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THCOBRA

A presenca de metais pesados no organismo esté frequentemente associada a
diversas patologias, tais como, danos permanentes no sistema nervoso,
distarbios do sono e cancro. Uma das principais vias de bioacumulagédo é
através do consumo de peixe contaminado, devido a crescente poluicdo dos
ecossistemas marinhos. Assim, é importante estudar mecanismos de
acumulacéo de metais pesados que nos permitam perceber a sua interacdo no
organismo. O peixe zebra € um modelo animal com indmeras caracteristicas
6timas para estudos toxicol6gicos.

Neste trabalho, avaliou-se a aplicabilidade e a performance de um sistema de
imagem por fluorescéncia de raios X (FF-EDXRF, do inglés Full Field of view -
Energy Dispersive X-Ray Fluorescence), baseado num detetor gasoso micro-
estruturado (2D-THCOBRA), na obtencdo do mapeamento elemental e
distribuicdo espacial de diferentes metais pesados (Pb, Mn, Ni e Se) em peixes
Zebra com diferentes tempos de exposicdo a diferentes concentracdes de
contaminantes. Pretendeu-se também estudar a acumulacéo e capacidade de
excrecdo do chumbo, pelos peixes Zebra, bem como a sua relagdo com o
comportamento dos peixes, de modo a perceber a influéncia da presenca do
metal no organismo do peixe.

O estudo comportamental foi realizado utilizando o sistema de rastreamento
Zebrabox (Viewpoint Life Sciences, Lyon, France). Para verificar a acumulacao
e distribuigdo dos metais pesados no organismo, recorreu-se a um espetrometro
de EDXRF, um espetrometro de imagem FF-EDXRF e um sistema de radiografia
digital, para aquisicdo de imagens morfoldgicas dos peixes. Para validacéo dos
resultados obtidos utilizou-se o sistema comercial M4 TORNADO (Bruker,
Alemanha).

A realizacdo deste trabalho permitiu concluir que os sistemas utilizados séo
capazes de identificar e mapear a distribuicdo elemental dos metais pesados na
zona visceral dos peixes Zebra; e que este conseguiu excretar o metal, apés
acumulacdo, no tempo de realizacdo do ensaio crénico. Relativamente ao
estudo comportamental, ndo foi identificada qualquer alteracdo do
comportamento estatisticamente significativa nos peixes expostos as
concentracdes estudadas durante o tempo do teste.

Os resultados obtidos sdo promissores, destacando a capacidade do sistema
para aplicagcdes na avaliagdo de metais pesados em amostras biolégicas.
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The presence of heavy metals in the human body is often associated with various
pathologies, such as permanent damage to the nervous system, sleep disorders,
and cancer. One of the main ways of bioaccumulation is through the
consumption of contaminated fish, due to the pollution of marine ecosystems.
Thus, it is important to study mechanisms of heavy metal accumulation, to
understand their interaction in the body. The Zebra fish is an animal model with
numerous advantageous characteristics for toxicological studies.

In this work, we evaluated the applicability and performance of a Full field- X-ray
fluorescence (FF-EDXRF) imaging system, based on a micro pattern gas
detector (2D-THCOBRA), to obtain the elemental mapping and spatial
distribution of different heavy metals (Pb, Mn, Ni, and Se) in Zebra fish with
different exposure times to different concentrations of contaminants. It was also
intended to study the accumulation and excretion capacity of lead by Zebra fish,
as well as its relationship with fish behaviour, aiming to understand the influence
of the presence of the metal in the fish organism.

The behavioural study was performed using the Zebrabox tracking system
(Viewpoint Life Sciences, Lyon, France). To verify the accumulation and
distribution of heavy metals in the organism an EDXRF spectrometer, a FF-
EDXRF imaging spectrometer, and a digital radiography system for
morphological imaging of the fish were used. The commercial M4 TORNADO
system (Bruker, Germany) was used to validate the obtained results.

This work allowed concluding the systems’ capability for the identification and
mapping of the elemental distribution of heavy metals in the visceral area of
Zebra fish. It was also shown that the fish were able to excrete the metal, after
its accumulation, during the time of the chronic test. Regarding the behavioural
study, no statistically significant behaviour changes could be identified in the fish
exposed to the studied concentrations during the time of the test.

The obtained results are promising, highlighting the system's capacity evaluating
heavy metals in biological samples.
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1 Introducao

1.1 Enquadramento e Motivacao

Os bons habitos alimentares sdo cada vez mais uma preocupacao do ser humano
uma vez que a eles se associam varios beneficios na saude. Neste contexto considera-se
fundamental a ingestdo, tanto em quantidade como em qualidade, dos nutrientes
essenciais, desde as proteinas aos hidratos de carbono, gorduras e vitaminas, necessarios
ao bom funcionamento do organismo humano. O peixe é considerado um alimento
saudavel, com diversos nutrientes importantes, essencial a uma dieta equilibrada e variada,
sendo uma importante fonte de proteinas e lipidos de alto valor biolégico, como &acidos
gordos insaturados [1]. Varios estudos indicam ligacdes entre o consumo de peixe e a
diminuicdo do risco de doencas crénicas, como por exemplo, doencas cardiovasculares ou
hipertensao, associadas muitas vezes ao envelhecimento e também ao aumento da
mortalidade da populacdo [2]. Além disso, o consumo de peixe assume um papel
fundamental no controlo do peso e no desenvolvimento cognitivo, nomeadamente das
criancas [3].

Em 2014, a Organizacdao das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura
destaca no seu relatdrio o crescente e importante papel do peixe na alimentagdo a nivel
mundial, devido ao aumento da producdo pesqueira e de aquacultura e também destaca
que o peixe representa quase 17% do consumo de proteina no mundo, podendo chegar
aos 70% em alguns paises na zona costeira e insulares [4]. Em 2018, Portugal destaca-se
como o terceiro maior consumidor de peixe a nivel mundial, sendo indicado um consumo
de 61,5 kg por habitante num ano, um valor muito superior ao da média mundial, cerca de
22,3 kg [5].

O ser humano tem vindo a utilizar metais pesados de diferentes maneiras ao longo
da histdria. Paralelamente diversos efeitos negativos associados a uma exposi¢ao continua
aos mesmos tém vindo a ser identificados. Devido a sua toxicidade e tendéncia a
acumulacdo na agua e sedimentos, quando em grandes quantidades, os metais pesados
tornam-se perigosos para todos os organismos vivos.

A presenca de metais pesados no organismo esta frequentemente associada a
determinados problemas de saude, tais como danos nos rins, sintomas neuroldgicos e
psicoldgicos (por exemplo, tremores, ansiedade, distlrbios do sono e depressdo, dores de
cabeca) e cancro. Em muitos casos, a exposicdo prolongada a doses elevadas de
determinados metais pesados pode mesmo levar a morte [6]. De modo a diminuir o perigo
para a saude publica, é essencial obter a informacdo acerca das vias de contaminacdo e
também dos niveis desses metais no organismo ou em determinados orgaos.

Verifica-se que o consumo de peixe contaminado é uma das maiores fontes de
exposicdo a metais pesados [7]. Ao longo dos anos tem-se vindo a observar um aumento
das concentragdes de varios metais pesados, nomeadamente mercurio, cddmio, chumbo e
arsénio, em peixes. Tal resulta do aumento da concentracdo destes metais na agua devido
a exploracdo mineira, producdo industrial ou incorreto tratamento do lixo eletrénico por
exemplo, que leva ao aumento das concentracdes destes metais nos tecidos dos peixes [8].
No caso do mercurio, quando em contacto com o ser humano pode provocar efeitos no
sistema nervoso, sendo especialmente perigoso para as criangas e para o seu
desenvolvimento [6 — 8].



A poluigao ambiental é sem duvida um problema universal. Atividades domésticas
e industriais sdo fontes de contaminacao do sistema aqudtico. Como os metais pesados se
bioacumulam nos animais ao longo da cadeia alimentar, a analise da concentracdo desses
mesmos metais serve como um indicador de qualidade do ecossistema aquatico em que os
animais habitam.

Os metais pesados nos peixes provém principalmente da sua alimentacao, e devido
a biomagnificacdo, maiores concentracées sdo encontradas no topo da cadeia alimentar.
Como o Homem se encontra acima dos peixes na cadeia alimentar, este vai consumindo os
peixes e a crescente bioacumulacdo de metais pesados no organismo torna-se muitas vezes
prejudicial a sua saude.

Tendo em conta a crescente preocupagdao com a contaminagdo por metais pesados
e as suas consequéncias, é necessaria uma apertada vigilancia aos seus niveis. Além disso,
o numero de estudos de imagem que avaliem a distribuicdo elemental de metais pesados
em peixes é reduzido. Neste contexto, pretende-se com o presente trabalho propor uma
solucdo mais viavel e eficiente no controlo dos contaminantes em peixes, de modo a
contribuir para a melhoria da saude da populagdo. Para tal, sera avaliada a acumulagao de
metais pesados em peixes Zebra, através da determinacao da sua distribuicdo espacial.
Serd utilizado um sistema de imagem de campo de visdo total por fluorescéncia de raios X
em energia dispersiva (FF-EDXRF, do inglés Full-field-Energy Dispersive X-ray fluorescence)
baseado num detetor gasoso micro-estruturado (MPGD, do inglés Micro Pattern Gas
Detector), avaliando-se a sua aplicabilidade no estudo da distribuicao elemental em peixes
Zebra. Pretende mapear-se a distribuicao de metais em peixes Zebra contaminados, de
modo a determinar quais as regides anatémicas onde, preferencialmente, ocorre
acumulacdo. No futuro, esta informacdo poderda ser associada com pardametros
comportamentais e bioquimicos.

Diversos trabalhos reportam o uso de metais e farmacos para estudo de
ecotoxicidade usando peixes como modelo animal. Em 2010, foi publicado um estudo com
o objetivo de comparar a sensibilidade de peixes Zebra, em estado inicial de vida e adultos,
ao Crémio(VI), um poluente que ameaca os ecossistemas aquaticos, através da sua
toxicidade e analise de biomarcadores[9]. As larvas foram expostas a uma gama de
concentra¢des compreendidas entre 0 e 120 mg/L enquanto os peixes adultos foram
expostos a uma gama de concentracdes de 0 a 64 mg/L. Concluiu-se que peixes em inicio
de vida apresentavam uma menor sensibilidade do que os adultos em relacdo a
mortalidade; e a andlise de biomarcadores indicou uma possivel neurotoxicidade e
interferéncia na atividade metabdlica.

Altenhofen et al. estudou o efeito do manganés (Mn), um metal essencial que os
organismos conseguem regular internamente, mas que quando em concentragdes
demasiado elevadas torna-se téxico, causando sérios problemas neuroldgicos [10]. Foi
estudado o efeito de diferentes concentragdes de MnCl, em peixes Zebra com o objetivo
de avaliar a exposicdo a nivel cognitivo e comportamental. Os resultados obtidos
demonstraram que a exposicdo na gama dos 0,1 a 1,5 mM de MnCl; levou a alterac¢des
destes parametros, e.g., diminuicdo da distancia percorrida ou do tempo em movimento,
em comparagao com o controlo.

A técnica de andlise por fluorescéncia de raios X (XRF — do inglés, X-Ray
fluorescence) mostrou também ser uma poderosa ferramenta para identificacdo de metais



pesados e outros elementos em diferentes amostras,+tal como amplamente reportado na
literatura. Por exemplo, Peter Onuwa et al.[11] analisaram seis metais pesados (Cr, Mn, Ni,
Cu, Zn e Mo) no couro cabeludo humano, investigando a sua acumula¢cdo em pessoas com
diferentes profissdes; Carvalho et al. [12], Machado et al. [13] e P.M.S. Carvalho et al. [14]
recorreram a técnica de XRF para quantificar elementos presentes em tecidos tumorais e
normais de diferentes érgaos, comparando os seus valores e concluindo que para alguns
elementos se verificam alteracdes significativas entre tecido normal e tumoral.

J4 Alonso-Herndndez et al. [15] aplicou esta técnica na determinacdo da
concentracdo de arsénio em diferentes espécies marinhas num determinado local
geografico, para assim inferir sobre a evolucdo da concentracdo ao longo do tempo. Bilo et
al. [16] estudaram a acumulacdo de Pb e Zn em embriGes de peixe Zebra concluindo que a
analise por XRF é vantajosa na determinag¢do de bioacumulagdo e que a sua aplicagdo em
organismos de tamanho reduzido podera ser util.

Normalmente, os estudos sdao mais direcionados a determinados érgdos através da
anadlise de biomarcadores, existindo poucos trabalhos dedicados a avaliagdo da distribuicdo
elemental de metais pesados em todo o peixe. Na Universidade Nova de Lisboa, foram
realizados estudos de imagem com peixes Zebra contaminados com mercurio, arsénio e
chumbo, para avaliagdo da sua distribuicdo elemental. Foi utilizado o sistema M4
TORNADO (Bruker®, Alemanha), um espectrometro micro-EDXRF (u-EDXRF), capaz de
identificar os diferentes elementos presentes e fornecer imagens da sua distribuicdo no
peixe [17 — 19].

Organizacgao da dissertagao

Este documento estd organizado em oito capitulos. No primeiro capitulo é
apresentada a motivacdo e enquadramento do trabalho. No segundo capitulo, sdo
apresentados os motivos para a escolha do peixe Zebra como modelo animal. No terceiro
capitulo, sdo descritos os principios fundamentais da fluorescéncia de raios X e as
vantagens de aplicacdo desta técnica. No quarto capitulo, é apresentado o detetor Thick
COBRA e o seu principio de funcionamento. No quinto capitulo, é apresentada a
metodologia aplicada, desde a preparacdo das amostras, as condicbes de aquisicdo e
caracterizacdo dos diferentes sistemas utilizados. No sexto e sétimo capitulos, sdo
apresentados os resultados obtidos para os estudos preliminar e crénico, respetivamente.
No oitavo capitulo, sdo apresentadas as conclusdes retiradas do trabalho e possiveis
melhorias para um trabalho futuro.



2 Modelo Animal — Peixe Zebra Danio rerio

O peixe Zebra (Danio rerio) tem sido utilizado em diversas areas de investigacao,
tais como, oncologia, evolucdo, genética e toxicologia [9, 20 — 23].

Alguns dos objetivos da sua utilizagdo como modelo animal nos estudos sdo o
conhecimento dos efeitos de diversos quimicos, compreender os seus modos de a¢dao no
organismo e saber quais os riscos para o meio ambiente. Os testes realizados nos peixes
Zebra podem focar-se no seu desenvolvimento, comportamento, histologia e marcadores
moleculares, sendo estes realizados em diferentes estagios de vida, permitindo a
monitorizacao dos efeitos no organismo desde a fase embrionaria do peixe até a sua fase
adulta.

Entre 2007 e 2018, verificou-se um crescente interesse da comunidade cientifica
pelo peixe Zebra. E notério o aumento do nimero de publicacdes (Figura 1), mostrando a
relevancia do peixe Zebra como modelo animal, ndo sé pela comunidade cientifica, mas
também pela parte de industrias farmacéuticas, quimicas ou cosméticas.
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Figura 1 - Numero de publicagées de estudos que mencionam peixe Zebra. Adaptado de [24].

O genoma do peixe Zebra foi totalmente sequenciado e comparado com o genoma
do ser humano: 70% dos genes tém um homdlogo/equivalente [25]; para além disso, a
informacgao genética esta disponivel em bases de dados de acesso gratuito, por exemplo,
ZFIN — The Zebrafish Information Network. Este € um dos motivos que levou o peixe Zebra
a ser imensamente utilizado na investigacdo. Para além disso, é um organismo de tamanho
reduzido, mesmo em fase adulta (aproximadamente 4-5 cm de comprimento [26]), e que
ndo necessita de aquarios de grandes dimensdes. Assim, é possivel que um elevado
numero de peixes possa ser mantido no mesmo local, levando a uma redugdo de custos de
manutencao.

Os peixes e os mamiferos apresentam semelhancas a nivel anatémico e fisioldgico.
Possuem tecidos e orgdos em comum como cérebro, coragao, intestino, rim, figado,
pancreas e sistema nervoso, para além destes, os peixes ainda apresentam branquias e
bexiga natatdria [27], como exemplificado na Figura 2. O sistema circulatorio é responsavel
pela distribuicdo de oxigénio, com um coracdo de apenas 1 ventriculo e 1 auricula, sendo
regulado por um sistema elétrico. A oxigenacdo do sangue é realizada nas branquias - a
agua entra pela boca, passa pelas branquias e é expelida pelo opérculo. Possui também um
sistema gastrointestinal, para ingestdo de alimentos e o seu processamento, absorcdo e



excrecdo de substancias ndo digeridas. O sistema reprodutivo varia consoante o sexo do
peixe Zebra, apresentado testiculos (macho) ou ovérios (fémea).

Devido a importancia dos peixes na monitorizacdo da poluicdo aquatica existem
diversos protocolos desenvolvidos para avaliacdo ecotoxicoldgica. Testes agudos e cronicos
para diferentes estudos envolvendo peixes Zebra estdo definidos em protocolos
desenvolvidos pela Organizacdo de Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (OECD, do
inglés Organisation for Economic Cooperation and Development) [28 - 29].

O peixe Zebra permite a realizacdo de ensaios de toxicidade respeitando as normas
estabelecidas e padronizadas, e que possibilitam a extrapolacdo dos resultados para outras
espécies de vertebrados superiores, nomeadamente o Homem.

Para além da andlise de biomarcadores e do comportamento de peixes Zebra
expostos a compostos toxicos, é também possivel recorrer a técnicas de espetroscopia de
raios X, discutidas no capitulo 3, para a avaliacdo da sua acumulagao.
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Figura 2 — a) Morfologia de um peixe Zebra; b) pormenores do esqueleto de peixe Zebra. Adaptado de
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Ensaios de Toxicidade

O peixe Zebra pode ser usado em diversos tipos de testes, dependendo do objetivo
do estudo. Estes podem ser letais (levam a morte) ou sub-letais/crénicos (caracterizados
por alteracdes de crescimento, desenvolvimento ou reproducdo, por exemplo). Quanto ao
tempo de exposicdo, o ensaio é classificado como agudo, quando os peixes sdo expostos
durante um curto periodo de tempo a elevadas concentracdes de um contaminante; ou
crénico, quando os peixes sdo expostos a baixas concentracdes, mas durante um longo
periodo de tempo. Se nos referirmos ao modo como o contaminante é fornecido aos
organismos, os ensaios dividem-se em estaticos, semi-estaticos ou de fluxo continuo.
Ensaios estaticos caracterizam-se pela ndo renovacao do meio, isto é, o peixe estd sempre
em contato com a mesma 4gua com que comegou o ensaio; nos de fluxo continuo, o meio
estd em renovacgdo continua. Os ensaios semi-estaticos representam um meio termo entre
0os ensaios estaticos e fluxo continuo, isto é, as renovacbes de meio acontecem
periodicamente ao longo do teste [31].

No planeamento de um ensaio toxicoldgico é necessdria a existéncia de controlos
para compara¢ao, de modo a garantir que os efeitos observados estdo associados a
exposicao do toxico.



3 Principios Fisicos associados a Espetroscopia de Raios X
3.1 Producdo de radiacdo X

Os raios-X sao radiacdo eletromagnética (fotdes) de alta energia, descobertos por
Wilhelm Rontgen, em 1895. Rontgen verificou a presenga de uma radiagdo desconhecida
gue tinha a capacidade de atravessar matéria. Os raios X tém comprimentos de onda
compreendidos entre os 0,01 nm e os 10 nm e apresentam caracteristicas como poder
ionizante, elevado poder de penetracao e é invisivel ao olho humano.

O tubo de raios X é das fontes mais utilizadas para emissao de radiagao continua
(Bremsstrahlung) e radiagdo X caracteristica. Aquecendo um filamento metdlico (catodo),
em vazio, através da passagem de uma corrente elétrica, sdo emitidos eletrdes por efeito
termidnico. Os eletrGes, acelerados devido a uma diferenga de potencial (AV) aplicada
entre o cadtodo e o anodo, colidem com um alvo (anodo), interagindo com os seus atomos.
Deste modo, é emitida radiacdo continua e raios X caracteristicos do metal do anodo [32].

A radiacdo Bremsstrahlung é emitida por particulas carregadas (protdes, eletroes e
particulas alfa, por exemplo) que sofrem dispersdao no campo elétrico do nucleo do dtomo,
perdendo assim energia e emitindo raios X numa gama continua de energias. Jd a
radiacdo X caracteristica é emitida quando um atomo ¢é ionizado/excitado e ocorrem
transicoes de eletrdes entre as orbitais, de modo que o dtomo retorne a uma configuracao
estavel.

O espetro de emissdao de um tubo de raios X com um alvo de tungsténio (W) esta
representado na Figura 3, onde se identificam a radiacdo continua (Bremsstrahlung) e os
picos de radiacdo caracteristica do tungsténio.
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Figura 3 — O espetro de Bremsstrahlung e radiagdo caracteristica de um alvo de W ilustra as energias
de radiagdo caracteristica especificas das transigdes Ka e Kp. Adaptado de [32].

O espetro de emissdo pode ser influenciado por fatores como a corrente e tensao
aplicados no tubo. Quando a corrente aplicada é aumentada, verifica-se uma maior
quantidade de raios X/fotGes a excitar a amostra, mas ndo ha efeito no poder de
penetracdo dos raios X (ndo altera a sua energia). Ao aumentar a tensdo, verifica-se o
aumento da quantidade de raios X emitidos e do poder de penetracao, isto é, os fotdes que



atingem a amostra sdo mais energéticos. As variacdes destes parametros nao alteram a
posicdo dos picos caracteristicos, apenas os tornam mais ou menos intensos. Por outro
lado, a emissdao de fotGes mais energéticos e em maior quantidade permite diminuir o
tempo de aquisigao.

3.2 Interacdo da radiacdo X com a matéria

Quando os raios X interagem com a matéria podem ocorrer fendmenos de
dispersao ou de absorcdo, sendo a dispersdo de Rayleigh, dispersdao de Compton e efeito
fotoelétrico os efeitos de maior importancia em espectroscopia de raios-X.

Na dispersao de Rayleigh ndo ocorre ionizagdo; um fotdo incidente colide
elasticamente com eletrdes fortemente ligados ao atomo (eletrdes de orbitais mais
internas). Neste caso, é emitido um novo fotdo com o mesmo comprimento de onda e
energia que o fotdo incidente, numa nova direcdo.

A dispersdao de Compton é uma colisdo ineldstica, o fotdo colide com um eletrao das
camadas externas do atomo, que é ejetado. Ao mesmo tempo, verifica-se a alteracdo da
trajetdria do fotdo incidente e reducdo da sua energia.

Quando ocorre efeito fotoelétrico, a energia do fotdo incidente é totalmente
transferida/absorvida para um eletrdo, que é ejetado do dtomo. Este fendmeno apenas
ocorre quando a energia do fotdo incidente for igual ou superior a energia de ligacao do
eletrdo ejetado [32]. Este fendmeno é de enorme importancia para a espetroscopia de
raios X, sendo que o preenchimento da lacuna pode ser acompanhado pela emissao de
eletrées Auger (transicdo ndo radiativa) ou pela emissdao de radiacdo X caracteristica
(transicao radiativa), sendo esta a emissdo de interesse para o trabalho.

3.3 Espetroscopia por fluorescéncia de raios X

A técnica de fluorescéncia de raios X (XRF) baseia-se na detecdo de radiacdo X
caracteristica, emitida pelos dtomos de uma amostra, aquando da sua interacdo com
radiacdo ionizante (e.g., raios X). Uma vez que a energia da radiacdo emitida é caracteristica
de cada elemento, é possivel a sua identificacao inequivoca.

A técnica de XRF é bastante usada como uma ferramenta de analise rapida para
diversas aplica¢Oes, tais como, andlise ambiental, geologia, agricultura, biomedicina,
elementos do patrimdnio cultural, metalurgia, entre outras [11, 33 — 36].

O processo de fluorescéncia de raios X pode ser representado esquematicamente
conforme mostrado na Figura 4. O processo inicia-se com o efeito fotoelétrico: um fotao X
interage com um eletrao, preferencialmente de uma das orbitais mais internas do dtomo
alvo, ionizando-o. Nessa altura é criada uma lacuna na orbital do a&tomo de onde foi ejetado
o eletrdo, resultando numa configuracao instavel para o mesmo. De modo a restaurar o
equilibrio, um eletrdao de uma orbital seguinte transita para preencher a lacuna, podendo
ser emitido um eletrdao Auger ou um fotdo de raio X com energia igual a diferenca de
energias de ligacdo dos eletrdes nas respetivas orbitais. O fotdo emitido tem uma energia
gue é caracteristica de cada elemento, o que permite identificar qual o elemento de onde
foi emitido. Na Figura 4 estdo representadas algumas das transicOes eletrénicas num
atomo.
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Figura 4 —Esquerda: exemplo de producdo de radiagdo X caracteristica; Direita: esquema de possiveis
transigées eletronicas. Adaptado de [32].

No contexto do presente trabalho, utiliza-se uma fonte de raios X (tubo de raios X)
para irradiar a amostra e um sistema de detecdo da energia dos fotdes de raio X
carateristicos emitidos pela amostra, para a analise de amostras recorrendo a técnica de
XRF. O espetro resultante apresenta a intensidade relativa da radiacdo emitida em funcao
da energia detetada, o que permite a determinagdo da composi¢cao elemental da amostra.

As técnicas de andlise por XRF apresentam diversas vantagens, tais como a
identificacdo simultanea de varios elementos, o seu caracter ndao destrutivo, a simplicidade
e rapidez na preparacdo das amostras, além de possibilitarem a analise qualitativa e
quantitativa com sensibilidade na gama dos pg/g [37].

Neste trabalho, a analise da acumulacdo de metais pesados em peixes zebra
baseia-se na técnica de Fluorescéncia de raios X por dispersao de energia (EDXRF, do inglés,
Energy Dispersive X-ray Fluorescence). Nos sistemas mais simples, de geometria planar, a
amostra é diretamente ionizada/excitada pela radiacdo proveniente de um tubo de raios X,
orientado de forma a favorecer a excitacdo dos elementos de uma amostra. Além disso, é
possivel filtrar a radiacdo ionizante, para reduzir a radiacdo de fundo ou promover a
excitacdo de elementos de interesse.

3.3.1. Espetrometros de fluorescéncia de raios X

Para determinacdo da composicdo elemental das amostras estudadas neste
trabalho, usou-se um espetrometro EDXRF baseado num detetor Si(PIN) devido a sua
resolucdo em energia que permite distinguir elementos com energias caracteristicas
bastante proximas, que complementa a informacdo espetral obtida com o sistema iFlux
gue possui menor resolucdo em energia. O espetrémetro é composto por uma fonte de
excitacdo, um sistema de detecdo de raios X e um multicanal de analise de impulsos (MCA)
para recolha e visualizacdo dos dados. A resolucdo do espetrometro é diretamente
proporcional a resolucdo do detetor usado, comumente detetores de estado sdlido, tais
como detetores de deriva de silicio (SDD, do inglés Silicon Drift Detectors), Si(PIN) e Si(Li):



a radiacdo incide na regido de deplecdo formada pela juncdo p-n, formando-se um par
eletrdo-lacuna; devido ao potencial aplicado, o eletrdo dirige-se para o anodo e a lacuna
para o catodo do detetor. A corrente elétrica gerada no detetor é proporcional a energia
da radiacdo incidente.

No caso dos detetores Si(PIN), os fotdes de raios X interagem com os atomos de
silicio para criar um par eletrdo/lacuna. E aplicado um potencial para facilitar a recolha dos
eletrdes/lacunas no detetor e os impulsos gerados sdo contabilizados pelo MCA.

Um exemplo da aplicagao de XRF com detetores semi-condutores em amostras
bioldgicas é o de M. L. Carvalho et al. [38], que em 2005, publicaram um estudo com o
objetivo de determinar as concentracbes de elementos essenciais e toxicos,
nomeadamente, potdssio (K), calcio (Ca), ferro (Fe), cddmio (Cd), mercurio (Hg) e chumbo
(Pb), no musculo de peixes. Para isso, recorreram a dez espécies de peixe comercializado e
consumido em Portugal. Para analise do conteldo elemental nos peixes, foram utilizadas
duas técnicas de analise: EDXRF com um detetor de Si(Li) e espetroscopia de absorc¢do
atémica em chama (FAAS). Apesar das vantagens da EDXRF, e.g., andlise ndo-destrutiva,
com pouca ou nenhuma preparacdao das amostras, os limites de detecdo para alguns
elementos podem ser elevados, o que impede a quantificacdo de concentracées muito
baixas. Assim, FAAS foi também utilizada devido a elevada sensibilidade e limites de
detecdo, inferiores aos da EDXRF. Os resultados mostraram que K e Ca eram os elementos
mais abundantes nas diferentes espécies. Metais pesados como Cr, Ni, Hg, Pb e Cd foram
detetados em todas as espécies, sendo o Hg o mais abundante.

3.3.2 Imagiologia por fluorescéncia de raios X

Os sistemas de imagem EDXRF, para além da determinacdo dos elementos na
amostra, permitem o mapeamento da sua distribuicdo nas amostras.

Os espetrémetros convencionais baseiam-se em sistemas de varrimento, em que a
amostra é irradiada ponto a ponto por um feixe de raios X focado e a radiagao de
fluorescéncia emitida é registada com um detetor de raios X. Assim, obtém-se informacgao
acerca da composicao elemental em cada ponto analisado, possibilitando o mapeamento
da distribuicdo dos diferentes elementos na amostra em estudo.

Neste trabalho foi utilizado o espetrémetro comercial M4 TORNADO (Bruker®,
Alemanha), um sistema micro-XRF comercial de varrimento. Com este sistema é possivel
obter o espetro de intensidade, em fung¢do da energia, da area total das amostras em
estudo ou de regides de interesse, sendo possivel definir varios parametros de aquisicao,
como o espacamento entre pontos de varrimento ou tempo de aquisicdo por ponto. O
sistema caracteriza-se pelo uso de policapilares para focagem do feixe de raios X incidente
(ponto focal de 25 um (@Mo-Ka)); para detecdo da radiacdo é utilizado um detetor SDD
com drea ativa de 30 mm? e uma resolucdo em energia de 142 eV @ 5,9 keV [36].

Apesar da resolucdo em energia e resolucdo em posicdo permitir a analisar
amostras detalhadamente, o tempo de aquisicdo total para amostras de grandes
dimensdes pode ser muito longo. Além disso, por limitacdo do sistema, apenas é possivel
analisar amostras com dimensdes até 190x160 mm?, podendo surgir constrangimentos de
memoria.
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Com o desenvolvimento da tecnologia associada a esta técnica surgem os sistemas
de campo de visdo total (FF-XRF, do inglés Full Field of view X-ray fluorescence). Estes
sistemas possibilitam irradiar simultaneamente a totalidade da amostra, por um feixe de
raios X amplo; a radiacdo de fluorescéncia é detetada por um detetor bidimensional com
resolucdo em energia e em posicao [39].

Na Figura 5 estdo representados esquemas simples da configuracdo dos sistemas
de imagem de EDXRF mencionados.
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Figura 5 — Representagdo esquemadticas de um sistema de varrimento (esquerda) e de um sistema full
field (direita).

Os sistemas de campo de visao total sdao usualmente compostos por um tubo de
raios X, um detetor e um sistema otico para formacdo de imagem, por exemplo uma
camara pinhole. O pinhole é um sistema 6tico simples: é uma placa de metal com um
orificio de pequenas dimensdes, para colimar os feixes de raios X de tal maneira que apenas
a radiacdo de fluorescéncia de uma determinada area da amostra possa alcancar o detetor,
sendo a restante radiacdo atenuada/absorvida pela placa. O uso de um pinhole permite
também ampliar ou reduzir aimagem no detetor, dependendo da distancia entre a amostra
e o pinhole, Dap, e da distancia entre o pinhole e o detetor, dpd. Quando Dap € inferior a dpg,
aimagem formada é ampliada; quando Dap € superior a dpg, @a imagem é reduzida (Figura 6).
Para além da ampliacao é caracteristico do pinhole a formagao de imagem invertida [40].

U Pinhole l\

o

[=%

-}
©
o
-]

o

C

Pinhole © —p 6

o
1]
[=] l ’

Pinhole
Amostra Amostra Detetor

Figura 6 - Relagdo entre as distdncias amostra-pinhole e pinhole-detetor. Esquerda: ampliagdo; Centro:
redugdo; Direita: Formagdo de imagem invertida devido ao uso de pinhole.
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No entanto, a utilizacdo de um pinhole apresenta desvantagens, tais como a
reducdo do fluxo de fotdes que incide no detetor, o que pode ser um problema em casos
com baixa taxa de contagem.

Os espetrémetros de imagem EDXRF tém sido amplamente utilizados em estudos
do conteudo elemental de tecidos bioldgicos, como reportado na literatura.

Em 2010, Habib et al. [41] realizaram um estudo com o objetivo de visualizar a
deposicdo de ferro em segmentos do cérebro de dois cadaveres com diagndstico de
esclerose multipla, utilizando fluorescéncia de raios X de varrimento rapido (RS-XRF) e
Susceptibility Weighted Imaging (SWI), uma técnica de imagem de ressonancia magnética.
As imagens de RS-XRF obtidas (Figura 7) permitem identificar a distribuicdo de Fe nas
amostras, que coincide com a imagem obtida por SWI. Estas andlises, realizadas no
Stanford Synchrotron Radiation Lightsource, mostraram a acumula¢do de grandes
quantidades de ferro nas amostras analisadas.

Figura 7 — Esquerda: Mapeamento da distribuigdo de Fe obtido XRF; Direita: amplia¢Go das regibes
selecionadas. Retirado de [41].

No ano de 2008, recorrendo a técnica de fluorescéncia de raios X com radia¢do de
sincrotrdo, Korbas et al. [42] observou as diferentes regiées de acumulacdo de mercurio
em larvas de peixe Zebra. A maior concentracdo correspondeu a zona ocular, sendo
encontrado em menores concentracbes também no cérebro, intestino e figado. A
exposi¢cdo a 100 uM de metilmercurio L-cisteina ocorreu durante 24 horas, utilizando larvas
3,5 dias apos fertilizacdo. Para o mapeamento da distribuicdo elemental foi utilizado um
feixe de raios X de sincrotrdao micro-focalizado de 10 um e um detetor SDD para recolha da
informacao dos fotdes de fluorescéncia e assim monitorizadas as intensidades da linha La
do Hg e Ka do Ca e Zn. Na Figura 8 estdo apresentados resultados da andlise da zona da

cabeca das larvas expostas a mercurio e controlo.
Hg

Larva exposta a MeHg

Larva controlo

low high
Figura 8 — Comparacgdo da distribui¢cdo elemental de Hg, Zn e Ca na zona da cabegca em larvas expostas a
MeHg e controlo. Retirado de [42].
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Varios estudos reportam manifestacdes oculares associadas a acumulacdo de
mercurio, desde defeitos visuais a perda de visdo parcial ou total. O estudo realizado por
Korbas et al. confirmou a acumulagdo de mercurio na zona ocular, para além dos locais ja
conhecidos de acumulacdo. Assim, ajudou a esclarecer a influéncia da acumulacdo nos
processos visuais, que ndo estdo apenas associados a processos neurolégicos, mas também
com a acumulacdo direta de mercurio no tecido ocular.

Em 2016 e 2017, no Laboratdrio de Fisica Atémica do Departamento de Fisica da
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa foram realizados, no
ambito de teses de mestrado, estudos com peixes Zebra expostos a mercurio, chumbo e
arsénio, durante 7 dias. Os trabalhos desenvolvidos consistiram em avaliar a distribuicdo
elemental destes metais nos respetivos peixes, através de imagem de EDXRF, recorrendo
ao sistema M4 TORNADO. No ambito destes trabalhos foram também realizadas analises
EDXRF com um espetrémetro de geometria tri-axial e andlises por espetroscopia de
emissdao atdmica por plasma induzido (ICP-AES) para comparacao dos resultados e
avaliacdo do efeito da exposicdo ao metal pesado através da analise de biomarcadores.
Para analise EDXRF, as amostras foram congeladas a -80 °C, cortadas longitudinalmente e
liofilizadas.

A estudante de mestrado Maria Silva [17] realizou um estudo com peixes Zebra
expostos a cloreto de mercurio ([HgCl2] = 100, 200 e 400 pg/L). Independentemente da
concentragdo a que foram expostos, o peixe Zebra mostrou preferéncia acumulativa nas
branquias, cérebro e area visceral; no entanto, foram os peixes expostos a uma
concentra¢do de 200 pg/L que apresentaram maiores valores de bioacumulagdo, sendo a
area visceral a zona de maior bioacumulagao.

Tania Liu [18] exp0s os peixes a acetato de chumbo (Pb(C2H303)2) nas concentragdes
de 10, 20, 40 e 100 mg/L. Verificou-se uma maior bioacumula¢do nas branquias e zona
visceral e a maior concentracdo apresentou maior bioacumulacdo. Também se observou
que os peixes expostos a 20 mg/L e 40 mg/L apresentaram maior acumulagdo do chumbo
na zona das branquias, enquanto nas concentraces de 10 mg/L e 100 mg/L apresentaram
maior deposicdo na zona visceral. A acumulacdo do metal na zona visceral é justificada pela
contribuicdo dos érgdos na excrecdo e desintoxicacao.

Marta Gongalves [19] estudou a distribuicdo de arsénio com concentracdes de 150
e 300 pg/L. Através das diversas técnicas utilizadas observou que os peixes expostos a
maior concentracdo de As apresentaram maior bioacumulacdo e o local preferencial de
acumulacdo foi a zona das visceras.
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Figura 9 — Exemplo do mapeamento elemental em peixe Zebra. Em cima a esquerda: acumulagdo de
merctrio (azul) no peixe exposto a 200 ug/L; em cima a direita: acumulagéo de arsénio (roxo) no peixe
exposto a 300 ug/L e em baixo: acumulagéo do chumbo (vermelho) no peixe exposto a 100 mg/L.
Retirado de [17-19]

Destes estudos conclui-se que os resultados obtidos do mapeamento com o sistema
M4 TORNADO permitiram nao so definir e identificar os tecidos alvo de acumulagdo, mas
também avaliar e quantificar as concentra¢des dos metais nos diferentes tecidos. Além
disso, verificou-se a preferéncia de acumulacdo dos metais pesados na zona visceral,
independentemente do metal utilizado na exposi¢ao do peixe Zebra.

No laboratério de Detecdo da Radiacdo e Imagiologia Médica (DRIM) do
Departamento de Fisica da Universidade de Aveiro, tem vindo a ser desenvolvido um
sistema FF-XRF, designado por Sistema iFluX. Este é constituido por um tubo de raios X para
excitacdo das amostras, um pinhole e um detetor gasoso microestruturado, baseado numa
estrutura THCOBRA. Esta recente geracdao de detetores gasosos de radiagdo possui
excelentes propriedades para a detecdo de fotdo Unico, e por isso, nos Ultimos anos tém
recebido uma crescente atencao para aplicagdes de fluorescéncia de raios X. Este tipo de
detetores permite determinar a posicdo de interacdo de cada fotdo de raio X na drea
sensivel do detetor e a sua energia, com elevada eficiéncia e tempos de aquisicdo
reduzidos, o que os torna vantajosos para uma performance rapida e eficiente para analise
de imagem por EDXRF [43].

Um dos exemplos de aplicacdo de um sistema como o descrito é o de Silva et al.
[44], que utilizaram um sistema de imagiologia de EDXRF baseado num detetor gasoso
microestruturado para analise de um dente humano tratado com uma amalgama dentaria.
Foi utilizado um detetor Micro-Hole and Strip Plate (MHSP), um tubo de raios X com anodo
de Molibdénio e um pinhole de tungsténio com didametro de 100 + 6 um. O detetor possuia
uma area ativa de 28 x 28 mm?, uma resolucdo em posicio abaixo dos 125 pum, resolucdo
em energia de cerca de 14% FWHM para a linha Ka do Mn e uma taxa de contagem de
0,5 MHz. O objetivo deste trabalho foi testar as capacidades do sistema através da
identificacdo dos principais constituintes de uma amalgama dentdria, zinco (Zn) e mercurio
(Hg), colocada no dente. Os resultados obtidos mostraram a aplicabilidade deste sistema,
uma vez que foi possivel identificar os elementos presentes e o seu mapeamento na
amostra. Nas regides a volta da cavidade da cérie foi possivel identificar a presenca de Hg.
Também se identificou o Ca distribuido uniformemente, o que ja era esperado.

Silva et al.[39] analisaram, em 2017, uma miniatura contemporanea Indiana, de
forma a avaliar e comparar o desempenho dos dois sistemas de imagem por fluorescéncia
de raios X, um sistema de varrimento comercial e um full field (FF). Numa pequena regido
da amostra, os resultados mostraram que o sistema comercial foi capaz de identificar
quatro elementos diferentes, enquanto com o sistema FF sé trés elementos foram
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identificados. A diferenca de elementos identificados deve-se a capacidade do sistema em
distinguir as energias de fluorescéncia dos elementos, pois o sistema de varrimento
apresenta uma melhor resolucdo em energia que o FF (145 eV e 1000 eV, respetivamente,
para a linha Ka do Mn), o que neste caso se traduziu na ndo separacdo de dois elementos
com energias de fluorescéncia proximas. Ao contrario do esperado, o tempo de aquisicdo
foi menor para o u-EDXRF, o que pode ser explicado pela baixa intensidade de excitacdo no
sistema FF-XRF, uma vez que toda a drea em andlise é irradiada simultaneamente e no
sistema YU-EDXRF, a poténcia do raio X é focada para irradiar ponto a ponto, levando a uma
excitacdo mais eficiente. No entanto, o tempo de aquisicdo do FF-EDXRF pode ser
diminuido, por exemplo, ao aumentar o diametro do pinhole (que permite a passagem de
mais fotdes) ou usando tubos de raios X com maior poténcia, o que gera mais fotdes
caracteristicos por ponto da amostra por tempo.

Yamauchi et al. [45] desenvolveram um espetrometro de imagem FF-XRF. As
caracteristicas do sistema como resolu¢cdao em energia, resolucdao em posi¢ao, desempenho
guantitativo e qualidade da imagem elemental, foram avaliadas e comparadas com as
caracteristicas de um espetrdmetro EDXRF de varrimento comercial. O sistema FF-XRF era
composto por um tubo de raios X com anodo de Molibdénio, para excitar a amostra; um
obturador de raios X para controlar o tempo de exposi¢ao; um policapilar reto para
recolher a informacgdo da posi¢cdo do fotao de fluorescéncia; e uma camara CCD (charge-
coupled device) para detecdo da radiacdo emitida. Os autores concluiram que a medida
que diminuiam a drea de analise, o limite de detecdo e sensibilidade também diminuia, no
entanto, na andlise de uma amostra, o sistema mostrou capacidade para adquirir imagens
da distribuicdo elemental com a mesma qualidade que o espetrémetro de varrimento, mas
em menos tempo (cerca de 10 vezes menos).
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4 Sistema FF-XRF baseado no detetor Thick COBRA (iFlux)

O sistema iFlux foi desenvolvido no laboratério DRIM do Departamento de Fisica da
Universidade de Aveiro, e é um FF-XRF constituido por um tubo de raios X, um detetor
gasoso baseado numa estrutura 2D-THCOBRA e um pinhole, como representado na Figura
10.

A estrutura THCOBRA permite a detec¢do de cada fotdo incidente, registando nao sé
a sua energia, mas também a posicao de interagao. Deste modo, permite identificar os
elementos constituintes de amostras em estudo e mapear a sua distribuicdo. A sua
utilizagao é, portanto, muito vantajosa para imagiologia.

O detetor opera com uma mistura gasosa de Ne/CHa4 (95/5) em fluxo continuo,
sendo sensivel a posicdo e energia dos fotdes incidentes, o que permite o mapeamento da
amostra. O detetor apresenta eficiéncia de dete¢do de 75% @ 5,9 keV, uma resolugao em
energia de 1 keV FWHM @ 5,9 keV e é possivel atingir valores para a resolu¢ao em posi¢ao
de 400 um FWHM [36]. O tubo de raios X utilizado possui um anodo de Molibdénio (5000
Apogee series, Oxford Instruments) e pode ser operado com uma voltagem e corrente
maximas de 50 kV e 1mA, respetivamente; o pinhole pode ter uma abertura de 0,5 mm ou
1 mm de diametro e pode ser colocado a uma distancia de 6 ou 12 cm da janela do detetor.

O principio de funcionamento deste sistema assenta na irradiacdo de toda a
amostra; os fotdes de radiacdo caracteristica sdo emitidos isotropicamente, mas ao utilizar
o pinhole apenas os fotdes de uma determinada area chegam efetivamente ao detetor
devido ao uso de um pinhole, como demostrado a direita na Figura 10 .

Estrutura pinhole

Detetor
ThCOBRA

Eletrénica

Detetor

ThCOBRA Estrutura pinholé n_— Tubo raio X

Tubo raio X

Amostra Amostra «——

Figura 10 — Esquerda: Representagdo esquemdtica do Sistema iFlux, com destaque para o tubo de raio X,
o detetor 2D-THCOBRA, a estrutura do pinhole, a amostra e os componentes eletrénicos.; Direita: FF-XRF
visto de cima. Adaptado de [36].
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4.1 Detetor Thick COBRA

O detetor THCOBRA é um detetor gasoso de radiacdo microestruturado (MPGD),
introduzido por F.D. Amaro et al., em 2010 [46].

A estrutura utilizada neste trabalho possui uma darea ativa de 10 X 10 cm?, e
permite a determinacdo da posicdo de interacdo e da energia de cada fotdo que interage
com o detetor [46 — 49]. E uma estrutura de dupla face feita de uma placa de G10 com
0,4 mm de espessura, revestida com 50 um de cobre nas duas faces. A estrutura é
constituida por buracos de 0,3 mm de didametro distanciados de 1 mm e organizados numa
geometria hexagonal.

Na face inferior, é gravado um padrao de fitas no cobre (elétrodos): um elétrodo
circular, catodo, a volta de cada buraco, com 0,2 mm de largura; e um elétrodo com 0,2 mm
de largura, que serpenteia entre as fitas dos catodos, anodo, como mostrado na Figura 11.
A face superior do detetor também estd estruturada em varias fitas em ziguezague, os tops,
dispostas ortogonalmente as fitas do anodo da face inferior [47 — 49].

Cathode Strip
Anode Strip

Resistive Line

BOTTOM

Top Strip

TOP

Figura 11 — Fotografia da estrutura THCOBRA, mostrando os detalhes da vista da face superior (a
esquerda) e da vista da face inferior (a direita). Retirado de [35].

O principio de funcionamento do detetor THCOBRA esta ilustrado na Figura 12. Os
fotdes de raios X incidentes interagem com o gas, levando a sua ionizagdo e consequente
producdo de pares ido-eletrdo (nuvem primaria de eletrdes).

Esses eletrdes sdo direcionados para os buracos da estrutura devido a acdo de um
campo elétrico fraco aplicado na regido de deriva. Nos buracos é gerado um campo elétrico
elevado pela aplicacdo de uma diferenca de potencial entre os tops e o catodo,
concentrando os eletrdes nos buracos e induzindo um primeiro estagio de multiplicacdo de
carga. Depois de escapar dos buracos, os eletrGes sdo novamente acelerados em direcdo
aos anodos (por aplicacdo de uma diferenca de potencial adequada entre os dnodos e o
catodo), onde sdo novamente multiplicados perto da vizinhanca das fitas dos anodos
(segunda avalanche) [46 — 48].
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Figura 12- Principio de funcionamento do THCOBRA. Retirado de[48].

Para a determinacdo da posicdo de interacdo e da energia dos fotGes incidentes sdo
usadas duas fitas resistivas (ver Figura 11), uma para cada dimensdo (X e Y). Uma conecta
as fitas do anodo (face inferior) e a outra as fitas top (face superior) da estrutura. A cargas
induzidas nos anodos e nas fitas top sdo lidas nas duas extremidades de cada fita resistiva;
a posicdo de interagdo é determinada de acordo com o principio resistivo de divisdo de
carga. Ao extremo mais perto da fita resistiva chegara um sinal de maior amplitude do que
ao outro extremo [47 — 49]. Assim, através da razdo entre as amplitudes é possivel
determinar as coordenadas cartesianas X e Y da posicdo de interacdo de cada fotdo
incidente [35]:

X1 ~
X = X%, Equacao 1
Y =k —2 Equaciio 2

=k guacao

X1 e Xz sdo as amplitudes dos sinais de carga detetados na dire¢ao X; Y1 e Y2 sdo as
amplitudes dos sinais de carga detetados na direcdo Y; e k representa um fator de
calibragdo. Somando as amplitudes dos sinais de carga detetados numa dire¢do, Xou Y, é
possivel determinar a energia do fotdo que interage com o detetor [35]. Um esquema do
principio de funcionamento do 2D-THCOBRA é mostrado na Figura 13.

Top signals T
% A Digitizer Computer
1 .1
/\/\' e
A
X-ray photon o) \ 3
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. (5555555 553
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) ) ) -Sel time window
39999 S -Interaction Position (X, Y);
AAAADAAANA ® -Energy information (E);
Output -Image reconstruction

Figura 13 - Esquema do principio de funcionamento do detetor 2D-THCOBRA. Retirado de [35].
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5 Materiais e Métodos

A) Preparacdo das amostras

1 Bioensaios de Exposi¢dao

Durante este trabalho realizaram-se dois bioensaios de exposicdo em peixes Zebra:
um estudo/teste preliminar, com diferentes metais e concentragdes para verificar quais as
melhores abordagens nas diversas metodologias de analise usadas no trabalho; e um
estudo crénico para avaliagdo da acumulagdo e do efeito comportamental/reacdo do peixe
Zebra a um metal (Pb) a diferentes concentracdes. Tanto no ensaio preliminar como no
estudo crénico foram realizadas analises com um espetrometro de fluorescéncia de raios X
por dispersdo em energia baseado num detetor Si(PIN), foram adquiridas imagens
morfoldgicas utilizando um detetor de imagem de raios X comercial CMOS (Hamamatsu) e
foi também realizada analise com o Sistema iFlux. Paralelamente, analisaram-se as mesmas
amostras no sistema comercial micro-XRF M4 TORNADO (Bruker, Alemanha) para
validacdo dos resultados obtidos. No teste crénico, foi ainda realizado um estudo
comportamental para avaliagao da atividade locomotora e do comportamento timotatico
dos peixes, com o objetivo de verificar a existéncia de alteracbes comportamentais
causadas pela absor¢do/acumulacdo do metal em questdo no organismo do peixe.

2 Cultura de peixes Zebra

Os peixes Zebra foram gerados e cresceram no biotério de peixes Zebra do
Departamento de Biologia da Universidade de Aveiro, onde foram mantidos sob condi¢des
controladas num sistema de recirculagdao da ZebTEC e alimentados duas vezes ao dia. A
condutividade do meio é mantida a 800450 uS cm™ e o pH a 7,5+0,5. O teor de oxigénio
dissolvido é mantido a 95% de saturagao e a temperatura, a 271 °C. O biotério tem um
fotoperiodo controlado de 12 horas de luz e 12 horas de escuro. Na fase adulta, os peixes
sao alimentados uma vez por dia com alimento comercial Gemma Micro 500. Peixes Zebra
adultos, com cerca de 8 e 10 meses, foram selecionados para os ensaios.

3 Exposicao dos peixes Zebra
Teste preliminar
No teste preliminar foram testados 4 compostos diferentes: Nitrato de
Niquel Hexa-hidratado (Ni(NOs).#6H,0), pé de Selénio metalico (Se), Sulfato de Chumbo
(PbSO4) e Sulfato de Manganés Mono-hidratado (MnSOseH;0). Para cada um dos
compostos, foram preparadas as respetivas solugdes stock por dissolucdo em agua do
sistema dos peixes Zebra e por diluicdo foram preparadas as solugdes a utilizar no ensaio.
Foram utilizados 27 peixes Zebra para o teste preliminar: 3 no grupo controlo, que
apenas esteve em contacto com agua nao contaminada, e 24 expostos aos contaminantes.
Para cada metal estudado, dois grupos de 3 peixes foram expostos a diferentes
concentracdes, apresentadas na Tabela 1.
As concentracdes utilizadas foram consideradas tendo em conta valores reportados
em artigos que apresentavam algum efeito da acumulacdo de metais nos peixe Zebra [10,
50 -52].
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Tabela 1 - Concentragdes utilizadas dos respetivos iées no teste preliminar.

Ni Se Pb Mn
Concentragao 2,3 5,3 1 27,3
do ido (mg/L) 6,8 15,8 3 82

Os peixes estiveram expostos durante 12 dias sob condi¢des semi-estaticas, em que
0 meio era renovado a cada cinco dias. Durante este periodo de ensaio, existiram 3 pontos
de amostragem, ao fim de 5, 10 e 12 dias de exposicdo, respetivamente. Em cada ponto de
amostragem foi retirado um peixe de cada concentracdo que foi imediatamente
eutanasiado com uma concentracdo letal de anestésico e de seguida guardado numa arca
a —80°C para posterior analise. O desenho experimental deste teste preliminar estd
representado na Figura 14.

Ni>Jm 2
Sergm 2
Pbrie 2
Ni »m 5 Mnrgs 2
Se 9 & Controlo>9s 1
Pb 4 6
Mn >8> 6 IMAGEM»¥» 9 IMAGEM™® 9  |MAGEM»» 9
Controlo »gm» 3

Figura 14 - Desenho experimental do teste preliminar. Em cada ponto de amostragem é retirado 1 peixe
por concentragdo.

Teste Cronico

Para o teste crénico, foi usado sulfato de chumbo (PbS0Qa); as solu¢des stock foram
preparadas por dissolu¢gao de PbSO4 na dgua do sistema dos peixes Zebra e usadas para
preparar as solucoes teste do ensaio.

Os peixes Zebra foram expostos a trés concentracdes de sulfato de chumbo —
0 pg/L, 54,5 pg/L e 545 pg/L — durante um més. Posteriormente foram colocados em
contacto com 3agua limpa também durante um més, sob condi¢cdes semi-estaticas. Estas
concentracdes foram escolhidas tendo em conta resultados obtidos em trabalhos
anteriores, como por exemplo, Thi et al. [53], que reportou alteracdes comportamentais
ao fim de 7 dias aquando de uma exposicdo crénica a PbCl,.

Este ensaio teve como objetivo, numa primeira fase, verificar se as concentracdes
usadas afetavam o comportamento e se havia acumulagdo preferencial em alguma zona
ou 6rgdo do peixe Zebra. Numa segunda fase, averiguou-se se, quando colocado em agua
limpa, o peixe conseguia recuperar e/ou excretar o metal anteriormente acumulado.

Para tal, foi preparado um desenho experimental para um ensaio deste tipo,
esquematizado na Figura 15. Ao longo de dois meses, houve 4 pontos de amostragem: o
primeiro e o segundo ao fim 15 e 30 dias em contacto com a agua contaminada com sulfato
de chumbo, respetivamente (a cinza na Figura 15); o terceiro e quarto pontos de
amostragem apods 15 e 30 dias em contacto com a agua limpa, respetivamente, apds terem
estado os 30 dias na dgua contaminada. O ensaio foi realizado utilizando um total de 81
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peixes (27 peixes por concentracdo), em cada ponto de amostragem foram retirados 9
peixes (3 peixes por concentracdo) para serem liofilizados e de seguida utilizados para
analise elemental e mapeamento dos metais pesados. Para a realizacdo do estudo
comportamental foram utilizados 45 peixes (15 peixes por concentracdo), que no final da
analise voltavam para o ensaio.

A temperatura e o fotoperiodo foram similares aos das condi¢cdes de cultura;
durante o ensaio o meio foi renovado a cada quatro dias de forma a manter constantes as
concentracgdes de exposicdo e os parametros de qualidade da agua.

Chumbo Agua Limpa

3 g Opg/L
IMAGEM »¥9% 9 {3 pgmp 54,5 pg/L IMAGEM »9m» 9 IMAGEM »98 9 IMAGEM »9m 9
3 »> 545 pg/L ] [
» 81— 15 dias ﬁl——{ 45 dias ——| 60 dias |
27 » 0 pg/L I | J,
27 > 545 g/l 15 g 0 pg/L
27 9% 545 g/l Estudo 9w 45415 98 545ug/L( Estudo > 45 | Estudo »gm 45 Estudo »9® 45
Comportamental L% 9% 545ug/L [ Comportamental Comportamental Comportamental

Figura 15 — Desenho experimental do teste cronico com PbSO4. Em cada ponto de amostragem sdGo
retirados 9 peixes para imagem (3 por concentrag¢do) e 45 peixes para andlise comportamental (15 por
concentragdo).

4 Estudo Comportamental
Atividade Locomotora e Comportamento Timotatico

Quinze peixes por concentracdao foram transferidos individualmente para um
pequeno aquario com 8 x 13 cm? (L x C). O aqudrio foi colocado no sistema de rastreamento
Zebrabox (Viewpoint Life Sciences, Lyon, France) (Figura 16) e o peixe ficou a aclimatar-se
na luz durante 2 minutos. De seguida, o seu movimento foi gravado durante 4 minutos.
Durante este periodo, foi realizado um ciclo de luz/escuro de 2 minutos para
estimulagdo/inibicdo do movimento do peixe. A distancia total percorrida pelo peixe foi
calculada para cada parte do ciclo. Foram considerados dois tipos de movimento:
velocidade média (atividade normal) para movimentos abaixo dos 40 mm/s e velocidade
elevada (hiperatividade) para movimentos acima dos 40 mm/s.

Também os angulos da trajetdria dos peixes foram gravados e classificados em 8
classes, como representado na Figura 16, a direita. Os dngulos foram calculados pelo vetor
de direcdo de natacdo dos peixes e curvas realizadas. Angulos de baixa amplitude (classes
4 e 5) indicam movimentos diretos, enquanto dngulos de grande amplitude (classes 1, 2, 7
e 8) indicam movimentos com mudancas significativas de direcdo e sugerem um
comportamento erratico de natacido, servindo de indicador de stress. Angulos de amplitude
média (classes 3 e 6) indicam viragens de percurso médias.

21



400 (° 100

fom-mm=m=m==

90% »0(°

180°
Figura 16 — Esquerda: Zebrabox; Direita: Representagdo esquemdtica das classes de dngulos efetuados

pelos peixes.

No protocolo utilizado na Zebrabox, foram definidas duas zonas de monitorizacdo:
uma zona interna e uma zona externa, permitindo a analise da tendéncia de nadar proximo
das bordas do aquario, como medida do comportamento timotatico. Tendo em conta que
a distancia nadada na zona externa também consta na distancia total percorrida, para
analisar a tendéncia de nadar perto das bordas, a percentagem de distancia nadada nesta
zona foi calculada dividindo a distancia percorrida na zona externa pela distancia total e
multiplicando por 100.

5 Andlise Estatistica

O programa OriginPro 8.5 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA) foi
utilizado para realizar analise estatistica one-way ANOVA — analise unidirecional de
variancia. Com esta andlise pretendeu-se determinar se ha diferengas estatisticamente
significativas entre as médias dos grupos independentes. Quando existe esta diferenca
significativa é realizado um teste de Tukey que permite identificar entre quais grupos é a

diferenca. Para deduzir as diferencas significativas foi considerado um nivel de significancia
de 0,05.

B) Processo de aquisicdo das imagens

1 Preparagao dos peixes Zebra

Foram usados diferentes tipos de instrumentacdo para identificar a presenca de
contaminantes nos peixes, e determinar a sua distribuicdo espacial. Para a realizacdo das
analises nos peixes Zebra, procedeu-se a preparacao destes. Depois de estarem na arca a
—80 °C sdo liofilizados por cerca de 56 horas. O processo de liofilizacdo é usado para
preservar material bioldgico removendo a agua da amostra (desidratacdo) por sublimacdo,
mantendo a sua estrutura bioldgica. Posteriormente, o peixe Zebra liofilizado é colado a
uma folha de Mylar, colada num suporte. As amostras foram devidamente identificadas
com as concentracdes a que foram expostas e qual o ponto de amostragem
correspondente, como se verifica na Figura 17.
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Figura 17 — Montagem das amostras para andlise.

2 Anadlise Elemental
Espetrémetro de EDXRF

Para a analise elemental dos contaminantes existentes no peixe Zebra usando um
espetrometro de fluorescéncia de raios X, utilizou-se um tubo de raio X (5000 Apogee
series, Oxford Instruments) que irradiou todo o peixe ao mesmo tempo, o detetor XR-
100CR Si(PIN) da Amptek® com o amplificador (modelo PX2CR) e o MCA 8000A, sensivel a
energia e com uma resolu¢do em energia na gama dos 139-190 eV FWHM @5,9 keV [54].
Com este detetor, foi possivel obter espetros de energia correspondentes as energias
caracteristicas emitidas pelo peixe Zebra em estudo e determinar os elementos presentes
bem como inferir acerca da sua concentracgao relativa.

Na Figura 18 estd representada a montagem experimental para a aquisicao destes
dados e na Tabela 2 estdo apresentados os parametros utilizados. Estes parametros sdo
escolhidos de modo a garantir que a energia e intensidade da radiacdo ionizante sdo
suficientes para excitar os elementos todos da amostra e assim ocorrer fluorescéncia. Se a
tensdo aplicada ndo for suficiente para excitar um determinado elemento, este nao ird
aparecer no espetro, o que podera levar a conclusdes incorretas sobre a constituicdo da
amostra.

Detetor XR- MFA
100CR Si-PIN
Tubo

raio X

Software de
aquisicao

Amostra

Amplificador

Figura 18 — Montagem experimental para a andlise da amostra com espetrometro da Amptek.
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Tabela 2 — Pardmetros de aquisi¢do: tensdo (V) e intensidade (1) do tubo de raios-X; tempo de
aquisicdo (tg); dngulo entre o tubo de raios-X e o detetor (@), distdncia entre o tubo e a amostra
(d1); e distdncia entre a amostra e o detetor (d>).

V (V) I (nA) t. (min) o(°) d; (cm) d2 (cm)
Teste Prelimi
este Pre tm.lnar 45 KV 7 10 50° 3 35
Teste Cronico 40

Sistema iFlux — Espetrometro de imagem de EDXRF

Com o sistema FF-XRF foi possivel adquirir imagens da distribuicao
elemental dos peixes Zebra. Na Figura 19 estd representada a montagem
experimental para as aquisicdes e nas Tabela 3 e Tabela 4, os parametros associados
a cada aquisicao do respetivo teste.

Detetor
ThCOBRA

N

& Tubo
Raios X {
\ R

Figura 19 — Montagem experimental do Sistema iFlux. Esquerda: vista de frente; Direita: vista de cima.

Tabela 3 — ParGmetros de aquisi¢do do teste preliminar: tensdo (V) e intensidade (1) do tubo de
raios-X; tempo de aquisigcdo (t,); ampliacéo da amostra (A); diGmetro do pinhole (d).

V (V) I (uA) t. (min) A d (um)
Se 40 336 105 5,2 500
Pb 45 362 90 6 500
Ni 45 455 90 6 500
Mn 45 450 120 6 500
Controlo 45 600 85 4,8 500

Tabela 4 — ParGmetros de aquisi¢do do teste cronico: tensdo (V) e intensidade (1) do tubo de
raios-X; tempo de aquisicdo (t,); ampliacGo da amostra (A); diGmetro do pinhole (d).

V (V) I (LA) ta (min) A d (um)
22 amostragem 50 981 50 6 500
Controlo 2 45 550 120 4 500

Para processamento da imagem e visualizacdo dos resultados deste sistema de
imagiologia por EDXRF, foi utilizado o software fluoRADIX (desenvolvido em Matlab® pelo
grupo DRIM do Departamento de Fisica da Universidade de Aveiro). O software permite
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visualizar o espetro de fluorescéncia associado a amostra (retangulo azul na Figura 20);
observar a imagem crua da amostra, isto é, a imagem que representa a distribuicdo de
intensidades da radiacdo no plano do detetor, sem discriminar energias, i.e., todos os
fotdes incidentes no detetor estdo representados nesta imagem (quadrado verde na Figura
20); selecionar uma determinada regido de interesse (ROI, do inglés Region Of Interest) de
energia no espetro e representar a imagem correspondente da amostra considerando
apenas os fotdes com energia dentro dessa ROI, de modo a obter a imagem da distribuicado
espacial individual dos elementos na amostra (retangulo vermelho na Figura 20).

Espetro de fluorescéncia da
amostra em analise

4 fluoRADIX - X

File Edit View Inset Tools Desktop Window Help

Dede |2/ 08| E

Imagens correspondentes as ROI’s
selecionadas e a sua jungdo

Figura 20 —Imagem da interface grdfica do Software fluoRADIX.

M4 TORNADO

A utilizacdo de um espetrometro p-EDXRF comercial serve como forma de
validacdo/comparacdo dos resultados obtidos com o sistema experimental iFlux.
Utilizou-se o sistema M4 TORNADO (Bruker®, Alemanha), do laboratério de Fisica Atdmica
da Universidade NOVA de Lisboa.

As analises elementais dos peixes Zebra ocorreram a vacuo (20 mbar); o tamanho
do pixel foi definido em 35 um, sendo irradiado cada pixel durante 10 ms; o tubo raio X foi
operado a 50 kV e 399 pA; foi utilizada uma combinacdo de filtros de 100 pum Al/50 um
Ti/25 pum Cu. Como neste sistema a amostra € irradiada ponto a ponto, tem-se informacéo
do espetro de energia a cada 35 um. Os parametros de aquisicdo sdo apresentados na
Tabela 5, tendo sido aplicados em todas as analises.
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Tabela 5 - Par@metros de aquisi¢do: tensdo (V) e intensidade (1) do tubo de raios-X; tempo de
aquisicdo (ts), por peixe; filtro utilizado.
V (V) I (LA) ta (min) Filtro

50 399 ~ 80 100 um Al/50 um Ti/25 um Cu

3 Aquisicao Imagem Morfoldgica

Foram adquiridas imagens anatémicas dos varios peixes Zebra para posteriormente
fundir as mesmas com as imagens da distribuicdo elemental obtidas por fluorescéncia de
raios X. Assim foi possivel avaliar/determinar de forma mais precisa a regido de acumulagdo
preferencial dos metais estudados.

As imagens morfolégicas dos peixes zebra foram adquiridas com um sistema de
radiografia digital, composto por um tubo de raios X (Castellini Victory X 50), usado
habitualmente nas clinicas médico-dentarias, e um detetor de imagem de raios X baseado
na tecnologia CMOS, da Homamatsu®(S11685-12). Os raios X emitidos pelo tubo interagem
com o objeto e apenas os que sao transmitidos pelo mesmo chegam ao detetor de raios X.

A formacdo de imagem baseia-se na diferente atenuac¢ao da radiagao por parte do
objeto a ser analisado, sendo criado um contraste devido as diferentes intensidades da
radiacdo que chega ao recetor de imagem. Materiais mais densos ou com maior espessura
absorvem mais a radia¢ao, logo a intensidade da radiagcdo que chega ao recetor é menor,
enquanto materiais menos densos e de menor espessura fazem com que chegue radiagao
mais intensa ao recetor devido a menor absorg¢ao da radiacao.

Existem alguns fatores que influenciam a formacado de imagem, sendo os principais
a corrente e tensdo aplicadas, e o tempo de exposi¢cdao. No entanto, fatores secundarios
também influenciam a formac¢ao de imagem, como por exemplo, o tamanho do ponto
focal, a distancia entre a fonte de radiacdo e o recetor de imagem, SID (source-to-image
receptor distance), que afeta a quantidade de radiacdo que chega ao objeto e ao recetor
de imagem ou a distancia entre o objeto e o recetor de imagem, OID (object-to-image
recpetor distance). Estas distancias estdo diretamente relacionadas com a ampliacdo da
imagem (MF — magnification factor) através da seguinte equacao:

MF =22

= <op Equacgao 3

SOD (source-to-object distance) é a distancia da fonte de radiacdo ao objeto e é expressa
por:

SOD = SID — 0ID Equacdo 4

Na Figura 21, estd representada a influéncia das distancias na formacao de imagem.
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Radiagdo
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Radiagao

Objeto
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oID
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Figura 21 — OID e Ampliagdo. Um maior OID cria uma maior ampliagéo do que uma menor OID. A
imagem a esquerda é maior do que a da direita porque o objeto estd mais afastado do recetor de
imagem. Adaptado de [55].

Amostra
| Software de

aquisicdo

Figura 22 — Montagem experimental para aquisicdo da imagem morfoldgica do peixe Zebra.

Para todas as imagens adquiridas, o detetor estava a uma distancia de cerca de 48
cm do ponto focal do tubo e tinha um tempo de exposicdo de 1 ms.

4 Processamento de imagem

As imagens de fluorescéncia visualizadas pelo fluoRADIX apresentam muitas vezes
algum ruido de fundo (ndo correspondendo a fotdes da fluorescéncia do objeto a ser
analisado, ou n3o esperados na ROl selecionada). E também notdria a sua pixelizacdo,
muitas vezes devida a baixa estatistica da imagem. Para ultrapassar estas limitacdes criou-
se um algoritmo de pds-processamento de imagem, em Matlab®, com o objetivo de
remover o ruido de fundo das imagens e suavizar a pixelizacdo. Na Figura 23, é apresentado
um esquema do processamento de imagem aplicado. No exemplo apresentado, observa-
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se, na imagem original, o ruido de fundo que ndo corresponde a ROl selecionada. Ao aplicar
o algoritmo foi possivel remover o fundo, como representado na imagem reconstruida,

passo 5.

Imagem original

l@ filtro de média (B3 passagem a binario

(5) imagem reconstruida

@ jungao

das imagens

Imagem morfolégica

Figura 23 — Esquema exemplificativo dos processos realizados para o tratamento de imagem.

O algoritmo desenvolvido segue os seguintes passos:

1-

2-

28

Conversdao da imagem original para uma imagem em escala de
cinzentos;

Aplicacdo de um ajuste de contraste para evidenciar zonas com pixéis
mais intensos, que correspondera a zona de interesse;

Conversdo para binario (passagem da imagem em escala de cinza para
preto e branco, isto &, é criada uma matriz de pixéis de valor igual a 1 na
zona de interesse e a 0 na zona envolvente), criando-se uma mascara;
Aplicacdo de um filtro de média na imagem original, de forma a suavizar
e diminuir a pixeliza¢ao;

Reconstru¢dao da imagem sem ruido, multiplicando a madscara pela
imagem original filtrada.

Fusdo da imagem morfoldgica com a imagem da distribuicdo elemental
do metal em analise, utilizando uma func¢do pré-definida e sendo os
tamanhos das imagens ajustados previamente.



6 Avaliacao preliminar da distribuicao de metais pesados nos peixes
Zebra

De forma a avaliar a performance global e capacidade dos vdrios sistemas de
aquisicdo para detetar as energias carateristicas dos metais pesados utilizados, bem como
estabelecer os parametros de aquisi¢cao 6timos dos mesmos, nomeadamente, o tempo de
aquisicdo, posicionamento das amostras, ou tensdo e corrente do tubo raio X, realizou-se
um estudo preliminar agudo, no qual, peixes zebra, foram expostos a uma concentracao
relativamente elevada de diferentes metais pesados. Este estudo permitiu também avaliar
a eficdcia da acumulacdo dos mesmos metais nos peixes Zebra para diferentes
concentracdes e tempos de exposicdo e identificar os locais de maior acumulacdo desses
mesmos metais no peixe, de uma forma preliminar.

Assim, neste capitulo, serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no
teste preliminar com a técnica de fluorescéncia de raios X. Como ja mencionado no
capitulo 5, para avaliacdo da identificacdo e distribuicdo dos diferentes elementos
presentes no peixe Zebra, foram realizados estudos com recurso a um detetor de Si(PIN) e
um detetor gasoso baseado numa estrutura Thick COBRA. Para além disso, foram feitas
aquisicdes das imagens morfoldgicas para melhor identificar o local de acumulacdo dos
metais pesados testados. Os resultados obtidos com os detetores foram posteriormente
validados com um espetrometro comercial ui-EDXRF, o M4 TORNADO (Bruker, Alemanha).

No teste preliminar foram utilizados 4 metais pesados: Se, Pb, Ni e Mn (conforme
descrito com maior detalhe no capitulo 5 — desenho experimental do teste preliminar).
Apresentam-se neste capitulo os resultados das andlises a peixes expostos a 82 mg/L de
manganés durante 12 dias; a 15,8 mg/L de selénio durante 5 dias; a 3 mg/L de chumbo
durante 10 dias; e a 6,8 mg/L de niquel durante 5 dias.

De modo geral, verificou-se que, em todos os peixes analisados com o espetrémetro
de EDXRF, que o calcio (Ca) é o elemento com maior intensidade. Também o zinco (Zn) foi
identificado em todos os peixes Zebra analisados. Os mesmos resultados foram obtidos
com o sistema iFlux e o M4 TORNADO.

Nas imagens de distribuicdo elemental, verificou-se que o Ca estd espalhado
uniformemente por todo o peixe, devido a sua presenca no esqueleto ésseo e barbatanas;
e ainda que o Zn se encontra em maior concentragdo no olho. Para além disso, detetou-se
uma acumulacdo predominante dos metais pesados na zona visceral (i.e., sistema
gastrointestinal e rins).

Manganés

Entre as 3 amostragens o peixe exposto durante 12 dias foi o que apresentou uma
acumulacdo mais evidente. Apesar de ao fim de 5 dias ja se verificar alguma acumulacao,
esta ndo é tdo evidente como ao fim dos 12 dias. Por isso, optou-se por apresentar uma
analise mais detalhada desta amostragem.

Na Figura 24 esta representado o espetro obtido com o detetor de Si(PIN), onde é
bastante visivel o pico correspondente a energia de fluorescéncia das transicées K do
manganés (5,90 keV para a linha Ka e 6,49 keV para a KB), o que revela a acumulacdo deste
metal no peixe. O espetro obtido com o sistema M4 TORNADO confirma a acumula¢do com
0 seu pico a sobressair no espetro da Figura 27.
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Peixe Zebra exposto a 82 mg/L de Manganés durante 12 dias

4
6X10 T Ca'ka
‘»  5x10°*
c
)
< 4x10° - Peixe Manganés
c Peixe Controlo
o
) 4
° 3x10
§S)
@©
S 2x10"4
0
c
3 4
c  1x10 A
0 LA B BEL AL AL BELANLEE R L L L L B

——
0 3 6 9 12 15 18 21 24
Energia (keV)

Figura 24 - Espetro de fluorescéncia obtido com o detetor Si(PIN) do peixe exposto a manganés.

Ap0s a confirmacgao da presenca deste metal com o detetor de Si(PIN), procedeu-se
a andlise do peixe com o sistema iFlux, para mapeamento da distribuicdo dos elementos
identificados. Na Figura 25 estdo representadas as distribui¢cdes espaciais individuais do
calcio, manganés e zinco na amostra e as distribuicdes elementais conjuntas do calcio com
o manganés e do calcio com o zinco. Verifica-se que a distribuicdo do calcio é mais ou
menos uniforme no corpo do peixe, enquanto o manganés se concentrou mais numa
pequena darea da zona visceral. O zinco apresentou maior acumulacdo na zona ocular do
animal. Também na Figura 25, é apresentada a imagem crua que representa a distribuicdo
de intensidades da radiacdo no plano do detetor. Verificou-se que a zona da cabeca esta
mais intensa o que justifica a maior intensidade de vermelho na distribuigdo do calcio nessa

Zona.
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Fotografia do peixe Zebra

Imagem crua

ca Espetro de fluorescéncia
1000 Mn
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Figura 25 - Espetro de fluorescéncia e distribui¢éio elemental do peixe Zebra obtido com o sistema iFlux. A
vermelho estd representado o cdlcio, a verde o manganés e a azul o zinco.

Imagem Morfolégica

Imagem Morfolégica + Distribuicao do Manganés

Distribuigdo do Manganés

Figura 26 - Jung¢do da imagem morfolégica com a imagem da distribui¢éo elemental do manganés.

Na Figura 26 esta representada a fusdo da imagem morfoldgica com a imagem da
distribuicao do manganés, onde é possivel visualizar o local de acumulagao do metal. Neste
caso, verifica-se que a acumulagdo ocorre na zona visceral, proximo da cabeca.

Na Figura 27 sdo apresentadas as imagens obtidas com o sistema de validacao.
Nestas imagens é comprovada a distribuicdo do cdlcio ao longo de todo o peixe e a
preferéncia de acumulacdo do zinco no olho, mas também ao longo das riscas do peixe
Zebra, como esta reportado em [42]. Quanto a acumula¢do do manganés, é validada a sua
acumulagdo preferencial na zona visceral junto do opérculo/branquias, porém observa-se
uma distribuicdo do metal por todo o peixe. Tanto a distribuicdo do zinco como do
manganés pelo corpo do peixe apresentam uma intensidade muito mais baixa, o que
dificultou a sua detec¢do no sistema iFlux e no algoritmo de processamento de imagem, que
levou a sua auséncia nas imagens de distribuicdo da Figura 25.
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Pseixe Zebra exposto a 82 mg/L de Manganés durante 12 dias
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Figura 27 — Resultados do Sistema M4 TORNADO. Direita: Espetro de fluorescéncia de raios X; Esquerda:
mapeamentos elementais do cdlicio (vermelho), zinco (azul) e manganés (verde).

Selénio

No caso do selénio, verificou-se aquando da preparacdo das solu¢des, uma
dificuldade na dissolu¢dao do metal. Logo no inicio do teste, foi visivel a precipitacdo do
selénio no fundo do aquario o que proporcionou a ingestdao de pequenas particulas pelos
peixes Zebra. Apesar do teste ter a dura¢do de 12 dias, a acumulacdo do selénio foi logo
bastante visivel ao fim de 5 dias, como mostrado de seguida.

Na andlise elemental do peixe zebra com o detetor de Si(PIN) destacou-se a
presenca dos picos caracteristicos das transicdes K do selénio (11,22 keV para a linha Ka
e 12,49 keV para a KB), contrariamente ao peixe controlo, como se observa na Figura 28.
No espetro obtido com o sistema iFlux, na Figura 29, ndo se destaca nenhum pico
correspondente a energia de fluorescéncia deste metal: No entanto, se se selecionar a
gama de energias correspondente, verifica-se a acumulagdao do metal na zona da barriga
do peixe. Também na imagem crua é visivel uma maior intensidade nessa area.

7%10° Peixe Zebra exposto a 15,8 mg/L de Selénio durante 5 dias

Ca-k
6x10" ¢

5x10"

— Peixe Selénio
—— Peixe Controlo

4x10°
3x10"

2x10"

Intensidade (contagens)

1x10° A

0-L—

Energia (keV)

Figura 28 - Espetro de fluorescéncia obtido com o detetor Si(PIN) do peixe exposto a selénio.
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Analisando a imagem morfoldgica, na Figura 29, verificou-se um resultado
interessante. E claramente observavel uma regido de alta densidade (realcada pelo circulo
vermelho) que se refere a uma elevada acumulagdo na zona visceral. Isto deve-se ao facto
do selénio ndo se ter dissolvido totalmente na dgua, o que pode significar que o peixe
ingeriu pequenas particulas metalicas que se acumularam na zona intestinal, as quais nao
foram excretadas durante o periodo de exposicao.
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Figura 29 - Espetro de fluorescéncia, distribuicdo elemental do peixe Zebra obtido com o sistema iFlux e
posterior fus@o com a imagem morfoldgica. A vermelho estd representado o cdlcio, a verde o selénio.

A imagem adquirida com o M4 TORNADO, Figura 30, confirma a preferéncia de
acumulacdo do selénio na zona visceral, validando os resultados obtidos com o sistema
iFlux. No espetro de fluorescéncia é bastante visivel a presenca do selénio, tendo o seu pico
uma intensidade semelhante a do calcio, o que ndo se verificou com o detetor de Si(PIN).
Isto pode dever-se ao facto da excitacao da amostra ponto a ponto, conseguida com o M4
TORNADO, proporcionar uma maior eficiéncia de excitagdo do que a excitacdo de toda a
amostra, método utilizado pelo Si(PIN); e também devido a diferente geometria de
posicionamento dos sistemas.
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Peixe Zebra exposto a 15,8 mg/L de Selénio durante 5 dias

©'1,0x10°

,0x10 '+ CaK, . .

GC.) @ Picos de disperso

(@]

@

-

< 3

o 1,0x107

O

N

(O]

©

c 2

S 1,0x10

c

8 —— Peixe Controlo

c . —— Peixe Selénio
1,0)(10 T T 1

5 10 15 20 25
Energia (keV)

Figura 30 - Sistema M4 TORNADO. Esquerda: Espetro de fluorescéncia de raios X; Direita: mapeamentos
elementais do cdlcio (vermelho) e selénio (verde).

Chumbo

Para o peixe exposto a chumbo, verificou-se uma distribuicdo elemental
semelhante nas 3 amostragens. Portanto, realizou-se uma andlise mais detalhada num
ponto intermédio, exposi¢cdo durante 10 dias.

Na Figura 31, apresenta-se o espetro de fluorescéncia de um peixe zebra exposto a
chumbo, obtido com o detetor de Si(PIN). Em comparagdao com o controlo, é visivel a
existéncia de dois picos, de baixa intensidade, correspondente as energias das transicdes L
do chumbo (10,55 keV para a linha La e 12,61 keV para a LB). Apesar da baixa intensidade
dos picos, foi possivel mapear a distribuicdo elemental do chumbo com o sistema iFlux,
como demonstrado na Figura 32. Através da fusdo da imagem de distribuicdo do chumbo no
peixe com a imagem morfolégica, verificou-se a acumulacdo deste metal na drea visceral.
Sdo também apresentadas a imagem crua e o mapa de distribuicdo do cdlcio, onde é
notoéria a reduzida acumulacdo de Ca na zona do opérculo, como expectdvel. A capacidade
de observacdo desta falta de calcio nesta zona é um indicador da boa ou ma resolucdo em
posicdo do detetor.

Na Figura 33 apresentam-se a imagem do mapeamento e o espetro de
fluorescéncia, obtidos com o M4 TORNADO. Estes resultados confirmam a acumulagdo de
chumbo no peixe zebra.
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Peixe Zebra exposto a 3 mg/L de Chumbo durante 10 dias
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Figura 31 - Espetro de fluorescéncia obtido com o detetor Si(PIN) do peixe exposto a chumbo.
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Peixe Zebra exposto a 3 mg/L de Chumbo durante 10 dias
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Figura 33 - Sistema M4 TORNADO. Esquerda: Espetro de fluorescéncia de raios X; Direita: mapeamentos
elementais do cdlcio (vermelho) e chumbo (verde).

Niquel

Os peixes Zebra expostos a niquel durante 5 dias apresentaram uma preferéncia de
acumulagdo enquanto ao fim de 10 dias isso ndo se verificou. Devido a morte de um dos
peixes ndo se conseguiu uma amostra para analise para o tempo de exposi¢cdo mais longo.

Os resultados da analise do peixe Zebra exposto a niquel apresentam-se nas Figura
34 e Figura 35. No espectro de fluorescéncia obtido com o detetor Si(PIN), Figura 34,
verifica-se que o pico correspondente a energia de fluorescéncia da transicdo Ka do niquel
(7,478 keV) é muito pouco intenso. Associado ao facto da pequena intensidade relativa do
metal e da energia de fluorescéncia ser muito préxima da do zinco (8,638 keV para a linha
Ka), o sistema iFlux ndo tem resolucdo em energia suficiente para separar estes dois
elementos, pelo que quando se analisou este peixe, ndo foi possivel mapear corretamente
o metal. No entanto, com o sistema M4 TORNADO, verificou-se acumulacdo de niquel na
zona visceral (Figura 35).
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Figura 34 - Espetro de fluorescéncia obtido com o detetor Si(PIN) do peixe exposto a niquel.
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Peixe Zebra exposto a 6,8 mg/L de Niquel durante 5 dias
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Figura 35 - Sistema M4 TORNADO. Em cima: Espetro de fluorescéncia de raios X; Em baixo: mapeamentos
elementais do cdlcio (vermelho) e niquel (verde).

Controlo

No peixe Zebra pertencente ao grupo controlo, verificamos novamente no espetro
de fluorescéncia da Figura 36 a maior intensidade dos elementos calcio e zinco; tal como
nos peixes expostos, a distribuicdo do zinco é observada no olho. Da sele¢dao de gamas de
energias correspondentes aos metais analisados nao foi encontrada nenhuma acumulacao,
tanto nas aquisicdes com o detetor de Si(PIN), com o sistema iFlux ou com o TORNADO,
como esperado.
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Figura 36 —Esquerda: Espetro de fluorescéncia; Direita: Distribui¢do elemental do peixe Zebra obtida com
o sistema iFlux. A vermelho o cdlcio e a azul o zinco.
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Com o estudo preliminar foi possivel testar diferentes metais e observar a sua
acumulacdo no peixe Zebra ao longo de 12 dias. Conseguiu-se ainda avaliar a capacidade
do sistema iFlux para detetar os metais e verificar em que zonas do peixe ocorreu a sua
acumulacdo. Verificou-se que que todos os peixes analisados apresentaram uma
acumulacdo na zona visceral, justificada pela funcdo de desintoxicacdo e excre¢do de
xenobidticos (os metais) dos drgaos constituintes.

Mostrou-se assim a aplicabilidade do sistema na identificacdo e mapeamento da
distribuicdo elemental de todos os metais em estudo, exceto o niquel.

O espetrometro de EDXRF com um detetor de Si(PIN) foi adequado para a
identificacdo dos elementos presentes nos peixes, tendo sido detetados todos os metais
estudados, mesmo quando em quantidades reduzidas, como se comprovou no caso do
niquel.

O espetrometro M4 TORNADO permitiu validar os resultados obtidos,
corroborando as conclusdes retiradas das aquisicdes dos outros dois sistemas,
especialmente no que diz respeito a zona anatdmica de acumulacdo dos metais. Além
disso, permitiu identificar inequivocamente os elementos presentes nos peixes e a sua
distribuicdo. No caso do zinco, verificou-se a sua presenca ndo sé no olho, como observado
com o sistema iFluX, mas também ao longo das riscas.

O teste preliminar permitiu definir o metal a utilizar na continuagao deste trabalho:
um estudo crénico que i) avalia a capacidade do peixe Zebra em acumular e de seguida
excretar o metal, eii) avaliar possiveis alteragdes no comportamento do peixe. Dos 4 metais
estudados, verificou-se que o niquel ndo poderia ser escolhido, uma vez que a sua
acumulagdo foi muito reduzida e o sistema experimental ndo o conseguiu identificar; o
selénio foi excluido devido a sua precipitacdo que levou a uma consequente ingestao de
pequenas particulas, inviabilizando o estudo, pois um peixe poderia ingerir mais particulas
gue outro, refletindo-se numa maior acumulacdo quando expostos a mesma concentracdo
do metal.

Foi entdo selecionado o chumbo para o estudo crdénico, visto que este é um metal
perigoso para a saude humana, com elevado nivel de toxicidade, e de acordo com a
Organizacdao Mundial de Saude (OMS), em 2019, foi responsavel por cerca de 900 000
mortes [56]. Além disso existem diversos estudos sobre contaminacdo por chumbo, o que
permite associar os resultados obtidos com os ja existentes na literatura.
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7 Estudo cronico da bioacumulagdao do Chumbo nos peixes Zebra

O estudo crénico teve como objetivo avaliar a capacidade do peixe Zebra para
acumular e excretar o chumbo, ao longo do tempo e também estudar a influéncia do metal
no comportamento do peixe. Dois conjuntos de peixes Zebra foram expostos, durante 30
dias, a duas concentragbes de chumbo; e de seguida a 30 dias em agua limpa, conforme
descrito no desenho experimental apresentado no capitulo 5. Durante este periodo, foi
avaliado o comportamento do peixe com recurso a Zebrabox em quatro pontos de
amostragem: ao fim de 15, 30, 45 e 60 dias. Neste trabalho, foram analisados os dados
correspondentes a 22 e 42 amostragens, que correspondem ao momento onde se esperava
uma maior acumulagdo, devido ao maior tempo de exposicdo ao chumbo, e onde
possivelmente se verificou excre¢do do metal.

Na Figura 37 apresentam-se os resultados obtidos para a 22 amostragem. No
grafico 1 estd representada a distancia total percorrida para o ciclo de luz e escuro. No ciclo
de luz, observamos uma diminuicdo da atividade locomotora com o aumento da
concentragdo de chumbo. Ja no ciclo de escuro, verifica-se também uma diminui¢do da
distancia percorrida relativamente ao controlo, mas quando comparadas as concentracdes
verifica-se um valor percorrido semelhante. Com a andlise estatistica ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os peixes expostos a chumbo
e o controlo, nem entre os peixes expostos a diferentes concentra¢des do metal. No grafico
2 apresenta-se a anadlise do comportamento timotatico do peixe. Verifica-se, em ambos os
ciclos, que existe uma preferéncia de natacdo proxima das bordas do aquario devido a
elevada percentagem de movimento registada nessa zona. Relativamente a andlise
estatistica ndo se verificaram diferencas estatisticamente significativas em comparacao
com os controlos. Apenas no ciclo escuro se verificou a existéncia de diferencas
significativas entre os peixes expostos a concentra¢des de 54,5 pg/L e 545 pg/L. Nos
graficos 3 e 4 sdo mostradas as percentagens das distancias percorridas a velocidades
média e rapida, respetivamente. Observa-se para os dois ciclos a predominancia de
movimentos rapidos. No ciclo escuro, com o aumento da concentracdo de chumbo diminui
a distancia percorrida a uma velocidade média, o que se traduz num aumento na distancia
percorrida a velocidade rapida. Novamente nenhum destes valores apresentou diferencas
estatisticamente significativas. Nos graficos 5 e 6 sdao apresentadas as percentagens dos
movimentos correspondentes a classe de angulos 4+5, que indicam movimentos sem
grandes mudangas de direcdo, e a classe de angulos 1+8, que indicam movimentos em
zigzag, um possivel indicador de stress. Tanto no ciclo de luz como no de escuro,
verificaram-se valores similares para a classe 4+5, bem como a sua predominancia em
relacdo aos movimentos pertencentes a classe 1+8.
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Estudo Comportamental dos peixes expostos a Chumbo durante 30 dias
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Figura 37 - Representagdo dos resultados obtidos da andlise com a Zebrabox apds o peixe estar em contacto com o
chumbo durante 30 dias (29 amostragem). 1 — Distdncia total percorrida (mm) pelo peixe nos ciclos de luz e escuro; 2 -
% da distdncia percorrida numa zona especifica; 3 — % de disténcia percorrida a uma velocidade < 40 mm/s; 4 — % de
distdncia percorrida a uma velocidade > 40 mm; 5 e 6 - % da frequéncia angular para o escuro e luz, respetivamente (a e b
representam diferencas estatisticamente significativas entre as concentragbes). As barras de erro representam o maior
desvio a média para as respetivas concentragoes.
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Estudo Comportamental dos peixes expostos a Chumbo durante 30 dias e a

Agua Limpa durante 30 dias

8500 -
1 95 -
8000 90 4
£ 7500 851
£
© +— 80+
‘5 70004 3
c
«G 0O 75
hrd (=]
.‘DL’ 6500 - >
704
6000 65
5500 T T T 60 T T T
0 54,5 545 0 54,5 545
Concentracao (ug/L Concentragao (ug/L
cao (ug/L) B Escuro Gao (ug/L)
@ Luz
3 90+
35
85 -
30
804
=
S 251 [a)
= > 75
) -
(=}
= 201 S
=3 70
15 65
10 T T T 60 T T T
0 54,5 545 0 54,5 545
Concentracao (ug/L) Concentragéo (ug/L)
Escuro 709 Luz 6
70 60 -
60 -
501
504
40
40
R S 30
30
20 20
10 104 a b
0- 04
54,5 0 54,5 545

Concentragéo (ug/L)

Concentragdo (ug/L)
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Na Figura 38 estdo representados os resultados obtidos para a 42 amostragem. No
grafico 1, observou-se que o grupo de peixes expostos a 54,5 pg/L apresentou a maior
distancia percorrida no ciclo de luz; e que o peixe controlo e os peixes expostos a 545 ug/L
percorreram distancias semelhantes. No ciclo escuro, observou-se que o aumento da
concentracdo de chumbo levou a uma diminuicdo da distancia, sendo mais acentuada para
a concentracdo de 545 pg/L. No grafico 2, continua a verificar-se a preferéncia do peixe em
nadar proximo das bordas. No entanto, para o ciclo de luz, observaram-se diferencas
estatisticamente significativas para os peixes expostos a concentra¢do de 545 pg/L, sendo
visivel no grafico a descida mais acentuada para esta percentagem. Este resultado
contrasta com o ciclo de escuro, onde esta concentragao apresentou a maior percentagem.
Dos graficos 3 e 4, continua a verificar-se a preferéncia por movimentos rapidos, mas no
ciclo escuro, essa preferéncia diminuiu com o aumentou da concentragao. Os graficos 5 e
6 apresentam o mesmo padrdao da 22 amostragem, ou seja, nao existiram elevadas
percentagens que indicassem movimentos de stress e a maioria dos movimentos
correspondem a movimentos sem grandes mudancas de dire¢ao.

Na 22 amostragem, verificou-se a reducdo da atividade locomotora na distancia
total percorrida com o aumento da concentragdo. Thi et al. também referem uma
diminuicdo da distancia total percorrida em todas as concentra¢des de PbCl; utilizadas no
seu estudo em relagdo ao controlo, concluindo que a exposicdo crénica a baixas
concentra¢des de chumbo poderia alterar o comportamento do peixe Zebra adulto [53]. Li
et al. realizou também estudos comportamentais com peixes Zebra expostos a chumbo e
observou o aumento da distancia total percorrida com o aumento da concentragdo a que
o peixe foi exposto [57].

No ano de 2012, Chen et al. [58] realizaram estudos comportamentais em larvas de
peixe Zebra com acetato de chumbo. Verificou-se um aumento da velocidade de natacao
sob condicGes de escuro, o que vai ao encontro dos resultados obtidos (Figura 37, grafico
3), uma vez que se observou para o periodo de escuro o aumento da distancia percorrida
por movimentos de velocidade elevada. Neste mesmo estudo, verificou-se o decréscimo
da velocidade para as condicdes de luz com o aumento da concentracdo. No presente
trabalho este comportamento apenas se verificou para a menor concentracdo de chumbo.
No entanto, para a maior concentracdo utilizada, a velocidade voltou a aumentar, até
valores compardveis com os do nivel de controlo.

Os resultados da 22 amostragem indicam que o chumbo pode ter tido alguma
influéncia no comportamento dos peixes, nomeadamente na distancia percorrida, no
entanto, estes efeitos ndo foram suficientemente pronunciados para a existéncia de
diferencas estatisticamente significativas. Posto isto, ndo podemos concluir sobre uma
possivel recuperacao na atividade locomotora dos peixes na 42 amostragem.

Apesar dos resultados inconclusivos, a verificacdo da tendéncia da diminuicdo de
distancia percorrida podera indicar uma depressao na funcdo locomotora ou hipoatividade
dos peixes; esta alteracdo na atividade locomotora pode ter consequéncias a nivel
populacional e em Ultima instancia do ecossistema pois pode condicionar importantes
funcdes fisioldgicas tais como a capacidade de fuga a predadores, o ritual de reproducao
ou a capacidade de alimentacao.

A auséncia de diferencas estatisticamente significativas pode dever-se ao facto das
concentra¢des utilizadas serem demasiado baixas para se verificar alteracdes neste
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periodo de teste; o ciclo de aclimatacdo na Zebrabox ser reduzido, isto é, aquando o inicio
da estimulac¢do do ciclo escuro/luz os peixes poderdo ainda estar agitados com a mudanca
de aquario o que influencia os resultados obtidos; também as condi¢des durante a
exposicdo podem ter influenciado os resultados, uma vez que na sala de teste existia a
entrada e saida de pessoas que pode ter stressado os peixes e ter escondido efeitos subtis
do chumbo nestas concentragdes; ainda os pardmetros analisados podem nao ter sido os
mais indicados. Para alem disso, existe sempre a variabilidade dos dados, pois cada peixe
pode reagir de forma diferente e ndo ser encontrado um padrao de efeitos.

Analise por fluorescéncia de raios X

Na Figura 39 estd representado o espetro de fluorescéncia obtido com o detetor
Si(PIN) para as analises dos 4 pontos de amostragem do estudo para os peixes expostos a
545 pg/L de chumbo. Osresultados apresentados permitem concluir que ao fim de 30 dias
ocorreu acumulagdo de chumbo, sendo também visivel a existéncia de alguma acumulagao
ao fim de 15 dias, destacando-se o pico caracteristico da transicdo La do chumbo
(10,55 keV). Nas analises da 32 e 42 amostragens, correspondentes ao periodo em que o
peixe esteve em contacto com dgua limpa, ao fim de 15 dias ja ndo se verifica acumulagao,
que é posteriormente confirmada pela auséncia de acumulag¢do ao fim de 30 dias em agua
limpa. Estes resultados sdao confirmados pelas imagens da distribuicao elemental obtidas
com o M4 TORNADO, na Figura 40. E visivel na imagem da distribuicdo elemental do peixe
da 22 amostragem a acumulag¢do do chumbo na zona visceral (tal como no teste
preliminar); na imagem da distribuicdo elemental do peixe da 42 amostragem nao se
identifica qualquer regido de acumulagao de chumbo.

| Peixe Zebra exposto a 545 ug/L de Chumbo
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Figura 39 - Espetro de fluorescéncia, obtido com o detetor Si(PIN), dos peixes expostos a 545 ug/L de
chumbo nas diferentes amostragens do estudo.
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b)
Figura 40 - Mapeamentos elementais do cdlcio (vermelho) e chumbo (verde), a) 22 amostragem e b) 49
amostragem.

As analises utilizando o sistema iFlux permitem deduzir a acumula¢do de chumbo
através da observacdo do perfil de intensidades, obtido ao selecionar uma sec¢cdo do mapa
de distribuicdo elemental individual. Na parte inferior da Figura 41 é apresentada a
distribuicdo elemental da sele¢do correspondente a ROl do chumbo e o respetivo perfil de
intensidade. E observavel um pico de elevada intensidade, correspondente a regido
evidenciada pelo circulo branco.
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Figura 41 — Espetro de fluorescéncia do sistema iFlux, fotografia do peixe, distribuigdo elemental e perfil
de intensidade do peixe Zebra exposto a 545 ug/L de chumbo durante 30 dias.

44



O espetro de fluorescéncia e a distribuicdo elemental do célcio de um peixe Zebra
correspondente ao grupo controlo da 22 amostragem s3o apresentados na Figura 42. E
observada a maior intensidade dos elementos calcio e zinco e como esperado a auséncia
do pico correspondente a gama de energias do chumbo e mesmo quando se seleciona essa
gama de energias a distribuicdo elemental do chumbo ndo mostrou nenhuma acumulacao.
Estas imagens da distribuicdo elemental ndo apresentam grande resolucdo em posicao, ndo
se conseguindo distinguir, no caso do zinco, a sua acumula¢do maioritaria no olho, como
se observou nos exemplos mostrados anteriormente e como se verificou na imagem
adquirida com o sistema M4 TORNADO.
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Figura 42 — Esquerda: Espetro de fluorescéncia; Direita: Distribuicdo elemental do cdlcio e zinco do peixe
Zebra controlo da 22 amostragem obtida com o sistema iFlux.

Na natureza, o que pode acontecer, é a exposicdo a metais pesados em maiores
concentracdes e por mais tempo. Por exemplo, um determinado lugar pode estar
contaminado e o peixe ter contacto com esse local durante algum tempo e de seguida
nadar para outro local ndo contaminado. Neste cenario, seria importante avaliar se o peixe
posteriormente teve capacidade para excretar o metal e se ndo existem consequéncias
relevantes no seu comportamento. E com base neste pensamento que surge o desenho
experimental deste teste crdnico.

Concluiu-se que ao fim de 30 dias, o peixe Zebra apresentava acumulacdo do
chumbo na zona visceral na concentracdo de 545 pg/L. Dos resultados obtidos pelos
diferentes métodos, verificou-se que rapidamente o peixe excretou o metal: ao fim de 15
dias em contacto com 34gua limpa ja ndo havia sinais da acumulagdo, o que se verificou
também para as andlises realizadas nos peixes que estiveram 30 dias em contacto com
agua limpa.

Apesar do tempo de exposicao de 30 dias, nao se verificou a acumulagdo de chumbo
num 6rgao especifico, o que estd de acordo, por exemplo, com o trabalho de Zhang et al.
[59]. Para uma melhor compreensao do processo de acumulacdo deveria aumentar-se o
tempo de exposicdo do peixe ao metal ou as concentragdes utilizadas.

45



8 Conclus0Oes e Trabalho Futuro

Com este trabalho pretendeu-se avaliar: i) a bioacumulagao de metais pesados no
organismo do peixe Zebra e, ii) a aplicabilidade de um sistema de imagem EDXRF (sistema
iFlux) para o mapeamento da distribuicao dos metais pesados em peixes. As amostras dos
peixes foram analisadas pela técnica de EDXRF em trés sistemas: um espetrémetro de
EDXRF, um espetrémetro de imagem de EDXRF e pelo sistema comercial M4 TORNADO. Os
resultados obtidos pelo espetrémetro de EDXRF, permitiram identificar os elementos
presentes no peixe Zebra, nomeadamente os metais a que estiveram expostos, por sua vez,
o espetrémetro de imagem permitiu o mapeamento da distribuicdo dos metais pesados no
peixe e com a posterior fusdo da imagem da distribuicdo com a imagem morfoldgica, foi
possivel determinar a zona de acumulagdo. Tanto a identificagdao dos elementos presentes
na constituicdo do peixe Zebra como a sua distribuicao elemental foram validados com o
sistema comercial.

Relativamente ao estudo preliminar realizado com os metais Pb, Mn, Ni e Se, todos
0s metais testados apresentaram uma distribuicao semelhante no peixe, sempre na zona
visceral e com o aumento do tempo de exposicao do peixe verificou-se a tendéncia de
maior acumulacao.

No que diz respeito ao teste crénico realizado com Pb, foi possivel observar a
capacidade de excrecdo do peixe Zebra para as condi¢Ges deste estudo, isto é, para
exposicdo de 30 dias a chumbo seguidos de mais 30 dias em contacto com dagua limpa.
Relativamente ao estudo comportamental realizado no teste crénico ndo foi possivel
retirar conclusdes devido a falta de significancia estatistica dos resultados obtidos. Esta
auséncia de alteracdo comportamental podera ser justificada pela ndo acumulacdo de
chumbo no cérebro, ao contrario do esperado por Zhang et al. [59] e também pelo curto
periodo de tempo a que o peixe esteve exposto quando comparado com os cendrios
possiveis no ecossistema, em que o peixe pode estar meses em contacto com o meio
contaminado e/ou em concentragdes superiores as utilizadas neste trabalho. O sistema
iFlux mostrou ser capaz de ser aplicado a analises com amostras bioldgicas, nomeadamente
permitindo o mapeamento dos elementos presentes em peixes zebra.

Um dos estudos preliminares que também se podera fazer é uma andlise a dgua
contaminada e verificar ao fim de quanto tempo a concentra¢dao do composto sofre uma
reducdo consideravel permitindo assim determinar o intervalo de tempo entre mudancas
de meio e poder manter uma exposicao a uma concentracdo constante.

Relativamente a acumulagcao em érgaos especificos, a andlise poderd passar por
uma individualizagdo dos respetivos 6rgaos e também pela realizacdo de estudos com
biomarcadores. Para a verificacdo de efeitos notérios a nivel comportamental com estas
concentragdes, 0 ensaio deverd passar por uma exposicdo mais prolongada; ou para o
mesmo tempo de exposicao utilizar concentra¢cdes mais elevadas.

Apesar de nao ser discutido neste documento, foram realizadas aquisicdes com um
pinhole de maior didmetro que permitia que mais fotdes chegassem ao detetor, no
entanto, a resolucdo em posicdo era pior para este caso, ndo se conseguindo por vezes
distinguir regides anatdmicas. Para uma melhor resolucdo, a solucdo passaria pela
utilizacdo de um pinhole de menor diametro apesar de aumentar o tempo de aquisicao.
Também a utilizacdo de um gas nobre mais pesado aumentaria a eficiéncia de detecdo do
sistema.
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