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 Efeito do Crómio-Cobre-Arsenato (CCA) sobre a função 

renal no ratinho  

O Crómio-Cobre-Arsenato (CCA), um protector da madeira ainda utilizado actualmente, 

apesar da sua restrição, constitui um perigo para a saúde pública e ambiental. Saliente-

se a grande durabilidade da madeira tratada com este produto e a dificuldade em eliminar 

os resíduos produzidos. O presente trabalho realça efeitos adversos desta mistura na 

função renal de ratinhos. Procedeu-se à quantificação do arsénio (As) e do crómio (Cr) 

total nos rins para uma melhor compreensão do padrão de distribuição destes elementos 

no organismo dos animais de forma a contribuir para a compreensão dos mecanismos de 

acumulação e depuração do As e Cr. Previamente, validou-se o método analítico, 

determinando-se a exactidão, precisão e respectivos limites de detecção. Os animais 

foram divididos em  grupos para a administração, por via subcutânea, de CCA, CrO3 e 

As2O5. Ao grupo controlo foi administrado soro fisiológico. Após 14h, 24h, 48h e 96h 

procedeu-se ao abate dos animais para remoção dos rins. Realizaram-se análises 

histológicas, histoquímicas dos órgãos e foi feita a quantificação do teor destes 

compostos, nos rins, por espectrometria de absorção atómica com atomização 

electrotérmica. Os estudos histológicos revelaram necrose tubular nos animais expostos 

ao CCA e ao CrO3. A análise quantitativa demonstrou uma diminuição progressiva da 

acumulação de Cr e de As nos rins e um padrão de distribuição distinto de Cr e de As 

nos organismos pertencentes aos diferentes grupos de tratamento. Por fim, o presente 

trabalho permitiu concluir que a nefrotoxicidade induzida pelo CCA nos ratinhos é muito 

mais acentuada do que a dos restantes elementos, representando um perigo para a 

saúde animal e humana. 
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INTRODUÇÃO 

 A saúde humana e ambiental tem sido alvo da acção de numerosos agentes de stress químico que afectam 

diversos níveis de organização biológica. O Crómio-Cobre-Arsenato (CCA), um protector químico 

amplamente utilizado no tratamento da madeira, é um dos  exemplos existentes. Esta mistura, formada por 

arsénio pentavalente (As2O5), crómio hexavalente (CrO3) e óxido de cobre (CuO) (Read, 2003), tem uma 

acção protectora da madeira relativa  aos danos causados por insectos, sol e  água. O CCA tipo C, uma das 

formulações mais utilizadas, é constituído por 47,5% de CrO3, 18,5% de CuO e 34% de As2O5 (AWPA, 

2005). 

A madeira tratada com CCA tem sido utilizada para diversos fins, nomeadamente na construção de parques 

de recreio infantil, docas, cercas, estaleiros, convés de navios, aquacultura e viticultura. Um dos problemas 

associados à sua utilização prende-se com a libertação de alguns dos seus componentes, potencialmente 

perigosos para o meio ambiente e para a saúde pública (Nygren et al., 1992). De facto, o potencial 

carcinogénio do arsénio e do crómio foi demonstrado em inúmeros trabalhos, nomeadamente nos artigos de 

revisão de Chen e Shin (2002) e de Kitchin (2001). Este problema adquiriu relevância após estudos 

realizados em parques infantis, entre os quais se destacam os de Solo-Gabriele e Hemond (2005) e Barraj e 

colaboradores (2007). Nestes trabalhos, os autores relacionaram a probabilidade de libertação de arsénio, 

do equipamento infantil, com o desenvolvimento de vários processos patológicos. A exposição ao CCA 

pode ocorrer durante o manuseamento da madeira tratada com este protector e pode estar associada ao 

equipamento contaminado com este produto (Cocker et al., 2006). Vários estudos em crianças analisaram a 

libertação do arsénio para a pele e o risco de intoxicação por ingestão, nomeadamente através da saliva 

(Hamula et al., 2004; Shalat et al., 2006; Shibata et al., 2007; Solo-Gabriele, 2005). A absorção cutânea e a 

ingestão são as principais vias de intoxicação. 

Com o passar do tempo, e em condições de humidade específicas, os elementos constituintes do CCA são 

lixiviados, podendo ser potencialmente perigosos para o ambiente e para a saúde pública. Apesar de ter 

sido proibida a sua utilização em Portugal, em 2003, com a aprovação do Decreto-lei 208/2003, de 15 de 

Setembro, que interditou a utilização de compostos contendo arsénio, o CCA continua a ser utilizado. 

Acresce-se ainda a grande durabilidade deste produto nas madeiras tratadas (~60 anos) (Shibata et al, 

2007) e a dificuldade em eliminar os resíduos produzidos. Desta forma, o perigo para o ambiente e a 

toxicidade para os seres vivos é um problema de difícil resolução, que persistirá, apesar de este produto ter 

sido legalmente banido.  

Estudos recentes realizados pelo nosso grupo de investigação demonstraram que o CCA e os seus 

constituintes apresentam um potencial elevado de toxicidade na função renal (Matos 2008; Matos et al., 

2009; Matos et al., em impressão). O trabalho que se apresenta pretende evidenciar alguns dos efeitos 

adversos do CCA e dos seus componentes maioritários na função renal de ratinhos. Para o efeito, estudou-

se a toxicidade aguda do CCA no rim e comparou-se com a nefrotoxicidade provocada pelos mesmos 

teores dos seus componentes químicos quando testados  individualmente: As2O5 e CrO3. A avaliação dos 

efeitos tóxicos envolveu estudos histológicos e histoquímicos com o objectivo de compreender o efeito 

destes compostos ao nível celular. Foi ainda utilizada a digestão assistida por microondas no tratamento e 

processamento das amostras e a análise por Espectrometria de absorção atómica com atomização 

electrotérmica (GFAAS) para quantificação do arsénio e do crómio total bioacumulado nos rins dos animais. 
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METODOLOGIA 

Preparação da Solução de CCA, As2O5 e CrO3 e Análise da Solução de CCA 

A amostra de CCA tipo C foi obtida numa indústria local. Efectuou-se uma diluição de duzentas vezes, com 

água destilada, e ajustou-se a solução a pH 7. Os teores totais de crómio e de arsénio nesta solução foram 

determinados por espectrometria de plasma (ICP) e confirmado por espectrometria de absorção atómica 

(AAS) e por espectrometria de massa, por plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), revelando os 

seguintes valores: 1034 mg L-1 de crómio, 721 mg L-1 de arsénio e 3 mg L-1 de cobre (Matos et al., 2005). A 

determinação da especiação do crómio na solução de CCA foi efectuada de acordo com o método de 

referência (AWWA/APHA/WEF, 1992). Prepararam-se ainda duas soluções, uma de As2O5 e outra de CrO3, 

contendo os mesmos teores de As(V) e Cr(VI) existentes na solução de CCA, a fim de serem testadas como 

a seguir se indica. 

Animais e Protocolo de Administração do CCA, As2O5 e CrO3 

Para este trabalho utilizaram-se ratinhos machos ICR-CD1 (27-40 g), com 2 meses de idade. Os animais 

foram divididos em grupos de 5 e mantidos em gaiolas apropriadas,  e em condições controladas de 

temperatura (20 ± 2ºC), humidade relativa  (40-60%), e fotoperíodo 12hL:8hE . Os animais tiveram acesso a 

água e ração ad libitum. Todos os animais foram injectados por via subcutânea: os do grupo controlo foram 

injectados com soro fisiológico. Após a administração de CCA, As2O5 e CrO3 procedeu-se ao abate, após 

anestesia, do número de animais estritamente necessário para o tratamento estatístico dos dados, às 14, 

24, 48 e 96 horas de exposição. De cada animal foram colhidos e pesados os rins para a realização das 

técnicas histológicas, histoquímicas e análises quantitativas. As amostras para análise dos teores em 

metais foram congeladas a -20oC. 

Estudos Histológicos e Histoquímicos  

As amostras de rim para análise histológica e histoquímica foram 

imediatamente fixadas em solução de Bouin, durante 24 horas, à qual se 

seguiu a desidratação e inclusão em blocos de parafina. A partir dos blocos 

efectuaram-se cortes no micrótomo (Leitz 1512) (Figura 1), que foram 

posteriormente corados com hematoxilina e eosina (H&E). A identificação 

histoquímica dos polissacarídeos e proteínas foi efectuada pelos métodos 

do Ácido Periódico – Schift (PAS) e de indocianina brilhante 6B (IB6B), 

respectivamente, tal como descrito por Kiernan (1990). Procedeu-se à 

observação das preparações histológicas usando um microscópio Nikon 

AFX-Dx, com sistema fotográfico FD-35DX para a análise das lesões.  

Estudos Quantitativos  

Digestão Assistida por Microondas 

As amostras do rim de ratinho foram descongeladas, pesadas e transferidas para o vaso de digestão (m ≈ 

300 mg). Estas foram digeridas num microondas apropriado (Figura 2; Marx-X “1500 W Accelerated 

Reaction System”, CEM, Mathews, NC, USA). Para que a etapa de digestão fosse eficientemente 

conseguida, efectuou-se primeiramente a secagem das amostras. Este processo foi realizado no mesmo 

sistema, sem controlo da pressão e temperatura do microondas (durante 10 minutos a 25%, 30% e 35% da 

potência). As amostras consideraram-se secas quando, em pesagens sucessivas, a diferença de massa da 

FIGURA 1: Micrótomo para reali-
zação de cortes histológicos. 



ambiente e saúde 

 

Matos et al. • CAPTAR 1(1): 11-19    14 

 

amostra foi inferior a 0,01 g. Seguidamente, para a etapa de digestão, seleccionou-se o vaso com maior 

massa de amostra seca, como vaso controlo, pois uma massa superior provoca uma digestão mais violenta 

no seu interior. Este vaso foi assim usado para se controlar  a temperatura e pressão no seu interior por 

intermédio de sondas. Adicionou-se 10,0 mL de ácido nítrico a cada um dos vasos, que foram 

posteriormente fechados com cuidado e colocados no carrossel do microondas. Ligaram-se as sondas e 

seleccionou-se o programa de digestão adequado que foi optimizado com base no protocolo de amostras 

de rim de rato (Morais e Pereira., 2000; Pereira et al., 1999). Após a digestão e arrefecimento, a uma 

pressão e temperatura de segurança, retiraram-se os vasos do interior do microondas. As amostras foram 

transferidas para frascos apropriados, previamente lavados, identificadas e conservadas a -18ºC.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 2: 1500 W Microwave Accelerated Reaction System: a) Vaso de controlo equipado 
com sensor de temperatura e de pressão. (b) Disposição do conjunto dos vasos com os 
sensores dentro da cavidade do microondas. 

 

Análise por Espectrometria de Absorção Atómica com Atomização Electrotérmica 

A análise das amostras, para determinação do teor em metais, 

for realizada num espectrómetro de absorção atómica (AAS) 

com atomização em forno de grafite (AnalytiKjena, modelo 

ZEEnit 659), com amostrador e sistema de injecção de 

amostras automático (AnalytiKjena, modelo MPE60) (Figura 

3). Os elementos As e Cr foram quantificados nas amostras de 

rim dos animais submetidos ao tratamento de CCA, As2O5 e 

CrO3, pelo Método da Curva de Calibração1, utilizando-se no 

máximo seis soluções padrão no intervalo 1,25-12,50 µg L-1 

para o As e 1,33-30,00 µg L-1 para o Cr. Nas amostras dos 

organismos de controlo, o As e o Cr foram quantificados pelo 

Método da Adição Padrão pela Curva de Calibração com seis 

e cinco adições de solução padrão, respectivamente. Para 

                                                             
1 No Método da Curva de Calibração, vários padrões que contêm concentrações rigorosamente conhecidas de analito são introduzidas 
no equipamento e o sinal instrumental é registado. Os dados resultantes são então representados graficamente. Curva de calibração é 
a expressão matemática que melhor define os pontos experimentais.   

(a) (b) 

FIGURA 3: Espectrómetro de absorção ató-
mica com atomização em forno de grafite. 
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determinação dos teores em As, o aparelho pipetou 20 µL da amostra biológica digerida (ou da solução mãe 

padrão, 20 µL) e 5 µL do modificador Pd(NO3)2. Para quantificação de Cr, foram utilizados 20 µL da amostra 

biológica digerida (ou da solução padrão Mãe, 20 µg/L) e 5 µL do modificador Mg(NO3)2. 

Análise Estatística 

Os resultados obtidos foram utilizados para o cálculo de médias ± erros padrão, para o número de animais 

de cada grupo de tratamento. A análise estatística foi realizada através de Análises de Variância 

(ANOVAs) de uma via (SigmaStat for Windows Version 3.1., SPSS Inc., USA) e estabeleceu-se como 

nível para diferenças significativas p <0,05. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Estudos histológicos e histoquímicos 

A taxa de sobrevivência dos animais foi de 100% após o período de exposição. Após a administração de 

CCA (períodos de exposição de 14h e 96h) e de CrO3 (exposição de 96h), observou-se uma progressiva 

inactividade dos animais, quando comparados com os dos respectivos grupos controlo. Os restantes 

manifestaram um comportamento normal. 

Os resultados demonstraram que o crómio hexavalente e o arsénio pentavalente (administrados sob as 

formas de CrO3, As2O5 e de CCA) induziram lesões nos túbulos renais. Estas lesões foram caracterizadas 

pela presença de cilindros hialinos e granulares, e pela degenerescência das células epiteliais ao longo dos 

túbulos renais (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4: Cortes histológicos na região cortical e medular do rim. Colorações PAS (a-c); Coloração 
IB6B (d); (a) Controlo evidenciando estruturas aparentemente normais; as restantes mostram a 
presença de cilindros hialinos e granulares, evidenciados pelas marcações histoquímicas (b) As2O5; 
(c) CrO3 (d) CCA. T – Túbulo renal; * – Cilindro hialino. 
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Através das técnicas histoquímicas comprovou-se a natureza glicoproteica dos cilindros presentes nos 

túbulos renais. Estes resultados evidenciam necrose tubular aguda (ATN)2 para todos os grupos 

administrados com CCA, e para o grupo de animais administrado com CrO3, no período de exposição de 

96h. Esta lesão caracteriza-se pela diminuição repentina da velocidade de filtração glomerular, pela 

acumulação de resíduos azotados e pela incapacidade do rim em manter o sódio, os electrólitos, os ácidos 

e outros componentes essenciais para a sua homeostasia (Esson e Schrier, 2002). Tal como descrito, o rim, 

pelo seu papel na bio-transformação e eliminação de múltiplos compostos, constitui um órgão alvo de uma 

grande variedade de metais e metalóides (Ruegg, 1997; Madden et al., 2000). 

Estudos Quantitativos  

Optimização da metodologia 

Neste trabalho optimizou-se o programa de temperatura, tanto para a análise do crómio como para a do 

arsénio no rim. A amostra, ao ser injectada no forno de grafite passa por várias fases antes da leitura da sua 

absorvância, tais como secagem, pirólise e atomização. Nestas fases há um aumento gradual de 

temperatura que difere de elemento para elemento.  

Para que a sensibilidade fosse máxima, foi necessário, antes de iniciar as análises, fazer a optimização das 

temperaturas de pirólise e atomização, assim como, da concentração de modificador, de modo a obter o 

máximo de absorvância para o analito (elemento químico em análise) e um mínimo sinal dos interferentes. 

Este procedimento assegura uma maior sensibilidade de leitura e minimiza o efeito da matriz da amostra. 

Assim, seleccionou-se a temperatura à qual, eficazmente se destrói a matéria orgânica (Tpirólise) sem 

comprometer a formação do vapor atómico dos elementos As e Cr que se formam a uma temperatura 

óptima (Tatomização). Estes átomos foram seguidamente quantificados. As temperaturas que permitem uma 

determinação mais exacta dos elementos As e Cr são respectivamente Tpirólise=1100ºC, Tatomização=2400ºC e 

Tpirólise=1500ºC, Tatomização=2450ºC. Os modificadores são compostos químicos introduzidos simultaneamente 

no tubo de grafite com a amostra e que reduzem drasticamente o efeito de matriz. O principal mecanismo 

de acção dos modificadores químicos consiste na remoção da matriz da amostra na etapa de pirólise, 

enquanto o analito a determinar permanece no atomizador. Tal, é alcançado por duas técnicas distintas 

como, a conversão da matriz da amostra em compostos orgânicos voláteis, ou por uma drástica diminuição 

da volatilidade dos compostos do analito (o que torna possível a remoção dos compostos não voláteis da 

matriz, a temperaturas superiores 1000ºC). 

Neste trabalho utilizou-se como instrumento de determinação dos metais o método da curva de calibração 

obtida pela adição padrão. Este método consiste na construção de uma curva de calibração em que são 

adicionados vários padrões a um volume fixo de amostra. Tendo em conta a constituição da amostra 

digerida ser composta essencialmente por ácido e outros materiais inorgânicos usou-se um volume fixo de 

ácido nítrico suprapuro. 

A técnica analítica GF-AAS revelou-se sensível e exacta aos elementos, apresentando baixos limites de 

detecção3 (0,33 mg L-1 para o Cr e 0,35mg L-1 para o As).  

                                                             
2 ATN pode ser induzida pela exposição a agentes tóxicos para o rim ou pela falta de oxigénio nos tecidos, provocando 
lesões nos túbulos renais. 
3 Limite de detecção é a concentração de analito que pode ser detectada com um determinado nível de confiança, e que 
conduz a um sinal significativamente diferente do branco ou do ruído. 
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Acumulação do crómio e do arsénio no rim 

O doseamento do Cr e As total nas amostras de rim digeridas está sintetizado nas Figuras 5 e 6. Os valores 

estão expressos em µg/g de massa seca. Pelas figuras é possível verificar que todos os grupos de animais 

sujeitos aos diferentes tratamentos (e aos diferentes tempos de exposição), apresentaram valores de 

concentração de Cr e As, significativamente diferentes dos valores exibidos pelo grupo controlo.Como é 

possível observar pelas concentrações totais de cada um dos elementos, houve uma bioacumulação 

superior de Cr no rim, comparativamente ao As. Para ambos os elementos verificou-se que as 

concentrações de Cr e As mais elevadas foram registadas durante os períodos de exposição de 14h e 24h, 

tanto para os grupos tratados com CCA como para os grupos tratados com Cr(VI) e As(V), sendo as 

quantidades destes elementos inferiores no rim dos organismos expostos durante 48h e 96h em ambos os 

grupos. Desta forma, constatou-se que em ambos os grupos de animais (CrO3-CCA e As2O5-CCA) há uma 

tendência para o decréscimo dos teores de Cr e As acumulados no rim, a partir das 24h, o que poderá 

resultar da entrada em funcionamento de mecanismos de excreção destes elementos. Constatou-se que as 

concentrações destes  elementos nos animais do grupo controlo se mantiveram baixas e constantes. 

Os valores de CCA observados nos rins dos ratinhos contaminados com este composto são superiores aos 

valores dos grupos tratados com o composto individual CrO3 para 96h. No entanto, o oposto é verificado no 

estudo do As. Os grupos tratados com As2O5 apresentam valores significativamente inferiores aos valores 

acumulados nos grupos tratados com CCA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 5: Teor de Cr total acumulado nos rins de ratinhos após a administração das soluções de 
CCA e de CrO3. Os asteriscos correspondem a diferenças significativas entre os grupos de 
tratamento e o grupo controlo (p <0,05). 
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FIGURA 6: Teor de As total acumulado nos rins de ratinhos após a administração das soluções 
de CCA e de CrO3. Os asteriscos correspondem a diferenças significativas entre os grupos de 
tratamento e o grupo controlo (p <0,05). 

 

APLICAÇÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS 

O presente trabalho confirma a nefrotoxicidade do As2O5, CrO3 e CCA, revelando, este último uma 

toxicidade mais elevada. Apesar de proibido, o CCA continua a ser utilizado. De qualquer forma, este 

composto continua a representar um perigo para o ambiente e para a saúde pública, como consequência da 

sua durabilidade. Por esta razão, e apesar dos ensaios desenvolvidos, torna-se imperioso considerar 

estudos noutros órgãos vitais, para uma compreensão mais ampla destas misturas perigosas, dada a 

acumulação de metais no organismo. 
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