de cada pico com a respetiva concentração elementar [81]. Para o elemento i,
temos a Equação 4.3 [82].

Ii = I0.m.Ci .Ai .Ki , (4.3)

onde,

Ii é a intensidade medida do pico correspondente ao elemento;

I0 é a intensidade do feixe de raios-X;

m é a densidade superficial da amostra (g cm−2);

Ci é a concentração do elemento (µg g−1);

Ai é o fator de atenuação, relacionado com a matriz da amostra;

Ki é o fator de calibração experimental.

Uma vez que as amostras a serem analisadas são biológicas, estas são maioritaria-

mente constituídas por elementos leves, tais como hidrogénio, oxigénio ou carbono, não

sendo possível detetá-los por EDXRF devido ao seu baixo número atómico. Por esta razão

estima-se a sua concentração através da utilização de amostras padrão, servindo de cali-

bração e permitindo encontrar os valores para Ki e Ai [81] [82]. Com todos os parâmetros

para matrizes leves estimados teoricamente, e com a calibração do espectrómetro previa-

mente efectuada, ficamos apenas com uma relação linear entre a intensidade do pico e a

concentração do elemento i.

4.6.1.5 Limites de deteção

O Limite de Deteção (DL) representa a concentração mínima necessária de um dado

elemento na amostra por forma a possibilitar a sua análise [69]. No caso da EDXRF, pode

ser calculado para cada elemento de acordo com a Equação 4.4 [81].

DL =
3Ci
√
Nb

Np
, (4.4)

onde,

Ci é a concentração do elemento a ser analisado;

Nb é o número de contagens do fundo;

Np é o número de contagens do pico correspondente a esse elemento.

O valor de Np foi calculado para o As em amostras padrão, cuja matriz emula a do

peixe zebra de modo a mais tarde podermos avaliar os resultados à luz deste valor.

4.6.1.6 Incertezas associadas

Ambas as técnicas de EDXRF utilizadas possuem uma incerteza associada às suas análises

devido a vários tipos de erros de precisão e exatidão.
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A precisão está associada ao número de vezes que um dado intervalo de valores se

repete. Os erros associados à precisão são estatísticos e podem derivar, por exemplo, de

pequenas discrepâncias no processo através do qual se ajustam os picos de intensidade

de raios-X.

A exatidão relaciona-se com a semelhança entre um dado resultado e o seu valor real.

Os erros de precisão são sistemáticos e podem advir, por exemplo, de calibração inicial

desadequada ou de um modelo teórico desajustado [83].

Para determinarmos as incertezas associadas a cada conjunto de medições de uma

concentração por EDXRF, é necessário recorrer à equação que nos permite determinar a

média ponderada para cada elemento j [84] (Equação 4.5).

X̄p =
1∑N

i=1µ(Xi)
×

N∑
i=1

µ(Xi)×Xi , (4.5)

onde,

X̄p é a média ponderada;

µ(Xi) é a incerteza da medição em cada ponto da amostra i para o elemento j;

Xi é a concentração do elemento j na amostra i;

N é o número de medições que se efetuaram.

Em seguida, é necessário aplicar a Lei da Propagação das Incertezas à equação anterior

por forma a ser possível determinar a incerteza associada à média ponderada (Equação

4.6).

µ(X̄p) =
1∑N

i=1µ(Xi)

√√√
N∑
i=1

µ(Xi)
4. (4.6)

Para chegarmos à equação final da incerteza, é necessário efetuar a soma quadrática

entre o desvio-padrão (σ ) e a média ponderada. Por fim, efetua-se a raiz quadrada dessa

soma e obtém-se a Equação 4.7.

µ(X̄f ) =
√

(µ(X̄p))2 + σ2. (4.7)

µ(Xp) é o erro da média ponderada de um conjunto de medições do M4 TornadoTM

da Bruker, onde a incerteza de cada medição é µ(Xi), associado ao erro do fit do fundo

efetuado pelo Software. Este é um valor bastante pequeno, na ordem dos 10−8 µg/g, pelo

que se considerará que a incerteza será, aproximadamente, o valor do desvio-padrão (σ ),

cujo valor é várias ordens de grandeza mais elevado.

4.6.2 Espetrometria de Emissão Atómica por Plasma Induzido (ICP-AES)

A ICP-AES é uma técnica que permite efetuar uma análise química de uma amostra. No

caso de esta ser sólida, será dissolvida num solvente específico e colocada num nebuliza-

dor, onde é transformada em aerossol.
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As partículas do aerossol são separadas de acordo com o seu tamanho, sendo as meno-

res transferidas para o plasma de árgon a altas temperaturas. Ao entrarem em contacto

com o plasma, o solvente evapora, ocorre vaporização das partículas (moléculas) e poste-

rior dissociação em átomos.

Ainda no plasma, ocorre a excitação dos átomos; quando estes regressam ao seu estado

de energia inicial, ocorre a emissão de radiação, com energia específica do elemento

excitado, cuja intensidade é proporcional à concentração do elemento [85] [86].

As principais vantagens desta técnica são permitir a análise simultânea de múltiplos

elementos e ter um limite de deteção na ordem dos µg/L, ou seja, cerca de 1000 vezes

mais baixo que a EDXRF. Em contrapartida, é dispendiosa devido ao grande consumo

de árgon, ao facto de ser necessária a preparação das amostras, e não é adequada para

elementos voláteis [86].

23





C
a
p
í
t
u
l
o

5
Materiais e métodos

5.1 Bioensaios

A parte experimental desta dissertação teve início com a exposição dos peixes-zebra a

diferentes concentrações de arsénio, realizada no Biotério do Departamento de Ciências

e Engenharia do Ambiente da FCT-UNL.

Os peixes-zebra utilizados nesta experiência foram importados da Ásia, são adultos

e de ambos os sexos. Têm um comprimento médio de 29 mm (σ = 4) e um peso húmido

médio de 400 mg (σ = 120).

Todos os ensaios tiveram a duração de sete dias e foram semi-estáticos, tendo o meio

sido renovado a cada 24h. Todos decorreram sob as mesmas condições, nomeadamente

pH de 7.1 ± 0.5 e temperatura de 20 ± 1ºC. Os peixes foram alimentados diariamente

com flocos comerciais (Eco Vita).

Em cada ensaio, 9 peixes foram distribuídos aleatoriamente por 3 tanques, cada um

com volume de 4 litros, formando três grupos:

• Grupo A - Peixes expostos a uma maior concentração de As (300 µg/L = 300 ppb);

• Grupo B - Peixes expostos a uma menor concentração de As (150 µg/L = 150 ppb);

• Grupo C - Peixes não expostos a arsénio (controlo).

As figuras seguintes mostram os tanques utilizados e dois dos peixes utilizados neste

estudo:

Aos grupos A e B foram adicionadas diferentes concentrações de arsenito, um sal que

contém As-III. As soluções Stock de arsenito foram preparadas a partir de um As-III

padrão (Sigma-Aldrich, Alemanha), por adição de água destilada a uma concentração
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Figura 5.1: Tanques correspondentes aos grupos A, B e C

Figura 5.2: Peixes-zebra

final de 100 mg/L. Foram então retiradas diferentes alíquotas para cada tanque (A e B),

dependendo da concentração de arsenito desejada.

Para determinar o valor dessas concentrações tivemos como referência o LC50 do

arsénio, que nos indica a concentração a partir da qual metade da população da amostra

exposta morre. Este valor é determinado experimentalmente e depende do organismo

em questão, do tempo de exposição e das várias condições em que o ensaio decorre,

nomeadamente a temperatura, pH e dureza da água. De acordo com Bhavani et al., o

LC50 (mg/L) do As-III para 24h é 21.88, para 48h é 16.21, para 72h é 10.96 e para 96h é

8.91 [87].

Após o término de cada bioensaio, procedeu-se à eutanásia dos peixes através de

choque térmico a -80ºC, segundo as normas internacionais de bem-estar animal [88].

Por forma a otimizar o procedimento experimental e encontrar as concentrações ideais

a utilizar neste estudo, realizaram-se vários ensaios preliminares.

5.1.1 Primeiro bioensaio

Neste ensaio submeteram-se os peixes do Grupo A a uma concentração de 300 ppb e os

do Grupo B a uma concentração de 150 ppb. Dos 9 peixes utilizados neste ensaio, dois
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Tabela 5.1: Dados dos indivíduos do 1º bioensaio

Grupo Indivíduo
Sexo

(Macho = M; Fêmea =F)
Comprimento

(mm ± 0.05 mm)
Peso húmido

(mg ± 0.1 mg)
Peso seco

(mg ± 0.1 mg)
Grupo A A1 F 35.00 626.0 187.0

A2 F 33.00 450.0 65.0
Grupo B B1 F 23.00 210.0 18.0

B2 F 31.00 483.0 61.0
Grupo C C1 M 25.00 268.0 31.0

C2 F 31.00 591.0 127.0

Tabela 5.2: Dados dos indivíduos do 2º bioensaio

Grupo Indivíduo
Sexo

(Macho = M; Fêmea =F)
Comprimento

(mm ± 0.05 mm)
Peso húmido

(mg ± 0.1 mg)
Peso seco

(mg ± 0.1 mg)
Grupo A A1 M 30.00 442.8 46.0

A2 M 22.00 271.7 18.0
A3 F 24.00 322.3 47.0

Grupo B B1 M 24.00 278.2 25.0
B2 F 32.00 432.5 48.0
B3 F 29.00 555.2 75.0

Grupo C C1 F 34.00 459.0 65.0
C2 F 26.00 288.1 39.0
C3 F 29.00 440.0 63.0

peixes não sobreviveram, um deles do Grupo A e outro do Grupo B, tendo assim uma

taxa de mortalidade de, aproximadamente, 22%.

Na Tabela 5.1 encontram-se os dados relativos aos indivíduos de cada grupo.

5.1.2 Segundo bioensaio

Neste ensaio final, submeteram-se os peixes às mesmas condições que no ensaio anterior,

por forma a corroborar os resultados obtidos. Contrariamente ao sucedido no ensaio

anterior, a taxa de mortalidade verificada foi nula.

A Tabela 5.2 contém os dados referentes aos indivíduos de cada grupo:

5.1.3 Bioensaio para estudo enzimático

Este ensaio foi realizado nas mesmas condições que os anteriores, tendo-se distribuído

aleatoriamente 9 peixes pelos 3 tanques, formando 3 grupos (Grupo A – 300 ppb de

arsenito; Grupo B - 150 ppb de arsenito; Grupo C - controlo).

A taxa de mortalidade neste ensaio foi nula e os peixes foram apenas utilizados para

se proceder ao estudo enzimático.
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5.2 Preparação das amostras

5.2.1 Amostras para EDXRF e ICP-AES

Após o término de cada dos Bioensaios 1 e 2, cada peixe foi ultracongelado a -80 °C e

posteriormente cortado transversalmente com uma lâmina de barbear, sendo que cada

metade foi considerada uma amostra.

Em seguida, as amostras foram liofilizadas durante 48h e posteriormente colocadas

em slides (Figura 5.3). Em cada um destes foi colocada uma folha de mylar, à qual se

adicionou um pouco de cola UHU®, cuja composição é livre de qualquer elemento que

consigamos detectar por EDXRF, por forma permitir a adesão do peixe à folha.

Figura 5.3: Montagem de uma amostra num slide

Após a preparação das amostras, efetuaram-se as análises por µ-EDXRF e EDXRF com

geometria triaxial no Laboratório de Física Atómica e Molecular do Departamento de

Física da FCT-UNL. Finalmente, as amostras foram submetidas à técnica de ICP-AES no

Departamento de Química.

5.2.2 Amostras para estudo enzimático

Após o término do Bioensaio para estudo enzimático, eutanasiaram-se os peixes. Em

seguida procedeu-se ao tratamento das amostras, no qual estas foram homogeneizadas em

2 mL de solução tampão PBS (salino) a pH 7.4 através do recurso a um homogeneizador

(T10 Basic Ultra Turrax®, Ika, Alemanha). Em seguida, as amostras foram centrifugadas

a 4ºC durante 10 minutos e posteriormente congeladas a -80ºC. Para efetuar o estudo

enzimático, recorreu-se ao uso de microplacas de 96 poços.
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5.3 Análise por EDXRF

5.3.1 µ-EDXRF

A primeira técnica a ser utilizada foi a µ-EDXRF através do espectrómetro M4 TornadoTM

da Bruker (Figura 5.4). Este aparelho é composto por um tubo de raios-X com um ânodo

de ródio, alimentado por um gerador de baixa potência e alta tensão (máximo 50 kV e

600 µA), arrefecido a ar, e por uma câmara de vácuo. Possui um policapilar que permite

obter um feixe de raios-X com cerca de 25 µm. O detetor é de deriva de silício (SDD),

possuindo uma resolução em energia de 142 eV para a risca Kα do manganês e uma

área ativa de 30 mm2 [89]. Através desta técnica obtivemos o mapeamento elementar dos

vários peixes-zebra, assim como a distribuição da concentração de diversos elementos nos

vários tecidos.

As análises e mapeamentos foram efetuados em vácuo primário, com uma pressão de

20 mbar, uma tensão do tubo de 50 kV e uma corrente de 600 µA. Recorreu-se a um filtro

composto por 100 µm de Al, 50 µm de Ti e 25 µm de Cu, entre o tubo e a amostra. Em

média, cada aquisição demorou cerca de 2h.

Figura 5.4: Espectrómetro M4 TornadoTM, Bruker

Por forma a determinar o DL de arsénio, efetuou-se a análise por µ-EDXRF de várias

amostras-padrão contendo diversas concentrações de arsénio: Bush Branches, Fish Flesh,

Orchard Leaves e Oyster Tissue (Apêndice A).

Destas amostras, a que apresenta maior concentração de As é a Orchard Leaves (NBS-

1571), com 14 mg/g. Através deste valor e da equação anteriormente indicada 4.4, obteve-

se um DL para o As de aproximadamente 4.45 mg/g.

5.3.2 EDXRF com geometria triaxial

A segunda técnica utilizada foi a EDXRF com geometria triaxial, composta por um tubo

de raios-X com um ânodo de tungsténio e um alvo secundário de molibdénio, colocado

a um ângulo de 90º em relação à amostra. Devido a esta polarização é possível obter

um feixe aproximadamente monocromático de 17.44 keV e 19.60 keV. Assim como na
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µ-EDXRF, o detetor também é um semicondutor de silício, embora seja do tipo Si(Li) e

possui uma área ativa de 30 mm2, possuindo ainda uma janela de berílio com 8 µm [79].

As análises foram efetuadas com uma tensão de 50 kV e uma corrente 20 mA, valores

para os quais o Software está otimizado. Para esta técnica considerou-se um valor de DL

para o As de 4.45 mg/g, semelhante ao da técnica anterior.

5.4 Análise por ICP-AES

A terceira técnica utilizada foi a ICP-AES e as amostras foram analisadas no Departamento

de Química da FCT-UNL. Esta foi utilizada com o intuito de validar os resultados obtidos

pelas técnicas de EDXRF.

O espectrómetro utilizado é do modelo Ultima, da Horiba-Jobin. As amostras foram

analisadas após terem sido digeridas com HNO3 e H2O2 (Sigma-Aldrich, USA), de acordo

com os métodos US EPA (Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos). Este

espectrómetro permite a análise de elementos químicos cujas bandas do espectro de

emissão se encontrem entre os 180 nm e os 800 nm, possui um limite de deteção na

ordem dos ppb e permite analisar simultaneamente até 73 elementos em cada amostra

[90].

5.5 Estudo Enzimático

Após a preparação das amostras acima descrita, procedeu-se ao estudo de vários biomarca-

dores (LPO, GST, GPX, SOD, CAT e Ub). A quantidade total de proteína em cada amostra

foi determinada através do método de Bradford [91], tendo os resultados dos biomarcado-

res sido normalizados, dividindo-se o valor final de cada amostra pela quantidade total

de proteínas respetiva.

5.5.1 Peroxidação Lipídica (LPO)

A LPO foi determinada de acordo com os protocolos de Ohkawa et al. [92] e através da

medição das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARs). A absorvância de cada

amostra foi lida a 530 nm. Por fim, com o intuito de se quantificar as amostras, elaborou-se

a uma curva de calibração com base em padrões de MDA da Merck (Portugal) [93].

5.5.2 Glutationa S-Transferase (GST)

O ensaio desta enzima foi realizado de acordo com o método de Habig et al. [94], adaptado

para microplaca.

Efetuou-se uma mistura reacional por forma a obtermos a solução de substrato, consti-

tuída por produtos da Sigma: tampão Dulbeco (fosfato salino), GSH e CDNB (1-cloro-2,4-

dinitrobenzeno). Posteriormente efetuou-se a leitura, minuto a minuto, da absorvância a
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340nm de cada amostra, durante 6 minutos. Por fim calculou-se a atividade da GST de

acordo com o descrito por Madeira et al. [95].

5.5.3 Peroxidase de Glutationa (GPX)

Para determinar a atividade da GPX mediu-se o consumo de β-NADPH como reagente

numa reação secundária catalisada pela Glutationa Redutase, de acordo com o protocolo

descrito por Lawrence e Burk [96], adaptado para microplaca.

Para tal, utilizou-se tampão fosfato com EDTA e uma solução de co-substratos com-

posta por de β-NADPH, GSH e glutationa redutase.

Por fim, mediu-se a absorvância das amostras a 340 nm, a cada minuto, durante 6

min.

5.5.4 Superóxido Dismutase (SOD)

Neste ensaio seguiu-se o protocolo descrito por McCord e Fridovich [97] e adaptado para

microplaca. Utilizaram-se como reagentes tampão fosfato de potássio, EDTA, solução de

Xantine, solução contendo Citocromo C (bovino), Oxidase de Xantine (XOD). A absorvân-

cia foi lida a 550 nm durante 5min e os resultados expressos em termos de percentagem

de inibição de SOD.

5.5.5 Catalase (CAT)

Este ensaio foi efetuado com base nos protocolos de Johansson e Borg [98], adaptados para

microplaca, tendo a absorvância sido medida a 540 nm. Por forma a calcular a atividade

da CAT, criou-se uma reta de calibração obtida através dos valores de absorvância de

padrões de formaldeído, considerando que cada unidade de CAT corresponde à formação

de 1 nmol de formaldeído/min (a 25ºC).

5.5.6 Ubiquitinas (Ub)

Para este ensaio recorreu-se ao protocolo de Madeira et al. [99], adaptado para microplaca.

Para quantificar o teor de Ub das amostras procedeu-se a um ensaio de imunoabsorção

enzimática (ELISA), no qual se utilizaram padrões de Ub com diferentes concentrações

por forma a obter uma reta de calibração. A absorvância foi medida a 450 nm.

5.6 Análise estatística

A análise estatística efetuada foi realizada no Software Statistica 8.0 (Statsoft, 2007, Tulsa,

OK, EUA). Recorreu-se ao teste U não-paramétrico de Mann-Whitney para determinar

as diferenças estatisticamente significativas entre as amostras de peixes dos diferentes

grupos (A, B e C), em relação à concentração de As, Cu, Fe e das diferentes enzimas que

constituem os biomarcadores.
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6
Análise e discussão dos resultados

6.1 Análise por µ-EDXRF

Recorremos à técnica de µ-EDXRF e ao espectrómetro M4 TornadoTM da Bruker para

obtermos de forma simultânea uma análise qualitativa e uma análise quantitativa de cada

amostra.

Esta técnica efetua uma análise qualitativa, resultando no mapeamento do peixe-

zebra, permitindo-nos compreender não só os tecidos-alvo do arsénio, mas também a

distribuição de outros elementos nos vários órgãos deste peixe. As figuras 6.1, 6.2 e 6.3

mostram os mapeamentos de várias amostras de peixes pertencentes a diferentes grupos

(A, B e C, respetivamente):

Figura 6.1: Mapeamento de um peixe pertencente ao Grupo A (300 ppb de As)
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Figura 6.2: Mapeamento de um peixe pertencente ao Grupo B (150 ppb de As)

Figura 6.3: Mapeamento de um peixe pertencente ao Grupo C (controlo)

Podemos observar que o esqueleto ósseo do peixe-zebra e os seus olhos são constituí-

dos maioritariamente por cálcio (Ca) e zinco (Zn), respetivamente. Pode verificar-se que

esta distribuição é independente do grupo a que o peixe pertence.

Em relação ao arsénio, observou-se que este elemento se deposita essencialmente na

zona das vísceras, em particular nos intestinos. Esta deposição verificou-se de forma mais

acentuada nos peixes do Grupo A (Figura 6.1)

Vários dos peixes analisados ainda apresentavam matéria orgânica na zona dos intesti-

nos, proveniente da sua comida. Nesses mesmos peixes foi possível observar uma grande

acumulação de ferro (Fe) e cobre (Cu) nessa mesma área (Figura 6.4)

Em termos de análise quantitativa, efetuaram-se quantificações do peixe por inteiro e

de outras áreas/ órgãos: brânquias, cérebro, espinha, intestinos, músculo dorsal e vísceras.

Tendo em conta que vários peixes do Grupo C continham matéria orgânica nos in-

testinos, com concentrações de Fe e Cu acima de 1000 ppm e 100 ppm, respetivamente,

efetuou-se uma quantificação dos flocos alimentícios. Verificou-se que uma pastilha feita

destes flocos alimentícios contém, aproximadamente, 600 ppm de Fe e 18 ppm de Cu, o

que justifica a grande concentração destes elementos nos intestinos destes peixes. Desta

forma, tiveram que ser excluídos todos os controlos do Ensaio 3 e um dos do Ensaio 2,

tendo-se utilizado um peixe de um grupo de controlo dos Ensaios Preliminares.

Assim, os resultados apresentados nesta secção, que podem ser consultados no Apên-

dice A, dizem respeito aos seguintes peixes:
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Figura 6.4: Mapeamento de um peixe pertencente ao Grupo C (C2) com comida rica em
Fe e Cu nos intestinos

• Ensaios Preliminares - C1;

• Primeiro bioensaio - A1, A2, B1, B2, C1, C2;

• Segundo bioensaio - A1, A2, A3, B1, B2, B3.

No cérebro, espinha e músculo dorsal destes peixes não se observou qualquer conteúdo

de As nos peixes dos grupos A, B ou C. No caso das brânquias, os valores encontrados

para este elemento são bastante baixos. Tais resultados não significam que não se possa

ter bioacumulado As nestas zonas, apenas que essas concentrações poderão estar abaixo

do DL (4.45 ppm).

No peixe por inteiro, observou-se uma bioacumulação de arsénio nos peixes perten-

centes ao Grupo A, tal como expectável (Figura 6.5).

Tal como observado no mapeamento dos peixes, a área correspondente aos intestinos

foi onde se depositou maioritariamente o arsénio, com maior prevalência nos peixes do

Grupo A. A área visceral apresentou o mesmo comportamento, ainda que com concen-

trações menores (Figura 6.6). Para ambas as áreas encontraram-se diferenças estatistica-

mente significativas (p<0.05) das concentrações entre o Grupo C e A.

Um dos fatores que poderá ter levado à acumulação de As nas vísceras e intestinos po-

derá estar relacionado com um mecanismo de desintoxicação dos peixes. Este mecanismo

é a metilação, que consiste na transformação do As em MMA e DMA, espécies orgânicas

mais facilmente excretáveis pelo organismo [26]. Esta metilação ocorre essencialmente

nos intestinos e fígado (parte das vísceras) e recorre à metilotransferase As3mt, homóloga

da AS3MT encontrada nos humanos [100].

No caso do Fe e do Cu, observou-se que no Grupo C a concentração destes elementos

aparenta ser mais homogénea entre as áreas analisadas (Figuras 6.7 e 6.10) e nos Grupos

A e B mais heterogénea, podendo observar-se uma tendência decrescente entre intestinos,

vísceras, brânquias e as restantes áreas (Figuras 6.8, 6.11, 6.9 e 6.12).
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Figura 6.5: Concentração elementar média de arsénio obtida para o peixe por inteiro. Os
asteriscos indicam valores estatisticamente significativos (p<0.05) dos grupo expostos em
relação ao grupo de controlo

a) b)

Figura 6.6: Concentração elementar média de arsénio obtida para as áreas correspon-
dentes aos a) intestinos, b) vísceras dos peixes analisados. Os asteriscos indicam valores
estatisticamente significativos (p<0.05) dos grupo expostos em relação ao grupo de con-
trolo

Um dos possíveis motivos para que a concentração do Fe e Cu nos intestinos, vísceras,

brânquias seja superior em relação às outras áreas à medida que a concentração nominal

de As aumenta poderá ser o facto de estes serem os principais órgãos utilizados para

expelir agentes tóxicos do organismo. Como o peixe está a tentar metabolizar o As e

expeli-lo do organismo, acaba por também metabolizar outros elementos, como é o caso

do Fe e Cu, presentes na sua comida.

Existe ainda uma correlação entre as concentrações de Fe e Cu em todos os órgãos do
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Figura 6.7: Concentração elementar média de ferro nos peixes pertencentes ao Grupo C
em cada área analisada

Figura 6.8: Concentração elementar média de ferro nos peixes pertencentes ao Grupo B
em cada área analisada

peixe, com R2 = 0.59 (Figura 6.13).

Na Figura 6.13 é possível observar uma relação linear crescente entre os dois elemen-

tos, ou seja, à medida que a concentração de Fe aumenta, a de Cu também aumenta.

Um dos fatores que poderá contribuir para a relação entre estes dois elementos é o seu

transporte no organismo dos peixes-zebra. Estes peixes possuem uma proteína transpor-

tadora de Fe denominada ferroportina, que se encontra na membrana de células epiteliais

intestinais responsáveis pela absorção, denominadas enterócitos. A ferroportina apenas

atua no transporte do Fe para o exterior da célula na presença da hefaestina, uma oxidase
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Figura 6.9: Concentração elementar média de ferro nos peixes pertencentes ao Grupo A
em cada área analisada

Figura 6.10: Concentração elementar média de cobre nos peixes pertencentes ao Grupo C
em cada área analisada

de Cu, que também oxida o Fe, transformando o Fe2+ em Fe3+, que se liga à transferina

presente no sangue, permitindo que o Fe3+ chegue a outras partes do organismo [101].

Verificaram-se ainda possíveis correlações do As com estes elementos (Figura 6.14).

Podemos verificar que existe uma correlação significativa entre o Cu e o As, mas tal não

se observou entre o Fe e o As. No entanto, dado que muitas das amostras continham

uma concentração de As abaixo do limite de deteção, não sabemos se essa correlação é

mais alta. Efetuou-se ainda um estudo estatístico para determinar alterações relevantes

da concentração de Fe e Cu em relação a cada grupo e não foram encontradas diferenças

38



6.1. ANÁLISE POR µ-EDXRF

Figura 6.11: Concentração elementar média de cobre nos peixes pertencentes ao Grupo B
em cada área analisada

Figura 6.12: Concentração elementar média de cobre nos peixes pertencentes ao Grupo A
em cada área analisada

significativas (p>0.05).

Não se encontraram na literatura estudos realizados em peixes nos quais tenha sido

estudada a correlação entre o As e o Cu. No entanto, já foi verificada uma relação entre

estes elementos em outras espécies. Já se observou uma acumulação de Cu em rins e

cérebro de ratos e porquinhos-da-índia após administração oral de arsénio inorgânico. No

entanto, os mecanismos químicos envolvidos na interação As-Cu ainda são desconhecidos

[102] [103] [104].
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Figura 6.13: Relação entre a concentração elementar média de ferro e cobre em todos os
peixes analisados

a b

Figura 6.14: Correlação entre a) cobre e arsénio, b) ferro e arsénio

No Homem também foram realizados estudos com o intuito de compreender a absor-

ção de vários elementos pelo organismo, nomeadamente do Fe, Cu e As (separadamente).

Nestes estudos recorreu-se a uma linha germinal de células intestinais humanas, deno-

minadas Caco-2, que se diferenciam espontaneamente quando expostas a determinados

elementos, por forma a possibilitarem o transporte dos mesmos para o interior celular.

Estes elementos podem ser o Fe, o Cu [105] e o As [106], entre outros.
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6.2 Análise por EDXRF com geometria triaxial

Por motivos técnicos, com esta técnica apenas foram analisados os seguintes peixes:

• Ensaios Preliminares - C1;

• Primeiro bioensaio - A1, A2, B1, B2, C1, C2;

Nos resultados obtidos (Apêndice B) verificou-se uma tendência crescente da concen-

tração de As entre os Grupos C e B e o Grupo A (Figura 6.15), também observada os

resultados obtidos na Secção 6.1 para o peixe por inteiro (Figura 6.5). Apesar de mais

elevados os valores, estes estão dentro da mesma ordem de grandeza dos obtidos por

µ-EDXRF.

Em relação ao Fe e ao Cu, também se verificou uma tendência crescente das suas

concentrações entre os Grupos A, B e C (Figura 6.16).

Todavia, não foram encontradas diferenças estatisticamente relevantes entre as con-

centrações de As, Cu e Fe nos diferentes grupos, ao contrário dos resultados da técnica

anterior.

Figura 6.15: Concentração elementar média de arsénio em cada grupo

As diferenças entre esta técnica e a µ-EDXRF não são significativas. Contudo, visto

que a quantificação dos elementos é determinada com base numa área muito reduzida no

centro da amostra, estes valores poderão não corresponder ao valor real da concentração

média no peixe inteiro.

6.3 Análise por ICP-AES

Tal como referido na Secção 4.6.2, esta técnica possui um DL na ordem dos ppb (µg/L).

O material de referência utilizados foi o Oyster Tissue e obteve-se um DL para o As e Cu
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a) b)

Figura 6.16: Concentrações elementares de a) cobre, b) ferro obtidas através da EDXRF
com geometria triaxial

de 4 µg/L e para o Fe de 14 µg/L.

Tal como observado nos resultados de µ-EDXRF e EDXRF com geometria triaxial,

também nos resultados obtidos através de ICP-AES (Apêndice C) se pôde verificar um

aumento significativo da concentração de As entre os Grupos C e B e o Grupo A (Figura

6.17).

Em relação ao Cu, também se observou uma tendência crescente entre os Grupos C e B

e o Grupo A (Figura 6.18 a). No entanto, apenas se verificaram diferenças estatisticamete

significativas (p<0.05) entre os Grupos A e B.

No caso do Fe, observou-se um aumento da sua concentração entre os Grupos C e B

(p<0.05), mas entre os Grupos B e A não se observou uma grande variação (Figura 6.18

b).

Com esta técnica, para além da análise das amostras dos peixes utilizados neste estudo,

efetuou-se também uma análise da água de cada um dos tanques e obteve-se:

• Grupo C - 0 ppm de As;

• Grupo B - 153.467 ppm ± 0.008 de As;

• Grupo A - 330.31 ppm ± 0.03 de As.

Podemos assim concluir que não ocorreu precipitação de As nos tanques, pelo que o

As introduzido na água de cada tanque foi completamente dissolvido.

6.4 Comparação de resultados

As Figuras 6.19 e 6.20 mostram uma comparação das técnicas utilizadas neste estudo em

relação à concentração média de As, Cu e Fe encontrada para cada grupo.
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Figura 6.17: Concentração elementar média de arsénio em cada grupo. Os asteriscos
indicam valores estatisticamente significativos (p<0.05) do grupo exposto em relação ao
grupo de controlo

a) b)

Figura 6.18: Concentrações elementares médias a) de cobre, b) de ferro obtidas através de
ICP-AES. Os asteriscos indicam valores estatisticamente significativos (p<0.05) do grupo
exposto em relação ao grupo de controlo

Podemos observar que, regra geral, os valores detetados para o As, Cu e Fe são supe-

riores na técnica de µ-EDXRF, seguida da EDXRF com geometria triaxial e por fim pela

ICP-AES.

Apesar de produzirem valores estatisticamente diferentes, as concentrações médias

elementares obtidas entre as técnicas encontram-se dentro da mesma ordem de grandeza,

e todas indicam uma tendência crescente de concentração para o As, Cu e Fe entre os

grupos: C<B<A.
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Figura 6.19: Comparação da concentração média de arsénio por grupo em cada técnica

a) b)

Figura 6.20: Comparação da concentração média a) de cobre, b) de ferro por grupo em
cada técnica

6.5 Análise dos biomarcadores

6.5.1 Peroxidação Lipídica (LPO)

Os resultados obtidos para o ensaio da LPO encontram-se na Figura 6.21, sendo possível

observar uma tendência crescente entre os grupos C e B em relação ao Grupo A, tendo-

se verificado diferenças estatisticamente significativas entre o grupo de controlo e os

restantes (p<0.05).

Sunaina et al. [19] efetuaram um estudo no qual se mediu o teor de MDA no fígado e

ovários de peixes-zebra após intoxicação com arsénio (0.006 e 0.03 mg/L) durante 7, 14,

21 e 28 dias; verificou-se um aumento entre o grupo de controlo e os grupos sujeitos a
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uma cada vez maior concentração de arsénio.

Sarkar et al. [46] estudaram a relação entre baixas doses de As (50 µg/L) e a indução

de produção de ROS no cérebro de peixes-zebra, tendo observado um aumento signifi-

cativo da concentração de MDA entre o grupo controlo e o grupo exposto, após 7 dias.

Concluíram que, mesmo em pequenas doses, o As é capaz de causar stress oxidativo no

organismo destes peixes.

Contudo, Bagnyukova et al. [20] obtiveram diferentes resultados ao submeterem

peixes-dourados (Carassius auratus) a 200 µM de arsenito durante 7 dias, não tendo ve-

rificado alterações significativas no nível de TBARS entre o grupo de controlo e o grupo

exposto a As. Os resultados discrepantes em relação aos anteriormente indicados poderão

estar relacionados com a diferente espécie utilizada neste estudo.

Figura 6.21: Comparação dos diferentes níveis de concentração de MDA em relação ao
grupo de controlo e os expostos a arsénio

6.5.2 Glutationa S-Transferase (GST)

No ensaio relativo à GST também não se verificaram diferenças significativas a nível

estatístico (p>0.05). No entanto, tal como se pode ver na Figura 6.22, observou-se um

acréscimo aparente da atividade de GST mediante a concentração de As, sendo sucessiva-

mente superior nos grupos C, B e A.

Kim et al. estudaram o efeito de diferentes concentrações (50, 100, 200 e 400 ppb) de

arsénio em rascassos (Sebastes schlegelii) durante 10 e 20 dias, tendo-se observado que os

níveis da atividade da GST no fígado e nas brânquias vão aumentando entre peixes do

grupo de controlo e os peixes do grupo sujeito a maior concentração nominal de As [44].

Todavia, Ventura-Lima et al. expuseram as brânquias de peixes-zebra, durante 48h, a

diferentes concentrações de As (1, 10 e 100 ppb), não tendo verificado diferenças signifi-

cativas da atividade da GST entre os vários grupos [22].
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A GST auxilia à desintoxicação do organismo ao conjugar-se com moléculas endóge-

nas, tais como propenóis, produtos da degradação oxidativa do ADN. O valor da GST

poderá não ter variado significativamente por não terem sido utilizadas concentrações

altas o suficiente para provocarem esse tipo de danos celulares [22] [107].

Figura 6.22: Comparação dos diferentes níveis de atividade da GST em relação ao grupo
de controlo e os expostos a arsénio

6.5.3 Peroxidase de Glutationa (GPX)

A Figura 6.23 diz respeito à atividade da GPX, sendo possível observar uma tendência

decrescente entre o controlo e os restantes grupos. Esta tendência foi demonstrada esta-

tisticamente uma vez que foram encontradas diferenças relevantes (p<0.05) dos Grupos

A e B em relação ao Grupo C.

Outros autores verificaram também uma diminuição na atividade desta enzima das

amostras sujeitas a As e das amostras de controlo, tendo assim o As funcionado como

inibidor da GPX [108] [109].

Nos estudos de Jing et al. [110] e de Kang et al. [111] verificou-se esta inibição em cé-

lulas pertencentes à linha celular NB4 provenientes de pacientes humanos com Leucemia

Promielocítica Aguda após exposição a As. Wang et al. [112] também observaram uma

diminuição da atividade da GPX em células de ovários de hamsters após exposição a As.

Adeyemy et al. [113] estudaram o stress oxidativo de embriões de peixe-zebra quando

expostos a 0.8 mM de arsénio durante 96h. Apesar de não terem observado diferenças

estatísticas entre o grupo de controlo e o grupo exposto, observaram também uma dimi-

nuição da atividade da GPX entre esses grupos.

Contudo, Sarkar et al. [114] efetuaram um estudo no qual se expuseram peixes-zebra

a 50 µg/L de As. Após 7 dias, observou-se um ligeiro aumento da atividade da GPX no

fígado e rim, ainda que as alterações não sejam significativas (p>0.05).
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Tendo em conta estudos anteriores acima referidos, os resultados encontrados para

esta enzima poderão ser explicados pela inibição da sua atividade pelo As.

Outro dos fatores que poderá ter contribuído para a sua diminuição está relacionado

com o substrato deste biomarcador. Para a GPX atuar, necessita de H2O2 ou outro peró-

xido orgânico como substrato, competindo com a CAT, que possui este mesmo substrato,

entre outros [115]. A diminuição verificada no nosso estudo poderá ter ocorrido devido à

diminuição de H2O2 por este já ter sido reduzido a água pela CAT.

Figura 6.23: Comparação dos diferentes níveis de atividade da GPX em relação ao grupo
de controlo e os expostos a arsénio. Os asteriscos indicam valores estatisticamente signifi-
cativos (p<0.05) do grupo exposto em relação ao grupo de controlo

6.5.4 Superóxido Dismutase (SOD)

Para este biomarcador foram encontradas diferenças significativas (p<0.05) do Grupo C

em relação ao Grupo A e deste em relação ao Grupo B. Na Figura 6.24 podemos observar

uma tendência crescente à medida que a concentração de As aumenta.

No estudo de Kim et al. descrito na Secção 6.5.2, observou-se também um incremento

da atividade da SOD à medida que a concentração de As aumenta [44].

Também Bagnyukova et al., descrito na Secção 6.5.1, verificaram um acréscimo da

atividade da SOD, neste caso apenas no fígado, de peixes-dourados após exposição ao As

[20].

Altikat et al. realizaram um estudo com carpas (Cyprinus carpio carpio), que foram

expostas a 0.5 e 1 mg/L de As durante um mês, tendo observado um aumento da per-

centagem de inibição da SOD nos rins e músculo dos peixes expostos a 0.5 mg/L mas

um decréscimo da mesma no fígado, pele e intestinos. Nos peixes expostos a 1 mg/L,

observou-se uma diminuição da inibição em todos os órgãos [116].
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Podemos assim verificar que a atividade da SOD varia bastante entre espécies, entre

órgãos e está dependente da concentração de As utilizada.

Figura 6.24: Comparação das diferentes percentagens de inibição da SOD em relação ao
grupo de controlo e os expostos a arsénio. Os asteriscos indicam valores estatisticamente
significativos (p<0.05) do grupo exposto em relação ao grupo de controlo

6.5.5 Catalase (CAT)

Em relação à atividade da CAT, não se verificaram diferenças significativas entre os vários

grupos (p>0.05), mas é possível observar na Figura 6.25 uma ligeira diminuição do valor

médio à medida que a concentração de As aumenta.

No estudo de Ventura-Lima et al. descrito na Secção 6.5.2 também não se observaram

diferenças significativas na atividade da CAT nos peixes expostos a As após 48h. Neste

mesmo estudo, verificou-se um aumento da GSH e de uma ligase necessária à sua for-

mação, a GCL (Glutamato-Cisteína Ligase), sendo que a GSH ajuda a proteger a célula

contra danos oxidativos adicionais, podendo ser esta uma das razões pelas quais a CAT

não variou significativamente [22].

No entanto, no estudo realizado por Sunaina et al. descrito na Secção 6.5.1 observou-se

uma diminuição da atividade desta enzima no fígado e ovários entre o grupo de controlo e

os restantes. Esta diminuição poderá ser justificada pelos baixos níveis de NADPH encon-

trados nos peixes, uma vez que o NADPH é necessário para a manutenção da atividade

da CAT [19].

Também no estudo efetuado por Adeyemy et al., descrito na Secção 6.5.3, se observou

uma diminuição significativa da atividade da CAT entre o grupo controlo e o grupo

exposto a As [113]. A diminuição poderá ter ocorrido devido ao fluxo de radicais de

superóxido, que poderão inibir a atividade da CAT [117] [118].
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No estudo de Sarkar et al. [119], onde se expuseram peixes-zebra a 50 µg/L de As

durante 7, 15, 30, 60 e 90 dias, apenas se verificou um acréscimo significativo da atividade

da CAT nos rins e fígado dos organismos após 30 dias.

Os resultados destes estudos poderão indicar que, para as concentrações utilizadas no

nosso estudo (150 e 300 ppb), teríamos que prolongar o ensaio para pelo menos um mês

por forma a conseguirmos observar um aumento da atividade deste biomarcador.

Figura 6.25: Comparação das diferentes percentagens de atividade da CAT em relação ao
grupo de controlo e os expostos a arsénio

6.5.6 Ubiquitinas (Ub)

No que diz respeito ao nível de ubiquitinas, associado ao número de proteínas danificadas

devido ao As, observámos alterações significativas entre o Grupo C e o Grupo A (p<0.05).

A Figura 6.26 ilustra os resultados obtidos, onde podemos observar um aumento das Ub

nos grupos C e B em relação ao grupo A.

Apesar de não terem sido encontrados estudos na literatura que atestem a presença

desta enzima em peixes expostos a As, a ligação entre ubiquitinas e As já foi previamente

estabelecida por vários autores, nomeadamente Del Razo et al. [47]

O incremento observado nos nossos resultados comprovam que existe maior número

de proteínas danificadas no Grupo A em relação aos Grupos B e C, significando que o As

poderá ter causado esse dano.
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Figura 6.26: Comparação das diferentes concentrações de ubiquitinas em relação ao grupo
de controlo e os expostos a arsénio. Os asteriscos indicam valores estatisticamente signifi-
cativos (p<0.05) dos grupo expostos em relação ao grupo de controlo
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7
Conclusões e trabalhos futuros

O principal objetivo deste estudo era compreender em que órgãos do peixe-zebra o As se

deposita e a relação entre a sua concentração e a sua bioacumulação. Para tal, recorreram-

se a várias técnicas: µ-EDXRF, EDXRF com geometria triaxial e ICP-AES. Para além disto,

realizou-se ainda um estudo enzimático para compreender a variação da concentração

de determinados biomarcadores em resultado da exposição a diferentes concentrações de

As.

Através da µ-EDXRF foi possível obter uma análise qualitativa graças ao mapeamento

das amostras, tendo-se observado uma maior concentração de As na zona das vísceras,

em particular nos intestinos. Esta informação foi corroborada pela análise quantitativa

efetuada pela mesma técnica, tendo-se concluído que a acumulação foi superior nos peixes

pertencentes ao Grupo A. Também neste grupo se observou a bioacumulação de As no

peixe por inteiro. No entanto, as concentrações deste elemento nas brânquias, cérebro,

espinha e músculo dorsal encontram-se abaixo do limite de deteção.

Também através das restantes técnicas, que apenas nos facultam informação acerca

da concentração de As no peixe por inteiro, se observou uma maior acumulação deste

elemento nos peixes do Grupo A. Comparando os resultados obtidos com os da µ-EDXRF,

observou-se que os valores obtidos através desta foram superiores aos da EDXRF com

geometria triaxial e estes por sua vez superiores aos da ICP-AES, apesar de os valores se

encontrarem quase sempre dentro da mesma ordem de grandeza.

A discrepância entre os valores da µ-EDXRF e os da EDXRF com geometria triaxial

ocorreu devido ao facto da área de análise ser muito mais reduzida que o tamanho total

do peixe. Isto significa que apenas uma região do peixe foi analisada, sendo que esta

poderá estar num órgão que apresente maior ou menor concentração de um determinado

elemento.

Os resultados de ICP-AES foram abaixo do expectável, principalmente tendo em conta
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o alto limite deteção das técnicas de EDXRF, bastante superior aos valores medidos em

ICP-AES. Isto significa que a deteção de um elemento em EDXRF implica que a sua

concentração real é igual ou superior ao DL deste elemento, facto que não se verificou

nos resultados de ICP-AES.

Em relação ao estudo enzimático, o biomarcador que apresentou diferenças mais

acentuadas e estatisticamente significativas entre os vários grupos foi a GPX, tendo-se

observado uma diminuição entre o Grupo C e os restantes grupos. Tal decréscimo poderá

ser justificado pelo facto de o As poder funcionar como inibidor desta enzima.

Também na LPO, SOD e Ub se verificaram diferenças estatisticamente significativas,

tendo-se observado um aumento das mesmas em relação ao grupo de controlo. Concluí-

mos assim que os peixes expostos a As entraram em stress oxidativo e que o elemento

provocou a danificação de proteínas.

Em relação à GST e CAT, não se observaram diferenças relevantes entre os vários

grupos.

Tendo em conta que existe uma enorme variabilidade intrínseca entre cada peixe, a

nível de trabalhos futuros seria importante aumentar o número de indivíduos por forma

a termos mais amostras em cada grupo. Deveria também ser estabelecido o período de

tempo máximo para que os peixes sejam alimentados antes da eutanásia, com o intuito

de evitar que os peixes analisados contenham matéria orgânica nos intestinos.

Para além disto, para obtermos resultados mais fidedignos da EDXRF com geometria

trixial deveriam-se homogeneizar as amostras e formar pastilhas com o tamanho do feixe,

para que seja possível quantificar corretamente o peixe como um todo.
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A
Valores associados à µ-EDXRF

Tabela A.1: Comparação dos valores de referência da amostra-padrão Oyster Tissue com
as concentrações elementares medidas (*Valor não certificado)

Elemento
Certificado

(µg/g)
Obtido
(µg/g)

P 8100* 7100 ± 400
Cl 10000* 11000 ± 60
K 9690 ± 50 10610 ± 600
Ca 1500 ± 30 1400 ± 70
Mn 17.5 ± 1.2 19 ± 1
Fe 195 ± 34 220 ± 20
Cu 63.0 ± 3.5 61 ± 3
Zn 852 ± 14 750 ± 40
Br 55* 57 ± 3
Sr 10.36 ± 0.56 17 ± 1
As 13.4 ± 1.9 11 ± 1
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APÊNDICE A. VALORES ASSOCIADOS À µ-EDXRF

Tabela A.2: Comparação dos valores de referência da amostra-padrão Orchard Leaves com
as concentrações elementares medidas (*Valor não certificado)

Elemento
Certificado

(µg/g)
Obtido
(µg/g)

P 2100 ± 100 1800 ± 90
Cl 700* 1900 ± 100
K 14700 ± 300 15300 ± 800
Ca 20900 ± 300 19900 ± 900
Mn 91 ± 4 83 ± 4
Fe 300 ± 20 300 ± 20
Cu 12 ± 1 12 ± 1
Zn 25 ± 3 26 ± 2
Br 10* 7 ± 1
Sr 37* 17 ± 1
As 14 ± 2 13 ± 1

Tabela A.3: Dados associados à concentração elementar média de As, Fe e Cu obtida em
função das áreas analisadas, para o Grupo A

Área Brânquias Cérebro Espinha Inteiro Intestinos Músculo Vísceras
Concentração As

(µg/g)
2 ± 3 0 0 13 ± 8 70 ± 30 0 30 ± 20

Concentração Fe
(µg/g)

330 ± 40 60 ± 40 170 ± 60 230 ± 60 700 ± 400 50 ± 30 400 ± 300

Concentração Cu
(µg/g)

14 ± 5 0 5 ± 4 20 ± 5 50 ± 30 3 ± 3 30 ± 10

Tabela A.4: Dados associados à concentração elementar média de As, Fe e Cu obtida em
função das áreas analisadas, para o Grupo B

Área Brânquias Cérebro Espinha Inteiro Intestinos Músculo Vísceras
Concentração As

(µg/g)
3 ± 6 0 0 0 10 ± 20 0 5 ± 6

Concentração Fe
(µg/g)

290 ± 50 30 ± 30 260 ± 70 190 ± 50 400 ± 300 30 ± 20 300 ± 200

Concentração Cu
(µg/g)

11 ± 3 1 ± 2 5 ± 4 16 ± 2 26 ± 9 0 19 ± 5

Tabela A.5: Dados associados à concentração elementar média de As, Fe e Cu obtida em
função das áreas analisadas, para o Grupo C

Área Brânquias Cérebro Espinha Inteiro Intestinos Músculo Vísceras
Concentração As

(µg/g)
0 0 0 0 0 0 0

Concentração Fe
(µg/g)

200 ± 200 70 ± 20 200 ± 200 100 ± 200 200 ± 200 40 ± 20 70 ± 30

Concentração Cu
(µg/g)

11 ± 4 4 ± 4 5 ± 4 12 ± 3 12 ± 3 2 ± 4 7 ± 5
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Tabela A.6: Dados associados à concentração elementar média de As, Fe e Cu obtida em
função das áreas analisadas, para o Grupo A

Área Brânquias Cérebro Espinha Inteiro Intestinos Músculo Vísceras
Concentração As

(µg/g)
2 ± 3 0 0 13 ± 8 70 ± 30 0 30 ± 20

Concentração Fe
(µg/g)

330 ± 40 60 ± 40 170 ± 60 230 ± 60 700 ± 400 50 ± 30 400 ± 300

Concentração Cu
(µg/g)

14 ± 5 0 5 ± 4 20 ± 5 50 ± 30 3 ± 3 30 ± 10

Tabela A.7: Dados associados à concentração elementar média de As, Fe e Cu obtida em
função das áreas analisadas, para o Grupo B

Área Brânquias Cérebro Espinha Inteiro Intestinos Músculo Vísceras
Concentração As

(µg/g)
3 ± 6 0 0 0 10 ± 20 0 5 ± 6

Concentração Fe
(µg/g)

290 ± 50 30 ± 30 260 ± 70 190 ± 50 400 ± 300 30 ± 20 300 ± 200

Concentração Cu
(µg/g)

11 ± 3 1 ± 2 5 ± 4 16 ± 2 26 ± 9 0 19 ± 5

Tabela A.8: Dados associados à concentração elementar média de As, Fe e Cu obtida em
função das áreas analisadas, para o Grupo C

Área Brânquias Cérebro Espinha Inteiro Intestinos Músculo Vísceras
Concentração As

(µg/g)
0 0 0 0 0 0 0

Concentração Fe
(µg/g)

200 ± 200 70 ± 20 200 ± 200 100 ± 200 200 ± 200 40 ± 20 70 ± 30

Concentração Cu
(µg/g)

11 ± 4 4 ± 4 5 ± 4 12 ± 3 12 ± 3 2 ± 4 7 ± 5
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B
Valores associados à EDXRF com geometria

triaxial

Tabela B.1: Dados associados à concentração elementar média de As, Fe e Cu obtida em
cada grupo através da EDXRF com geometria triaxial

Grupo
Concentração As

(µg/g)
Concentração Fe

(µg/g)
Concentração Cu

(µg/g)
C 6 ± 2 90 ± 40 1 ± 2
B 8 ± 3 130 ± 40 9 ±4
A 70 ± 20 139 ± 8 13 ± 2

73





A
p
ê
n
d
i
c
e

C
Valores associados à ICP-AES

Tabela C.1: Dados associados à concentração elementar média de As, Fe e Cu obtida em
cada grupo através de ICP-AES

Grupo
Concentração As

(µg/g)
Concentração Fe

(µg/g)
Concentração Cu

(µg/g)
C 0.2 ± 0.3 20 ± 10 0.3 ± 0.3
B 0.5 ± 0.9 60 ± 20 0.4 ± 0.4
A 12 ± 7 60 ± 30 4 ± 10
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D
Valores associados à atividade enzimática

Tabela D.1: Resultados obtidos para cada biomarcador estudado

Grupo C B A
Concentração MDA (nmol.mg−1 proteína total) 0.012 ± 0.002 0.03 ± 0.02 0.043 ± 0.003

Atividade GST (nmol.min−1. mg−1 proteína total) 78 ± 6 100 ± 30 110 ± 30
Atividade GPX (nmol.min−1. mg−1 proteína total) 8 ± 3 1.77 ± 0.08 2.5 ± 0.9

Percentagem de inibição SOD (%) 20 ± 20 29 ± 6 45 ± 2
Atividade CAT (nmol.min−1. mg−1 proteína total) 47 ± 7 42 ± 3 40 ± 6

Concentração Ub (µmol.mg−1 proteína total) 0.15 ± 0.04 0.12 ± 0.06 0.25 ± 0.05
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E
Valores associados à análise estatística

Tabela E.1: Análise estatística realizada para µ-EDXRF em relação à concentração de As
por área. Os asteriscos indicam valores estatisticamente significativos (p<0.05)

Área Inteiro Intestinos Vísceras
C vs B 0.86 0.08 0.08
C vs A 0.03* 0.03* 0.03*
A vs B 0.02* 0.12 0.06

Tabela E.2: Análise estatística realizada para µ-EDXRF em relação à concentração de de
Cu e Fe do peixe por inteiro

Elemento Cu Fe
C vs B 0.05 0.44
C vs A 0.05 0.29
A vs B 0.35 0.52

Tabela E.3: Análise estatística realizada para EDXRF com geometria triaxial em relação à
concentração de As, Cu e Fe

Elemento As Cu Fe
C vs B 0.28 0.08 0.08
C vs A 0.08 0.08 0.12
A vs B 0.12 0.44 1.00
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APÊNDICE E. VALORES ASSOCIADOS À ANÁLISE ESTATÍSTICA

Tabela E.4: Análise estatística realizada para ICP-AES em relação à concentração de As,
Cu e Fe. Os asteriscos indicam valores estatisticamente significativos (p<0.05)

Elemento As Cu Fe
C vs B 0.38 0.08 0.03*
C vs A 0.03* 0.04* 0.02*
A vs B 0.03* 0.32 0.52

Tabela E.5: Análise estatística realizada para os biomarcadores estudados. Os asteriscos
indicam valores estatisticamente significativos (p<0.05)

Biomarcador LPO GST GPX SOD CAT Ub
C vs B 0.04* 0.29 0.04* 0.72 0.29 0.48
C vs A 0.04* 0.28 0.04* 0.04 0.28 0.04*
A vs B 0.51 0.48 0.13 0.03 0.72 0.08

80


	Lista de Figuras
	Lista de Tabelas
	Siglas
	Introdução
	Contextualização e objetivos
	Estado da arte

	O arsénio
	Mecanismos de exposição e envenenamento
	Características e toxicidade
	Mecanismos fisiológicos e biomarcadores

	O peixe-zebra
	Organismo modelo
	Comparação entre organismos modelo
	A anatomia e a fisiologia do peixe-zebra

	Técnicas e princípios físicos
	Raiox-X
	Interação de radiação com a matéria
	Efeito fotoelétrico
	Dispersão de Rayleigh
	Efeito de Compton
	Fluorescência de Raios-X
	Fluorescência de Raios-X por Dispersão em Energia (EDXRF) 
	-EDXRF
	EDXRF com geometria triaxial
	Artefactos espectrais
	Métodos de quantificação e calibração
	Limites de deteção
	Incertezas associadas

	Espetrometria de Emissão Atómica por Plasma Induzido (ICP-AES)


	Materiais e métodos
	Bioensaios
	Primeiro bioensaio
	Segundo bioensaio
	Bioensaio para estudo enzimático

	Preparação das amostras
	Amostras para EDXRF e ICP-AES
	Amostras para estudo enzimático

	Análise por EDXRF
	-EDXRF
	EDXRF com geometria triaxial

	Análise por ICP-AES
	Estudo Enzimático
	Peroxidação Lipídica (LPO)
	Glutationa S-Transferase (GST)
	Peroxidase de Glutationa (GPX)
	Superóxido Dismutase (SOD)
	Catalase (CAT)
	Ubiquitinas (Ub)

	Análise estatística

	Análise e discussão dos resultados
	Análise por -EDXRF
	Análise por EDXRF com geometria triaxial
	Análise por ICP-AES
	Comparação de resultados
	Análise dos biomarcadores
	Peroxidação Lipídica (LPO)
	Glutationa S-Transferase (GST)
	Peroxidase de Glutationa (GPX)
	Superóxido Dismutase (SOD)
	Catalase (CAT)
	Ubiquitinas (Ub)


	Conclusões e trabalhos futuros
	Bibliografia
	Valores associados à -EDXRF
	Valores associados à EDXRF com geometria triaxial
	Valores associados à ICP-AES
	Valores associados à atividade enzimática
	Valores associados à análise estatística

