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RESUMO

O estudo de elementos essenciais e contaminantes nas amostras bioldgicas é de grande importancia
visto que a variacdo da concentracdo destes é um parametro para deteccdo de diversas doencas e
disturbios metabdlicos provocados pela exposicao a substancias toxicas e medicamentos. O objetivo
deste trabalho foi propor um método analitico visando avaliar o efeito da furosemida (diurético de
al¢a) sobre a composi¢cdo mineral (Mg, Cu, Fe, Se, Zn, Cd e Pb) em amostras bioldgicas (figado, rim,
coracdo, pulmdo e soro) de ratos Wistar por espectrometria de emissdo dptica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES). Para a decomposi¢do das amostras foi utilizado um procedimento
por via Umida, com adicdo de acido nitrico e perdéxido de hidrogénio, empregando forno de
microondas com cavidade. As figuras analiticas de mérito (precisdo, limites de deteccdo (LOD) e
quantificacdo (LOQ) e efeito de matriz) foram determinadas para o procedimento proposto. A
exatiddo foi verificada com material de referéncia certificado figado bovino NIST 1577b e por
comparagdo com método de referéncia da AOAC (Association of Official Analytical Chemists). O
procedimento proposto foi aplicado para avaliagdo dos efeitos da furosemida sobre a composi¢do
corporal de elementos essenciais e contaminantes de ratos Wistar. Os dados para Se, Cd e Pb foram
abaixo do LOQ, sendo necessario a utilizacdo de técnicas mais sensiveis como GF AAS e ICP-MS para a
quantificacdo desses elementos em amostras bioldgicas. Em relacdo ao comportamento dos minerais
nas amostras bioldgicas estudadas, o Cu, nas amostras bioldgicas dos ratos machos, este apresenta
uma reducdo no figado, rim e coracdo, mantendo-se constante no pulmdo. Nas fémeas ha um
aumento no figado e reducdo no rim, coracdo e pulmao. Para o Fe, o comportamento é semelhante
entre machos e fémeas, com redugao no figado, rim e soro e aumento no coragao e pulmdo. O Mg
apresenta uma constancia no figado e pulmdo, redu¢do no rim, coragdo e aumento no soro para
machos, enquanto para fémeas, em figado e rim permanecem constantes e ha redu¢dao no coragao,
pulmado e soro. Ja o Zn reduz no figado e rim dos machos e se mantém constante no coragdo e
pulmado, sendo o inverso para as fémeas. Foi encontrando como resultados uma extragdo dos
elementos Mg, Cu e Zn em todos os tecidos bioldgicos estudados em uma magnitude de 16,8; 15,1 e
6,4 % para ratos machos e 13,0; 16,5 e 8,1 % para fémeas, apds a administragao da furosemida em
todos os animais estudados. O Fe apresentou um aumento de 21,8% e 5,1%, em todos os tecidos
bioldgicos estudados, para ratos machos e fémeas respectivamente, concluindo que a furosemida
nao traz prejuizos para a saude com relacdo a perda de elementos essenciais.

Palavras-Chave: metais e metaldides; amostras bioldgicas; espectrometria



ABSTRACT

The study of essential elements and contaminants in biological samples is of great importance since
the variation of the concentration of these is a parameter for the detection of various diseases and
metabolic disorders caused by exposure to toxic substances and medicines. The aim of this study was
to propose an analytical method to evaluate the effect of furosemide (loop diuretic) on the mineral
composition (Mg, Cu, Fe, Se, Zn, Cd and Pb) in biological samples (liver, kidney, heart, lung and
serum) of rats by optical emission spectrometry with inductively coupled plasma (ICP OES). For
decomposition of the samples we used a procedure by wet, with the addition of nitric acid and
hydrogen peroxide, using a microwave cavity. The analytical figures of merit (precision, limit of
detection (LOD) and quantification (LOQ) and matrix effect) were determined for the proposed
procedure. The accuracy was checked with certified reference material NIST 1577b bovine liver and
by comparison with reference method AOAC (Association of Official Analytical Chemists). The
proposed procedure was applied to assess the effects of furosemide on body composition of
essential elements and contaminants in rats. The data for Se, Cd and Pb were below the LOQ,
necessitating the use of more sensitive techniques such as GF AAS and ICP-MS for quantification of
these elements in biological samples. As for the behavior of minerals in biological samples studied,
the Cu in biological samples from male rats, this presents a reduction in the liver, kidney and heart,
remaining constant in the lung. In females there is an increase in the liver and reduction in kidney,
heart and lung. For Fe, the behavior is similar between males and females, with a reduction in the
liver, kidney and serum and increased heart and lung. Magnesium has a constancy in the liver and
lung, reduction in kidney, heart and an increase in serum for males as for females, liver and kidney
remain constant and there is a reduction in heart, lung and serum. Already reduces the Zn in the liver
and kidney of males and remained constant in the heart and lungs, and the converse for females.
Was found as a result of the extraction elements Mg, Cu and Zn in all biological tissues studied in a
magnitude of 16.8, 15.1 and 6.4% for males and 13.0, 16.5 and 8.1 % for females, after
administration of furosemide in all animals studied. Fe showed an increase of 21.8% and 5.1% in all
biological tissues studied, for males and females respectively, concluding that furosemide does not
bring harm to health in relation to loss of essential elements.

Keywords: metals and metalloids; biological samples; spectrometry.
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CAPITULO | - INTRODUCAO

Durante as ultimas décadas, o progresso tecnoldgico na quimica analitica tem
fornecido técnicas sensiveis para a pesquisa de elementos traco no organismo dos homens e
animais. Isto permite um amplo conhecimento quanto a composicdao desses elementos nos
tecidos e fluidos corporais, sobretudo na andlise dos niveis de elementos essenciais e
contaminantes em tecidos bioldgicos relacionados com possiveis alteragdes no metabolismo
destes minerais, provocada por doencas e, principalmente, frente ao uso ou abuso de
alguma substancia, dieta ou administracdo de medicamento, a exemplo dos agentes
diuréticos.

Recentemente, com os estudos sobre biodisponibilidade, permitiu-se saber que o
metabolismo dos minerais ndo pode ser considerado de maneira isolada. Fatores
fisiolégicos e externos (nutricionais, medicamentos, etc) podem interferir na sua absorcao,
no transporte e no armazenamento, com subseqliente aumento da suscetibilidade a
deficiéncia ou toxidade (LOBO; TRAMONTE 2004).

Elementos essenciais sdo aqueles que sdo requeridos pelo organismo para
manutencdo de sua funcao fisiolégica normal. Sem eles, o organismo n3ao pode completar
seu ciclo de vida normal ou alcancar o crescimento sauddvel. Numerosas atividades
enzimaticas utilizam elementos essenciais como componentes chaves de metaloenzimas
para auxiliar os processos de metabolismo e catabolismo no organismo ou sao envolvidos
em fungbes bioldgicas cruciais, tais como transporte, eliminacdo de radicais livres ou
atividade hormonal (PARSONS; BARBOSA JR., 2007).

A importancia da quantificagdo de elementos essenciais e contaminantes em
amostras bioldgicas estd associada a evidente necessidade de monitoramento desses
elementos no corpo para a prevencdo de quaisquer disturbios no organismo causados pela
ingestdo excessiva ou baixa dos mesmos, e alteracdo desses elementos em fungdo do uso de
medicamentos e outras substancias.

Uma melhor quantificacdo destes elementos em tecidos e fluidos bioldgicos, assim
como o conhecimento dos mecanismos através dos quais exercem suas funcdes no
organismo, sé foi possivel através do desenvolvimento de técnicas mais sensiveis e precisas

que ocorreram a partir da década de setenta (LOBO; TRAMONTE, 2004).
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Para a determinagcdao das espécies quimicas de interesse se faz necessdria a
decomposicdo da matéria organica presente nas amostras bioldgicas, numa etapa de
tratamento prévio da amostra, sendo esta etapa essencial para a aplicagdo das técnicas de
espectrometria de absor¢do atomica com chama (FAAS) e a espectrometria de emissdo
Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES), as quais sdao as mais empregadas na
quantificacdo de macro e micro nutrientes em amostras biolégicas (COELHO, 2001).

Matrizes organicas como a figado, coracao, rim e pulmdo e outros tecidos devem
passar por etapas de decomposicdo agressivas no intuito de eliminar a fracdo organica.
Deve-se salientar que decomposicdes ineficazes implicam sérios erros pelo fato dos analitos
nao serem totalmente liberados da matriz.

Dada a complexidade das diversas matrizes existentes, a realizacdo de algumas
operagles preliminares a quantificacdo das espécies quimicas de interesse, como o pré-
tratamento de amostras, é a fase na qual maior nimero de erros é cometido e mais tempo é
consumido, cerca de 60 a 90 % do tempo total do processo analitico. Consomem grandes
guantidades de amostras e de reagentes e envolvem varias etapas as quais podem induzir
riscos de contaminac¢do. A escolha apropriada de reagentes e do procedimento adequado
para a decomposicao e dissolugdo é um aspecto decisivo para o sucesso de uma analise, e
para tanto, sdo utilizados comumente dois tipos de procedimentos para decomposicdo: via
seca e via umida (KINGSTON; JASSIE, 1986).

Considerando que as concentragoes criticas para os efeitos essenciais ou toxicos dos
elementos presentes nestas amostras sao relativamente baixas, ha necessidade de se dispor
de métodos analiticos altamente sensiveis e precisos para a determinacdo destes elementos
em amostras de interesse bioldgico (urina, sangue e tecidos) (COELHO, 2001).

Segundo Harris (2006), a instrumentacdo analitica para andlise de tecidos e fluidos
corporais tem avancado significativamente na ultima década com destaque para técnicas
como espectrometria de massas (MS), espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES) e técnicas de espectrometria de absor¢cdo atdmica com
atomizacdo eletrotérmica (ET AAS) e com chama (F AAS). Destas técnicas, o ICP OES vem
sendo constantemente aplicada devido a vantagens como alta sensibilidade e precisdo, bem

como analise multielementar simultanea.
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O consumo indiscriminado de diuréticos constitui uma séria ameaga a saude publica
no tocante a alteragdo dos niveis corporais de elementos essenciais e ao conseqiliente
aparecimento de enfermidades diversas provocadas pelas perdas desses nutrientes. A
furosemida é um diurético que causa a eliminacao de muitos elementos do organismo, os
principais sendo Na, K, Ca e Mg, causando reducdo da pressdo arterial. Por outro lado, a
eliminacdo de outros elementos essenciais do organismo pode causar disturbios pela falta
dos mesmos, o que requer a avaliacdo da disponibilidade desses metais em pacientes que
fazem uso de furosemida, em longo prazo. Porém, a literatura atual ndo apresenta muitas
informacdes acerca das alteracgdes fisioldgicas quali-quantitativas dos elementos essenciais e
contaminantes na composicdao dos tecidos de animais frente a administracdo destes
medicamentos.

Visando colaborar com o preenchimento de tal lacuna de conhecimento, o presente
estudo objetiva aplicar um método analitico para caracterizar a composicdo elementar de
amostras bioldgicas de ratos Wistar relacionado com o uso da furosemida, por
espectrometria de emissao dptica por plasma indutivamente acoplado (ICP OES).

No Capitulo | consta uma introducdo contendo a delimitacdo do tema, sua
problematica, objetivos e justificativa do trabalho. No Capitulo Il, fundamentagdo tedrica
acerca do tema, sera apresentada uma discussdao sobre a composicdo de amostras
bioldgicas, as técnicas de preparo, e controle dos micronutrientes, bem como suas
aplicagcdes na area de saude. No capitulo Ill, foram compiladas informagdes acerca dos
materiais e métodos referentes ao tratamento dos animais utilizados na pesquisa, a coleta e
preparo das amostras, com énfase para o forno de microondas, a técnica utilizada para
determinacdo dos elementos e as figuras de mérito utilizadas no processo de validacao.
Quanto ao Capitulo IV, foram realizadas as discussdes acerca dos resultados encontrados no
estudo, fazendo um comparativo com dados da literatura acerca da determinacdo de metais
em amostras bioldgicas, bem como a aplicacdo da técnica no monitoramento bioquimico de
pacientes e, finalmente, no Capitulo V, as consideragdes finais acerca dos achados do estudo

em questdo e seus beneficios sociais.
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CAPITULO Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Amostras bioldgicas e clinicas

2.1.1 O sangue: composi¢ao, caracteristicas e importancia biolégica

O sangue é uma suspensao de células em uma matriz aquosa com proteinas e sais,
com funcdes de transporte de nutrientes absorvidos, de metabdlitos, de produtos de
excrecdo, gases, hormonios, células de fung¢do ndo respiratdria, de calor, coagulagdo e
manutencdo do meio interno (homeostase) com relacdo ao pH, ions, nutrientes (NOGUEIRA,
1990).

Separando-se as células vermelhas (eritrdcitos), células brancas (leucécitos) e
plaquetas (trombdcitos), a parte liqguida do sangue contém uma série de proteinas, muitas
das quais, envolvidas no processo de coagulacdo que é denominada plasma ou soro, sendo o
primeiro obtido pela separacdo do sangue, sem uso de anticoagulante e o segundo, com
anticoagulante. Nos seres humanos, o plasma sanguineo corresponde a 60% do volume de
sangue de um adulto normal. A agua é o principal componente do plasma sanguineo,
equivalendo a 91% do seu volume. Os 9% restantes correspondem a proteinas (7%) e outros
elementos e substancias (2%) tais como potdssio, sédio, cloro, calcio, magnésio, ferro,
glicose, uréia, creatinina, colesterol, hormoénios e outros oligoelementos. Estes elementos,
em concentragdes normais, sao importantes para a manutengao das fungdes do organismo,
pois contribuem para o controle do pH e para a regulagdo do equilibrio entre os acidos e as
bases do sangue. Por isso, o sangue e o plasma sdao comumente utilizados para a
guantificacdo de um elemento em relacdo a saude e doenca, especialmente para elementos

téxicos (SANTOS, 2006).

2.1.2 Tecidos corporais

Noventa e oito por cento do peso corporal do homem é constituido de agua e nove
elementos ndo metalicos e os elementos traco participam de apenas 0,012%. Os tragos sao
os que apresentam concentracdes da ordem de 0,01 — 100 pg g'. A maioria desses
elementos traco é indispensavel e essencial para a manutencdo da vida. Alguns,

simplesmente, sdo indcuos ou inertes em concentra¢cdes de exposicdo normal, enquanto
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outros exibem alta toxicidade mesmo em baixas concentracdes. Em um organismo sadio, os
elementos constituintes encontram-se dentro dos limites de normalidade. A manutencgao
dessa concentracdo é de suma importancia e esses “limites de normalidade” sdo
estritamente especificos a cada elemento. Fun¢gdes como o equilibrio hidrico, osmético e
acido-bdsico, entre outros, que sdo vitais, sdo dependentes dos niveis dos elementos
constituintes (HSIUNG, 1997).

A distribuicdo de metais e Se em diferentes tecidos esta relacionada a producdo de
metalotioneinas e a acumulagdao dessas substancias é influenciada pela idade, sexo e
metabolismo do animal. O figado, normalmente, é o 6rgdo escolhido para estudos de
contaminacdo por metais por exercer um papel importante no metabolismo (FAIRWEATHER-

TAIT; HURREL, 1996).

2.2 Bioquimica dos elementos estudados

Pequenas quantidades de elementos inorganicos sdo requeridas para o proéprio
funcionamento do corpo humano. Os elementos traco que sdo conhecidos como essenciais
sao Fe, Cu, Mn, Co, Mo, Se, Sn, V, Si, Ni e As. Outros elementos ndo mostram nenhum efeito
observavel, pois sdo estimulantes, terapéuticos ou toxicos. Alguns elementos téxicos sdo Hg,
Pb, Cd, Tl, Be e Cr(VI). Alguns elementos, em categorias essenciais, somente sdo toxicos em
niveis somente levemente mais altos, tais como Se, As, Ni, e V. Exposicdo a combinacdes

desses elementos podem resultar em interagdes sinérgicas e antagonicas (HSIUNG, 1997).

2.2.1. Ferro (Fe)

O ferro é um componente chave na manutencdo da homeostase celular. Muitos
processos biolégicos sao intermediados por enzimas que requerem o ferro como co-fator
para seu funcionamento. A maior parte do ferro é transportada ligado a transferrina (uma
B1-globulina, produzida no figado) para as células ou medula éssea. Grande parte do ferro
do organismo estd na hemoglobina (70%); uma pequena fracdo (5%) encontra-se na
mioglobina e enzimas (LIMA; PEDROZO, 1996).

No adulto, 95% do Fe requerido para sintese de hemoglobina é derivado das células
vermelhas degradadas. O corpo ndo possui mecanismo para excrecao de Fe, e o excesso é

estocado como ferritina ou hemosiderina principalmente no figado e baco (FAIRWEATHER-



20

TAIT; HURREL, 1996). O excesso de ferro no organismo pode ocorrer nas seguintes situacdes:
absorcdo anormal de ferro, excesso de ferro na dieta e transfusdo sanguinea.

Tanto a deficiéncia quanto o excesso de ferro podem levar a disfuncdo do sistema
imunoldgico com alteragdes em érgaos linféides, na fungao de linfocitos, na resposta imune
especifica e na resisténcia a agentes infecciosos (LIMA; PEDROZO, 1996). Deficiéncia de Fe
ocorre quando os estoques sdao diminuidos, e a anemia quando os niveis de hemoglobina no
sangue cai abaixo dos niveis normais para o individuo. A anemia pode ocasionar efeito
adverso no desenvolvimento psicomotor e mental, na performance do corpo e resisténcia a

infeccdo e mortalidade e morbidade durante gestacao (FAIRWEATHER-TAIT; HURREL, 1996).

2.2.2. Zinco (Zn)

O Zinco (Zn) é um oligoelemento essencial, amplamente encontrado na natureza,
sendo, apds o Fe, o segundo mais abundante no corpo humano. Tem papel fundamental no
metabolismo do acido nucléico e de proteinas e, por conseqiiéncia, nos processos
fundamentais de multiplicacdo celular (VERSIECK; CORNELIS, 1980). A maior parte do Zn que
entra no organismo esta relacionada a dieta. Mais de 200 metaloenzimas requerem o Zn
como cofator (DUARTE; PASQUAL, 2000). E um elemento estrutural ou ativador de muitas
enzimas, necessario para a adequada formacao e funcionamento do sistema imunoldgico na
primeira fase da vida, nos processos de crescimento, desenvolvimento e funcionamento do
sistema nervoso central. Boa parte do zinco contido na dieta é absorvido no duodeno,
sendo, entdo mobilizado no figado por uma proteina carreadora, a metalotioneina. O zinco,
ao contrario dos demais elementos, ndao é estocado em nenhum érgao. Ele se constitui em
“pool” mével comandado por uma proteina especifica, que o mobiliza para um tecido ou
orgao de maior demanda (LEHNINGER, 1985).

O zinco presente nos alimentos é absorvido via processo de transporte mediado por
carreador, o qual, sob condicdes fisioldégicas normais, parece ndo ser saturado. Zn é
transportado no plasma pela albumina e a-2-macroglobulina, e estd presente em todo
organismo, tecidos e fluidos corporais. E primariamente um ion intracelular e apenas
aproximadamente 0,1% do Zn do corpo estao no plasma. Osso e musculo esquelético
acumulam para mais de 80% do Zn corporal. O contelido de Zn do corpo é regulado pelo

mecanismo homeostatico ao longo de uma ampla faixa de consumo por mudancas na
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absorcdo fracional (20-40%) e excrecdo urinaria (0,5mg/dia) e intestinal (1-3mg/dia)
(FAIRWEATHER-TAIT; HURREL, 1996).

Substancias organicas solUveis de baixo peso molecular tais como aminoacidos e
acidos organicos agem como ligantes de Zn e facilitam sua absorcao. Outros compostos
organicos formadores de complexos estaveis com Zn em pH intestinal reduzem sua absorcao
e ions com propriedades fisico-quimicos similares ao Zn competem por sitios de ligagdo. As
manifestagdes clinicas de deficiéncia severa de Zn em homens sao ratardo no crescimento,
uma queda na maturagdao sexual e do esqueleto, dermatite, alopecia, perda de apetite e

mudancgas comportamentais (FAIRWEATHER-TAIT; HURREL, 1996).

2.2.3. Selénio (Se)

O selénio é um ndo metal que esta ligado a um aminoacido (glutationa), componente
essencial do grupo prostético de varias enzimas, particularmente a glutationa peroxidase.
Essa enzima é estratégica na eliminacdo de radicais livres (perdxidos de hidrogénio)
originados dos processos metabdlicos e doencgas que influenciam os mecanismos de defesa
(exemplo: a fungdo fagocitaria dos neutréfilos polimorfonucleares), atuando juntamente
com a vitamina E (LEHNINGER, 1985). Os efeitos bioldgicos do Se estdo intimamente
relacionados com os efeitos da vitamina E, pois ambos sdo caminhos cataliticos do
metabolismo do perdxido, ou seja, antioxidantes (VERSIECK; CORNELIS, 1980).

O Se, quando presente em concentra¢cdes maiores do que aquelas permitidas pelo
seu nivel essencial, é considerado um elemento téxico e o seu potencial de toxicidade é
maior que o do Arsénio (MERTZ; CORNATZER, 1971).

Experiéncias demonstram que a concentracdo de Se no soro é dependente da idade.
Hoje é sabido que este elemento esta envolvido, juntamente com o cobre e o zinco, na
formacdo e desenvolvimento dos 6rgdos de defesa na resposta imunitdria e no combate ao
estresse (LEHNINGER, 1985).

Os principais fatores que influenciam a biodisponibilidade do Se sdo Metionina (Met),
tidis, metais pesados e vitamina C. Met influencia a absorcdo de selénio-metionina (Se-Met)
devido a um mecanismo de absorcdo idéntico ao de ambos aminodcidos. Com uma dieta
deficiente em Met, Se-Met sera usado para repor Met em sintese de proteina, cujo resultara

em aumento dos niveis de Se nos tecidos. Dieta com alta concentracdo de metionina pode
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competir com a absorgao intestinal de Se-Met e levar a mais baixos estados nutricionais de
Se (FAIRWEATHER-TAIT; HURREL, 1996).

A eficiéncia da absorc¢do de Se é apropriadamente alta (50-95%) e depende da forma
da dieta. Se-Met é absorvido por um mecanismo ativo similar ao de seu analogo S-
metionina. Comparado com formas inorganicas, é absorvido muito rapidamente através do
intestino delgado. A absor¢do é aumentada em baixos niveis de consumo de Metionina
(FAIRWEATHER-TAIT; HURREL, 1996).

O metabolismo do Se ndo tem sido ainda elucidado, mas o figado parece exercer uma
funcdo central no metabolismo e homeostase, e o plasma é o meio de transporte para
componentes de Se absorvidos e metabolizados. O musculo esquelético é o maior
acumulador do Se do corpo para aproximadamente metade do Se corporal total. Excrecao
do Se absorvido como compostos Se metilados (ex. trimetilselenonio), ocorre
principalmente através da urina e a composicdao desta depende do nivel de Se na dieta
(FAIRWEATHER-TAIT; HURREL, 1996).

E sabido que este elemento esta envolvido, juntamente com o Cu e Zn, na formagao
e desenvolvimento dos drgdos de defesa na resposta imunitdria e no combate ao estresse.
Deficiéncias de Se tem sido identificadas como fator de risco para muitas doencas, incluindo
cardiovascular. Esta também relacionado a infertilidade, o aborto, a retencao de placenta e
ovario policisitico, embora os mecanismos patoldgicos desses processos ainda ndo sejam
conhecidos. Estudos identificaram a relacdo de doencas degenerativas do musculo com a

deficiéncia de selénio (LEHNINGER, 1985).

2.2.4. Cobre (Cu)

Apds o Zn e o Fe, o Cu é o terceiro oligoelemento mais abundante no corpo humano
e esta presente em sistemas bioldgicos com a valéncia +1 e +2, sendo a sua participagao em
reacOes de oxido-reducdo, a principal funcdo das metaloproteinas que contém este metal
(BARCELOUX, 1999).

O Cobre (Cu) é um oligoelemento essencial, cofator de diversos sistemas enzimaticos
com importante papel na absor¢do e metabolismo do ferro (principalmente no mecanismo
de sintese da hemoglobina e maturacdo da hemdicia), desenvolvimento do tecido dsseo e
conjuntivo e funcionamento dos sistemas: nervoso central, imunolégico, enzimatico e da

musculatura cardiaca (VERSIECK; CORNELIS, 1980). Encontra-se distribuido em todos os
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tecidos do organismo, principalmente sob a forma de metaloproteinas, funcionando como
enzima (LEHNINGER, 1985).

No plasma, cerca de 90% do Cu circulante esta ligado a uma proteina, denominado
ceruloplasmina, que parece estar envolvida na mobilizagdo do ferro. Entre os principais
sintomas da sua deficiéncia estdo a anemia hipocrémica e neutropenia, resultante de uma
prolongada deficiéncia de cobre que impede a sintese da hemoglobina, principal
componente das hemacias (LEHNINGER, 1985). O fato do Cu sérico ser encontrado baixo em
alguns casos de anemia por deficiéncia de Fe, sugere que o estado do ferro tem um efeito no
metabolismo do cobre. Interacdo entre Fe e Cu parece ser devido a utilizacdo diminuida de
um na auséncia de outro (FAIRWEATHER-TAIT; HURREL, 1996).

Absor¢do de Cu em humanos varia de 25 a 70%, o maior sitio sendo o intestino
delgado. Absorcdo intestinal (ativa e passiva) é regulada pelo estado nutricional, a forma
quimica do elemento, e interagdes com componentes da dieta. Parece nao haver efeito da
idade ou sexo na absorc¢do de Cu. Novamente, Cu absorvido é transportado no plasma ligado
também a albumina e incorporado a proteinas no figado. Muito pouca quantidade é

excretada na urina, suor e pele (FAIRWEATHER-TAIT; HURREL, 1996).

2.2.5. Magnésio (Mg)

O elemento Mg é um cofator para todas reacdes fosfotransferase, em todas reacées
ATP-dependentes onde Mg-ATP é o substrato e em todas reag¢des tiamina trifosfato
dependente. Como tal, participa no metabolismo intermediario de lipidios, carboidratos e
aminodcidos (DAKSHINAMURTI; DAKSHINAMURTI, 2001).

Magnésio é absorvido primariamente no intestino delgado, por um processo
facilitado e por difusdao passiva. A absor¢do aumenta, mas a absorc¢ao fracional cai com
aumento da dose. Ha uma ampla faixa na eficiéncia de absor¢do, variando de 10% em dietas
com muito Mg a 75% em dietas com restrigao de Mg. O magnésio absorvido é retido para o
crescimento do tecido ou substituicdo, com o esqueleto agindo como um estoque, e o
remanescente é excretado na urina. Quando o consumo diminui, o figado é muito eficiente
em conservar Mg a fim de manter a homeostase (FAIRWEATHER-TAIT; HURREL, 1996).

Deficiéncia clinica de Mg em humanos é rara. Hipomagnesemia, geralmente
acompanhada por hipocalcemia, é também induzido por inanicdo, sindrome de

malabsorcdo, pancreatite aguda, alcoolismo, e diarréia prolongada ou vomito, e é tratada
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com Mg intravenoso. Suplementacdao de Mg aumenta o controle do diabetes em sujeitos
humanos (DAKSHINAMURTI; DAKSHINAMURTI, 2001).

Uma deficiéncia celular de Mg, por diminuicdo da funcdo de uma ampla faixa de
enzimas, bombas de membrana e bombas de ion, exagerardo o estimulo celular Ca*'-
induzido em todas células e tecidos. Na vasculatura isto resultard em vasoconstriccao.
Elevacao de [Ca®*]i com um decréscimo reciproco em [Mg2+]i é consistentemente visto em
sujeitos com hipertensdo e obesidade. Estas mesmas mudancas sdo também observadas em

células de pessoas idosas saudaveis (DAKSHINAMURTI; DAKSHINAMURTI, 2001).

2.2.6. Cadmio (Cd)

O metal Cd é toxico para seres humanos e animais. Intoxicagdes leves por Cd podem
causar: salivacdo, fadiga, perda de peso, fragueza muscular e disfuncdo sexual. Niveis
moderadamente altos de Cd, entre 4 a 8 mgCd LY podem causar hipertensao, ao passo que
niveis muito elevados podem causar hipotensdo. Afeta os rins, pulmdes, testiculos, paredes
arteriais, 0ssos e interfere com muitos sistemas enzimaticos (SALGADO, 1996). Em humanos,
ele se concentra, principalmente, no tecido renal e hepatico, podendo também ser
encontrado em outros tecidos como: musculos, pele e ossos (CARDOSO, 2001).

De acordo com Fairweather-Tait e Hurrel (1996), o Cd é um elemento que nao
apresenta nenhuma funcdo bioldgica e se concentra, primariamente, no rim e depois no
figado, adrenais e no sistema nervoso central. O fato de o rim ser o principal 6rgdo para a
acumulacdo do Cd, provavelmente, estd ligado as func¢des de filtracdo e eliminacdo deste
6rgdo e também, a forte ligacdao do Cd com as metalotioneinas presentes nos rins, proteinas
importantes na detoxificacdo de elementos ndo-essenciais (tais como o Cd e o Hg).

Sinais de toxicidade por Cd em diversos érgaos e sistemas sao bem documentados e
processos patolégicos, como disfuncBes renais, tumores testiculares, hipertensao e inibicdo
do crescimento, podem estar associados a exposicdo ambiental ou experimental a este
metal (CASTRO E SILVA, FREGONEZE, 2002).

Nos mamiferos, o rim é o drgdo mais critico em niveis de toxicidade para o Cd, pois
este é o primeiro 6rgao a mostrar efeitos toxicoldgicos. Apds a absorcdo do Cd e sua
posterior distribuicio no sangue, ele se liga as metalotioneinas no figado. Ao chegar no

figado, o Cd é redistribuido em forma de complexo, concentrando-se nos rins. A acumulacao
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de Cd nos rins se dd por causa da baixa velocidade de eliminacdo deste metal, devido ao
complexo Cd-metalotioneinas (CARDOSO, 2001).

Pequena quantidade de Cd é transportado do figado para o rim. O complexo Cd-
metalotioneina é filtrado pelos glomérulos renais e reabsorvido do filtrado glomerular no
tubulo proximal e é biotransformado em peptideos e aminodcidos menores. A excrecao do
Cd é muito lenta e, conseqiientemente, sua meia-vida é muito longa — 17 a 38 anos, sendo
gue nos rins estima-se uma meia-vida entre 6 e 38 anos e no figado entre 4 a 19 anos,
levando individuos cronicamente expostos a risco de danos aos tubulos renais (CARDOSO,
2001).

Esse elemento é rapidamente eliminado do plasma e associa-se ao eritrécito,
desconsiderando-se a via de administragcdo. O Cd é transportado no plasma por albumina,
globinas, transferrina e também, em pequena extensdo, pela metalotioneina. O aumento
nos niveis de metalotioneina pode diminuir a quantidade de Cd livre e, assim, atenuar os
efeitos téxicos (LASKEY; REHNBERG, 1984).

Entre os efeitos da exposi¢cdo ao Cd relatados em animais de laboratério, incluem-se
necrose, atrofia e altera¢des vasculares nos testiculos, reducdo de fertilidade, necrose
placentdria, danos hepaticos funcionais e estruturais, osteomaldcia, malformagées, anemias,
hipertensao, danos aos tubulos renais, doengas pulmonares e danos ao sistema nervoso
central. A intoxicacdo aguda por cddmio produz primariamente lesdo testicular, entretanto

exposicoes cronicas resultam em lesao renal (LASKEY; REHNBERG, 1984).

2.2.7. Chumbo (Pb)

O elemento Pb pode ser absorvido através de ingestdo, inalacdo ou através da pele e,
uma vez absorvido, pode se concentrar em diversos 6rgdos. Sua vida média em tecidos
moles corresponde a cerca de 4 a 6 semanas, podendo atingir décadas quando depositado
no tecido dsseo. A toxicidade por chumbo afeta, especialmente, os sistemas renal,
enddcrino e nervoso (CASTRO E SILVA; FREGONEZE, 2002).

A penetracdo do Pb no sistema nervoso central pode dar-se através de lesdes da
barreira hematoencefdlica ou via transporte axonal retrégrado. De fato, o acumulo de
chumbo em células endoteliais destréi a barreira, criando uma porta de acesso do metal ao
encéfalo. A intoxicacdo cronica por chumbo em humanos pode levar a disfuncdes do sistema

nervoso central, caracterizadas como hiperatividade idiopatica, assim como dificuldades
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auditivas, diminuicdo da atencdo e problemas relacionados a linguagem e ao aprendizado.
Do ponto de vista neuroquimico, a presenca de chumbo no cérebro perturba a funcdo de
varios neurotransmissores, como a serotonina, a dopamina, o GABA (acido y-amino
butirico), a noradrenalina e a acetilcolina (CASTRO E SILVA; FREGONEZE, 2002).

O Pb interfere em varias fases da biossintese do grupo heme da hemoglobina,
deslocando o Fe e causando a ma formagao da hemoglobina, gerando um tipo de anemia
denominada microcitica hipocromica (GOODMAN; GILMAN, 1985).

Entre os tecidos moles, figado e rim sdo os que possuem maiores concentragdes de
Pb, seguido pela pele e, por ultimo, cérebro e musculo. O tempo de meia-vida para o Pb,
varia de 5 a 20 anos nos tecidos duros, e de apenas algumas semanas ou meses nos tecidos
moles (ROSA, 2009). Cerca de 90% do chumbo corpdéreo se armazena nos 0ssos, principal
depdsito do metal no corpo. Aproximadamente 5% da concentracdo do chumbo no sangue
se situa no plasma, representando a fracao labil e biologicamente ativa do chumbo, capaz de
cruzar as membranas celulares e causar seus efeitos toxicos. O chumbo absorvido é

excretado principalmente pela urina e fezes (MOREIRA; MOREIRA, 2004).

2.3 Procedimentos para preparo de amostras bioldgicas

A etapa de pré-tratamento da amostra é a fase mais critica, na qual maior nimero de
erros é cometido e mais tempo é consumido. Em geral, os procedimentos de tratamento
convencionais sao bastante demorados, ja que o tempo consumido equivale de 60 a 90 % do
tempo total do processo analitico. Além disso, consomem grandes quantidades de amostras
e de reagentes e envolvem varias etapas as quais podem induzir riscos de contaminagao. A
escolha apropriada de reagentes e do procedimento adequado para a decomposicao e
dissolucdo é um aspecto decisivo para o sucesso de uma analise, e para tanto, sdo utilizados
comumente dois tipos de procedimentos para decomposicdo: via seca e via Umida
(KINGSTON; JASSIE, 1986).

O procedimento de decomposicdo por via seca é considerado simples e ainda muito
utilizado por apresentar vantagens, tais como: auséncia de contamina¢Ges advindas dos
reagentes empregados e elevada eficiéncia de decomposicdo de matrizes organicas.
Entretanto, existem sérias limitacdes com relacdo a perda de elementos mais volateis como
Se, S, Hb e Pb, maior risco de contaminacdo promovida pelas correntes de convecgao

geradas no interior aquecido das muflas e tempo de andlise longo, o que configura a
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necessidade da busca de alternativas mais vidveis para a etapa de preparo da amostra
(HARRIS, 2006).

Os procedimentos de decomposicdo por via Umida apresentam-se como uma
alternativa eficaz de decomposi¢ao de amostras biolégicas, nos quais sao empregados acidos
para a destruicdo da matéria organica sob temperaturas elevadas, exigindo temperaturas
inferiores aquelas usadas na via seca, uma vez que a oxidacdo da fracdo organica das
amostras se efetua pela adicdo de agentes oxidantes diversos em um tubo fechado ou
aberto. Este procedimento é muito eficiente, permitindo a combinagdo de acidos oxidantes
com outros agentes oxidantes similarmente eficazes para degrada¢dao completa ou parcial da
matéria organica presente nas amostras. Quanto a forma de operacdo, os procedimentos
por via Umida sdo classificados como convencionais e assistidos por radiacdo microondas
(HARRIS, 2006).

O modo convencional (ou convectivo) de aquecimento fundamenta-se no uso de
superficies eletricamente aquecidas, notadamente as chapas aquecedoras e os blocos
digestores. Embora apresente custos reduzidos, ndo possui eficiéncias aceitdveis para
amostras contendo altos teores de gordura, como o figado, e de moléculas mais complexas,
devido ao fato das decomposi¢cGes ocorrerem em ambientes submetidos a pressao
atmosférica e das temperaturas de operac¢ao se encontrar limitadas aos pontos de ebulicao
dos reagentes. Ademais, os frascos reacionais sdo confeccionados de vidro ou teflon com ma
conducdo térmica, o que confere morosidade e elevado consumo de acidos (KINGSTON;
JASSIE, 1986).

A utilizacao da radiagdo microondas promove o movimento acelerado e quantizado
das moléculas de dgua em torno de seu eixo, podendo ser utilizadas em fornos focalizados
ou de alta pressdo, assim como a migracdo idnica no seio da solucao reacional como
resultado da aplicacdo do campo eletromagnético. Ambos os fendmenos induzem a
liberacdo de grandes quantidades de energia calorifica, caracterizando um aquecimento na
direcdo do meio reacional para o meio externo em oposicao ao perfil de aguecimento
convencional. Os principais resultados englobam excepcional diminuicdo do tempo de
decomposicdo, economia de reagentes e decomposi¢cdes completas (COELHO, 2001). As
desvantagens sdo

Fornos comerciais com poténcia da ordem de 600-800 W tém sido utilizados na

maioria dos trabalhos publicados, sendo que a massa da amostra empregada abrange um
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intervalo de 20 mg até 1 g e, a quantidade mais freqlientemente usada estd entre 200 e 500
mg. O tempo de digestdao dura, geralmente, poucos minutos, mas alguns autores
recomendam tratamentos de até 30 minutos ou mais. Entretanto, parece que pequenos
intervalos de tempos sdo suficientes para assegurar uma recuperac¢ao total dos elementos

de interesse (ARRUDA; SANTELLI, 1997).

2.4 Andlise instrumental para determinagdao de metais em amostras bioldgicas

A determinacdo de elementos, inclusive em nivel de tragos em amostras bioldgicas
como fluidos e tecidos é importante porque gera informacdes que auxiliam na resolugao de
problemas relacionados a estudos nutricionais, toxicoldgicos e bioquimicos (NOMURA;
OLIVEIRA, 2006).

As técnicas mais utilizadas, atualmente, para a determinacdo de metais em amostras
biolégicas envolvem técnicas espectroscopicas altamente sensiveis, como as
espectrometrias de absorcdo atébmica com atomizacdo em chama (F AAS) e GF AAS, ICP OES
e ICP-MS. Os métodos espectroscépicos atdémicos sdo empregados na determinacao
qualitativa e quantitativa de mais de 70 elementos e podem detectar quantidades de partes
por bilhdo e, em alguns casos, concentracdes ainda menores. Além disso, os métodos
espectroscépicos sao rapidos, convenientes e, geralmente, apresentam alta seletividade
(SKOOG et al., 2006).

A técnica ICP OES é amplamente empregada para determinagdao multielementar em
diversos tipos de matrizes. Esta técnica se baseia no fato de que elétrons excitados emitem
energia em um determinado comprimento de onda quando retornam ao estado
fundamental. A caracteristica fundamental deste processo é a emissao de energia em
comprimentos de onda especificos para cada elemento. Embora cada elemento emita
energia em multiplos comprimentos de onda, na técnica ICP OES é mais comum a selegao de
um unico comprimento de onda (ou alguns) para determinado elemento (SKOOG et al.,
2006).

A ICP OES é também uma técnica de analise bem estabelecida, que se firmou
definitivamente na ultima década devido ao desenvolvimento de equipamentos com
configuracdo axial e detectores de estado sdlido que aumentaram a flexibilidade e
sensibilidade. A incorporacdao de detectores de estado sdélido ou dispositivo de carga

acoplado (CCD) permitiram alcancar resolucdo espectral, faixa de resposta linear e leitura
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simultdnea de uma larga variedade de espectros eletromagnéticos, requeridos pelo ICP OES.
O uso deste tipo de detector se tornou possivel apds o desenvolvimento de novos materiais
semicondutores. A idéia de medidas visualizada axialmente foi proposta em 1970, contudo,
a fim de aumentar a sensibilidade, o desempenho do sistema foi degradado devido ao
aumento de interferéncias. Contudo, o senso comum nesta area ainda recomenda ICP OES
com configuragdo axial para aplicagdes que requerem melhor sensibilidade, mas sem uma
matriz complexa (SILVA et al, 2002a).

Em relagdo as outras técnicas, a ICP OES apresenta como vantagens a possibilidade
de determinagcdo multielementar e simultanea, com alta freqliiéncia de analise. A
seletividade do ICP OES em espectrometria analitica a torna uma técnica aplicavel a analise
elementar em diferentes matrizes, embora tenha a desvantagem de apresentar limites de
deteccdo insatisfatdrios, quando comparados com os obtidos usualmente com ICP-MS, além
da possibilidade de ocorrer mais interferéncias espectrais.

Silva e colaboradores (2002a) fazem uma comparacdo entre dois espectrometros de
emissdao Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP), um com configuracdo axial e
outro com configuracdo radial. Para o equipamento com vista radial, o tempo de
aquecimento foi no minimo 2 vezes menor do que aquele para a configuracdo axial. Por
outro lado, a sensibilidade alcangada para Ni com o arranjo axial foi aproximadamente 20
vezes melhor do que com a radial. Em ambos modos de visdo, e para muitos dos elementos
avaliados, os valores de concentracdo equivalente a radiacdo de fundo (BEC — Background
Equivalent Concentration) e os LOD foram similares para todas concentracées de carbono
estudadas quando se trabalha com condi¢des de plasma robusta. Determinagdes

guantitativas foram executadas com sucesso usando ambos os sistemas.

2.5 Procedimentos de digestdo para avaliacdo de elementos essenciais e contaminantes
em amostras bioldgicas

Na literatura foram encontrados alguns trabalhos cientificos que relatam
procedimentos para a determinacdo da composicdao elementar de amostras bioldgicas. A
tabela 01 resume alguns trabalhos publicados para determinacdo de minerais essenciais e
contaminantes em amostras de sangue, plasma e soro sanguineo humanos, chamando a

atencdo para o procedimento de tratamento das amostras.



Tabela 01 — Artigos cientificos com procedimentos para digestdo de amostras bioldgicas.
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Analito Matriz Condigdes de digestdo Técnica | Referencia

Cu, Fe, Zn, Cd, | Bioldgica | 250 mg de amostras com 1,5 mL de H,SO, e 1,5 mL de | AAS ARRUDA

Cr,Pb HNO; (1997)

Al, As, Ba, Be Bioldgica | 200 mg com 5 mL HNO3/HCl e 2 mL de HF. 3 min, | ICP AES | ARRUDA

adicdo de H3BO; (1997)

Cr Sangue | Diluigdo com triton-X 100® / digestdo acida com | ICP NIOSH, 1985
ou HNO;: HClO4: H2S0, AAS
tecido

Cu Tecido Digestdo acida com HNO;: HCIO,: H,SO, (3:1:1) ICP NIOSH, 1994

AAS
Fe Figado Tecidos foram digeridos com HNO; e H,0,. ETA; TAYLOR, A. ET
AAS AL., 2000.
Mo Tecidos Amostras digeridas a 450 °C. Residuo dissolvido em | AAS; TAYLOR, A. ET
HNO; e 20 ulL injetado no tubo de grafite. ETAAS | AL., 2000.

Co Sangue e | Sangue e tecido (0,3 g) de camundongo foi secada a AAS; TAYLOR, A. ET
tecido 110 °C e digerida em banho maria a 800C com 700 ml | ETAAS | AL., 2006.

de HNO3—30% H,0, (1 + 1). Os digeridos foram
diluidos em agua. LODs foram 0,03 mg L* para
sangue e 0,03 ng g'l para tecidos.

Co, Cu, Fé, | Figado Digestdo com HNO3-HCIO,/ In AAS SUBRAMANIAN

Mn, Rb, Sr, Zn | bovino (1996).

Ca, Cd, Cu, Fé, | Figado Digestdo com microondas com HNO; AAS SUBRAMANIAN

Mg, Mn, Mo, | bovino (1996).

Pb, Rb, Sr, Zn

Al, Cd, Co, Cu, | Tecidos Microondas com HNOs/ In AAS SUBRAMANIAN

Fe, Mg, Mn, (1996).

Mo, Rb, Sr, Zn

CdePb Figado 200mg de amostra é digerida em microondas com1 ETAAS | NOMURA,
bovino mL HNO; + 2 mL H,0, + 3 mL H,0. 2006

Zn, Cu Sangue HNO; + HCIl; 10-30 pL amostra in vivo FAAS ARRUDA, 1997)

Co Sangue HNO3; 2 mL de amostra ETAAS ARRUDA, 1997

Pb Sangue | Diluir 1:10 em triton-X 100® em 0,1% de HNO; e uma | GF AAS | HUANG et al.

mistura de fostato de amonio diidrogenado e nitrato 2004
de magnésio foi usado como modificador de matriz.
Cu Digestdo acida com HNO3: HCIO,4: H2S0, (3:1:1) ICP NIOSH, 1994
AAS

Cd Sangue e | Volume: 10 mL de sangue; 1 g de tecido ICP NIOSH, 1994
tecido AAS

Mn Sangue Volume: 10 mL (sangue) ou 1 g (tecido); Conservante: | ICP- NIOSH, 1994
ou heparina e resfriamento AES
tecido (digestdo com HNOj3: HCIO,4: H,S0,4 3:1:1); Volume

solugdo final: 10 mL sangue e 5 mL tecido;
Comprimento de onda: 257,6 nm.

Hg, Cue Zn Sangue e | 0,3 g digerido em 5 mL de HNO; (65%) em microondas | ICP MS | HUANG et al.

tecidos por 5 min. Apds, por 2 minem 1 mL H,0, em 2004
microondas. Dilui com 4% (v/v) HNO;z para 25 mL e
estocada a 4 °C.

Cd Urina, Amostra diluidas com 0,015 % Triton X-100® 0,1 % ETAAS | TAYLOR, A. ET
SOro € | NH4H,PO,. 10 pL foi pipetado no forno com solugdo AL., 2000.
sangue oxidante (15% H,0, — 0,65 % HNO3).

Cr Soro Amostras analisadas ap6s diluigdo com NH;H,PO; e ET AAS | TAYLOR, A. ET

triton X-100® em 1 % HNO;. AL., 2000.

Mn Sangue Amostras diluidas: urina 1+1 com 0,2 % HNO3, sangue | ET AAS | TAYLOR, A. ET

urina 1+9 com 0,1 % Triton X-100°. AL., 2000.
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Se Sangue, Dilui¢do 1+9 em 1 % HNOs. ICPMS | TAYLOR, A. ET
soro AL., 2000.

Co, Cs, Cu, Fe, | Soro Diluicdo com 0,14 M HNO3/ In AAS SUBRAMANIAN

Mo, Rb, Sr, (1996).

Zn,

B, Cu, Fe, Li, | Soro Diluigdo com 1 % HNO3/Rh AAS SUBRAMANIAN

Mg, Rb, Sr, Zn (1996).

Hassan e colaboradores (2006) determinaram os metais pesados Pb, Cd, Ni e Cr em
amostras bioldgicas (sangue, urina e cabelo humano) de trabalhadores da usina siderurgica,
a fim de estudar a influéncia da exposicdo ambiental nos trabalhadores da producdo e do
controle de qualidade. Foram coletadas de homens, entre 25 e 55 anos, ndao expostos para
controle e expostos, 3-5 mL de amostras de sangue em tubo Vacutainer e 100mL de urina
matinal foi filtrada e adicionada 1 mL de 4cido nitrico (65%) as aliquotas; as amostras de
cabelo foram cortadas em pedacos de 0,5 cm? da regido occipital da cabeca. Apds pré-
tratamento com 4cido nitrico e perdxido de hidrogénio, as amostras foram digeridas em
forno de microondas e por um método de digestao acida convencional. Para o procedimento
em forno de microondas, 200 mg de couro cabeludo, 0,5 mL de sangue e 1 mL de urina
foram digeridas em 2 mL de HNO3; + 1 mL de H,0, (30%). As amostras digeridas foram
analisadas por GF AAS. Para o procedimento em bloco digestor foram digeridas 0,5 mL de
urina certificada e amostras de sangue e 0,2 g de cabelo humano por 2-3 h em solucdo de
HNO3-H,0, (2:1 v/v) e as solugbes finais foram determinadas em GF AAS. O modificador
quimico convencional usado para estabilizacdo do analito foi 0,05% m/v de Pd + 0,03% m/v
de Mg(NO;)s. Para ensaio de validagdo, urina humana e sangue total humano liofilizado
foram usados como material de referéncia certificado. Nao foram encontradas interferéncias
de matriz e a média de recuperacdo encontrada foi em torno de 98,53%. Os niveis de Cd em
sangue, urina e couro cabeludo de trabalhadores expostos foram significativamente maiores
do que dos individuos controle ndo expostos, entretanto, considerada normal para urina
pois a maioria encontrava abaixo de 20 pg L™. Apenas cinco trabalhadores apresentaram
concentracdo de Cd acima deste valor, devido a problemas nos rins e hipertensao.

Palmer e colaboradores (2006) compararam o desempenho da técnica ICP-MS com
técnicas ja estabelecidas de AAS para determinacdo de Pb, Cd e Hg em amostras de sangue
total. Enquanto o método de ICP-MS foi otimizado para avaliar Pb, Cd e Hg em niveis
ambientais, também demonstrou-se adequado para avaliar concentracdes associadas com

exposicdo ocupacional. Para analise direta por ICP-MS, 200 pL de sangue foi diluido 1+49. Os
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LOD s3o 0,05 pg dL™* para Pb, 0,09 pg L™} para Cd; e 0,17 pg L™* para Hg. A repetibilidade
variou na faixa de 1,4% a 2,8% para Pb; 3% a 10% para Cd; e 2,6% a 8,8% para Hg. Os limites
de deteccdo do método GF AAS foram 1 ug dL™, 0,54 pg L', e 0,6 pg L™, para Pb, Cd, and
Hg, respectivamente. Para determinag¢ao de Pb em sangue por GF AAS com corregdao de
fundo Zeeman, 50 pL de sangue foi diluido 1+ 9 com 0,2% (w v'l) do modificador NH4H,PO, +
0,5% (v v') Triton X-100®, e 0,2% (v v'') HNOs. Para determinac¢do de Cd por GF AAS, as
amostras de sangue foram diluidas 149 com solugdo modificador contendo 0,2% (v v'*')
HNO3, 0,1% (v v'l) Triton X-100® e 1,0% (m v'l) NH4H,PO4. Assim, a partir dos resultados, um
método de biomonitoramento para determinacdo de Pb, Cd e Hg em sangue total foi
proposto baseado na determinacdo por ICP-MS, e foi validado usando NIST 966 Metais
Toxicos em Sangue.

Estudo recente (Olmedo et al, 2010) validou métodos de quantificacdo para a
determinagdo de Cr, Cd, Mn, Ni e Pb em amostras de sangue total, urina, saliva e pelos das
axilas de acordo com padrdes europeus. Para o processo de digestdo das amostras foi usado
aproximadamente 50 mg de amostras de cabelo certificado e amostras de pelo de axilas,
digeridas com 1 mL de HNO3 + 0,5 mL de HCl + 2 mL de H,0, + 2 mL de H,0 em vaso fechado
durante 30 minutos. Temperatura de pirdlise e atomizacdo foram determinadas. Os
parametros determinadas foram LOD e LOQ, linearidade, repetibilidade, reprodutibilidade,
recuperacdo e incerteza. Os limites de deteccdo obtidos foram adequados, a exatiddo foi
testada com sangue total, urina e material de referéncia certificado e as recuperagdes das
amostras ficaram em torno de 96,3 a 107,8%. Para todos os elementos analisados, CV% para
a precisdo minima e intermediaria e repetibilidade ndao excederam 20%, sendo sempre
menor do que 5%. Os métodos propostos provaram serem confidveis para a determinacao
dos cinco elementos nas quatro amostras biolégicas com diferentes perfis toxicocinéticos. O
método validado pode ser aplicado para biomonitoramento de metais selecionados para
realizar padrdes de toxicologia ocupacional e é possivel usar os niveis de metais pesados em
amostras bioldgicas como indicador do risco a saude de individuos expostos
ocupacionalmente.

Oliveira e colaboradores (2008) também propuseram um método de
biomonitoramento para determinacdo simultadnea de Cd e Pb em sangue total de 40
voluntarios adultos acima de 18 anos, por GF AAS simultanea, para dois niveis ambientais.

Um volume de 200 pL de sangue total foi diluido em 500 pL de solucdo contendo 0,2% (w v°
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1) de Triton X-100® + 2,0% (v v'!) HNO3; em tubos Ependorf® de 1,5 mL. Acido tricloroacético
foi adicionado para precipitacdo de proteinas e o sobrenadante analisado. Uma mistura
contendo 250 pg W + 200 pg Ru e 2,0% (w v*) NH4H,PO, foi usada como modificador
permanente. Massas caracteristicas e limites de detec¢do (n=20, 3 s (desvio padrao)) para Cd
e Pb foram de 1,26 e 33 pg e 0,026 ug L' e 0,65 pg L™, respectivamente. A faixa de
repetibilidade para Cd foi 1,8 a 6,8% e para Pb 1,2 a 1,7%. A exatiddao do método foi checada
pela andlise de trés materiais de referéncia. As concentragdes encontradas nao
apresentaram diferencas estatisticas ao nivel de confianca de 95%. Amostras de sangue de
40 individuos sem exposi¢cdo ocupacional foram analisadas e as concentragdes variaram em
torno de 0,133 0,71 ug L™ para Cd e 9,3 a 56,7 pg L™ para Pb.

D’haese e colaboradores (1999) realizaram a andlise Al, Fe, Pb, Cd, Cu, Zn, Cr, Mg, Ca
e Sr em amostras de biopsia de osso de 100 pacientes inscritos em um programa de
hemodidlise tendo em vista possuirem alto risco de alteracdo destes elementos traco bem
como por morbidade de desordens esqueléticas. O procedimento de decomposicao das
amostras para a determinacdo dos referidos elementos envolveu a pesagem de
aproximadamente 20-500 mg, digerida a 90-100°C durante 3 h em frascos de PTFE com 1-2
mL de acido nitrico concentrado. Perdas durante a digestdao foram checadas pelo calculo da
recuperagdo e para cada elemento a recuperagdao foi perto de 100%. Magnésio e Calcio
foram determinados em digerido de osso por FAAS. As amostras foram diluidas em 1:100
para Mg e 1:500 para Ca. Ja o Al, Cu, Zn, Fe, Pb, Cd, Cr e Sr foram determinados por GF AAS.
As concentracdes dos elementos no osso de pacientes com falha renal em estagio terminal
sofrem alteracdes com destaque para os valores obtidos para Al, Cr e Cd, que se mostraram
muito acima das concentracdes dos outros analitos.

Recentemente, Bohrer e colaboradores (2008) estudaram quatro procedimentos
decomposicdo para quantificacdo de Al em figado, coracdo, cérebro, osso e rins de
camundongos albinos machos da espécie Swiss, digeridas por quatro métodos de digestdo e
analisadas por GF AAS. Os camundongos foram divididos em dois grupos: um controle e o
outro recebeu por via oral 100 pL de solugdo 1 mmol/Kg/dia de Al,(SO4); cinco
vezes/semana durante 6 meses. Cerca de 0,5 g de cada amostra coletada foram digeridas
pelos métodos: (1) secagem em forno a 65 °C por 24 h. Uma aliquota de 3 mL de HNO; foi
adicionado, e deixado em repouso por 48 h e avolumado para 10 mL; (2) secagem como o

processo acima. Amostras foram trituradas e 4 mL de 2:3 metanol/diclorometano foi
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adicionado, sob agitacdo por 1 h. O residuo resultante da secagem foi digerido com 1,5 mL
de HNO3 por 48 h e avolumado para 10 mL; (3) os tecidos foram digeridos em microondas
por 10 minutos. Apds, adicionado 3 mL de HNO3; e deixado em repouso por 72 h e
avolumado para 10 mL; (4) digestdao em forno de microondas e adicionado 4 mL de mistura
2:3 metanol/diclorometano. Agitado por 1 h e o residuo digerido com 2,5 mL de HNOs por
60 h e avolumado para 10 mL. Os resultados indicam que a etapa de secagem da amostra
antes da digestdo é vantajosa, pois a quantidade de acido necessario é reduzida. Finalmente,
o Al ndo foi encontrado na fracdo de gordura das amostras, em ratos expostos,
demonstrando que o Al ndo acumula nesta parte dos tecidos.

A partir da andlise dos artigos acima, percebe-se que a maioria dos trabalhos,
independente da técnica utilizada para determinag¢dao dos elementos, utiliza procedimentos
de digestdo para abertura das amostras quando em estado sélido e diluicdo simples com
mistura de acidos e um tensoativo, a fim de aumentar a eficiéncia da nebulizacao,
demonstrando uma maior eficiéncia nos métodos de digestdo que utilizam sistemas

fechados.

2.6 Determinagdo de elementos em amostras biolégicas, em ratos.

A toxicidade e a acumulacdo de elementos essenciais e tdéxicos em animais
experimentais vém ganhando, nos ultimos anos, bastante destaque em investigacdes
realizadas em todo o mundo por diversos grupos de pesquisas. Por serem freqlientemente
utilizados em pesquisas clinicas e terem sua composicdo mineral dos tecidos e fluidos
corporais semelhantes aos humanos, sdao considerados bons modelos para o monitoramento
em curto e longo prazo, com relagdao ao acumulo de elementos téxicos e alteragdes nos
niveis dos elementos essenciais, frente a ingestdo de alimentos contendo altos teores de
metais especificos, que possam causar interacdo, bem como quanto ao uso e abuso de
medicamentos. O monitoramento da concentracdao de elementos essenciais é de grande
importancia, visto que possuem funcGes nos diversos tecidos corporais, provocando doencas
guando em baixas concentracdes ou concentracdes acima dos limites preestabelecidos.

Em animais experimentais, a idade e o sexo sdo fatores bdsicos para avaliagdo de
resultados experimentais, sabendo que ha diferencas para idade e sexo em aspectos
bioquimicos, fisiolégicos e anatomicos. Os dados das concentracdes de metais nos

organismos animais sdo Uteis, mas quando se parte para verificacdo do efeito de um dos
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elementos in vivo, a presenca de outros ndo pode ser negligenciada nos campos da nutricao
e toxicologia, particularmente para o efeito de exposicdo simultdanea a elementos toxicos
(ex. Hg, Cd e Pb) ou a interacdo entre toxicos e essenciais (ex. Cu, Zn e Mn) (UCHINO et al,
1990).

A distribuicdo dos metais nos tecidos de ratos varia com a idade. Segundo Uchino e
colaboradores (1990), as concentragdes de Fe, Cu, Zn, Mn, Hg, Cd e Pb variam no figado, rim
e cérebro de ratos machos e fémeas da espécie Sprague-Dawley com idade entre 1 a 365
dias. Cu, Hg e Cd em rim de machos e fémeas aumentou até os 127 dias de idade, assim
como o Fe em figado e rim de fémeas. Apds os 127 dias, especialmente a concentragdo de
Cu em rim de fémeas e concentracdo de Cd em rim de macho e fémea aumentaram
bastante. Diferencas, estatisticamente significante e consistente (P > 0,05), entre os sexos
nas concentragdes dos elementos sdo encontradas para Fe, Cu e Zn. Exceto para
concentra¢do de Zn no figado de ratos entre 50 e 72 dias, as concentracdes de Fe (figado e
rim), Zn (rim) e Cu (figado, rim e cérebro) em ratas fémeas durante o estagio adulto, foram
todas maiores do que nos ratos machos adultos. Diferencgas isoladas para Mn, Hg e Cd foram
também encontradas. Para o Cd as concentracdes foram maiores em figado, rim e cérebro
de fémeas do que nos machos.

Outros autores estudaram a variagao da composicdao mineral em tecidos de ratos
Wistar com a idade e sexo, a exemplo de Takahashi e colaboradores (2000), que
determinaram os elementos P, K, Na, Fe, Mg, Ca, Zn, Rb, Cu, Mn, Mo, Al, Co, Sr, Cs, Pb e Cd,
em figado de ratos adultos, sendo os cinco maiores elementos (P, K, Na, Fe, Mg, Ca)
determinados por ICP OES e os outros por ICP-MS, com a finalidade de determinar variagdes
relacionadas com a idade nas concentra¢cdes dos elementos constituintes nos figados de
ratos Wistar de 1 semana a 12 meses de idade. As amostras congeladas, bem como as
amostras de referencia (figado bovino e de porco) foram fracionadas em pequenos pedacos
e liofilizadas a -20°C por aproximadamente 12h em um liofilizador e a 70°C por 3 h em um
forno elétrico. A massa de 200 pug de amostras de referéncia e de amostras de figado de rato
foram pré-digeridas em frasco de teflon com solugdo de 7,5 mL HNOz (68%) e 1,0 mL HF
(38%) a 80°C por 3 h. Entdo as amostras em solugdo acida foram aquecidas em forno de
microondas por 2 h. Sendo adicionado 1,0 mL HNO3 (65%) e 0,5 mL HCIO4 (70%). Finalmente,
o residuo foi dissolvido em 1,0 mL HNO3 (27%) e avolumado para 20 mL. As alteragdes nas

concentragOes desses elementos relacionadas com a idade foram categorizadas em trés
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padrdes gerais: (1) as concentragdes permanecem essencialmente constantes ao longo das
idades dos animais, como observado para P, K, Na, Mg, Ca, Rb, Sr, Cs e Pb; (2) aumento com
a idade, observado para Fe, Mn, Mo, Co e Cd; e (3) diminuicdo com a idade, especialmente
nos primeiros estagios de crescimento, observado para Cu e Zn.

Fayed (2009) determinou os niveis de Zn, Cu, Fe, Se e Cr no cérebro de ratos tratados
com Vincamina. Trata-se de uma planta alcaldide usada clinicamente como vasodilatador
periférico que aumenta o fluxo sanguineo cerebral e o uso de oxigénio e glicose pelo tecido
neural para combater os efeitos da idade. Doengas neurodegenativas associadas com a
idade sdo caracterizadas por um distlrbio nos niveis de elemento traco no cérebro, cujo
ajudam na formacdo de neurotransmissores e estdo envolvidos na defesa antioxidante e
regulacdo redox intracelular e modulagdo das células neurais. Cerca de 15 mg Kg'1 de
Vincamina foi injetada nos ratos por 14 dias e apds sacrificados. O cérebro foi coletado e
digerido em microondas e as concentragdes dos elementos traco determinadas por F AAS.
Os resultados mostraram que o Zn foi o elemento traco mais elevado no cérebro de ratos
controle (3,134 + 0,072 pg g™) e Cr o mais baixo (0,386 + 0,027 pg g). A administracio de
Vincamina (m m™) reduziu a concentragio de Fe quando comparado ao controle, o que
sugere um efeito benéfico para prevenir um estresse oxidativo do Fe em doencas
neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson.

Huang e colaboradores (2004) estudaram a acdo da metalotioneina como
biomarcador de Hg em figado, rim, coragao, cérebro, testiculo e sangue de ratos que
receberam Cinabar via oral. O Cinabar é uma droga utilizada na medicina chinesa tradicional
como sedativo e hipnédtico no tratamento da epilepsia, porém, é composto principalmente
por mercurio sulfurado (> 96% HgS). Os niveis de Hg, Cu e Zn e Metalotioneina foram
determinados por ICP-MS. Os resultados indicaram que o Hg foi facilmente acumulado nos
tecidos dos ratos expostos ao Cinabar, especialmente nos rins e em todos os grupos
estudados, os niveis de Hg no figado e rins foram significativamente mais altos, comparados
aos obtidos nas amostras controle. O estudo demonstrou que a metalotioneina pode ser
usada como um biomarcador para o Hg nos tecidos e demonstrou também que o aciumulo
do Hg, Cu e Zn no figado e rins esta relacionado com os niveis de metalotioneina produzidas
por esses drgdos, havendo maior acumulo de Hg no figado, 6rgdo mais sensivel ao aumento

de metais toxicos.
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E escassa a literatura a respeito da acdo de medicamentos sobre a concentragdo de
minerais e elementos tracos em humanos e animais. Nazeh e colaboradores (1987)
avaliaram o efeito da Cimetidina (droga antisecretora) na distribuicdo tecidual de alguns
elementos traco e minerais em amostras bioldgicas de ratos (osso, cérebro, coragao, rins,
figado, musculo, bago e testiculos). A cimetidina é um medicamento antagonista do receptor
H1 da histamina, usado no tratamento de pacientes com Ulceras gastricas e duodenais e
outras condi¢des hipersecretdrias. Esta droga tem uma estrutura que sugere poder agir
como agente quelante. Tecidos foram digeridos em uma mistura 2:1 ou 3:1 de HNO3:HCIO,,
aquecido em bloco digestor a 200 °C e diluido com dgua deionizada. Concentracdo de Cu, Zn,
Fe, Mn, Ca, Mg, K e Na foram determinadas por F AAS. A recente pesquisa usou 38 ratos
machos Spreague-Dawley, divididos em 5 grupos: HD (1750 mg/Kg/dia), grupo HD controle,
ID (875 mg/Kg/dia), ID alimentados e LD (87,5 mg/Kg/dia). Diferencas significantes (P<0,05)
encontrada entre os grupos para ratos machos estudados incluiram alto cobre no plasma
nos grupos HD e ID, alto Na no plasma, Cu no figado, Ca e Zn no coracdo no grupo HD e uma
baixa porcentagem de excregao fecal de todos os metais divalentes estudados nos grupos
HD e ID comparado com seus controles. Em um grupo de 20 fémeas estudadas, foi
encontrado alto teor de Zn no coragdo e plasma, alto Cu no coracao, rins, figado, jejuno, ileo
e Utero, alto Mn em estomago e ileo, baixo Fe em rins e figado, baixo Ca no rim e alto Ca no
estomago e baixo Mg no figado comparado com os controles. Os niveis de metalotioneina
no figado e rim nos dois grupos foram comparaveis. Machos e fémeas que receberam altas
doses de Cimetidina apresentaram mudancas significativas nas concentracdes teciduais de
alguns dos metais tracos e minerais estudados.

O conteudo de Se em amostras de plasma sanguineo de ratos Sprague-Dawley foi
invesitigado por Kabirov e colaboradores (2008). Os animais foram tratados com L-
selenometilselenocisteina (SeMC) por 7 e 13 semanas. As amostras de sangue foram
coletadas de 10 ratos/sexo, do plexo orbital e separado o plasma, que foi diluido 10 vezes
pela mistura de 50 puL do plasma com 200 plL de agente redutor (30 mmol de acido ascdrbico
e 2 mL de Triton X-100® por litro), 200 uL de solucdo com modificador (9,4 mmol de PdCl,
em 65 mmol de HCI) e 50 uL de Triton-X-100® (0,2%). A concentracdo de Se foi determinada
por GF AAS com corretor de fundo Zeeman. A concentracdo de Se (media * S.D), em
amostras de plasma de ratos machos e fémeas, respectivamente, foram observados em sete

semanas: 655,9 + 96,2 e 625,3 + 78,4 ng mL™ (grupo controle), 912,3 + 85,2 e 905,7 + 128,5
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ng mL* (0,4 mg/Kg/grupo dose dia), 1147,3 + 95,8 e 1139,4 + 115,3 ng mL™ (0,8 mg kg por
grupo dose dia), e 1351,5 + 226,7 and 1315,0 + 153,6 ng/mL (2,0 mg/kg por grupo dose dia).
Em 13 semanas, os niveis de Se seguintes em machos e fémeas, respectivamente, foram
observados: 655,5 + 48,8 e 595,8 + 43,9 ng mL* (grupo controle), 927,9 + 85,3 e 859,3 +
164,3 ng mL™ (0.4 mg Kg* por grupo dose dia), 1238,9 + 182, 4 e 1169,9 + 112,6 ng mL™ (0.8
mg Kg'1 por grupo dose dia), e 1476,5 + 138,1 e 1320,1 £+ 228,6 ng mL™ (2.0 mg kg'1 por
grupo dose dia). Os niveis de Se no plasma foram dose-dependente e aumentaram
significativamente em machos e fémeasa 0,4, 0,8 e 2,0 mg Kg'1 por grupo dose diaem 7 e 13
semanas comparado ao grupo controle. Nenhuma diferenca significante foram vistas entre o
grupo dos niveis de Se no mesmo grupo de dose em 7 semanas versus 13 semanas. Nao
houve diferenca significante entre niveis de Se no plasma do grupo principal em grupos de
machos e fémeas tratados com droga. Uma diferenca significante entre machos e fémeas foi
observado somente no grupo controle em 13 semanas. Esta mudancga nao foi relacionada a
administragcdo da droga. Nenhuma diferenga significante entre sexos em niveis de Se em
plasma foram vistos nos grupos tratados com SeMC. Nenhuma diferenca significante em
niveis de Se no plasma foram vistas entre niveis no plasma a 7 e 13 semanas. O método
descrito é simples, rdpido, acurado, preciso e pode ser facilmente aplicado em outros
laboratérios para um largo nimero de amostras.

Paul e colaboradores (2004) estudaram a distribuicdo normal de uma faixa de
elementos no tecido cerebral de ratos Wistar saudaveis usando SF-ICP-MS. Um protocolo foi
desenvolvido para determinar concentracdes de Ag, Cd, Hg, Pb, Bi, U V, Cr, Mn Fe, Co, Ni, Cu,
Zn, As e Se em regides especificas do cérebro. As concentragdes destes elementos foram
determinadas na faixa de 2 + 1 ng ml™ (diencéfalo) e 7558 + 450 ng mL™* (bulbo olfatério). Os
limites de deteccdo dos 16 elementos variam entre 5 e 300 pg ml™?, com U apresentando
valores mais baixos e Fe mais altos valores.

Um estudo sobre a avaliacdo de 5 elementos quimicos em diferentes regides de
amostras de cérebro de ratos Wistar machos, foi executado por Saito e Saito (1996), os quais
empregaram decomposicdo em vaso de Teflon a 120 °C por 2 h com HNOj; ultra puro. As
concentrac¢des dos elementos traco Zn, Cu, Rb, Mn e Mo foram determinadas por ICP-MS.
Medidas de controle de qualidade usando um material de referéncia padrao (SRM 1577b
figado bovino) mostrou que o método de analise multielementar estabelecido no estudo é

acurado e util para determinacdo de concentracbes de elementos traco em amostras
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bioldgicas. Usando este procedimento, foram determinadas as concentra¢des dos 05
elementos em sete regides discretas do cérebro de ratos e Zn e Mn em suas fragdes
sinaptosomal.

Petering e colaboradores (1984) estudaram a fung¢do da metalotioneina e seus sitios
de ligagao no metabolismo de Cu, Zn e Cd em rins de ratos machos. Estudaram o efeito da
deficiéncia de Zn sobre a distribuicao de Cd, Zn e Cu. Ratos adultos foram suplementados
com 100 pg Cd/mL de agua 20 pg Cd/mL. As amostras do citosol dos rins foram eluidas em
coluna e as fragOes analisadas para Zn, Fe, Cu e Cd por F AAS. Os autores concluiram que a
deficiéncia de Zn afeta o complemento dos metais ligados a metalotioneina: Zn é diminuido
e Cu é reduzido a uma amplitude muito pequena. Cd é inalterado. Rim dos controles, ndo
exposto a Cd, normalmente contém uma quantidade substancial de Zn, CuMT. O
experimento aponta para a MT como uma Unica metaloproteina, cuja é metabolicamente
sensivel ao estado nutricional do oganismo. A ligacdo do Cd a MT ocorre com a perda de Zn
e Cu da proteina, assim aparentemente reduzndo o numero de sitios de ligacdo na MT para

Cu e Zn cujo sdo usados por suas fungdes normais nao especificadas no rim.

2.7. Diuréticos de Alga e Furosemida

O o6rgao alvo primario para os diuréticos é o rim, onde estas drogas inibem a
reabsorcdo de sddio e outros ions da luz dos néfrons, unidades funcionais dos rins (Figura
01). A quantidade de ions e a dgua acompanhante que sdo excretados como urina seguida
da administracdo de um diurético, contudo, é determinado por muitos fatores, incluindo a
estrutura quimica do diurético, o sito ou sitios de acao do agente, o consumo de sal ou a

guantidade de fluido extracelular presente (SILVA, 2002b).



40

Tabulo NaHCO,3 NaCl NacCl Ca?:
contorcido A (+PTH)
proximal @ 4

Tubulo contorcido
distal

Tubulo

—— > NaCl

ST S e e e A ot B (+ aldosterona}
Medula externa

A e S e K+

Diuréticos 2C1H S ot
l@ Acetazolamida C3> ascendente
.’:23 Diuréticos osmdticos {manitol) grossa
{2 Diuréticos de alga (furosemida,
(3 Al
= por exemplo} dec::endeme Dulto
(@) Tiazidicos delgada coletor

@ Antagonistas da aldosterona @ Alca

'@ Antagonistas do ADH

H,O
delgada

Alca de

Medula interna Henle

Fig. 15.1 Sistermas de ransporta lubular e locais de agao de diuréticos

Figura 01 — Estrutura do néfron e mecanismo de agdo dos diuréticos (Katzung, 1998).

O principal efeito dos diuréticos é a perda urinaria de eletrélitos. Contudo, em
pacientes em uso de diuréticos, perda de potassio é o principal interesse/preocupacdo por
causa dos severos problemas de saude. Apesar da énfase dada ao potassio, diuréticos
também aumentam a perda urindria de outros nutrientes essenciais sollveis em agua e
metabolitos tais como calcio, magnésio, cloreto, bicarbonato, vitamina C, B6 e tiamina. Isto
indica que individuos em uso de diuréticos podem estar em risco de desenvolver deficiéncias
nutricionais. Em contraste com o potassio, estas deficiéncias podem ser assintomaticas em
curto prazo (BERNE et al, 2005).

Os diuréticos podem ser prescritos para uso por tempo prolongado. Desse modo, se
perdas de nutrientes ndo sao prevenidas, eles podem eventualmente por em risco o estado
nutricional daqueles que os usam. Isto é importante porque varios micronutrientes tém sido
associados com a prevencdo da hipertensdo que € uma das doencas para a qual os diuréticos
sao prescritos. Contudo, sua utilizagdo tem recentemente aumentado porque eles sao
extensivamente usados como parte de uma “pratica insalubre” para perda de peso entre
adolescentes com sobrepeso e adultos, através das féormulas para emagrecimento, bem
como em esportes cujo emagrecimento é considerado vantajoso, ou até mesmo para

eliminar algum agente dopante (SILVA, 2002a).
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Diuréticos de alca possuem como mecanismo de acdo o bloqueio do transportador
luminal Na*-K*-2CI, receptor para diuréticos de al¢a, na por¢do ascendente da alca de Henle.
A inibicdo do cotransportador Na‘*/K'/2Cl" reduz drasticamente a absor¢do de NaCl e, em
conseqiiéncia, também a de K', Ca'? e Mg™. Os diuréticos de alca alcancam os
transportadores que estdo inseridos na membrana luminal por serem ativamente secretados
do sangue para a urina no tubulo proximal. A alta ligacdao desses diuréticos com albumina
(95%) minimiza a sua filtracdo glomerular, mantendo o diurético no plasma e transportando-
o para sitios secretores de acido organico no tubulo proximal. Estas bombas secretoras tém
muita avidez pelos diuréticos de alca deslocando a droga da albumina e transportando-a
através da célula para o limen, onde ganha acesso aos transportadores Na*-K*-2Cl" que s3o
liberados dos sitios secretores (SHANKAR; BRATER, 2003).

Devido a localizacdo estratégica da porcdo espessa da alca de Henle, a natriurese e
diurese provocada pelos diuréticos de al¢ca sdo extremamente intensas, caracterizando-os
como de alta poténcia. Por essa razao, esse grupo de diuréticos é largamente utilizado na
pratica clinica em situagGes que requeiram a perda de grande quantidade de sddio, tal como
nos estados edematosos resultantes de disfungdo cardiaca (insuficiéncia cardiaca
congestiva) ou renal (sindrome nefrética), ou quando é imperioso o “enxugamento” rdpido
de fluido acumulado em &reas criticas, como no edema pulmonar agudo (SHANKAR, BRATER,

2003).

2.8 Aspectos farmacoldgicos e toxicolégicos da Furosemida

As propriedades farmacoldgicas dos diuréticos tém levado ao uso no tratamento de
condicGes edematosas resultantes de uma variedade de patologias (ex. insuficiéncia cardiaca
congestiva, sindrome nefrética, doenga crbénica do figado), bem como no manejo da
hipertensao (SILVA, 2002a).

Furosemida (Figura 02) é um diurético de alca que tem um efeito salurético 8-10
vezes maior que os diuréticos tiazidicos (hidroclorotiazida, por exemplo), contudo, tem uma
mais curta duracdo de acdo, entre 6 e 8 h, causando uma rapida excrecdo de ions sédio,
cloreto, potassio, calcio, magnésio e bicarbonato, sendo efetiva para o tratamento de
edemas ligados com sitios cardiacos, hepaticos e renais. E eficaz por via oral, mas pode ser
usada por via parenteral (principalmente endovenosa) quando um efeito diurético mais

pronunciado é desejado. A dosagem da furosemida, 20-80 mg por dia, pode ser adinistrada
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em doses divididas por causa da curta duracdo de acdo da droga e, cuidadosamente,

aumentada para um maximo de 600 mg por dia (SILVA, P., 2002).

Figura 02 - Formula estrutural da furosemida

Segundo Berné e colaboradores (2005), a dose terapéutica usual da furosemida em
pacientes hipertensivos fica na faixa de 40 a 240 mg, administrada uma ou duas vezes por
dia que corresponde a, aproximadamente, 0,61 a 7 mg kg'. Contudo, pacientes com
congestao severa dos pulmdes, figado e baco, bem como efusao pleural (derrame pleural) e
edema periférico associado com infarto cardiaco sdo tratados com altas doses de diuréticos.

Em média, metade da dose da furosemida é absorvida, mas com uma ampla faixa
(10-100%). Esta variabilidade torna dificil predizer quanto de furosemida sera absorvida.
Clinicamente, isto significa que se pode necessitar de uma ampla faixa de doses para
determinar a dose oral apropriada. A meia-vida plasmdtica da furosemida varia de 3 a 4 h.
Metade da dose da furosemida é excretada pela urina como ativa (ndo modificada). O
remanescente permanece conjugado ao acido glicurénico no préprio figado. Em pacientes
com insuficiéncia renal, a meia vida plasmatica da furosemida é prolongada porque a
excrecdo urindria e a conjugacao renal estdao deprimidas (SHANKAR, BRATER, 2003).

A proépria eficacia da furosemida é também a causa dos importantes efeitos colaterais
gue acompanham o uso cronico dessas drogas. O mais ameacador desses efeitos é sem
duvida a hipopotassemia. Conforme discutido anteriormente, a secre¢do de K* nas por¢des
finais do néfron, especialmente aos tubulos coletores, depende da oferta de sddio e do fluxo
intratubular que chegam a esses segmentos, além da atividade da aldosterona.
Considerando ainda que em grande parte dos casos que requerem o uso continuado dessas
drogas ocorre um aumento da atividade da aldosterona (hiperaldosteronismo secundario),
tendo a secrecdo de K" nesses segmentos aumenta tremendamente, levando a uma
excrecdo exagerada desse ion (SHANKAR; BRATER, 2003).

Ao passo que o uso de diuréticos é bem tolerado, podem ocasionalmente ocorrer

reacOes adversas que envolvem: disturbios do equilibrio hidroeletrolitico e acido-base,
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alteracdo dos metabolismos dos carboidratos e lipidios e alteracdes do metabolismo do
acido Urico. Alguns deles precipitados ou agravados com associagées entre diuréticos e
outros medicamentos (SILVA, 2002a).

Berné e colaboradores (2005) estudaram o efeito da furosemida na perda urinaria de
nutrientes essenciais e dgua e as conseqiiéncias da administracdo deste diurético no estado
nutricional de ratos em crescimento, alimentados com dieta enriquecida com todos os
nutrientes essenciais e concentracbes crescentes de furosemida (0, 0,5, 1,0 e 1,5 mg g‘l),
encontrando como resultados a redugdo do peso corporal devido a grande eliminagao dos
nutrientes e dgua consumidos. Este trabalho trata essencialmente da perda de nutrientes
nitrogénio, fésforo, sddio, potdssio, magnésio, zinco e retinol em funcdo do crescimento
animal, ndo avaliando da perda dos mesmos nos diversos tecidos corporais, bem como nao
foi encontrada literatura acerca da deterioracdo dos niveis teciduais de nutrientes em
funcdo do uso de diuréticos. Portanto, este trabalho de mestrado é inédito no sentido de
estudar a perda de minerais em amostras bioldgicas relacionada com a administracdo da

furosemida.

2.9 Ratos Wistar (Ratus norvegicus)

O ratus norvegicus (Figura 03) é de origem Asidtica, do sul da Russia e nordeste da
China e em 1800, comecou a ser usado em laboratdrios. As variedades comuns incluem
Sprague Dawley (albino com cabeca estreita e cauda mais longa que o corpo); Wistar (albino
com cabeca larga e cauda curta) e Long-Evans (muito pequeno com coloracbes preta e
marrom). Os albinos tém visdo curta (quase cegos). Em termos de comportamento, os
machos ndo brigam muito, vivem mais ou menos 3 anos, pesam entre 450-520 g e fémeas
250-300 g; estas procriam entre 9-12 filhotes, com 21-23 dias de gestacao. A mae deve ser
isolada dos filhotes ou ela pode destrui-los. Raramente mordem e vivem bem em gaiolas
plasticas com fundo sélido ou gaiolas de metal com fundo de arame. A temperatura deve
estar em torno de 18-27 °C, sendo melhor em 22 °C, e a alimentacdo é peletizada ad libitum

(BAZIN; CONSTANTIN; GINDRE, 2004).
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Figura 03: Rato Wistar albino.

Desde a metade do século XIX este animal tem ocupado lugar importante na
pesquisa biomédica e comportamental, com fisiologia bastante conhecida. Da mesma forma
que os camundongos, os ratos estdo disponiveis em muitas variedades genéticas. Dentre os
trabalhos que mais freqlientemente usam ratos, devem-se citar: estudos sobre
envelhecimento, neoplasias, efeito e toxicidade de drogas, cdries dentdrias, metabolismo de
lipidios, efeitos de vitaminas, comportamento, alcoolismo, cirrose, fenilcetonduria, ictericia,
intolerancia a frutose, hipertensao, embriologia, teratologia, diabetes insipidus e doencas

infecciosas (ANDRADE, 2002).

2.10 Aspectos éticos da experimentagdao animal

E incalculdvel o valor da contribuicdo dos animais de laboratério as novas
descobertas para a prevencdo de doengcas e para a sua cura, bem como para o
desenvolvimento de novas técnicas para tratamento cirdrgico. O resultado de testes de
farmacos em animais contribui para o controle de mais de dez mil produtos farmacéuticos
em uso corrente e que, testados quanto a eficdcia, esterilidade e poténcia, resultam na
sobrevida de muitos pacientes (ANDRADE, 2002).

O uso de animais em pesquisa é aceitavel somente se prometer contribuir para o
entendimento de principios biolégicos fundamentais, para o desenvolvimento do
conhecimento que pode ser racionalmente esperado beneficiar humanos e animais ou se os
melhores esforcos dos pesquisadores para encontrar uma alternativa tenham falhado.

Se animais devem ser usados, eles devem ser mantidos de uma maneira que forneca

para eles conforto fisico e bem-estar psicolégico. Animais ndo devem ser sujeitados a dor ou
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estresse desnecessdrios. O plano experimental deve oferecer protecao. Por outro lado, se
um animal observado for severamente experienciado, apresentando dor ndo aliviada ou
desconforto, deve imediatamente ser humanamente sacrificado, usando um método que
forneca rapida inconsciéncia inicial (CACC, 1993).

A literatura geral que trata sobre animais de laboratério demonstra que a analise de
cinco aspectos do estado do animal permite avaliar o seu sofrimento, estresse e
desconforto: variacdo do peso do animal associado ao nivel de ingestdo de alimentos e agua;
aparéncia fisica externa; sinais clinicos mensuraveis, como, por exemplo, o ritmo
respiratério; alteragdo nos comportamentos e respostas comportamentais a estimulos
externos. Além das medidas comportamentais e fisiolégicas, também catecolaminas,
corticosterdides, interleucinas e outras sdo utilizadas para medir a intensidade do
sofrimento (CACC, 1993).

Em termos de principios éticos inerentes a esta questdo, é preciso reter que os
animais s6 devem ser utilizados quando ndo existem métodos alternativos aplicaveis.
Significa que ndo basta a existéncia do método, é também necessdria toda uma legislacao
gue o suporte. Quando os métodos ndo sdo aplicaveis, pelas mais diversas razdes, entdo, se
devem atender a outros dois aspectos. Em primeiro lugar é necessario reduzir o nimero de
espécies usadas até um limite que permita a viabilidade da informacao. O segundo aspecto
relaciona-se com o apuramento da técnica, a melhoria do protocolo visando um menor
desconforto (CRUZ; CORREIA; DIAS, 2001).

Segundo o Guia para Cuidados e Uso de Animais de Laboratério (CCAC), em 1993,
varios métodos de eutandsia sdo descritos, sendo os mais bem aceitos: a) Eutandsia por
decapitagdao, menos traumatico para o animal, ndo requerendo anestesia. Requer uma
guilhotina especifica para pequenos animais. b) Eutanasia por deslocamento cervical,
aplicavel quando o numero de animais é relativamente pequeno e quando ndo é preciso
coletar tecido cerebral e c) Eutanasia por anestésico, de custo elevado pelo preco do
anestésico e, pode ndo ser aplicavel quando os tecidos coletados ndo devem conter
anestésicos (CACC, 1993).

Diante disso, ha uma grande necessidade de regulamentacdo de estudos
experimentais com o fim de reivindicar maior respeito na manipulacdo de animais de

laboratdrio através de normas e protocolos aprovadas por Comités de Etica.
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CAPITULO Il - PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solugdes

Toda a vidraria e plasticos utilizados na coleta e andlise das amostras foram
descontaminadas em banho de HNO3; 10% (v v'l) por, no minimo 24 h e, em seguida, lavadas
com agua destilada ultrapura do tipo Milli QR® (Millipore®, Bedford, MA, USA).

Todas as solugdes utilizadas no desenvolvimento do trabalho foram de pureza
analitica. Os digeridos das amostras foram obtidos utilizando os seguintes reagentes: acido
nitrico 65% (Merck®, Alemanha), perdxido de hidrogénio 30% (m v') (Merck®, Alemanha).

As solugdes multielementares contendo 20,0 mg L™ de Cd, Cu, Fe, Se, Pb e Zn e 60,0
mg L™ de Mg, foram preparadas por diluicio com uma solucdo 2,0 mol L' de HNO; em agua,
das solugdes estoques de cada um dos elementos a 1000,0 mg L™ (todas da marca QHEMIS,
Brasil).

Para administracao do medicamento foram usadas ampolas de 2mL contendo 40mg

de furosemida.

3.2 Amostras

Foram usados 40 ratos albinos Wistar machos adultos (com mesmo periodo de
crescimento), com peso entre 200-400 g, adquiridos do Biotério Central da Universidade
Estadual de Feira de Santana (UEFS). Os ratos foram expostos a condi¢cdes convencionais (22
+ 1°C, com uma umidade relativa de 50 + 10% e ciclo claro/escuro de 12 horas) e mantidos
de acordo com o Guia para Cuidados de Animais de Laboratério (CACC, 1993) para o uso de
animais experimentais. O procedimento experimental foi aprovado pelo CEUA da
Universidade Estadual de Feira de Santana-UEFS sob numero 008/07, em 04 de junho de
2008, cuja copia estd em anexo.

De acordo com as recomendac¢des propostas por Berné (2005), os ratos foram
colocados em gaiolas convencionais (Figura 07) de aco inox e foram oferecidas dieta e agua
ad libitum por 8 dias. Apds este periodo de tempo o peso corporal foi medido. As coletas das

amostras foram realizadas uma semana apds administracdo da furosemida (30 mg/kg/dia). A



47

escolha da dose se baseou no volume a ser administrado por via intraperitoneal no rato, ndo
permitindo uma dose maior, tendo em vista que o volume a ser administrado na cavidade
peritoneal ndo pode ultrapassar 1mL.

Os ratos foram sacrificados no final do dia do experimento por deslocamento da
cervical. Amostras de sangue foram coletadas por puncdo intracardiaca, conforme
recomendado por Carlini (1973), os tecidos foram dissecados e as carcagas remanescentes
foram congeladas para posterior descarte adequado. Todos os experimentos foram
submetidos/ adaptados aos principios padrdes no Guia para cuidados e uso de animais de

laboratoério (CACC, 1993).

T \\n\\\\\\\\\\\\\\\\\
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Figura 04 - sala dos animais e gaiolas convencionais.

3.3 Desenho Experimental

O estudo foi dividido em duas fases: controle, em que se formou um grupo de 8
animais (4 machos e 4 fémeas), que receberam a dieta padrdo, 15 mL de soro fisioldgico/ Kg
de peso corporal via intraperitoneal e foram sacrificados para coleta de sangue e tecidos
(figado, rim, pulmao e coragdo).

Na segunda fase, um grupo de 8 animais receberam a mesma dieta padrdo e
furosemida (30 mg/kg/dia) via intraperitoneal e foram sacrificados para coleta das amostras.

Nao houve intervalo de tempo entre as duas fases, sendo uma realizada apds a outra.

3.3.1 Coleta e preparo das amostras

As amostras de sangue foram coletadas de cada animal devidamente eutanasiado,
por puncdo intracardiaca apds exposicdo do miocdrdio (para ndao haver contamina¢do com
outros fluidos) pelo sistema de coleta a vacuo da BD Vacutainer®, sem anticoagulante. Para

as puncgoes foram utilizadas agulhas de coleta com calibre 22G. As amostras de sangue
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foram deixadas em repouso por 60 segundos, entdo centrifugadas a 3500 rpm por 30
minutos. Os sobrenadantes foram usados como amostras de soro. As amostras de soro
obtidas foram pipetadas com pipeta automatica em novos tubos similares aos da coleta, e
armazenadas em freezer a -20 °C, junto com os tecidos, para evitar decomposi¢do e
crescimento bacteriano. Todo o manuseio das amostras foi realizado no Biotério Central da
Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS).

Apds o periodo de administragdo do medicamento, os animais foram sedados e
sacrificados e os érgdos dissecados em partes de figado, rim, coragdo e pulmao. As amostras
biolégicas ndo usadas imediatamente apdés amostragem foram lavados em solucdo
fisiologica salina gelada [0,9% (w v*) NaCl], limpadas, secadas em papel de filtro, pesadas e

estocadas a -80°C para posterior liofilizacdo (HUANG et al, 2004).

3.3.2 Liofilizacao

Os tecidos dos ratos foram fragmentados em pequenos pedacos e congelados
usando um freezer até temperatura final de congelamento de aproximadamente - 20°C. As
amostras, apos congelamento, foram colocadas em recipientes de vidro e acondicionadas no

liofilizador por um periodo de 24 h.

3.3.3 Homogeneizagao

Apds a liofilizacao, as amostras foram pulverizadas em gral e pistilo de porcelana.
Depois da pulverizacdo da amostra, esta foi homogeneizada em peneiras de nylon
(previamente descontaminadas), devidamente identificadas e colocadas em frascos de
polietileno de 50,0 mL (potes coletores). Essas amostras foram imediatamente colocadas em

dessecadores sob vacuo contendo silica gel até o momento das andlises.

3.3.4 Procedimento para a digestao das amostras

Para o procedimento de digestdo das amostras, aliquotas de cerca de 0,5000 g de
cada amostra de tecido foram transferidas para frascos de politetrafluoretileno (PTFE).
Volumes de 3,5 mL de HNO3 65% (m m™), 3,5 mL de H,0 (Milli Q) e 1,0 mL de H,0, 30% (v v’
!) foram adicionados aos frascos reacionais. Em seguida, os frascos foram fechados e
colocados no carrossel do microondas com cavidade. O programa de aquecimento usado

esta descrito na Tabela 02.
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Tabela 02 - Programa de aquecimento do forno de microondas com cavidade.

Etapa Tempo (min) | Pmax(W) | T(°C) | P(bar)
1 6 750 90 35
2 4 750 90 35
3 8 1000 180 35
4 15 1000 180 35
Ventilagdo 20 - - -

Apds o término do programa de aquecimento, os frascos foram retirados do carrossel
do forno e deixou-se esfriar a temperatura ambiente. Logo apds, a pressdo residual foi
cuidadosamente desprendida em cada frasco, por abertura gradual em ambiente com
exaustdo. Esses frascos foram abertos, e os digeridos foram transferidos para frascos de
polipropileno e avolumados com agua desionizada até o volume de 20 mL.

O processamento das amostras de soro seguiu o protocolo proposto por Fernandez
(2005): uma aliquota de 0,1 mL das amostras de plasma foi diluida 100 vezes com Triton X-

100°® 0,01% (v v'*) para um volume final de 10 mL e estocada em geladeira antes da analise.

3.4 Instrumentacao

3.4.1 Obtengao das Amostras

A liofilizacdo das amostras foi efetuada em um liofilizador (modelo Terroni Fauvel LT
1000/8), acoplado a uma bomba a vacuo (Figura 4).

O procedimento de digestdao foi realizado em forno de microondas com cavidade,

(Ethos Ez, Milestone, Itdlia) (Figura 5).
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Figura 06 - Forno de microondas com cavidade, utilizado para a digestdo das amostras.

3.4.2 Determinagao dos Analitos

As determinacdes foram realizadas empregando um espectrOmetro de emissdo dptica
com plasma de argoénio indutivamente acoplado (VARIAN, Mulgrave, Australia) simultaneo,
com arranjo axial e detector do estado soélido (Figura 06). O sistema éptico do ICP OES foi
calibrado com solugdo estoque multielementar enquanto que para o alinhamento 6éptico
utilizou-se uma soluc¢ao contendo Mn 5,0 mg L. As linhas espectrais foram selecionadas de
acordo com a auséncia de interferéncias espectrais e sensibilidade adequada para a
determinacdo de elementos em baixas e altas concentracdes, mediante estudo de linhas de
emissdo dos elementos a serem investigados. A Tabela 03 mostra as condicoes

experimentais utilizadas para as determinacgdes.



Tabela 03 - CondigGes experimentais utilizadas no equipamento de ICP OES com configuragao axial

Poténcia RF (kW) 1,3
Vazio do gis de nebulizagdo (L min™) 0,70
Vazao do gas auxiliar (L min'l) 1,5
Vazio do gas do plasma (L min™) 15
Tempo de integragdo (s) 1,0
Tempo de estabilizagdao (min) 15
Tempo de leitura (min) 1
Replicatas 3
Nebulizador V-Groove
Camara de Nebulizagao Sturman - master
Linhas Espectrais (nm) cd () Fe (1 Cu (n
226,502 238,203 327,398
Mg (Il) Pb () Zn ()
280,267 220,354 213,858
se ()
196,026

(1) linha de emissdo atémica / (Il) linha de emissdo iénica

Figura 07 - Equipamento ICP OES utilizado neste trabalho e a tocha na configurac¢do axial.

3.5 Curvas analiticas de calibragao

51

Para a execucdo deste estudo foram construidas curvas analiticas de calibracdo nos

meios: acido (HNOs) a 65%, Triton X-100® 0,01%, branco digerido e o digerido de tecidos e

soro utilizando o procedimento de forno de microondas com radiagdo focalizada:

1. Acido diluido: a curva analitica de calibracdo (0,0; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 pg

mL™) foi preparada tomando-se aliquotas da solucdo estoque 20 ug mL™* de Cu, Fe, Mg (60

ng mL?), Se, Zn, Cd e Pb e o volume foi completado com &gua Milli-Q® para 5,0 mL em frasco

de polipropileno;

2. Triton X-100®: a curva analitica de calibracdo (0,0; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0

ug mL™?) foi preparada tomando-se aliquotas da solucdo estoque 20 ug mL™ de Cu, Fe, Mg
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(60 pg mL™Y), Se, Zn, Cd e Pb e o volume foi completado com solugio de Triton X-100®
(0,01%) para 5,0 mL em frasco de polipropileno;
Os coeficientes angulares das curvas analiticas construidas nos diferentes meios

foram comparados, utilizando o teste t-pareado para 95% de confianga.

3.6 Validagao dos procedimentos propostos para quantificacdo dos elementos por ICP OES

A validacdo é uma das etapas do processo analitica capaz de garantir a qualidade e
aplicabilidade de um método, através da estimativa das figuras de mérito (RIBEIRO et al.,
2002). Para que o método atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas, este deve
apresentar precisdo, exatiddo, linearidade, sensibilidade, faixa de aplicacdo, especificidade,
reprodutibilidade e estabilidade adequados a andlise (INMETRO, 2007).

Alguns parametros neste trabalho foram investigados no processo de validacdo, no
intuito de medir a qualidade analitica dos resultados obtidos pelo método aplicado. Os
parametros foram: Efeito de matriz, precisdo, limites de deteccdo (LOD), limite de

quantificacao (LOQ) e exatidao.

3.6.1 Avaliacdo do efeito de matriz

Em trabalho anterior, realizado por Rosa e colaboradores (2009) foram estudados
procedimentos para determinacdo de metais e Se em tecidos de cetaceos, entre eles rim,
musculo, figado e musculo. Para avaliagao do efeito de matriz, utilizou-se a técnica de adicao
de analito, considerando que as amostras de tecidos sdo complexas, possuindo espécies que
podem afetar as propriedades dos elementos a serem determinados. As curvas analiticas
foram preparadas com padrdes de 7 niveis de concentragdo, na faixa de 0,1 a 2,0 pg L%, e
mais um branco em meio de HNO; a 2,0 mol L™. Foram comparadas as inclinagdes obtidas
com as curvas analiticas preparadas em meio de HNOs a 2,0 mol L'ede solugdes resultantes
de procedimento de digestdo usando solucdes acidas diluidas e perdxido de hidrogénio. Os
autores concluiram que esses efeitos ndo sdo estatisticamente significativos para os analitos
investigados, para o nivel de confianca de 95%.

A comparacdo das curvas analiticas (inclinagdes das curvas de regressao linear), com
adicdo de aliquotas da solugdo multielementar nos digeridos da amostra, com uma curva
analitica sem a presenca da matriz, é recomendada de forma a avaliar a influéncia da

solucdo final dos digeridos sobre a intensidade de emissdo dos analitos. Se as duas curvas
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analiticas forem paralelas, ou seja, a razdo entre as inclinacdes das duas curvas sejam iguais
ou préximas a unidade, o método é considerado seletivo, ndo havendo a interferéncia de
matriz na determinacdo do analito de interesse.

Assim, como neste estudo foi utilizado o mesmo procedimento do trabalho citado
acima para preparo das curvas analiticas, pode-se concluir que o processo de digestdo dos

tecidos foi eficiente e ndo se verifica efeito relacionado a matriz.

3.6.2 Avaliacao da precisao

A precisdao é dada pelo grau de concordancia entre os resultados do teste analitico
aplicado repetidamente a vdrias amostragens de uma mesma amostra sob condigdes
definidas. Geralmente, a precisdao é expressa por meio da repetibilidade e reprodutibilidade
do método analitico sob condicdes normais de operacdao. Com os valores dos resultados
obtidos, sdo calculados a média, o desvio padrdao (SD), determinando-se o coeficiente de
variagao (CV) para cada analito de interesse presentes na amostra, que deve estar em torno
de 1 a 2% para compostos em macro quantidades, enquanto que para tragos o CV deve ser
até 20%, dependendo da complexidade da amostra (INMETRO, 2007).

Neste estudo, a precisdo foi determinada pela repetibilidade (sete repeti¢des),
utilizando as amostras nas mesmas concentracdes, no mesmo dia. O calculo da precisao
pode ser efetuado como descrito abaixo:

CV% = DP/CMD x 100
Onde:
DP = desvio padrao;

CMD = concentracdo média determinada

3.6.3 Limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificagdao (LOQ)

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram obtidos a partir dos reagentes em
branco apds os mesmos procedimentos que as amostras das solucGes dos digeridos de rim,
figado, coracdo, pulmao e racdo. Para a determinacdo do LOD e do LOQ, foram realizados 10
ensaios, ou seja, dez solugdes correspondentes ao branco foram submetidas ao processo de
decomposicdo e os sinais (intensidade de emissdo) foram medidos por ICP OES e calculou-se

o LOD e o LOQ baseando-se na razao entre o desvio padrdao dos brancos e a inclinacdo da
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curva analitica (INMETRO, 2007). O calculo do limite de deteccdo pode ser efetuado como
descrito abaixo:
LOD=3s/S
Onde:
s = desvio padrdo correspondente as intensidades de sinal de 10 brancos

S = coeficiente angular da curva analitica de calibragao

O limite de quantificacdo corresponde a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdao e exatidao aceitaveis sob as condigdes
experimentais estabelecidas. O calculo do limite de quantificacdo pode ser efetuado como

descrito a seguir:

LOQ=10s/S
Onde:
s = desvio padrdo correspondente as intensidades de sinal de 10 brancos

S = coeficiente angular da curva analitica de calibracao

3.6.4 Avalia¢ao da exatidao

A exatiddao do método representa o grau de concordancia entre o resultado de um
ensaio e o valor de referéncia aceito como verdadeiro. A exatiddo é considerada sempre
dentro de limites a um dado nivel de confianca (ou seja, aparece sempre associada a valores
de precisdo). Os processos geralmente utilizados para avaliacdo da exatiddo de um método
sdo: materiais de referéncias, comparacao interlaboratoriais, ensaios de recuperagdo e
técnica de adicdo de analitos (INMETRO, 2007).

A exatiddo do método proposto foi avaliada pela comparagdao dos resultados das
amostras com os de referéncia NIST 1557b de figado bovino (Gaithersburg, Maryland, USA).
O material certificado foi digerido com o mesmo programa utilizado para as amostras de
tecido. Cada porgao teste foi preparada em triplicata e analisada cinco vezes a fim de obter a
média, desvio padrdo e desvio padrao relativo. Como forma de comparar os resultados
obtidos utilizou-se como método estatistico de significancia o teste t a fim de decidir se sao

estatisticamente diferentes ou ndo.
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CAPITULO 4 - APRESENTAGAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

A seguir estdo apresentados e discutidos os resultados obtidos para a definicdo dos
procedimentos de decomposicdo das amostras de tecidos e soro sanguineo, visando

determinagdo de elementos essenciais e nao essenciais por ICP OES.

4.1 Validagao dos procedimentos para quantificacdo dos elementos Cu, Mg, Fe, Se, Zn, Cd

e Pb por ICP OES.

Ap0ds a definicdo do procedimento de preparo das amostras, foi efetuado o processo
de validacdo, com o objetivo de assegurar que o procedimento analitico proposto produza
resultados reprodutiveis e confidveis, e que estejam de acordo com os fins aos quais foram
elaborados.

Neste trabalho, alguns parametros foram investigados no processo de validacdo, com o
intuito de medir a qualidade analitica dos resultados obtidos pelo método. Os parametros
investigados foram: precisdo, limites de deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ) e

exatiddo.

4.1.1 Estudo da linearidade das curvas analiticas

As linhas de emissdo de cada analito foram estudadas (Tabela 02) e foram construidas
curvas de calibracdo (Figura 08) em solugdes de acido nitrico 2,0 mol L™ e de triton X-100°®
0,01% para avaliagdo da sensibilidade, de forma a selecionar adequadamente o
comprimento de onda a ser utilizado na determinacdo dos elementos de interesse pela
técnica ICP OES.

Considerando solucbes acidas, algumas propriedades fisicas sdo diferentes em
comparacado a solucdes aquosas. Alteracdes na viscosidade e tensdo superficial promovem
altera¢des na aspiracdo e nebulizacdo das solugbes, enquanto que propriedades como
densidade e volatilidade afetam o transporte do aerossol através da camara de nebulizacao.

Em relacdo aos coeficientes angulares obtidos para as curvas analiticas (Figura 08)
preparadas nos meios estudados, para cada analito estudado, os valores obtidos para as

solugdes preparadas em Triton X-100® 0,01% foram superiores aqueles obtidos para o meio
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nitrico. Estes resultados podem ser creditados a menor tensao superficial do meio associado
a esta solugdo de surfactante, que torna mais eficiente a etapa de nebulizacao e transporte,
com a geracdo de goticulas menores do aerossol primario no ICP OES. Assim, para a
determinagdo nas amostras de soro, que sdao avolumadas em meio de Triton X-100® 0,01%,
as solucdes para a curva analitica de calibracdo devem ser preparadas neste meio. Observa-
se também que as curvas de calibragdo em meio Triton X-100® foram calculadas até o ponto
5 mg L?, tendo em vista que, com o ajuste da curva, foi necessario retirar os pontos acima
deste, a fim de obter um melhor valor de R?, bem como para efeito de comparagdo com as

curvas em Triton®.
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Figura 07. Curvas de calibragdo construidas em HNO; (65%) e Triton X-100® 0,01% para os elementos Cu, Fe,
Mg, Se, Zn, Cd e Pb.

4.1.2 Precisao

Foram realizadas sete repeticdes da mesma amostra para o método proposto sob a
mesma condicdo, e feito o célculo do CV para o Cu, Fe, Mg, Se, Zn, Cd e Pb presentes nas
solucdes de digeridos de tecidos e soro sanguineo de ratos.

Os valores de CV para Cu, Fe, Mg, Se e Zn encontraram-se dentro do limite de até
20%, pois quando se faz analise de tragos em amostras complexas tais como as de tecidos de
ratos. Os elementos encontrados para as amostras de rim e coragdo apresentaram CV mais
proximos a 20%, em relacdo a outros tecidos, tendo em vista a dificuldade em liofilizar e
triturar estas amostras, devido a prépria constituicdo quimica, o que dificultou uma melhor
homogeneizacdo das mesmas para fins de obtencdo de dados com maior precisdo. Para os
elementos Pb, Mg e Se foram obtidos valores inferiores a 10% enquanto que os valores para
os elementos Cu, Fe, Zn e Cd foram inferiores a 5%. Pode-se concluir que o método
apresenta precisdo para a determinacdao de Cu, Fe, Mg, Se, Zn, Cd e Pb nas solugdes dos

digeridos de figado, coracdo, pulmao, rim e soro de ratos do grupo controle.
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4.1.3 Limites de detecg¢do (LOD) e Quantificagdo (LOQ)

O limite de detecgao corresponde a menor quantidade do analito presente numa
amostra passivel de ser detectado embora ndo necessariamente quantificado nas condi¢des
de trabalho estabelecidas. O limite de quantificacdo corresponde a menor quantidade do
analito em uma amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob
as condicdes experimentais estabelecidas. Os calculos do limite de detecgdo e quantificacao
podem ser efetuados como descrito a seguir (RIBEIRO; ZEZZI, CADORE, 2002).

O LOD foi determinado com base no desvio padrdo das intensidades de sinal de 10
brancos analiticos, multiplicado por 3, e sua relagdo com a inclinacdo da reta (coeficiente
angular) na curva de calibracdo padrdao construida a baixas concentracbes. Ja LOQ foi
definido como dez vezes o desvio padrdo de dez leituras do branco, dividido pela inclinacdo
da curva (coeficiente angular) de calibracao (INMETRO, 2007).

Os valores obtidos para LOD e LOQ para os elementos Cu, Fe, Mg, Pb, Cd, Se e Zn estao

listados na tabela 04:

Tabela 04 - Limites de Detec¢do e de Quantificagdo obtidos para decomposi¢do dcida em microondas.

Elementos \ LoDem mgL' LOQem mglL®

Cu 0,003 0,010
Fe 0,038 0,128
Mg 0,020 0,800
Pb 0,019 0,064
Cd 0,001 0,003
Se 0,036 0,119
Zn 0,012 0,041

4.1.4 Avaliagao da Exatidao

Neste trabalho, a exatidao foi estimada através do material de referéncia certificado
de figado bovino NIST 1577b para cada solucdo de digerido de tecidos de ratos do grupo
controle. As amostras do material certificado foram submetidas aos procedimentos de
decomposicdao em microondas e os resultados obtidos sdo evidenciados na Tabela 06. Para
os elementos Cu, Fe, Zn, Mg e Cd foram encontradas diferengas significativas entre os
valores certificados e aqueles obtidos para os procedimentos de decomposi¢cdo sugeridos
apos aplicagao do teste-t pareado, ao nivel de 95% de confianga. Apds a aplicagao do teste t,
verificou-se que os valores de t calculado para Cu, Fe, Zn e Mg apresentaram-se acima do

valor de t tabelado, concluindo que os resultados sdao diferentes do valor conhecido,
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fornecido pelo NIST 1557b e que a chance de que tenha sido cometido erro ao se concluir
que eles sdo diferentes € menor do que 5%. Ao contrario, o valor de t calculado para os
valores referentes ao Cd foi menor que o t tabelado, demonstrando que ndo hd uma
diferenga significativa, ao nivel de confianga de 95%.

Para os elementos Se e Pb foram encontrados valores abaixo do LOQ da técnica.
Infelizmente ndo foi possivel repetir este experimento devido a problemas relacionados a

interdicdo dos laboratdrios e no equipamento ICP OES.

Tabela 05 - Comparagdo dos teores (n = 3) de macro, micro e elementos trago obtidos por decomposi¢cdo em
microondas para o material de referéncia NIST 1577b.

Elemento Microondas pg g' Valores certificados Mg g* Valor medido/ certificado

Cu 151+1 160+ 8 0,95
Fe 166+ 2 184 £ 15 0,91
Zn 110+1 127 £ 16 0,87
Mg 585+8 601 + 28 0,83
Se <L0Q 0,73 £0,06 -

Cd 0,56 + 0,06 0,50 £ 0,03 1,16
Pb <LOoQ 0,129 +£0,04 -

4.2 Parametros das amostras analisadas

Os pesos do corpo e dos tecidos sao mostrados na tabela 06. Com base na tabela
acima, percebe-se que ndo ha uma variacao perceptivel do peso corporal nem dos tecidos
entre animais do grupo controle e do grupo que recebeu furosemida por uma semana,
tendo em vista estes animais possuirem um metabolismo acelerado e ganharem peso

rapidamente, o que tornou dificil a perda de peso corporal com o uso do agente diurético.

Tabela 06 — Peso corporal e tecidual dos grupos animais.

Animais Peso Peso imido médio(g) Peso seco medio(g)
corporais/grupos corporal (g) | Figado | Rim | Coracdo | Pulm3o | Figado | Rim | Coracdo | Pulm3o
Macho sem diurético | 370+ 19 10,11 | 2,03 | 0,84 2,09 2,78 0,53 | 0,25 0,49
Fémea sem diurético | 212 + 34 7,94 1,59 | 0,97 1.74 2,43 0,47 | 0,16 0,33
Macho com diurético | 367 + 24 10,66 | 2,67 | 1,38 2,77 2,95 0,51 | 0,37 0,72
Fémea com diurético | 213 £ 29 7,21 1,60 | 0,93 1,66 2,24 0,59 | 0,25 0,43

Em relacdo ao peso seco dos tecidos dos animais, ha uma perda média de dgua para
os tecidos dos ratos machos em 72%, 78%, 72% e 75% para figado, rim, coragdo e pulmao e

para as fémeas em 69%, 67%, 78% e 77% para os mesmos tecidos.
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4.3 Resultados obtidos para os diferentes tipos de tecidos

Ap0ds a definigdo dos parametros instrumentais, foi realizada a determinagao de Cu,
Fe, Mg, Se, Zn, Cd e Pb em solug¢des dos digeridos de figado, coragao, rim, pulmao e soro de
ratos por ICP OES no grupo controle e no grupo que recebeu a furosemida.

A distribuicdo de Cu, Fe, Mg, Se, Zn, Cd e Pb nos diferentes tipos de tecidos e soro de
ratos foi estudada, no intuito de relacionar o nivel de concentracdo corporal desses
elementos com as possiveis implicagdes no funcionamento do organismo animal frente a
administragdo do diurético furosemida. Espera-se que ocorra uma variagao significativa nas
concentracdes nos diferentes tecidos de cada animal, entre os grupos de ratos estudados de
ambos os sexos, bem como entre os grupos controle e dos animais que receberam o
diurético, por via intraperitoneal. Isto se deve ao fato do diurético furosemida ser um
excelente extrator de liquidos corporais, que podera carrear junto, diversos microelementos
essenciais para fora do organismo. A diferenca entre os tecidos deve-se a caracteristica
intrinseca de cada elemento em possuir afinidade especifica por certas estruturas

fisioldgicas de certos tecidos corporais.

4.3.1 Concentragdo de Cobre (Cu) em amostras de tecidos e soro.
As concentracoes obtidas para Cu nas solucdes de digeridos de tecidos e soro

sanguineo de ratos Wistar estao apresentadas na Tabela 07.

Tabela 07 - Teor médio (ug g'l) + desvio padrdo (n = 3) de Cu quantificados por ICP OES em amostras de
digeridos de tecidos e soro de ratos Wistar por decomposi¢dao em forno de microondas.

Elementos Média + SD do Cu / grupos
Grupo controle Grupo Furosemida
Macho Fémea Macho Fémea

Figado 13,3+0,2 17,0+0,2 12,1+0,1 17,1+0,1
Rim 29,4+1,1 48,7 +5,8 20,3+0,04 41,4+3,3
Coragao 18,4+0,5 21,6 £0,6 17,6+1,2 18,0+1,4
Pulmdo 5,18 £ 0,13 7,38 +£0,34 5,11+0,1 5,93 £ 0,00
Soro <LO0Q <L0Q <L0Q <LO0Q

Da andlise dos dados obtidos na tabela acima, pode-se inferir que ha um maior
acumulo de Cu nos rins que em outros tecidos bioldgicos, diferindo de resultados para
humanos. Segundo a literatura, em humanos, os tecidos que apresentam maiores

concentrag¢des de Cu sdo figado, cérebro, bago, osso e musculo esquelético; sendo figado e
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baco considerados orgdos de reserva, cujas concentracdes observadas tém sido
inversamente proporcionais a idade (PEDROZA; CAMPOS, COZZOLINO, 1999).

Por outro lado, segundo Uchino e colaboradores (1990), é de se esperar
concentragdes de Cu no figado e rim de ratas fémeas mais elevadas quando comparadas a
estes tecidos de ratos machos. Isto pode ser relacionado com uma acumulacdo de Cu-
tioneina, que é dependente da idade e sexo. No presente estudo, as ratas fémeas
apresentaram quantidades de Cu superiores aos machos em todos os tecidos.

As perdas de Cu nos tecidos variaram de 1 a 31 % para os machos e de 15 a 20 %
entre as fémeas. Para os machos a maior perda foi verificada nos rins, enquanto que para as
fémeas as maiores perdas foram para pulmdo seguida de coracdo, sendo que para ambos os
sexos houve semelhanga na redugdo da concentragdo de Cu (em torno de 16%) para todos
os tecidos. Isso se deve ao fato de o Cu ser reabsorvido pelos rins e extraido do sangue para
suprir a deficiéncia em outros tecidos, enquanto é eliminado pela via urindria, apds efeito da
furosemida.

A importancia bioldgica, funcional e estrutural do cobre em animais e humanos esta
relacionada com as fungGes metabdlicas de enzimas cobre-dependentes (cuproenzimas).
Estas catalisam reagdes fisioldgicas importantes relacionadas com fosforilacdo oxidativa,
inativacdo de radicais livres, biossintese de colageno e elastina, formag¢ao de melanina,
coagulacdo sangliinea, metabolismo de ferro e sintese de catecolaminas (PEDROZA;
CAMPOS, COZZOLINO, 1999). Isto explica o fato do Cu nado ser detectado no soro, tendo em
vista estas enzimas estarem em maior quantidade na parte vermelha do sangue que no soro.

Os niveis de Cu no soro foram abaixo do LOQ. Segundo Uchino (1990), o cobre é
transportado do soro ligado a albumina para ser incorporado a proteinas no figado
(metalotioneinas), principalmente em situagdes que provoquem redugdo em seus niveis. Isto
é demonstrado pela pequena variacdo dos niveis de Cu no figado em ambos os sexos, apds
administracdo da furosemida, pois proteina ndo ¢é filtrada/eliminada pelos rins

normalmente.

4.3.2 Concentragao de Ferro (Fe) em amostras de tecidos e soro.
As concentracOes obtidas para Fe nas solucbes de digeridos de tecidos e soro

sanguineo de ratos Wistar estdo apresentadas na Tabela 08.
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Tabela 08 — Teor médio (ug g'l) + desvio padrdo (n = 3) de Fe quantificados por ICP OES em amostras de
digeridos de tecidos e soro de ratos Wistar por decomposi¢do em forno de microondas.

Elementos Média £ SD de Fe / grupos
Grupo controle Grupo Furosemida
Macho Fémea Macho Fémea

Figado 531+18 1023 +95 5235 914 t4
Rim 362+9 416 + 97 2631 370+ 14
Coragdo 643 +31 454 +9 903 + 27 640 + 15
Pulmao 408 £ 4 644 + 40 679 + 26 742 +39
Soro 2,11+0,3 3,05+ 0,04 1,01 +£0,05 2,69+0,23

Da analise dos dados obtidos na tabela 08, observa-se que hd um acumulo de Fe no
figado dos animais machos e fémeas. A literatura (FAIRWEATHER-TAIT; HURREL, 1996) diz
gue em machos adultos, 95% do Fe requerido para sintese de hemoglobina é derivado das
células sanguineas vermelhas degradadas. O corpo ndo tem um mecanismo ativo para
excrecdo de Fe e qualquer excesso é estocado como ferritina ou hemossiderina,
principalmente, no figado e baco. A maior parte do ferro encontra-se na hemoglobina, o
transportador de oxigénio aos tecidos e uma fracdo menor estad contida na mioglobina
(LIMA, 1996). Segundo Uchino e colaboradores (1990), é de se esperar concentracdes de Fe
no figado e rim de ratos fémeas mais elevadas quando comparadas a estes tecidos de ratos
machos.

As maiores perdas de Ferro foram para o soro, em torno de 52% para os machos e
12% para as fémeas. Houve uma grande reducdo no ferro sérico tendo em vista que, com a
excrecdo pelos rins e do soro (sangue), é requisitado para os tecidos de maior perfusao
sanguinea, neste caso, o coracdo e pulmado, explicando o grande aumento desse metal
nestes érgaos vitais.

As mais baixas concentracoes de Ferro no soro em relagdo aos tecidos sdao explicadas
pelo fato de se tratar de parte do sangue onde ndo contém hemaceas, e possivelmente
hemoglobina, proteina carreadora de ferro no sangue. A dgua compde a maior por¢ao do

plasma, compreendendo 91%.

4.3.3 Concentragdao de Magnésio (Mg) em amostras de tecidos e plasma.
As concentracdes obtidas para Mg nas solucdes de digeridos de tecidos e plasma

sanguineo de ratos Wistar estdo apresentadas na Tabela 09.



63

Tabela 09 - Teor médio (ug g'l) + desvio padrdo (n = 3) de Mg quantificados por ICP OES em amostras de
digeridos de tecidos e plasma de ratos Wistar por decomposi¢do em forno de microondas.

Elementos Média £ SD de Mg / grupos
Grupo controle Grupo Furosemida
Macho Fémea Macho Fémea

Figado 592 + 44 615 +13 561+ 14 603 + 12
Rim 605+ 5 538+ 9 452 +32 519+ 7
Coragdo 681+1 8202 569 + 73 613 + 33
Pulmao 496 + 2 613+6 429+8 428 + 18
Soro 19,5+1,2 29,5+0,4 22,5%3,2 198+1,4

Da analise dos dados obtidos na tabela 09, observa-se que ha um maior acimulo de
Mg no coragdo tanto de ratos machos quanto fémeas, porém, nos outros tecidos ndo ha um
padrdo de uniformidade na distribuicdo do Mg, demonstrando um maior acimulo no figado
erim.

Segundo Fairweather-Tait e Hurrel (1996), o Mg absorvido é retido tanto para
crescimento do tecido ou reposicao, com o esqueleto agindo como estoque e o
remanescente é excretado na urina. Quando o consumo diminui, o figado é muito eficiente
em conservar Mg a fim de manter a homeostase. Sua absorgao ocorre de 30 a 50% na
ingestdo oral, na porcdo jejunoileal do intestino delgado. Circula ligado a albumina e é
armazenado nos ossos (60 a 65%), musculos (26%) e o restante em tecidos moles e liquidos
corporais (6 a 8%). Reabsorvido de forma ativa no néfron e passiva no tubulo proximal.
Ocorre excreg¢do urinaria (1,4 mg/Kg/dia) e fecal (0,5 mg/Kg/dia). Os rins conservam o
magnésio de forma eficiente, em particular quando sua ingestdo estd baixa (DUARTE, 2003).

Segundo Duarte (2003), o Mg tem papel fundamental em varias reacdes biolégicas,
como ativador de sistemas enzimaticos que controlam o metabolismo de carboidratos,
lipideos, proteinas e eletrdlitos; influencia a integridade e transporte da membrana celular;
media as contra¢cdes musculares e transmissdes de impulsos nervosos e é co-fator da
fosforilacdo oxidativa. O Mg é indispensavel a fixacdo de cdlcio nos ossos, podendo causar
ou agravar quadros de osteopenia e osteoporose no adulto e dificultar a calcificacdo correta
dos ossos na infancia e adolescéncia.

De acordo com a tabela 09, a extensdo da reducgdo das concentracGes de Mg nos
tecidos variaram de 5 a 25% para os machos, enquanto que para as fémeas variaram de 2 a

33%, sendo as maiores perdas no rim dos ratos machos (25%) e no soro das fémeas (33%).



4.3.4 Concentragdo de Zinco (Zn) em amostras de tecidos e plasma.

As concentracdes obtidas para Zn nas solucdes de digeridos de tecidos e plasma

sanguineo de ratos Wistar estdao apresentadas na Tabela 10.

Tabela 10 - Teor médio (ug g'l) + desvio padrdo (n = 3) de Zn quantificados por ICP OES em amostras de tecidos

e plasma de ratos Wistar por decomposi¢do em forno de microondas.

Elementos Média £ SD de Zn / grupos
Grupo controle Grupo Furosemida
Macho Fémea Macho Fémea

Figado 103 +0,5 92,7+0,7 99,4+1,2 93,0+£0,8
Rim 80,4+1,1 74,0+0,3 66,7+1,3 73,8+2,1
Coragdo 62,9+0,3 68,7+ 0,4 60,9+1,0 56,3+2,6
Pulmdo 63,2 £ 2,5 79,7+1,5 63,4+0,3 66,8 £ 3,1
Soro <L0Q <L0Q <LO0Q <LO0Q

Da analise dos dados obtidos na tabela 10, observa-se que ha um maior acimulo de
Zn no figado, seguido dos rins, embora para as fémeas hd um acumulo no figado, seguido do
pulmao. No soro, os niveis de Zn foram abaixo do LOQ.

Boa parte do zinco contido na dieta é absorvida no duodeno, sendo, entdo,
mobilizado no figado por uma proteina carreadora especifica, denominada metalotioneina.
O Zn ao contrario dos demais elementos, ndo é estocado em nenhum érgao. Ele se constitui

IH

“pool” mével, comandado por uma proteina especifica, que o mobiliza para um tecido ou
orgao de maior demanda (LEHNINGER, 1985).

O Zn é transportado no plasma pela albumina e a-2-macroglobulina, e estad presente
em todos 6rg3os, tecidos e fluidos do corpo. E primariamente um fon intracelular e somente
aproximadamente 0,1% do Zn do corpo é encontrado no soro. O osso e musculo esquelético
contam com mais de 80% do Zn corporal. O conteudo de Zn é regulado pelos mecanismos
homeostaticos por mudancas na absorcdo (normalmente 20-40%) e excrecdo urindria
(0,5mg dL*) e excrecdo intestinal (1-3 mg dL™) (FAIRWEATHER-TAIT; HURREL, 1996).

Com base na tabela 10, ocorreram redugdes de Zn entre 3 a 17 % para os machos do
grupo controle e entre 16 a 18 % para as fémeas do grupo controle, sendo que a maior
redugao foi para o rim, com 17% para machos e para as fémeas, o coragao com 18%. O

figado foi o 6rgdo que menos sofreu perdas de Zn, mantendo-se praticamente constante

para ambos 0s sexos.
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A acumulacdo do Cu e Zn principalmente no figado e rins é mediada pela ligacdo com
proteinas de baixo peso molecular ricas em cisteina, metalotioneina (TOWNSEND, 1998).
Isso explica também a baixa eliminacdo desses dois elementos no figado mesmo com o uso
do diurético.

4.3.5 Concentragao de Se, Cd e Pb em amostras de tecidos e soro.

As concentragdes obtidas para Se, Cd e Pb nas solu¢des de digeridos de tecidos e no

soro sanguineo de ratos Wistar se encontraram abaixo do LOQ. Assim, nao foi possivel fazer

uma analise sobre o comportamento destes elementos nas amostras digeridas.

4.3.6 Comparagao das concentragdes de Cu, Fe, Mg, e Zn em amostras bioldgicas dos ratos
do grupo controle.

De acordo com a tabela 11, para os ratos machos, hd uma maior acimulo de Cu nos
rins, Fe e Mg no coracdo e Zn no figado. Apds administracdo da furosemida, os elementos Cu
e Zn mantiveram seus niveis no cora¢do e pulmao que sao 6érgaos vitais. Em relagdo ao Fe, os

tecidos que mais sofreram acumulo foram o coracdo e pulmao, semelhante ao Cu e Zn.

Tabela 11: Concentragdes (ug g*) para Cu, Fe, Mg e Zn em amostras bioldgicas de ratos machos no presente

estudo.

Animais/ Amostras Elementos

Controle (Macho) Cu Fe Mg Zn

Figado 13,3+0,2 531+18 592 t44 103+0,4
Rim 29,4+1,1 361+9 6055 804+1,1
Coragao 18,4 +£0,5 643 £ 31 681+1 62,9+0,3
Pulmao 518+0,1 408 £ 4 496 £ 2 63,2+2,5
Soro (ug mLY) <LoQ |[2,11+026]195+1,2| <LOQ
Furosemida (Macho) | Cu Fe Mg Zn

Figado 12,1+0,1 523+5 561+14 | 994+1,2
Rim 20,3+0,04 2631 452 +32 | 66,7+1,3
Coragao 17,6 £1,2 903 * 27 569+73 | 60,9+1,0
Pulmao 511+0,1 679 + 26 429+ 8 63,4+0,3
Soro (ug mL™Y) <LoQ 1,01+0,05 | 22,5+3,2 | <LOQ
Controle (Fémea) Cu Fe Mg Zn

Figado 17,0+0,2 1023+95 | 615 £13 | 92,7+0,7
Rim 48,7 +5,8 416 £ 97 538+ 9 | 74,0+0,3
Coragao 21,6 £0,6 454 +9 820+2 68,7+0,4
Pulmdo 7,38+0,34 644 + 40 613 +6 79,7+1,5
Soro (pg mL™) <l0Q |3,05+0,04 | 29,5+0,4 | <LOQ
Furosemida (Fémea) | Cu Fe Mg Zn

Figado 17,1+0,1 914+ 4 603+12 | 93,0£0,8
Rim 41,4+3,3 370+ 14 519+ 7 | 73,821
Coragao 18,0x1,4 640 £ 15 613+33 | 56,3%£2,6
Pulmao 5,93 £ 0,00 742 £ 39 428 +18 | 66,8 £3,1
Soro (pg mL™) <LOQ 2,69+0,23 | 19,8+1,4 <LOQ
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Zn e Fe tém uma relacdo mais complicada onde seus efeitos nos disturbios
fisiolégicos (ex. anemia) sdo concebidos. Fe e Zn competem primariamente pela absorgdo no
sitio. O Zn pode inibir absorcdo de Fe (e vice-versa), mas parece ser dose e razdo
dependente (FAIRWEATHER-TAIT; HURREL, 1996). Peres e colaboradores (1999) estudaram a
influéncia da relagdao Fe e Zn e da deficiéncia de Fe na absor¢ao do Zn em ratos. Acima da
razao molar de 2:1 houve inibi¢ao da absor¢ao do Zn. Os dados apresentados pelos autores
revelam que a inibicdo da absorc¢do do Zn pelo Fe depende ndo sé de suas quantidades, mas
também do estado nutricional do individuo, ressaltando a importancia de ndo se descuidar
do Zn quando se inicia um programa de suplementacao de Fe.

Todavia, os efeitos da suplementacdo de Fe sobre a biodisponibilidade de Zn de uma
dieta regional em ratos também foram estudados por Pedroza e colaboradores (1999),
demonstrando que um aumento da concentracdo de ferro na dieta (4 vezes o teor
encontrado) interferiu negativamente no aproveitamento do Zn.

De acordo com Fairweather-Tait e Hurrel (1996), as interacdes de cobre e ferro
contam que o fato do Cu sérico ter sido encontrado baixo em alguns casos de anemia por
deficiéncia de Fe, sugere-se que o estado do ferro tem um efeito no metabolismo do Cu.
Interacdo entre Fe e Cu parece ser devido a utilizacdo diminuida de um na auséncia de
outro. Além disso, a deficiéncia de Cu inibe absor¢dao de Fe em ratos e pode prevenir
suplementacdo de Fe de ser efetiva ao passo que o Cu exerce uma funcdo chave na absorcao
de Fe e transferéncia dentro do corpo. Niveis de Cu (e niveis de Se) diminuem se um
individuo é deficiente em Fe.

Diante das informagdes acima, ndo se pode afirmar que a reducgdo dos niveis de Zn e
Cu nos tecidos, principalmente nos rins, com 17 % e 31 %, respectivamente, se deve a
interacdo entre estes elementos e o Fe, tendo em vista que o trabalho n3ao se fundamentou
no estudo da interacdo entre estes elementos através do consumo, podendo apenas explicar
0 mecanismo com que o organismo promoveu a reducao desses minerais.

Segundo andlise da literatura, a reducdo do Zn nos tecidos, principalmente nos rins
pode ser explicado pelo fato do Zn ser um pool moével e 0 mesmo ser requisitado para suprir
a demanda de outros tecidos. Ja a reducao dos niveis de Cu nos rins, pode ser explicada por

sua participacdo no metabolismo do Fe para formacdo da hemoglobina.
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A tabela 12 revela os percentuais de perdas dos elementos estudados nas amostras

analisadas de ratos Wistar sob efeito de furosemida.

Tabela 12 — Percentual de eliminagdo dos metais nos tecidos e soro dos animais

Animais/sexo | Cu Fe Mg Zn
Machos 16,81 -21,83 15,08 6,36
Fémeas 13,00 -5,09 16,52 8,07

De um modo geral, houve acimulo de Fe no organismo dos animais, principalmente
em 6rgaos muito perfundidos como coragao e pulmado, sugerindo que o aumento nos niveis
de Fe acompanhou o aumento do volume de sangue e massa corporal dos animais.

A baixa elimina¢do do Zn em relagao aos outros elementos pode ser explicado pela
sua importancia como cofator enzimatico de um grande nimero de enzimas essenciais para
a bioquimica do funcionamento do organismo, pois, segundo Uchino e colaboradores
(1990), Zn compde mais de 70 metaloenzimas em organismos e exerce uma importante
funcdo no metabolismo de acidos nucléicos, proteinas, agucar e lipidios ou na sintese de
Acido Desoxirribonucléico (DNA) e Acido Ribonucléico (RNA). Os resultados sugerem que
metalotioneina exercem uma fung¢do importante como estoque de Zn cujo é um elemento
essencial.

A partir da observacdo e os dados da Tabela 11, verifica-se que os resultados
encontrados, em ratos machos, para Cu, Fe, Mg e Zn sao similares a valores reportados por
outros autores (UCHINO et al, 1999; TAKAHASHI et al, 2002), que também detectaram baixas
concentra¢des destes elementos em amostras biolégicas de ratos de diferentes espécies,

demonstrado nas tabelas 13 e 14.
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Tabela 13 — Comparagdo das concentragdes (mg g'l) para Cu, Fe, Zn, Cd e Pb em figado e rim de ratos adultos
entre trabalhos anteriores e no presente estudo.

Presente estudo Referéncia*

Amostras de figado

Elemento Macho Fémea Macho Fémea
Cu 13,3+0,2 17+0,16 11,7+0,8 146+1,0
Fe 531+18 1023 +95 410 £ 82 1080 + 110
Zn 103+0,5 92,7+0,7 91,3+5,0 89,1+3,9
Mn Nd Nd 7,97 +0,8 9,12 +1,02
Hg Nd Nd 0,035 + 0,006 0,043 + 0,009
Cd <L0Q <L0Q 0,017 + 0,003 0,028 + 0,006
Pb <LOQ <LOQ 0,068 £ 0,019 0,085 + 0,035
Mg 592 +44 615+ 13 - -
Amostras de rim
Elementos Machos Fémeas Machos Fémeas
Cu 29,4+1,1 48,7 £ 5,8 39,9+10,6 77,7+£18,1
Fe 3629 416 + 97 402 + 46 687 £ 155
Zn 80,4+1,1 74,0+0,3 90,0+ 3,3 100+ 6
Mn Nd Nd 2,76 £ 0,37 2,59+0,33
Hg Nd Nd 0,946 £ 0,119 0,762 + 0,060
Cd <L0Q <LOQ 0,221 + 0,057 0,244 + 0,036
Pb <L0Q <LOQ 0,098 + 0,065 0,067 £ 0,031
Mg 605+5 538+9 - -

* Uchino et al, 1999.
Nd = ndo determinado.

A tabela 13 faz uma comparacdo dos valores de concentracdo para elementos Cu, Fe,
Mg, Zn, Cd e Pb, determinados no presente estudo com um estudo referéncia realizado por
Uchino e colaboradores (1990) no qual as amostras de figado e rim de ratos adultos (237
dias de idade) Sprague-Dawley sdo digeridas com uma mistura de HNOs; e HCIO,; e
determinados pela técnica de F AAS. Percebe-se que, no figado e rins, ndo ha uma diferenca
significativa quanto a concentrag¢ao dos elementos Fe, Cu e Zn, demonstrando que a técnica
de ICP OES aplicada no presente estudo é adequada para determinacdo de metais em
amostras bioldgicas de ratos. A pequena divergéncia entre os valores pode estar relacionada
com o peso e a idade, bem como com a espécie.

Apesar da semelhanca entre os valores da maioria dos elementos, estes resultados
analiticos ndo podem ser facilmente comparados com nossos dados, porque a acuracia
destes métodos ndo é clara e ha também diferencas na espécie, idade e condicdes de
alimentacdo, bem como entre espécies.

Os dados obtidos foram comparados também com os achados de Takahashi e
colaboradores (2002) para os elementos Cu, Fe, Mg, Zn, Cd e Pb entre amostras de figado de

ratos Wistar fémeas, conforme demonstrado na tabela 14.



Tabela 14 - Comparacdo das faixas de concentragées (mg g‘l) para Cu, Fe, Mg, Se, Zn, Cd e Pb em figado de
ratos Wistar fémeas adultos entre trabalhos anteriores e no presente estudo.

Elementos Referéncia* Presente estudo

Cu 15,6 £ 0,7 (14,8 - 16,2) 17+£0,2
Fe 1011 + 266 (745 - 1277) 1023 £ 95
Mg 692 + 27 (665 — 719) 615 + 13
Se - <L0Q
Zn 90,5+ 6,6 (83,9-97,1) 92,7+0,7
Cd 0,036 + 0,014 (0,022 - 0,05) <LOQ
Pb 0,044 + 0,027 (0,017 — 0,071) <LOQ

*0s dados foram determinados por TAKAHASHI ET AL (2002) por ICP OES e ICP MS
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Comparando-se com os dados da tabela 14 com os da tabela 11, verifica-se que para

as ratas fémeas, os metais Cu, Fe e Mg se encontram em maior concentragao, no figado, em

relacdo aos ratos machos, corroborando também com os diferentes estudos anteriores com

diferentes espécies de ratos.

Em relagdo a tabela 14, verifica-se que os resultados encontrados para os metais Cu,

Fe, Mg e Zn sdo similares a valores reportados por Takahashi e colaboradores (2002) que,

detectaram concentragées dos elementos Cu, Fe, Mg, Zn, Cd e Pb, em figado digerido em

HNOs e determinado também por técnicas de plasma indutivamente acoplado (Mg e Fe por

ICP OES e os outros por ICP MS). Isso demonstra mais uma vez a eficacia da técnica de ICP

OES na determinacdo de elementos essenciais e traco em amostras bioldgicas de ratos.
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CAPITULO 5 - CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho teve seu objetivo principal alcangado que era o de aplicar um
método analitico para determinar Cu, Fe, Mg, Se, Zn, Cd e Pb a diferentes amostras
bioldgicas de ratos Wistar sob efeito do diurético furosemida, empregando ICP OES.

O método analitico proposto para determinacdo dos elementos acima citados por ICP
OES em tecidos e soro de ratos foi validado utilizando os seguintes parametros: efeito de
matriz, precisdo, limites de deteccdo (LOD), limite de quantificagao (LOQ) e exatidao.

Como foi utilizado o mesmo procedimento que o proposto por Rosa (2009), através
da utilizacdo da técnica de adicao de analitos, verificou-se que ndao houve efeito de matriz
guando do processo de digestdo dos tecidos.

Em relagdo a precisdo do método empregado para a determina¢do dos elementos
nas solucdes dos digeridos das amostras biolégicas, os coeficientes de variacdo obtidos para
Cu, Fe, Mg, Se, Zn, Cd e Pb encontram-se dentro do limite de até 20%. Os limites de
deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ), demonstram que o método mostra-se bastante
sensivel para a determinac¢do de Cu, Fe, Mg e Zn nas solugdes dos digeridos de cada tecido.

O teste de exatiddao demonstrou que o método de quantificacdao de Cu, Fe, Mg, Zn e
Cd em amostras de tecidos e soro de ratos apresenta boa exatiddo, quando comparado com
valores de referéncia dos mesmo elementos no material de referéncia certificado NIST
1577b de figado bovino. Os valores encontrados foram na faixa de 83 a 116% para a relacao
valor medido/certificado, o que mostra que o método proposto para os elementos
estudados é adequado para as analises.

A comparacdo feita entre os valores medidos e os certificados mostrou que as
concentracOes obtidas para Cu, Fe, Mg, Zn e Cd nas amostras dos digeridos de material
certificado de figado bovino ndo diferiram significativamente em nivel de 95% de confianga,
indicando a concordancia e exatiddo entre os resultados, exceto para o Se e Pb, cujos valores
encontrados ficaram abaixo do LOQ calculado.

Para os ratos machos, a maior concentracao de Cu foi observada nos rins, Fe e Mg no
coracdo e Zn no figado. Para as ratas fémeas, os metais Cu, Fe e Mg se encontraram em

maior concentracao em relacdo aos ratos machos em praticamente todos os tecidos. Além
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disso, os teores de Cu, Fe, Mg e Zn encontrados nestes tecidos, sdo semelhantes aos
reportados na literatura.

Em relagdo ao comportamento dos minerais nas amostras biolégicas estudadas, os
mesmos ndo seguem um padrao semelhante entre os sexos frente a acdao da furosemida.
Para o Cu, nas amostras bioldgicas dos ratos machos, este apresenta uma reducdo no figado,
rim e coragao, mantendo-se constante no pulmao. Nas fémeas hd um aumento no figado e
reducdo no rim, coracdo e pulmao. Para o Fe, o comportamento é semelhante entre machos
e fémeas, com redugdo no figado, rim e soro e aumento no coragdo e pulmdo. A
concentracdo de Mg apresenta-se constante no figado e pulmao, reduzida no rim e coragao
e, aumentada no soro para machos, enquanto para fémeas, no figado e rim permanecem
constantes e ha reducdo no coragao, pulmao e soro. Ja a concentragado de Zn foi reduzida no
figado e rim dos machos e se mantém constante no coracao e pulmao, sendo o inverso para
as fémeas.

Em geral, o Cu e Mg apresentaram percentagens de eliminacdo semelhantes, porém
0 Zn apresentou baixa eliminac¢ao, tendo em vista ser um elemento essencial utilizado como
co-fator de inUmeras enzimas bioldgicas, participantes de reacdes bioquimicas essenciais
para a manutencao da vida. Ja para o Fe, ndo houve eliminagdao, mas ganho, tendo em visa o
crescimento dos animais estudados ser acelerado, havendo um acompanhamento do teor
do Fe no crescimento da massa tecidual, ndo havendo risco de anemia.

As concentracdes de Se, Cd e Pb foram abaixo do LOQ em todas as amostras
bioldgicas, sendo necessario a utilizacdo de técnicas mais sensiveis como GF AAS e ICP-MS
para a quantificacao desses elementos em amostras bioldgicas, considerando que o Se é um
elemento essencial, em niveis fisioldgicos, sendo de grande interesse sua quantificacao.

Comparando-se os resultados obtidos com as informag¢des da literatura, pode-se
inferir que as condicGes ambientais e parametros bioldgicos, tais como sexo, idade, peso,
consumo de rac¢do e de dgua e nivel de estresse, influenciam na acumulacdo dos elementos
essenciais e contaminantes nesses animais.

Os animais ndo apresentaram durante o experimento nenhuma reacdo que
representasse efeito adverso ao uso da furosemida ou causa da eliminacdo desses
elementos, nem ao menos perda de peso. Isto demonstra que a furosemida ndo é capaz de
alterar a bioquimica desses elementos em ratos, no sentido de causar graves disturbios,

pois, a eliminacdo desses elementos pode ser suprida através da manutencdo de uma dieta
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gue contenha esses elementos essenciais. Porém, ndo se pode predizer que, em humanos, a
furosemida venha a causar disturbios do equilibrio hidroeletrolitico, tendo em vista que o
periodo de administracdo da droga foi curto (1 semana).

Por outro lado, este estudo indica que a utilizacdo da furosemida, em humanos, nao
possa resultar na deterioracdo do estado nutricional de elementos essenciais e
contaminantes. Porém, baseado nos resultados, parece que individuos recebendo altas
doses deste diurético, por longos periodos de tempo, devem prestar atencdo especial ao
consumo de dieta de todos nutrientes essenciais. Estudos em humanos e com animais
parecem ser necessarios para determinar quais precauc¢des nutricionais necessitam serem
tomadas quando o uso de diuréticos é recomendado.

Este trabalho foi importante no sentido de propor um método analitico validado que
tornou possivel fazer uma avaliacdo preliminar das concentracdes de Cu, Fe, Mg, Se e Zn em
diferentes tecidos e soro de ratos Wistar, podendo servir de comparagdao com resultados
obtidos em estudos com seres humanos, como forma de controle dos niveis de elementos
essenciais em individuos que fazem uso constante de furosemida.

Dessa forma, o trabalho vem contribuir para a construcdo do conhecimento acerca
dos aspectos farmacoldgicos e toxicoldgicos dos diuréticos, bem como dos micronutrientes
presentes no organismo, contribuindo assim para a prescricdo e utilizacdo correta desses
medicamentos, bem como na avalia¢do de dietas.

Sendo assim, recomendam-se estudos mais aprofundados e continuidade do
monitoramento destes elementos, principalmente Se, Cd e Pb, em ratos e seres humanos,
em diversos tipos de tecidos bioldgicos, assim como relacionando com suas taxas de

absorcdo e excrecdo.
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