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Resumo

A obesidade é um problema crescente dos tempos atuais, com incidéncia tanto em paises
desenvolvidos como em paises em desenvolvimento. E considerada uma epidemia pela
Organizacdo Mundial de Saide (OMS) e tem suscitado o interesse da comunidade cientifica. As
explicacoes classicas para a obesidade sdao a ingestdao excessiva de calorias, a falta de
exercicio fisico e os fatores genéticos. No entanto estas explicacdes nao conseguem
esclarecer completamente a epidemia da obesidade. No ano de 2006, surgiu um novo factor
explicativo associado a exposicdo a um conjunto de contaminantes ambientais, os
denominados obesogénios.

A Daphnia magna é um organismo invertebrado, reconhecido pelas agéncias reguladoras como
um organismo modelo para testes toxicologicos. No entanto, o seu uso no estudo de
patologias humanas ainda é limitado. De entre todas as vantagens associadas ao uso deste
organismo neste contexto, talvez a principal se prenda com o facto de este crustaceo possuir
uma homologia de 94% com os genes humanos (a melhor de todos os invertebrados, incluindo
modelos classicos como, por exemplo, Drosophila melanogaster). Esta caracteristica
associada ao facto de se tratar de um organismo de facil manutencao em laboratorio, ter um
ciclo de vida curto, ser pequeno e transparente, e ser possivel o estudo da acumulacao
lipidica de uma forma simples, tornam-no num modelo promissor para o estudo da acdo dos
compostos obesogénicos.

Assim, o objetivo desta dissertacao é perceber o efeito da exposicdo a potenciais obesogénios
presentes em produtos usados quotidianamente, tais como a bijutaria, e avaliar a sua
potencial toxicidade e obesogenicidade. Foram realizados testes agudos e cronicos com o
objetivo de perceber o efeito da exposicdo a nivel da reproducdo, do crescimento e da
quantidade de lipidos acumulados. Para efeitos comparativos, foi ainda realizado um teste
agudo com o obesogénio de referéncia, o tributilestanho (TBT).

Os resultados obtidos fornecem pela primeira vez evidéncias cientificas que a exposicao
aguda e crdnica a bijuteria aumenta a quantidade de lipidos e a exposicao crénica afeta o
crescimento, reproducao e tem efeitos letais nas Daphnias expostas.

Com o intuito de perceber quais os elementos presentes na bijutaria com potencial
obesogénico e toxico foram quantificados os niveis de metais presentes em solucdo. De entre
os metais ndo essenciais, a prata e o cadmio foram aqueles que registaram niveis mais
elevados.

Os resultados obtidos sugerem uma elevada toxicidade e potencial obesogénico da bijutaria
analisada, reforcando a necessidade de avaliacdo de risco associado a exposicao a produtos

de uso quotidiano.
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Abstract

Obesity is an emerging and global problem affecting both developed and developing
countries. It is considered an epidemic by the World Health Organization (WHO) and the
scientific community made it a topic of increasing interest. Traditional explanations for
obesity include excessive calorie intake, lack of exercise and genetic factors. However, these
explanations cannot fully elucidate the obesity epidemic. In 2006, a new explanation
emerged, and obesity was associated with exposure to a set of environmental contaminants,
the so-called obesogens.

Daphnia magna is an invertebrate organism, acknowledged by regulatory agencies as a model
organism for toxicological tests. However, its use on the study of human pathologies is still
limited. Aside from all the advantages associated with this organism, perhaps the most
important characteristic is that this crustacean possesses a 94% homology with human genes
(the highest amog invertebrates, even higher than classical models such as, for instance,
Drosophila melanogaster). This characteristic associated with is the easiness of laboratory
maintaenance, short life cycle, small and transparent body, and allowing for the study of lipid
accumulation in a direct manner, renders D. magna as a promising model for the study of the
action of obesogens.

Thus, the objective of this dissertation is to study the effects of exposure to potential
obesogens present in consumer products, such as jewelry, and to evaluate its potential
toxicity and obesogenicity. Acute and chronic tests were performed in order to evaluate the
effect of exposure on reproduction, growth and the amount of accumulated lipids. For
comparative purposes, an acute test was also performed with the model obesogen, tributyltin
(TBT).

The results obtained provide, for the first time, scientific evidence that acute and chronic
exposure to jewelry increases the amount of lipids, and that chronic exposure affects growth,
reproduction and have lethal effects on the exposed Daphnids.

In order to understand which elements present in the jewelry have obesogenic and toxic
potential, the levels of metals in solutions obtained after jewelry extractions were
quantified. Among non-essential metals, silver and cadmium were those that recorded the
highest levels.

The results obtained suggest high toxicity and obesogenic potential for the jewelry used in
the assays, reinforcing the need for risk assessment associated with exposure to consumer

products.
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Capitulo 1 - Introducao

1.1. Obesidade

Segundo a Direcao-geral de salde “A obesidade define-se como uma situacdo em que existe
uma acumulacdo excessiva de massa gorda corporal, com potencial impacto negativo na
saude.” (Camolas, Gregorio et al. 2017). Clinicamente a obesidade é definida através do
indice de Massa Corporal (IMC). O IMC é uma medida simples, econdmica e ndo invasiva usada
na pratica clinica para definir o estado de salde corporal de um individuo. Calcula-se
utilizando o peso do individuo em quilogramas e dividindo pelo quadrado da altura em
metros. A partir, deste calculo, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) definiu que um
individuo com IMC superior a 25,0 kg.m? tem excesso de peso e acima de 30 Kg.m? ¢é

considerado obeso, tal como ilustrado na tabela 1 (Kaur, Saxena et al. 2018).

Tabela 1: Categorias do indice de Massa Corporal (IMC) definidas pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS).

IMC (Kg.m?)
< 16,0 Baixo peso severo
16,0 - 16,9 Baixo peso moderado
17,0 - 18,49 Peso ligeiramente abaixo do normal
18,5 - 24,9 Peso normal
> 25,0 Excesso de peso
25,0- 29,9 Pré-obeso
> 30,0 Obesidade

0O excesso de peso e/ou obesidade estd associado a varias doencas como por exemplo a
diabetes, as doencas cardiovasculares, alguns tipos de cancro (Kaur, Saxena et al. 2018),

entre outras.

A obesidade tem aumentado nas Ultimas décadas, sendo considerada uma epidemia pela OMS
que afeta nao so paises desenvolvidos como paises em desenvolvimento (OECD 2017). Segundo
o ultimo relatério da Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Economico (OCDE),
em 2015, 19,5% dos individuos adultos eram obesos nos paises que fazem parte desta
organizacao (OECD 2017). Em Portugal, em 2015, esse valor era de 18,7%,(Legler, Fletcher et
al. 2015, OCDE 2019). Em termos de excesso de peso, 38,9% da populacdo Portuguesa tinha
excesso de peso em 2015 (OCDE 2019).



A explicacao tradicional para o excesso de peso passa pela ingestao caldrica em excesso, pela
falta de exercicio fisico e por fatores genéticos (Speliotes, Willer et al. 2010, Speakman and
Rahilly 2012). Em relacao a falta de exercicio fisico e a ingestao de alimentos em excesso, um
estudo epidemiologico realizado nos Estados Unidos da América durante quase 4 décadas
numa amostra representativa da populacdao, mostrou que para o mesmo aporte calorico, a
mesma quantidade de macronutrientes e a mesma pratica de exercicio fisico, o IMC aumenta
(Brown, Sharma et al. 2016). Estes resultados sugerem que a falta de exercicio fisico e a
ingestao de alimentos em excesso ndo conseguem justificar os niveis de IMC elevados. Por
outro lado, os fatores genéticos nao explicam de uma forma clara o problema da obesidade,
pois ndo € possivel explicar como é que numa geracao, os genes mudem a escala global (Grun
and Blumberg 2006).

Em 2006, surgiu uma nova teoria para explicar o aumento da obesidade a escala global. Esta
nova explicacao, foi proposta por Blumberg quando demonstrou que os contaminantes
ambientais podiam induzir acumulacéo lipidica e excesso de peso em modelos in vitro e in

vivo (Grun and Blumberg 2006).

Os fatores ambientais que podem estar a contribuir para o aumento desta epidemia incluem a
poluicao do ar, “o ambiente construido pelo Homem” (edificios, sistemas de transporte, etc),
a exposicao ao tabaco, a exposicao a contaminantes ambientais, entre outros (Heindel,
Newbold et al. 2015). De entre os contamianntes ambientais existentes, as que mais se
destacam por ter um papel preponderante na obesidade sdao os desreguladores endoécrinos
(EDCs). Segundo a “Endocrine Society” um desregulador endocrino é definido como “um
quimico exdgeno, ou uma mistura de produtos quimicos, que podem interferir com qualquer
aspeto da acdo hormonal” (Zoeller, Brown et al. 2012). A OMS define disruptores enddcrinos
como “uma substancia ou uma mistura exdgena que altera a(s) funcao(des) do sistema
endocrino e, consequentemente, provoca efeitos adversos no organismo integro, ou sua
descendéncia ou (sub)populacao” (Lamb, Boffetta et al. 2014). De uma forma muito parecida
com a OMS, a Comunidade Europeia (CE) define EDCs como “substancias quimicas que alteram
o funcionamento do sistema enddcrino e afetam negativamente a salde dos seres humanos e
dos animais” (Comissao Europeia 2018). Em 2018, a Comunidade Europeia adotou os critérios

que permitem considerar um quimico como EDCs (European Chemicals Agency 2018).



1.2. Compostos obesogénicos

Em 2006, Grun e Blumberg publicaram o agora classico artigo que demonstrou que o
tributilestanho, um biocida usado em tintas antivegetativas, potenciava a obesidade em
modelos animais. Este artigo fala pela primeira vez em “compostos obesogénicos”. Na altura,
estes compostos foram definidos como “moléculas que regulam inadequadamente o
metabolismo lipidico e a adipogénese para promover obesidade” (Grun and Blumberg 2006).
Mais recentemente, Almudena Veiga-Lopez definiu obesogénicos como sendo “EDCs que
podem aumentar a massa de tecido adiposo por hipertrofia ou hiperplasia, pela diferenciacao
de pré-adipocitos ou por alteracdo do destino das células estaminais mesenquimais para
sofrer diferenciacdo adipogénica e/ou perturbar a funcao dos adipdcitos, levando ao aumento

da producao de lipidos” (Veiga-Lopez, Pu et al. 2018).

As vias de atuacdo dos compostos obesogénicos ainda nao se encontram bem esclarecidas, no
entanto, sabe-se que a via de sinalizacao do recetor ativado por proliferadores do
peroxissoma (PPARYy) e o receptor retinoide X (RXR) fazem parte dos mecanismos moleculares
de acdo dos compostos obesogénicos (Jordao, Garreta et al. 2016). O PPARy é o regulador
chave que controla a proliferacao lipidica, a diferenciacao lipidica e que controla o fluxo de
lipidos intracelular. Quando os PPARs sdao heterodimizados com o RXR servem de ligandos
metabolicos para hormonas, acidos gordos e metabolitos. Alguns contaminantes ambientais
podem também ativar o PPARy e assim regular positivamente a expressao deste recetor,
contribuindo o desenvolvimento da obesidade (Fang, Webster et al. 2015). A ativacao destes
dois recetores promove a biossintese e armazenamento de lipidos, promovendo por sua vez a
diferenciacdo de pré-adipdcitos ja existentes, mas também a conversao de células estaminais
mesenquimais em pré-adipdcitos e consequentemente em tecido adiposo (Griin and Blumberg
2009).

O tecido adiposo comeca a formar-se durante o desenvolvimento embrionario através da
camada germinativa mesodérmica, nesta altura do desenvolvimento a composicdo geral da
massa gorda é determinada pela hipertrofia dos adipocitos (tamanho das células) e pela
hiperplasia dos adipocitos (proliferacdao e/ou maturacdo celular). O segundo trimestre de
gestacdo é o periodo critico para a hiperplasia dos adipocitos. Durante a infancia e até
aproximadamente aos 18 anos todo o tecido adiposo continua em desenvolvimento. Quando
se atinge a maturidade, as células adipocitas mantém uma taxa constante sem qualquer
alteracao no numero de células (Foley, Doheny et al. 2017).

Ao nivel do tecido adiposo, os obesogénios podem provocar um aumento do tecido por
hipertrofia ou hiperplasia, podem provocar uma alteracdo na funcao dos adipocitos levando a
maior producao de lipidos, uma inducao de dislipidemia, uma falha nos perfis hormonais

metabolicos, um incremento na diferenciacao de pré-adipdcitos, ou ainda estimular as células



estaminais mesenquimais (MSCs) para sofrer diferenciacao adipogénica (Veiga-Lopez, Pu et al.
2018).

O tributilestanho (TBT), foi o primeiro composto obesogénio descrito e € um dos mais
estudados, sendo considerado como obesogénico modelo (Grun and Blumberg 2006).
Atualmente, sabe-se que este composto interage com PPARy e com o RXR (Jordao, Casas et
al. 2015, Chamorro-Garcia and Blumberg 2019). No ambito da presente tese, o TBT sera
utilizado nos ensaios de toxicidade como obesogénio modelo. Assim, uma descricdo mais

detalhada sobre este contaminante sera fornecida na secdo 1.2.3.

Depois do classico artigo de Grun e Blumberg em 2006, que propds o TBT como obesogénico,
muitos outros possiveis obesogénicos foram estudados, existindo atualmente cerca de 50
compostos obesogénicos ja documentados (Heindel, Blumberg et al. 2017). Dos 50 potenciais
obesogénicos, os mais conhecidos sao: o Bisfenol A (BPA), os Ftalatos, os Poluentes Organicos
Persistentes (POPs), os Bifenilos Policlorados (PCBs), os Hidrocarbonetos Aromaticos

Policiclicos (PAHs), os Compostos Organoclorados (OCs) e o diclorodifeniltricloroetano (DDT).

Tal como descrito na tabela 2, as evidéncias de que determinado composto € um potencial
obesogénico sao obtidas através de estudos in vitro, particularmente com linhas celulares de
adipdcitos e pré-adipdcitos e através de estudos in vivo, sendo os modelos mais usados ratos,
ratinhos, peixe zebra e mais recentemente invertebrados como crustaceos do género
Daphnia. Atualmente, também ja existem algumas evidéncias epidemioldgicas para alguns

destes compostos.

1.2.1.Exemplos de compostos obesogénicos

O Bisfenol A (BPA) é um mondmero utilizado por exemplo na producao de plasticos, de
resinas epoxi e papel térmico (Passos, Sousa et al. 2012). A sua presenca em inUmeros
produtos garante a exposicao continua a este EDC, de facto, este composto pode ser
encontrado em mais de 90% dos individuos de uma amostra representativa da populacao dos
Estados Unidos (Calafat, Ye et al. 2008). Apesar de haver muitos estudos in vivo e in vitro, as
evidéncias epidemioldgicas sao limitadas, no entanto, um estudo realizado com 1521
individuos dos EUA, demonstrou que existe uma correlacdo positiva entre as elevadas

concentracdes de BPA na urina e a obesidade (Liu, Lehmler et al. 2017).

Os ftalatos, sdo usados como plastificantes industriais, e também em produtos cosméticos.
Um estudo feito em 2017, com 345 gravidas mostra que a exposicao pré-natal a ftalatos pode
provocar o aumento do IMC na infancia. Um dos metabolitos de ftalatos testado neste estudo

foi o ftalato de dietil (DEP) e com um risco relativo de 1,3 , 0 que demonstra que existe maior



probabilidade das criancas terem sobrepeso ou obesidade com a idade de 12 anos (Harley,
Berger et al. 2017).

Os Poluentes Organicos Persistentes (POPs) sao substancias quimicas lipofilicas e
persistentes, que devido a sua toxicidade e persisténcia foram banidos pela Convencao de
Estocolmo. Esta classe inclui varios compostos dos quais se destacam por exemplo os Bifenilos
Policlorados (PCBs), os Compostos Organoclorados (OCs) e o diclorodifeniltricloroetano (DDT)
(Stockholm Convention 2004, Stockholm Convention 2019). A acumulacdao de POPs em

humanos ocorre particularmente no tecido adiposo (Stockholm Convention 2004).

Os Bifenilos policlorados (PCBs) foram amplamente utilizados em aparelhos elétricos
industriais, mas em 1970 foram banidos na maioria dos paises (Dirinck, Dirtu et al. 2015).
Apesar de terem sido banidos ha mais de 45 anos, estes compostos continuam presentes
no meio ambiente devido a sua elevada estabilidade e persisténcia (Coelho, Sousa et al.
2016). Sao compostos muito lipofilicos, o que promove uma bioacumulacdo e
biomagnificacdo ao longo da cadeia alimentar (Yang, Kong et al. 2017). Devido a sua
lipofilicidade acumulam-se no tecido adiposo. Estudos epidemiologicos referem que a
exposicao pré-natal a PCBs, pode provocar obesidade na infancia, principalmente se as
maes tiverem um IMC elevado antes da gravidez. E de referir que criancas do sexo
feminino com 7 anos de idade, cujas maes tinham excesso de peso, os niveis de PCBs
estavam associados ao aumento de IMC com um risco relativo de 2,07 (Tang-Peronard,
Heitmann et al. 2014).

Tal como os PCBs, o diclorodifeniltricloroetano (DDT) é um poluente organico
persistente com alta resisténcia a degradacdo e com propriedades lipofilicas
acumulando-se nos organismos por muitos anos. Também com este composto, estudos
epidemioldgicos mostram que a exposicao pré-natal pode levar a obesidade infantil,
principalmente em criancas do sexo masculino com um risco relativo de 1,96 (Valvi,
Mendez et al. 2012).

Os Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (PAHs), sao compostos derivados da queima de
combustiveis fosseis, como por exemplo, a combustao de gasoleo ou até o fumo do tabaco
(tabela 2)(Muscogiuri, Barrea et al. 2017). A exposicao ambiental a PAHs, segundo estudos

epidemioldgicos, esta associada a obesidade infantil (Kim, Kam et al. 2014).



Tabela 2: Quadro resumo com exemplos de algumas das evidéncias cientificas existentes para alguns

compostos obesogénicos.

Compostos Aplicacao Evidéncias in | Evidéncias in | Principais Evidéncias
vitro vivo vias de | epidemiolégicas
exposicao
Tributilestanho Tintas Sim Sim Comida e p6 | Nao
(TBT) antivegetativas (Lutfi, Riera- | (Jordao, domeéstico
Heredia et al. | Casas et al.
2017) 2015)
Bisfenol A (BPA) Resinas epoxi Sim Sim Dieta Sim
(revestimento de | (Dusserre, (Martinez, (Lang, Galloway et
embalagens de Mollergues et | Esteve- al. 2008)
alimentos e al. 2018) Codina et al.
bebidas) 2018)
Ftalatos e Plastificantes, Sim Sim Ingestao e Sim
metabolitos aditivos e (Cocci, (Hao, Cheng inalacao (Lien, Chen et al.
agentes Mosconi et al. | et al. 2013) 2018, Veiga-
emulsionantes 2015) Lopez, Pu et al.
2018)
Diclorodifeniltric | Inseticida Sim Sim Dieta Sim
loroetano (DDT) (Kim, Sun et (Palanza, (Valvi, Mendez et
al. Parmigiani et al. 2012)
2016) | al. 2001)
Bifenilos Transformadores | Sim Sim Dieta Sim
policlorados e aparelhos (Ferrante, (Maisano, (Tang-Peronard,
(PCBs) elétricos Amero et al. | Cappello et Heitmann et al.
industriais 2014) al. 2016) 2014)
Hidrocarbonetos | Combustao Nao Nao Inalacao Sim
aromaticos incompleta de (Kim, Kam et al.
policiclicos materiais 2014)
(PAHSs) organicos
Compostos Pesticidas Nao Sim Ingestao Nao
organoclorados (Maisano,
(OCs) Cappello et
al. 2016)




1.2.2.Compostos organoestanicos e TBT

Os compostos organicos de estanho, ou compostos organoestanicos (OTs), sdo compostos
organometalicos com a férmula RSnX. Estes compostos tém o metal estanho na sua
constituicdo e podem ter um grupo organico alquilo ou arilo (grupo R), e um ligante organico
ou inorganico (X). Dependendo do nimero de grupos organicos substituintes, os OTs
(RSnX3), di- (Ry;SnX;), tri- (RsSnX) e

tetraorganoestanhos (R,Sn). A toxicidade dos OTs varia conforme a natureza e o nimero de

classificam-se em 4 classes diferentes: mono-
grupos organicos. Geralmente, os compostos trisubstituidos, onde se incluem o TBT e o
trifenilestanho (TPT), sdo os biologicamente mais ativos e consequentemente os mais toxicos
(Sousa, Pastorinho et al. 2014).

Os OTs sao usados como: (1) aditivos no processo de fabrico de cloreto de vinilo (PVC) para
evitar descoloracao e fragilizacao devido a luz e ao calor, (2) como catalisadores na producao
de espumas e silicones de poliuretano, (3) como conservantes de madeira, (4) como biocidas,
sendo esta ultima utilizacdo aquela que mais contribuiu para a distribuicao a escala global
(tabela 3) (WHO 1990, Sousa, Pastorinho et al. 2014, Brtko and Dvorak 2015).

Tabela 3: Aplicacoes dos compostos organoestanicos. Adaptado de (Sousa, Pastorinho et al.
2014)

Classes de OTs Formula Aplicacées Referéncias
quimica geral

Monosubstituido RSnX;3 - Estabilizadores em filmes de | (WHO 1990)
Policloreto de vinilo (PVC); (ATSDR 2005)
- Tratamento do vidro.

Disubstituido R,SnX; - Estabilizadores na industria de | (WHO 1990)
plasticos (particularmente PVC); | (Hoch 2001)
- Catalisadores na producao de
espumas de poliuretano e na
vulcanizacao de silicones;
- Processos de tratamento de | (de Carvalho
vidro (precursores de filme de | Oliveira and
Sn0,); Santelli 2010)
- Vermicidas em exploracoes de
aves; (Antizar-
- Agentes impermeabilizantes | Ladislao 2008)
para materiais celulosicos
(por exemplo, téxteis de
algodao, papel e madeira);
- Retardantes de chama para
fabrico de 3;
- Ligantes em vernizes aquosos.

Trisubstituido R3SnX - Biocidas em formulacdes de | (WHO 1990)
tintas anti vegetativas;
-Fungicidas, inseticidas, (Hoch 2001)




Classes de OTs Formula Aplicacoes Referéncias
quimica geral

pesticidas e miticidas na
indlstria agroquimica;

- Pesticidas para plantas | (RPA 2005)
ornamentais;

- Miticidas em citrinos;

- Acaricida em vinhas;

Inseticida e fungicida na
preservacao da madeira;

Biocida em materiais de
construcao;

Desinfetante e biocida em
sistemas de refrigeracao de
centrais elétricas, fabricas de
papel e celulose, fabricas
téxteis, cervejarias e curtumes;

- Biocida em téxteis;
- Biocida em almofadas alérgicas;

Biocida em palmilhas para
calcado;

- Biocida em calcoes de ciclismo;

Biocida em sprays para o
tratamento de pé de atleta.

Tetrasubstituido R4Sn - Intermediarios na preparacdo | (WHO 1990)
de outros OTs;
- Estabilizador de o¢leos. (de Carvalho
Oliveira and

Santelli 2010)

1.2.3.Tributilestanho (TBT) e mecanismo da obesogénese

As propriedades biocidas do TBT foram descobertas em 1950, sendo desde a década de 60
utilizado como principio ativo em tintas antivegetativas, usadas em embarcacdes e outras
estruturas submersas (WHO 1990). Estas tintas impedem a acumulacao de organismos
incrustantes, como por exemplo, bactérias, protozoarios, moluscos, algas, entre outros. A
acumulacao destes organismos nos navios, provoca um aumento do atrito e como
consequéncia uma diminuicdo da velocidade e um aumento do consumo de combustivel
(Barros, Mendes et al. 2014). Devido a sua eficacia, o TBT foi usado durante décadas, sendo

responsavel pela contaminacdo a escala global dos oceanos.

A degradacao do TBT em compostos menos toxicos ocorre em condi¢des aerdbias por acao de
microorganismos ou por acdo da luz ultravioleta, através de debutilacbes sucessivas, tal como

ilustrado na figura 1.



[R.Sn* — R.SnX2* — RSnX3+ — Sn(IV)]

!

Tributilestanho — Dibutilestanho — Monobutilestanho — Estanho inorganico

Figura 1: Esquema ilustrativo da degradacao de um composto organico de estanho tri-
substituido, no caso o TBT.

Apesar desta degradacao ser possivel, a sua baixa solubilidade em agua e a forte afinidade
com as particulas em suspensao faz com que o TBT se deposite nos sedimentos onde a sua
degradacao € muito lenta e consequentemente, o seu tempo de meia vida é elevado (Sousa,
Pastorinho et al. 2014). Este composto é extramente toxico para organismos nao alvo. Um dos
efeitos adversos do TBT é o aparecimento de caracteristicas sexuais masculinas em fémeas de
gastropodes. Este fendmeno bizarro é denominado de imposexo e é considerado como o
melhor exemplo de disrupcdo endocrina na vida selvagem. Devido a sua persisténcia,
distribuicao global e toxicidade elevada, o uso de TBT foi banido a escala mundial em

Setembro de 2008 pela Convencao AFS (Sousa, Pastorinho et al. 2013).

No entanto, os efeitos negativos do TBT nado se restringem ao imposexo, de facto o TBT é
considerado como um composto imunotéxico, neurotdxico e com atividade enzimatica que
pode provocar doencas oculares, dérmicas, cardiovasculares, respiratérias, gastrointestinais,
hepaticas, renais, no sistema reprodutor e possivelmente ter efeitos carcinogénicos (Antizar-

Ladislao 2008). Tal como descrito na secao 1.2.2. o TBT é também um potente obesogénico.

Estudos in vitro, com uma linha celular de células pré-adipdcitas de ratinho (linha celular
3T3-L1) mostram que existe diferenciacdo destas células em adipocitos quando em contacto
com TBT, por sua vez também o PPARy e o receptor RXR sao ativados (Regnier, El-Hashani et
al. 2015). Testes in vivo, realizados com Daphnia magna, demonstraram que o TBT provoca
um aumento lipidico em Daphnias adultas e também que este composto ativa a transcricdo do
recetor RXR, que tal como ja foi referido anteriormente, é um dos principais reguladores da

adipogénese (Jordao, Casas et al. 2015).

Tal como ilustrado na figura 1, o TBT é degradado primariamente em dibutilestanho (DBT).
Estudos in vivo e in vitro demonstram que o DBT, tal como o TBT, provoca um aumento do
armazenamento de lipidos nas células (Chamorro-Garcia, Shoucri et al. 2018). Um estudo
realizado com 4 compostos de DBT (diacetato de dibutilestanho, dicloreto de dibutilestanho,
dilaurato de dibutilestanho e maleato de dibutilestanho) mostra que todos induzem
adipogénese. No entanto, contrariamente ao que acontece com o TBT, estes compostos

dibutilados sdao apenas agonistas parciais do PPARy e alguns também sao agonistas parciais do



RXR, ou seja, o DBT estimula de forma positiva o PPARy e o0 RXR mas com menor intensidade
do que o TBT (Milton, Lacerda et al. 2017).

1.2.4.Modelos animais para estudos de compostos obesogénicos

A comunidade cientifica tem trabalho nos Ultimos tempos para a identificacdo de outros
compostos potencialmente obesogénicos. Os primeiros ensaios a realizar para a descoberta
destes compostos sao normalmente realizados in vitro, com linhas celulares e in vivo, com

modelos animais.

A linha celular 3T3-L1 de células pré-adipocitas de ratinho é das linhas celulares mais
utilizada para o teste de potenciais compostos obesogénios, sendo a linha celular proposta
pela OCDE, para uma primeira abordagem no rasteio de EDCs, como os obesogénios (OECD

2014, Pereira-Fernandes, Vanparys et al. 2014).

Os animais mais utilizados sao o peixe zebra e a Daphnia. O problema de usar animais como o
peixe zebra é que a Comissdo Europeia tem vindo a restringir o nimero de animais
vertebrados usados para investigacoes cientificas (DIRECTIVA 2010/63/UE DO PARLAMENTO
EUROPEU E DO CONSELHO 2010) e mais recentemente a Agéncia Ambiental dos Estados Unidos
(United States Environmental Protection Agency 2019). Apesar de o peixe zebra ser um
invertebrado até as primeiras 72 horas de vida, a partir dai ele é considerado um organismo
vertebrado (United States Environmental Protection Agency 2019). A Daphnia sendo um
organismo invertebrado e indicado pela OECD como um possivel organismo para estudos de

toxicologia torna-se uma excelente opcao (OECD/OCDE 2012).

1.3. Organismo teste - Daphnia magna

O crustaceo Daphnia que popularmente é chamado “pulga de agua”, é um invertebrado
planctonico, que habita em ecossistemas aquaticos de agua doce, como por exemplo lagos e
lagoas (Bownik 2017). Esta espécie pertence ao género Cladocera. E um consumidor primario
que se alimenta a base de fitoplancton (algas verdes, como por exemplo, Chlorella e

Raphidocelis), protozoarios e bactérias (Ebert 2005).
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Figura 2: Fémea de Daphnia magna observada a lupa (ampliacao 1x).

Estes crustaceos exibem reproducao sexuada e reproducao assexuada. Em condicdes ideais de
alimento, agua, temperatura, pH e fotoperiodo, como as registadas em laboratério, este
organismo reproduz-se de forma assexuada por partenogénese. A reproducdo por
partenogénese implica que os organismos sao clones uns dos outros, ou seja, com pouca ou
nenhuma variacao genética. Uma Daphnia magna adulta da a sua primeira ninhada entre o 7°
e o 10° dia de vida, esta primeira ninhada caracteriza-se pela libertacdo de embrides
geneticamente idénticos a ela. Apds a 12 ninhada, uma Daphnia adulta produz neonatos
(fémeas) de 3 em 3 dias. Em cada ninhada um novo ciclo recomeca, tal como esta

representado na figura 3 (Ebert 2005, Jeremias, Barbosa et al. 2018).
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Figura 3: Ciclo de vida Daphnia. Adotada de (Ebert 2005).

Assim, estes organismos tém um ciclo de vida curto, sendo possivel obter muitos neonatos
num curto periodo de tempo (Siciliano, Gesuele et al. 2015). E também relativamente facil,
de manter este organismo em laboratorio visto que tem um tamanho reduzido, mas visivel a
olho nu. Uma vantagem adicional resulta do facto que ao ser transparente, conseguimos ver

todos os seus orgaos internos (Bownik 2017).

Este organismo é considerado pela OCDE como uma espécie modelo para realizar testes de
toxicidade aguda e testes de toxicidade cronica (OECD/OCDE 2004, OECD/OCDE 2012) devido
a sua sensibilidade e resiliéncia. Para além destes testes também é possivel realizar testes
multigeracionais e transgeracionais devido ao curto periodo de reproducdo. Com estes dois
testes conseguimos perceber quais os efeitos dos contaminantes ambientais nas geracdes
futuras. Os testes multigeracionais sao 6timos testes para perceber qual o efeito de toxicos in
utero, ou seja, quando uma populacdo de Daphnia, FO, esta sujeita a um contaminante, a
geracao seguinte, F1, esta em contacto direto com esse contaminante in utero. A nova
geracao, F2, estara em contacto com o contaminante através das células germinativas. Nos
testes transgeracionais o contacto com o toxico é indireto, ou seja, a nova geracao, F3, nao
teve contacto algum com o contaminante e assim poderemos perceber como é que estes
afetam as geracodes futuras (Heindel, Blumberg et al. 2017, Jeremias, Barbosa et al. 2018). Na
figura 4, esta representado esquematicamente os principios subjacentes aos testes

multigeracionais e transgeracionais.
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Figura 4: Representacao esquematica de testes multigeracionais e transgeracionais.

Uma grande vantagem da Daphnia em relacdo a outros organismos usados em testes
toxicologicos é a homologia de genes que tém com os humanos (Siciliano, Gesuele et al.
2015). Para além de ser o invertebrado com maior nimero de genes, compartilha com os

humanos aproximadamente 90,4% de genes modelo (Colbourne, Pfrender et al. 2011).

Tal como referido na secao 1.2, o recetor RXR é um regulador de adipogénese e também esta
presente na Daphnia. Sabe-se que este recetor é ativado quando em contacto com o
tributilestanho, o obesogénio de referéncia (Wang, Wang et al. 2007, Wang and LeBlanc
2009).
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Capitulo 2 - Objetivo

Atualmente, existem muitos compostos identificados com obesogénicos, no entanto, ainda
existem muitas lacunas importantes, nomeadamente na identificacdo de misturas de
compostos com potencial obesogénico e na avaliacdo de exposicoes que reflitam o cenario

real a que os organismos, incluindo humanos, estao expostos diariamente.

Assim, esta dissertacao tem como objetivo estudar o efeito da exposicao a produtos de uso
quotidiano, nomeadamente bijuteria e comparar os resultados obtidos com a exposicao ao
obesogénio modelo, o TBT. Para tal sera usado como organismo modelo o invertebrado

Daphnia magna.
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Capitulo 3 - Métodos

3.1. Manutencao das culturas de Daphnia magna

Os organismos adultos foram mantidos em meio ASTM (20 organismos em frascos com 800mL
de meio) em camaras climaticas com uma temperatura constante de 20°C (+2°C), com
periodos de 16 horas de luz e 8 horas de escuro. As culturas foram alimentadas todos os dias
com a alga Raphidocellis subcapitata a uma concentracao de 3,05x10° células/mL/daphnia e
suplementado com extrato de alga filtrado (4,8 mL). Cada cultura foi iniciada a partir de
neonatos da terceira a sexta ninhada. Paralelamente, pelo menos 5 Daphnias foram mantidas
isoladas em recipientes com 100mL para contagem do nimero de neonatos por forma a aferir
a saude da cultura. Antes da realizacao dos ensaios, Daphnias da cultura stock foram isoladas

em recipientes com 100mL de meio e os neonatos da 3 a 62 ninhada foram usados nos testes.

3.2. Validacao dos testes de toxicidade

Para avaliar a salde da cultura e para validar os testes realizados, € necessario a realizacao
periodica de um teste de toxicidade aguda com um tdxico de referéncia. De acordo com a
norma da OECD, foi utilizado o dicromato de potassio. Para a realizacdo do teste do
dicromato foi necessario preparar uma primeira solucdao stock de 100 mg.L" de K,Cr,0;
(AnalaR NORMAPUR®, grau de pureza > 99,8%), em ASTM Hard Water.

A partir desta primeira solucao stock, procedeu-se a preparacao de uma nova solucao stock
(10 mg.L™"). Cada solucdo de trabalho foi preparada num baldo volumétrico de 50 mL, a partir
da solucao stock de 10 mg.L", adicionando o respetivo volume de K,Cr,0; e perfazendo o
volume restante com ASTM Hard Water. Depois da preparacao de cada solucao de trabalho,
procedeu-se a transferéncia da solucao do baldo volumétrico para um copo de vidro de 100
mL, a partir do qual 10 mL sao pipetados para os respetivos pocos nas placas multiwell de 6
pocos. Sdo realizadas 5 réplicas com 5 Daphnias com menos de 24 horas de idade por réplica

(ie, 5 Daphnias por poco, 5 pocos por concentracao).
No final, quaisquer solucdes excedentes foram descartadas no recipiente apropriado (residuos

de metais) e todo o material utilizado foi descontaminado num banho acido ([HNOs] = 10%)
durante 48h.
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3.3. Avaliacao da toxicidade

3.3.1. Toxicidade aguda

Todos os testes de toxicidade aguda foram realizados seguindo a norma 202 da OECD
(OECD/OCDE 2004). Foram utilizados neonatos com menos de 24h provenientes de um stock
de Daphnias adultas saudaveis e usando apenas neonatos da terceira a sexta ninhada.

Para cada ensaio foram realizadas pelo menos 4 réplicas com no minimo 5 concentracoes e
um controlo. Em cada concentracdo, foram colocadas 5 Daphnias com o minimo de 2 mL de
volume por cada Daphnia, ou seja, 5 Daphnias em 10 mL de volume para cada concentracao
testada. Os testes foram realizados a uma temperatura constante de 20°C + 2°C, com um
fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro e sem alimentacdo durante 48h
(OECD/OCDE 2004).

As 24h e 48h foram registadas as Daphnias imdveis. A imobilizacdo é caracterizada pela falta
de mobilidade pelo menos durante 15 segundos. Segundo a norma 202 o teste ¢ validado se a
imobilizacao no grupo de controlo nao ultrapassar 10%, se nenhum organismo tiver sinal de
stress ou doenca (Daphnias descoloradas) e, também, se o animal em teste ndo apresentar
nenhum comportamento estranho, como por exemplo, os neonatos estarem a nadar “presos”
a superficie do meio (OECD/OCDE 2004).

3.3.1.1. Toxicidade aguda - TBT

O teste agudo de TBT (Aldrich, CAS: 1461-22-9, pureza: 96%) foi realizado com 5 réplicas,
com 2 concentracées de TBT (0,1 pg.L"' e 1,0 pg.L'") e 2 controlos, um negativo (baixa
quantidade de comida) e um positivo (elevada quantidade de comida).

Estes testes foram realizados segundo o protocolo previamente descrito por Jordao et al
(2015) para o qual os ensaios foram realizados nao com neonatos mas com “adolescentes” no
final do 3° instar. Os neonatos com menos de 24h foram colocados em placas multiwell de 6
pocos, em cada poco foram colocadas 5 Daphnias com 10 mL de solucao teste. Durante
aproximadamente 72h, os neonatos foram mantidos em meio ASTM HARD Water e foi
fornecida comida em excesso e extrato de alga filtrado, exceto para os animais
correspondentes ao controlo negativo (baixa quantidade de comida). Durante este periodo
foram monitorizadas as horas a que os neonatos deram a carapaca. No 3° dia de vida e 4 a 8h
antes das Daphnias darem a 32 carapaca foi iniciado o teste, e os organismos foram colocados
em contacto com o contaminante durante 48h nas condicdes descritas na seccao anterior
(sem qualquer acesso a alimentacao). As concentracdes utilizadas foram 0,1 pg.L" e 1,0 pg.L™
de TBT e 2 controlos, sendo que o controlo negativo foi o grupo que desde a eclosao até a

hora de realizacao do teste nao foi alimentado com comida em excesso.
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3.3.1.2. Visualizacdo dos lipidos

Depois de registar a imobilizacdo das Daphnias, procedeu-se a realizacao do protocolo para
visualizacao dos lipidos através de fluorescéncia. O fluorocromo utilizado foi o Nile red (CAS
7385-67-3, Sigma-Aldrich) que tem como comprimento de onda de excitacao 530 nm e de
emissao de 590 nm. No fim do teste agudo (ap6s 48h), as Daphnias foram colocadas 1h em
contacto com o Nile red. Ao fim desse tempo, os lipidos foram observados no microscopio
confocal (Zeiss LSM 710), com uma ampliacao de 10x (EC Plan-Neofluar) e um laser de 488
nm. A aquisicao das imagens foi feita com o programa Zen Black 2010. Para cada condicao
foram estudadas trés dafnias, tendo assim sido tiradas trés fotografias (em animais

diferentes) para cada tratamento.

A quantificacdo da fluorescéncia foi realizada nas imagens capturadas com o Software Fiji
(versao 1.52i). A fluorescéncia foi quantificada numa area predefinida e idéntica para todas
as imagens (altura de 424 pixeis e largura de 464 pixeis), tal como ilustrado na figura 5. Os

resultados foram expressos em valores médios de fluorescéncia para cada trés Daphnias.

Figura 5: Visualizacao dos lipidos em Daphnia magna com a coloracao de Nile red. A area

delimitada pelo retangulo amarelo corresponde a area onde foi quantificada a fluorescéncia.
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3.3.1.3. Toxicidade aguda - Bijutaria

3.3.1.3.1. Preparacéao das solucées teste

As solucoes teste foram preparadas a partir de uma solucao stock de “extrato” de bijutaria
comercial. A bijutaria foi colocada em meio ASTM, e a solucao obtida apos 12 h de agitacdo
continua foi considerada como solucao Stock (Concentracao= 100%). Por motivos logisticos
foram preparadas duas solucoes distintas de bijutaria, uma para a realizacao dos primeiros
testes agudos, comprada numa loja especializada em bijutaria (Fig. 6), e uma segunda, para
os testes cronicos, preparada em quantidade muito superior a partir de bijutaria comprada

numa superficie comercial generalista (Fig. 7).

Figura 6: Exemplo de bijuteria utilizada para o ensaio A (teste toxicidade aguda).
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Figura 7: Exemplos de bijuteria utilizada para o ensaio B (testes de toxicidade aguda e
cronica).

3.3.1.3.2. Ensaio A

Neste primeiro ensaio, a bijutaria foi pesada (11626,8 mg) e colocada num litro de meio ASTM
Hard Water que ficou em agitacao constante no escuro durante 12 horas (numa placa de
agitacao, com um agitador magnético). Apos as 12 horas de agitacao, a solucdo obtida ([Stock
A]=100%) foi separada da bijuteria. Neste dia foi realizado o primeiro teste agudo.

A partir da solucao stock A foram preparadas as solucoes de trabalho com as concentracoes
de 15%, 25%, 50%, 75% e 80%, pipetando o respetivo volume da Solucao Stock A e aferindo o
volume de 50 mL com meio ASTM HARD Water para cada concentracao. Depois de cada
solucao de trabalho preparada, foram pipetados 10 mL para cada poco.

O resto da Solucao Stock A que nao foi utilizada foi preservada a -20 °C para posterior

quantificacao dos metais.

Tal como foi realizado para o ensaio agudo de TBT, com 3 dias de antecedéncia foram
separadas Daphnias (da terceira ninhada) com menos de 24h, que foram mantidas em placas
multiwell de 6 pocos. As Daphnias foram alimentadas todos os dias com alta quantidade de
comida e suplementadas com extrato de alga filtrado, com excecao de uma placa
correspondente ao controlo negativo que foi alimentada com a quantidade normal de alga.
Durante este periodo foi monitorizada a hora a que elas deram a carapaca. Quatro a oito
horas antes de darem a terceira carapaca foi iniciado o teste com as solucdes de bijutaria

preparadas de fresco.

19



Todo o procedimento posterior foi realizado tal como para o teste agudo do TBT descrito

anteriormente.

3.3.1.3.3. Ensaio B

Este segundo ensaio foi realizado com o objetivo de realizar também um teste cronico. Assim
foi necessario preparar 15L de “solucdo Stock de bijuteria ([Stock B]=100%)”. Por tal, foram
preparados por trés vezes 5L de Stock B, usando a mesma quantidade de bijutaria que para o
Stock A (i.e., 11626,8 mg/L, ou seja, 56126 mg para 5 L). As condicoes de agitacao foram
idénticas as da preparacao do Stock A (12 horas em agitacao ao escuro). No final a solucao foi
armazenada num jerricd de 25L a temperatura ambiente e uma aliquota de 50 mL foi
separada e congelada de imediato para ser utilizada posteriormente para a quantificacao de

metais.

Todo o procedimento foi realizado tal como o ensaio anterior, sendo que, neste ensaio foram

preparadas 5 réplicas com as concentracoes de 12,5%, 25%, 50%, 75% e 100%.

3.3.2.Toxicidade Crénica

Os testes de toxicidade crénica foram realizados segundo a norma 211 da OECD (OECD/OCDE
2012). Este teste tem como objetivo verificar como é que um determinado contaminante
ambiental em diferentes concentracdes afeta a reproducao de Daphnia magna, durante 21
dias. Para a realizacao deste teste sao utilizados neonatos de Daphnia magna, com menos de
24h, que sao retirados de uma cultura “mae” de ninhadas da N2 a Né. Os testes sao realizados
a uma temperatura constante de 20°C+ 2°C e com um fotoperiodo de 16 horas de luz e 8
horas de escuro. Durante os 21 dias, ao contrario do que acontece com os testes agudos, a
renovacao do meio e/ou solucéo teste € realizada de dois em dois dias com ASTM HARD Water
suplementado com extrato de alga filtrado. As Daphnias sao alimentadas com 3,05x103
células/mL/daphnia de alga concentrada (R. subcapitata). A mudanca de meio é feita com a
ajuda de uma pipeta de Pasteur para facilitar a transferéncia das Daphnias de um copo para
outro. O teste cronico é valido se a mortalidade no grupo de controlo ndo ultrapassar os 20% e

quando o nimero médio de descendentes por progenitor for superior a 60.

Para além da monitorizacdo da reproducdo, €& possivel com estes testes verificar o
crescimento das Daphnias, ao longo dos 21 dias, a partir da medicao do exopodito. Em cada
ninhada, depois do nascimento dos neonatos, a Daphnia adulta liberta a carapaca que é
retirada e vista ao microscopio para medicao do expodito (Figura 8). O tamanho da Daphnia é

extrapolado a partir da equacao:
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y=mx+b < y=10499x — 0.329

Onde y é o tamanho da Daphnia e x é o tamanho do exopodito (Pereira, Marques et al. 2004).

Figura 8: Medicao do exopodito com uma ampliacao de 5x.

As fotografias foram tiradas numa camara Nikon SMZ 745T Modelo C-LEDS com fonte de
imagem DFK 72AUCO02. Foi usado o programa IC Capture 2.4 para fazer o registo (tamanho de
video e formato de cor RGB24 (1280x960), 7,50 FPS, ficheiro BMP com profundidade de 24

bits) com ampliacao de 5x.

A medicdo do exopodito, foi realizada, com o software Axiovision SE64 Rel. 4.9.1.
Inicialmente foi realizada uma calibracdo com uma lamina de régua de microscopio de 0,5
mm, com a lupa na ampliacao de 5x e com uma calibracao consistindo na medicao de 500 pm
(0,7903 pm/pixel nos eixos xx e yy). Cada exopodito é medido trés vezes, usando em cada

nova fotografia a calibracao anterior definida.

3.3.2.1. Toxicidade Crénica Bijutaria

Tal como descrito na seccao 3.3.1.3.1, depois de adquirida, a bijuteria foi pesada, colocada
em meio ASTM hard water e mantida em agitacao durante 12h. Como para a realizacao deste
teste foi necessaria uma quantidade grande de meio foi necessario repetir este processo 3
vezes para obter um volume total de 15L. Os 15L foram mantidos num jerrican de 25L e

utilizados para a mudanca de meio que foi efetuada de 2 em 2 dias.
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As concentracoes utilizadas para este teste foram de 12,5%, 25%, 50%, 75% e 100%. Durante 21
dias, foram mantidas 10 Daphnias para cada concentracao individualizadas em copos de 100
mL com 50 mL da solucdo de teste respetiva. O objetivo da realizacdo deste teste é verificar
como é que a bijuteria afeta a reproducao, o crescimento (tal como descrito na seccao

anterior) e a acumulacéo de lipidos.

3.4. Andlise de metais

Em cada teste agudo de bijuteria, depois de preparadas as solucdes, foi preservada uma
aliquota de 50 mL da solucao Stock de bijutaria a -20 °C (solucdo inicial) em falcons metal

free para posterior analise de metais.

A analise foi realizada no Departamento de Geociéncias da Universidade de Aveiro (DGeo) por
ICP-MS (Espectrometria de massa por plasma indutivamente acoplado) apds acidificacao das

amostras com HNOs, seguindo os protocolos de rotina do laboratério de geoquimica do DGeo.

Foram analisados os seguintes metais: prata, aluminio, cadmio, cromio, cobre, manganés,
zinco e ferro. O limite de detecao foi de 1 pg.L ™" para o cromio, cobre e manganés. A prata
teve um limite de detecao de 0.3 pg.L™", o aluminio de 2.5 pg.L", para o cadmio e o zinco o

limite de detecao foi de 4 pg.L" e para ferro foi de 10 pg.L™".
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Capitulo 4 - Resultados

4.1. Teste do Dicromato de potassio

A OECD considera que o dicromato de potassio deve ser utilizado como um toxico de
referéncia para avaliar o fitness da cultura de D. magna. O valor de ECsy para as 24h deve
situar-se entre 0,6 e 2,1 mg/L, sendo que este teste se deve realizar pelo menos duas vezes
por ano (OECD/OCDE 2004).

O teste foi realizado a 6 de Outubro de 2019 e o valor de ECs, obtido foi de 1,714 mg.L™" com
um erro de 1,205 x 10°. Desta forma foi possivel confirmar o fitness das Daphnias e validar a

sua utilizacao.

4.2. Teste de toxicidade aguda - TBT

As Daphnias foram expostas a duas concentracbes de TBT (0,1 mg.L™" e 1,0 mg.L"), tal como
sugerido por Jordao, Casas et al. (2015). Foram utlizadas apenas duas concentracdes, uma
vez que este teste foi realizado com o objetivo de fornecer dados relativos ao obesogénio

modelo que pudessem servir como comparacao para os resultados obtidos com a bijutaria.

Nas concentracoes realizadas, nao obtivemos qualquer imobilizacdo tanto as 24h como as
48h, pelo que podemos concluir que o TBT a uma concentracao de 0,1 mg.L"" e de 1,0 mg.L™"

nao induz mortalidade em D. magna.

Apds 48h de exposicao a TBT, foi avaliada a acumulacéo lipidica nas Daphnias (figura 9). Tal
como pode ser observado na figura 10 houve um aumento da acumulacdo lipidica nas
Daphnias alimentadas em excesso face as Daphnias com alimentacao “normal”. Tal como era
esperado, o controlo negativo € o grupo com menor quantidade de lipidos nas Daphnias, logo
de seguida vemos um aumento para o dobro do controlo negativo para o controlo positivo.
Houve também um aumento na quantidade de lipidos com as concentracdes crescentes de
TBT. No entanto, nao se registaram diferencas estatisticamente significativas entre os
diferentes tratamentos (Teste Kruskal-Wallis, p=0,32). Podemos, no entanto, ver um aumento
ligeiro na concentracdo de 0,1 mg.L' em comparacdo com o controlo positivo. A
concentracao de 1,0 mg.L™" que é a concentracdo mais alta, tem, tal como era de esperar, a
maior quantidade de lipidos. De facto, face ao controlo positivo, as Daphnias expostas a 1,0

mg.L" de TBT acumularam praticamente o dobro dos lipidos.
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Figura 9: Quantificacao dos lipidos (em pixéis) para o teste agudo do TBT. As colunas
correspondem a medida dos pixéis observados em 3 Daphnias por cada tratamento e as barras

correspondem ao desvio padrao.

Figura 10: Fotografias de microscopia eletrénica confocal evidenciando as acumulagoes
lipidicas (marcadas a verde). A imagem do lado esquerdo representa uma Daphnia nao
exposta a TBT (Controlo positivo) e a imagem, do lado direito corresponde a uma Daphnia

exposta a uma solucdo com uma concentracao de 1.0 pg.L".
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4.3. Teste de toxicidade aguda - Bijuteria

4.3.1.Ensaio A

Neste ensaio, as Daphnias foram expostas a seguintes diluicdes da Solucao Stock A: 15%, 25%,
50%, 75% e 80%. A figura 11 descreve os resultados em termos de imobilizacao obtidos as 24 e
48 h. E notério um aumento da mortalidade nas concentracdes mais elevadas (a partir de
50%), sendo que na concentracao mais elevada testada (80%), houve uma mortalidade de
100% para as 48h.

% imobilizacdo

100
75
50
25
. e

0 15% 25% 50% 75% 80%

m % imoveis 24h  m % imoveis 48h

Figura 11: Percentagem de imobilizacdo para o teste agudo da bijuteria as 24h (a azul) e 48h

(a laranja).

No final da exposicao (48h), as Daphnias sao coradas com nile red para posterior

quantificacdo dos lipidos. Na figura 12 encontram-se os resultados obtidos.
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Figura 12: Quantificacdo dos lipidos (em pixéis) para o teste agudo de bijutaria (ensaio A). As
colunas correspondem a medida dos pixéis observados em 3 Daphnias por cada tratamento e

as barras correspondem ao desvio padrao.

De uma forma geral, o controlo negativo é o grupo com menor quantidade de lipidos medido,

seguido do controlo positivo.

Para as concentracdes de “solucao de bijuteria” testadas, conseguimos ver um aumento ao
longo do aumento das concentracoes testadas. A maior quantidade de lipidos foi registada na
concentracao de 80% e existe uma clara diferenca entre a quantidade de lipidos nos animais
expostos a baixas concentracoes e altas concentracdes figura 13. Registaram-se diferencas
significativas entre os controlos (quer negativo quer positivo) e as diluicoes de 50%, 75% e
80%, sendo que essa diferenca foi muito significativa (p<0,01) para o grupo exposto a 80%
(Teste Tukey, p<0,05). Também se registaram diferencas significativas entre as

concentracdes mais baixas (15% e 25%) e as mais altas (50%, 75% e 80%).
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Figura 13: Fotografias de microscopia eletronica confocal evidenciando as acumulacdes
lipidicas (marcadas a verde). A imagem do lado esquerdo representa uma Daphnia exposta a
uma solucao de 15% de bijutaria e a imagem do lado direito corresponde a uma Daphnia

exposta a uma solucao de 80%.

4.3.2.Ensaio B

Os resultados da toxicidade aguda para a bijutaria do ensaio B, demostraram que estas
solucdes nao induzem imobilizacao em D. magna. De facto, para todas as concentragcoes
testadas (25%, 50%, 75%, 80% e 100%) nenhuma Daphnia se apresentou imével ao final de 24 e
48h.

Tal como no ensaio anterior, no final do teste (48h) as Daphnias foram coradas com nile red

para a posterior quantificacao dos lipidos (figura seguinte).
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Figura 14: Quantificacao dos lipidos (em pixéis) para o teste agudo de bijutaria (ensaio B). As
colunas correspondem a medida dos pixéis observados em 3 Daphnias por cada tratamento e

as barras correspondem ao desvio padrao.

Neste segundo ensaio, os resultados foram diferentes em relacao ao ensaio A. Apesar do
controlo negativo ter sido também o grupo com menos quantidade de lipidos, o controlo
positivo apresentou em média maior quantidade de lipidos que os animais expostos a uma
diluicao de 25%. No entanto, é de salientar os desvios elevados observados para este grupo.
De uma forma geral a acumulacao lipidica segue a seguinte tendéncia: CTRL - < 25% < CTRL+
< 100% < 50% < 75% < 80%. O grupo exposto a 80% é aquele que apresenta maior quantidade
de lipidos acumulada, mas mais uma vez existe uma grande variacdo entre os animais
observados, como é visivel pelos elevados desvios. Estas variacbes podem também explicar a

auséncia de diferencas significativas entre os varios tratamentos (Kruskal-Wallis, p=0,5344)

Tal como era de esperar, a diferenca clara que vemos no ensaio anterior nao é tao visivel

neste ensaio, tal como mostra a figura seguinte.
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Figura 15: Fotografias de microscopia eletrénica confocal evidenciando as acumulagoes
lipidicas (marcadas a verde). A imagem do lado esquerdo representa uma Daphnia nao
exposta a bijutaria (Controlo positivo) e a imagem do lado direito corresponde a uma Daphnia

exposta a uma solucao de bijutaria com uma concentracao de 80%.

4.4, Teste crénico - Bijuteria

O teste cronico da bijuteria foi realizado durante 21 dias, e os parametros medidos foram:

mortalidade, reproducao, crescimento e quantidade de lipidos.

4.4.1.Mortalidade

Apesar da mortalidade ndo ser um parametro normalmente medido no teste crénico, uma vez
gue é expectavel nao se obter mortalidade, neste teste tivemos mortalidade a partir do 8° dia

nas concentracoes mais elevadas.
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Figura 16: Daphnias mortas no teste cronico de bijuteria ao longo dos 21 dias.

Tal como podemos analisar na figura anterior (figura 16), a mortalidade foi acontecendo ao
longo dos 21 dias, sendo que a primeira Daphnia morta foi ao 8° dia. Até ao final do teste,
todas as Daphnias da concentracao de 25%, 50%, 75% e 100% morreram, pelo que no final dos

21 dias, so sobreviveram as Daphnias da concentracao de 12,5% e do controlo.

4.4.2.Reproducao

Face aos resultados obtidos na sobrevivéncia das Daphnias e considerando que a mortalidade
observada é dependente da concentracao, foram contabilizadas o nimero total de neonatos
em relacao ao n° inicial de Daphnias tal como recomendado pelo protocolo 211 da OCDE. Os

resultados obtidos encontram-se ilustrados na figura 17.
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Figura 17: Numero total de neonatos obtidos em cada tratamento.

Os resultados obtidos demonstram que existe claramente um comprometimento severo no
sucesso reprodutivos das Daphnias expostas. De facto, a excecdo da menor concentracao
testada (12,5%), nao houve eclosao de neonatos vivos, indicando um comprometimento total
na reproducao. Mesmo na menor concentracao testada, o n° total de neonatos foi apenas de 4
Daphnias adultas, exceto na terceira ninhada que apenas uma Daphnia eclodiu. Em relacao ao
controlo o aumento do n° de neonatos foi progressivo ao longo das ninhadas, sendo que na
Ultima ninhada tivemos uma ligeira diminuicdo. A ninhada com maior nimero de neonatos foi

a terceira.
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4.4.3.Crescimento

Para este parametro apenas monitorizamos as Daphnias que vivas que deram neonatos, uma
vez que a medicdo é realizada nas carapacas que sao “largadas” pelas progenitoras apos a

eclosao das ninhadas. Os resultados obtidos estao ilustrados na figura 18.
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Figura 18: Comprimento médio da Daphnia ao longo das ninhadas para a concentracao de

12,5% e para o controlo.

O grupo controlo teve um aumento do crescimento progressivo ao longo do tempo, atingindo
0 maximo na quarta ninhada (apdés 17 dias). Ao contrario do registado para o nimero de
neonatos, o crescimento nao foi superior para o grupo controlo tanto na primeira ninhada
como na terceira ninhada. Para os animais expostos o efeito no crescimento foi subtil, tendo-
se registado um ligeiro decréscimo apos a 2° ninhada (a partir do 14° dia) seguido de um
ligeiro aumento apos a eclosdo da 32 ninhada (ao 21° dia). Na 4° ninhada nao houve eclosao

de neonatos pelo que o tamanho nao foi medido.
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4.4.4.Quantificacao dos lipidos

Depois dos 21 dias de teste, 5 Daphnias do grupo controlo e 12,5% (os Unicos grupos com

sobreviventes) foram coloradas com nile red, para a quantificacao dos lipidos.

Quantificacao
lipidos (pixeis)
600000

254606.8
500000

400000

177007.2

300000

200000

100000

CTRL 12,5%

Figura 19: Quantificacdo dos lipidos (em pixéis) para o teste cronico de bijutaria (ensaio B).
As colunas correspondem a medida dos pixéis observados em 5 Daphnias por cada tratamento

e as barras correspondem ao desvio padrao.

Na figura 19, esta representada a quantidade média de lipidos das Daphnias no controlo e na
concentracao de 12,5%. A exposicao a uma concentracao de 12,5% resultou numa maior
acumulacdo de lipidos em relacdo ao controlo, no entanto esta diferenca nao foi

estatisticamente significativa (Teste Mann-Whitney, p>0,05).
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Figura 20: Fotografias de microscopia eletronica confocal evidenciando as acumulacoes
lipidicas (marcadas a verde). A imagem do lado esquerdo representa uma Daphnia nao
exposta a bijutaria (Controlo) durante 21 dias e a imagem do lado direito corresponde a uma

Daphnia exposta durante 21 dias a uma solucao de bijutaria com uma concentracao de 12,5%.
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4.5. Andlise de metais

Os niveis de arsénio, titanio, chumbo, prata, aluminio, caAdmio, crémio, cobre, manganésio,
zinco e ferro foram quantificados nas solucdes stock de bijutaria (Solucao A e Solucao B). Para
ambas as amostras os valores de arsénio, titanio e chumbo estavam abaixo do limite de
detecéo (5 pg.L", 1 pg.L" e 2 pg.L", respetivamente) e por esse motivo ndo serao discutidos.
As figuras seguintes ilustram as concentracoes de metais ndo essenciais e essenciais obtidos

para cada uma das solucdes teste.

[Metal] pg.L?
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[Stock A] [Stock B]

HAg WAl mCd mCr

Figura 21: Concentragoes de prata, aluminio, cadmio e crémio nas duas solucdes de bijutaria

usadas.

De uma forma geral, os niveis de prata foram superiores no Stock A e os niveis de cadmio
foram superiores no Stock B. De facto, este metal nao essencial foi aquele que apresentou
niveis mais elevados comparativamente com os restantes. De salientar que para o Stock A, os
niveis de caddmio estavam abaixo do limite de detecdo (dl), tendo sido considerado para
efeitos computacionais metade do valor de limite de detecdo, e que para o Stock B tal

sucedeu para o cromio.
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Figura 22: Concentracdes dos metais essenciais cobre, manganésio, zinco e ferro nas duas

solucoes de bijutaria usadas.

Em relacao aos metais essenciais, o ferro foi aquele que apresentou valores mais elevados
com niveis uma ordem de grandeza acima dos restantes. De seguida destaca-se o cobre na

solucao A e o zinco na solucao B.

De uma forma geral, € notdria a diferenca entre os dois lotes distintos de bijutaria utilizados

com niveis e proporc¢oes relativas de cada metal muito diferentes.
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Capitulo 5 - Discussao

5.1. TBT

Os resultados da toxicidade aguda com TBT mostram que, nas concentracdes utilizadas, nao é
observavel qualquer imobilizacao tanto as 24h como as 48h, pelo que podemos concluir que o
TBT a uma concentracao de 0,1 mg.L"" e de 1,0 mg.L" nado induz mortalidade em D. magna.
Estes valores estdao de acordo com o valor de ECsy (concentracao que induz 50% de
imobilizacdo) para o TBT em neonatos de D. magna de 90 mg.L" as 24h (Dobson, Howe et al.
2006).

O TBT é considerado um obesogénio de referéncia, e tal como ja referimos na seccao 1.2.,
este ja foi testado em Daphnia magna em concentracoes semelhantes as utilizadas neste
trabalho. Pela analise da figura 9, é notério o aumento da quantidade de lipidos que é mais
pronunciado nas concentracoes mais elevadas de TBT (Figura 9 e 10). Ja Jordao et al (2015)
tinha verificado o mesmo padrdao. Um dado interessante que podemos retirar também da
figura 9, é que ha um aumento notério da acumulacao lipidica nas Daphnias alimentadas em
excesso (Controlo positivo), versus Daphnias alimentadas com a quantidade normal de comida
(controlo negativo). Apesar de inovadores, estes resultados sdao expectaveis uma vez que a
acumulacao lipidica (equivalente a “obesidade”) esta associada a um aumento do consumo de
alimentos. Também é notorio que quando comparado com o controlo positivo as Daphnias
expostas a TBT aumentaram o conteldo lipidico. Estes resultados fornecem evidéncias
adicionais de que a exposicdo a contaminantes ambientais esta associada a acumulacao

lipidica que pode ser traduzida em excesso de peso e/ou obesidade.

5.2. Bijuteria

A bijuteria foi o cenario real escolhido para avaliar o potencial obesogénico de um produto de
uso quotidiano. A bijuteria esta ao acesso de praticamente toda a populacao, sendo cada vez

mais usada tanto por criancas, adolescentes e adultos, particularmente do sexo feminino.
5.2.1.Testes agudos

Pela analise da figura 11, que foi o primeiro teste agudo que realizamos para a bijuteria
podemos ver que houve uma imobilizacdo mais forte as 48h e a partir da concentracao de 75%
e 80%. Estes resultados sugerem que “solucdo de bijuteria” do ensaio A afeta a salde e a
integridade dos neonatos de Daphnia magna testados. Depois da imobilizacdo, um dos

parametros mais importantes é a quantificacao dos lipidos na Daphnia exposta a este cenario
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real. Os resultados obtidos sao muito interessantes, demonstrando que o aumento da
bijuteria provoca um aumento dos lipidos (“obesidade”) nas Daphnias (figura 12). Mais uma
vez, tal como no estudo do TBT, o controlo positivo teve um aumento dos lipidos em relacao
ao controlo negativo e a concentracao mais alta foi a que teve uma maior quantidade de
lipidos. A maior quantidade de lipidos surge a partir da concentracao de 50%, em que a
quantidade de lipidos aumenta para mais do dobro. A figura 23 mostra os resultados da
acumulacao lipidica normalizados ao controlo positivo das Daphnias expostas a bijutaria no
ensaio A quando comparadas com os resultados obtidos para o obesogénios modelo ([TBT]= 1
mg.L'", também normalizados ao respetivo controlo) é notério que a exposicdo a
concentragdes superiores a 50% induz um efeito muito superior ao do proprio obesogénio

modelo.

Quantificagdo
lipidos (vs CTR)

[y

0 .

15% 25% 50% 75% 80% TBT

15% M25% m50% m75% m80% mTBT

Figura 23: Resultados da avaliacao do contelido em lipidos normalizados ao respetivo controlo
positivo para as diferentes concentracoes de bijutaria do Ensaio A comparados com o valor
obtido para o obesogénio modelo ([TBT]= 1 mg.L') também normalizado ao respetivo

controlo.

0 segundo ensaio agudo realizado com a bijuteria, ensaio B, ndo teve os mesmos resultados
que o primeiro. No primeiro parametro monitorizado, apesar das concentracoes deste ensaio
serem mais altas, ndao tivemos nenhuma imobilizacdo, nem as 24 nem as 48h do teste. Ou
seja, esta segunda bijuteria testada ndao afeta da mesma forma a salde das Daphnias como a

primeira.
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Em relacdo ao parametro dos lipidos, a quantidade de lipidos ndo aumenta com o aumento da
concentracao da “solucao de bijuteria”, sendo maior no controlo positivo do que negativo, tal
como ja tinhamos verificado para os outros testes agudos anteriores, mas nao aumentando de
uma forma clara com o aumento da concentracdo. Através da analise da figura 14,
conseguimos perceber que a concentracdo de 25%, ao contrario do esperado, diminuiu a
quantidade de lipidos. Ou seja, nesta bijuteria testada, a baixa quantidade “emagrece” as
Daphnias. No enanto, este efeito deve ser analisado com cuidado devido aos elevados desvios
observados. Outro dado importante é que apenas a partir dos 50% € que a quantidade de
lipidos aumenta, até que na concentracdao de 100% esta quantidade é praticamente igual ao
controlo positivo. Quando analisando os resultados normalizados aos respetivos controlos
(figura 24), é bem patente que esta solucdo de bijutaria tem um potencial obesogénico
inferior ao do TBT e muito inferior a bijutaria usada no Ensaio A.

As diferencas dos resultados dos lipidos entre os dois ensaios, provam que diferentes tipos de

bijuteria podem provocar diferentes efeitos no organismo testado.

Quantificacao
lipidos (vs CTR)
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Figura 24: Resultados da avaliacao do contelido em lipidos normalizados ao respetivo controlo
positivo para as diferentes concentracoes de bijutaria do Ensaio B comparados com o valor
obtido para o obesogénio modelo ([TBT]= 1 mg.L-1) também normalizado ao respetivo

controlo.
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5.2.2.Teste crénico

O objetivo principal do teste cronico é verificar se um determinado contaminante em estudo
afeta a reproducao e o crescimento das Daphnias. Para tal é necessario monitorizar os
neonatos que nascem em cada concentracao e registar o crescimento através da medicao do
exopodito. Para além destes parametros também quantificamos no final do teste (apds 21

dias) os lipidos.

Através da analise da figura 16, conseguimos perceber que as Daphnias em estudo foram
morrendo de forma gradual ao longo do teste, comecando por morrer na concentracao de
100% ao oitavo dia de teste até que no final dos 21 dias todas as Daphnias das concentragoes
de 100%, 75%, 50% e 25% se encontravam mortas.

Estes resultados mostram de forma clara que a exposicdo mais prolongada a “solucao de
bijuteria” afeta a integridade e salde das Daphnias, pois apesar de nao termos tido qualquer
tipo de imobilizacao as 48h no teste agudo (ensaio B) uma exposicao mais prolongada afetou a

saude das Daphnias provocando a sua morte.

Em relacdo a reproducdo, esta também é muito afetada pela exposicdo a bijutaria. As
concentracdes de 25%, 50%, 75% e 100% que tiveram mortalidade de 100% no final do teste
nunca deram neonatos. Um pormenor também muito relevante em relacdo as concentracoes
de 25% e 50% é que as Daphnias “davam a carapaca”, que estava cheia de ovos mas que nunca
eclodiram (figura 25). Para as duas concentracées mais elevadas, as Daphnias em nenhuma
altura do teste deram a carapaca. Assim, é possivel concluir que a exposicdo a bijutaria afeta
de uma forma substancial a reproducdao. De salientar que mesmo para a concentracao de
12,5%, para a qual eclodiram neonatos (figura 17), estes neonatos resultaram de 4 Daphnias
de um total de 10 em estudo para a 1% e 2* ninhada (N1 e N2) enquanto que na 32 ninhada
resultarem apenas de uma Daphnia. Também nesta concentracdo as Daphnias largaram

carapacas cheias de ovos e originando neonatos mortos (N3).
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Figura 25: Carapaca com ovos no interior (ampliacao 1x) resultante de uma de Daphnia

exposta a uma concentracao de 12.5%.

Outro parametro monitorizado foi o crescimento das Daphnias adultas ao longo dos 21 dias.
Tal como ja foi referido anteriormente, nas duas concentracdées mais elevadas (100% e 75%)
nenhuma Daphnia em estudo deu a carapaca e por isso apenas monitorizamos o crescimento

para as Daphnias que deram neonatos, nos grupos controlo e 12,5%.

Na figura 18, podemos ver que no grupo controlo existe um aumento crescente do tamanho
da Daphnia ao longo do tempo. Mas pela analise da concentracao de 12,5%, ao longo das
ninhadas, podemos perceber que as Daphnias nao sao muito afetadas, pelo menos nao na
mesma extensdao que os parametros anteriores. No entanto, estes resultados sao

condicionados pelo n° muito limitado Daphnias medidas (apenas 4 em 10).

Relativamente a quantificacdo dos lipidos, foi apenas possivel avaliar Daphnias que estavam
vivas no final do teste. Os resultados demonstram que quantidade de lipidos é superior na
concentracao de 12,5% do que no controlo. A comparacdo com o obesogénico modelo nao é
possivel visto nao existirem dados para a acumulacédo lipidica em Daphnias expostas a TBT

durante 21 dias.
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5.3. Metais

A bijuteria tradicional é composta tipicamente por ouro ou prata, no entanto, a bijuteria de
baixo custo raramente € de ouro ou prata e contém muitos outros metais toxicos. A bijuteria
de baixo custo pode conter cobre (o mais abundante), niquel, cadmio, chumbo, arsénio,
antimonio, crémio, entre outras substancias téxicas (Guney and Zagury 2013). Os resultados
obtidos demonstram metais como o arsénio e chumbo comumente encontrados neste tipo de
artigos ndao foram detetados. No entanto niveis elevados de cadmio foram detetados nas
solucoes de bijutaria usada no ensaio B.

A tabela 5 sumariza os principais resultados das concentracdes de metais nas solucdes stock
dos ensaios A e B, comparando com o valor de ECsy descrito por Okamoto et al (2015) para a

Daphnia magna (Okamoto, Yamamuro et al. 2015).

Tabela 4: Sumario das concentracdes (pg.L") dos diferentes metais analisados por ICP-MS e
valores de ECs, (pg.L ") reportados na literatura para os metais em questao(Decreto-Lei n.°
152/2017 2017). A laranja estdo assinalados os valores acima do ECs, e a italico aqueles acima

do maximo legal.

Metal Ensaio A Ensaio B ECso 235%01 7

Ag 83,1 0,4 0,91 -

Al 4,59 4,87 3900 200
Cd <ld 183,95 3,6 5

Cr 4,11 <ld 130 50

Cu 459,77 40,62 13 2000
Mn 32,99 2,51 9300 50

Zn 9,51 306,55 720 -

Fe 9521,99 1070,73 2300 200

Ni 32,12 2,27 650 -

Na tabela 4, podemos perceber que existem alguns metais que tém um valor muito superior
ao ECs para a Daphnia magna (Imobilizacao, 48h), tornando-se assim toxicos. Tal € o caso do
ferro, com um ECso de 2300 pg.L", e com concentracoes na solucdo stock entre 9521.99 e
1070.73 pg.L'. Também para o cobre foram detetadas concentracdes entre os 40.62 e os
459.77 pg.L"', que excedem em muito o ECs, da Daphnia que é de 13 pg.L'. Relativamente
aos metais nao essenciais, a prata tem um valor de ECso de 0.91 pg.L"' e a “solucao de
bijuteria” do ensaio A contem 83.10 pg.L". Ja o cadmio s6 foi quantificado na solucao stock

do ensaio B com valores também muito altos (183.95 pg.L™") quando comparados com o ECs,
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(3.6 pg.L"). Dada a disparidade dos resultados é nesta fase dificil interpretar os resultados de

toxicidade aguda e crénica com base nos niveis de metais detetados nas solucoes de bijutaria.

Na tentativa de perceber melhor os possiveis impactos destes niveis de metais fomos
comparar os valores obtidos com os legislados para agua para consumo humano (DL
235/2017).

O Decreto-Lei n.° 235/2017 de 7 de dezembro, define a concentracao de alguns metais para a
agua destinada a consumo humano. Os nossos resultados demonstram que em comparacao
com os valores legislados apenas os metais ferro e cadmio apresentam niveis superiores nas

solucdes de bijutaria.
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Capitulo VI - Conclusao e perspetivas futuras

Com esta dissertacdo, conseguimos perceber que o produto de uso quotidiano escolhido
(bijutaria) provoca efeitos letais e sub-letais em Daphnia magna, nomeadamente acumulacao
lipidica. Essa acumulacado lipidica, que se considera um marcador de “obesidade” neste
organismo é dependente da bijutaria em questdo, podendo no caso do ensaio A apresentar

uma curva dose resposta bem definida.

Os resultados obtidos sao muito inovadores e extremamente pertinentes uma vez que se trata

da primeira descricao cientifica dos efeitos obesogénicos da exposicao a bijutaria.

De futuro pretende-se completar este trabalho com diferentes cenarios de exposicao através
da variacao da quantidade de alimento fornecido e de diferentes classes de produtos de
consumo. Pretendemos ainda estudar os efeitos transgeracionais e multitransgeracionais

deste tipo de produtos, tanto na obesidade como na mortalidade, reproducao e crescimento.

Os resultados obtidos reforcam o potencial da D. magna como organismo modelo para o
estudo da obesogénese. Assim, de futuro, pretendemos continuar a avaliar o efeito de
potenciais tratamentos da obesidade neste organismo modelo, incluindo por exemplo a
estimulacdo magnética transcraniana, cuja avaliacao preliminar de toxicidade aguda ja foi
realizada (dados nao incluidos na presente tese, cf Anexo Il) e cujos resultados preliminares

sao bastante encorajadores.
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Anexo | - Preparacao de meios de cultura

A. Meio ASTM Hard Water:

Preparacao de 20L de ASTM Hard Water:

O meio ASTM é preparado em jerricas de 25L previamente lavados*.

Adicionar os seguintes reagentes a 18L de agua destilada

Massa (mg) Composto
4914,4 MgS0,4.7H,0
3840 NaHCO;
160 KCl
2400 CaS0,.2H,0*

*O sulfato de calcio dihidratado deve ser dissolvido previamente em agua destilada (1L)

antes de ser adicionado ao recipiente final.

1. Perfazer com agua destilada até aos 20L.
2. Ajustar o pH, que deve estar entre 7,6 e 8,0.

3. Adicionar 1 mL de vitamina ASTM previamente preparada e congelada a -20 °C.

*Lavagem dos jerricas
1. Lavar com lixivia (manter o jerrica cheio com uma solucao com lixivia durante 2 a 3 dias).
2. Enxaguar em abundancia com agua da torneira.

3. Lavar com agua destilada (manter o jerrica cheio com agua destilada durante 2 a 3 dias).

B. Extrato de alga:

1. Diluir 9 mL do extrato de alga concentrado em 1L de agua Milli-Q.
2. De seguida, medir a absorvancia desta solucdo stock a 400 nm a um décimo de diluicao
com um espetrofotometro de visivel (o valor de absorvancia deve estar compreendido
entre 0,610 e 0,630). Esta solucao stock deve ser mantida no frigorifico (4 °C) protegida
da luz.
3. Por fim, o extrato de alga diluido deve ser filtrado com um filtro de membrana de acetato
de celulose de poro 0,2 um. O extrato de alga filtrado é rotulado e armazenado ao escuro
a4-°C.
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