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Abstract

The use of metals has been central to the progress and evolution of the human civilization. It
would be hard to imagine a developed society without the use of metal compounds. Metals are the
only toxic pollutants which occur naturally in the environment. So, regardless the use of metals with
maximum safety in industrial applications of consumer products, some level of human exposure is
always inevitable, forcing the bodies to deal with these potentially toxic substances, being often
modified by them in an harmful way. However, it is also true that many metals are fundamental to
various biological processes, even so, these may become toxic due to the increasing of the dose and
the exposure time.

From a chemical point of view, the heavy metals are located in the periodic table between the
copper and the lead and when released as industrial waste in water, soil or air end up being absorbed
by animals and plants, causing serious poisoning over the food chain. Thus, heavy metals such as
mercury easily bind to sulfur present in some proteins, creating an abnormal molecular rearrangement
mechanism very detrimental to the formation and performance of the function of some biomolecules.
In turn, the lead can lead to inhibition of the enzymatic activity responsible for the synthesis of heme
and, therefore, generate serious deleterious effects on the organism.

In this experimental study 30 Wistar rats, with four weeks of age were used. They were kept in
standard handling and maintenance, according to the legislation. The food and the water supply was
made in accordance with the anatomical and physiological parameters of the species and only in the
test groups were replaced water by contaminated water with heavy metals (lead and mercury).

Regarding the histological analysis, no differences were found among the three groups. Re-
garding elemental analysis, changes were found in sulfur (decrease) and potassium (increase) in the
test group | (water contaminated with lead) and in the case of the test group Il (water contaminated
with mercury) we only found changes in aluminum (decrease), in potassium (increase), in calcium
(increase) and in iron (increase).

These results show the need for more detailed studies, particularly in relation to the exposure time

and the concentration of heavy metals used as well as their possible combination.

Keywords: X-ray fluorescence, heavy metals, lead, mercury, toxicity, atom, rat.
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Resumo

A utilizacdo dos metais tem sido fundamental para o progresso e evolu¢éo da civilizacdo humana.
Seria dificil imaginar uma sociedade desenvolvida sem compostos metalicos. Os metais sdo os
Unicos poluentes toxicos que ocorrem naturalmente no ambiente. Assim, independentemente dos
metais serem utilizados com a maxima seguranca em aplicacdes industriais de produtos de consumo,
algum nivel de exposi¢cdo humana é sempre inevitavel e por isso os organismos tém sido forgados a
lidar com estas substancias potencialmente téxicas sendo muitas vezes modificados por elas de
forma prejudicial. No entanto, também é verdade que muitos metais sdo essenciais para varios
processos biolégicos, mas até esses se podem tornar téxicos com um aumento da dose e do tempo
de exposicao.

Do ponto de vista quimico os metais pesados estdo localizados na tabela periodica entre o cobre
e 0 chumbo e quando libertados como residuos industriais na agua, no solo ou no ar, acabam por ser
absorvidos pelos animais e plantas, provocando graves intoxicacfes ao longo da cadeia alimentar.
Assim, metais pesados como o merclrio facilmente se ligam ao enxofre presente em algumas
proteinas criando um mecanismo de rearranjo molecular anormal e muito prejudicial para a formagéo
e desempenho da fun¢cdo de algumas biomoléculas. J& o chumbo por sua vez pode conduzir a
inibicdo da atividade enzimatica responséavel pela sintese do grupo heme e com isso gerar graves
efeitos deletérios no organismo.

No presente trabalho utilizaram-se 30 ratos Wistar macho, com quatro semanas de idade no inicio
do ensaio, mantidos em condi¢cbes padrdo de manipulagdo e manutencdo, de acordo com a
legislagdo em vigor. A alimentagdo e o fornecimento de &gua foi feito de acordo com os parédmetros
anatomofisiolégicos da espécie e apenas 0s grupos teste foram submetidos a 4gua contaminada com
metais pesados (chumbo e mercurio).

Em relac@o & analise histoldgica verificou-se néo existirem diferencas significativas entre os trés
grupos. Em relacdo a analise elemental, verificou-se que apenas foram encontradas alteragées no
enxofre (diminuido) e no potassio (aumentado) no caso do grupo teste | (Agua contaminada com
chumbo) e no caso do grupo teste Il (dagua contaminada com mercurio) apenas se encontraram
alterag6es no aluminio (diminuido), no potassio (aumentado), no célcio (aumentado) e no ferro
(aumentado).

Estes resultados mostram que séo necessarios mais estudos pormenorizados nomeadamente em
relacdo ao tempo de exposicdo e a concentracdo de metais pesados que se utiliza, bem como a sua

possivel combinacéo.

Palavras-chave: Fluorescéncia de raios-X, atomo, metais pesados, chumbo, mercirio,

toxicidade, rato.
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Capitulo 1

Introducao

1.1. A formacado do &tomo

O universo que nés conhecemos, segundo uma das hip6teses mais aceites na atualidade, tera
comecado ha cerca de 14,5 mil milh6es de anos atrds com uma temperatura de 10*°C e uma
densidade indescritivel. Naquele instante existia apenas uma for¢ca universal e um tipo de particula
elementar, até que com a separagdo desta forca universal da forca da gravidade se deu uma
explosdo, o “Big Bang” e esta expansao e o subsequente arrefecimento para os 10%" °oC, permitiu a
formacao de vérios pares de particulas e antiparticulas como os quarks e os antiquarks e os eletrdes

e o0s positrdes.[1][2][3]

Figura 1.1: Imagem representativa da exploséo “Big Bang”. Fonte: http://www.mundos- fantasticos.com

Apbs algum tempo a temperatura baixou para niveis incompativeis com esta formacao de pares e
energeticamente a sua formacédo deixou de ser possivel. E foi durante apenas alguns segundos deste

processo de arrefecimento que os quarks se condensaram em nucleos de trés formando assim
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neutrdes (down down up) e sete vezes mais protdes (up up down) os quais, ao conseguirem
fundir-se, deram origem ao nucleo do hélio, o ndcleo atémico mais leve, até hoje, conhecido. Estes
guarks encontravam-se unidos pelos gludes, particulas mediadoras sem massa e sem carga elétrica
gue s6 existem virtualmente quando dois quarks interagem.[3][4]

Ainda hoje os 73% de hidrogénio e os 25% de hélio que existem no universo tiveram origem
nesse curto espaco de tempo de 3 minutos, tendo-se formado ainda quantidades vestigiais de litio e
berilio.[5] Apenas 2% do universo ndo é formado por hidrogénio e hélio ficando todos os restantes
elementos da tabela periddica mais pesados reduzidos a esta pequena percentagem e sendo eles
fruto de reagbes nucleares que foram acontecendo nas estrelas formadas com o arrefecimento do
“Big Bang” e em seguida agrupadas em galaxias, ou de enormes explosfes de estrelas conhecidas

como supernovas.[3]

up quark down quark

U :

neutron proton

Figura 1.2: Esquema representativo de um neutrdo e de um protéo.
Fonte: http://www.sciexplorer.blogspot.pt

Hydrogen Helium
(H) (He)

Figura 1.3: Esquema representativo de um atomo de hidrogénio e de um atomo de hélio.
Fonte: https://www.google.pt

Dos 116 elementos existentes atualmente apenas 90 ocorrem naturalmente, existindo por isso 26
elementos, feitos pelo homem, resultantes do desenvolvimento de maquinas nucleares conhecidas

como aceleradores de particulas. [1]
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A maioria das estrelas, ao longo da sua vida vao fundindo no seu nucleo 2 atomos de hidrogénio
em hélio sendo estas reacfes as responsaveis por 85% da energia do Sol. Os restantes 15% vém de
reacdes que produzem o berilio e o litio. A energia proveniente destas reacdes nucleares é emitida
em varias formas de radiacdo tais como: luz ultravioleta, raios-X, luz visivel, raios infravermelhos,
micro-ondas e ondas de radio. Além disso, particulas com energia, tais como neutrinos e protdes séo
também libertadas, sendo as responsaveis pela formacao do vento solar. A Terra, ao fazer parte do
sistema solar, estd no caminho deste fluxo de energia que aquece o planeta e fornece energia para a
vida. A atmosfera da Terra é capaz de filtrar a maior parte da radiacdo prejudicial e o campo
magnético da Terra consegue desviar os efeitos nocivos do vento solar. Quando o nucleo de uma
estrela comecga a ficar sem hidrogénio, a estrela comeca a morrer. A estrela expande, torna-se
enorme e avermelhada e comeca a produzir atomos de carbono através da fusédo de atomos de hélio.
Durante uma supernova, a estrela liberta grandes quantidades de energia, bem como neutrbes, o que
permite que elementos mais pesados do que o ferro, como o urénio e o ouro, sejam produzidos.

Numa explosdo supernova, todos esses elementos sdo expelidos para o espaco. "N6s somos

literalmente as cinzas de enormes estrelas mortas”. Astronomer Royal Sir Martin Rees.[4][5]

Historia del Univers

Figura 1.4: Esquema representativo do inicio do universo.
Fonte: http://s1222.photobucket.com/user/magnificos/media/Poster_Evolucion_Universotest.jpg.html

1.2. Os minerais

Os minerais sao substancias inorganicas, ndo podendo ser por isso sintetizados pelo corpo.
Assim o seu aporte é feito através do alimento. Ao contrario dos hidratos de carbono, das gorduras e
das proteinas, os minerais ndo fornecem energia. Uma vez que a maioria dos minerais séo sollveis
em agua estes sao facilmente absorvidos e excretados na urina e, em menor grau, nas fezes. Cerca
de 20-30g de minerais sdo excretados por dia. Os elementos quimicos com fungdes biologicas

podem ser divididos em 5 grupos. No primeiro estdo incluidos o carbono, o hidrogénio, o oxigénio, o
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azoto e o enxofre que sdo os componentes maioritarios das moléculas do corpo humano. No segundo
encontram-se 0s minerais nutricionalmente importantes como o calcio, o fésforo, o magnésio, o sodio,
0 potassio e o cloro que devem constar na dieta didria em quantidades superiores a 100 mg/dia. Do
terceiro grupo fazem parte o crémio, o cobalto, o cobre, o iodo, o ferro, 0 manganés, o molibdénio, o
selénio e 0 zinco que sdo necessarios em muito pequenas quantidades. No quarto grupo ficam os
elementos adicionais necessarios a dieta mas que ndo desempenham nenhuma funcéo conhecida
essencial aos humanos e séo eles o arsénio, o cadmio, o niquel, o silicio, o estanho e o vanadio. O

ultimo grupo contém os elementos téxicos como o chumbo e o mercurio.[6]

1.3. Aluminio

O aluminio é um elemento quimico, que pertence ao grupo dos metais, de simbolo Al, com um
nimero atémico 13 (13 protdes e 13 eletrdes) e massa atomica igual a 27 uma. A temperatura
ambiente este elemento encontra-se no estado sélido. Apresenta um ponto de fusdo de 933,47 K e
um ponto de ebulicdo de 2792 K. A sua estrutura cristalina € cubica.[7] Trata-se de um mineral sem
beneficio nutricional conhecido e que pelo contrario pode ser prejudicial quando em demasia para o
0SS0 e para os tecidos cerebrais. Altos niveis de aluminio na dieta podem interferir com a absor¢céo
ou a utilizagdo de outros minerais essenciais como o célcio, o fésforo, 0 magnésio e o flior. A
fraqueza muscular e a perda 6ssea podem ser indicativos de toxicidade por aluminio. Alguns estudos
em ratos sugerem que a acumulacao de aluminio no cérebro pode causar a doenca de Alzheimer. As
principais fontes deste mineral incluem aditivos alimentares e alimentos cozinhados em panelas de
aluminio.[8][9][10][11]

1.4. Fésforo

O fésforo € um elemento quimico de simbolo P, com um ndmero atémico 15 (15 protdes e 15
eletrbes) e massa atémica igual a 31 uma. [7] O corpo humano contém cerca de 500-700g de fésforo
e este esta presente sob a forma de fosfato, um ido poliatdmico ou um radical, que consiste num
atomo de fésforo e quatro de oxigénio. Na forma idnica, apresenta uma carga de -3, sendo descrito
como PO,*. No campo bioquimico, um i&o de fosfato livre em solugdo é chamado de fosfato
inorganico o que permite distingui-lo dos fosfatos existentes nas moléculas de ATP, DNA ou mesmo
de RNA.[6] Este elemento essencial na dieta estid envolvido em quase todos 0Ss processos
metabolicos e é o segundo mineral mais abundante no corpo.[8] A sua absorcao é feita através das
fosfatases presentes no limen que hidrolisam os fosfatos das substancias organicas. O fosfato livre é
absorvido no jejuno e entra no sangue pela circulacdo da veia porta. Esta absorcdo pode ser
influenciada por diversos fatores, como sejam o calcitriol que aumenta a absorcdo ou uma dieta rica
em calcio que diminui a absorcdo do fosfato para formar fosfato de célcio. O fosfato esta presente nos
0ssos e dentes na hidroxiapatite, € necessario na formacéo dos acidos nucleicos, é necessario para a

sintese de fosfolipidos, € um constituinte importante de compostos altamente energéticos como o
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ATP e o GTP e esta envolvido na modificagcdo de varias enzimas e proteinas.[9] Desempenha ainda
um papel importante como sistema-tampdao intracelular na medida em que as moléculas ricas em
fosfatos como o ATP, o DNA e o RNA e os ides fosfato como o HPO42' atuam como tampéo sendo
que estes ides, representantes de acidos fracos, se podem ligar ao H* para formar o H,PO, quando o
pH desce e quando o pH sobe este ido liberta o H".[10]

O valor normal de fosfato no plasma é de 2,5 a 4,5 mg/dl. Em criancas ele é ligeiramente superior
entre 4 a 6 mg/dl. A falta de fosfato ocorre devido a uma elevada absor¢do ou uma perda excessiva
pelo rim. O seu aporte é feito principalmente pelos cereais, pelo coco, pelo amendoim e pelos ovos. A
dose diaria recomendada é de: 200-300 mg/dia.[9]

Os fosfatos e os sulfatos sdo macronutrientes essenciais para o crescimento e desenvolvimento e
deficiéncias nestes elementos minerais alteram algumas fun¢des metabdlicas importantes. Outros
micronutrientes como o zinco e o ferro tém a sua homeostase determinada geneticamente, e o seu
défice ou o seu excesso pode provocar distirbios fisiolégicos graves. Estes nutrientes interagem
entre si uma vez que a concentracao de fosfatos e sulfatos influencia os niveis de ferro e zinco a nivel

fisioldgico e molecular. [12]

1.5. Enxofre

O enxofre € um elemento quimico de simbolo S, com um numero atémico 16 (16 protdes e 16
eletrdes) e massa atomica igual a 32 uma. A temperatura ambiente este elemento encontra-se no
estado sélido. Apresenta um ponto de fuséo de 388,36 K e um ponto de ebulicdo de 717,75 K. A sua
estrutura cristalina é ortorrdmbica. [7] Este € um elemento ndo metdlico que se pode encontrar em
todos os tecidos corporais especialmente naqueles que sao ricos em proteinas. O enxofre é um
constituinte de alguns aminoacidos e encontra-se também nas vitaminas do complexo B como a
tiamina, o acido pantoténico e a biotina. E ainda um componente importante do cabelo, do musculo,
da pele, do tecido conjuntivo, dos ossos e dos dentes. Estd envolvido na cascata de coagulacdo e na
ativacdo de algumas enzimas e € um componente da constituicdo da insulina. As proteinas ingeridas
normalmente na dieta fornecem a quantidade necessaria de enxofre e ndo se conhecem efeitos

téxicos subjacentes.[8]

1.6. Cloro

O cloro é um elemento quimico de simbolo Cl, com um ndmero atomico 17 (17 protdes e 17
eletrdes) e massa atomica igual a 35 uma. A temperatura ambiente este elemento encontra-se no
estado gasoso. Apresenta um ponto de fusdo de 171,6 K e um ponto de ebulicdo de 239,11 K. A sua
estrutura cristalina é ortorrdbmbica. [7] O ido cloreto, CI, é o principal anido inorganico no fluido
extracelular necessario para manter o equilibrio de fluidos e eletrélitos dentro dos valores normais. As
concentracbes normais de cloro/cloreto sdo de 96-106 miliequivalentes por litro de plasma.

Concentracfes mais elevadas estdo presentes no suco gastrico e no liquido cefalorraquidiano.[8] Os
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mecanismos que regulam os niveis de sodio, potassio e calcio sdo também os responsaveis pelos
niveis de cloreto no organismo.[10] Estando por isso uma perda excessiva de cloreto normalmente
associada a uma perda de sédio causada pela transpiracdo excessiva, diarreia cronica, vémitos ou
alguns disturbios renais. Estas perdas podem originar alcalose metabélica, uma desordem do pH do
corpo, que pode levar a coma ou até mesmo a morte. O consumo alimentar é geralmente feito na
forma de cloreto de sodio, o sal de mesa comum. Existem suplementos disponiveis de baixas
concentragdes com cloreto e potassio usados para o tratamento de falta de potassio associada ao

uso de diuréticos. A hiperclorémia pode causar hipertenséo.[8]

Figura 1.5: Esquema representativo da interagdo das moléculas de dgua com o ido cloreto.

Fonte: http://atomoemeio.blogspot.pt/

1.7. Potéassio

O potassio é um elemento quimico de simbolo K, com um nimero atomico 19 (19 protdes e 19
eletrdes) e massa atomica igual a 39 uma. A temperatura ambiente este elemento encontra-se no
estado so6lido, com um ponto de fusdo de 336,53 K e um ponto de ebulicdo de 1032 K. A sua
estrutura cristalina é cubica.[7]

O ido potassio é o principal catido das células do tecido muscular e da maioria de outras células.
Um adulto contém cerca de 250 gramas de potassio, sendo este ido essencial para manter o
equilibrio de fluidos nas células e necessario para quase todas as reacdes celulares.[8]

A maior parte do potassio encontra-se intracelular sendo a sua concentracao trinta vezes superior
a existente no plasma e no liquido intersticial. Embora a concentracdo de potassio no sangue seja
pequena, é de grande importancia, uma vez que este é necessario para a conversao da glicose em
glicogénio para armazenamento, para a transmissdo de impulsos nervosos, para a contragdo do
musculo esquelético e para a regulagédo de algumas hormonas. O potassio também desempenha um
papel importante na manutencéo da pressao sanguinea dentro dos valores normais.[8]

Alguns estudos demonstram que populacfes que consomem grandes quantidades de potassio na
dieta alimentar apresentam uma menor incidéncia de hipertensdo. Estudos em animais mostraram

gue 0 potassio pode ter a capacidade de prevenir acidentes vasculares cerebrais. O potassio &
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absorvido a partir do trato gastrointestinal e os seus niveis sdo mantidos em equilibrio pelo sistema
renal.[8]

O défice plasmatico de potassio, hipocaliémia, pode ser devido a alcalose, a administracdo de
elevadas doses de insulina, reducdo da ingestdo de potassio (anorexia nervosa e alcoolismo) ou
excessiva perda renal. Os principais sintomas apresentados s&do a diminuicdo da excitabilidade
neuromuscular do musculo esquelético (fraqueza), diminuicdo do ténus do musculo liso e atraso da
repolarizagdo ventricular no muasculo cardiaco. Em relagdo a hipercaliémia esta deve-se
essencialmente a traumatismos celulares, acidose, défice de insulina, hipoxia celular ou diminuigao
da excrecdo renal. Os sintomas resultantes podem ser: aumento da irritabilidade neuromuscular,
célicas intestinais, fraqgueza muscular, paralisia, arritmias cardiacas, taquicardia e em casos muito
graves pode mesmo levar a paragem cardiaca.[10]

A acé@o benéfica dos diuréticos, usados para tratar a hipertensdo arterial e a insuficiéncia
cardiaca, aumentam a producéo de urina e a excrecdo de sodio, havendo também uma consideravel
perda de potassio, dai a necessidade de recorrer a diuréticos especiais tais como: a amilorida, o
triamtereno ou a espironolactona, chamados “diuréticos poupadores de potassio”.[8]

O impacto da ingestdo de quantidades de minerais anormais estid na base etioldgica do
desenvolvimento de algumas doencas como as cardiovasculares, a osteoporose, a anemia, a
diabetes mellitus e alguns tipos de cancro. Os suplementos ricos em minerais ajudam a combater
determinadas deficiéncias alimentares desses nutrientes, contudo, um consumo excessivo desses
produtos pode levar a consequéncias também nefastas.[13]

Foi realizado um estudo para determinar a contribuicdo dos suplementos minerais para o total de
ingestdo de alguns nutrientes em adultos residentes em Varsodvia (573 homens e 497 mulheres). Os
niveis de minerais foram analisados de acordo com os valores de referéncia da Recommended
Dietary Allowance (RDA) e verificou-se que a ingestédo de calcio, magnésio e potassio foram menores
do que os recomendados pela RDA e que os suplementos ndo conseguiram colmatar o défice desses
nutrientes.[13] Verificou-se ainda que a ingestdo de fosforo foi um pouco maior do que a
recomendada e que os suplementos de zinco e cobre em ambos 0s sexos eram desnecessarios, bem
como os suplementos de ferro no grupo dos homens, uma vez que as suas concentracdes no grupo
controlo (sem suplementos) atingiam os valores de referéncia recomendados. Os suplementos de
ferro nas mulheres mostraram-se eficazes. Concluiram entdo que a eficacia de complementar as
dietas alimentares de adultos com suplementos ricos em minerais depende muito do tipo de mineral e
do grupo de populacao a que se destina.[13]

Segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS), as doencas ndo transmissiveis (DNT) sdo as
principais contribuintes para a mortalidade no mundo, matando mais pessoas a cada ano do que
todas as outras causas combinadas e devido ao aumento da sua prevaléncia acbes de orientacdo
alimentar e nutricional destinadas a promover a saude publica tém sido consideradas muito
importantes. Neste sentido foi realizado um estudo para avaliar a ingestao de potassio e o racio entre
este e 0 sddio em criancas de 8-10 anos de idade. Os resultados permitiram concluir que existia uma
baixa ingestdo de potassio nestas criancas e que novas intervencdes de promocdo da salde sao

necessarias como forma de instruir e motivar a consciéncia publica para a baixa concentracdo de
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potassio na dieta alimentar e aumentar a sua ingestéo.[14]

1.8. Célcio

O calcio € um elemento quimico de simbolo Ca, com um numero atémico 20 (20 protBes e 20
eletrdes) e massa atomica igual a 40 uma. A temperatura ambiente este elemento encontra-se no
estado sélido. Apresenta um ponto de fusdo de 1115 K e um ponto de ebulicdo de 1757 K. A sua
estrutura cristalina é cubica.[7]

O calcio é o mineral essencial com maior concentragdo no corpo humano (99% nos 0ssos e
dentes), cerca de 1200g num adulto de 70kg e a quinta substancia mais abundante no corpo
humano.[9] O restante 1 por cento é encontrado no sistema circulatério e ajuda na regulacdo de
vérias funcdes do corpo. O esqueleto do recém-nascido contém cerca de 30g de calcio, a maioria das
guais depositadas durante o terceiro trimestre da gravidez. A absorcdo de calcio requer a presenca
de vitamina D. O célcio € essencial para a formacdo do osso saudavel ndo podendo por si s6
aumentar a massa 6ssea a partir dos 20 anos de idade. Num estudo francés em mulheres idosas
tendo-lhes sido fornecido um suplemento de 800 unidades internacionais de vitamina D3 e 1,2g de
calcio por dia demonstrou-se existir uma diminui¢do de mais 40% nas fraturas da anca. No entanto o
uso de suplementos ainda deixa muitas davidas em relacdo a sua eficacia. Embora alguns estudos
em animais parecam indicar que a ingestao de suplementos de calcio pode proteger contra o cancro
do célon, evidéncias na espécie humana ainda ndo sao conhecidas.[8][9]

Num outro estudo foram investigados os efeitos de suplementos de célcio associados a dieta
alimentar sobre o metabolismo 6sseo, as concentra¢gdes de minerais no rim e a fungéo renal em ratos
alimentados com uma dieta alimentar rica em altas concentragfes de fosforo e verificou-se que os
suplementos de calcio melhoraram os parametros do metabolismo 6sseo e renal em ratos
alimentados com uma dieta alimentar rica em fésforo, o que sugere que os suplementos de calcio
previnem a perda de massa 6ssea e a deteriora¢do da funcdo renal induzida por uma dieta rica em
fésforo, néo afetando no entanto as concentragfes de minerais no rim.[15]

Outro estudo resultante de dezanove ensaios clinicos randomizados demonstrou que a utilizacdo
de suplementos com vitamina D em associagdo ou ndo ao célcio mostraram resultados variados:
sendo a incidéncia de fratura menor em sete dos ensaios, igual em dez e mesmo superior em dois
dos ensaios realizados.[16]

Por este motivo, em pouco mais de uma década, os suplementos de céalcio amplamente utilizados
até ai, por pessoas mais velhas, levaram a uma alteracdo nas recomendacdes por parte das
entidades competentes no sentido de evitar o seu uso generalizado na preven¢do primaria das
fraturas. Esta mudanca substancial nas recomendacdes ocorreu como resultado de alteracfes
consideradas significativas na prevencdo de fraturas, associadas a efeitos adversos em varios
ensaios clinicos realizados quer com suplementos de calcio, quer com a sua associacdo a
suplementos de vitamina D. Embora haja pouca evidéncia para sugerir que a ingestdo de calcio
esteja de facto intimamente associada a um aumento do risco de doencas cardiovascular, também ha

pouca evidéncia de que suplementos ricos neste nutriente consigam prevenir o risco de fratura.
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Portanto, a prescricdo generalizada de suplementos de célcio para prevenir fraturas deve ser
abandonada.[17]

O pH interfere com os mecanismos de absorcao deste elemento na medida em que um pH neutro
ou acido favorece a absorcao de célcio e um pH alcalino diminui a sua absorcao.[9]

Este mineral também apresenta elevada importancia nas gravidas uma vez que a sua diminuicao
de forma significativa pode contribuir para o desenvolvimento de pré-eclampsia, sendo por isso
fundamental nesta situagdo o aporte deste mineral através de suplementos alimentares para ajuda na

prevencdo da incidéncia da pré-eclampsia.[18]

1.9. Ferro

O ferro é um elemento quimico de simbolo Fe, com um numero atomico 26 (26 protdes e 26
eletrdes) e massa atdmica igual a 56 uma. A temperatura ambiente este elemento encontra-se no
estado solido. Apresenta um ponto de fusdo de 1811 K e um ponto de ebulicdo de 3134 K. A sua
estrutura cristalina é cibica.[7]

Este elemento metalico desempenha um papel muito importante no transporte de oxigénio para
os tecidos, no seu armazenamento no musculo e nas reacdes de oxidagdo nas células. O ferro é
absorvido na mucosa intestinal e a sua absorcao é regulada por mecanismos que permitem manter o
equilibrio da concentracdo deste nutriente.[8] O corpo humano contém cerca de 4-5g de ferro. A
maior parte deste (65%) estad presente na hemoglobina na forma de ferro heme (forma organica)
responséavel pelo transporte de oxigénio.[9] No entanto na mioglobina também se encontram 9% na
forma heme responsavel pelo armazenamento de oxigénio. Os cerca de 20 % de ferro ndo-heme
(ferritina, hemossiderina e transferrina) sdo os responsaveis pelo armazenamento e transporte do
ferro no organismo.[6]

A Recommended Dietary Allowances (RDA) para o ferro € baseada na obten¢cédo de 300mg para
atender as exigéncias nutricionais para pessoas saudaveis. No caso de mulheres adolescentes e
adultas com menstruacao o valor deve ser de 15 mg/dia. No caso de mulheres em pds-menopausa e
homens adultos é de 10 mg/dia. Para as criancas o aporte de 1,0 a 1,5 mg/Kg é suficiente. Durante a
gravidez, a exigéncia de ferro € maior principalmente no segundo e terceiro trimestre da gravidez
sendo um suplemento médio de 15 mg/dia suficiente para satisfazer os requisitos da maioria das
mulheres. O acido ascoérbico (vitamina C) presente nos alimentos de origem vegetal melhora a
absorgdo de ferro nao-heme e é benéfico para pessoas que ndo consomem a quantidade certa de
proteina animal.

No entanto, provavelmente ndo h4 beneficio em adicionar vitamina C aos suplementos uma vez
que o sulfato ferroso presente na maioria dos suplementos é facilmente absorvido.[6][8]

A Organizacdo Mundial de Saude recomenda o uso de suplementos de ferro e acido félico em
gestantes ndo anémicas para prevenir a anemia e melhorar os resultados gestacionais. A
composicao do suplemento € de 120 mg de ferro e 2,8 mg de acido félico, uma vez por semana,
durante a gravidez.[19]

A deficiéncia de ferro ocorre quando ha uma redugao na quantidade de eritrécitos ou quando os



Capitulo 1 - Introducéo

glébulos vermelhos se tornam menores do que o normal. A Organizagdo Mundial de Saude
estabeleceu que a anemia ocorre quando a concentracdo de hemoglobina atinge valores inferiores a
1,3 g/L em homens adultos e 1,2 g/L em mulheres ndo gravidas. Durante a gravidez os valores
normais mais baixos sdo de cerca de 11g de hemoglobina. Alteracbes em varios componentes do
sistema imunitario também podem ocorrer e as criancas podem apresentar apatia, défice de atencéo,
irritabilidade e dificuldades de aprendizagem. Uma alta ingestdo de calcio pode interferir com a
absorcao de ferro e outros minerais.[8][9]

Em relagdo a toxicidade em individuos saudaveis, a possibilidade de intoxicagéo por ferro a partir
de fontes provenientes dos alimentos é remota. Um estudo sobre a ingestao de ferro, especialmente
de ferro heme, através de suplementos, tentou examinar a associa¢éo entre a ingestao deste com a
incidéncia de AVC em homens e verificou que os resultados indicavam que uma alta ingestao de ferro
heme, particularmente em individuos com peso normal, pode aumentar o risco de acidente vascular
cerebral.[20]

Figura 1.6: Imagem representativa de ferro. Fonte: http://imagens.tabelaperiodica.org/

1.10. A importancia da agua

Um dos componentes mais importantes dos tecidos é a dgua. Cerca de trés quartos da massa
total dos tecidos moles é agua e algumas das propriedades fisicas destes tecidos séo devidas a sua
presenca. Os ultrassons propagam-se através do tecido mole com uma velocidade semelhante a da
agua. Fotdes de raios-X sdo atenuados também de modo semelhante na agua e nos tecidos moles,
sendo as suas capacidades térmicas e de condutividade também similares.[21]

A proporcado de peso do corpo composta por agua vai diminuindo com o passar dos anos, sendo
a sua diminuicdo mais acentuada logo nos primeiros dez anos de vida e inversamente proporcional
ao aparecimento do tecido adiposo. Os principais compartimentos de liquidos no organismo podem
dividir-se em: liquido intracelular 40% do peso do organismo (dentro das células) e liquido extracelular
20% do peso do organismo (liquido intersticial, plasma). 16es, pequenas moléculas e a agua podem

circular livremente entre estes compartimentos sendo a pressao osmética destes compartimentos
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semelhante entre eles. O volume total de agua no organismo permanece constante devido aos
mecanismos que permitem manter este equilibrio entre o volume de agua que entra no organismo e o
que ele perde diariamente. Assim as fontes de agua sdo 90% através da sua ingestdo e cerca de
10% resultante do metabolismo celular e as vias de eliminacdo sdo 61% através da urina, 35%
através da evaporacéo e 4% através das fezes.[10]

A agua é um bem essencial a vida e como tal a sua qualidade é fundamental para a saldde dos
diversos organismos. Os controlos apertados nos sistemas de agua destinada ao consumo humano
sdo fundamentais para o tratamento adequado dos agentes patogénicos principalmente os que vivem
em biofilmes como a Legionella pneumophila, sendo por isso fundamental entender a ecologia e
diversidade microbiana do biofilme para poder desenvolver desinfetantes eficazes para o tratamento

da agua que consumimos.[22]

1.11. Toxicidade

A toxicologia é o estudo dos efeitos adversos quimicos ou fisicos de certas substancias nos
organismos vivos. Um toxicologista é preparado para examinar € comunicar a natureza desses
efeitos na salde humana, animal e na saiude ambiental. Este examina e pesquisa 0S mecanismos
celulares, bioquimicos e moleculares da a¢édo destes agentes bem como os efeitos funcionais e avalia
a probabilidade da sua ocorréncia. A relacdo entre a dose de exposi¢cdo e o tipo de resposta é
fundamental para a avaliagdo do risco e para uma estimativa quantitativa dos potenciais efeitos
deletérios para a salde humana e ambiental. A diversidade de produtos quimicos no ambiente e a
crescente dependéncia da nossa sociedade nos produtos quimicos aumentam a necessidade de
avaliar os perigos que podem resultar da utilizag&do destes agentes.[23]

Um relatério recente da OMS confirma que a qualidade do ambiente desempenha um papel
significativo no estado de saldde humana. Estima-se que cerca de um quarto das doengas,
principalmente as que afetam as criangas sejam devidas a fatores ambientais. Acredita-se que
ambientes mais saudaveis podem ajudar na preven¢édo de uma vasta gama de distarbios e diminuir a
taxa de morbilidade.[24]

Muitos dos medicamentos utilizados pelo homem também levantam algumas dudvidas em relagéo
aos seus possiveis efeitos adversos, nomeadamente a longo prazo e principalmente em criancas. Por
exemplo um estudo feito em ratos para avaliar a existéncia de efeitos adversos a longo prazo
resultante do uso de fentanil em recém-nascidos permitiu concluir que este ndo s6 ndo apresentou
nenhum efeito no crescimento e desenvolvimento inicial como ainda contribuiu para um melhor
desenvolvimento e diminuicdo da ansiedade numa fase mais tardia, demonstrando-se assim que o
Seu uso é seguro mesmo em recém-nascidos.[25]

Contudo, a toxicologia evoluiu rapidamente no final do século XIX e durante o século XX
acompanhando o desenvolvimento das ciéncias biologicas e fisicas bem como o aumento acentuado
da producdo de medicamentos, pesticidas, municdes, fibras sintéticas e produtos quimicos
industriais. A histéria de muitas ciéncias (medicina, genética, fisica, biologia, farmacologia) representa

uma transi¢cao ordenada com base na teoria, hipéteses, testes e sintese de novos produtos aos quais
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se seguem efeitos adversos muitos deles toxicos e com efeitos prejudiciais para os organismos

Vivos.[23]

1.12. Metais pesados

A definicdo de metal € um pouco subjetiva uma vez que as diferencas entre elementos metalicos
e ndo metalicos podem ser subtis. Os metais sdo tipicamente definidos por propriedades fisicas que
incluem uma alta refletividade (brilho), uma elevada condutividade elétrica, uma alta condutividade
térmica e elevadas ductilidade e solidez mecanicas. Do ponto de vista toxicolégico uma das
caracteristicas mais importantes dos metais € que eles podem reagir facilmente com os sistemas
biologicos ao perderem um ou mais eletres. Muitos metais apresentam estados de oxidac&o
variaveis e vérias designacdes sdo aplicadas aos subconjuntos de elementos metalicos, incluindo os
metais alcalinos (por exemplo, o litio e 0 sédio), metais alcalino-terrosos (por exemplo, o berilio e o
magnésio) e metais de transi¢do (ou metais pesados) (por exemplo, o caddmio, o chumbo, o mercurio
e 0 zinco).[23][26]

Os metais pesados sdo os metais com densidade relativa de 5 ou superior. Estes estdo presentes
no ambiente devido as atividades naturais e antropogénicas. Naturalmente quando ocorrem estao
geralmente presente em niveis relativamente baixos uma vez que, as concentragdes destes metais
pesados no meio ambiente sdo aumentadas por influéncias antropogénicas, tais como: mineracao,
irrigacé@o de aguas residuais, aplicacdo de pesticidas e aplicacdo de fertilizantes quimicos.[27]

Para alguns autores a designacdo de metais pesados também é considerada pouco especifica
ndo conseguindo descrever a multiplicidade de diferencas existente entre as caracteristicas destes
elementos devendo por isso ser utilizadas em alternativa definicbes mais especificas para cada
subgrupo de metais pesados.[28] A presenca de metais pesados como o arsénio, o cadmio, o
chumbo, o niquel e o mercdurio, que sdo poluentes ambientais, em areas desenvolvidas e modificadas
pela espécie humana bem como a sua existéncia na atmosfera, no solo e na 4gua pode causar sérios
problemas a todos 0s organismos e a elevada biodisponibilidade destes elementos pode conduzir a
uma bioacumulac¢éo ao longo da cadeia alimentar tornando-se a sua presenca altamente perigosa
para a salde humana.[29]

A neurotoxicidade dos metais pesados individuais ja se encontra descrita em alguns estudos, no
entanto, os efeitos das suas associagdes ainda é algo que aparece pouco pormenorizado sendo por
isso complicado avaliar os efeitos adversos que cada um deles realmente representa para a vida
humana. E indiscutivel a sua toxicidade mas os mecanismos moleculares subjacentes ndo sdo
totalmente conhecidos pois embora exista consenso entre muitos autores que as proteinas sao 0s
seus principais alvos a forma como os metais pesados interferirem com a sua atividade especificas
continua ainda desconhecida.[27][30]

Investigando o efeito combinado de arsénio (As), cadmio (Cd) e chumbo (Pb) no desenvolvimento
do cérebro de ratos Wistar, foi possivel avaliar o efeito sinérgico de uma mistura de As, Cd, e Pb
sobre a neurotoxicidade apresentada por estes animais. Assim, a toxicidade de metais pesados em

seres humanos é muitas vezes o efeito combinado de mais do que trés metais pesados que acabam
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por potenciar os efeitos adversos de cada um individualmente dando origem a danos graves e

irreparaveis.[27]

1.13. Mercuario

O mercurio € um elemento quimico de simbolo Hg, com um ndmero atémico 80 (80 protbes e 80
eletrdes) e massa atomica igual a 201 uma. A temperatura ambiente este elemento encontra- se no
estado liquido. Apresenta um ponto de fusdo de 234,32 K e um ponto de ebulicdo de 629,88 K. A sua
estrutura cristalina é romboédrica.[7]

A crescente divulgacdo sobre o aumento dos niveis de mercurio no peixe da nossa dieta
alimentar por parte dos meios de comunica¢do social e os altos niveis de mercurio na atmosfera
associados a conjetura de que certas doengas podem ser causadas por exposi¢cdo ao mercurio tém
vindo a aumentar a consciéncia publica sobre os potenciais efeitos adversos para a saude de doses
elevadas de mercurio. Na medicina dentaria tem sido criticado o uso de amalgamas devido a
percentagem de mercurio que estas apresentam na sua constituicdo considerando-se um problema
quer para a saude publica quer para 0 ambiente.[31]

Os efeitos toxicol6gicos do mercirio sdo mais graves no sistema nervoso central das criangas
ainda em desenvolvimento do que nos adultos havendo por isso uma preocupagdo crescente com a
exposicdo pré-natal e na primeira infancia a este metal. ldealmente, nem criangas nem adultos
deveriam ter mercirio no seu organismo porque ndo ha nenhum beneficio conhecido da sua
presenca. Embora as exposi¢cdes pré-natal e pés-natal ao mercirio ocorram com frequéncia a
prevencao é a chave para reduzir a intoxicagao.[32][33]

Podemos dividir o mercirio em trés espécies diferentes: o metilmercario (organico) presente nos
peixes, o vapor de mercurio presente nas amalgamas dentarias (metalico) e o etilmercurio
amplamente utilizado como um componente de algumas vacinas. A preocupa¢ao com o metilmercurio
em peixe intoxicados aumentou de forma significativa em 1969, quando nos peixes do lago St. Clair,
na fronteira com o Michigan, foram encontrados niveis elevados de mercurio. A dose de referéncia é
definida como sendo a dose que pode ser absorbida por dia, durante toda a vida, sem um risco
significativo de efeitos adversos. Em 1997, U.S. Environmental Protection Agency (U.S. EPA),
estabeleceu que esta dose deveria ser de 0,1ug de metilmercirio/kg. Outras organizagbes de
regulamentacdo, posteriormente, estabeleceram niveis mais elevados como a EUA Food and Drug
Administration (FDA) que defende uma dose de 0,5ug de Hg/kg/dia, e a Agency for Toxic Substances
and Disease Registry (ATSDR) que aponta uma dose de 0,3pg de Hg/kg/dia.[34]

Quanto ao vapor de merclrio das amalgamas dentarias pensa-se que principalmente durante a
mastigacdo este pode ser libertado e facilmente inalado. As concentracBes de vapor de mercurio
medidas na cavidade oral de pessoas com restauracdes em amalgama aproximou-se e em alguns
casos ultrapassou mesmo os limites estabelecidos para a dose maxima de referéncia. Existe ainda
guem alegue que algumas doencas cronicas degenerativas, tais como a doenca de Parkinson e o
Alzheimer, podem ser exacerbadas ou até mesmo causadas por doses de mercurio acima do

recomendado.[34]
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Em relacdo ao etilmercurio este apresenta algumas semelhancas quimicas com o metilmercurio,
ambos tém uma distribuicdo inicial similar no corpo e causam efeitos muito semelhantes em doses
téxicas para o cérebro, no entanto, o etilmercirio € metabolizado mais rapidamente. Desde 1930 que
este foi usado como um componente das muitas preparacdes de vacinas administradas a lactentes,
até que em 1999, pelo menos nos Estados Unidos, a Academia Americana de Pediatria e 0os Servicos
de Saude Pdublica alertaram para os riscos desta utilizacdo e no prazo de cerca de 18 meses, este
conservante rico em mercurio foi removido por todos os fabricantes de todas as vacinas destinadas a
serem utilizadas nos Estados Unidos.[34]

Através da interpretacdo de diversos estudos neurotéxicos que abordam os efeitos de uma dose
baixa de timerosal (etilmercurio) em criangas que o receberam em vacinas, foi possivel concluir que
existe atividade contra células isoladas do cérebro humano destas baixas doses de timerosal sendo
esta compativel com neurotoxicidade do mercurio. Alguns estudos em animais mostraram também
gue a exposi¢céo a timerosal pode levar & acumulagdo de mercurio inorganico no cérebro e que doses
relevantes como a das vacinas possuem o potencial necessario para afetar o desenvolvimento do
sistema nervoso humano. Assim, pode concluir-se que o timerosal nestas concentracfes € toxico
para as células do cérebro humano.[35][36]

Em Portugal o valor paramétrico da concentracdo de mercurio na adgua destinada ao consumo

humano fornecida pelas redes de distribuigéo é de 1ug/l.[37]

Figura 1.7: Imagem representativa de gotas de mercurio. Fonte: http://pt.dreamstime.com

1.14. Chumbo

O chumbo é um elemento quimico de simbolo Pb, com um nimero atdmico 82 (82 protdes e 82
eletrdes) e massa atomica igual a 207 uma. A temperatura ambiente este elemento encontra-se no
estado soélido. Apresenta um ponto de fusdo de 600,61 K e um ponto de ebulicdo de 2022 K. A sua
estrutura cristalina é cubica.[7]

O chumbo é um metal téxico cuja utilizacdo generalizada causou uma extensa contaminacao
ambiental e muitos problemas de saidde em muitas partes do mundo. Este metal pode afetar varios
sistemas do corpo, incluindo o neurologico, hematoldgico, gastrointestinal, cardiovascular e o renal.
Os seus efeitos podem ser claros e traduzidos clinicamente, ou subtis com expresséo apenas a nivel

bioquimico. As criancas sao particularmente vulneraveis a este téxico e os efeitos criticos atingem o
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sistema nervoso central e até niveis relativamente baixos de exposicdo podem causar problemas
graves e, em alguns casos, o dano neurolégico ser mesmo irreversivel. Nos adultos com exposigéo
ocupacional excessiva ou mesmo acidental, os danos possiveis estdo mais relacionados com a
neuropatia periférica e a nefropatia crénica, mas todos os sistemas enzimaticos sdo potencialmente
suscetiveis aos metais pesados.[38]

Embora a reducdo do uso de chumbo na gasolina, na pintura e na canalizacdo tenha resultado
em reducgdes substanciais nos niveis de chumbo no sangue, fontes significativas de exposicao a
chumbo ainda permanecem, particularmente em paises em desenvolvimento. E por isso todos os
esforcos adicionais sdo necessarios para continuar a reduzir o uso de chumbo e a reduzir as
exposi¢des ambientais a este metal, especialmente para criancas e mulheres em idade fértil, uma vez
que se aceita a nogdo de que o chumbo cause efeitos adversos sobre o sistema reprodutor, ainda
gue as evidéncias sejam principalmente qualitativas e ndo tenham sido estabelecidas relagfes de
dose-resposta. No entanto existe uma maior frequéncia de abortos e partos de bebés mortos entre as
mulheres que trabalham com o chumbo relatada no inicio do século XX. O chumbo continua presente
no ambiente principalmente devido a atividade humana e continua a ser utilizado nos dias de hoje em
baterias, criacdo de joias, fertilizantes quimicos, pesticidas, canaliza¢des, algumas tintas e
revestimentos de habitacBes. Para os ndo fumadores, o maior aporte de chumbo é feito pela ingestéo
diaria de alimentos contaminados, sujidade e poeiras. O chumbo presente na agua da torneira
raramente € o resultado da sua dissolucéo a partir de fontes naturais, mas sim devido aos sistemas
de canalizacdo, soldaduras e acessorios. A agua que tenha estado em contato com estas tubagens
com chumbo por um longo periodo de tempo (por exemplo, durante a noite) tera uma concentracéo
mais elevada, podendo por isso as concentracdes de chumbo variar ao longo do dia. A quantidade de
chumbo nas plantas comestiveis depende das concentracdes no solo e é mais alta em zonas
préximas de minas e fundi¢des. Alguns cereais podem conter altos niveis de chumbo e as latas de
algumas substancias (que tém vindo a diminuir) podem aumentar consideravelmente o teor de
chumbo do alimento ou bebida, especialmente no caso de alimentos ou bebidas acidas. Como as
bebidas alcodlicas tendem a ser &cidos, a utilizagao de quaisquer produtos contendo chumbo no seu
fabrico, na distribuicdo ou armazenamento ird elevar os niveis de chumbo.[39] A presenca de metais
pesados como o chumbo em recursos de agua potavel pode ser perigoso para a saude humana
devido a toxicidade e acumulacéo biol6gica. O consumo de comida ou agua contendo chumbo em
concentracdo elevada pode conduzir a inibicdo da sintese da hemoglobina (anemia) e distlrbios
renais. Quanto aos fumadores, o tabaco aumenta a ingestdo de chumbo por isso estes tém um risco
acrescido de apresentarem concentracdes mais elevadas deste metal pesado.[39][40]

Num estudo efetuado em ratos pretendeu-se avaliar o efeito de alguns compostos alimentares
ricos em acidos gordos insaturados nos niveis sanguineos de chumbo e no metabolismo lipidico. E
verificou-se que o chumbo administrado nos ratos atenuou o efeito benéfico dos acidos gordos
insaturados no metabolismo lipidico. Mas por sua vez os compostos alimentares ricos em acidos
gordos insaturados, também reduziram significativamente a concentracdo de chumbo no sangue.[41]

Em relacdo as doses recomendaveis em 2010, a Organizacdo das Nag¢des Unidas - Joint Food
and Agriculture (FAO)/WHO e o Expert Committee on Food Additives (JECFA) decidiram que a
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ingestdo semanal proviséria previamente estabelecida (PTWI) de 25 pg/kg ndo poderia continuar a
ser considerado uma vez que era demasiado elevada para a saude. No entanto ndo foi estabelecido
nenhum novo valor.[39]

Em Portugal o valor paramétrico da concentracdo de chumbo na agua destinada ao consumo

humano fornecida pelas redes de distribuicédo é de 10 pg/l.[37]

Figura 1. 8: Imagem representativa de chumbo. Fonte: http://cidmarcus.blogspot.pt

1.15. Cavidade oral/Lingua

A cavidade oral constitui a comunicacdo do tubo digestivo para o exterior por onde sao ingeridos
os alimentos, que sao divididos durante a mastigacao por a¢do dos dentes e onde a digestdo comeca
pela agdo da saliva. A embriologia da cavidade oral desenvolve-se entre o final da quarta até a
décima semanas embriolégicas a partir de cinco proeminéncias que se organizam em torno da boca
primitiva. A lingua inicia o seu desenvolvimento no final da quarta semana embriolégica e prolonga-se
até ao quarto ano de vida, altura em que o terco posterior termina o processo de descida em dire¢éo
a orofaringe. A cavidade oral compreende os labios, as bochechas, o palato, a gengiva, os dentes, as
glandulas salivares e a lingua. A lingua é constituida por uma face superior ou dorsal (em forma de
V), uma face inferior ou ventral e dois bordos. Nos 2/3 anteriores encontramos as papilas linguais
(estruturas especializadas) e no terco posterior temos a tonsila lingual. A sua constituicdo é
maioritariamente feita por feixes de tecido muscular estriado em posicdo vertical, horizontal e
diagonal o que Ihe permite uma elevada mobilidade.[42] A mucosa da superficie ventral da lingua
apresenta um epitélio ndo queratinizado fino, com uma lamina propria relativamente avascular e com
algumas glandulas salivares minor. Esta mucosa liga-se ao tecido conjuntivo em volta da musculatura
da lingua sem uma camada submucosa distinta.[43] Na lingua encontramos trés tipos de papilas: as
filformes (mais abundantes nos 2/3 da face superior, tecido conjuntivo e queratinizadas), as
fungiformes (parecem uns cogumelos, epitélio de revestimento pavimentoso estratificado né&o
queratinizado, muito vascularizado, 150 a 200) e as circunvaladas (epitélio de revestimento
pavimentoso estratificado ndo queratinizado, 9 a 11 e as extremidades dos canais das glandulas

serosas de von Ebner encontram-se nos sulcos).[42] Na lingua encontramos ainda os corpusculos
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gustativos (células gustativas e células de suporte) que sdo terminagfes sensitivas presentes nas
papilas circunvaladas e nas fungiformes que na sua por¢éo basal contatam com um terminal nervoso
de uma extensao dos ganglios sensoriais do nervo glossofaringeo e do facial.[42]

Nos cortes histolégicos estes corplsculos aparecem palidos, ovais e estendem-se desde a
membrana basal até a superficie do epitélio onde comunicam com a cavidade oral através de poros.
Estima-se que a sensibilidade aos quatro sabores basicos esteja distribuida pelas diferentes zonas da
lingua: o doce mais na ponta da lingua, o amargo mais na parte posterior, 0 azedo nas por¢cdes
laterais e o salgado por toda a superficie.[43]

A lingua é constituida por 60-72 % de agua, 15-24% de lipidos e 16-18% de proteinas e 1% de
outros componentes e uma vez que se trata de um tecido muscular esquelético podemos descrever a
sua composicdo elemental: 10,2% de hidrogénio (H), 14,3% de carbono (C), 3,4% de azoto (N), 71%
de oxigénio (0).[21]

Em relacdo a concentracdo dos principais constituintes dos liquidos organicos no musculo
esquelético temos: no caso do sddio 153,2 mEqg/l no plasma, 145,1 mEqg/l no liquido intersticial e
12 mEqg/l no liquido intracelular; no caso do potassio 4,3 mEg/l no plasma, 4,1 mEg/l no liquido
intersticial e 150 mEq/I no liquido intracelular; no caso do calcio 3,8 mEg/l no plasma, 3,4 mEqg/l no
liquido intersticial e 4 mEg/l no liquido intracelular; no caso do cloro 111,5 mEg/l no plasma, 118
mEQg/l no liquido intersticial e 4 mEqg/l no liquido intracelular e no caso dos fosfatos temos 2,2 mEqg/l no
plasma, 2,3 mEqg/l no liquido intersticial e 40 mEqg/I no liquido intracelular.[10]

No caso dos ratos a percentagem de agua presente na lingua sera de 75,5-78,4% o que apesar
de ligeiramente superior a presente na espécie humana acaba por ser uma percentagem muito
parecida o que nos permite utilizar estes animais para a realizacdo de estudos experimentais.[21]

As células musculares, principais constituintes do tecido muscular da lingua, tém a capacidade de
ser excitadas por estimulos quimicos, elétricos e mecéanicos e produzirem potenciais de acdo que
depois séo transmitidos através das suas membranas celulares, os sarcolemas. O seu citoplasma
chama-se sarcoplasma. De acordo com as caracteristicas que apresentam, podem distinguir-se trés
tipos de tecido muscular: o0 musculo estriado esquelético, 0 musculo estriado cardiaco e o musculo
liso. A grande massa muscular do corpo humano encontra-se agarrada ao 0sso, dai a designacao de
musculo esquelético.[44] A unidade funcional do tecido muscular estriado esquelético é a fibra
muscular. As células deste musculo originam-se da fusdo de centenas de células precursoras, 0s
mioblastos, 0 que as tornam bastante grandes e alongadas, com um didmetro de 10 a 100um e até
alguns centimetros de comprimento e multinucleadas (nucleos na periferia). Cada fibra muscular é
composta por milhares de miofibrilhas, as quais apresentam na sua composicdo filamentos de
miosina (cerca de 1500) e filamentos de actina (3000) dispostos lado a lado, responséaveis pela
contracdo muscular e a sua abundancia e organizacdo fazem com que se observem estrias
transversais ao microscoépio 6tico, o que lhe conferiu 0 nome de estriado. A sua disposicao paralela
faz com que a forca de contracdo seja aditiva e, por isso, maior.[45][46]

A miofibrilha é composta por varios sarcomeros, que sédo as unidades funcionais que estdo entre
duas linhas Z. Um sarcémero, com cerca de 2,5um, é formado por filamentos de actina e miosina

entrelacados uns nos outros.[44]
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Quando observadas ao microscopio de luz, as fibras musculares esqueléticas apresentam estrias
transversais, pela alternéncia de faixas claras (banda I) e escuras (banda A) e no centro de cada
banda | nota-se uma linha transversal escura - a linha Z. As fibras musculares estdo organizadas em
feixes, sendo 0 seu conjunto revestido por uma camada de tecido conjuntivo chamada epimisio.
Deste partem finos septos de tecido conjuntivo que se dirigem para o interior do musculo, separando
os feixes. Esses septos constituem o perimisio. Cada fibra muscular, individualmente, é envolvida
pelo endomisio que apresenta apenas algumas células de tecido conjuntivo, nomeadamente
fibroblastos.[46] A contracdo acontece porque as fibras do musculo esquelético sdo inervadas por
fibras nervosas, que embora em menor ndmero se ramificam ao chegar ao musculo, podendo uma
célula da porcao anterior da espinhal medula inervar cerca de 200 fibras musculares. O impulso
nervoso percorre o axdnio e é transmitido com libertacdo da acetilcolina do terminal do axénio. Este
neurotransmissor difunde-se através da fenda sinaptica e prende-se a recetores na membrana da
célula muscular, abrindo os canais de sédio do sarcolema, tornando-o permeavel ao célcio,
permitindo a entrada destes ifes na célula o que resulta na despolarizacdo do musculo.[46] A
membrana plasmatica despolarizada leva para o interior da célula invaginacfes que envolvem as
juncbes das bandas A e | as quais compdem o sistema de tUbulos transversais ou tubulos T. A
despolarizacdo destes tubulos T é transmitida através de pontes proteicas ao reticulo
sarcoplasmatico, promovendo a abertura dos canais de cdlcio com a consequente saida deste ido
para o citoplasma. O cdélcio libertado vai ligar-se ao complexo troponina-tropomiosina que esta
enrolado sobre a actina tapando-lhe os sitios ativos, altera a sua forma destapando assim os sitios
ativos cobertos os quais se ligam imediatamente a miosina dando origem a contracéo.[44]

O reticulo sarcoplasmético é bem desenvolvido e armazena ides de calcio, importantes para o
processo de contragdo. As mitocdndrias sdo numerosas e fornecem energia. O glicogénio €
armazenado em gréanulos no citoplasma. E existe ainda um grande aporte sanguineo uma vez que o
consumo de oxigénio é elevado. Este muasculo tem uma contragdo rapida e voluntaria.[46] Os
movimentos da lingua durante a fala sdo considerados entre as atividades motoras dos mais
complexos parecendo ser Unicos entre os mamiferos. A prondncia de cada vogal e consoante requer
precisdo, tanto no posicionamento espacial da lingua, como na forma da sua superficie dorsal. Trata-
se assim de um musculo com caracteristicas comuns ao tecido muscular esquelético, mas que
apresenta depois particularidades especiais Unicas que lhe permite desenvolver todo o conjunto de

movimentos que permitem falar.[47]

proles
tungtomes

pagiles
idames

Figura 1.9: Esquema representativo da lingua. Fonte: http://www.infoescola.com/
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Objetivo

O presente trabalho, intitulado “Analise histolégica e elemental da lingua na administragéao
experimental de metais pesados” apresenta como principal objetivo avaliar as alteragdes a nivel
histoldgico e elemental encontradas em porcdes de lingua de ratos submetidos a agua contaminada

com metais pesados (chumbo e mercurio).
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Capitulo 3

Material e Métodos

3.1. Preparagao dos animais

Neste estudo foram utilizados 30 ratos Wistar macho, com quatro semanas de idade no inicio do
ensaio, mantidos em condi¢cdes padrdo de manipulagdo e manutencéo, de acordo com a legislacéo
em vigor. Foram mantidas todas as condigbes ambientais que permitissem assegurar as condi¢des
fisiolégicas dos animais em ensaio, nomeadamente: humidade, ciclos de luz e escuro e temperatura.
A alimentacéo e o fornecimento de agua foi feito de acordo com os parametros anatomofisiolégicos
da espécie. Os animais foram distribuidos aleatoriamente por trés grupos com 10 animais cada um: o
grupo controlo mantido durante 4 semanas sem qual- quer manipulacdo indutora de alteragfes, ou
seja, com acesso a agua e alimento ad libitum; o grupo teste | mantido durante 4 semanas com
substituicdo da 4gua por Agua contaminada com chumbo (20ppm); e o grupo teste || mantido durante

4 semanas com substituicdo da dgua por dgua contaminada com mercurio (20ppm).

3.2. Sacrificio e necropsia

Todos os animais foram sacrificados no fim do periodo experimental de quatro semanas, por
sobredosagem anestésica administrada por via intramuscular. A necropsia completa de cada um dos
individuos permitiu a recolha de fragmentos da parte média da lingua para andlise histoldgica e para

a detecgdo e/ou quantificacdo de chumbo e mercurio por fluorescéncia de raios-X.
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3.3. Procedimento Histologico

Em todos os animais foram colhidos para histopatologia de rotina fragmentos da por¢do média da
lingua, tendo sido a fixagao realizada com recurso a formaldeido neutro tamponado a 10%. Todos os
fragmentos colhidos para histopatologia foram incluidos em parafina, tendo sido realizados cortes de
cerca quatro micrémetros de espessura para coloracdo de rotina de HE (Hematoxilina de Mayer-

Eosina).Todas as laminas foram avaliadas num Microscépio Nikon Eclipse modelo E600.

Figura 3.1: Fotografia dos blocos de parafina no estado sélido contendo o tecido (lingua) dos trés grupos de
estudo. Fonte: imagem fotografada pelo autor.

Figura 3.2: Fotografia de lamina preparada para analise histolégica do grupo teste I.

Fonte: imagem fotografada pelo autor.

Figura 3. 3: Fotografia de lamina preparada para analise histolégica do grupo teste Il.
Fonte: imagem fotografada pelo autor.
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3.4. Analise de fluorescéncia de raios-X (XRF)

A técnica de analise por fluorescéncia de raios-X € um método de andlise elementar qualitativo e
quantitativo que permite a identificacdo de praticamente todos os elementos (Z > 12), uma vez que 0s
elementos de nimero atémico inferior apresentam energias de emisséo de raios- X inferiores a 1 KeV
e por isso nao detetaveis no equipamento usado.

O principio do método é muito simples e a sua analise rapida. Utiliza-se uma fonte de radiacdo X
para ionizar os niveis internos dos atomos constituintes da amostra, por efeito fotelétrico, ndo
havendo necessidade de tratamento prévio e ndo sendo destrutiva. Quando o atomo regresso ao
estado fundamental este liberta 0 excesso de energia através da emisséo de um fotdo X, de energia
igual & diferenca das energias de ligacdo dos niveis entre 0s quais se deu a transicdo. Esta radiacdo
€ caracteristica do elemento. A detecdo e analise deste espectro vai permitir assim a identificacdo e

quantificacdo dos diferentes elementos constituintes da amostra em simultaneo.

Figura 3. 4: Fotografia do microscépio Nikon Eclipse modelo E600. Fonte: imagem fotografada pelo autor.

Esta técnica de analise de fluorescéncia de raios-X consistiu em fazer incidir o feixe de raios- X
colimado (com uma area de 0,5x0,5mm), com energia de 15 KeV e com tempo de exposi¢do de 200s
a cada uma das amostras. E numa segunda abordagem com uma energia de 50 KeV e 0 mesmo
tempo de exposicdo de 200s.

Nos espectros obtidos, foi removida a radiacdo de fundo, permitindo a analise individual com
quantificacdo da presenca de aluminio (Al), fésforo (P), enxofre (S), cloro (Cl), potassio (K), calcio
(Ca) e ferro (Fe).

A radiacdo de fundo também pode ser considerada uma desvantagem, pois esta sempre presente
em cada determinacdo. Esta consiste numa emisséo de radiacdo pelos elementos constituintes do

equipamento, da fonte de raios-X e plataformas de colocacéo de amostra.
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Para energias mais baixas, como o exemplo dos 15 KeV utilizou-se o gas inerte hélio (He), para

que interferéncias relativas ao ar atmosférico, especificamente do gas argon (Ar), fossem anuladas.

Figura 3.5: Fotografia de bloco de parafina no estado sélido contendo o tecido (lingua).

Fonte: imagem fotografada pelo autor.

Figura 3.6: llustracdo do local de incidéncia do feixe de raios-X.
Fonte: imagem fotografada pelo autor

WB0leps | A FSEI2ML 0

Ll i I 4
0.00 keV | 7.56 eV

Figura 3.7: Grafico do espectro de energias criado pelo software do equipamento de analise por fluorescéncia de
raios-X (Hitachi modelo SEA 6000V X) Fonte: imagem fotografada pelo autor.
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Analise estatistica

A analise estatistica foi feita com o programa estatistico R. O programa R é uma aplicacdo de
distribuicao livre dedicado a estatistica computacional e gréfica. Este programa utiliza a linguagem
R (0 mesmo nome do programa), derivada da linguagem S criada nos laboratérios Bell, pertencendo
atualmente a Lucent Technologies. O R fornece varios recursos estatisticos (modelos lineares,
modelos nédo lineares, testes estatisticos, andlises de séries no tempo, “clustering”,. . . ), ferramentas
gréficas e programacdo orientada a objetos, podendo ser estendido através da instalacdo de
maodulos.

As funcdes utilizadas no programa R para o célculo da média e do desvio padrdo foram a
funcdo mean () e afungéo sd (), respetivamente. A fungdo mean () calcula uma média aritmética
apartir de um vetor que recebe como argumento, implementando a (equacdo 4.1), onde p é a média,
n o numero de amostras e nj amostra de indice i . A fungéo sd () calcula o desvio padrdo de um
vetor que recebe como argumento, implementado a equacdo (equacgao 4.2), onde o € o desvio

padrao, N o nimero da amostra, ta média e x; aamostra de indice .

1
M= n Zﬂi (4.1)

=1

N
1 .
o= | 2@ - w)? “2)
i=1

Para calcular os teste t-student, utilizou-se a funcdo ttest (). Esta fungdo recebe dois vetores
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como argumentos, mantendo-se as op¢des por defeito que sdo: teste de duas caudas, correcdo de
Welch para a ndo homogeneidade da variancia e intervalo de confianca de 95%. O teste t de Welch é

definido pela seguinte férmula:

(4.3)

Onde X é a média da amostra, s* é a variancia da amostra e N o tamanho da amostra.
A utilizacdo do teste t-student é justificada com o facto de as amostras serem pequenas e
diferentes no tamanho. Considerou-se a hip6tese nula, Hy, as médias serem iguais e a hip6tese nédo

nula, H,, as médias serem diferentes.

Figura 4.4: Equipamento de analise por fluorescéncia de raios-X (Hitachi modelo SEA 6000VX) Fonte: imagem
fotografada pelo autor.
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Resultados

Da andlise das concentracfes tecidulares do Al, P, S, Cl, K, Ca e do Fe observa-se que existem
algumas diferencas significativas quando se consideram amostras de grupos diferentes segundo a
agua da bebida ndo contaminada, ou contaminada com chumbo ou esta contaminada com mercurio
(Tabelal).

Os resultados apresentados seguidamente resultam de uma técnica de analise por fluorescéncia
de raios-X com uma energia de 15 KeV.

O valor médio das contagens por segundo para o Al foi de 0,56 + 0,59 no grupo controlo, 0,46 +
0,64 no grupo teste | e de 0,22 + 0,51 no grupo teste Il, evidenciado uma diferenca estatisticamente
significativa entre o grupo controlo e o grupo teste Il (p=0,041).

O valor médio das contagens por segundo para o P foi de 27,92 + 7,36 no grupo controlo, 27,94 +
15,51 no grupo teste | e de 28,04 + 14,81 no grupo teste Il, ndo evidenciado diferencas
estatisticamente significativas entre nenhum dos grupos.

O valor médio das contagens por segundo para o S foi de 126,21 + 18,65 no grupo controlo, 95,42
+ 27,92 no grupo teste I, de 119,96 + 38,93 no grupo teste Il, evidenciado uma diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo controlo e o grupo teste | (p=0,0014) e entre o grupo teste | e
0 grupo teste Il (p=0,0233).

O valor médio das contagens por segundo para o Cl foi de 0,00 £ 0,00 no grupo controlo, 0,64 +
1,44 no grupo teste | e de 0,31 + 0,97 no grupo teste Il, evidenciado uma diferenca estatisticamente
significativa entre o grupo controlo e o grupo teste | (p=0,0336).

O valor médio das contagens por segundo para o K foi de 10,64 + 2,17 no grupo controlo, 28,50 +
18,47 no grupo teste | e de 22,21 + 7,49 no grupo teste Il, evidenciado uma diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo controlo e o grupo teste | (p=0,0003) e entre o grupo controlo

e o grupo teste Il (p<0,0001).
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O valor médio das contagens por segundo para o Ca foi de 31,16 + 2,70 no grupo controlo, 32,68
+ 14,27 no grupo teste |, e de 34,80 + 5,61 no grupo teste Il, evidenciado uma diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo controlo e o grupo teste Il (p=0,0086).

O valor médio das contagens por segundo para o Fe foi de 57,30 + 10,23 no grupo controlo, 50,89
+ 12,83 no grupo teste | e de 65,19 = 12,41 no grupo teste Il, evidenciado uma diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo controlo e o grupo teste Il (p=0,0233) e entre o grupo teste | e

o grupo teste II(p=0,0011).

Tabela I: Média e desvio padréo dos valores obtidos nos grupos controlo, teste | e teste II.

Elementos Controlo Teste | Teste I
Al 0,56 + 0,59 0,46 + 0,64 0,22 £ 0,51
P 27,92 + 7,36 27,94 + 15,51 28,04 + 14,81
S 126,21 + 18,65 95,42 + 27,92 119,96 + 38,93
Cl 0,00 £ 0,00 0,64 +1,44 0,31+0,97
K 10,64 £ 2,17 28,50 + 18,47 22,21 + 7,49
Ca 31,16 £ 2,70 32,68 + 14,27 34,80+ 5,61
Fe 57,30 £ 10,23 50,89 + 12,83 65,19 + 12,41

Da analise destes valores e estabelecendo as assinaturas elementais como o quociente de cada
elemento de cada concentracdo diferente de zero com a de K, arredondada as unidades para valores
iguais ou superior a um e as décimas para valores inferiores, temos: Para o caso de acesso a agua
ndo contaminada: Al 0,1, P 3, S 12, Cl 0, Ca 3, Fe 5. Para o caso de acesso apenas a agua
contaminada com chumbo AI0,1 P 1, S 3, Cl 0,2, Ca 1, Fe 2. Para o0 caso de acesso apenas a agua
contaminada com mercurio Al 0,1, P 1, S 5,CI 0,1, Ca 2, Fe 3.

E também muito interessante avaliar as relagdes entre os elementos dentro de cada grupo, como
se pode ver de forma resumida nas Tabela Il, Tabela Ill e Tabela IV.

O réacio médio do valor médio das contagens por segundo entre Al/K foi de 0,05 £ 0,05 no grupo
controlo, de 0,02 + 0,03 no grupo teste | e de 0,01 + 0,03 no grupo teste Il, evidenciado uma diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo controlo e o grupo teste | (p=0,01876) e entre 0 grupo
controlo e o grupo teste Il (p=0,00815).

O racio médio do valor médio das contagens por segundo entre P/K foi de 2,76 + 1,03 no grupo
controlo, de 1,07 + 0,55 no grupo teste | e de 1,32 + 0,86 no grupo teste I, evidenciado uma diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo controlo e o grupo teste | (p<0,0001) e entre o grupo
controlo e o grupo teste Il (p<0,0001).

O racio médio do valor médio das contagens por segundo entre S/K foi de 12,24 + 2,57 no grupo
controlo, de 4,30 + 2,28 no grupo teste | e de 5,76 + 2,70 no grupo teste Il, evidenciado uma diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo controlo e o grupo teste | (p<0,0001), entre o grupo
controlo e o grupo teste Il (p<0,0001) e entre o grupo teste | e o grupo teste Il (p=0,0490).

O racio médio do valor médio das contagens por segundo entre CI/K foi de 0,00 + 0,00 no grupo
controlo, de 0,02 + 0,03 no grupo teste | e de 0,02 + 0,04 no grupo teste I, evidenciado uma diferenca

estatisticamente significativa entre o grupo controlo e o grupo teste | (p=0,0152). O racio médio do
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valor médio das contagens por segundo entre Ca/K foi de 3,02 + 0,50 no grupo controlo, de 1,60 +
0,95 no grupo teste | e de 1,82 + 0,85 no grupo teste Il, evidenciado uma diferenca estatisticamente
significativa entre o grupo controlo e o grupo teste | (p<0,0001) e entre o grupo controlo e o0 grupo
teste Il (p<0,0001).

O racio médio do valor médio das contagens por segundo entre Fe/K foi de 5,50 £ 1,00 no grupo
controlo, de 2,46 + 1,47 no grupo teste | e de 3,34 + 1,18 no grupo teste Il, evidenciado uma diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo controlo e o grupo teste | (p<0,0001) e entre o grupo
controlo e o grupo teste Il (p<0,0001).

O racio médio do valor médio das contagens por segundo entre Al/P foi de 0,02 £ 0,02 no grupo
controlo, de 0,01 + 0,02 no grupo teste | e de 0,00 + 0,01 no grupo teste I, evidenciado uma diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo controlo e o grupo teste Il (p=0,0055) e entre o grupo teste
| e 0 grupo teste Il (p=0,047).

O réacio médio do valor médio das contagens por segundo entre S/P foi de 4,74 = 1,05 no grupo
controlo, de 4,70 £ 2,60 no grupo teste | e de 4,94 + 1,46 no grupo teste I, ndo evidenciado
diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos.

O récio médio do valor médio das contagens por segundo entre CI/P foi de 0,00 + 0,00 no grupo
controlo, de 0,03 + 0,05 no grupo teste | e de 0,02 + 0,08 no grupo teste Il, evidenciado uma diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo controlo e o grupo teste | (p<0,0001), entre o grupo
controlo e o grupo teste Il (p<0,0001) e entre o grupo teste | e o0 grupo teste Il (p=0,0065).

O réacio médio do valor médio das contagens por segundo entre K/P foi de 0,41 = 0,15 no grupo
controlo, de 1,23 + 0,68 no grupo teste | e de 0,99 + 0,44 no grupo teste Il, evidenciado uma diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo controlo e o grupo teste | (p=0,0219).

O racio médio do valor médio das contagens por segundo entre Ca/P foi de 1,19 + 0,32 no grupo
controlo, de 2,27 + 2,78 no grupo teste | e de 1,77 + 1,13 no grupo teste Il, evidenciado uma diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo controlo e o grupo teste Il (p=0,0195).

O racio médio do valor médio das contagens por segundo entre Fe/P foi de 2,19 + 0,67 no grupo
controlo, de 3,05 + 2,62 no grupo teste | e de 3,19 + 1,87 no grupo teste Il, evidenciado uma diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo controlo e o grupo teste Il (p=0,0187).

O réacio médio do valor médio das contagens por segundo entre Al/S foi de 0,00 + 0,00 no grupo
controlo, de 0,00 + 0,01 no grupo teste | e de 0,00 + 0,00 no grupo teste Il, evidenciado uma diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo controlo e o grupo teste | (p=0,0188) e entre o grupo
controlo e o grupo teste Il (p=0,015).

O racio médio do valor médio das contagens por segundo entre P/S foi de 0,22 + 0,05 no grupo
controlo, de 0,27 + 0,12 no grupo teste | e de 0,22 + 0,06 no grupo teste Il, evidenciado uma diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo controlo e o grupo teste | (p<0,0001).

O racio médio do valor médio das contagens por segundo entre CI/S foi de 0,00 + 0,00 no grupo
controlo, de 0,01 + 0,01 no grupo teste | e de 0,00 + 0,01 no grupo teste Il, evidenciado uma diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo controlo e o grupo teste | (p=0,0151) e entre o grupo
controlo e o grupo teste Il (p<0,0001).

O réacio médio do valor médio das contagens por segundo entre K/S foi de 0,09 + 0,02 no grupo
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controlo, de 0,29 + 0,14 no grupo teste | e de 0,19 + 0,05 no grupo teste I, evidenciado uma diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo controlo e o grupo teste | (p<0,0001).

O racio médio do valor médio das contagens por segundo entre Ca/S foi de 0,25 + 0,03 no grupo
controlo, de 0,40 + 0,26 no grupo teste | e de 0,34 + 0,16 no grupo teste Il, evidenciado uma diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo controlo e o grupo teste | (p<0,0001) e entre 0 grupo
controlo e o grupo teste Il (p=0,0121).

O racio médio do valor médio das contagens por segundo entre Fe/S foi de 0,46 + 0,07 no grupo
controlo, de 0,57 + 0,19 no grupo teste | e de 0,61 + 0,22 no grupo teste I, evidenciado uma diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo controlo e o grupo teste | (p<0,0001) e entre o grupo

controlo e o grupo teste Il (p=0,0036).

Tabela II: Relagbes entre os elementos e K, P e S no grupo controlo.

Elementos IK /P /S
Al 0,05+ 0,05 0,02+ 0,02 0,00« 0,00
P 2,76 £1,03 - 0,22+ 0,15
S 12,24+ 2,57 4,74+ 1,05 -
Cl 0,00 +0,00 0,0 +£0,00 0,00+ 0,00
K = 0,41 £0,15 0,09+ 0,02
Ca 3,02 0,50 1,19 +£0,32 0,25+ 0,03
Fe 5,50 £1,00 2,19 £0,67 0,46+ 0,07
Tabela lll: Relagdes entre os elementos e K, P e S no grupo teste I.
Elementos /K /P /S
Al 0,02 = 0,03 0,01 + 0,02 0,00 £ 0,01
P 1,07 £ 0,55 - 0,27 £ 0,12
S 4,30 + 2,28 4,70 = 2,60 -
Cl 0,02 £ 0,03 0,03 £ 0,05 0,01+0,01
K - 1,23 + 0,68 0,29 £ 0,14
Ca 1,60 + 0,95 2,27+ 2,78 0,40 £ 0,26
Fe 2,46 + 1,47 3,05+ 2,62 0,57 £ 0,19
Tabela IV: Relagdes entre os elementos e K, P e S no grupo teste .
Elementos /K /P /S
Al 0,01 = 0,03 0,00 £ 0,01 0,00 = 0,00
P 1,32 + 0,86 - 0,22 £ 0,06
S 5,76 £ 2,70 4,94 + 1,46 -
Cl 0,02 + 0,04 0,02 £ 0,08 0,00 £ 0,01
K - 0,99 £ 0,44 0,19 = 0,05
Ca 1,82+0,85 1,77 £1,13 0,34 £0,16
Fe 3,24 +£1,18 3,19+£1,87 0,61+ 0,22
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Os resultados apresentados seguidamente resultam de uma técnica de andlise por fluorescéncia
de raios-X com uma energia de 50 KeV.

O valor médio das contagens por segundo para o Zn foi de 13,34 £+ 2,11 no grupo controlo, 11,10
+ 2,84 no grupo teste | e de 15,46 + 1,56 no grupo teste Il (Tabela V), evidenciado uma diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo controlo e o grupo teste Il (p=0,02) e entre o grupo teste | e 0
grupo teste Il (p=0,001).

O valor médio das contagens por segundo para o Pb foi de 0,00 £ 0,00 para todos os grupos. O
valor médio das contagens por segundo para o Hg foi de 0,00 £ 0,00 no grupo controlo, de 0,00

0,00 no grupo teste | e de 2,26 * 2,14 no grupo teste II.

Tabela V: Média e desvio padrdo da concentragdo dos elementos Zn, Pb e Hg nos trés grupos.

Elementos Controlo teste | teste Il ‘
Zn 13.34 +2.11 11.10+ 2.84 15.46 + 1.56
Pb 0.00 £ 0.00 0.00 +0.00 0.00 £ 0.00
Hg 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 2.26+2.14
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Discussao

Da analise das concentragbes dos atomos descritos conclui-se que existem variagbes de
concentracao tecidular para as quais a Unica explicacdo razoavel é a contaminagéo da 4gua da bebida.
Esta situacéo levanta algumas questfes relativamente a salide humana. Uma questdo que se prende
desde logo com a compreensédo da fisiopatologia destas situacdes ao nivel celular, dos tecidos e dos
Orgdos. Outra questao prende-se com a concentracdo minima desses metais pesados em contato com
o corpo humano bem como a duracdo da exposi¢éo e a dose acumulada.

Em relagdo a andlise histologica verificou-se ndo existir diferengas entre os trés grupos o que
nos leva a concluir ndo existirem alteracdes significativas a nivel morfolégico. Em relagédo a analise
elemental, no caso da administracdo de agua contaminada com chumbo (grupo teste I) e de acordo
com a parte da lingua estudada os elementos mais atingidos sdo o enxofre e o potassio e na
administracdo da agua contaminada com mercurio (grupo teste Il) os elementos mais alterados séo o
aluminio, o potassio, o célcio e o ferro (Tabela VI).

O aluminio é o &tomo que possuiu um ndmero atémico de 13 e tem 27 uma, encontrando-se no
estado soélido a temperatura ambiente. A diminuicdo deste elemento no grupo teste | ndo acarreta
nenhum problema nutricional uma vez que o aluminio ndo desempenha nenhum papel importante
conhecido para o0 organismo e embora possa na forma de hidroxido de aluminio neutralizar a acidez do
estdbmago e funcionar como protetor gastrico mediante barreira fisica o risco do aumento da sua
concentracdo no sangue em casos de hipofosfatémia, hipocalcémia e insuficiéncia renal € muito
elevado, na medida em que altos niveis de aluminio diminuem a absorcé&o de calcio e fésforo que sédo
elementos essenciais.

O enxofre é 0 atomo que tem o numero atémico 16 e 32 uma, encontrando-se no estado solido
a temperatura ambiente, sendo insolivel em agua. E um elemento muito importante para todos os
seres vivos e esta presente em quase todas as células. No caso do corpo humano este elemento

encontra-se com muita frequéncia na constituicdo de compostos organicos integrando moléculas de
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alguns aminoacidos, algumas hormonas como a insulina e vitaminas (B) e tem ainda também um
contributo importante no equilibrio de outros minerais. Neste estudo a observagéo de uma diminui¢éo
da concentracao tecidular de enxofre, pode traduzir uma diminuicdo de algumas proteinas. Para
esclarecer esta situacdo propomos um pequeno estudo de protedmica deste tecido nas mesmas
condicdes.

O potassio é 0 atomo que possui 0 nimero atdmico 19 e tem 39 uma. E um metal alcalino, no
estado sélido a temperatura ambiente, com uma estrutura cristalina no sistema cubico. Este mineral é
absorvido pelo intestino delgado quase na totalidade (95%) do que € ingerido e cerca de 98% do
potassio do corpo humano € intracelular, pelo que um aumento do valor intracelular leva-nos a pensar
gue possa estar associado neste caso com uma variagdo da concentracdo de Agua na célula e
eventualmente com uma variacdo de volume das células. O potassio desempenha um papel
fundamental no relaxamento muscular e na pressédo arterial podendo por isso a sua diminuigdo
conduzir ao enfraquecimento muscular e a hipertenséo.

O célcio € um elemento quimico de ndmero atémico 20 e com 40 uma. A temperatura ambiente
este elemento encontra-se no estado sélido. Em condi¢des normais o célcio corresponde a 1,90% do
corpo humano em peso encontrando-se maioritariamente na composi¢cdo dos 0ssos e dentes mas
também na coagulac¢é@o sanguinea, na regulacéo hormonal e nas contragdes musculares. O aumento
deste elemento no organismo para valores elevados pode provocar o aparecimento de calculos
renais, a diminuicdo da absor¢cdo de outros minerais como 0 magnésio e problemas musculares
impedindo o relaxamento.

Em relagdo ao ferro, em condi¢des normais o corpo humano tem 0,00% do seu peso. O ferro € o
atomo com o nimero atémico 26 e com 56 uma. E um metal de transigio, solido a temperatura
ambiente, cristaliza no sistema cubico, sendo a maioria ferromagnético ou paramagnético. Este
elemento é particularmente conhecido, na sua forma orgénica (grupo heme), por fazer parte do grupo
prostético da hemoglobina (eritrocitos) e da mioglobina, responséveis pelo transporte e
armazenamento do oxigénio, mas nao nos podemos esquecer da sua importancia noutra condicao,
para a fisiologia celular, a sua forma inorgénica, o grupo ndo-heme, presente na ferritina, na
hemossiderina e na transferrina que séo as responsaveis pelo armazenamento e transporte do ferro
no organismo. O ferro em concentra¢cBes acima dos valores normais pode acumular-se em diferentes
orgdos e tecidos, como o caso da lingua, podendo causar lesGes graves. O organismo regula a
absorcao de ferro ndo-heme, assim se a concentracdo no sangue for elevada a sua absorcéo é
reduzida e se a sua concentragéo estiver diminuida entdo a sua absorcdo é aumentada.

Em relacdo ao zinco o valor encontrado apenas aumentou significativamente no caso do grupo
teste Il o que nos permite concluir uma possivel interferéncia do mercurio com este elemento.

Interessa desde ja estabelecer grupos experimentais para intoxicacdo com doses diferentes e
diferentes tempos de exposicdo. Ainda nesta questdo da exposicdo parece ser da maior importancia
considerar fatores alimentares que possam interferir facilitando ou dificultando a absorcdo desses

metais pesados. Isto considerando apenas a via de administracéo oral.
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Tabela VI: Comparacao das alteragGes na concentragdo dos elementos nos trés grupos.

Elementos Controlo

35



Capitulo 6 - Discusséo

36



Capitulo 7

Conclusao

Este estudo experimental provou de modo objetivo que € possivel encontrar alteracdes da
constituicdo, ao nivel elemental, na lingua na intoxicagao experimental com chumbo e com mercdrio.

Ao nivel da avaliacdo histologica, nas condi¢des do estudo, pode concluir-se que ndo existem
alterac6es significativas entre os grupos. A avaliagdo elemental por andlise de XRF permitiu avaliar a
existéncia de Zn nos trés grupos, a auséncia de chumbo em todos os grupos e a presenca de
mercurio apenas no grupo teste Il. Como cada elemento tem a sua assinatura elemental foi possivel
com esta técnica de XRF identificar as diferengas entre os grupos verificando-se uma diminui¢do do
aluminio no grupo teste Il quando comparado com o grupo controlo, uma diminuicdo do enxofre no
grupo teste | quando comparado com o grupo controlo, um aumento do potassio em ambos os grupos
teste quando comparado com o grupo controlo e um aumento do célcio e do ferro no grupo teste Il
quando comparado com o grupo controlo.

E interessante perceber com estes resultados que podemos identificar alteracdes elementais e
provavelmente moleculares que antecedem as alteracdes morfolégicas e histoldgicas. Estes
resultados mostram que sdo necessarios mais estudos, nomeadamente em relacdo ao tempo de

exposi¢do e a concentracao dos metais pesados utilizada, bem como a sua possivel combinacéao.
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