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Abstract

The well-being and possibility of a healthy life are connected with health, body and
food. In a world that’s constantly evolving both industrial and technological, the formation
of pollutants that are invisible to the naked eye is increasing. They may have visible
consequences in the short and long term.

It was conducted one experimental vegetal model and two experimental animal mod-
els. The experimental vegetal model included two lettuce (Lactuca sativa) groups, con-
trol and test. The control group was subjected to 5 mL of distilled water and the test
group was subjected to the same volume of a solution with Cd(NO3),, Pb(NOs), and
Zn(NOs3), at 50 ppm, 50 ppm e 100 ppm, respectively. The duration of this study was 23
days. These groups were harvest for an morfologic and elemental evaluation. To assess
the consequences to feeding level, we conducted an experimental animal model (Mus
musculus). This included the creation of five groups. C1 group was kept without any
experimental manipulation. C2 and C3 groups were subjected to administration of con-
trol modified diet (prepared with control group’s lettuce) for 5 and 10 days, respectively.
T1 and T2 group were subjected to administration of test modified diet (prepared with
test group’s lettuce) for 5 and 10 days, respectively. The second experimental animal
model included three groups, T2, T3 and T4 that were subjected to administration of
contaminated water for 5, 10 and 15 days. C1 group was used in both aminal models.
In all the involved animais were collected lung, liver, kidney and heart for morphological
and elemental evaluation.

The elemental evaluation included quantification of Cd by Graphite Furnace Atomic
Absorption Spectroscopy and the demand of P, S, Cl, K, Fe, Cu, Zn, Cd and Pb by X-
Ray Fluorescence. The first was performed in dry lettuce, lung, liver, kidney and heart
and the second in fresh lettuce, dry lettuce, liver, kidney (cortex and marrow zones)
and heart. Before the determination of cadmium was performed the methods validation
for samples of lettuce and mouse organs. It was concluded that the methods used
are valid. The determination of Pb and Zn was not performed for technical reasons.
It was concluded that control modified diet did not contain Cd while the test modified
diet contained 0.937 mg of Cd/kg of fresh lettuce. It was also detected Pb in dried

contaminated lettuce by XRF. It is to be noted that the mice subjected to a solution
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containing Cd, Pb and Zn at 5, 10 and 15 days appear to accumulate Zn in the liver
and in the kidney’s marrow zone . As for the mice subjected to control lettuce for 5
and 10 days can be concluded that there seems to be an accumulation of Zn in all
organs studied. The mice that were subjected to administration of contaminated lettuce
for 5 to 10 days seem to be accumulate Zn in the liver and in the kidney’s marrow
zone. It should be noted that in the organs of mice that were subjected to control and
contaminated lettuce, no significant result were obtained for Cd (GFAAS and XRF) and
Pb (XRF) according to the sensitivity and limitations of the techniques used. There were
no significant morphological changes in lettuce control and test. It is interesting to note
that, in general, appears to be morphological consequences although nothing can be
said about the presence of Cd and Pb in organs of mice. It appears to exist morfological
changes with modifications to the diet of mice although, in some cases, the presence of
contaminants tend to aggravate those changes.

These results show that is necessary a detailed study of these metals and the dura-

tion of exposure.
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Resumo

A saude, corpo e alimentagédo estdo interligados com bem-estar e a possibilidade
de uma vida saudavel. A evolugéo tanto a nivel tecnolégico como industrial origina a
formacgé&o de poluentes que séo invisiveis a olho nu, mas que podem ter consequéncias
visiveis a curto e longo prazo.

Realizou-se um modelo experimental vegetal e dois modelos experimentais com
animais. O modelo experimental vegetal consistia em dois grupos de alface Lactuca
sativa, grupo controlo e grupo teste. O grupo controlo foi sujeito a 5 mL de agua des-
tilada e o grupo teste foi sujeito ao mesmo volume de uma solugdo com nitrato de
cadmio (Cd(NOs),), nitrato de chumbo (Pb(NOs),) e nitrato de zinco (Zn(NOs),) com
concentragdes de 50 ppm, 50 ppm e 100 ppm, respectivamente. Estes grupos perma-
neceram em estudo durante 23 dias. Posteriormente foram recolhidos para avaliagao
morfolégica e elemental. Para avaliar as consequéncias ao nivel alimentar, realizou-
se um modelo experimental com animais (Mus musculus). Este foi constituido por 5
grupos. O grupo C1 foi mantido sem qualquer manipulagéo experimental. Os grupos
C2 e C3 foram sujeitos a administragdo de ragdao modificada controlo (preparada com
alface do grupo controlo) durante 5 e 10 dias, respectivamente. Os grupos T1 e T2
foram sujeitos a administracdo de ragao modificada teste (preparada com alface teste)
durante 5 e10 dias, respectivamente. Para o segundo modelo experimental com ani-
mais constituiram-se trés grupos, T2, T3 e T4 que foram sujeitos a administragdo de
agua contaminada durante 5, 10 e 15 dias. O grupo C1 foi utilizado nos dois modelos
animais. De todos os animais envolvidos recolheram-se pulmao, rim, figado e coragao
para avaliagdo morfologica e elemental.

A avaliagdo elemental envolveu a quantificacdo de Cd por Espectroscopia de Ab-
sor¢ao Atémica com Atomizagcdo em Camara de Grafite e a procura dos elementos P,
S, ClI K, Fe, Cu, Zn, Cd e Pb por Fluoréscencia de Raios-X. A primeira foi realizada em
alface seca, pulméo, rim, figado e coragdo e a segunda em alface fresca, alface seca,
figado, rim (na zona do cértex e na zona da medula) e coragdo. Para a determinagéo
de cadmio procedeu-se a validagao das metodologias analiticas para amostras de al-
face e 6rgaos de murganho concluindo que os métodos utilizados estdo validados. A

determinacéo de Pb e Zn n&o foi realizada por motivos de ordem técnica. Concluiu-se
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que a ragao modificada controlo ndo continha Cd enquanto que a ragdo modificada
teste continha 0,937 mg de Cd/kg de alface fresca. Observou-se também, a detecgédo
de Pb em alface seca contaminada por XRF. E de referir que para os murganhos que
foram sujeitos a uma solugdo com Cd, Pb e Zn durante 5, 10 e 15 dias parece existir
Zn acumulado no figado e na zona da medula do rim. Ja para os murganhos sujeitos
a alface controlo durante 5 e 10 dias pode concluir-se que parece existir uma acumula-
¢ao de Zn em todos os 6rgaos estudados. Para os murganhos sujeitos a administragéo
de alface contaminada durante 5 e 10 dias pode referir-se que parece existir uma acu-
mulagéo de Zn no figado e na zona da medula do rim. E de referir que nos 6rgdo de
murganhos que foram sujeitos a alface controlo e contaminada nao se obteve qualquer
resultado significativo para os elementos de Cd (GFAAS e XRF) e Pb (XRF) de acordo
com a sensibilidade e limitagdes das técnicas utilizadas. Ndo existiram alteragées mor-
foldgicas significativas nos grupos de alface controlo e teste. E interessante referir que,
no geral, parecem existir consequéncias ao nivel morfolégico embora nada se possa
referir quando a presenca de Cd e Pb nos 6rgaos de murganhos. Parecem existir alte-
ragcdes morfoldégicas com a mudanga da dieta embora, em alguns casos, a presenga de
contaminantes pareca fazer evoluir gravemente essas alteracoes.

Estes resultados mostram que é necessario um estudo mais pormenorizado destes

metais pesados e duragao de exposicao.
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INTRODUCAO

Introducao

Alimentacao e a Saude

Actualmente a alimentacédo e a saude sédo temas que se in-
terpenetram, pois é conhecido que a saude se deve, em parte, a
alimentacdo. Com a informacgao actual é possivel ter cuidados com
a alimentagdo para manter um corpo em condicdes saudaveis. E,
também, conhecido que a alimentagao além de contribuir para a
salde em termos gerais, pode ser uma boa componente terapéu-
tica. Na nossa sociedade existem questées que por vezes supe-
ram a saude - as razdes econdmicas. Estas motivagdes permitem
que, com demasiada frequéncia, surjam alimentos de fraca qua-
lidade, confeccionados de forma errada apenas sustentados pela
componente econémica e nao pela salde.

De todos os produtos alimentares, os vegetais sdo aqueles que
contém a maior parte dos nutrientes essenciais para o metabo-
lismo humano [1]. Ultimamente, tem ocorrido um aumento no inte-
resse por hortas domésticas e pela procura de produtos rotulados
como bioldgicos. Em Portugal, o consumo médio de produtos hor-
ticolas tem vindo a aumentar ao longo dos anos (Figura 1). De
acordo com o Instituto Nacional de Estatistica (INE), o consumo

de horticolas per capita aumentou 5,8 % desde 2008 até 2012 [2].
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Figura 1: Consumo de horticolas per capita de 2003 a 2012, em Portugal [2] - Imagem

modificada

E conhecido que a 4gua é um bem essencial & vida. Em Por-
tugal continental, em 2010, existiu um consumo total de 4gua de
4 199 milhdes de m3, dos quais 81 % dizem respeito ao sector agri-
cola, 12 % ao sector urbano e 7 % ao sector industrial [3]. A maior
parte da dgua de consumo em Portugal é considerada segura, no

ano 2012, esta correspondia a 98 % [4].

A agua e os vegetais sao elementos importantes para o bem
estar e sadude da espécie humana e animal, em geral. O cuidado
da agua e dos alimentos é, por isso, da maior importancia para a
salde e bem-estar, devendo ser entendido como uma obrigagéo
social de todos nés. Infelizmente, inlUmeras vezes, existe pouco
cuidado com estes bens essenciais para a vida. Por exemplo, os
vegetais sao, frequentemente, a principal via para a introdugao de
metais pesados na cadeira alimentar humana [5, 6]. Nesta era de
grande evolugao tecnolégica e industrial [7], este tipo de contami-
nantes pode surgir de fertilizantes quimicos, pesticidas, mineragao
e fundigao de metais, trafego, queimas de lixo e poluigao atmosfé-
rica [6,8,9]. Estes depositos constantes, acumulam-se em solos e
aguas e sao absorvidos por todo o tipo de vegetagao e produtos

agricolas. Sao de grande importancia, as particulas atmosféricas



que sdo depositadas directamente nas folhas destes vegetais [5].
Em Portugal, ap6s 2005, os poluentes atmosféricos com didme-
tros inferiores a 10 um sofreram uma reducéo, atingindo em 2011

as 65 000 t, o valor mais baixo desde 2002 (Figura 2) [10].
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Figura 2: Polui¢do atmosférica, de particulas inferiores a 10 um (t), em Portugal de 2002 a
2011 [3]

As hortas domésticas e campos agricolas realizados préximos
de zonas de trafego elevado podem constituir um perigo importante
para a saude, no que respeita a contaminagao por metais pesados

e existe tendéncia para procurar outras solugoes.

Metais Pesados

A Tabela Peri6dica é constituida, maioritariamente, por metais,
apenas 25 dos seus elementos nao exibem as caracteristicas para
serem referenciados como tal [11]. Destes metais, existem os que
sdo essenciais a vida, tal como o zinco e o ferro, pois participam
em reacgoes bioquimicas e enzimaticas importantes para o normal

funcionamento do corpo humano (Tabela I) [12].
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Metal % (m/m) Metal % (m/m)
Calcio 1,6 Cobalto <0,05
Potassio 0,2 Cobre <0,05
Sédio 0,1 Zinco <0,05
Magnésio 0,05 Selénio <0,01
Ferro <0,05

Tabela I: Metais essenciais no organismo humano [10]

Como se pode verificar estes elementos estao presentes em
quantidades muito reduzidas (chamados em inglés "trace metals")
[13]. Concentragbes excessivamente elevadas de metais essenci-
ais, durante um longo periodo de tempo, pode gerar efeitos tdxicos
para o Homem [7, 14]. Os metais nao-essenciais, que nao apre-
sentam nenhuma fungao benéfica no corpo humano, séo muitas
vezes associados a toxicidade, principalmente quando estes me-
tais apresentam caracteristicas quimicamente semelhantes a ele-
mentos essenciais [12].

Dentro do grupo dos metais ndo essenciais, alguns metais pe-
sados, como chumbo e o cadmio, geram alguma preocupagao. Os
metais pesados sao caracterizados por apresentarem uma densi-
dade cinco vezes superior a da agua [13]. Uma contaminagdo com
estes metais pode originar efeitos cancerigenos, toxicidade ao ni-

vel do Sistema Imunitario e Neurolégico [15].

Zinco

Este metal pesado estd presente, na sua forma pura e em
quantidades vestigiais, nos solos e nas rochas vulcénicas [16]. O
zinco combina-se, rapidamente, com outros metais, logo é apro-
veitado para a formagéao de ligas metalicas, especialmente, as re-

sistentes a corrosdo. E utilizado na galvanizacédo do aco, na pro-



ducéo de latdo e de bronze [16,17]. Um composto muito impor-
tante é o 6xido de zinco pois € utilizado como pigmento branco
na produgao da borracha, em papel de fotocopias e no tratamento
de problemas dermatoldgicos, tais como, queimaduras, eczemas
e infecgdes [13,16]. O cloreto de zinco é utilizado em bombas de
fumo [13] e os carbamatos de zinco em pesticidas [16].

A exposicao a este metal ocorre, maioritariamente, pela alimen-
tacdo. As principais fontes de zinco na dieta sdo a carne, o peixe,
as aves, os produtos lacteos, os cereais, 0s graos, os vegetais e
os frutos, embora estes ultimos trés contribuam com menores con-
centragdes do que os primeiros [13,16]. Para os adultos, a dose
diaria recomendada é entre 12 a 15 mg de zinco. Este valor pode
subir 10 % quando existe contaminagao da agua de consumo por
corrosao da canalizagao envolvida no transporte da mesma [16].

Sendo um metal essencial, o zinco esta presente na consti-
tuicdo de quase 200 enzimas, tais como, polimerases, desidro-
genases, fosfatases, peptidases e anidrases. Esta envolvido no
metabolismo de proteinas e acidos nucleicos e é essencial para
a sintese de DNA [13, 16, 18]. As suas fung¢des principais sdo a
regeneragao e proliferagdo de células, reparagao de tecidos e a
protecgao contra o stress oxidativo [19]. A taxa de absorgdo do
zinco pelo corpo humano é muito variavel (10-90 %) [16], ja pe-
las plantas é rapidamente absorvido devido a sua mobilidade nos
solos [6]. Este elemento acumula-se em tecidos como a préstata,
musculos, ossos e figado. A sua excregao é realizada, maiorita-
riamente, pelo tracto gastrintestinal e, em quantidades inferiores,
pela urina e suor. O tempo de permanéncia do zinco no orga-
nismo humano é de um ano. Este elemento apresenta uma acgao
protectora contra os efeitos toéxicos do cadmio e chumbo [16]. As-
sim, por todas as razdes mencionadas em cima, este metal gera
maior preocupagao quando esta em falta do que quando esta em

excesso [13].
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A deficiéncia deste metal pode originar pele seca e aspera,
perda de apetite e danos ao nivel sistema imunolégico. Efeitos
como hanismo, hipogonadismo, dermatite e morte, podem surgir,
se a falta de zinco se tornar crénica [13, 14,18]. Concentragdes
elevadas deste elemento podem ocorrer devido ao consumo ex-
cessivo de sais de zinco, tanto acidentalmente como proposita-
damente, por exemplo, ingerindo complementos alimentares. A
ingestao exagerada de zinco pode provocar célicas, ndusea, vémi-
tos, diarreia e febre. A inalagdo de fumos de zinco pode causar
lesdes pulmonares, arrepios, suores, febre, fraqueza e gastroente-

rite [13, 16].

Cadmio

No ambiente este metal esté presente em concentragées muito
reduzidas, mas, ao longo dos anos, a actividade humana tem con-
tribuido para o seu aumento. Actividades naturais como erupgdes
vulcanicas, desintegracao de rochas, erosao ou transporte fluvial
sao responsaveis pelo aparecimento pontual de cadmio [20]. Este
€ um elemento semelhante ao zinco e é resistente a corrosao [13],
logo é muito utilizado na galvanizagdo do ago e em agentes anti-
corrosivos [21]. Actividades humanas como mineragao, fundigdes,
refinarias, queima de combustiveis fésseis, lixos municipais, elec-
trénicos e médicos, incineradores, trafego e produgao de fertilizan-
tes contribuem para um aumento de cadmio no ambiente. Este
metal esta presente, também, em folhas de tabaco, tintas, baterias
niquel-cadmio, em plasticos (como pigmento) e é utilizado como
catalisador [13,20]. O cadmio estd presente na atmosfera sob
forma de particulas, principalmente, de éxido de cadmio [21]. Este
tipo de exposicdo é a de maior importancia, pois este metal une-
se a cinzas volantes, poeiras e sedimentos e, consequentemente,

vai acumulando em solos e aguas, chegando, finalmente, a cadeia



alimentar humana [13].

Este metal pesado tem a facilidade de se movimentar em so-
los e é rapidamente absorvido por plantas [6], sendo os vegetais
uma das fontes principais de cadmio para o Homem. A alimenta-
¢ao, em geral, contribui para uma acumulagdo de 80 a 90 % do
cadmio existente [13], em que, 70-90 % destes sdo contribuigcdes
que provém de produtos horticolas [22]. Os alimentos que apre-
sentam maiores concentracoes de cadmio sao as espécies mari-
nhas, como ostras, vieiras, moluscos e crustaceos, e orgaos de
mamiferos, como rins e figado. Os vegetais e cereais contém teo-
res mais baixos deste metal, mas sendo produtos alimentares com
uma taxa de consumo elevada, relativamente aos anteriores, sdo
a fonte principal de cadmio na alimentagao humana [20]. Outras
possiveis fontes de cadmio sdo a agua, os cigarros e a poluigéo
atmosférica [23]. A planta de tabaco acumula quantidades signifi-
cativas deste metal [20], assim um individuo que fume um nimero
médio diario de 20 cigarros esta exposto a 2-4 g de cadmio [21].
A exposicao através da agua é relativamente insignificante com-
parando com as restantes fontes. Apenas se torna problematico
quando ocorrem danos nas canalizagdes que realizam o transporte
de agua potavel e, se o pH da mesma for muito baixo. O cadmio
tem uma percentagem de dissolugao superior em aguas com aci-
dez elevada [21]. Sendo um metal téxico, a concentragdo deste
elemento em aguas de consumo ndo pode exceder 0s 5,0 pg/L [24]
e o limite legal em produtos horticolas de folha é 0,20 mg de Cd
por kg de peso fresco [25].

O tempo de permanéncia deste metal no organismo humano
é entre 10 a 35 anos, 0 que permite que ocorra uma acumulagao
excessiva ao longo do tempo [19-21]. Este elemento é absorvido
pelo tracto gastrintestinal. Em individuos saudaveis, cerca de 3-
7 %, do que é ingerido, é absorvido e transportado, pelo sangue,

para qualquer parte do corpo. Os érgaos-alvo do cadmio sdo os
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rins e o figado (50-85 % do cadmio ingerido) sendo que 0s rins
acumulam entre 30 a 60 % deste valor [21]. O figado é afectado
em exposigdes pontuais, mas os rins sao afectados em exposi-
¢oes prolongadas [19]. Assim que ocorre a ligagdo com a meta-
lotioneina, responsavel pelo transporte de metais no organismo, o
cadmio é transportado até aos rins onde sera filtrado. Durante esta
filtracdo ocorre a quebra da ligagcdo com esta proteina e, como con-
sequéncia, € aumentada a sua produgao para impedir a libertagéo
de cadmio para o organismo. O primeiro efeito de uma exposi¢ao
excessiva a este metal € a existéncia de teores elevados de me-
talotioneina na urina (proteindria) [21]. Isto causa uma disfungéo
renal que, normalmente, é irreversivel [20]. Para além de efeitos
ao nivel renal e hepatico, podem ocorrer, ainda, ao nivel 6sseo,
pulmonar, sistema imunitario e reprodutor [14,20, 21].

A doenca japonesa ltai-Itai, relacionada com intoxicagédo por
cadmio, causa dores nos ossos e articulaces. E uma doenca
antiga que originou devido a contaminacdo excessiva de aguas
e plantacdes de arroz nas proximidades de fabricas de fundigéo
de zinco [17]. Absorgao de quantidades elevadas de cadmio pode
provocar alteragdes no metabolismo do calcio e, consequentemente,
enfraquecimentos dos ossos e osteoporose [20]. Relativamente
ao sistema respiratério, inalagao de fumos de cadmio pode causar
enfisema, bronquite crénica e pneumonia. Uma exposi¢ao pro-
longada a estes fumos pode gerar carcinoma pulmonar [13, 20].
Estudos realizados em ratos mostram que uma exposigao cronica
a cadmio pode provocar cancro da préstata, do testiculo e do fi-
gado [21]. A ingestao de alimentos e bebidas com concentragdes
elevadas deste metal provocam vomitos, diarreia e choque [13].
A comissao europeia estabeleceu, em 2006, um limite de inges-
tdo semanal admissivel de 7 ug de cadmio/kg de peso corporal,

devido a sua perigosidade para a saude publica [25].



Chumbo

Antigamente, este metal era utilizado em reservatorios para
conservagao de alguns alimentos e em canalizagbes de transporte
de agua potavel. Em 1921, a gasolina comercializada continha ni-
veis elevados de chumbo [17]. Outras actividades humanas como
fundigcbes, mineracoes e lixos electronicos contribuem para que os
niveis de chumbo aumentem ao longo dos anos [26]. Devido a es-
tas exposigdes continuadas, tanto a nivel ambiental como social,
surge a questao da toxicidade a nivel mundial [17,26]. Actual-
mente, a constituicdo da gasolina comercializada néo inclui este
elemento e, algumas tintas e cerAmicas deixaram de ser produ-
zidas [17]. Este metal toxico esta presente em baterias, canali-
zagdes, tintas e cerdmicas (em concentragdes reduzidas), reves-
timentos de telhados (devido a sua resisténcia a corrosao) e em
protectores de radiagdo na regido dos raios-X [17,26]. Activida-
des naturais, como erupg¢des vulcanicas e movimentos tecténicos
contribuem para o aumento dos niveis de chumbo na crosta ter-
restre [26].

Este elemento é pouco soluvel em agua e realiza interacgdes
fortes com as algumas particulas do solo, o que determina que a
sua taxa de absorgdo pelas plantas seja baixa. O seu meio de
transporte principal € a atmosfera e é por esta via que as plantas
e vegetais absorvem este toxico [5,13]. O limite legal estabelecido
pela Comissao Europeia, em produtos horticolas de folha é 0,10
mg de chumbo/kg de peso fresco e prevé, ainda, uma ingestao se-
manal admissivel de 25 ug/kg de peso corporal [25]. Nas aguas

de consumo o limite legal estabelecido é 5 ug/L [24].

A exposicdo do Homem a este metal pode ocorrer de algumas
formas, sendo que a alimentagao representa a maioria. Dos pro-
dutos alimentares cerca de 50 % da exposigao é originada de ve-

getais [6]. Os cereais e especiarias apresentam maior acumulagéo
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deste metal, o0 consumo bebidas acidas, como por exemplo bebi-
das alcodlicas, e alimentos enlatados podem contribuir para um
aumento da probabilidade de exposigao a chumbo [26]. Poluigéo
atmosférica, como o exemplo de queimas de gasolina e lixos, tra-
fego, sdo os segundos contribuintes para exposi¢des excessivas a
este elemento [13]. O chumbo ainda esta presente nas folhas de
tabaco, em alguns medicamentos e cosméticos. Contaminacoes
derivadas de aguas de consumo acontecem com maior probabili-
dade caso as tubagens e torneiras possam conter chumbo [26].
Apo6s a sua absorgao pelo organismo, o chumbo interage, prin-
cipalmente, com os metabolismos do calcio, ferro e zinco. Estas
interacgdes resultam num aumento deste metal no sangue, 0ssos,
rins [12] cérebro e figado. Numa exposi¢ao pontual, em concentra-
cOes elevadas, este elemento comecga a demonstrar a sua toxici-
dade. Entre os sintomas estao perturbagdes gastrintestinais, como
anorexia, nauseas, vomitos e dores abdominais, lesdes renais e
hepaticos, hipertenséo e efeitos neurolégicos, como por exemplo,
mal-estar, sonoléncia e encefalopatia [26]. Exposicao prolongada
a este metal pesado pode causar anemia, dores de cabeca, irrita-
bilidade, letargia, convulsées, fraqueza muscular, ataxia, tremores,
paralisia e cancro [13,26]. Para além dos sintomas e consequén-
cias ja mencionadas, que tornam este metal um toxico importante,
a sua margem de seguranga é muito reduzida, ou seja, a diferenga
entre concentragdes consideradas téxicas e as consideradas se-

guras é extremamente baixa [13].

Identificacao e Quantificacao de Metais

Tal como foi mencionado, a era em que vivemos é progressi-
vamente industrial e tecnoldgica [7]. Isto provoca um impacto am-
biental que implica uma avaliagado cuidada dos elementos e com-

postos existentes nos alimentos, farmacos e no ambiente, em ge-
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ral [27]. E fundamental que existam métodos de identificacdo e
quantificagao de metais, como Zn, Cd e Pb, pois representam um

perigo para a saude publica.

Fluorescéncia de Raios-X

A gama da radiagao de raios-X € a regido com comprimentos
de onda entre 1072 e 10 nm, com energias muito superiores ao
visivel. Esta radiagao energética estd associada a transigdes elec-
tronicas nas camadas internas de um atomo [28].

Rdntgen descobriu os raios-X em 1895 e retirou a primeira ra-
diografia da histéria a mao da sua esposa. Em 1911, Barkla verifi-
cou que quando um elemento é estimulado por raios-X de energia
adequada, emite uma radiacao especifica e caracteristica desse
mesmo elemento. Apenas nos anos 40, este tipo de radiagao foi
reconhecida como Util na identificagcdo de elementos. Esta apli-
cagao teve que aguardar pelo desenvolvimento tecnolégico e de
instrumentacao para ser considerada uma técnica eficaz [29].

Um dado elemento que seja irradiado com uma radiagao de
energia adequada pode ser ionizado. Um fotdo com energia su-
ficiente tendera a arrancar um electrao, o mais préximo possivel
do nucleo deixando uma lacuna no seu lugar. Esta lacuna, pode
ser preenchida por electrées da camada seguinte ou mesmo de
camadas mais afastadas. Estas transi¢cdes originam a emissao
de raios-X "caracteristicos". As lacunas que se vao criando se-
rao preenchidas desde a camada mais préxima do ndcleo, até a
mais afastada de modo a que o ido esteja novamente no estado
fundamental [29, 30].

A técnica de andlise por Fluorescéncia de Raios-X (XRF) per-
mite a identificagdo de quase todos os elementos da tabela perio6-
dica. Elementos com numero atémico inferior a 11 (sédio) apre-

sentam energias de emissao de raios-X caracteristico inferiores a
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1 keV, nao detectaveis na maioria dos equipamentos. Esta técnica
é rapida e tem custos reduzidos relativamente a outras técnicas
de identificacdo. As vantagens principais deste método de identi-
ficacdo sao o facto de nao ser destrutivo, ndo ser necessario tra-
tamento prévio de amostra, é seguro, simples, a possibilidade de
identificacéao de varios elementos numa medida e permite a utiliza-
¢ao de amostras sélidas, liquidas e gasosas. A grande limitagao da
técnica de Fluorescéncia de Raios-X sera a complexidade da inter-
pretagao dos espectros bem como a quantificagdo da abundancia
de cada elemento. Em amostras irregulares e com distribuigao ele-
mentar heterogénea, torna-se impossivel uma determinagéo quan-
titativa. A radiagdo de fundo também pode ser considerada uma
desvantagem, pois esta sempre presente em cada determinagao.
Esta consiste numa emissao de radiagdo pelos elementos consti-
tuintes do equipamento, da fonte de raios-X e plataformas de colo-

cagao de amostra [31].

Espectroscopia de Absorcao Atomica com Atomizacao em Ca-

mara de Grafite

Espectroscopia de Absor¢ao Atémica é, maioritariamente, utili-
zada para andlise quantitativa. E uma técnica de quantificagao de
atomos no estado gasoso por absorgao, pelos mesmos, de radia-
¢ao na zona de ultravioleta-visivel (comprimentos de onda entre os
200 e os 800 nm). Esta técnica de espectrofotometria é aplicavel a
quase todos os metais incluidos na Tabela Periédica dos Elemen-
tos e, ainda, a alguns metaloides e ndo-metais, como é o exemplo
do arsénio e selénio, respectivamente [28].

Em 1954, Walsh introduziu a técnica de Espectroscopia de Ab-
sor¢do Atémica em Chama na &rea da quimica analitica tornando-
a util e pratica. Esta técnica consiste, resumidamente, na passa-

gem de uma amostra liquida e homogénea para atomos gasosos,

12



no atomizador, onde passara a radiagao UV-Vis. Esta é absorvida
pelo elemento a quantificar na amostra e, a diferenga energética é
detectada e interpretada [27]. Em 1961, Boris V. Lvov inventou a
camara de grafite, um dos principais atomizadores utilizados para
quantificagdo de metais [8,18,27].

A Espectroscopia de Absorgao Atdmica com Atomizagdo em
Cémara de Grafite foi uma descoberta revolucionaria para a ana-
lise quimica. Comparando com atomizagao realizada com chama,
a camara de grafite permite a utilizagao de quantidades de amostra
mais pequenas, da ordem dos uL, enquanto que a chama utiliza
quantidades na ordem dos mL. A eficacia de atomiza¢do da chama
€ muito inferior a da camara de grafite, pois esta permite a atomi-
zagao total da quantidade de amostra introduzida. Outra grande
vantagem da utilizagéo deste atomizador é o tempo de permanén-
cia dos atomos gasosos na camara, estes permanecem cerca de 1
s, enquanto que na atomizagdo com chama apenas permanecem
10~* s. A camara de grafite apresenta uma sensibilidade duas ve-
zes superior ao atomizador em chama, pois possibilita obter limites
de deteccéo e quantificacdo muito reduzidos (ug/kg de amostra).
A camara de grafite € aquecida electricamente, 0 que garante um
controlo de temperatura superior a chama e, assim, uma optimi-
zagao da atomizagao com menores probabilidades de ocorrer io-
nizacdo da amostra. Este fenédmeno é uma das interferéncias do
atomizador em chama [27,28].

As desvantagens da utilizagao da camara de grafite séo o custo
dos consumiveis, como as préprias cadmaras, o gas inerte e electri-
cidade [28]. Outras desvantagens, também encontradas nesta ato-
mizagao, sao as interferéncias de natureza quimica e de fundo. In-
terferéncias quimicas surgem devido a presenca de elementos na
amostra que interferem com a capacidade de absorgao por parte
do elemento a quantificar. Estas sa@o resolvidas com a adi¢cdo de

um modificador de matriz, este permite aumentar a volatilidade do
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interferente ou diminuir a volatilidade do analito [28,32]. Interferén-
cias de fundo sao consequéncia de sobreposi¢coes de comprimen-
tos de onda caracteristicos. Cada elemento tem gamas de com-
primento de onda caracteristicos e certos elementos tém gamas
muito préximas podendo interferir na absorgao um do outro [27,28].
Estas interferéncias também podem estar associadas a absorgao
de radiagdo por parte de moléculas ou radicais que provém da
matriz da amostra [33]. As interferéncias de fundo podem ser con-
tornadas recorrendo a correcgdes de fundo, como € o exemplo da
correcgao de Zeeman [27,28, 33].

A Espectroscopia de Absorgcao Atémica com Atomizagdo em
Camara de Grafite (GFAAS) é, no geral, a técnica de escolha para
a realizagdo de quantificagdo de elementos em quantidades ves-
tigiais, em matrizes organicas [8, 18,27]. E uma técnica com uma
sensibilidade elevada relativamente a técnicas como Espectros-
copia de Emissdo Atémica com Plasma Acoplado Indutivamente
(ICP-AES), embora nao ultrapasse a técnica de Espectrometria de
Massa Atémica com geracao de ides em Plasma Acoplado Indu-
tivamente (ICP-MS). Comparando o custo da instrumentagao de
cada técnica a Espectrometria de Absorgao Atomica com Atomi-
zagado em Chama (FAAS) é a mais barata, seguindo-se a GFAAS.
ICP-MS ¢é a técnica com maior custo de instrumentagao e consumi-
veis. No geral, GFAAS tem desvantagens, como a impossibilidade
de leituras multi-elementares, € necessario a troca da lampada de
catodo oco conforme o elemento a analisar, o tempo de analise é
elevado relativamente as técnicas ja mencionadas. Caso o opera-
dor ndo tenha a vantagem de ter um injector automatico, a injecgéo
manual € uma desvantagem importante. A colocagao da gota de
amostra no interior da camara de grafite € um passo crucial para a
andlise, caso nao seja feita correctamente a atomizagéo e a pas-
sagem do feixe através da amostra pode ser ineficaz [27,28, 33].

A validagao de métodos em quimica analitica € uma etapa im-
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portante para obter resultados com uma qualidade elevada. Para
que um método esteja devidamente validado é necessario avaliar a
selectividade, linearidade, gama de trabalho, limites de detecgéo e
quantificagéo, precisao, exactidao, precisao do sistema a utilizar e,
ainda, a robustez. A utilizacdo de Materiais de Referéncia Certifi-
cados permite uma validacao directa do método a utilizar. E impos-
sivel proceder a qualquer andlise quimica sem uma certeza de que

os resultados a obter séo validos e de elevada confianga [33, 34].

Digestao Acida Assistida por Microondas

O tratamento da amostra é uma fase muito importante em qual-
quer analise em quimica analitica. Quando é necessario realizar
esta etapa para analisar uma dada amostra sélida, é importante
que esta seja realizada com a certeza de que estamos a utilizar
uma técnica ou método eficaz e eficiente. Em Espectroscopia de
Absorgao Atémica com Atomizagéao em Camara de Grafite tanto é
possivel utilizar amostras no estado liquido como no estado solido,
mas para impedir que ocorram interferéncias excessivas provoca-
das pela matriz, é preferivel que as amostras estejam no estado
liquido e que sejam homogéneas [32, 35, 36].

Se a amostra a analisar é, maioritariamente, constituida por
matéria organica e o analito é inorgénico, como é o caso dos me-
tais, € necessario realizar a destruicdo da matéria organica de
modo a obter resultados precisos e exactos. Existem dois prin-
cipais métodos com esse objectivo, digestdo humida e digestao
seca [35]. Até recentemente, a utilizagdo destes métodos era uni-
versal. A digestdo humida consiste na utilizacdo de mistura de
acidos, placas quentes e recipientes abertos. E uma reaccéo que
demora entre 2 a 24h, dependendo do tipo de amostra a dige-
rir [32,35,36]. A digestao seca envolve a utilizagdo de mufla e nao
€ necessaria a utilizacao de acidos. Em 1975, Abu-samra e colabo-

radores utilizaram pela primeira vez um microondas convencional
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para realizar a digestdo humida de amostras biolégicas [32, 35].
Desde que este estudo foi realizado, a evolugao da utilizagao de
microondas para a destruicdo de matéria organica tem vindo a evo-
luir [32, 35, 36].

As amostras bioldgicas, como os vegetais e orgdos, sdo, mai-
oritariamente constituidas por hidratos de carbono, proteinas e li-
pidos [32, 35]. No processo de digestao acida assistida por micro-
ondas pode-se utilizar apenas um &cido ou uma mistura de aci-
dos onde, aplicando um programa de temperatura, pressao e po-
téncia num recipiente fechado (normalmente), ocorre a digestéo
de matéria organica. Os hidratos de carbono sdo os primeiros a
decompor-se aproximadamente a 140 °C, seguidos das proteinas
a 150 °C e por fim os lipidos a 160 °C . O &cido de maior uti-
lizagdo é o nitrico (temperatura de ebulicdo é 120 °C, embora a
pressoes elevadas esse valor suba para 176 °C). Estas caracteris-
ticas permitem um aumento do seu potencial corrosivo e acelera-
¢ao da reaccao [36]. Relativamente aos métodos convencionais, a
digestao assistida por microondas permite a utilizagcdo de menores
quantidades de acido (custos mais reduzidos) e de amostra, € um
método rapido (de 10 min a 1 h), seguro, com baixa probabilidade
de ocorrer contaminagées e perdas de analitos volateis. A utiliza-
¢ao de recipientes fechados com o mecanismos de libertagdo de
pressao é outra vantagem, pois permite que a pressao no interior
do recipiente esteja dentro dos limites de seguranga, com raras
perdas de analito [8, 35, 36]. Este tipo de tratamento de amostra
e o programa de temperatura a utilizar depende muito do tipo de
amostra a digerir, do &cido ou mistura de acidos a utilizar, do peso
da amostra e volume de &cido(s). Esta desvantagem é facilmente
contornada assim que se encontra um programa reprodutivel, pre-

ciso, exacto e com boas recuperagdes de analito [36].
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Morfofisiologia

A ciéncia desenvolveu-se nas ultimas décadas com um aperfei-
¢oamento da morfologia macroscoépica e microscopica e também
com um melhor conhecimento do funcionamento dos corpos ao ni-
vel molecular. No contexto Fisioldgico parece ser necessario apro-
veitar melhor os conhecimento da area da fisica que podem ser
aplicados.

Um aspecto igualmente da maior importancia diz respeito a in-
teracgao dos seres vivos com o ambiente externo e o realizado no
sentido inverso. E necessario conhecer melhor, por exemplo, de
que forma o ambiente externo, calor, frio e alimentacao, por exem-
plo, podem interferir com o ser vivo em termos de estrutura e fun-
¢ao. Sabe-se ja que algumas situagdes que se desviam da saude
podem ter como factores causais o contacto com alguns produtos
que tém uma acgao lesiva sobre a estrutura e a fungao - os téxi-
cos. Também por isto, hoje pode aceitar-se como indispensavel
para a avaliagao dos seres vivos o estudo morfolégico, anatéomico,
histol6gico e molecular.

Todos estes factos sdo tomados em consideragcdo quando se
define uma situagao experimental, que € um modelo de Patologia
Experimental, suportado numa avaliagdo morfolGgica, estrutural e
elemental. A Morfologia é ainda hoje o que determina a identifica-
¢ao de lesdes, que se reconhecem como alteragdes histoldgicas.
Avanga-se agora para uma fase distinta, mas talvez complementar
de encontrar alteracdes de elementos atomicos que podem justifi-
car uma alteragao estrutural e ser ponto de partida para alteragdes
mais complexas do funcionamento dos tecidos. A utilizagdo do
murganho (Mus musculus), deve-se ao facto de ser um mamifero
facil de tratar em laboratério e com semelhancas estruturais e fun-
cionais de forma a possibilitar algumas conclusdes transponiveis

para a espécie humana. E essencial, entdo, estudar a alimentagéo
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e a produgao alimentar mas nao exclui situagoes que possam ser

integradas em Patologia Forense

Objectivos

Nos dias de hoje, a sociedade tem preocupagdes com a saude,
corpo e alimentagdo. Estes trés factores estao interligados com
"felicidade"e bem-estar. O mundo em que vivemos esté a evoluir
tanto tecnologicamente como industrialmente e os poluentes for-
mados sao invisiveis a olho nu, mas com consequéncias visiveis a
curto e longo prazo.

O objectivo deste estudo é entender que consequéncias cer-
tos contaminantes, como metais pesados (Cd, Zn e Pb), tém no
organismo se entrarem na cadeia alimentar através de alimentos
e agua. O projecto tentou reproduzir uma possivel contaminagao
de um tipo de produto horticula, Lactuca sativa (alface), de modo
a obter uma representacao real de cultivos domésticos, perto de
zonas fabris e/ou de trafego elevado. Posteriormente, este vegetal
€ administrado a murganhos (Mus musculus) durante 5 e 10 dias.
Este projecto tem como principal objectivo a comparagao entre as
consequéncias a nivel morfolégico, visualizadas com recurso a la-
minas histoldgicas, e a detecgao/quantificacdo de metais acumu-
lados ao longo do periodo de administragao. Pretende-se avaliar
também as consequéncias com administracao de agua contami-
nada com metais pesados durante 5, 10 e 15 dias. Objectivos se-
cundarios serdo avaliagao de modificagdes microscoépicas da mor-
fologia da alface com e sem administragdo de contaminantes e
avaliagbes breves sobre os métodos utilizados, tanto histolégicos
como de analise quimica, como o objectivo de prever estudos fu-
turos e/ou alteragbes a este estudo.

E importante compreender que implicacdes os metais pesados

tém como contaminantes presentes no nosso dia-a-dia e se é ne-
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cessario accionar medidas de seguranga proprias para o cultivo
doméstico (em zonas de trafego), cultivos perto de zonas fabris e

vias rapidas.
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MATERIAL E METODOS

Material e Métodos

Cultivo de Lactuca sativa

A alface (Lactuca sativa) € um tipo de produto horticola consti-

tuido por agua, proteinas, fibra alimentar e minerais, como, sédio,

zinco, entre outros (Tabela Il) [37]. Esta apresenta taxas de ab-

sor¢do de metais bastante elevadas relativamente a outros vege-

tais [6,22,38]. Para este projecto, escolheu-se este vegetal, ndo sé

pelos motivos mencionados mas, também, por ser cultivado todo o

ano e ter uma popularidade elevada.

Quantidade* (mg/100 g

Quantidade (g/100 g de

Tabela Il: Constituintes da alface (Lactuca sativa) em g por cada 100 g [37]; *por parte

comestivel

Em canteiros, plantaram-se 277 pés de alface divididos por 4

Componentes Componentes
de alface) alface)
Sédio (Na) 3,0 Agua 95,9
Potéassio (K) 313 Proteina 1,8
Célcio (Ca) 70 Gordura total 0,2
Fosforo (P) 46 Hidratos de carbono 0,8
Magnésio (Mg) 22 Fibra alimentar 1,3
Ferro (Fe) 1,5
Zinco (Zn) 0,4




réplicas. Estas sdo definidas por plantagdes realizadas no mesmo
local, sujeitas a condigbes de administragcao e tratamento seme-
Ilhantes. As diferencas regem-se por plantagbes em épocas dis-
tintas (de Outubro de 2013 a Maio de 2014), por temperatura am-
biente variada e, ainda, pela quantidade de pés de alface planta-
dos por réplica. Para o cultivo de alface presente em cada grupo
utilizaram-se os mesmos constituintes em cada canteiro (Figura 3):
argila (du vitor - argila expandida), turfa (delgarden - Fitossanita-

rios) e substrato universal (ECO® Grow).

Figura 3: Sequéncia de acgdes para a plantagdo de pés de alface da primeira réplica

realizada. 1 - Argila; 2 - Turfa; 3 - Substrato universal; 4 - Pés de alface

Em cada réplica constituiram-se dois grupos, um grupo con-
trolo e um grupo teste. O numero de alfaces plantado em cada
grupo foi 0 mesmo dentro de cada réplica. Ao grupo controlo foi
administrado 5 mL de agua destilada por dia e ao grupo teste foi
administrado 0 mesmo volume de uma solugao com nitrato de cad-
mio (Cd(NOs3);), nitrato de chumbo (Pb(NO3),) e nitrato de zinco
(Zn(NO3),) (Sigma-Aldrich) com concentrag¢des de 50 ppm, 50 ppm

e 100 ppm, respectivamente [6, 25]. Cada administragao foi re-
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alizada directamente em cada pé de alface durante 23 dias (Ta-

bela Ill).
Réplica | Grupo Inicio de Inicio da Ad- Fim da Ad- | Recolha da Quantidade
Plantagao ministracdo ministracdo | Plantagao
Controlo | 12.10.2013 | 12.10.2013 03.11.2013 | 04.11.2013 13
1 Teste 12.10.2013 | 12.10.2013 03.11.2013 | 04.11.2013 13
Controlo | 16.11.2013 | 16.11.2013 08.12.2013 | 09.12.2013 46
2 Teste 16.11.2013 | 16.11.2013 08.12.2013 | 09.12.2013 46
Controlo | 24.02.2014 | 24.02.2014 18.03.2014 | 19.03.2014 50
° Teste 24.02.2014 | 24.02.2014 18.03.2014 | 19.03.2014 50
Controlo | 24.04.2014 | 05.05.2014 27.05.2014 | 28.05.2014 30
: Teste 19.03.2014 | 21.03.2014 12.04.2014 | 13.04.2014 30

Tabela Ill: Representagéo da réplica, grupo, inicio de plantagdo e administragéo, fim de

administragéo, dia de recolha e quantidade de pés de alface plantados

Em cada dia de recolha, escolheram-se, aleatoriamente, 3 pés
de alface de cada grupo para realizar o estudo histoldgico. Lavou-
se, cuidadosamente, com agua destilada, retirando o excesso de
terra, especialmente, na raiz. Posteriormente, separou-se a folha,
o caule e a raiz, cortando cada um de acordo com a Figura 4.

Os tecidos cortados foram colocados, separadamente, em cas-
setes histoldgias, devidamente identificadas. Estas foram armaze-
nadas em fixador para plantas (FAA), constituido por 50 % (v/v)
de etanol a 96 % (aga), 5 % (v/v) acido acético glacial (Merck, pro
analysis), 10 % (v/v) formaldeido a 37 % (Merck, pro analysis) e
35 % de agua destilada. Um fixador tem como objectivo preservar
as caracteristicas fisiolégicas do tecido durante um longo periodo
de tempo, apenas por 48h ou meses [39, 40].

De cada pé de alface restante retiraram-se as folhas, uma a

uma, lavando-se, cuidadosamente, com agua destilada. O con-
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Figura 4: Representagdo dos cortes
efectuados na folha (1), caule e raiz
(2), de cada pé de alface retirado
para realizar estudo histolégico

[39] J. D. Brancroft and A. Stevens,
Theory and Pratical of Histological
techniques. Churchill Livingstone, 42
ed.

[40] S. E. Ruzin, Plant Microte-
chnique and Microscopy.  Oxford

University Press, USA



Figura 5: Estufa e bomba utilizada

para realizar a secagem das alfaces

Figura 6: Alface seca da réplica 1,

grupo contaminado

[41] Decreto-Lei n°® 113/2013 de 7
de Agosto do Didrio da Repdublica,
12 série, n° 164; Ministério do Ambi-
ente, do Ordenamento do Territério e

do Desenvolvimento Regional

junto de folhas de cada grupo foi pesado com o auxilio de uma
balanga (Mettler modelo PJ3000). Com o objectivo de reprodu-
zir uma alimentagao semelhante a do ser humano, recolheram-se,

apenas, as folhas de alface pois sdo a parte comestivel.

Secagem

Apods a recolha das folhas de cada grupo é realizada a sua
secagem [6,22]. Com este procedimento € possivel a homoge-
neidade das amostras de alface para as fases de detecgéo e/ou
quantificagdo de metais e da sua administragdo a murganhos.

Esta etapa foi realizada numa estufa (Heraeus) que, com o au-
xilio de uma bomba (Figura 5), foi colocada sob vacuo com o ob-
jectivo de reduzir a pressao por forma a facilitar o processo de
secagem, pois permite que a temperatura de ebulicdo da agua
baixe [11] e que a secagem da alface seja realizada mais rapi-
damente. A temperatura utilizada para a secagem de cada um dos
grupos foi a temperatura de ebulicdo da agua a 760 torr, 100 °C. O
tempo de secagem de cada grupo é caracteristico pois pretendeu-
se garantir 0 seu peso constante com uma percentagem de desvio
padrao relativo de 0,5 %.

Utilizaram-se as réplicas 1 a 3 para preparagao da ragao modi-
ficada para administrar aos murganhos. Com o objectivo de quan-
tificar os metais (Cd, Pb, Zn) presentes nestas réplicas, recorrendo
a GFAAS, procedeu-se a separacgdo prévia de, aproximadamente,
0,53 g das réplicas 1 (Figura 6) e 2 e, aproximadamente, 1,30 g da
réplica 3. A réplica 4, tanto fresca como seca, foi utilizada para a

analise por XRF.

Preparacao da racao modificada para Mus musculus

Na realizagao de qualquer ragdo modificada € necessario con-

siderar o bem-estar do animal a utilizar [41]. Neste estudo teve-se
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o cuidado com factores como a nutricdo essencial aos murganhos
€ 0 aspecto da alimentagao.

Com o objectivo de preparar apenas um tipo de ragdo modi-
ficada os grupos controlo e teste das réplicas 1 a 3 foram mis-
turados, individualmente. O grupo final controlo é constituido por
3 %(m/m) da réplica 1, 13 % (m/m) da réplica 2 e 84 % (m/m) da ré-
plica 3. Ja o grupo final contaminado contém 14 % (m/m) da réplica
1, 25 % (m/m) da réplica 2 e 61 % (m/m) da réplica 3 (Figura 7).
Para garantir que os animais envolvidos neste estudo obtivessem
alimentagao nutrida realizou-se a ragao modificada com um racio
de 1:1 (ragao comercial:alface fresca). Isto corresponde a 1,5 % de
alface seca, tendo em conta que a percentagem de agua presente
na alface utilizada foi de, aproximadamente, 97 %.

Mantendo este racio constante, realizou-se racado modificada
controlo e ragao modificada teste. A racao comercializada foi previ-
amente pulverizada com o objectivo de facilitar a homogeneizagao
com a alface seca. A esta mistura adicionou-se o volume minimo
possivel de agua para que a ragao e alface ganhassem uma textura
moldavel. Ao grupo controlo adicionou-se 600 mL e ao grupo teste
adicionou-se 1050 mL de H,0O destilada. Posteriormente, moldou-
se a pasta adquirida em cilindros com tamanho relativamente se-
melhante aos que sdo comercializados (Figura 8) e colocou-se 0s
mesmos na estufa (FA.B.) a 75 °C de modo a obter um cilindro

seco mas inteiro.

Administracao

Constituiram-se 8 grupos, com um total de 43 murganhos (Mus
musculus). No grupo | incluiram-se 8 animais do sexo masculino
que foram mantidos sem qualquer manipulagéo experimental (C1).

O grupo Il, com 5 animais do sexo feminino, foi sujeito a adminis-
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Figura 7: Grupo final controlo (CT) e
teste (CM)

Figura 8: Ragdo modificada em

forma de cilindro
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Figura 9: Sala de necrépsias

tragdo de ragdo modificada controlo durante 5 dias (C2). O grupo
ll, constituido por 5 animais do sexo feminino, foi sujeito a admi-
nistracdo de racao modificada controlo durante 10 dias (C3). O
grupo 1V, constituido por 5 animais do sexo masculino, foi sujeito
a administragdo de ragdo modificada teste durante 5 dias (T1). O
grupo V, constituido por 2 animais do sexo masculino e 3 animais
do sexo feminino, foi sujeito a administracdao de racao modificada
teste durante 10 dias (T2). O grupo VI, com 5 animais do sexo
feminino, foi sujeito a administragdo de agua contaminada durante
5 dias (T3). O grupo VI, com 5 animais do sexo feminino, foi su-
jeito a administracdo de agua contaminada durante 10 dias (T4).
O grupo VIII, com 5 animais do sexo feminino, foi sujeito a adminis-
tragdo de agua contaminada durante 15 dias (T5). A agua conta-
minada administrada, foi utilizada de acordo com o procedimento
Cultivo de Lactuca sativa. Tanto a 4gua contaminada como as ra-
¢bes modificadas controlo e teste foram administradas ad libitum.
Estas foram racionalizadas em porgdes diarias para garantir que
existia racdo modificada para a totalidade da duragéo do estudo.
Posteriormente, todos os animais foram sacrificados e submetidos
a uma necrépsia (Figura 9). Nesta realizou-se a recolha de pul-
mao, rim, figado e coragdo com o objectivo de realizar a avaliagao
histoldgica, a detecgdo e/ou quantificagdo de cadmio, chumbo e
zinco por GFAAS e XRF. Estes orgaos foram devidamente sepa-
rados. Para a avaliagdo histol6gica foram colocados em casse-
tes de histologia que, posteriormente, foram colocadas em fixa-
dor a base de formaldeido. Este é constituido por 0,40 % (m/m)
de NaH,;PQO4.H,O (Merck pro analysi), 0,65 % (m/m) de Na;HPO,4
(Merck pro analysi), 10 % (m/v) de CH,O a 37 % e 90 % (m/v) de
H,O destilada. Para a detecgado e/ou quantificagdo estes orgaos
foram colocados, separadamente, em tubos de 1 mL que foram

colocados numa arca frigorifica a - 20 °C (PHILCO).
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Procedimento Histolégico

Apéds a permanéncia no fixador durante o minimo de 24 h, as
amostras (em cassetes de histologia) foram colocadas no proces-

sador automatico (Citadel 1000) - Tabela IV.

Etapa Reagente Tempo (h)
1 Formol 2
2 Formol 2
3 Etanol a 70% 1
4 Etanol a 96% 1
5 Etanol absoluto 1
6 Etanol absoluto 2
7 Etanol absoluto 2
8 Xileno 1
9 Xileno 1,5
10 Xileno 1,5
11 Parafina 2
12 Parafina 2

Tabela IV: Programa do processador automatico

Para tecidos vegetais, realizou-se um processamento manual,
apenas permanecendo 1h em cada reagente. Estes processamen-
tos permitem hidratar o tecido de modo a que possa ser incluido
em blocos de parafina. Este composto apresenta uma temperatura
ideal de trabalho de, aproximadamente, 58 °C . Posteriormente
realizou-se a inclusdo que consiste em colocar o tecido no interior
da parafina liquida e, com o auxilio de uma placa frio criar blocos
de parafina sélida (Shandon histocentrea) que contém o tecido (Fi-
gura 10).

Apéds o processo de inclusdo realizou-se o corte dos tecidos.
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Este foi realizado num micr6tomo Shandon modelo AS 325 Re-
traction com uma placa fria Leica modelo EG 1130 (Figura 11).
Os blocos de parafina frios foram cortados com uma espessura
de 3 um (ténia). Seguidamente, as ténias foram colocadas hum
banho-maria (Kunz Instruments), aproximadamente a 30 °C, com
0 objectivo de diminuir a rigidez da parafina. Posteriormente, as
ténias sdo colocadas em laminas microscopicas. Em cada lamina
colocou-se apenas um corte representativo de cada tecido avali-
ado neste estudo (pulmao, figado, rim, coragao). Finalmente, as
laminas sao colocadas na estufa (F.A.B) a 60 °C durante 2 h. Pos-

teriormente, cada lamina é corado. Este procedimento foi reali-

zado para tecidos vegetais e animais. A coloracao realizada para
Figura 11: Em cima apresenta-se o as laminas de tecido animal foi a coloragao HE (Hematoxilina de
micrétomo e em baixo a placa fria n q 2,
silizados Mayer-Eosina) que permite corar o grupos acidos de roxo e os

grupo basicos de rosa. Primeiramente, colocou-se as laminas em

xileno durante 20 min, seguidamente passou-se as laminas por

uma sequéncia de alcoois (Etanol absoluto (aga), Etanol a 70 %

e Etanol a 30 %) e agua destilada. Colocou-se, durante 15 min,

as laminas em Hematoxilina de Mayer e retirou-se 0 excesso de

corante passando-as em agua corrente. Seguidamente, as lami-

nas foram colocadas em Eosina, durante 5 min. Estas passaram

novamente por Etanol a 70 % e Etanol absoluto, nesta ordem. Fi-

nalmente, as laminas permanecem em xileno (Merck Ensure®) até

serem montadas.

Para os vegetais realizou-se a coloragao VCE (Violeta de Cristal-
Eosina) que permite avaliar o seu tecido vascular. Para tal realizou-
se 0S mesmos passos que na coloragido anterior até a fase da agua
destilada. Posteriormente, colocou-se as laminas em Violeta de
Cristal a 1 % aq., durante 15 min. Retirou-se o excesso de corante
passando as mesmas por agua corrente. Seguidamente, colocou-
se as laminas durante 15 s em Etanol a 30 %, Etanol a 70 % e

Etanol a 95 %. Posteriormente, as laminas foram colocadas em
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Eosina (em metil salicilato) durante 5 min. Colocou-se as laminas
numa solugao 1:1 de Etanol absoluto:Xileno, durante 5 min. Final-
mente, as lAminas permanecem em xileno até serem montadas.
Todas as laminas foram avaliadas num Microscépio Nikon Eclipse
modelo E600 e as suas fotografias foram retiradas no Microscopio

Fotografico Nikon Coolscope.

Quantificacao de Cd

Lavagem de Material:

Quando um projecto envolve a quantificacao de metais pre-
sentes em concentragdes muito reduzidas existe uma pro-
babilidade elevada de ocorrerem contaminagdes [27]. Para
diminuir este risco, todo o material envolvido nos procedi-
mentos mencionados a seguir foi lavado com o solvente uti-
lizado (acido nitrico (HNOg3) a 0,5 %). Numa primeira fase,
o material foi lavado com HNO3 a 0,5 %. Seguidamente, foi
mergulhado numa tina com este solvente. Posteriormente,
foi lavado e emergido numa tina com &gua ultrapura MilliQ
(Advantage Millipore MilliQ; resistividade 18,2 MQcm). Esta
etapa é repetida numa tina diferente. Seguidamente, 0 ma-
terial foi lavado com HNO5 a 0,5 % e, finalmente, por agua
ultrapura MilliQ directamente do equipamento. O material foi

seco numa estufa (Binder) a 50 °C.

Digestao Assistida por Microondas

Numa balanga analitica (Denver Instrument modelo TB-2150,
max 60 g e d=0,01 mg) pesou-se, aproximadamente, 0,1 g de al-
face seca para um recipiente de digestao (Pyrex®) e adicionou-se
5 mL de HNO3 a 65% (Panreac PA-ISO, Pb 0,00002 %). Colocou-

se um magneto e vedou-se o recipiente com uma tampa revestida
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Figura 12: Digestor CEM modelo
Discover® SP-D

Figura 13: Espectrofotémetro
Analytik jena, modelo AAS ZEEnit
700

com PTFE. Correu-se um programa com duas etapas. A primeira
aumenta a temperatura até 150 °C durante 3 min e permanece
constante durante 2 min, a poténcia aplicada é de 300 W. Na se-
gunda etapa ocorre um novo aumento de temperatura até 200 °C
durante 3 min e 30 s, posteriormente permanece constante du-
rante 5 min, a poténcia aplicada é de 200 W. A pressdao maxima
em ambas as etapas é de 200 psi. Este programa é realizado
com agitagdo elevada permanente. Utilizou-se um digestor CEM
modelo Discover® SP-D com o software Synergy Analytical versao
1.05.2 (Figura 12). Apéds a digestao colocou-se a solugao digerida
num balao volumétrico de 20 mL e aferiu-se com HNO; a 0,5 %.
Esta solugao foi diluida 10x com HNO3 0,5 %. Aplicou-se 0 mesmo
procedimento para as amostras de pulmao, rim, figado e coragao,
tendo em consideragédo que maior parte das amostras de pulméao

e coragao nao atingiam o peso referido anteriormente.

Espectroscopia de Absorcao Atdmica com Atomizacao em Ca-

mara de Grafite

Para a determinagao de cadmio (Cd) utilizou-se uma lampada
de catodo oco (LCO) na linha principal com o comprimento de onda
a 228,8 nm com uma corrente de 3 mA. Para a determinagao de
chumbo (Pb) utilizou-se uma LCO na linha principal com o com-
primento de onda a 283,3 nm com uma corrente de 4 mA. Estas
determinagdes foram realizadas num espectrofotémetro Analytik
jena, modelo AAS ZEEnit 700 equipado com um injector automa-
tico MPEBO e com o software WinAAS versdo 4.7.7.0 (Figura 13).
Utilizou-se o gas inerte argon (Ar) e um volume de injecgao de
20 pL. Tanto para determinagées de Cd como de Pb utilizou-se
0 mesmo solvente, acido nitrico (HNO3) a 0,5 % e 0 mesmo mo-
dificador de matriz, dihidrogenogosfato de amoénia (NH4H,PO,) a

1 % (Organics, 99,999 %, trace metals basic). Para a quantificagao
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de Cd todas as leituras de amostras e solugdes foram realizadas

duas vezes, ja para a quantificagdo de chumbo foram realizadas

trés vezes.

Os programas de temperatura aplicados sdo dependentes do

elemento a analisar (Tabela V).

Temperatura Rampa de Tempo de .
Elemento Etapa Argon (Ar)
(°C) Temperatura (°C/s) | permanéncia (s)

Secagem 90 5 20 Max.
Secagem 105 3 20 Max.
Secagem 110 2 10 Max.

Cd .
Pirdlise 800 250 10 Max.
Atomizagao 1300 1500 3 Nulo
Limpeza 2300 500 4 Max.
Secagem 90 5 20 Max.
Secagem 105 3 20 Max.
Secagem 110 2 10 Max.

Pb . ,
Pirdlise 900 250 10 Max.
Atomizagao 1500 1400 4 Nulo
Limpeza 2300 500 4 Max.

Tabela V: Programa de temperatura da camara de grafite com plataforma

Utilizando uma solugdo mae-padrao de Cd (Fluka analytical,

Sigma-aldrich, 1000 mg/L+4 mg/L), realizou-se a curva de calibra-

¢ao para o Cd com as seguintes concentragbes: 0, 1, 2, 3, 4 e

5 ppb. Utilizando uma solugdo mae-padrao de Pb (Fluka analy-

tical, Sigma-aldrich, 1000 mg/L+4 mg/L), realizou-se a curva de

calibragéo para o Pb com as seguintes concentragées: 0, 5,0; 10,

20, 30, 40 e 50 ppb. As determinagdes de zinco (Zn) e de chumbo

(Pb) em amostras nao foram realizadas por razdes de ordem téc-

nica. A determinagdo de Cd em cada amostra foi realizada ap6s a
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[25] Regulamento n° 1881/2006 da
Comissao Europeia de 19 de De-
zembro de 2006 que fixa os teo-
res maximos de certos contaminan-
tes presentes nos géneros alimenti-
cios; Jornal Oficial da Unido Euro-

peia

validagdo do método.

Validacao de Métodos

Para validar o método avaliou-se a selectividade, linearidade
e gama de trabalho, limite de deteccéo (LD) e quantificagdo (LQ),
exactidao, repetibilidade e precisao intermédia, e precisdo do sis-
tema. Realizou-se a validagdo do método para determinagao de
Cd em amostras de alface seca (Lactuca sativa) e em amostras
de pulmao, rim, figado e coragdo de murganho (Mus musculus). A
validagao do método para a determinagao de Pb em amostra de al-
face seca (Lactuca sativa) foi comegada mas por motivos de ordem
técnica e problemas de contaminagédo ndo se conseguiu validar o

método.

Selectividade

A selectividade permite avaliar a capacidade do método ana-
litico de identificar especificamente o elemento a quantificar, in-
dependentemente de possiveis interferéncias quimicas. Para tal
prepararam-se quatro solugdes: solugcdo branco, solugéo padréo
do elemento a quantificar numa dada concentragao, solugao-amos-
tra e solugao-amostra fortificada com o elemento a quantificar numa
dada concentragao. A solucdo branco foi preparada da mesma
forma que a solugdo-amostra mas sem incluir a amostra.

Estas solugdes foram sujeitas aos procedimentos incluidos nas
secgbes Digestdo Assistida por Microondas e Espectrometria de
Absorcdo Atémica com Atomizacdo por Camara de Grafite. Para
determinar Cd em amostras de alface seca preparou-se a solu-
¢ao padrao de cadmio e a solugdo-amostra fortificada com con-
centracao de 3,30 ppb (concentragcao permitida por lei [25]). Para
quantificar o mesmo elemento mas em amostras de 6rgaos de Mus

musculus a concentragdo destas solugdes foi 3,00 ppb. Para a de-
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terminacao de Pb em alface seca, a concentragdo das mesmas so-
lugdes, de acordo com o que é permitido por lei [25], foi 16,65 ppb.
A avaliacao da selectividade foi calculada recorrendo a seguinte

equacgao:

[P_F] Asar—Asa
Yointerferéncia = = =1l 1 1
Jointerf [(Ap_px [SA] x 100 (1)

Onde,

[P_F] - Concentragdo do elemento a determinar na solugao pa-
dréo;

Ap r - Absorvancia da solugao padrdo do elemento a determinar;
Asa_r - Absorvancia da solugéo-amostra fortificada com o elemento
a determinar;

Asy - Absorvancia da solugdo-amostra;

[SA] - Concentragao do elemento a determinar na solugédo-amostra

fortificada.

Critério de aceitagao:

Yointerferéncia: < 20 %.

Linearidade e Gama de Trabalho

Para avaliar a linearidade e a gama de trabalho prepararam-se
seis solugdes padrao do elemento a determinar de acordo com o
protocolo de realizagdo de curvas de calibragdo na secgao Espec-
trometria de Absorgao Atémica com Atomizagao por Cadmara de
Grafite. Para a determinagao do cadmio as concentracdes foram:
0,5; 1,0 ; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 ppb. Ja para o chumbo as concentra-
¢oes foram: 5,0; 10, 20, 30, 40 e 50 ppb. Nesta etapa é neces-
sario avaliar o coeficiente de correlagéo e a percentagem relativa
de absorvancia da intercepgdo com o eixo do y da solugdo cuja

concentragao é 3,0 ppb para o Cd e 20 ppb para o Pb.
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Critério de aceitagao:
°/°intercepg:éo comy: S 10 %;

Coeficiente de correlagao: > 0,99.

Limite de Deteccdo e Quantificagao

O LD pode ser definido como a menor quantidade de analito
na amostra que pode ser detectada mas nao quantificada como
um valor exacto. Ja o LQ é definido como a menor concentragao
de analito na amostra que pode ser quantificada com um elevado
grau de precisao e exactidao.

Realizou-se as curvas de calibracdo da mesma forma que na
secgao anterior. Para calcular os LD e LQ para o analito em ques-

tao recorreu-se as férmulas seguintes:

Sy/x

LD =3x 2k 2)
m

LQ = 10% 2k 3)
a m

Onde,
Sy, - Desvio padrdo da resposta;

m - Declive da curva de calibragao.

Para verificar os valores obtidos preparou-se solugdes padrdo
com as concentragdes obtidas e mediu-se a sua absorvancia. Para
a verificagao do LQ na amostra, prepararam-se trés solugdes-amos-
tra independentes fortificadas com a concentragdo obtida para o
LQ. Com estes valores obteve-se a percentagem de recuperagao
e o desvio padrao relativo das recuperagdes do limite de quantifi-

cagdo. A recuperagao é calculada da seguinte forma:

34



[Analito];

[Analito]; 1% @

0/Orecuperag:éw =
Onde,
[Analito]; - Concentragao do analito na solugao injectada no GFAAS
(Ppm);
[Analito] s - Concentragéo tedrica do analito na solugao(ppm).

Critério de aceitagéo:

LD < LQ;

LQ na solugdo-amostra < concentragdo selecionada na secgao
Selectividade;

Yorecuperacao- 85-115 %.

Exactidao

Esta etapa permite verificar qual a proximidade entre um aceite
como correcto e o valor obtido pelo método analitico. A exactidao é
expressa como uma percentagem da recuperagao do valor teérico

do analito em questao.

Concentragao | Concentragéo
Volume Factor de _
Nivel (ppb) - alface (ppb) - drgéos N? de Solugdes
Final* (mL) Diluicéo
seca de murganho
Solugao
- - 20 10 2
Amostra
1 1,5 1,5 20 10 3
2 3,3 3 20 10 6
3 3,5 3,5 20 10 3

Tabela VI: Solugdes preparadas e analisadas; * Pesou-se 0,1 g de amostra

Avaliou-se a exactidao do método de determinagao de Cd em

amostras de alface seca e em amostras de 6rgdos de murganho.
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Para cada método prepararam-se e analisaram-se as solugdes re-
feridas na Tabela VI. Para tal seguiu-se os protocolos referencia-
dos nas secgbes Digestdo Assistida por Microondas e Espectro-
metria de Absor¢cdo Atémica com Atomizagao por Camara de Gra-
fite. Este procedimento foi realizado num dia.

Para avaliar a exactidao do método calculou-se as percenta-
gens de recuperagao de analito de cada solugao de acordo com a

Equagéo 4 e o seu desvio padrao relativo.

Critério de aceitagdo:
Yorecuperagao: 85-115 %;

Desvio padrao relativo: < 10 %.

Repetibilidade e Precisao Intermédia

A precisao é obtida com base hum conjunto de medidas que se
adquirem de varias solugdes que sao preparadas de acordo com
os protocolos propostos em Digestdo Assistida por Microondas e
Espectrometria de Absorgao Atémica com Atomizagao por Camara
de Grafite. A repetibilidade permite avaliar a precisao dos resulta-
dos num curto espago de tempo, ja a precisdo intermédia avalia
a precisao interlaboratorial, pois os protocolos sao realizados pelo
mesmo analista em dias diferentes e por um segundo analista.

A repetibilidade foi avaliada com os resultados obtidos da etapa
Exactiddo para o nivel dois da Tabela VI. Para a precisdo intermé-
dia realizaram-se duas solugcdes-amostra e seis solugdes-amostra
fortificadas com concentragao igual a do nivel dois da etapa de
Exactidao. Isto foi realizado por dois analistas distintos. Analisaram-
se estas solugdes e calculou-se a percentagem de recuperagao e
o desvio padrao relativo para cada solugdo. Para avaliar a precisao
intermédia comparou-se a média das recuperagdes obtidas pelos

dois analistas e pelo mesmo analista em dias distintos.
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Critério de aceitagao:
Yorecuperagao- 85-115 %;
Desvio padrao relativo (entre dias): < 20 %;

<%recuperag;é\o_Analista1 - °/°recuperagéo_Analista 2! < 20 %.

Precisao do Sistema

Com o objectivo de avaliar a precisdo do Espectrofotémetro de
Absorcao Atomica Analytik jena, modelo AAS ZEEnit 700 prepa-
rou e analisou-se uma solugao padrao do analito a determinar com
uma concentragao conhecida. No caso do método de determina-
¢ao do cadmio tanto em alface seca como em érgaos de murga-
nho a concentragao foi de 3,00 ppb. No caso da determinagéo de
chumbo em amostras de alface seca utilizou-se uma concentracao
de 16,65 ppb. Realizaram-se 6 medidas desta solugéo. Avaliou-se
os valores obtidos calculando o desvio padrao relativo dos Facto-

res de Resposta (FR).

Absorvéncia
FR= —«—
Concentragao

Critério de aceitagao:

Desvio padrao relativo: < 10 %.

Fluorescéncia de Raios-X

Realizou-se a analise de diferentes tipos de amostras. Avaliou-
se a assinatura elemental de agua destilada, de solugao de conta-
minantes (referida em Cultivo de Lactuca sativa), de alface controlo
e teste tanto fresca como seca e de alguns orgéaos recolhidos (rim,
figado e coragéo) de cada animal envolvido neste estudo. O rim,

tendo duas estruturas histolégicas, foi analisado na zona do cortex
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Figura 14: Equipamento de

Fluorescéncia de Raios-X - Hitachi
modelo SEA 6000VX

e na zona da medula.

A andlise por Fluorescéncia de Raios-X (Hitachi modelo SEA
6000VX) nao necessita de tratamento de amostra: € uma técnica
nao-destrutiva (Figura 14). Com isto, todas as amostras menci-
onadas foram colocadas, individualmente, num suporte. Este é
constituido por um paralelipipedo formado por compostos organi-
cos (de baixo nimero atémico portanto nao interferentes no resul-
tado) que previne algumas interferéncias que provém do suporte
metalico do equipamento, como por exemplo do silicio (Si). Fez-se
incidir raios-X com energias de 15 keV e 50 keV em cada uma das
amostras. Para energias mais baixas, como o exemplo dos 15 keV
utilizou-se o gas inerte hélio (He), para que interferéncias relati-
vas ao ar atmosférico, especificamente do gas argon (Ar), fossem
anuladas. Apds a leitura, retirou-se a amostra do suporte, lavando-
0 com agua destilada. Procurou-se fésforo (P), enxofre (S), cloro
(Cl), potassio (K), ferro (Fe), cobre (Cu), zinco (Zn), cadmio (Cd) e
chumbo (Pb).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Resultados e Discussao

Morfologia

Lactuca sativa

No geral, comparando o grupo controlo com o grupo teste pode
referir-se que este manifestou um crescimento mais rapido e de
modo mais saudavel, verificando-se poucas perdas de pés de al-
face. Histologicamente a observagéo da raiz, do caule e das folhas
nao mostrou diferengas significativas entre estes dois grupos (Fi-

gura 15).

Mus musculos

A histologia dos animais dos grupo C2 e C3 no que respeita
ao pulmao mostra algumas alteragdes morfolégicas em relacéo ao
grupo controlo. Observou-se estase e uma ligeira redugao do es-
pago alveolar, e alguns casos, a presenga de alveolites. Nao ha
lesbes bronquicas. Nao se observaram diferencgas significas entre
os grupos C2 e C3. No grupo T1 e T2 observam-se imagens de
estase e em cerca de metade dos casos é evidente a presenga
de BALT. Estas observagbes sao compativeis com a presenga de
uma agressao tecidular, pulmonar, ndo existentes nos grupos ante-
riores. No grupo submetido & administragcdo de agua contaminada,

apenas nos animais com administragdo mais prolongada, 15 dias,
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Figura 15: A - Histologia da raiz do
grupo controlo; B - Histologia da raiz
do grupo contaminado (VCE)

Figura 16: A - Histologia do pulmao

do grupo C2; B - Histologia do
pulméo do grupo T2 (HE)



Figura 17: A - Histologia do rim do
grupo T4; B - Histologia do rim do
grupo C3 (HE)

Figura 18: A - Histologia do figado
do grupo C2; B - Histologia do
figado do grupo T2 (HE)

Figura 19: A - Histologia do coracdo
do grupo C2; B - Histologia do
coragéo do grupo T4 (HE)

se observaram imagens sugestivas de estase. Nos outros ndo ha
alteragdes significativas comparativamente com o grupo controlo
(Figura 16).

No rim do grupo controlo verificou-se que ndo existem altera-
¢oes morfoldgicas significativas. Nos animais em que foi adminis-
trada ragdo modificada controlo observa-se de uma forma cons-
tante a presenga de estase, que parece mais evidente no grupo
C3. Nos grupos em que se administrou ragdo modificada teste
observa-se areas extensas de estase. Para os grupos T3, T4 e T5
verificou-se areas extensas de estase e em alguns casos a retrac-
¢ao do tufo glomerular (Figura 17).

Para o figado ndo se verificam alteragdes morfélogicas no
grupo controlo. Comparativamente, os grupos administrados com
racao modificada controlo apresentam vaculizagdo acentuada va-
riada. Este aspecto é semelhante no grupo T1 e T2 embora exista
um caso com necrose e dois casos com infiltrado inflamatério focal.
Nos grupos administrados com agua contaminada pode verificar-
se vaculizagdo acentuada no grupo com menor tempo de expo-
sicdo e a presenga de alguma estase nos grupos com tempo de
exposi¢do mais elevado.

No coragao, o grupo controlo ndo apresenta alteragées mor-
fologicas significativas. Os grupos C2 e C3 apresentam pequenos
focos com alteragbes degenerativas do citoplasma e que em al-
guns casos parece haver estase relativamente ao grupo controlo.
Os grupos T1 e T2 apresentam as mesmas alteragcdes morfologi-
cas. Nos grupos administrados com agua contaminada, verificam-
se pequenos focos com alteragdes degenerativas do citoplasma,
parecendo mais significativas nos grupos com tempo de exposi-

¢ao mais elevado.
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Validagao de Métodos

Validacao de método para determinacao de Pb em Alface (Lac-

tuca sativa)

Para avaliar a selectividade determinaram-se valores de absor-
vancia para a solugao padrao de Pb fortificada a 16,65 ppb, para
a solugado-amostra e para a solugdo-amostra fortificada com Pb
(16,65 ppb). Utilizou-se a média destes valores para calcular a
percentagem de interferéncia (Equagao 1): -25 %. Este valor nao

estd de acordo com os critérios de aceitagao postulados.

Linearidade - Pb
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Figura 20: Curva de calibragao utilizada para estudar a linearidade e gama de trabalho do

chumbo

Para o parametro da linearidade e gama de trabalho tragou-
se uma recta fazendo corresponder a cada valor de concentragcao
estipulado (5,000; 10,00; 20,00; 30,00; 40,00 e 50,00 ppb) o seu
valor médio de absorvancia (Figura 20). Calculou-se a percenta-
gem de intercepcao de y e o coeficiente de correlagéo, 25 % e
0,999, respectivamente. O valor para o coeficiente de correlagao

estd de acordo com os critérios de aceitagao, ja a % de intercep-
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¢ao do y ultrapassou o valor de aceitagcdo. Realizou-se uma curva
de calibragdo por cada dia de trabalho.

Os limites de detecgédo e quantificagdo foram obtidos recor-
rendo as Equagodes 2 e 3 e a curva de calibragdo para o Pb. Obteve-
se um limite de detecgao de 0,793 ppb e um limite de quantificagao
de 2,642 ppb. Estes valores néo foram verificados.

Posteriormente avaliou-se a precisao intermédia. Para tal, deter-
minaram-se os valores médios de absorvancia para cada solugao
realizada de acordo com o protocolo Repetibilidade e Precisdo In-
termédia (duas solugdes-amostra e seis solugdes-amostra fortifi-
cadas com chumbo a 16,65 ppb). Utilizando a Equacgéo 4 e tendo
em consideragao cada massa pesada e a média das concentra-
¢Oes obtidas para as solugdes-amostra, obteve-se a percentagem
de recuperacao de cada solugdo-amostra fortificada. Avaliou-se a
sua média e o desvio padrao relativo. Obteve-se um valor médio
de 115 % de recuperagao de chumbo e um desvio padrao relativo
de 25 %. O valor de recuperacéo esta de acordo com os critérios
de aceitagdo, mas o valor de desvio padrao apresenta-se muito
elevado.

Os restantes parametros para validagao do método nao foram
avaliados devido a problemas de contaminagdo e de ordem téc-

nica.

Validagao de método para determinacao de Cd em Alface (Lac-

tuca sativa)

Para a selectividade determinaram-se os valores médios de ab-
sorvancia da solugdo padrao de Cd fortificada a 3,300 ppb, da
solugdo-amostra e da solugdo-amostra fortificada com Cd (3,300
ppb). Obteve-se uma percentagem de interferéncia de -31 %. Este
valor ndo esta de acordo com os critérios de aceitagao postulados.

Para o parametro da linearidade e gama de trabalho tragou-se
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a curva de calibragdo para o Cd (Figura 21). Avaliou-se a percen-
tagem de intercepgao de y e o coeficiente de correlagéo, 36 % e
0,998, respectivamente. O valor para a % de intercepgao do y néo
esta de acordo com os critérios de aceitagdo, embora nao acon-
teca 0 mesmo para o coeficiente de correlagao. Foi efectuada uma

curva de calibragao por cada dia de trabalho.
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Figura 21: Curva de calibragao utilizada para estudar a linearidade e gama de trabalho do

cadmio

Para o limite de detecgao obteve-se 0,242 ppb e para o limite
de quantificacao 0,806 ppb. Estes valores nao foram verificados,
devido ao facto de se conhecer aproximadamente os teores admi-
nistrados aos grupos teste de alface.

Para a exactidao determinaram-se os valores médios de ab-
sorvancia para cada solugao preparada (Tabela VI). Utilizando a
Equacao 4 e tendo em consideragdo cada massa pesada e a mé-
dia das concentragOes obtidas para as solugdes-amostra, obteve-

se a percentagem de recuperagao de cada solugao-amostra for-
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tificada. Avaliou-se a média e o desvio padrao relativo. Para as
solugdes do nivel um obteve-se 92 % de recuperagao de cadmio
e um desvio padrao relativo de 1 %. Para o nivel dois, uma % de
recuperagao de 107 % e um desvio padrao relativo de 4 %. Por
fim, para o nivel trés a percentagem de recuperagao foi também
de 107 % e o desvio padrao relativo foi de 1 %. Para cada nivel
obtiveram-se valores que respeitam os critérios de aceitacao.

Para avaliar a precisao intermédia foram determinados os valo-
res médios de absorvancia para cada solugao preparada de acordo
com o protocolo Repetibilidade e Precisao Intermédia. Calculou-se
a percentagem de recuperagao e o desvio padrao relativo tal como
ja foi mencionado. Obteve-se um valor médio de 110 % de recu-
peracdo de cadmio e um desvio padrao relativo de 1 %. Para a
repetibilidade utilizaram-se os valores obtidos para a exactidao (ni-
vel 2) mencionados em cima. Posteriormente compararam-se 0s
resultados obtidos em dias diferentes (preciséo intermédia e repe-
tibilidade) obtendo-se um desvio padréo relativo entre dias de 2 %.
Avaliou-se também a diferenga entre as % de recuperagao para o
Cd para dois analistas diferentes: 20 %. Todos os valores obtidos
para a precisao estdao acordo com os critérios de aceitagao.

Avaliou-se a precisao do sistema calculando o Factor de Res-
posta (FR) para cada valor de absorvancia obtido da solugéo for-
tificada a 3,000 ppb (Equagao 5). Obteve-se um desvio padrdo
relativo de 1 %.

A selectividade e o valor obtido para a % de intercepgao de y
nao foram validados. Estes dois parametros estédo relacionados,
pois quando a % de intercepgao de y é elevada obtém-se valores
de ordenada na origem da curva de calibragcdo elevados e, con-
sequentemente, valores negativos para a concentragdo quando
os valores de absorvancia séo muito baixos. Tendo em conta
que a selectividade compara valores de absorvancia de solugao-

amostra, obtém-se valores negativos para a % de interferéncia.
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Este fenédmeno pode dever-se a influéncia da matriz, mas como
valores adquiridos para a linearidade, precisao e exactidao estéo
dentro dos critérios de aceitacdo considerou-se que o método é

selectivo e, consequentemente, foi validado.

Validacao de método para determinacao de Cd em o6rgaos de

murganho (Mus musculus)

Para o estudo da selectividade obtiveram-se os valores médios
de absorvancia da solugédo padrao de Cd fortificada a 3,000 ppb,
da solugdo-amostra e da solugao-amostra fortificada com Cd (3,000
ppb). A percentagem de interferéncia, -26 %, ndo esta concor-

dante com os critérios de aceitacao.
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Figura 22: Curva de calibragéo utilizada para estudar a linearidade e gama de trabalho do
cadmio
Para o parametro da linearidade e gama de trabalho, com o
auxilio da curva de calibragédo para o Cd (Figura 22), obteve-se a
percentagem de intercepgcao de y e o coeficiente de correlagao,
38 % e 0,999, respectivamente. O coeficiente de correlagao esta
dentro dos critérios de aceitagao, ja o valor para a % de intercep-

¢ao do y ndo cumpre os critérios postulados.
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Obteve-se um limite de detec¢do de 0,168 ppb e um limite
de quantificagao de 0,560 ppb. O valor de LQ foi verificado atra-
vés dos valores de % de recuperacao e desvio padrao relativo de
solucdes-amostra fortificados com cadmio a 1 ppb. A percentagem
de recuperagao obtida foi de 97 % e o valor de desvio padréao rela-
tivo foi de 3 %. Ambos os valores estao de acordo com os critérios
de aceitagcao.

Para avaliar a exactidao realizou-se o mesmo tratamento de da-
dos referido anteriormente. Para as solugdes do nivel um obteve-
se 98 % de recuperagado de cadmio e um desvio padrao relativo
de 5 %. Para o nivel dois, obteve-se 114 % de recuperagao e um
desvio padrao relativo de 6 %. Por fim, para o nivel trés a percen-
tagem de recuperagao foi 115 % e o desvio padrao relativo foi de
1 %. Estes valores respeitam os critérios de aceitagéo.

Para a precisao obteve-se um valor médio de 111 % de recupe-
racdo e um desvio padrao relativo de 3 %. Os valores obtidos estao
dentro dos critérios de avaliagdo. Para a repetibilidade utilizaram-
se os valores obtidos para a exactidao (nivel 2) mencionados em
cima. Avaliou-se a diferenca entre as % de recuperacao para o Cd
para dois analistas diferentes: 16 %. Comparando os resultados
obtidos em dias diferentes (precisdo intermédia e repetibilidade)
obtendo-se um desvio padrao relativo entre dias de 2 %. Ambos
os valores estao concordantes com os critérios de aceitagao.

Para precisdo do sistema calculou-se o Factor de Resposta
(FR) para cada valor de absorvancia obtido da solugéo fortificada
a 3,000 ppb (Equacao 5). Obteve-se um desvio padrao relativo de
1 %. Este valor esta de acordo com os critérios de aceitagao.

Neste processo de validagéo, os valores obtidos para a percen-
tagem de interferéncia e de intercepgao do y também nao estédo
concordantes com os critérios de aceitagao e, tal como ja foi men-
cionado, considerou-se que o método é selectivo e, consequente-

mente, foi validado. E de referir ainda que esta validagao foi rea-
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lizada com amostras de figado, rim, pulmao e coragao escolhidas
aleatoriamente dentro de cada etapa a validar. Isto foi realizado
com o objectivo de verificar se a matriz interferia igualmente em

cada 6rgao.

Quantificacao de Cd

Apoés a validagdo do método determinou-se a quantidade de
cadmio existente nas amostras de alface seca das réplicas 1 a3 e
das amostras de pulmao, figado, rim e coragao dos animais inclui-
dos nos grupos C01, C02, C03, TO1 e TO2 (os restantes grupos
foram excluidos por motivos de ordem técnica).

Para cada amostra de alface realizaram-se duas aliquotas, ja
para as amostras de 6rgao de murganho realizou-se uma aliquota.
Tomando em consideragdo que o tratamento de resultados foi o
mesmo que se utilizou para a Exactiddo e Repetibilidade e Preci-
sdo Intermédia apenas se apresentam os resultados obtidos.

Para as amostras de alface, para a todos os grupos controlo da
réplica 1 a 3 obteve-se concentragdes abaixo do limite de detec-
cao. Para a réplica 1 obteve-se uma concentragédo de 0,529 ppm
com um desvio padrao relativo de 8 %. Para a réplica 2, o grupo
teste apresenta 0,520 ppm com um desvio padrao relativo de 11 %.
Para o grupo teste da réplica 3 verificou-se um valor mais elevado:
2,735 ppm com um desvio padréo relativo de 3 %. Estes valores
estdo acima do que é permitido por lei [25]. Pode referir-se que a
racédo modificada controlo administrada aos murganhos néo conti-
nha cadmio e a ragao modificada teste continha 0,937 mg de Cd/kg
de alface fresca. Ja nas amostras de érgao de Mus musculus, para

todos os grupos avaliados obteve-se concentragdes abaixo do LD.
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C1 - Grupo de 8 animais do sexo
masculino que foram mantidos sem

qualquer manipulagao experimental;

C2 - Grupo de 5 animais do
sexo feminino que foram sujeitos a
administracéo de ragcdo modificada

controlo durante 5 dias;

C3 - Grupo de 5 animais do
sexo feminino que foram sujeitos a
administracéo de racdo modificada
controlo durante 10 dias;

T1 - Grupo de 5 animais do
sexo masculino que foram suijeitos a
administracéo de racdo modificada
teste durante 5 dias;

T2 - Grupo de 2 animais do
sexo masculino e 3 animais do
sexo feminino que foram sujeitos a
administracéo de ragcdo modificada
teste durante 10 dias.



Fluorescéncia de Raios-X

Para cada amostra foram efectuadas duas analises, uma com
energia incidente de 15 keV e outra com energia de 50 keV (Figu-
ras 23 e 24). No eixo das ordenadas estédo representados o nu-
mero de contagens (de fotdes) emitidos pela amostra em cada se-

gundo (cps) e no eixo das abcissas a energia dos mesmos, em keV
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Figura 23: Espectro obtido para uma amostra de figado aplicando energia de 50 keV
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Figura 24: Espectro obtido para uma amostra de figado aplicando energia de 15 keV
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Existe uma zona continua, representada a preto, que corres-
ponde a radiagao de fundo j& mencionada. Cada pico representa
uma transi¢do electrénica correspondente a um dado elemento.
Assim, cada elemento pode apresentar varios picos conforme as
transi¢gdes que podem ocorrer em consequéncia da lacuna inicial.
Na Figura 23, observa-se a linha principal (transigdo mais provavel)
do chumbo identificada a verde e, ainda, linhas secundérias com
energias superiores. Na Figura 24 observam-se também linhas de
menor energia para o Pb. Neste caso particular, este elemento ndo
esta presente. Avaliando a Figura 24 verifica-se que o elemento Fe
esta presente nesta amostra, pois existe um pico caracteristico da
transicdo mais provavel e também um pico de uma das transigdes
menos provaveis. Para o tratamento dos resultados s6 se avaliou
o pico principal de cada elemento analisado. No canto superior
esquerdo de cada espectro esta representada a zona da amostra
em que incidiu os raios-X.

Para avaliar os resultados obtidos é necessario conhecer a
area de cada pico a que foi retirada a radiagdo de fundo: co-
nhecendo as gamas de energia correspondentes a cada elemento
e, tomando o caso particular do ferro com energias entre 6,23 -

6,57 keV (Figura 25), subtraiu-se a area correspondente ao fundo.
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Figura 25: Pico representativo do ferro
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Figura 27: Picos caracteristicos de
P, SeCl

O procedimento para retirar o fundo consistiu em primeiramente,
verificar qual o valor de cps correspondente aos valores de ener-
gia 6,23 keV e 6,57 keV, que neste caso sdo, aproximadamente,
iguais. Realizou-se uma média destes valores com o objectivo de
encontrar um ponto médio da linha de base do pico de Fe (repre-
sentada a preto na Figura 25). Seguidamente, a cada valor de cps
que constitui o pico, subtraiu-se o valor médio da linha de base
(Figura 26). Finalmente, somou-se cada valor de obtido com o

objectivo de conhecer a area do pico caracteristico do ferro.
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Figura 26: Pico representativo do ferro sem fundo

Observando a Figura 24 verifica-se que para os picos caracte-
risticos de P, S e Cl existe uma sobreposicao das curvas gaussia-
nas. Assim, para obter a area de cada pico individual realizou-se
o tratamento destes picos como sendo apenas um. Verificou-se
qual o valor de cps para o valor inicial da gama de energia do P
(1,88 keV) e o valor de cps para o valor final da gama de energia
do Cl (2,77 keV). Calculou-se o declive da linha de base destes
trés picos, realizando a diferenga entre estes dois valores e divi-
dindo o resultado pelo nimero valores existentes entre os valores
de energia 1,88 e 2,77 keV (Figura 27). Seguidamente, tragou-se

arecta da linha de base desde o valor de cps para 1,88 keV até ao
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valor de cps para 2,77 keV utilizando o declive calculado. Subtraiu-
se o0 valor de cps obtido para a amostra com o obtido para a recta
da linha de base extraindo, assim, o fundo de cada valor individual.
Finalmente, realizou-se a soma dos valores de cps obtidos para
cada pico obtendo a area de interesse do P, S e Cl.

Estes tratamentos foram realizados para todos os espectros
obtidos tendo em consideragao as gamas de energia caracteristi-
cas de cada pico. O pico de ferro em particular pode ser observado
tanto em resultados obtidos com raios-X de 15 keV e de 50 keV. A
eficiéncia de fotoionizagao para a incidéncia de 15 keV é superior
relativamente a de 50 keV e deu-se maior importancia aos resulta-

dos obtidos.

Agua destilada e Solugdo Contaminada

Primeiramente, analisaram-se as amostras de agua destilada
e da solugdo administrada as alfaces e aos animais dos grupos
T3, T4 e T5 para verificar a presenga dos elementos Zn, Pb e Cd

(Figura 28).

T3, T4 e T5 - grupos de 5 animais
do sexo feminino, sujeitos a adminis-
tracdo de uma solugdo realizada de
acordo com a secgédo Cultivo de Lac-
tuca sativa durante 5, 10 e 15 dias,
respectivamente

B Agua Destilada

® 5olugdo Contaminada

m Agua Destilada
15 kev B Solugdo Contaminada 50 kev
Acps 35 Acps 70
30 50
25 50
20 40
15 30
10 20
5 10 4
0 S o mll
P 5 cl K Fe Fe

Zn Pb cd

Figura 28: Areas de cps obtidas para a 4gua destilada e solugao contaminada; A esquerda
encontram-se os resultados obtidos para energia de incidéncia de 15 keV; A direita a energia

de incidéncia foi de 50 keV

Avaliando os resultados obtidos para incidéncia de raios-X com
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energia de 15 keV, observa-se a presenga de Fe com uma area de
cps de 30,69. Dentro das limitagdes e sensibilidade do equipa-
mento e técnica de XRF, verifica-se a inexisténcia dos elementos
P, S, Cl, K e Fe na amostra de agua destilada. Para os 50 keV
observa-se apenas a presenga de Fe na amostra de agua des-
tilada (Acps de 3,35). Para a amostra de solu¢gdo contaminada
verifica-se a presenca de ferro (area cps de 9,69), de cobre (area
de 14,23) de zinco (area de cps de 62,59) e, por fim, chumbo com
uma area de cps de (area de 48,53). A area do pico de Fe pre-
sente na amostra de solugdo de contaminantes € superior a &rea

da amostra de agua destilada.

Lactuca sativa

Uma avaliagdo inicial dos resultados sem qualquer tratamento
da amostra de alface (Figuras 33 e 34 - Anexo /) e amostra de
orgao (Figuras 23 e 24) permite reconhecer diferengas. Como é
conhecido um érgao e um vegetal apresentam estruturas elemen-
tares distintas. Com este estudo pode avaliar-se algumas dessas
diferengas: para os espectros correspondentes a 15 keV, mesmo
tendo em conta a diferenca de escala, para a alface observam-se
valores de area de cps muito superiores relativamente ao érgéo.
A amostra de alface parece apresentar valores de area de cps
muito inferiores para o P e S relativamente ao 6rgéo. Pode mesmo
verificar-se que nao existe Fe na alface. S&o claramente visivisl
niveis muito baixos de Cl e K no 6rgao relativamente a alface.

Realizou-se esta analise em trés amostras de alface fresca e
seca tanto de controlo como contaminada. Foi calculada a média
e desvio padrdo de cada grupo. E de referir que os elementos nao
presentes parecem ter uma tendéncia para nao existir na amostra
(P e S) ou sao resultados pouco semelhantes apresentando um

desvio padrao muito elevado relativamente aos outros elementos

52



referenciados (Cd).

Alface Fresca- 15 keV Wcontmlo M.Teste Alface Fresca - 50 keV W Controlo M Teste
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Figura 29: Valores médios de areas de cps obtidas para amostras de alface fresca para os
grupos controlo e teste; A esquerda encontram-se os resultados obtidos para energia de
incidéncia de 15 keV; A direita a energia de incidéncia foi de 50 keV

Comparando primeiramente os grupos teste e controlo para
amostra de alface fresca (Figura 29), pode verificar-se que existe
uma tendéncia para a diminuicdo dos valores médios de Cl, Fe
(incidéncia a 50 keV), Cu, Zn e Pb na amostras sujeitas a contami-
nacao relativamente as amostras controlo. Para os elementos de
namero atomica mais elevado nao se conseguiu obter homogenei-
dade das amostras. Pode observar-se uma tendéncia para um au-
mento nos valores médios de area de cps do K, embora tendo em
consideracao os valores de desvio padréo obtidos. Parece exis-
tir o elemento ferro (incidéncia a 15 kev) mas, relativamente aos
elementos de Cl e K, os seus valores médios de area de cps sao
vestigiais.

Para a alface seca (Figura 30) tanto para os 15 keV como os
50 keV pode-se verificar que existe uma tendéncia para que os va-
lores de desvio padrao sejam inferiores aos obtidos nas amostras
anteriores. Parece existir apenas um decréscimo dos valores de
area de cps para o elemento Cl. Os restantes elementos (excepto
o Fe obtido a 15 keV) parecem apresentar um aumento significa-
tivo, embora os elementos Fe e Zn obtidos a 50 keV apresentem

pouca homogeneidade na amostra. E de referir a presenca de
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Figura 30: Valores médios de areas de cps obtidas para amostras de alface seca para os
grupos controlo e teste; A esquerda encontram-se os resultados obtidos para energia de
incidéncia de 15 keV; A direita a energia de incidéncia foi de 50 keV

chumbo no grupo teste em comparagdo com o grupo controlo.

Grupo controlo -15 kev M Alface seca W Alface Fresca Grupo Controlo - 50 keV  sakaceseca mAkFace Fresca

25

20

15

Acps (ua.)

cl K Fe

Figura 31: Valores médios de &reas de cps obtidas para o grupo controlo para amostras de
alface fresca e seca; A esquerda encontram-se os resultados obtidos para energia de
incidéncia de 15 keV; A direita a energia de incidéncia foi de 50 keV

Comparando a alface seca com a fresca do grupo controlo (Fi-
gura 31) pode observar-se, para energias de 15 keV parece ocor-
rer uma diminuicdo da média das areas de cps tanto de Cl como
de K. O Fe esta presente embora em niveis muito reduzidos re-
lativamente a estes elementos. Para energias de 50 kev apenas
as amostras secas do Fe e Zn apresentam homogeneidade. Com
isto, parecem existir valores médios de area de cps superiores para
amostras frescas para o Fe e Cu. Para o Zn parece existir uma ten-
déncia para que os valores médios de area de cps diminuam com

a secagem.
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Figura 32: Valores médios de &reas de cps obtidas para o grupo teste para amostras de alface
fresca e seca; A esquerda encontram-se os resultados obtidos para energia de incidéncia de

15 keV; A direita a energia de incidéncia foi de 50 keV

Para os grupo teste (Figura 32) parece existir a mesma corre-
lagéo concluida anteriormente, que os valores médios de &rea de
cps parecem aumentar quando nas amostras secas. E de referir
que os valores de desvio padrdo para o Fe, Cu e Zn (energias de

50 keV) sugerem pouca homogeneidade de amostras.

Mus musculus administrados com dgua contaminada

Apds o tratamento de resultados j& mencionado obtiveram-se
os valores médios da area de cps e o desvio padrao de cada ele-
mento para as amostras de figado, rim (zona do cortex e da me-
dula) e coragéo de cada grupo (C1, T3, T4, T5) - Anexo Il (ape-
nas estdo apresentados os resultados para um 6rgdo). Posterior-
mente estes resultados foram agrupados com o objectivo de com-
parar, elemento a elemento, cada grupo e cada érgao (Anexo Il e
Anexo IV, respectivamente).

Nas Figuras 43 e 44 (Anexo lll) pode observar-se os resulta-
dos obtidos para amostras de figado dos grupos C1, T3, T4 e T5.
Na Figura 43, particularmente o grupo C1, verificou-se que o Fe,
Cu, Zn, Pb e Cd, apresentam os valores médios de area de cps de

146,51; 23,73; 82,65; 1,53 e 0 com desvio padrao de 54,11; 5,63;
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C1 - Grupo de 8 animais do sexo
masculino que foram mantidos sem

qualquer manipulagao experimental;

T3 - Grupo de 5 animais do
sexo feminino que foram sujeitos a
administragdo de agua contaminada
com Cd, Pb e Zn durante 5 dias;

T4 - Grupo de 5 animais do
sexo feminino que foram sujeitos a
administragdo de agua contaminada
com Cd, Pb e Zn durante 10 dias;

T5 - Grupo de 5 animais do
sexo feminino que foram sujeitos a
administragdo de agua contaminada
com Cd, Pb e Zn durante 15 dias.



15,98; 8,67 e 155,48, respectivamente. Para o grupo T3, verificou-
se que o Fe apresenta um valores médios de area de cps 19,80
com um desvio padrdo de 40,53; para o Cu obtiveram-se valores
médios de area de cps de 16,90 e um desvio padrdo de 8,66; o
Zn apresenta uma média de area de cps de 67,45 e um desvio pa-
drao de 13,94; o Pb apresenta valores médios de area de cps de
0 com desvio padrao de 9,52; finalmente, para o Cd observam-se
valores médios de area de cps de 16,47 e um desvio padrdo de
53,04. Para o grupo T4, os elementos ferro, cobre, zinco, chumbo
e cadmio apresentam os seguintes valores de média de area de
cps: 196,80; 16,97; 64,59; 0 e 20,61 com os seguintes desvio
padrdo: 24,18; 6,45; 11,44; 3,61; 101,31, respectivamente. Por
fim, para o grupo T5 o elemento de Fe apresenta uma &rea mé-
dia de cps de 238,77 com um desvio padréo de 30,95; para o Cu
obteve-se um valor médio de area de cps de 20,53 e um desvio
padrao de 5,49; o elemento Zn apresenta um valor de area de cps
de 62,66 com um desvio padrao de 6,33; Ambos os elementos de
Pb e Cd apresentam uma area média de 0 com um desvio padrao
de 10,84 e 117,43, respectivamente. Avaliando estes resultados
pode referir-se que o ferro tem tendéncia para aumentar e o zinco
tem tendéncia a diminuir com o aumento do tempo de exposi¢do
a contaminagao, embora se observem valores de desvio padrao
elevados relativamente a média. Nenhuma concluséao significativa
pode ser retirada para os elementos de Pb e Cd devido aos va-
lores obtidos para o desvio padrao. Relativamente ao cobre € de
referir que o grupo C1 apresenta valores superiores comparativa-
mente aos outros grupos e ainda que parece existir tendéncia para
aumentar com o tempo de exposi¢ao (de T3 a T5). Avaliando os re-
sultados obtidos para energia de incidéncia de 15 keV (Figura 44)
pode verificar-se que os valores de desvio padrao, em geral, sao
elevados relativamente a sua média. Para o elemento ferro parece

existir, também, uma tendéncia para o seu aumento com o tempo
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de exposicao, embora o grupo T4 exiba valores médios de area
de cps inferiores aos do grupo T3. Avaliando os elementos P, S,
Cl e K néo parece existir uma correlacéo significativa entre cada
grupo. Para o fésforo verifica-se valores de média de area de cps
muito semelhantes para os diferentes grupos. Parece existir uma
tendéncia para se manter constante ao longo do tempo de exposi-
¢ao. O elemento S parece ter a mesma tendéncia que o P, embora
o valor de média de area de cps para o grupo T3 seja ligeiramente
superior. Para o cloro parece existir uma tendéncia para diminuir
ao longo do tempo de exposigao, mas como se pode verificar, para
0 grupo T5, os valores médios de area de cps sao superiores. O
potassio nao apresenta uma correlagao significativa. Os valores de
desvio padrao obtidos para cada grupo sao elevados relativamente
a média obtida.

Para o rim na zona do cértex (Figuras 45 e 46 - Anexo lll),
para incidéncia de energia de 50 keV, pode verificar-se que parece
existir uma tendéncia para o aumento do elemento Fe com o au-
mento do tempo de exposic¢ao tal como se verificou no figado com
a mesma incidéncia de energia. Para o elemento Zn parece existir
uma tendéncia para o aumento do valor médio de cps tendo em
conta apenas os grupos teste T3, T4 e T5. Para o Cu nada de sig-
nificativo se pode concluir mas verifica-se que os grupos C1 e T4
apresentam valores médios de area de cps superiores aos grupos
T3 e T5. Para os elementos Pb e Cd, nada se pode concluir de-
vido aos valores elevados de desvio padrao. Para incidéncias de
energia inferiores (Figura 46) pode referir-se que relativamente ao
P parece existir uma tendéncia para a sua diminuicdo desde o mo-
mento que ocorre a administragdo com 5 dias para a administragao
de 15 dias. Parece ocorrer um decréscimo do elemento S a medida
que o tempo de exposicdo aumenta, ja para o Cl parece ocorrer o
comportamento contrario embora com valores médios de area cps

inferiores. Para o potéssio (K) verifica-se que o grupo C1 tem valo-
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res médios inferiores aos obtidos para o grupo T3 e a medida que
0 tempo de exposigao aumenta parece existir uma diminuigcao da
média da area de cps. Nada se pode referir relativamente a corre-
lagdo entre grupos para o elemento Fe. E de referir que os valores
de desvio padrao obtidos sao elevados relativamente a sua média.

Na Figura 47 (Anexo Ill), pode verificar-se que para o rim na
zona da medula, os elementos Pb e Cd ndo apresentam resulta-
dos significativos devido ao facto de se ter obtido diferencas sig-
nificativas entre os animais presentes em cada grupo. Para os
restantes elementos nao parece existir uma correlagdo significa-
tiva. Para o Fe verifica-se variagdes alternadas das areas médias
de cps, embora o valor mais elevado seja do grupo T5. Para o
Cu, o valor de média de area de cps mais elevado é também o do
grupo T5, embora parega que existe um decréscimo do mesmo do
grupo controlo até ao grupo exposto a agua contaminada durante
10 dias. O Zn exibe um comportamento semelhante ao do Cu em-
bora com valores médios de area de cps superiores. Os valores
de desvio padrao obtidos sao elevados relativamente a sua média.
Avaliando a Figura 48, pode referir-se que, para os elementos K e
Fe, ndo parece existir uma correlagéo significativa pois existe uma
variagao alternada do valor médio de area de cps com o aumento
do tempo de exposigao. Para o Cl parece existir um aumento da
média da area de cps ao longo do tempo de exposi¢do de 5, 10 e
15 dias, mas grupo controlo apresenta valores superiores de area
de cps relativamente ao grupo T03. Parece existir uma tendén-
cia para que o elemento de S se mantenha constante ao longo do
tempo de exposig¢ao. Ja o P apresenta valores de area de cps que
aparentam diminuir ao longo do tempo de exposi¢ao, embora o va-
lor média de area de cps para o grupo controlo revele-se inferior
ao obtido para o grupo T3. E importante referir que os valores de
desvio padréo obtidos revelam variag6es elevadas dos valores que

constituem cada grupo.
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Finalmente, para o 6rgéao coragao (Figuras 49 e 50 - Anexo Il)
verifica-se que parece nao existir qualquer correlagéo significativa
entre cada grupo. Para elementos obtidos a 50 keV, particular-
mente o Fe, verifica-se que o valor médio de area de cps para o
grupo T4 é muito superior aos restantes, mas este apresenta va-
lores de desvio padrao muito elevados relativamente aos desvios
padrao obtidos para os restantes grupos. Assim, é de referir que
parece existir uma tendéncia para o aumento do elemento Fe ao
longo do tempo. Para o elemento Cu parece que ocorreu um au-
mento da média da area de cps do grupo C1 para o grupo T3.
Posteriormente, parece que existe uma diminuigao deste elemento
ao longo do tempo de exposigdo. Para o Zn é de referir que nao
parecem existir correlagdes significativas entre grupos. Como se
pode verificar, tanto para o elemento Cd como para o Pb néao é
possivel retirar qualquer conclusdo. Na Figura 50 pode verificar-
se que tanto o Fe como o K e o S parecem apresentar o mesmo
tipo de variagdo ao longo do tempo de exposi¢do. Parece existir
uma diminuigcao do grupo controlo para o grupo T3; posteriormente
ocorre um aumento para o grupo T4 e, por fim novamente um de-
créscimo para o grupo T5. Para o cloro parece que existe uma
tendéncia para se manter constante ao longo do tempo de expo-
sicdo, embora o grupo T4 apresente valores de média de area de
cps superiores aos dos restantes grupos. Comportamentos seme-
lhantes aparentam verificar-se para o elemento P embora pareca
existir um aumento nos valores médios de area de cps dos grupos
C1 e T5. Os valores de desvio padrao obtidos para cada grupo sao
elevados.

No Anexo IV pode verificar-se 0s mesmos resultados obtidos
para os grupos C1, T3, T4 e T5 mas comparando os elementos
presentes em cada 6rgdo. Na Figura 51 pode verificar-se que to-
dos os elementos, excepto o Cd e Pb, parecem existir com um va-

lor superior de média de area de cps no figado relativamente aos
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restantes érgaos. Comparando as estruturas histolégicas do rim,
pode verificar-se que tanto o elemento Fe como o Zn parecem ter
tendéncia para revelar valores de média de area de cps superiores
na zona da medula. Para os elementos de chumbo e cadmio néo
se pode retirar uma concluséo significativa devido aos valores ele-
vados de desvio padrao. Na Figura 52 verifica-se que existe uma
tendéncia para elementos como o Fe e K existiram com valores su-
periores de area de cps no figado relativamente a outros 6rgaos.
No caso dos elementos P, S e Cl os valores médios de area de
cps superiores tem tendéncia a verificar-se na zona da medula no
rim. Comparando as estruturas histolégicas do rim verifica-se que
existe uma tendéncia para que o valor médio das areas de cps seja
maior na zona da medula em todos os elementos. Parao P e Cl o
coragao parece apresentar as médias de area de cps mais baixas.

Para o grupo T3 (Figuras 53 e 54 - Anexo Ill), para energia
de incidéncia de 50 keV, verifica-se que o figado tem tendéncia
a apresentar valores médios de area de cps relativamente a ou-
tros 6rgaos para os elementos de Fe e Zn. O elemento de Cu
parece existir com valores superiores de média de area de cps no
coracao relativamente as outros orgaos. Verifica-se a diferenca
entre as estruturas histolégicas do rim, sendo que mais uma vez
a zona da medula parece apresentar valores médios de area de
cps superiores aos da zona do cértex. Para os elementos de Cd e
Pb, devido aos seus valores de desvio padréo, nada se pode con-
cluir. Para energia de incidéncia de 15 keV, pode verificar-se que
as correlagdes obtidas sdo semelhantes as obtidas para o grupo
C1. Verifica-se para o Fe e K os valores médios de area de cps tém
tendéncia a ser superiores no figado, enquanto que para os ele-
mentos P, S e Cl os valores médios de area de cps tém tendéncia
a ser mais elevados na zona da medula do rim. Em todos os ele-
mentos parece verificar-se que a estrutura da medula no rim apre-

senta valores médios de area de cps superiores a zona do cortex
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no mesmo 6rgdo. Alguns valores de desvio padrao apresentam-se
elevados.

Para o grupo exposto a agua contaminada durante 10 dias
(T4), verificaram-se resultados semelhantes aos obtidos para os
dois grupos anteriores (Figuras 55 e 56 - Anexo IV). Para energia
de incidéncia de raios-X de 50 keV verifica-se valores médios de
area de cps superiores no figado para os elementos ferro e zinco.
Ja para o elemento Cu verifica-se valores superiores no coragao.
Apenas se verificou valores superiores de média de area de cps na
zona da medula comparativamente a zona do c6rtex do rim para
os elementos Fe e Zn . Para os elementos de chumbo e cadmio
nada se conclui. Na Figura 56 avalia-se que para os elementos
de P, S e Cl parecem existir valores superiores de média de area
de cps na zona da medula do rim relativamente aos outros érgaos
estudados. Ja para os elementos Fe e K verifica-se que é o figado
tem tendéncia a apresentar valores médios de area de cps supe-
riores relativamente aos restantes érgaos. Parece constante que
os valores médios de area de cps da zona da medula do rim se
apresentem superiores aos da zona do cértex. E de notar que os
valores de desvio padrao sao relativamente elevados.

Nas Figuras 57 e 58 (Anexo 1V) estao representados os re-
sultados finais para o grupo T05 comparando cada érgao estu-
dado. Primeiramente, para os elementos obtidos com incidéncia
de 15 keV, verifica-se que se obtém as mesmas correlagbes obti-
das para os resultados do grupo T4. Ja para os elementos obtidos
com incidéncia de 50 keV, refere-se também que para o elemento
Cu parecem existir valores médios de area de cps superiores na
zona da medula do rim. Verifica-se que apenas para o elemento
de ferro parece obter-se valores médios de area de cps superiores
aos restantes orgaos. Para o Zn, esta avaliagdo parece ser incon-
clusiva devido a proximidade dos valores médios de area de cps

entre o figado e a zona da medula do rim, tendo em consideragao
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C1 - Grupo de 8 animais do sexo
masculino que foram mantidos sem

qualquer manipulacdo experimental;

C2 - Grupo de 5 animais do
sexo feminino que foram sujeitos a
administracao de racdo modificada

controlo durante 5 dias;

C3 - Grupo de 5 animais do
sexo feminino que foram sujeitos a
administracao de racdo modificada
controlo durante 10 dias;

T1 - Grupo de 5 animais do
sexo masculino que foram sujeitos a
administracao de racdo modificada
teste durante 5 dias;

T2 - Grupo de 2 animais do
sexo masculino e 3 animais do
sexo feminino que foram sujeitos a
administracao de racdo modificada

teste durante 10 dias.

os seus valores de desvio padrdo. Para todos os elementos pare-
cem ocorrer valores médios de area de cps superiores na zona da
medula relativamente a zona do cértex do rim. Para os elementos
de Cd e Pb nada se pode concluir pois exibem valores de desvio

padrdao muito relevados relativamente aos seus valores médios.

Mus musculus administrados com alface controlo e alface contami-

nada

Realizou-se um tratamento de resultados semelhante ao refe-
rido anteriormente. Os grupos avaliados saos C1, C2,C3, T1 e T2
comparando-se 0s mesmos parametros, cada 6rgéo (Anexo V) e
cada grupo (Anexo VI).

Nas Figuras 59 e 60 pode observar-se os resultados obtidos para
o figado comparando cada grupo. Para energia de incidéncia de
50 keV pode referir-se que o elemento Cu parece ter tendéncia a
manter-se constante ao longo do estudo. Para o Fe verifica-se que
o grupo C1 parece apresentar valores médios de area de cps mais
baixos relativamente aos restantes grupos. Parece existir uma ten-
déncia para que os valores médios de area de cps permanegam
constantes nos grupos de controlo positivo (C2 e C3). Existe uma
tendéncia também para a diminuicdo dos valores médios de &rea
de cps ao longo do tempo de exposicao a contaminantes (T1 e
T2). Parece existir uma tendéncia para que o elemento Zn diminua
a medida que o tempo de exposigao a ragao modificada controlo
aumente. Avaliando os grupos T1 e T2 verifica-se que parece ocor-
rer um aumento dos valores médios de area cps relativamente ao
grupo C3. O grupo T2 parece apresentar valores médios de &rea
de cps inferiores relativamente ao grupo T1, sugerindo que o ele-
mento zinco apresenta uma tendéncia para diminuir a medida que
aumenta o tempo de exposicdo. Relativamente aos elementos de

Pb e Cd nada se pode concluir pois apresentam desvios padrao
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elevados. Os valores de desvio padrao para os elementos de Fe,
Cu e Zn, séo altos relativamente a sua média. Na Figura 60 pode
observar-se que o P, S e Cl parece terem uma tendéncia a perma-
necerem constantes ao longo do estudo, embora se possa referir
que parece ocorrer um ligeiro aumento dos valores médios de area
de cps do elemento P e S a medida que o tempo de exposi¢ao a
racao modificada teste aumenta (T1 e T2). Para o elemento de Fe
parece existir uma tendéncia para o aumento da média da area de
cps para os grupos controlo (C1, C2 e C3) e um decréscimo da
média da area de cps para 0s grupos sujeitos a ragao modificada
teste. Para o K parece ocorrer uma diminuicdo dos valores médios
de area de cps ao longo dos grupo controlo e um aumento dos
valores médios de area de cps ao longo dos grupos teste.

Para o rim na zona do cértex avaliou-se primeiramente a Fi-
gura 61. Para o elemento ferro pode observar-se que existe uma
tendéncia para que os valores médios da area de cps se mante-
nha constante para os grupos C2 e C3, embora sejam superiores
ao valor médio de area de cps obtido para o grupo C1. E possi-
vel referir ainda que parece existir uma tendéncia para que ocorra
uma diminuicdo dos valores médios da area de cps ao longo do
periodo de exposi¢ao a ragao modificada teste (T1 e T2). Para o
elemento cobre parece existir uma tendéncia para que os valores
médios de area de cps de cada grupo se mantenham constantes,
embora se possa referir que o grupo C2 parece apresentar valores
médios de area de cps ligeiramente superiores. Para o Zn verifica-
se que existe uma tendéncia para a diminuigdo da média da &rea
de cps para 0s grupos controlo positivo e que 0s grupos teste pare-
cem apresentar-se constantes ao longo do periodo de exposigao.
Pouco se pode concluir dos elementos Cd e Pb pois apresentam
valores de desvio padrao elevados. Os restantes elementos apre-
sentam também desvios padrao elevados embora inferiores aos

de chumbo e cadmio. Para incidéncia de raios-X de 15 keV para a
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zona do cortex do rim (Figura 62) pode verificar-se que o elemento
P tem tendéncia apresentar valores de média de area de cps pro-
gressivamente mais baixos relativamente ao grupo C1. Para os
grupos teste pode referir-se que parece que apresentam uma ten-
déncia para se manterem constantes ao longo do tempo de expo-
sicdo. Para o enxofre pode observar-se que existe uma tendéncia
para que o valor médio da area de cps do grupo C1 seja superior
ao dos grupos C2 e C3, que parece manterem-se constantes ao
longo do tempo de exposi¢ao a ragdo modificada controlo. Para
0s grupos teste parece que existe uma tendéncia para que os va-
lores médios da area de cps do S aumente ao longo do tempo de
exposigao. Avaliando o elemento cloro pode referir-se que parece
nao existirem correlacao significativas, embora parega ocorrer um
aumento do valor médio da &rea de cps do grupo controlo negativo
para os grupos controlo positivos. Parece que existe uma tendén-
cia para que os valores de média de area de cps dos grupos C2,
C3 e T1 se mantenham constantes e que ocorra uma diminuigao
para o grupo T2, sugerindo uma diminuicao ao longo do tempo
de exposigao. Para o elemento potassio parece que nao ocorrem
correlagdes significativas, embora se possa referir que parece que
exista um aumento dos valores médios da area de cps do grupo
T1 para o grupo T2 e uma diminui¢cdo dos valores médios da area
de cps do grupo C2 para o grupo C3. Parece que existe uma ten-
déncia para que os valores médios de area de cps para o ferro
se mantenham relativamente constantes, embora se verifique uma
tendéncia para a diminuicao desses valores no grupo T2.

Nas Figuras 63 e 64 pode verificar-se os resultados para a zona
da medula do rim. Na primeira, para incidéncia de 50 keV pode
referir-se que, para o Cd e Pb nada se pode concluir, pois obteve-
se valores de desvio padrao elevados. Para o Zn pode observar-se
que parece existir uma tendéncia para que os valores médios dos

grupos C1, C2 e C3 diminuam ao longo do estudo. Para os grupos
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teste pode referir-se que parece ocorrer um aumento dos valores
médios de area de cps relativamente aos dos grupos controlo (ne-
gativo e positivo) e que parece existir uma diminui¢do ao longo do
tempo de exposi¢do. Para o Cu pode referir-se que existe uma ten-
déncia para que os valores médios de area de cps se mantenham
constantes ao longo deste estudo. Para o elemento ferro pode-se
classificar como semelhantes as suas correlagdes com as obtidas
para o Zn embora a correlagdo dos grupos controlo (negativo e
positivo) seja inversa, aumente ao longo do tempo de estudo. Na
Figura 64 pode referir-se que o ferro parece exibir as mesmas cor-
relagdes interpretadas anteriormente. Para os elementos P, S e
Cl observa-se que parece que os valores médios de area de cps
se mantém constantes. Para o elemento P parece ocorrer uma di-
minuigéo ligeira dos valores médios de area de cps do grupo C3
relativamente aos restantes grupos. Para o elemento S parece
ocorrer um aumento dos valores médios de area de cps do grupo
T2. Para o Cl parece existir um decréscimo nos valores médios da
area de cps dos grupos C1 e T2. Para o potassio pode referir-se
que as correlagdes obtidas sdo as mesmas para as obtidas para a
zona do cortex do rim, embora na zona da medula parega existir
uma diminuigao dos valores médios de area de cps do grupo T1
para o grupo T2 em vez de um aumento.

Na Figura 65 apresenta-se os resultados finais para o coracao
com incidéncia de raios-X de 50 keV. Para Fe, Cu e Zn parece exis-
tir o mesmo tipo de correlagédo entre os grupos controlo negativo
e positivo. Parece ocorrer um aumento dos valores médios de cps
do grupo C1 para o grupo C2 e, posteriormente ocorre uma di-
minuigao destes valores do grupo C2 para o grupo C3, sugerindo
uma diminui¢do ao longo do tempo de estudo. Para os grupos
teste (T1 e T2) parece ocorrer um decréscimo dos valores médios
de area de cps nos elementos Fe e Cu do grupo T1 para o grupo

T2. Para o0 Zn, estes valores médios de area de cps parecem per-
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manecer constantes ao longo do tempo de exposigdo. Nada se
pode concluir em relagéo aos elementos de cadmio e chumbo pois
apresentam valores de desvio padrao elevados. Na Figura 66, os
elementos fésforo e cloro parece que apresentam o mesmo tipo
de correlagao. Ambos os valores médios de area de cps dos gru-
pos C1 e C2 para estes elementos parecem manter-se constan-
tes, tal como para os grupos T1 e T2. Valores médios de area de
cps inferiores a estes parecem ser apresentados para o grupo C3.
Para os elementos potassio e ferro pode referir-se que também
apresentam o mesmo tipo de correlagdo entre grupos, pois am-
bos apresentam valores médios de area de cps constantes para
os grupos T1 e T2. Parecem apresentar também uma aumento
dos valores médios de area de cps do grupo C1 para o grupo C2.
Pode referir-se ainda que os valores médios de &rea de cps mais
baixos parecem pertencer ao grupo C3. Relativamente ao enxofre
parece que ocorre uma diminuigao dos valores médios de area de
cps ao longo do tempo de administragao de ragdo modificada con-
trolo. Posteriormente, parece que existe um aumento dos valores
médios de area de cps a medida que aumenta o tempo de exposi-
4o a ragdo modificada teste. E de referir que os valores de desvio
padrao de todos os elementos sdo muito elevados relativamente a
sua média.

No Anexo V pode verificar-se os mesmos resultados obtidos
para os grupos C2, C3, T1 e T2 mas comparando os elementos
presentes em cada érgao. A avaliagao referente ao grupo C1 esta
mencionada em Mus musculus administrados com alface controlo
e alface contaminada. Na Figura 67 pode referir-se que parece
existir uma tendéncia para que os elementos Fe e Zn apresentem
valores médios de area de cps mais elevados no figado. Pode
referir-se ainda, para estes dois elementos, que parece que apre-
sentam valores médios de area de cps superiores na zona da me-

dula do rim relativamente a zona do cértex. Para o elemento Cu
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€ possivel observar que parece que os valores médios de area de
cps mais elevados pertencem ao coragao € a zona do cértex do rim
pois sdo muito préximos. Para o cadmio e chumbo nada se pode
concluir pois os seus desvios padrao sao elevados. Na Figura 68
pode referir-se que para o elemento ferro parece existir uma ten-
déncia para que o valor médio de area de cps mais elevado esteja
presente no figado. Para os restantes elementos parece que existe
uma tendéncia para que os valores médios de area de cps mais
elevados pertengam a zona da medula do rim. Comparando as
duas estruturas do rim pode referir-se que, em todos os elemen-
tos, parece existir valores médios de area de cps superiores para
a zona da medula. Para o cloro verifica-se que o valor médio de
area de cps mais baixo parece pertencer ao coragado. Os valores
de desvio padrdo apresentados sao muito elevados.

Nas Figuras 69 e 70 estédo representados os resultados finais
para o grupo C3. Para incidéncia de raios-X de 50 keV verifica-
se que parece existir uma correlagao entre érgaos semelhante ao
grupo anterior. Tanto para o Fe como para o Zn, o figado é o 6rgéao
que aparenta apresentar valores médios de area de cps mais ele-
vados em relagdo aos restantes 6rgdo. Para estes dois elementos
pode referir-se também que existe uma tendéncia que os valores
médios de cps para a zona de medula do rim sejam superiores aos
apresentados para a zona do cértex do rim. Para o Cu verifica-se
que parece existir uma relagado constante entre os valores médios
de area de cps dos diferentes 6rgaos estudados. Para os elemen-
tos Cd ePb nada se pode concluir pois 0s seus desvios padrdo séo
elevados. Na Figura 70 pode referir-se que para o Fe e K parece
existir uma tendéncia para que o valor médio de area de cps mais
elevado seja no figado. Para o P, S e Cl parece que existe uma
tendéncia para que os valores médios de area de cps mais eleva-
dos pertengam a zona da medula do rim. Em todos os elementos,

pode referir-se que parece existir uma tendéncia para que valores
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médios de area de cps sejam superiores para a zona da medula
do rim. Para o cloro verifica-se que o valor médio de area de cps
mais baixo parece pertencer ao coragao. Os valores de desvio pa-
drao de todos os elementos sao muito elevados relativamente a
sua média.

Na Figura 71 verifica-se que parece existir uma correlagao en-
tre 6rgaos semelhante aos grupos anteriores. Para o ferro e zinco,
pode observar-se que existe uma tendéncia para que os valores
médios de area de cps sejam mais elevados no figado em rela-
¢ao aos restantes 6rgdo. Pode referir-se ainda, para estes dois
elementos, que parece que apresentam valores médios de area
de cps superiores na zona da medula do rim relativamente a zona
do cortex. Para o elemento Cu pode observar-se que parece nao
existir qualquer variagao entre os valores médios de area de cps
de figado, rim na zona do cortex, rim na zona da medula e cora-
cdo. Para os elementos Cd e Pb nada se pode concluir pois os
seus desvios padrdo séo elevados. Na Figura 72 pode referir-se
que para o ferro o seu valor médio de area de cps mais elevado re-
lativamente aos restantes parece estar presente no figado. Para o
elemento potassio verificar-se que parece existir uma semelhanca
entre os dois valores médios de area de cps mais elevados que
estéo presentes no na zona da medula do rim e no figado. Os ele-
mentos de P, S e Cl parecem estar presentes na zona da medula
do rim com valores médios de area de cps mais elevados relati-
vamente aos outros 6rgaos. Tanto no elemento Cl como P parece
existir uma semelhanga entre o figado e a zona do cortex do rim
apresentando valores médios de area de cps semelhantes entre
eles. Para todos os elementos pode referir-se que parece existir
uma diferenga entre os valores médios de area de cps da zona da
medula e da zona do cértex do rim, sugerindo que nesta se apre-
sentem sempre valores inferiores. Os valores de desvio padrao

obtidos sdo relativamente elevados.
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Para o grupo T2, administrado com ragcdo modificada teste du-
rante 10 dias, pode observar-se na Figura 73 que parece existir a
presenga de ferro no figado, apresentando valores médios de area
de cps superiores relativamente aos restantes 6rgaos. Para o Zn
pode referir-se que os valores médios de area de cps parece mais
elevados na zona da medula do rim e no figado. Para o elemento
Cu parece existir uma semelhanga entre érgéos. Para o Cd e Pb
nada se pode verificar pois os seus valores de desvio padrdo séo
muito elevados relativamente as médias respectivas. Para o Fe, Cu
e Zn pode referir-se que parece que os valores médio de area de
cps para a zona da medula do rim sdo sempre mais elevados que
para a a zona do cértex do rim. Ja para a Figura 74, no geral pode
referir-se que as correlagdes parecem ser semelhantes as obtidas
no grupo T1. Os valores médios de &rea de cps de Fe e K pare-
cem ter uma tendéncia para serem superiores no figado. Ja o Cl,
S e P parecem estar presentes, com valores médios de areas de
cps superiores, na zona da medula no rim. Parece existir a mesma
correlacdo encontrada em todos os resultados finais quando se
compara grupos de estudo, os valores médios de area de cps sao
superiores na zona da medula relativamente a zona do cértex do
rim, para o P, S, Cl, K e Fe. Para o elemento Cu, parece existir
ainda uma tendéncia para apresentar valores médios de area de

cps baixos no coragao relativamente aos outros érgaos.
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CONCLUSAO

Conclusao

O principal objectivo deste estudo foi interligar a avaliagao ele-
mental com a avaliagdo morfolégica. Pretendeu-se entender que
consequéncias os metais pesados, como Cd, Zn e Pb, originam no
organismo se entrarem na cadeia alimentar através de alimentos e
agua.

Ao nivel da avaliagdo morfoloégica das alfaces pode concluir-
se que nao existem alteragdes morfoldgicas significativas no grupo
controlo nem teste. Avaliou-se morfologicamente cada 6rgao de
murganho. Pode referir-se que para o pulmao nao se observaram
diferengas significas entre os grupos C2 e C3. No grupo T1 e T2
observaram-se imagens de estase e em cerca de metade dos ca-
s0s é evidente a presenga de BALT. Apenas para o grupo T5 é que
se observaram imagens sugestivas de estase. Ja para o rim, nos
grupos C2 e C3 observou-se a presenca de estase, que parece
ser mais evidente no grupo C3. Nos grupos T1 e T2 observou-
se areas extensas de estase. Os grupos administrados com agua
contaminada apresentam areas extensas de estase e em alguns
casos a retraccao do tufo glomerular relativamente ao grupo con-
trolo. No figado, os grupos administrados com ragao modificada
controlo apresentam vaculizagdo acentuada variada. Nos grupos
administrados com ragdo modificada teste existe um caso com ne-
crose e dois casos com infiltrado inflamatério focal. Nos grupos

T3, T4 e T5, verificou-se vaculizagdo acentuada no grupo T3 € a
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presenga de alguma estase nos grupos restantes. No coragao, os
grupos C2 e C3 apresentaram pequenos focos com alteragdes de-
generativas do citoplasma. Estas alteragées morfolégicas sao se-
melhantes para os grupos T1 e T2. Para os grupos administrados
com agua contaminada verificaram-se pequenos focos com altera-
¢Oes degenerativas do citoplasma, parecendo evoluir ao longo do
tempo de exposicao.

Para a avaliagao elemental realizaram-se duas técnicas: GFAAS
e XRF. O GFAAS foi utilizado para a quantificagdo dos elementos
em estudo enquanto que o XRF permitiu a avaliagao de varios ele-
mentos, mesmo nao os quantificando. Embora estas duas técnicas
tenham sido utilizadas com objectivos diferentes, a técnica de XRF
€ mais rapida, no sentido em que avalia varios elementos numa de-
terminagao com duragao de, aproximadamente, 1,5 min, enquanto
que a técnica de GFAAS realiza uma leitura em 3 min e s6 quanti-
fica um elemento por leitura. O GFFAS necessita de um tratamento
de amostra eficaz e eficiente, enquanto que a técnica de XRF nao
precisa de tratamento de amostra o que permite a utilizagdo da
mesma para outras avaliagdes (técnica ndo-destrutiva). Os custos
associados a utilizagao da técnica de XRF sdao mais baixos com-
parativamente a técnica de GFAAS, principalmente pela utilizagao
do gas inerte argon. Mas como ja foi referido, € necessario perce-
ber que tipo de estudo se pretende para decidir qual a técnica a
utilizar.

Os métodos aplicados para a determinagao de Cd em amos-
tras de alface e de érgao de murganho foram validados, embora se
tenham obtido valores de % de interferéncia (selectividade) e de %
de intercepgéo de y (gama de trabalho) fora do &mbito dos critérios
de aceitagdo. Tendo em conta os valores adquiridos para os para-
metros de linearidade, precisdo e exactidao, considerou-se que os
métodos sdo validos. A validagdo de métodos para a determina-

¢ao de chumbo nao foi concluido por motivos de ordem técnica e
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problemas de contaminagdo. Sendo assim, ndo se quantificou Pb
nas amostras em questdo. Para o elemento Zn nao se procedeu
nem a validagao de métodos nem a sua quantificagao por motivos
de ordem técnica.

Para as amostras de alface fresca contaminada, réplica 1, 2
e 3, obteve-se 0,529 ppm, 0,520 ppm e 2,735 ppm de cadmio,
com desvios padrao relativos de 8 %, 11 % e 3 %, respectiva-
mente. Estas concentragdes sao superiores ao limite permitido
por lei (0,2 ppm) [25]. A diferenga das réplicas 1 e 2 para a réplica
trés é significativa e pode dever-se a altura do ano em que se re-
alizou a plantagao das alfaces. As réplicas 1 e 2 foram cultivadas
de Outubro a inicios de Dezembro, enquanto que a réplica 3 foi
plantada de fins de Fevereiro a Margo. Estas trés réplicas foram
utilizadas para preparar a ragao modificada teste. Sabendo que
14 % (m/m) da réplica 1, 25 % (m/m) da réplica 2 € 61 % (m/m)
da réplica 3 constituiam esta ragéo e apenas se utilizou 50 % de
alface fresca, calculou-se o seu valor de concentragao de cadmio:
0,937 ppm. Para as amostras de alface seca controlo e amostras
de 6rgao de murganhos dos grupo C1, C2, C3, T1 e T2 obtiveram-
se concentragdes abaixo do LD. Conclui-se que a exposi¢ao a al-
face contaminada durante o maximo de 10 dias ndo permite uma
acumulacao de Cd nos érgaos de murganho estudados. A deter-
minacéo de Cd nas amostras de 6rgdos de murganho dos grupos
T3, T4 e T5 nao foram realizadas por motivos de ordem técnica.

A avaliacéo elemental por analise de XRF permitiu ndo sé ava-
liar a existéncia de Zn, Pb e Cd na solugdo com contaminantes,
amostras de alface fresca e seca e 6rgao de murganho mas tam-
bém a correlagao existente entre grupos e 6rgaos estudados. Con-
cluiu-se que existia Zn e Pb na solu¢do contaminada, pois obteve-
se um aumento do valor da &rea de cps relativamente a adgua desti-
lada. Esta, ndo apresenta Zn nem Pb. Pode-se concluir ainda que

as duas amostras nao apresentam Cd. A inexisténcia de um dado
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elemento é sempre definida pelas limitagdes e sensibilidade deste
equipamento (para efeitos de facilidade de leitura esta conclusao
s0 serd mencionada aqui).

Com a técnica de XRF foi possivel diferenciar as estruturas
morfolégicas da alface e 6rgéo avaliando a sua assinatura elemen-
tal. As principais diferencgas incluem a inexisténcia de Fe e niveis
mais baixos de P e S na amostra de alface relativamente ao 6rgéo.
Os valores de Cl e K sdo extremamente elevados aquando da com-
paracao da alface com o 6rgao. Comparando o grupo controlo e
grupo teste de alface seca, conclui-se principalmente que existe a
presenca de Pb no grupo teste. E de referir que no grupo controlo
nao existe a presenga de chumbo. Para o elemento Zn, concluiu-se
que existe um aumento significativo do grupo controlo para o grupo
teste, embora este ndo apresente homogeneidade de amostras. O
elemento Cd parece nao existir tanto num grupo como noutro. Os
grupos controlo e teste de alface fresca foram avaliados e tendo
em conta os seus valores de desvio padrao, principalmente para
os elementos mais pesados, nada se concluiu. Comparando al-
face fresca e seca de cada grupo verificou-se que, no geral, parece
existir um aumento do nivel de todos os elementos aquando da se-
cagem da alface, embora ndo exista homogeneidade de amostras
(como ja foi mencionado).

Pode-se concluir que parece ndo existe Cd nem Pb em todas
as amostras de érgao de murganho analisadas, pois os resultados
obtidos ndo apresentam homogeneidade. E de referir que sendo o
Zn um metal essencial esta sempre presente em todos as amos-
tras de 6rgdo. Comparando os grupos C1, T3, T4 e T5 pode-se
referir que, no figado, ocorre uma diminui¢éo do nivel de zinco ao
longo do tempo de exposi¢ao. Esta conclusao esta de acordo com
a literatura [42], que refere que concentracdes elevadas de zinco
na dieta diminuem a sua absorg¢ao por parte do organismo. Parece

existir um aumento do Fe ao longo do tempo de exposigao. Para
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a zona do coértex do rim parece existir também um aumento do Fe.
Na zona da medula do rim, o elemento Zn parece diminuir ao longo
do tempo de exposigao, embora parega existir um ligeiro aumento
no grupo T5. Para o coragédo nao se concluiu nada de significativo.
Para os grupos C1, C2, C3, T1 e T2, pode referir-se que no figado
existe uma diminuicdo de zinco ao longo dos grupos controlo. Dos
grupos controlo para os testes parece existir um aumento deste
metal; posteriormente ocorre uma diminui¢do ao longo do tempo
de exposigao. Para o elemento Fe ocorre um aumento nos grupos
C2 e C3 e uma diminui¢édo ao longo dos grupos teste. O K aumenta
nos dois grupos, 0 que sugere que o seu nivel aumenta com o au-
mento de exposi¢do tanta a alface controlo como teste. Para a
zona do cértex do rim, parece que nada de significativo se pode
concluir para o elemento Fe. O Zn parece manter-se constante
ao longo do tempo de exposicao a alface contaminada e diminuir
ao longo do tempo de exposicao a alface controlo. O elemento
K diminui ao longo dos grupos controlo positivos (C2 e C3) e au-
menta nos grupos teste (T1 e T2). Na zona da medula do rim existe
uma diminuigao de zinco nos grupos controlo e também no grupos
teste, embora os valores médios de area de cps do grupo C3 se-
jam inferiores aos do grupo T1. Para o Fe existe um aumento ao
longo do tempo de exposicdo a alface controlo e uma diminui¢do
ao longo tempo aquando da exposic¢ao a alface contaminada. O K
diminui ao longo dos grupos de controlo positivo e parece diminuir
ligeiramente ao longo dos grupos teste. No coracao verifica-se a
mesma variagado de Zn obtida para a zona do coértex do rim. O
Fe diminui ao longo do tempo de exposigao a alface controlo e
também ao longo da exposig¢ao a alface contaminada, embora os
valores médios de area de cps do grupo C3 sejam inferiores aos
do grupo T1. Comparando os érgaos de murganho de cada grupo
(C1, C2, C3, T1, T2, T3, T4 e T5) pode-se concluir que o Fe, Zn

e K parecem existir em niveis mais elevados no figado, na maioria
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dos grupos. Ja para a zona da medula do rim parece existir uma
tendéncia para existir niveis elevados de P, S e Cl relativamente
aos outros 6rgaos. Pode-se concluir também que, no rim, a zona
da medula parece apresentar um tendéncia para ter niveis mais
elevados de todos os elementos relativamente a zona do cortex.
Isto pode dever-se ao facto do processo de concentragao da urina
que ocorre na zona da medula.

As principais conclusdes deste projecto sdo a detecg¢ao de Pb
em alface seca por XRF e quantificagao de Cd em alface fresca por
GFAAS, embora nada se possa verificar ao nivel da avaliagado mor-
folégica. E de referir que para os murganhos que foram sujeitos a
uma solugédo com Cd, Pb e Zn durante 5, 10 e 15 dias parece exis-
tir Zn acumulado no figado e na zona da medula do rim. J& para
0s murganhos sujeitos a alface controlo durante 5 e 10 dias pode
concluir-se que parece existir uma acumulagao de Zn em todos os
orgaos estudados. Para os murganhos sujeitos a alface contami-
nada durante 5 e 10 dias pode referir-se que parece existir uma
acumulagéo de Zn no figado e na zona da medula do rim. E de re-
ferir que nos 6rgdo de murganhos que foram sujeitos a alface con-
trolo e contaminada nao se obteve qualquer resultado significativo
para os elementos de Cd (GFAAS e XRF) e Pb (XRF) de acordo
com a sensibilidade e limitagdes das técnicas utilizadas. E interes-
sante referir que, no geral, parecem existir consequéncias ao nivel
morfolégico embora nada se possa referir quando a presenga de
Cd e Pb nos érgaos. Parecem existir alteragcbes morfoldgicas com
a mudanca da dieta embora, em alguns casos, a presenga de con-
taminantes pareca fazer evoluir gravemente essas alteragoes.

Para estudos futuros, sugere-se a utilizagao de tempos de ex-
posicao maiores tanto ao nivel da agua como da alimentagao, o
estudo individual para cada metal com o objectivo de compreender
melhor as consequéncias associadas a cada um deles e, ainda

a avaliagdo de outros alimentos e bebidas como possiveis trans-

76



portadores de contaminantes. Sugere-se, para este projecto em
particular, a continuagéo do processo de quantificagao tanto para

o Pb como para o Zn.
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ANEXOS

Anexos

Anexo | - Resultados brutos para uma amostra de alface seca

contaminada com Cd, Pb e Zn

140.7cps | A | AlfaceSeca.tet

140.00

130.00

£0.00

60.00

40.00

£.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20,00 22.00 24.00 26.00 2500 30.00
7.54 keV 30.03 keV

Figura 33: Incidéncia de raios-X com energia de 50 keV
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Figura 34: Incidéncia de raios-X com energia de 15 keV
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Anexo Il - Resultados obtidos para amostras de figado dos gru- C1 - Grupo de 8 animais do sexo

pos C1, T3, T4e T5 masculino que foram mantidos sem
qualquer manipulagéo experimental;

T3 - Grupo de 5 animais do

sexo feminino que foram sujeitos a

50 keV

administracdo de agua contaminada

250 com Cd, Pb e Zn durante 5 dias;
200
150 1 T T4 - Grupo de 5 animais do
s 20O sexo feminino que foram sujeitos a
2 50 - A )
- = administracdo de agua contaminada
£ E T '
3 u ! ! ! ! ' com Cd, Pb e Zn durante 10 dias;
-50
-100 L
e T5 - Grupo de 5 animais do
i sexo feminino que foram sujeitos a
-200

Fe Cu Zn Ph cd administracdo de agua contaminada
com Cd, Pb e Zn durante 15 dias.

Figura 35: Incidéncia de raios-X com energia de 50 keV para o grupo CO1

15 keV
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3
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E 3000 T
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P 5 Cl K Fe

Figura 36: Incidéncia de raios-X com energia de 15 keV para o grupo CO1
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Figura 37: Incidéncia de raios-X com energia de 50 keV para o grupo T03
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Figura 38: Incidéncia de raios-X com energia de 15 keV para o grupo T03
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Figura 39: Incidéncia de raios-X com energia de 50 keV para o grupo T04
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Figura 40: Incidéncia de raios-X com energia de 15 keV para o grupo T04
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Figura 41: Incidéncia de raios-X com energia de 50 keV para o grupo T05
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Figura 42: Incidéncia de raios-X com energia de 15 keV para o grupo T05
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Anexo Il - Resultados finais obtidos para amostras de figado,
rim na zona do cortex, rim na zona da medula e coragdo compa-

rando os grupos C1, T3, T4 e T5.

C1 - Grupo de 8 animais do sexo
masculino que foram mantidos sem
qualquer manipulagdo experimental;

T3 - Grupo de 5 animais do
sexo feminino que foram sujeitos a
administracéo de agua contaminada
com Cd, Pb e Zn durante 5 dias;

T4 - Grupo de 5 animais do
sexo feminino que foram sujeitos a
administracéo de agua contaminada
com Cd, Pb e Zn durante 10 dias;

T5 - Grupo de 5 animais do
sexo feminino que foram sujeitos a
administracdo de agua contaminada
com Cd, Pb e Zn durante 15 dias.

Figado - 50 keV mC01 WmT3 ET4  WTOS

300

250

200

150

100

50

Acps (ua.)

H—

-100

-150

-200

Fe Cu n Pb

cd

Figura 43: Resultados obtidos para amostras de figado irradiadas com radiagéo raios-X com
energia de 50 keV
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Acps (u.a.)
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Figura 44: Resultados obtidos para amostras de figado irradiadas com radiagéo raios-X com
energia de 15 keV
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Figura 45: Resultados obtidos para amostras de rim irradiadas na zona do cértex com
radiacao raios-X com energia de 50 keV
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Rim (Cortex) - 15 keV ECO1 WTOR WTOZ WTOS
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Figura 46: Resultados obtidos para amostras de rim irradiadas na zona do cértex com

radiagéo raios-X com energia de 15 keV

Rim (Medula) - 50 KeV mCO1 WTS ETO4 WTOS

200

150 T
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-150

Figura 47: Resultados obtidos para amostras de rim irradiadas na zona da medula com
radiacao raios-X com energia de 50 keV
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Figura 48: Resultados obtidos para amostras de rim irradiadas na zona da medula com

radiacao raios-X com energia de 15 keV
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Figura 49: Resultados obtidos para amostras de coragéo irradiadas com radiagao raios-X com

energia de 50 keV
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Figura 50: Resultados obtidos para amostras de coragéo irradiadas com radiagao raios-X com

energia de 15 keV
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C1 - Grupo de 8 animais do sexo
masculino que foram mantidos sem
qualquer manipulagdo experimental;

T3 - Grupo de 5 animais do
sexo feminino que foram sujeitos a
administragéo de agua contaminada
com Cd, Pb e Zn durante 5 dias;

T4 - Grupo de 5 animais do
sexo feminino que foram sujeitos a
administragdo de agua contaminada
com Cd, Pb e Zn durante 10 dias;

T5 - Grupo de 5 animais do
sexo feminino que foram sujeitos a
administragdo de agua contaminada
com Cd, Pb e Zn durante 15 dias.

Anexo IV - Resultados finais obtidos para os grupos C1, T3, T4
e T5 comparando amostras de figado, rim na zona do cértex, rim

na zona da medula e coragao.

C01-50 KeV W Figado B Rim - Cortex

WRim - Medula ™ Coraggo

250

200

150 +

Acps (ua.)

HH
HH

=
H

-150

-200

Cu Zn Pb cd

Figura 51: Resultados obtidos para o grupo CO1 irradiadas com radiagéo raios-X com energia
de 50 keV
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C01 - 15 KeV  Figado ®Rim - Cortex
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Figura 52: Resultados obtidos para o grupo CO1 irradiadas com radiagédo raios-X com energia

de 15 keV
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Figura 53: Resultados obtidos para o grupo T03 irradiadas com radiagao raios-X com energia

de 50 keV
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Figura 54: Resultados obtidos para o grupo T03 irradiadas com radiagao raios-X com energia
de 15 keV
M Figado B Rim - Cortex
T04 - 50 KeV i -
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250
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-50 —
-100 S -
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Figura 55: Resultados obtidos para o grupo T04 irradiadas com radiagao raios-X com energia
de 50 keV
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Figura 56: Resultados obtidos para o grupo T04 irradiadas com radiagao raios-X com energia

de 15 keV
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Figura 57: Resultados obtidos para o grupo T05 irradiadas com radiagao raios-X com energia

de 50 keV
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Figura 58: Resultados obtidos para o grupo T05 irradiadas com radiagao raios-X com energia

de 15 keV
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Anexo V - Resultados finais obtidos para amostras de figado,

rim na zona do cértex, rim na zona da medula e coragdo compa-

rando os grupos C1, C2, C3, T1, T2.

300

Figado - 50 KeV

HCO1 NCOZ NCO3 NTOL ETO2

250

200

-

150

100

Acps (ua.)

30

cd

Figura 59: Resultados obtidos para amostras de figado irradiadas com radiagéo raios-X com

energia de 50 keV
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Figura 60: Resultados obtidos para amostras de figado irradiadas com radiagéo raios-X com

energia de 15 keV
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Acps (ua.)

200

Rim (Cértex) - 50 KeV mCO1 WCOZ HCO3 NTOL HTCR

-100
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Figura 61: Resultados obtidos para amostras de rim irradiadas na zona do cértex com
radiacao raios-X com energia de 50 keV
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Figura 62: Resultados obtidos para amostras de rim irradiadas na zona do cértex com
radiacao raios-X com energia de 15 keV
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Figura 63: Resultados obtidos para amostras de rim irradiadas na zona da medula com
radiagdo raios-X com energia de 50 keV
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Figura 64: Resultados obtidos para amostras de rim irradiadas na zona da medula com
radiacao raios-X com energia de 15 keV
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Figura 65: Resultados obtidos para amostras de coragéo irradiadas com radiagao raios-X com
energia de 50 keV
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Figura 66: Resultados obtidos para amostras de coragéo irradiadas com radiagao raios-X com

energia de 15 keV
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Anexo VI - Resultados finais obtidos para os grupos C2, C3, T1
e T2 comparando amostras de figado, rim na zona do cértex, rim

na zona da medula e coragao.
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Figura 67: Resultados obtidos para o grupo CO02 irradiadas com radiagéo raios-X com energia
de 50 keV
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Figura 68: Resultados obtidos para o grupo CO02 irradiadas com radiagdo raios-X com energia
de 15 keV
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Figura 69: Resultados obtidos para o grupo CO03 irradiadas com radiagdo raios-X com energia
de 50 keV
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Figura 70: Resultados obtidos para o grupo C03 irradiadas com radiagdo raios-X com energia
de 15 keV
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Figura 71: Resultados obtidos para o grupo T01 irradiadas com radiagao raios-X com energia
de 50 keV
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Figura 72: Resultados obtidos para o grupo TO1 irradiadas com radiagao raios-X com energia
de 15 keV
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Figura 73: Resultados obtidos para o grupo T02 irradiadas com radiagéao raios-X com energia
de 50 keV
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Figura 74: Resultados obtidos para o grupo T02 irradiadas com radiagéo raios-X com energia
de 15 keV

Tese escrita em IATEX
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