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Resumo

O chumbo é um dos elementos trago com maior impacto e maior risco para a saude
publica, sendo, provavelmente, o analito mais estudado em amostras bioldgicas.

As técnicas mais utilizadas na andlise da concentracdo de chumbo no sangue sio:
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), espectrometria de
emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES), espectrometria de absorcido
atémica com chama (FASS), com gerac¢do de hidretos (HGAAS) e electrotérmica (ETAAS).

Neste trabalho, foi escolhida a técnica de analise ETAAS pelas vantagens que apresenta
em relacdo as outras técnicas. Relativamente ao tratamento das amostras, foi efectuada a
digestdo acida assistida por microondas e a extracgdo assistida por ultra-sons.

Este trabalho integra um estudo geral da toxicocinética do chumbo num conjunto de
ratos Wistar, sendo um dos principais objectivos deste trabalho desenvolver uma ferramenta de
deteccdo de chumbo “in vivo” de facil uso médico e nio invasiva.

Foram estudados dois conjuntos de ratos Wistar: um conjunto alimentado com uma dieta
rica em chumbo desde o periodo fetal e um outro conjunto de controlo alimentado com uma
dieta normal. O regime de exposicdo ao chumbo foi baseado num procedimento validado por
Bielaczyk et al. [1].

As amostras de sangue dos ratos de controlo, ndo apresentaram quantidades
significativas de chumbo. Em relacdo as amostras de sangue de ratos contaminados com
chumbo, mediu-se quantidades significativas de chumbo, as quais diminuem com a idade dos
ratos.



Abstract

Lead is among the trace elements with biggest impact and risk to public heath, being
probably the most studied analyte in biological samples.

Most of the techniques used to analyse the concentration of lead blood include inductively
coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS), inductively coupled plasma optical emission
spectrometry (ICP-OES), flame atomic absorption spectrometry (FAAS), hydride generation
atomic absorption spectrometry (HGAAS) and electrothermal atomic absorption spectrometry
(ETAAS)

It was chosen the ETAAS due to its advantages over the other techniques. In what
concerns the samples treatment, it was used the microwave-assisted digestion and the
ultrasound-assisted extraction.

This work is part of an overall study of the toxicokinetics of lead in a set of rats, which
aims to develop a tool for detecting lead “in vivo” non-invasively.

We studied two groups of Wistar rats: one group fed with a diet rich in lead from the
fetal period, and another group, in this case control, fed with a normal diet. The system of lead
exposure was based on a previous study by Bielaczyk et al. [1].

Control rats blood samples showed no significant amounts of lead. Related to the lead
infected rats blood samples, significant quantities of lead were measured, where is possible
observe a lead decreasing with the age of the rats.
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Simbolos & Notacoes

AAS - Espectrometria de Absorc¢io Atomica
ALA-D - 4cido delta-aminolevulinico desidratase
BLD - Bellow Detection Limit

c.d.o. - comprimento de onda

EDL - Electrodeless Discharge Lamps

EMD -Even Microwave Distribution

ETAAS - Espectrometria de Absorcdo Atémica Electrotérmica
FASS - Espectrometria de Absor¢do Atoémica por Chama

FP - Full Power

GFAAS - Espectrometria de Absorc¢io Atdmica em Forno de Grafite

HCL - Hollow Cathode Lamps

HGAAS - Espectrometria de Absor¢do Atémica com Geracdo de Hidretos

ICP-MS - Espectrometria de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado

ICP-OES - Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente Acoplado
IPQ - Instituto Portugués da Qualidade

IRMM - Institute for Reference Materials and Measurements

IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry
wLOD - Limite de deteccao

LOQ - Limite de quantificacao

m/V - massa por volume

MAD - Digestao Assistida por Microondas

MRC - Materiais de Referéncia Certificados

p/V - peso por volume

PbS - Concentracdo de Chumbo no Sangue

ppb - partes por bilido
ppm - partes por milhdo

R?- quadrado do coeficiente de correlacdo

STPF - Stabilized Temperature Platform Furnace
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THA - Atomizador Aquecido Transversalmente
UAE - Extraccao assistida por Ultra-Sons

V/V - volume por volume
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1- Elementos traco: Chumbo

+ Elementos trac¢o essenciais e téxicos

Um elemento trago é, segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC), qualquer elemento com uma concentracdo média inferior a 100 partes por milhdo
(ppm) ou inferior a 100 mg/g [2]. Apesar da sua baixa concentragdo, alguns elementos traco sao
considerados essenciais do ponto de vista biolégico. No entanto, estes elementos, quando se
encontram no ambiente em concentragdes elevadas podem causar impactos negativos nos
ecossistemas e, consequentemente, na saude publica. Entre os elementos considerados
importantes para o homem destacam-se o ferro, niquel, selénio e o zinco. Elementos como o
arsénio, cAdmio, mercuirio e o chumbo estdo entre os elementos trago toxicos, os quais nao se
conhece qualquer funcdo biolégica, pelo que sdo motivo de maior preocupacgao [3].

+ Historia e propriedades do Chumbo

O elevado impacto que os elementos traco tém nos recursos naturais e na qualidade do
ambiente justifica o grande interesse no seu acompanhamento. Destaca-se a poluicdo ambiental
por metais pesados, a qual tem aumentado nas ultimas décadas. O chumbo esta entre os
elementos traco com maior impacto e maior risco para a saude publica, sendo por essa razao,
provavelmente o analito mais estudado em amostras biolégicas.

O chumbo (do latim plumbum), de simbolo Pb, é um metal com um tom cinza-azulado,
tém uma temperatura de fusido de 327,5°C e uma temperatura de ebulicdo de 1740°C.

Este metal é suficientemente mole para se conseguir cortar com uma faca, mas
impurezas como o antimoénio, arsénio, cobre ou zinco tornam o chumbo muito duro [4]. Na
Tabela 1 estao apresentadas algumas caracteristicas fisico-quimicas deste elemento.

Numero Atémico 82
Massa Atémica 207,2 u
Principal estado de oxidacdo +2 (+4)
Densidade [g/cm3] 11,35 (a 20°C)
Raio Atémico [pm] 181
Propriedades de 6xido Anfotérico
Estado (a 300 Kelvin, 1 atmosfera) Sélido
Grupo da tabela periédica 14

Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas do chumbo [5].

0 chumbo é um metal que ocorre naturalmente na crosta terrestre, mas normalmente
encontra-se combinado outros elementos, formando compostos de chumbo [6].

Pelo facto de ser um metal cujas propriedades sdo maleabilidade, ductilidade, resisténcia
a corrosdo, baixo ponto de fusdo e opacidade aos raios X e gama, é um metal com um amplo uso
industrial. Tem diversas aplicacdes, entre as quais produgdes de tintas (pigmentos), plasticos
(estabilizantes), vidros (producdo de cristais), ceramicas, e fabrico de armas de fogo e de
muni¢Ges [6]. A nivel industrial é usado em soldas, fusiveis, material anti-friccdo, revestimentos
de cabos eléctricos, fabrico de baterias, inddstria quimica, entre outros.

Desde hd muito tempo o chumbo tem sido utilizado como bloqueador da radiagao,

principalmente como manta protectora para os aparelhos de Raios-X. Contudo, hd uma
12



tendéncia para diminuir o uso de chumbo nessas e outras aplicacdes devido aos riscos
toxicoldgicos associados a este elemento [7].

No antigo Egipto (5000-7000 a.C.), o chumbo foi usado na fabricacdo de armas, adornos e
utensilios, como vidros de cerdmica. O Império Romano usou extensivamente o chumbo em
tubagens de 4gua e canalizac¢des, algumas das quais ainda sdo usadas nos dias de hoje. Os antigos
romanos também usavam o chumbo no fabrico de utensilios de cozinha. Estudos sugerem que a
civilizagdo romana desagregou-se em grande parte como resultado de envenenamento por
chumbo generalizado. Esta teoria é suportada por dados que relevam elevadas concentracdes de
chumbo nos ossos dos antigos romanos. Na idade média, a pratica de adogar o vinho com
chumbo ou acetato de chumbo, tornou-se um grave problema a nivel toxicoldgico [8].

3

A histéria do envenenamento por chumbo é conhecida ha mais de 2500 anos. Os
primeiros indicios da toxicidade do chumbo foram encontrados em papiros Egipcios, nos quais o
chumbo era utilizado para fins homicidas. Apesar do envenenamento por chumbo ser conhecido
na Antiguidade, sé na Idade Média é que se tornou a mencionar esporadicamente o chumbo. A
primeira descricdo clinica “moderna” de intoxicacdo por chumbo foi escrita em 1839 por
Tanquerel des Planches, onde abordou cerca de 1200 casos [9].

No séc. XX comegaram a surgir alguns esforcos relacionados com a prevencdo da
intoxicacdo por chumbo. No entanto, s6 em finais do séc. XX é que o conceito de envenenamento
por chumbo deixou de ser apenas clinico; foram reconhecidos alguns efeitos sub-clinicos (sem
grandes sintomas, apenas a nivel metabdlico) e considerados indesejaveis.

A intoxica¢do por chumbo designa-se Plumbismo ou Saturnismo (como referéncia ao
Deus Saturno). Ainda que a toxicidade do chumbo possua uma longa histéria e sempre tenha
merecido especial aten¢do dos cientistas, fazendo deste metal, talvez, o agente téxico mais
estudado no ambiente de trabalho, o Saturnismo ndo é apenas uma mera entidade histérica, uma
vez que o chumbo continua a ser largamente usado na industria, afectando a saide de milhares
de pessoas.

«» Chumbo no ambiente

0 nosso ambiente contém intimeras fontes de chumbo, que é um componente natural do
solo, 4gua, ar e vegetacdo. No mundo moderno é omnipresente nos alimentos, na dgua e no ar.
No entanto, a maior parte dos elevados niveis de chumbo encontrados no ambiente sdo
provenientes de actividades humanas (mineracdo, industria e transporte) [8]. Os niveis
ambientais de chumbo aumentaram mais de 1000 vezes ao longo dos tltimos trés séculos como
resultado da actividade humana. O maior aumento ocorreu entre os anos 1950 e 2000, e reflecte
o aumento da utilizacdo mundial de gasolina com chumbo.

A excessiva utilizacdo do chumbo na industria libertou aproximadamente 300 milhdes de
toneladas deste metal para o ambiente [10]. Calcula-se que cerca de 4000 toneladas de chumbo
sejam usadas por ano em todo o mundo [11].

0 chumbo pode penetrar no meio ambiente através da mineracdo de chumbo e de outros
metais e de fabricas que produzem ou utilizam chumbo, ligas de chumbo ou compostos de
chumbo. Este metal é libertado para a atmosfera durante a queima de carvao, petréleo ou
residuos [7]. As rotas de exposicdo humana ao chumbo estao apresentadas na Figura 1.

0 solo é considerado um dos principais depdsitos de chumbo, uma vez que, ao alcancga-lo,
este contaminante pode permanecer ali indefinidamente. O chumbo no solo é encontrado
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especialmente perto de estradas, casas antigas, areas de minera¢do, zonas industriais,
incineradoras, aterros e depdsitos de residuos perigosos. Os teores de chumbo sdo muito mais
elevados nas zonas mencionadas anteriormente, do que nas zonas encontradas em dareas
isoladas, o que faz com que o teor de chumbo nos solos varie de regido para regido [12].
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Figura 1: Rotas de exposicdo humana ao chumbo (adaptado da Referéncia [13]).

Nos paises considerados desenvolvidos, a existéncia de normas e programas de
vigilancia médica contribuiu para uma diminuicdo da exposicdo humana ao chumbo e da
degradacdo ambiental provocada por este metal. A substituicdo da gasolina com chumbo, a
diminuicao do uso de soldas em alimentos enlatados e o controlo da 4gua potavel e das emissdes
industriais, foram algumas das acg¢des que justificaram esta diminui¢do. No entanto, nos paises
em desenvolvimento, a falta de vigilancia e controle nas emissoes, o facto de existir varias
actividades artesanais que usam chumbo secundario, como a recuperacdo de baterias, torna a
exposicdo ao chumbo um sério problema de saude publica [10, 14, 15].

+ Contaminacao por chumbo
O chumbo pode contaminar os organismos através da inalacdo (ar atmosférico), da
ingestdo (agua, alimentos e solos contaminados), e por via dérmica.

O chumbo inalado entra nos pulmoes e passa através do sangue para outras partes do
corpo. Quando o chumbo penetra no organismo através da ingestdo de agua ou alimentos
contaminados, também entra no sangue e passa para outras partes do corpo. Este metal também
pode penetrar no organismo através do solo ou poeiras, mas apenas uma pequena por¢do passa
através da pele e entra no sangue. Se a pele for lavada ndo corremos este risco, excepto nos casos
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em que a pele esteja danificada (arranhoes, escoriacoes ou feridas). Os Unicos compostos de
chumbo que facilmente penetram na pele sdo os aditivos de gasolina com chumbo [7].

Experiéncias com voluntarios mostraram que em adultos que acabaram de comer, a
quantidade de chumbo que entrou no sangue do estdmago foi apenas 6% do total ingerido. No
entanto, em adultos que ndo tenham comido durante um dia, cerca de 60-80% do chumbo
ingerido no estbmago vai para o sangue. Em geral, se os adultos e as criancas ingerirem a mesma
quantidade de chumbo entra uma maior propor¢do da quantidade ingerida no sangue das
criangas, o que mostra que as crianc¢as nao sao adultos pequenos. As criancas absorvem cerca de
50% do chumbo ingerido [7].

R/

+ Distribuicdo do chumbo no organismo

Tal como foi referido, o chumbo é um elemento téxico nao essencial, e que se acumula no
organismo.

Existem dois tipos de compostos de chumbo: os inorganicos (sais e 6xidos de chumbo) e
os organicos (chumbo tetraetila e tetrametila). Os compostos inorganicos depois de absorvidos
actuam no organismo da mesma forma. Os compostos organicos sdo lipossoliveis e podem ser
absorvidos pela pele e por via respiratéria [4].

A absorcdo de chumbo pelo organismo é lenta e além da dose, a idade da pessoa, as
condicdes fisioldgicas e nutricionais e possivelmente factores genéticos, sdo factores que
influenciam a absorcao [4].

Apés a absorc¢do, o chumbo ndo se distribui homogeneamente no organismo [4]. No
sangue, o chumbo circulante encontra-se normalmente associado aos eritrécitos. Dentro dos
eritrécitos o chumbo liga-se preponderantemente a enzima polimoérfica (apresenta dois alelos)
acido delta-aminolevulinico desidratase (ALA-D), que catalisa a formac¢do do porfobilinogénio,
um precursor do heme e de outras hemoproteinas. Do sangue, o chumbo é distribuido a todos os
tecidos (especialmente tecidos moles como os rins e figado), inclusive ao feto durante a gravidez.
Posteriormente, o chumbo é depositado nos ossos e dentes.

0 osso é onde se acumula a maior percentagem de chumbo, cerca de 90% [6]. O chumbo
segue o movimento do calcio no organismo, depositando-se nos ossos como fosfato de chumbo.
Consequentemente quando ha necessidade de calcio, o chumbo armazenado nos tecidos duros
(dentes e ossos) pode ser novamente libertado na corrente sanguinea, porque o calcio vai
competir pelo fosfato, logo o chumbo vai-se depositar menos e vai ficar mais no sangue. Em
situacdes como a gravidez, onde ha necessidade de calcio, deve-se ter um cuidado reforcado face
a uma possivel contaminacao, pelo facto de o feto ser muito sensivel aos efeitos da exposi¢do do
chumbo [16].

O corpo ndo consegue transformar o chumbo em outras formas. Ap6s ser absorvido pelo
organismo, o chumbo que ndo se armazena deixa o corpo pela urina ou fezes. Mais de 90% da
quantidade de chumbo tomada no corpo de um adulto é eliminada dentro de poucas semanas,
mas s0 32% do chumbo no corpo de uma crianca é eliminado. Em pequenas quantidades o
chumbo também pode ser eliminado pelo suor, saliva, unhas e cabelo. Em condicdes de
exposicdo continua, nem todo o chumbo que entra no corpo é eliminado, o que pode resultar
numa acumulac¢do de chumbo nos tecidos e especialmente nos ossos [7].

Devido aos efeitos toxicos do chumbo serem os mesmos independentemente da via de
entrada no organismo, nao se separa a dose humana por via de exposicdo, ou seja os dados da
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dose para os seres humanos sao em termos de dose absorvida em miligramas por quilograma
por dia (mg/kg/dia) [7].

+ Andlise da dose absorvida de chumbo: importincia das andlises ao sangue
0 chumbo absorvido e armazenado tem uma meia-vida de pelo menos 25 anos no o0sso
cortical denso [17], aproximadamente 40 dias nos tecidos moles [18] e 36 dias no sangue [4].

No passado, o envenenamento por chumbo foi diagnosticado com base nos seus
sintomas, no entanto hoje em dia é diagnosticado através da andlise da concentracao de chumbo
no organismo.

Apesar do método mais comum para saber a dose absorvida de chumbo no organismo
ser através da concentracdo de chumbo no sangue (PbS), existem outras alternativas como por
exemplo através do chumbo nos dentes, ossos e cabelos [7].

A analise de chumbo nos dentes revela algumas desvantagens, visto que o chumbo nao se
distribui de forma homogénea pela estrutura dentaria, sendo dificil fazer a seleccdo do dente a
analisar, e no proprio dente, que parte deste se deve analisar [19].

O chumbo nos ossos é considerado um biomarcador de exposi¢cdo cumulativa ou a longo
prazo, uma vez que o chumbo se acumula no osso ao longo da vida.

Véarios estudos sugerem o uso do cabelo como ferramenta de diagnéstico da
concentracio de elementos traco, como o chumbo. Existe muita informacdo disponivel na
literatura, no entanto ha muita controvérsia em relacdo a aceitacio desses dados devido a
discrepancia de resultados, e a dificuldade em se diferenciar a contaminagdo endégena (interna)
da ex6gena (externa). Ou seja o problema da analise do cabelo ndo é a andlise em si, ja que esta
pode ser executa sem muita dificuldade, o problema relaciona-se com as caracteristicas do
cabelo, falta de procedimentos de analise padronizados e controle de qualidade da analise [20-
24]. Outra desvantagem em usar o cabelo é que se um individuo possuir cabelos de diferentes
pigmentagdes (naturais), estes devem ser separados porque a absorcdo dos elementos pode
variar com a pigmentac¢do do cabelo. Se o cabelo tiver uma coloracdo artificial, ndo podem ser
analisados porque podem estar contaminados com algum elemento de dificil remocdo no
processo de lavagem [25].

No caso do cabelo ndo se fala em valores normais para a concentragdo de elementos
trago mas sim em faixas de concentragdo consideradas normais, uma vez que sido muitos os
factores que interferem com a concentracdo (idade, habitos alimentares, sexo, localizacao
geografica, ocupacdo, etc.). Para o chumbo no cabelo humano a faixa de concentragido é
0,004 - 95 pg/g [26].

No entanto, também existem vantagens na andlise de cabelo. O crescimento do cabelo
reflecte as mudancas metabdlicas dos elementos ao longo do tempo, fornecendo assim um
registo de exposicdo ao longo do tempo. Além disso o cabelo possui uma matriz mais simples
que o sangue e a urina, o que torna a analise mais simples, a sua recolha é fAcil, indolor e sem
traumas, é um material facil de transportar, manusear e ndo precisa de ser mantido sobre
refrigeracdo [20, 24].

As analises ao sangue sdo importantes nos diagndsticos de intoxicacdes agudas, uma vez
que a concentracdo de chumbo no sangue reflecte principalmente a histéria de exposicdo dos
meses anteriores, mas esta caracteristica faz também com que o PbS nio seja um biomarcador
ideal para a exposicdo a longo prazo, principalmente a baixos niveis, devido a semi-vida do
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chumbo no sangue ser aproximadamente 35/36 dias [19]. No entanto, a determinacdo do
chumbo no sangue é importante na avaliacdo da exposicdo interna presente num individuo,
especialmente no caso das criancgas, uma vez que sdo mais sensiveis aos efeitos do chumbo na
saude, do que os adultos [27].

As andlises ao sangue sdo fundamentais no controlo, ndo s6 de individuos expostos
ocupacionalmente, mas também para controlo da populagdo em geral. Isto porque a populagio
também pode ser significativamente exposta, seja pela ocupacido de areas contaminadas, pelo
uso de utensilios ceramicos com vitrificacdo inadequada, pelo consumo de alimentos ou de agua
com elevados teores de chumbo, ou ainda pelo uso de compostos de chumbo em tintas e
cosméticos [6]. Assim, o chumbo pode estar presente no quotidiano das pessoas, em ocupacdes
que nio sdo consideradas de risco, onde pode haver contaminacio, dai ser muito importante a
realizacdo de andlises ao sangue.

+ Limites da concentra¢ido do chumbo

O Saturnismo faz parte das doencas profissionais de declaracdo obrigatoria e para a qual
existe uma legislacdo especifica (Dec. Regulamentar n® 12/80); por exemplo, o Decreto de Lei n®
274/89, estabelece diversas medidas de proteccdo da saide dos trabalhadores contra os riscos
de exposicdo ao chumbo [28, 29].

Existem também valores padrdo limite para as concentracées de chumbo, os quais nio
devem ser ultrapassados; uma concentragdo de chumbo no sangue superior a 10 pg/dL (100
ppb) é indicacdo de uma exposicdo excessiva em bebés, criancas e mulheres em idade fértil. Ja no
caso de trabalhadores expostos, o indice de tolerdncia biolégica é 30 pg/dL (300 ppb). A
concentracao de chumbo no ar, numa zona laboral, ndo deve ser superior a 50 pg/m3 (0,05

ppb)[7,9].

Os valores limite para os solos residenciais e para a agua potavel sdo 400 pg/g (400
ppm) e 10 pug/dL (100 ppb) de chumbo, respectivamente. No entanto, para se considerar um
solo ndo contaminado, a concentracdo de chumbo deve ser inferior a 50 ug/g (50 ppm)[9].

Em relacdo aos limites a partir dos quais a concentracao de chumbo ingerida se torna
prejudicial, ndo existe um consenso. Devido ao constante aumento da sensibilidade das
medicdes, os valores limites estdo continuamente a mudar, uma vez que sao identificados efeitos
na sadde para concentragdes inferiores a 10 pg/dL (100 ppb). Por esta razio, estes valores
deverdo ser apenas encarados como referéncias [9].

«» Efeitos do chumbo na saude

Esta disponivel uma vasta quantidade de informacdo sobre os efeitos do chumbo na
saude humana. De facto, os efeitos toxicos do chumbo s3o conhecidos hi séculos, mas as
descobertas nas ultimas décadas de que exposicdo a niveis de chumbo relativamente baixos sdo
associados efeitos adversos no organismo, € um assunto de grande preocupacao.

Segue abaixo os efeitos do chumbo no organismo, alguns dos quais estdo
esquematicamente representados na Figura 2.
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Sistema nervoso

O conjunto de 6rgdos mais sensivel a contaminacdo por chumbo é o sistema nervoso,
sendo que a encefalopatia é um dos efeitos mais sérios do envenenamento por chumbo em
criancas e adultos. Durante o desenvolvimento da crianga, o sistema nervoso pode ser afectado
por PbS inferiores a 10 pg/dL (100 ppb), niveis antes considerados seguros. Nos adultos o
sistema nervoso também é afectado por PbS relativamente baixas, inferiores a 40 pg/dL (400
ppb) [18, 30-32]. No entanto, quer para criangas, quer para adultos, s6 sdo verificados danos
mais sérios no cérebro, como por exemplo encefalopatia, em PbS superiores a 90 pg/dL (900

ppb) [33].
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Figura 2: Efeitos do chumbo inorganico em criancas e adultos (adaptado da Referéncia [33]).

Sistema Renal

A exposicao excessiva e prolongada ao chumbo pode provocar doenca renal progressiva
e irreversivel. A nefropatia por chumbo é caracterizada por uma redug¢do gradual da funcdo
renal e é frequentemente acompanhada por hipertensao [18, 30]. Os efeitos toxicos deste metal
sobre os rins ocorrem em niveis particularmente altos da PbS, superiores a 40 pg/dL (400 ppb)
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e dividem-se essencialmente em disfuncido tubular renal reversivel e nefropatia intersticial
irreversivel. A disfuncdo tubular renal reversivel ocorre na maior parte das vezes em criangas
sob exposicdo aguda e a nefropatia intersticial irreversivel é encontrada principalmente em
trabalhadores expostos [34].

O diagnéstico de doengas renais por chumbo é dificil, uma vez que ndo ha indicadores
especificos; os niveis de ureia no sangue e de creatinina no soro sé se tornam elevados apoés a
perda de dois tercos da fungio renal [18, 31].

A nefropatia crénica esta associada a niveis de PbS que variam de 40 a mais de 90 pg/dL
(900 ppb). Nas criancas a nefropatia s6 ocorre em niveis de PbS superiores a 80 pg/dL (800

ppb) [35].

Anemia

A anemia é geralmente leve a moderada nos adultos, e por vezes severa nas criancas
[30]. A anemia por chumbo inclui efeitos como a inibicdo da sintese da hemoglobina e
diminuicdo do tempo de vida dos eritrécitos circundantes. No entanto, a anemia nao é um efeito
precoce do envenenamento por chumbo, sendo rara sem se detectarem outros efeitos, e s6 é
evidente quando a PbS é significativamente elevada, superior a 60 pg/dL (600 ppb) [18, 32, 35].

Vitamina D

O chumbo parece também interferir no metabolismo da vitamina D. No entanto, alguns
estudos concluiram que os efeitos do chumbo sobre o metabolismo da vitamina D sé eram
evidentes em crianc¢as com deficiéncia nutricional crénica e com exposicao elevada e prolongada
ao chumbo [36].

Reproducio e desenvolvimento

Estudos como o de Gandley et al. apoiam a conclusdo de que niveis elevados de PbS
causam efeitos adversos significativos na reproducdo humana, no entanto os dados nao
permitem estimar os niveis de PbS que causam danos na reproducido, sendo esta definicao
apenas especulativa [35, 37].

Em mulheres gravidas pode causar o aborto e nos homens pode danificar os 6rgaos
responsaveis pela producio de esperma [7].

Como o chumbo consegue atravessar a barreira placentaria [30, 38] através do sangue, o
chumbo pode ser rapidamente transferido da mae para o feto. Consequentemente, o nivel de
chumbo no sangue fetal vai-se aproximar ao do sangue materno [39]. Logo, a exposi¢do ao
chumbo pode comecar ainda no utero, caso a mae tenha chumbo no seu organismo [35]. Estudos
feitos por Nashashibi et al. [40] sugerem uma correlagdo estatisticamente significativa entre a
PbS materna e a concentracdo de chumbo no corddo umbilical ou no leite, provando que existe
transferéncia para o feto ou para o recém-nascido, respectivamente.
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Crescimento

Diversas pesquisas sugerem a influéncia do chumbo no crescimento fisico e estatura das
criangas. Um estudo realizado em 1980, nos Estados Unidos da América, com criangas com
idades inferior a 7 anos, forneceu evidéncias de uma associacdo entre os niveis crescentes de
PbS e uma diminuicdo no peso, altura e circunferéncia do térax [18, 35]. Em 2000, a exposicio ao
chumbo também foi associada com a baixa estatura em criang¢as nos estudos de Berglund et al.
[41]. Estudos de Vivoli et al. [42]sugerem que este metal pode afectar o crescimento em estatura
mesmo em situacdes de baixas exposicdes [42, 43].

Outros efeitos

Tém sido investigada a relagdo entre o chumbo e os efeitos sobre o sistema
cardiovascular, e ndo foi detectada nenhuma relagao causal em humanos [36].

Os efeitos gastrointestinais ocorrem essencialmente em individuos expostos
ocupacionalmente ou em individuos com exposicdo aguda a elevados niveis de chumbo, porém
sdo poucas as pesquisas sobre este assunto [36].

A exposicao de chumbo pode causar fraqueza nos dedos das maos, pulsos ou tornozelos.
Pode causar também anemia e um ligeiro aumento na pressdo sanguinea, especialmente em
pessoas de meia-idade e idosas [7].

Este metal é também conhecido por alterar o sistema hematoldgico, inibindo as
actividades de varias enzimas envolvidas na biossintese do heme [7], bloqueando a capacidade
do organismo produzir hemoglobina e afectando a morfologia dos eritrécitos. Estes efeitos
podem ser observados em humanos e animais [44, 45].

Como se pode verificar, devido aos multi-modos de accdo do chumbo nos sistemas
biolégicos, este pode afectar potencialmente qualquer sistema ou 6rgao do corpo [7]. O principal
alvo para a toxidade do chumbo é o sistema nervoso e em ultimo caso pode provocar a morte
[7]. Apesar dos estudos cientificos sobre os efeitos téxicos do chumbo serem desenvolvidos ha
mais de um século [36], existe ainda muitas questdes sem solucdo, pelo que continuam a ser
necessarias novas pesquisas, para o completo entendimento e prevencdo destes efeitos na
saude.

«» Estudo Realizado

Tendo em vista o desenvolvimento de uma ferramenta de detec¢do de chumbo “in vivo”
nos humanos, de facil uso médico e ndo invasiva, neste trabalho determinou-se a concentragao
de chumbo em sangue de ratos da espécie Rattus norvegicus, vulgo Wistar. Foram estudados 16
ratos, 11 do grupo de controlo (alimentado com uma dieta rica em acetato de chumbo) e 5 do
grupo de controlo (alimentado com uma dieta normal).

Este trabalho integra um estudo geral da toxicocinética do chumbo num conjunto de
ratos Wistar, em que tém sido analisados varios tecidos e fluidos organicos, nomeadamente
figado, rins, cérebro, cabelo, ossos, sangue, fezes e urina, de um total de 57 ratos, 37 do grupo
contaminado e 20 do grupo de controlo.
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+ Experimentacio animal

Os cientistas usam muitas vezes testes para proteger a populagdo contra efeitos nocivos
de produtos quimicos téxicos e para encontrar formas de tratar as pessoas que tenham sido
lesadas.

Um modo de saber se um produto quimico téxico vai prejudicar as pessoas é determinar
como o corpo o absorve, usa e liberta. Para alguns produtos, pode ser necessario realizar testes
em animais. Estes testes também podem ajudar a identificar os efeitos na satide, como cancro ou
defeitos congénitos. Sem os testes em animais de laboratério, os cientistas perderiam um
método basico para obter as informacdes necessarias para tomar decisdes sensatas que
protegem a saude publica [7].

No entanto, os cientistas tém a responsabilidade de tratar os animais de pesquisa com
cuidado e compaixdo e devem cumprir e respeitar de forma rigorosa as orientacdes dos
cuidados animais devidamente regulamentadas.
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2- Métodos de Espectrometria Atdmica

0 acompanhamento e controle dos elementos traco requer o processamento de um
elevado nimero de amostras, de modo a caracterizar a sua abundancia com precisdo e chegar a
conclusoes viaveis [46].

A escolha de uma técnica analitica adequada para a determinacdo da concentracdo de
elementos traco depende de varios factores: preparagdo da amostra, limite de deteccdo das
técnicas disponiveis, precisio, exactidio, faixa de concentracio, interferéncias, dura¢io temporal
e custo da analise [47].

As técnicas mais utilizadas na andlise da concentracdo de chumbo no sangue sdo:
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), espectrometria de
emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES), espectrometria de absorcido
atomica (AAS) com chama (FASS), com geragdo de hidretos (HGAAS) e electrotérmica
(ETAAS)[27].

+ Espectrometria com plasma indutivamente acoplado (ICP)

As técnicas ICP-MS e ICP-AES sdo actualmente usadas em anadlises de rotina, devido a sua
capacidade multielementar de andlise, ampla faixa de concentracdo dindmica e boa velocidade
analitica. Em ICP é maior o ndmero de elementos que podem ser detectados relativamente as
técnicas FAAS e ETAAS [48].

ICP-MS

De entre todas as técnicas analiticas utilizadas para detec¢io, tem sido dada grande
atencdo ao ICP-MS, que é considerado o detector mais sensivel para a especiacdo e que tera uma
importancia crescente no futuro, principalmente onde é necessaria a melhor sensibilidade e/ou
a andlise simultanea de diversos elementos [49].

Com esta técnica as amostras de sangue sdo analisadas directamente ap6s uma diluigao
simples ou ap6s uma decomposicdo organica da matriz.

Em relacido a AAS, a ICP-MS permite um maior rendimento analitico, como resultado da
capacidade instrumental para analisar varios elementos ou is6topos na andlise da amostra [50].
Entretanto, o seu alto custo, bem como os seus consumos [51], consequente indisponibilidade e
o facto de ser uma técnica nova e sofisticada onde ainda nao estdo amplamente disponiveis
recursos humanos adequadamente treinados, fazem com que a AAS seja considerada a técnica
de maior potencial de uso em andlises de rotina, onde o custo se torna um factor determinante
para a escolha do método [49].

ICP-OES

Esta técnica de emissdo atémica, embora tendo um elevado caracter multielementar, que
permite determinar até 75 elementos, tem como limitacido limites de deteccdo insatisfatérios
quando comparados com as técnicas ICP-MS e ETAAS [52].
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+ Espectrometria de absorc¢io atomica (ASS)

A espectrometria de absor¢do atémica é relativamente simples, rdpida e um poderoso
método de analise quimica, pelo que é um método muito difundido e desenvolvido de forma
intensa [53].

Ao longo do tempo, a espectrometria de absor¢do atémica sofreu varios avancos
instrumentais, tornando os equipamentos mais robustos [54]. Comparativamente, a ETAAS é a
técnica que tém sofrido mais melhoramentos desde a sua proposta inicial feita por Boris V. L'vov
[55].

As principais vantagens de usar métodos atomicos na determinagido de metais no sangue
sdo a sensibilidade da instrumentacao e a capacidade de usar injec¢ao em fluxo para uma melhor
automacao e rendimento.

A AAS, além de ser uma técnica relativamente barata, tanto na sua implantacdo como nos
gastos de operacao, é de facil operacdo e esta disponivel na maioria dos laboratérios [49].

FAAS

A espectrometria de absorcao atémica com atomiza¢do em chama é uma técnica analitica
bem estabelecida e suficientemente robusta para ser implantada nos laboratérios envolvidos em
analises quimicas em larga escala. No entanto, as altera¢des que possam ocorrer na temperatura
da chama, na taxa de aspiracdo da solucdo, na composicdo da amostra, entre outras, podem
prejudicar os resultados analiticos [56].

A determinacdo de chumbo por FAAS é praticamente livre de interferéncias e requer
uma chama de ar-acetileno (C;Hz-ar) ou 6xido nitroso-acetileno (C2H2-N20) [53]. As riscas mais
importantes do chumbo sdo 217,00 e 283,31 nm. A 217,00 nm é mais sensivel, apesar dos
elevados efeitos da radiacao de fundo.

A técnica FAAS é usada ha décadas na maior parte dos laboratorios e as possibilidades e
limitac6es dos métodos ja sdo muito bem conhecidas. No entanto, a optimizacdo deste método é
praticamente limitada a escolha do tipo de chama e a adigdo de um modificador (usualmente
sais de Lantdnio), se necessario [53]. Nao é de surpreender que um técnico sem experiéncia
possa usar eficazmente esta técnica [53].

Quando comparada com a FAAS, a ETAAS, especialmente em forno de grafite (GFAAS), é
substancialmente mais sensivel e versatil face a configuracao do tubo de grafite e ao seu caracter
dual: reactor quimico e atomizador [56].

HGAAS

0 principio basico da HGAAS é a formacao de hidretos covalentes volateis do elemento a
analisar, por redugcio, sendo estes posteriormente atomizados e analisados [5]. E uma técnica
que permite a separacdo do elemento da matriz, possui limites de deteccdo baixos e as
interferéncias da matriz sdo praticamente nulas [5]. No entanto, também existem varias
desvantagens associadas a esta técnica. Depende de varios factores, tais como o estado de
oxidac¢do do analito, o tempo de reaccdo, a pressdo do gas, a concentracdo e volume da solucao
[5]. Outra desvantagem é que poucos elementos geram hidretos estaveis. Além disso, a HGAAS
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em relacdo a ETAAS requer um volume significativamente maior de amostra, sendo que em
ETAAS é comum analisar amostras com um volume inferior a 100 uL [51].

ETAAS

De entre os atomizadores electrotérmicos destacam-se os fornos de grafite (GFAAS), uma
vez que foram os que tiveram uma maior evolu¢do sistematica em fungdo do numero de
utilizadores e de trabalhos publicados [57]. Razdo pela qual a espectrometria de absorgdo
atomica electrotérmica ser também designada espectrometria de absorcdo atémica com camara
de grafite ou com forno de grafite. A ETAAS é muito usada na determinac¢do da concentracdo
total de elementos tracos em amostras bioldgicas e é uma técnica bem estabelecida para
determina¢des monoelementares [52]. No entanto varias restricbes tém limitado a sua
utilizacdo. E susceptivel a alteracbes instrumentais e operacionais que podem afectar o
desempenho analitico da ETAAS: variacdes na temperatura e na taxa de aquecimento do tubo de
grafite, no volume injectado de amostra, na radiacdo emitida da fonte, nas dilui¢Ges, na estrutura
do atomizador [56].

Ao longo dos ultimos anos as melhorias nos espectrémetros de ETAAS contribuiram
parcialmente, ou totalmente, para a resolucdo destes problemas, tendo sido reduzidas as
principais limitacoes deste método. O uso de modificadores mais eficientes, métodos de captura
para a estabilizacdo e pré-concentragdo dos analitos, progressos no controlo da temperatura de
atomizacdo, novos modelos de atomizadores e avan¢os nos métodos de correccdo das
interferéncias do espectro de fundo, tém permitido uma melhoria no aumento da sensibilidade,
aumento do poder detec¢do, diminuicio da manipulacio da amostra e o aumento da
reprodutividade dos resultados [46]. Estes avancos foram responsaveis por um melhoramento
da utilidade da ETAAS na determinacdo de elementos traco na ordem de grandeza de ug/L,
tendo como consequéncia maior reprodutividade, menor custo e maior facilidade no pré-
tratamento das amostras, em comparac¢ao com outros métodos [46].

Esta técnica ainda tem alguns problemas no que diz respeito as interferéncias de matriz
e as interferéncias de background [5]. No entanto, a fonte continua de alta resolu¢do em ETAAS é
uma aproximacdo cada vez melhor para a determinagdo directa de elementos traco nos
diferentes tipos de amostras, incluindo materiais biolégicos, desde que esteja disponivel uma
correccao de fundo eficiente [58].

O facto de ser uma abordagem relativamente barata com um baixo consumo de amostra
sdo algumas das vantagens adicionais desta técnica, que tem resultados equivalentes a ICP-MS.

— FAAS

I [CP-OES

HGAAS I
ETAAS I

ICP -MS >
] ] 1 1 J

T
100 10 1 0,1 0,01 0,001

Faixas do limite de detecg¢do [ug/L]
Figura 3: Limites de detecg¢do para as principais técnicas de espectrometria atdmica (Adaptado da Referéncia [59, 60]).
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Na Figura 3 estdo apresentadas as faixas dos limites de deteccdo tipicos das técnicas
acima apresentadas.

Pelo facto de nos ultimos anos terem surgido melhorias de forma progressiva que
reforgcaram o uso da ETAAS na determina¢do de chumbo em amostras biolégicas e pelas diversas
vantagens que esta técnica apresenta em relagdo as outras, a ETAAS com forno de grafite foi a
técnica escolhida para determinar a concentracio de chumbo no sangue neste trabalho. No
capitulo seguinte vai-se explorar um pouco mais esta técnica.
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3- ETAAS

< Historia

Em 1859, Robert W. Bunsen juntamente com Gustav R. Kirchhoff criaram um
espectroscopio que tornou possivel a observagdo de riscas de emissdo de elementos quimicos
excitados numa chama nao luminosa, o queimador de Bunsen, actualmente designado por bico
de Bunsen. O uso deste equipamento tornou possivel a descoberta de dois novos elementos
quimicos: o Césio e o Rubidio [61]. Estes investigadores desempenharam um papel fundamental
na espectrometria de emissio de chama, ao descobrir que as linhas espectrais emitidas pelos
metais ocorrem em comprimentos de onda definidos, independentemente dos anides presentes
em solucdo [62]. A descricdo deste processo de emissdo e absor¢do de energia radiante por
atomos em chama chamou a aten¢do de varios investigadores, sendo a emissdo atémica
escolhida como técnica analitica na determinacdo de metais, nomeadamente na industria
metalurgica [63].

Com o passar dos anos, esta técnica foi perdendo popularidade até que em 1954 o
cientista Alan Wash prop6s uma técnica analitica para a determinacdo de metais: a
espectrometria de absorcdo atémica em chama [64]. Esta técnica ndo originou grande interesse
por parte dos investigadores, a excepcdo do cientista Boris L'vov que propds a mesma técnica
mas com um forno de grafite como atomizador electrotérmico (GFAAS), o que permitiu uma
reducdo significativa nos limites de deteccao [65, 66].

Ao longo dos anos varios avangos tém contribuido para o desenvolvimento da AAS, como
por exemplo a cimara de pré-mistura acoplada aos queimadores dos espectrometros de chama,
a lampada de catodo oco de alta intensidade [66] e a introducdo do conceito STPF - stabilized
temperature platform furnace, por Slavin et al. [67]. Também foram desenvolvidas pesquisas e
aplicacdes de novas fontes de radiagdo como as lampadas de descarga sem eléctrodo (EDL -
Electrodeless Discharge Lamps), lampadas de catodo oco (HCL - Hollow Cathode Lamps) e o uso
de laser de diodos [68].

O crescente interesse pela AAS esta patente no elevado numero de publicacdes que
referem esta técnica a partir de 1960, uma vez que era um método relativamente simples e de
baixo custo. Este interesse foi também evidenciado no elevado niimero de laboratérios que
adquiriram este equipamento, especialmente laboratérios industriais [69].

Devido ao rapido desenvolvimento da ICP-OES e ICP-MS, comecaram a ser feitas
comparacdes com a AAS, discutindo-se as vantagens e desvantagens de cada técnica.

Em 1989, Hiefje [70] abordou a possibilidade desta técnica estar a cair em desuso, por
isso, publicou uma revisdo que visava uma diminui¢do no nimero de publicacdes relacionadas
com a espectrometria de absorg¢do atémica e, caso esta tendéncia continuasse e ndo houvesse
avangos tecnologicos, a ETAAS seria retirada do mercado no 2000.

Actualmente, a AAS continua a ser muito usada e inovagdes como o uso de técnicas de
injeccdo em fluxo e possibilidade de separagdo e pré-concentragdo on-line tém contribuido para
0 seu sucesso [66]. Segundo Sneddon e colaboradores [71], o uso e interesse pela ASS ndo sdo
representados pelo nimero de artigos, que sdo indicativos do interesse académico, mas sim pelo
numero de laboratoérios que usam esta técnica.
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+ Principios fisicos

Os métodos de espectrometria atémica baseiam-se na medicdo da intensidade da
radiacdo que é absorvida pelos analitos quando um feixe de radiacdo electromagnética atravessa
a amostra [72]. Recorrendo a Lei de Lambert-Beer, pode-se verificar que a concentracdo do
analito é proporcional a intensidade de radiacdo absorvida:

A =log (I,/I) = ebc

onde A é a absorvancia, I, é a intensidade da radiagdo incidente na amostra, I é a intensidade da
radiacdo transmitida, € é o coeficiente de extingdo molar (é caracteristico de cada substancia e
c.d.o.), b é o caminho 6ptico (distdncia que a radiacdo percorreu através da amostra) e c é a
concentracio do analito na amostra [72].

Como b é se mantém constante e € ¢ uma constante, a absorvancia é proporcional &
concentracdo, como mostra a Figura 4 [73, 74]. Esta relagdo permite determinar a concentragao
de um analito pela medi¢cdo da sua absorvancia [74].

Absorvancia

v

Concentragao
Figura 4: Relacdo entre a concentragio e a absorvancia (Adaptado da Referéncia [73]).

Assim, consegue-se obter informagdes das amostras, quer a nivel qualitativo, quer a nivel
quantitativo. A informac¢do qualitativa é obtida pelo comprimento de onda (c.d.o.) no qual a
radiacdo é absorvida, enquanto que a informacgdo quantitativa é obtida pela energia de radiacdo
electromagnética que é absorvida [75].

Em ETAAS, a absor¢do da radiacdo electromagnética é feita na zona do visivel e
ultravioleta por &tomos neutros, no estado gasoso e no estado fundamental. Cada elemento tém
um c.d.o. caracteristico, e a radiacao deste c.d.o é emitida através do vapor atémico. Os atomos
do elemento absorvem parte desta radiacdo. A quantidade de radiacdo absorvida é medida e
usada na determinagdo da concentragdo do elemento da amostra em estudo [75].

As fontes de radiacdo usadas em absorcdo atomica sdo fontes em linha, e emitem riscas
espectrais estreitas, sendo as lampadas de catodo oco (HCL) e as lampadas de descarga sem
eléctrodos (EDL) as mais comuns. A ldmpada HCL é mais estavel enquanto que a EDL é mais
intensa. Por esta razdo, a lampada HCL é usada para a maioria do elementos e a EDL para
elementos mais volateis, em que é necessaria uma intensidade mais elevada.

Neste trabalho, foi utilizado a lampada de HCL, o gas de preenchimento usado foi o
Argon, a baixas pressoes (1-5 Torr) e o 4nodo era de Tungsténio. Na Figura 5 esta representado
um esquema da lampada que se usou neste trabalho.
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Janela de
Quartzo

Catodo oco Anodo

Figura 5: Esquema de uma lampada de catodo oco (HCL) (Adaptado da Referéncia [76]).
+ Conceito STPF

Em ETAAS, o nimero de varidveis que determinam a sua eficiéncia tornou-se
significativamente menor apds a introdugao do conceito STPF em analises praticas. As condi¢des
STPF sdo um conjunto de requisitos instrumentais e operacionais (ver Tabela 2) que asseguram
uma condi¢cdo analitica adequada, que permite obter métodos mais sensiveis e com
interferéncias minimas usando a ETAAS [77].

Condig¢oes STPF Resultado Obtido

Estabelecimento de wum ambiente quase
isotérmico durante a atomizacio

Minimizac¢do dos efeitos das variagdes cinéticas
do processo de atomizagio

Diminuicdo das perdas por difusdo através da
parede do atomizador

Estabelecimento de um ambiente espacialmente
isotérmico

Tubo de grafite com plataforma de L’'vov

Sinais de absorvancia registados em area

Atomizador com grafite pirolitica

Tubo de grafite com aquecimento transversal

Correcgdo de fundo por efeito de Zeeman Correccdo das interferéncias espectrais

Aumento da eficiéncia do tratamento térmico
durante a pirdlise

Aumento do tempo de permanéncia da nuvem
atémica na zona de observacao

Diminuicdo das interferéncias na fase de vapor e
formacdo de uma nuvem atdmica densa

Uso de modificador quimico

Interrupgao do fluxo de gas durante a atomizagao

Elevada taxa de aquecimento do tubo de grafite

Tabela 2: Requisitos instrumentais e operacionais necessarios as condi¢cdes STPF [67].

< Modificadores

Uma das primeiras abordagens para melhorar a determinagdo de chumbo em amostras
biologicas decorre da investigacdo do uso de modificadores quimicos. Os modificadores sao
introduzidos dentro do forno com a amostra, de modo a permitir uma maior eficiéncia na
separacdo térmica do analito na etapa da pirélise. Normalmente, o analito é estabilizado e a
matriz removida por volatilizacdo. Estes procedimentos tém sido particularmente relevantes na
determinacdo de Cd e Pb, para os quais sdo populares seis modificadores diferentes, utilizados
sozinhos ou misturados: Pd(NOs)./Pd, PdCl,/Pd, PdCl;/Pd + acido ascorbico, Pd(NO3)./Pd +
Mg(NO3)2 , (NH4)3PO4, NH4H2PO4, Mg(NO?,)z + (NH4)2HPO4, Mg(N()g)z + (NH4)2PO4, Triton X-100 +
NH4H2PO4. O uso correcto destes modificadores reduz interferéncias e melhora o processo de
atomizacao [46].

Apesar do uso generalizado de modificadores, existem dois inconvenientes na sua
utilizacdo: a contaminacdo degrada os limites de deteccdo e a diminuigdo do tempo de vida do
atomizador. Estes problemas tém sido resolvidos recorrendo ao uso de modificadores quimicos
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permanentes. Durante o tratamento térmico, as impurezas volateis das solucdes de reagente sio
eliminadas, pelo que ndo sdo necessarios modificadores quimicos com uma alta pureza. Além
disso, os modificadores permanentes prolongam o tempo de vida do atomizador proporcionado
uma melhor estabilidade térmica e repetibilidade. Actualmente, ndo existe um s6 elemento
quimico identificado como tendo uma vasta aplicacdo para a determinacdo de outros elementos.
No entanto, podem ser constatadas algumas tendéncias, como o uso de Pd como modificador
quimico tradicional e o uso de W, Ir e Rh como modificadores quimicos permanentes [46].

R/

% Programa térmico

Outra area de investigacdo é o estudo dos programas de temperaturas 6ptimos para cada
tipo de amostra. Com a técnica de ETAAS é imprescindivel estabelecer um programa de
aquecimento apropriado, onde se pode controlar o tempo e temperaturas das etapas de
secagem, pirdlise, atomizacao e limpeza. A optimizacdo deste programa permite evaporar bem o
solvente e eliminar os constituintes da matriz, de modo a se diminuir eventuais interferéncias
[51].

As temperaturas mais usadas para a atomizacdo do chumbo vao desde 1500 a 2300°C.
Apesar das diferencas entre a temperatura éptima de atomizagdo, o uso do mesmo programa de
temperatura para o Cd e Pb, produz bons resultados analiticos [46].

Secagem

O objectivo desta etapa é o de evaporar o solvente (agua), secando assim a amostra. Dai
que as temperaturas desta etapa sejam superiores ou préximas da temperatura de ebulicdo do
solvente. Este aquecimento ndo pode ser brusco, porque poderia ocorrer uma dispersdo da
amostra, o que ia ter como consequéncia a diminui¢do da sensibilidade e reprodutibilidade dos
resultados [5]. Por esta razdo, muitas vezes sdo usadas rampas de aquecimento, onde o solvente
evapora lentamente.

Pirdlise

Nesta etapa o objectivo é eliminar a matéria organica da amostra. Para isso, tem-se que
atingir a temperatura maxima possivel sem eliminar o analito. Como ja foi referido
anteriormente, em alguns casos para se obter melhor sensibilidade, recorre-se ao uso de
modificadores quimicos que alteram a quimica da amostra [5].

Atomizacao

Nesta etapa ¢ feita a medicdo do elemento em estudo, logo em termos analiticos é a fase
mais importante. A temperatura de atomizacdo é caracteristica de cada elemento e ¢
influenciada pela matriz [5].

Limpeza

Esta etapa é a mais curta de todas, dura apenas alguns segundos, com uma temperatura
muito elevada. Tem como objectivo eliminar alguns residuos do analito que ndo foram
atomizados ou 6xidos dificeis de vaporizar [5].
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+ Melhorias no espectrometro

As progressivas mudangas no design dos atomizadores electrotérmicos tém melhorado a
sensibilidade e os limites de deteccdo oferecidos pela ETAAS. Durante a década de 1990, o uso
de plataformas inseridas no forno de grafite tornou o processo de atomizag¢ao mais reprodutivo
e constante. Quando a temperatura das paredes do atomizador aumenta rapidamente, a
atomizacdo da amostra a partir da plataforma é retardada porque a amostra é previamente
aquecida, proporcionando um ambiente isotérmico, onde a reprodutibilidade é melhorada. Com
o atomizador classico aquecido longitudinalmente (LHA), a temperatura atinge o maximo no
centro e o minimo nas extremidades de refrigeracdo. Para diminuir este gradiente foram
projectados atomizadores aquecidos transversalmente, os quais proporcionam uma distribuicao
uniforme da temperatura ao longo do comprimento do tubo, aumentando assim a sensibilidade
e diminuindo os limites de detec¢do. Quando comparadas as duas configuragées do atomizador
na determina¢do do mesmo analito, na mesma matriz, a configuracdo do atomizador aquecido
transversalmente (THA) tem apresentado melhores resultados [46].

Actualmente, os melhores resultados tém sido obtidos usando a correccao de fundo de
efeito de Zeeman, porque o fundo é sempre medido como o0 mesmo c.d.o. que a absor¢ao atémica
do analito [46].

Assim, desde 1996 e até a data, o estabelecimento de modificadores mais adequados, o
uso de THA juntamente com o uso de espectrometros mais sofisticados, ou seja correctores de
fundo Zeeman, conduziu a uma melhoria na analise da determinacio de Cd, Cu e Pb em amostras
bioldgicas, ao diminuir os limites de detec¢do e permitir determina¢des simultaneas de analitos
[46].

Como mencionado anteriormente, as inferéncias espectrais dos componentes da matriz
sdo frequentemente a principal causa pelos elevados limites de detec¢do. Para atenuar este
problema, tém sido usados varios sistemas de correc¢do de fundo em ETAAS. O método de fonte
continua também apresenta algumas limitacdes se a amostra tiver outro elemento com uma
linha de absorcdo localizada muito préxima da linha de ressonancia do analito. As interferéncias
espectrais podem ser insuficientes, uma vez que sé é efectivamente medida a média das
absor¢des ndo atémicas, que ocorrem durante a passagem da banda espectral. Apesar das
limita¢des, esta metodologia tem sido muito usada para a determinacdo de Cd, Cu e Pb em
amostras biolégicas, desde os anos 1990 [46].

R/

< Pré-tratamentos das amostras

Os materiais biol6gicos analisados no rastreamento de elementos trago incluem tecidos
duros (ossos e dentes), tecidos semi-rigidos (cabelo e unhas), tecidos moles (6rgaos), fluidos
biologicos (sangue e respectivos componentes, urina, liquido amniético e liquido sinovial) e
secrecoes (lagrimas, saliva, suor, bilis e leite)[58].

Os procedimentos de pré-tratamento variam de acordo com a natureza das amostras, o
método disponivel de andlise, a capacidade do laboratdrio, os objectivos do estudo, os elementos
a serem analisados e os seus niveis de concentracdo.

Nao existe, por isso, um Unico pré-tratamento antes da introdu¢do da amostra no forno
de grafite [46]. Como a matriz pode prejudicar a atomizacao completa do analito, interferindo
com a precisdo da determinacdo do analito, sdo seguidas duas metodologias para separar o
analito da matriz:

e Limpeza da amostra: por vezes é necessario fazer uma limpeza da amostra.
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e Pré-tratamento da matriz: melhora os limites de detec¢io e envolve métodos com
a digestdo acida,”’slurry”, lixiviacao, incineragao e ultra-sons.

Suspensao (“Slurry”)

O Slurry é uma suspensao de particulas insolaveis, geralmente em solucdo acida e/ou em
meios como o Triton X-100, o que permite a homogeneiza¢do da amostra e a libertacao, em certa
medida, dos elementos traco da solucdo. Tendo em conta pardmetros como a seguranca, o
ambiente, a economia, o tempo e o baixo risco de contaminag¢do para se obter baixos limites de
deteccdo, a técnica de amostragem Slurry parece ser mais vantajosa que a classica digestao acida
por microondas. No entanto, para obter uma boa precisdo e recuperacdo com a técnica Slurry é
necessario optimizar a influéncia do tamanho das particulas, concentracdo de solidos (relacao
entre o peso da amostra e o volume de sélidos) e a homogeneidade [46].

0 uso de baixas concentragdes de acido nitrico (HNO3) e peréxido de hidrogénio (H20>),
ou de outros reagentes que aumentem a decomposicido de residuos de carbono no interior do
atomizador, pode diminuir o poder de deteccdo. Em condi¢cdes dOptimas, os resultados sio
frequentemente comparados aos obtidos por digestdo acida e é realizada a recuperacao total do
analito. Apesar da optimizacdo, nem sempre é alcancada a libertacdo completa do analito da
matriz da amostra, o que pode conduzir a resultados insatisfatérios [46].

Lixiviacao

Quando o objectivo é determinar a parte da fraccdo dos elementos traco que esta
biodisponivel ou mdvel pela solubilizacdo da agua sdo usadas técnicas como a lixiviacdo de
sélidos ou liquidos. A extraccdo ultra-sénica seguida da lise (destruicdo das membranas, que
leva a libertacdo do seu conteddo) em meio acido pode ser um método util para evitar perdas
dos analitos. Normalmente, quando o objectivo é determinar a concentragao total do analito é
mais aconselhavel usar a digestdo acida ou a amostragem slurry. Quando o interesse for a
determinacao das diferentes espécies dos analitos é mais conveniente usar um método de
extraccdo selectiva como a extracgio liquido-liquido ou a técnica de cromatografia [46].

Incineracdo

Vérios estudos demonstraram que a técnica de calcinacdo da amostra a temperaturas
superiores a 400°C ndo é muito adequada, porque podem ocorrer perdas significativas dos
analitos. Normalmente, os métodos de incineracdo apresentam uma precisdo inferior e uma
menor recuperag¢do do analito, quando comparados com a digestdo acida [46].

Digestdo 4cida

A digestdo 4acida baseia-se na oxidacdo de acidos concentrados que provocam a
destruicdo da matriz. E dos métodos mais usados em amostras biolégicas devido a sua eficiéncia.
Pode ser feita em frasco aberto ou fechado, sendo que a digestdo em frasco fechado e em forno
de microondas é a mais usada recentemente. Quando se utiliza o forno de microondas, basta
adicionar HNO3; e H20; consoante a quantidade de matéria a digerir. Com este método de
digestdo, as quantidades de reagentes sdo inferiores, minimizando os riscos de contaminacao.
Também ndo sdo introduzidos ides CI™ e SO; que podem interferir na técnica ETAAS [78, 79].

A mistura de HNO3z com outros acidos também é favoravel. Por outro lado, uso de acido
cloridrico (HCI) ndo é geralmente recomendado porque pode haver interferéncias dos cloretos
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na determinacdo de Cd ou Pb, por ETAAS e o uso do acido fluoridrico (HF) também nao é
aconselhado porque ataca o vidro [48].

Deve-se ter em atencdo as fontes de contaminacdo devido ao uso de acidos concentrados,
devido aos recipientes usados no processo de digestao, e ao programa de microondas assistido
por temperatura e pressdo de modo a assegurar a mineralizacdo completa de todas as formas
organicas dos analitos [46].

Existem véarias vantagens ao digerir a amostra em ETAAS: facilidade em manipular as
concentracdes do analito de modo a ficar no intervalo 6ptimo de deteccdo, disponibilidade de
padrdes de calibracdo adequados e a possibilidade de uso de equipamento menos sofisticado. No
entanto, se for usado equipamento inadequado para realizar a digestdo acida, podem ocorrer
perdas inaceitaveis do analito. O uso de digestdo acida assistida por microondas com elevada
pressdo e controle de temperatura atenua estes problemas e torna possivel a utilizacdo de
grandes massas de amostras (1-2 g), sem o perigo de ruptura do vaso e minimizando a hipdtese
de contaminacdo [46].

Independentemente do uso ou ndo de microondas, a digestdo em frasco fechado diminui
o risco de contaminacio e a perda de elementos volateis.

Amostra Pré- Correccao Caracteristicas do
Analito . tratamento da | Modificadores b .
da matriz de fundo espectrometro
amostra
NH4H:2POs, Fopte em linha. )
Centrifugacio + Mg(NO3)2 Atomizagao a 1400°C
Cd, Co, Cr, Sangue : 2 ’ Cd, 1800°C Pb. THA
digestdo acida Pd(NOs)2 em Zeeman .
Pb humano . (atomizadores
com HNO3 diferentes !
o aquecidos
combinagdes
transversalmente).
Saneue e Fonte em linha.
Cd, Pb ur%na Slurry (NH4)2HPO4 Zeeman Atomizacdo a 1300°C
Cd, 1600°C Pb
Sangue Mg(NO3)z2, .
Cd, Pb humano Slurry (NH.)2HPOs Zeeman Fonte em linha. THA.
Fonte em linha.
Cd, Pb hsjrltlg;leo Slurry E\I/I\I%-IU\;O:I);OJr Zeeman Atomizagdo
e a1500°C.THA.
Arroz e Digestao acida
com HNO3 + .
Pb sangue o - - Fonte em linha
humano co-precipitagdo
FIA
W + Rh Fopte ?m linha.
Pb Sangue Slurry ) Zeeman Atomizagdo a 14000°C.
revestido THA

Tabela 3: Algumas caracteristicas da técnica ETAAS na determinacio de amostras biolégicas [46].

A Tabela 3 mostra um resumo de algumas caracteristicas como o pré-tratamento,
modificador, correccdo de fundo, etapas do forno de grafite, entre outras, usadas na
determinacio de elementos traco em amostras biolégicas por ETAAS.

Ultra-sons

Nos ultimos anos, tém sido feitos avancgos significativos na metodologia de preparacao de
amostras, com o fim de substituir os métodos que envolvem elevadas temperaturas e pressdes, e
acidos mineralizados concentrados por métodos de separacdo sem decomposicio da matriz,
como as extraccles ultra-sonicas em condi¢cdes brandas, nas quais se usam solventes menos
agressivos, e temperaturas e pressdes mais baixas [80].
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Em laboratério os equipamentos de ultra-sons podem ser usados na preparacdo da
amostra, na dilui¢do, mistura, emulsdo e ruptura ou lise de tecidos [81]. Os equipamentos de
ultra-sons mais usados em laboratério de quimica sdo o banho convencional de ultra-sons, o
sonoreactor e a sonda de ultra-sons [82].

> Banho convencional de ultra-sons

Os dispositivos do banho convencional de ultra-sons sio os mais comuns nos
laboratérios de quimica e bioquimica. Sio normalmente constituidos por um recipiente de aco
inoxidavel com um ou mais transdutores na parte inferior. Devido ao seu volume, a poténcia de
densidade fornecida por estes dispositivos varia entre 1 a 5 W/cm?, o que corresponde a uma
baixa intensidade [82, 83]. A temperatura no interior destes dispositivos é dificil de controlar e a
frequéncia aplicada varia significativamente com a marca do fornecedor, o que torna dificil
reproduzir as mesmas condi¢des de laboratdrio para laboratdrio [84]. Além disso, a posicdo e
forma do material (baldo, tubo, eppendorf) que se usa no interior do tanque, bem como a
quantidade de dgua com que se enche o tanque, tém influéncia sobre a quantidade de energia
ultra-sénica que atinge a amostra [84]. Por esta razdo, os banhos de ultra-sons sao
essencialmente aplicados para fins de limpeza e desgaseificacdo e ndo para promover as
reacgdes quimicas.

Recentemente tém sido desenvolvidos novos banhos de ultra-sons para superar algumas
das questdes mencionadas acima, incluindo um aquecedor, que permite controlar a
temperatura, um regulador da poténcia de ultra-sons e diferentes modos de operagio [82].

» Sonoreactor

O sonoreactor é um sistema indirecto de sonicacdo ultra-sénica de alta poténcia. Tém
como grande vantagem, para fins analiticos, os frascos de reacc¢do ser tratados de forma fechada,
evitando assim a contaminacoes das amostras [81, 85].

Devido as suas caracteristicas pode ser visto como um pequeno e poderoso banho de
ultra-sons. Este dispositivo funciona com uma frequéncia pré-determinada. A poténcia de
entrada pode ser controlada, bem como o ciclo de trabalho. Além disso este dispositivo pode
funcionar com mais de que uma amostra ao mesmo tempo, o que resulta numa maior
produtividade, quando comparada com a sonda de ultra-sons.

No entanto, uma vez que as ondas ultra-sonicas sdo transmitidas através da agua e é
necessario atravessar a parede do recipiente usado, o poder da densidade ultra-sénica fornecido
por estes dispositivos é inferior quando comparado com a sonda. Além disso, para se alcangar
um maior poder de ultra-sons, o volume do recipiente deve ser pequeno, o que impde uma
limitacdo no tamanho do recipiente que se vai usar.

A intensidade de sonicacdo pode chegar a ser 50 vezes superior a obtida com banho de
ultra-sons. No entanto, é aproximadamente 30 vezes menos intensa que a intensidade obtida
com a sonda [81, 85].

> Sonda de ultra-sons

A sonda de ultra-sons é um dos dispositivos mais populares entre os ultra-sons
utilizados em quimica. Ao contrario do banho de ultra-sons, e do sonoreactor, a sonda esta
imersa no meio liquido. E um dispositivo capaz de fornecer uma grande quantidade de energia
ultra-sdénica ao meio [84].
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A maioria destes sistemas funciona com uma frequéncia fixa, geralmente num intervalo
de 20 a 40 kHz, o que permite um controle da amplitude da vibracdo da ponta, ou seja, da
energia ultra-sonica.

Apesar do seu enorme potencial, uma vez que a sonda deve ser imersa no meio liquido,
tem uma possibilidade de contaminacdo maior, quer a partir de aplicagdes anteriores, quer a
partir do material metalico da ponta.

A extraccdo assistida por ultra-sons (UAE) alcancou uma grande popularidade como um
método de preparacdo de amostras simples, eficiente e rapido na determinagdo de elementos
trago. O uso de sondas ultra-sénicas permitiu focalizar a energia na amostra, proporcionando
uma alta eficiéncia [80].

» Comparacdo entre os varios dispositivos de ultra-sons

Na Figura 6 estdo apresentadas as intensidades de sonicacdo correspondentes aos trés
dispositivos anteriormente apresentados.
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Figura 6: Comparagdo entre os dispositivos de ultra-sons [86].

0 banho de ultra-sons, pelo facto de possuir um baixo poder de irradiacdo [85] aliado a
uma distribuicdo ndo homogénea da intensidade dos ultra-sons [82], ndo é uma ferramenta
poderosa pelo que nao foi utilizada neste trabalho.

3

O sonoreactor é uma boa alternativa para se evitar os problemas de contaminacao
associados a sonda. No entanto, como é uma sonicagio indirecta, a intensidade de sonica¢ido nio
é a desejada para este trabalho, pelo que das varias técnicas de ultra-sons disponiveis a
extracgdo assistida por ultra-sons com sonda, é a mais adequada para este trabalho. Para se
evitar as contaminacgdes, entre cada utilizacdo a ponta é descontaminada com uma soluc¢do de
20% de acido nitrico e depois passada por agua Milli-Q.

Em relacdo aos outros pré-tratamentos referidos, a técnica MAD reune as caracteristicas
necessarias a determina¢do da concentracdo de chumbo no sangue, o que aliado as suas
vantagens faz com que esta técnica seja adequada para este trabalho. Além disso os ultra-sons
em solu¢des acidas diluidas e a digestdo acida assistida por radia¢cdo de microondas ou por calor
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sdo as técnicas normalmente usadas para libertar os analitos da matriz biolégica. Logo além da
técnica UAE, foi também utilizada a técnica MAD em frasco fechado neste trabalho.
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4- Métodos Experimentais

Com o objectivo de estruturar o procedimento experimental a seguir na utilizacdo da
técnica ETAAS, foram estudados alguns procedimentos na literatura, de modo se conhecer os
pré-tratamentos, técnicas e procedimentos usados na determinacdo da concentragdo de
elementos tragco no sangue, nomeadamente do chumbo, usando a técnica ETAAS. Passamos a
descrever a aplicacdo de alguns destes procedimentos efectuados por diversos autores.

% Procedimento A
Este procedimento foi baseado num estudo desenvolvido por Viitak et al. [53].

= Reagentes: HNO366% pureza, HCl 36-38 % pureza (para andlise de vestigios de
metal), H,0,35% pureza e Milli-Q (4gua de elevada pureza desionizada obtida
por um sistema de purificacdo).

* Procedimento: mineralizacdo de 2 mL de sangue com 3 mL de HNO3 concentrado
e 1mL de H;0; concentrado, num forno de microondas, com bombas de Teflon,
com temperatura até 180°C durante 30min. Apo6s o arrefecimento das bombas,
transferir as solucdes para baldes volumétricos de 25 mL com agua.

A concentracdo da solucdo do modificador é de 1 mg/L. Os pardmetros
instrumentais e programas de temperatura para a medi¢do de absor¢do atémica estdo
indicados nas Tabelas 4 e 5, respectivamente.

Elemento Pb
Comprimento de onda [nm] | 283,3
Largura de Banda [nm] 0,5

Tabela 4: Parametros instrumentais para a determinacio de Pb por ETAAS [53].

Etapa Temperatura para o Pb Tempo Fluxo de ar
[°C] [s] [1/min]
Secagem 110 5.0 3.0
Secagem 110 20.0 3.0
Secagem 130 10.0 3.0
Pirdlise 700 10.0 3.0
Pirdlise 700 25.0 3.0
Pir¢lise 700 6.2 0
Atomizacao 2000 0.7 0
Atomizacao 2000 3.0 0
Limpeza 2300 2.0 3.0

Tabela 5: Programas de temperatura usados para a determinac¢io de chumbo por ETAAS [53].
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Procedimento B

Este procedimento foi baseado num estudo desenvolvido por Biasino et al. [87].

Reagentes: dissolucdo da amostra: hidréxido de s6dio (NaOH) (98% pureza) e
H,0, (30% V/V pureza); agente anti-espumante: Octanol (99% pureza);
amostras padrdo: 1000 mg/L de solu¢do de chumbo; solu¢do do modificador:
5000 mg/L de NH4H;PO4, 300mg/L de Mg(NO3)2.6H20 (99% pureza) e 0,2%
HNO3 (65%). Utiliza-se agua destilada e desionizada com resistividade 18m(l ao
longo de todo o procedimento.

Preparacdo das amostras padrdo e branco: medir aproximadamente 2g de
amostras de sangue total com exactidio num baldo volumétrico de 150 mlL;

adicionar 3 mL de solucdo NaOH 0,2mol/L e 2 gotas de octanol, seguidas da
adicao de 1 mL de H20,. Agitar manualmente o balao para promover a oxida¢do
da amostra e em seguida perfazer o volume com agua destilada e desionizada.
Para a calibragido padriao aquosa das solugdes padrao de Pb preparar diluicoes de
1000 mg/L de solugdo de chumbo Tritisol. Usando o método padrdo para a
calibracdo, misturar cuidadosamente 1300 uL de cada solucdo da amostra de
sangue, num amostrador automatico com frascos de 200 pL contendo 5, 20, 50 e
100 pg/L de Pb. Usar uma solucdo com H;0; 1-octanol e dgua destilada e
desionizada, nas mesmas proporc¢des que as amostras, como branco.

Procedimento Quantidade Reagentes | Instrumentac¢ao EStablhd%de Ten-lpo
de amostra da soluciao [min]
Instavel,
Complexacdo ?A};g)((:' deve ser
APDCe 5,0 Triton 3( Centrifugacdo usado dentro 20
extraccao MIBK 100 de 1h apés a
preparacao
HNOs, o . .
Diluicio 4cida 2,0 Triton X- Agitagdo Estavelaté |,
100 mecanica 24h
Digestao acida . .
assistida por 1,0 HNOs3 . Forno Estavel até 45
microondas microondas 24h
Digestao acida . .
. HNOs, Forno Estavel até
assistida por 1,0 . 45
microondas H,0, microondas 24h
Peréxido de
hidrogénio em 20 HN?)OI—I{_ Nada Estavel até 3
dissolucoes de ’ oztazr’lol 24h
meio basico

Tabela 6: Comparacao de alguns métodos usados em ETAAS [87].

Este procedimento de preparacdo de amostras produz solugdes limpidas, sem
particulas insoliveis ou camadas gordurosas, em cerca de 3 minutos, sem
necessidade de aquecimento. Este rapido processo de diluicdo é entdo adequado
para a preparacdo de amostras onde se analisem elementos volateis como o Pb e
Hg.
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= Condicoes de atomizacio: o Pb é estabilizado termicamente pela adi¢do de 10 pL
da solucdo do modificador. Nao foi feita nenhuma tentativa para optimizar o
programa padrdo de aquecimento proposto para o Pb, excepto a introdugio de
uma segunda etapa de secagem, necessdria para melhorar a precisdo dos
resultados, e a extensdo do tempo da etapa de limpeza nas primeiras medigoes,
de modo a eliminar residuos de carbono, observados na plataforma de grafite
ap6s poucos ciclos de atomizagdo. Nas medi¢cdes seguintes a formacdo de
residuos foi evitada pela adicdo de 10 pL de solugdo 1:1 agua-metanol. O
programa final de temperatura usado é mostrado na Tabela 7.

Etapa Temperatura | Tempo Rampa | Tempo Espera Fluxo de Ar
[°C] [s] [s] [mL/min]
Secagem 110 5 20 250
Secagem 130 5 30 250
Incineracdo 850 10 20 250
Atomizacdo 1500 0 5 0
Limpeza 2400 5 5 250

Tabela 7: Programa de temperatura para a determinacao de chumbo por ETAAS [87].

/7

% Procedimento C
Este procedimento foi baseado num estudo desenvolvido por Pineau et al. [88].

= Reagentes: solucdo de trabalho (100 mg/L) de padrao de chumbo: diluir 10mL de
1 mg/mL de padrdo de chumbo com 100 mL de dgua desionizada; padrdo aquoso
de chumbo de 0,4 pg/mL: diluir volumes de 100 mg/L de HNOsM padrao.
Armazenar os padrdes de chumbo em frascos de plastico de alta qualidade e
refrigerados quando ndo estdo a ser usados.

» Medicdo GFAAS: antes de se medir o sangue deve-se mistura-lo com um reagente
de tratamento com 250 plL. de HCl diluido em 4agua (0,1 mol/L), com o objectivo
de remover o chumbo dos eritrocitos. A concentracdo de Pb no sangue é
determinada pelo método de adic¢do calibrado, apds a deterioracdo quimica por
HNOsM, modificado e adaptado para estabilizar a temperatura da plataforma do
forno, ver na Tabela 8 as temperaturas usadas. Usar volumes de 20 pL como
branco, padrdo e amostras. Esta técnica foi validada pela participacdo num
controlo de qualidade externa, conduzido pelo centro de toxilogia Quebec, num
programa de comparacao interlaboratorial.

Temperatura Tempo de Tempo de Fluxo de Ar
Etapa [°C] Rampa espera [mL/min]
[s] [s]

Secagem 120 20 30 250
Incineracdo 450 10 20 250
Atomizacdo 1700 0 5 0

Limpeza 2400 1 2 250

Resfriamento 20 3 5 250

Tabela 8: Programa do forno para a determinagao do chumbo no sangue total por GFAAS [88].
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Recuperacdo do Pb adicionado: o sangue foi obtido através de dadores
voluntarios. Antes de qualquer tratamento, as amostras sdo rastreadas para o
antigeno Australia, anticorpos HTLV 11l e patogéneos. A concentragdo de chumbo
no sangue (3,68 +0,21ug/dL; n=10) foi determinada por GFAAS.

Procedimento D

Este procedimento foi baseado num estudo desenvolvido por Grinberg et al. [89].

Reagentes: solucdo de Pb (1000 mg/L), Tritisol, Triton X-100, HNO3 65% pureza,
10% (V/V) e Milli-Q.

Procedimento: usar Argon com 99,96% de pureza como gas de protec¢do. Ao
longo da experiéncia usa-se agua Milli-Q. O stock de solu¢ido de Pb (1000 mg/L) é
preparado por dilui¢cdes da concentragido de Tritisol. As solu¢des analiticas foram
preparadas por dilui¢des convenientemente de 1000 mg/L da solugdo stock. O
Triton X-100 e o acido nitrico sdo usados como diluente da amostra. Todos os
plasticos e vidros sdo limpos por imersio em 10% (V/V) HNOs, pelo menos
durante 24h e bem enxaguados com dgua Mill-Q antes de usa-los. As amostras de
sangue foram colectadas em tubos heparinizados e congeladas a -20°C. O
programa de temperatura usado segue na Tabela 9.

Etapa Temperatura Rampa Espera Taxa de Fluxo de Ar
[°C] [s] [s] [ml/min]

1 90 1 10 300
2 120 10 10 300
3 Pirélise 10 20 300
4 20 1 9 300
5 Atomizacdo 0 5 -

6 2500 1 5 300
7 20 1 5 300

Tabela 9: Programa de temperatura para o chumbo no sangue total e na urina [89].
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Resumo

0,5% (V/V)
Triton X-100, e
0,2% (V/V)
HNO3

24h e antes de
se usar
enxaguados
com agua

destilada

Procedimento Reagentes Solugdo padrdo Etapas Modificador Qutros Ref.
Acido nitrico 3 secagens
66% pureza, | 1000 mg/L de (110-130°C),
acido Pb 3 pirdlises Pd coloidal Uso de 4gua
A cloridrico gradualmente (7000C), 2 (1mg/mL) destilada de [53]
36-38%, diluido com atomizacgoes e 1 & elevada pureza
H202 35% HNO3 4% limpeza
pureza (2300°0)
Uso de 4gua
Dissolugao destilada e
da amostra: 2 secagens desionizada
NaOH 98% (110-130°C), 5000 mg/L com
. o NH4H2PO34, e
pureza, H202 1 incineragdo 300 mg/L resistividade
30% (V/V) 1000 mg/L de (850°C), & 18MQ; a
B e Mg(NOs)2 ~ [87]
pureza Pb 1 atomizacgdo formacao de
. 99%pureza, e . .
Agente anti- (1500°C) e 0,29 HNO residuos foi
espumante: 1 limpeza ’ 6050/ : evitada pela
Octanol 99% (2400°C) 0 adigdo de 10pL
pureza de solugido 1:1
4gua-metanol
Secagem (120°C), As amostras
Lo ~ foram
fncineragao armazenadas
(45000),
N em frascos de
Diluentes: atomizagao ~ plastico de alta
C HNOsM 100mg/L de Pb (1.700 Q), Nao refere qualidade e [88]
limpeza refrigerados
(2400°C) gerad
) quando nido
resfriamento esti0 2 ser
(20°C) usadas.
Uso de argon
Iridio como 99,96% pureza
modificador como gas de
permanente protecgao;
(para fins de todos os
Diluentesda | 1000 mg/L de 7 etapas : 90°C, comparagao plastlcos N
também se vidros foram
amostra: Pb, 1200C, USou o lavados por
D Triton X-100 | posteriormente pirdlise, 20 °C, o . oS P [89]
N modificador: imersao em
e HNO3 10% | preparado em atomizacao,
V/V) varias diluigdes | 25000°C e 20 oC 0,2% (m/V) HNO3, pelo
¢ NH4H2PO4, menos durante

Tabela 10: Resumo dos varios procedimentos para a determinacio de chumbo no sangue.
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5- Validacao e Controlo Analitico

A obtencao de resultados fidveis passa obrigatoriamente pela valida¢do e controlo da
qualidade do método analitico usado. No trabalho desenvolvido foi efectuado o controlo da
qualidade de modo a garantir a exactidao dos resultados (controlo de qualidade externo) e
garantir a precisdo dos mesmos (controlo de qualidade interno) [90, 91].

R/

« Limite de deteccao

O limite de detecgdo (LOD) é definido como a concentracdo minima de um elemento que
é possivel determinar numa amostra.

0 LOD pode ser determinado pela seguinte equagao:
LOD = xy +3 X 59,

onde x, representa o valor médio de 30 leituras de brancos e s, o respectivo desvio padrao [90].

+ Limite de quantificacao

O limite de quantificacdo (LOQ) é o menor valor de concentragio do analito que pode ser
determinada com um nivel aceitavel de exactidao e precisdo. Geralmente, o LOQ corresponde ao
padrao de calibragdo de menor concentracao (excluindo o branco).

0 LOQ pode ser determinado pela seguinte equacao:
LOQ=Xo+1OXSO,

onde x, representa o valor médio de 30 leituras de brancos e s, o respectivo desvio padrao [90].

+ Precisido

A precisido corresponde a concordancia entre os dados obtidos a partir de um método
numa série de medidas. Esta grandeza é verificada através da repeticio da medicdo de uma
mesma amostra e é por norma caracterizada em termos do desvio padrao [9].

A precisdo estd muitas vezes associada com os termos de repetibilidade e
reprodutividade. A repetibilidade relaciona-se com a repeticio de medi¢ées que tenham sido
obtidas do mesmo modo, ou seja, no mesmo laboratdrio, o mesmo operador e equipamento, num
intervalo curto de tempo [91, 92]. A reprodutibilidade relaciona-se com a variacdo dos valores
medidos na mesma amostra, com a mesma técnica, mas com diferentes operadores e
equipamentos, num intervalo de tempo maior, por exemplo em dias diferentes [9].

< Exactidio

A exactiddo relaciona-se com a concordancia entre o resultado experimental e o
verdadeiro valor da grandeza medida ou calculada [5]. Para se analisar a exactiddo de um
método analitico, recorre-se a medicdo de amostras padrio, que sdo amostras com elementos
conhecidos e concentragdes conhecidas [9].
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+ Ensaios em branco

A andlise de ensaios em branco tem como objectivo avaliar contaminagdes provenientes
do material, dos reagentes, do laboratério e de todo o processo de manipulacdo das amostras.
Por esta razdo, a analise de ensaios em branco é uma ferramenta importante de controlo de
qualidade do método [5]. Os ensaios em branco sdo também essenciais para o controlo do LOD

e/ou LOQ [5].

O ensaio em branco é feito exactamente os mesmos reagentes e nas mesma condi¢oes
que todo o processo analitico das amostras, mas sem se usar a amostra, que neste caso é o
sangue.

E muito importante haver rigor na etapa de limpeza e descontaminagio do material de
laboratoério usado nas andlises, caso contrario podem existir fontes de contaminagcdo que vao
alterar os resultados obtidos. Por isso, o material utilizado foi descontaminado com uma solugao
de acido nitrico diluido (20% HNO3) e posteriormente passado por agua Milli-Q com uma
resistividade de 18,30 m{. Sempre que possivel foi usado material descartavel de qualidade.

Tudo o que se adiciona a amostra é uma potencial fonte de contaminacao, e por essa
razdo a agua utilizada deve ser ultrapura e de qualidade superior e todos os reagentes usados
devem ser de qualidade Suprapur ou equivalente [5]. Neste estudo foram seguidos estes
critérios.

E importante que no laboratério o ar seja o mais limpo possivel, uma vez que o ar é
portador de vapores e poeiras que podem contribuir para a alteracido dos resultados analisados.

+ Ensaios em triplicado

Estes ensaios consistem na preparacdo de trés ensaios da mesma amostra e de forma
independente. Os ensaios em triplicado fornecem a informacdo sobre a homogeneidade das
amostras estudadas, o modo como decorreu a fase de preparacdo das amostras e o estado de
descontaminacao do material usado [5].

% Materiais de referéncia certificados

Os Materiais de referéncia certificados (MRC) sdo materiais de referéncia que possuem o
valor da concentragdo de um ou mais analitos e uma incerteza associada certificada [90]. O
material de referéncia deve ser semelhante a amostra que se vai analisar, deve ser usado de
forma idéntica as amostras e com o valor de certificacdo dentro da faixa de trabalho da analise

[5].

A andlise de MRC é uma ferramenta importante no processo de validacdo analitica, uma
vez que constitui uma forma de avaliar a exactidao do método.

O padrao de chumbo no sangue usado neste trabalho foi o BCR - 634 Human Blood
(sangue humano), adquirido ao Institute for Reference Materials and Measurements - IRMM
(Bélgica). As suas caracteristicas estdo apresentadas na Tabela 11.

Apds a analise do MRC, deve ser feita uma comparacio entre o valor obtido e o valor
certificado, e deve-se situar dentro do intervalo de incerteza do MRC. Se tal ndo se verificar,
deve-se analisar as possiveis causas e elimina-las.
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Elemento Valor certificado Incerteza
(ng/L) (ng/L)
Cd 1,4 0.4
Pb 46 5

Tabela 11: Caracteristicas do padrio de sangue com chumbo do IRMM usado neste trabalho.
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6- Materiais e Métodos

R/

+ Introducao

Neste trabalho foram estudados dois conjuntos de ratos da espécie Rattus norvegicus,
vulgo Wistar. Um conjunto alimentado com uma dieta rica em chumbo desde o periodo fetal,
através de dgua contaminada com acetato de chumbo a 0,2% (p/ V), e um outro conjunto, neste
caso de controlo, que foi alimentado com uma dieta normal. O regime de exposicdo ao chumbo
foi baseado num estudo anterior validado por Bielaczyk et al. [1].

Salienta-se que ndo existe um modelo animal absolutamente equivalente para os efeitos
do chumbo em sangue humano, sendo que os estudos animais sdo discutidos apenas na medida
em que apoiam resultados em humanos.

0,

+ Equipamento e acessorios

Neste estudo foi usado um espectrémetro de absor¢do atémica [93] AAS ZEEnit 650
(Analytik Jena AG) equipado com aquecimento transversal do forno de grafite, correc¢do de
fundo com Zeeman. O esquema do aparelho esta representado na Figura 7.

Fluxo externo de gds  Tubo de grafite

Forno de grafite

LI

U—d— Feixe de luz

r
Espectrofotometro -l—-:

s

Fluxo interno 3
de gas

Figura 7: Esquema do aparelho de ETAAS (adaptado da Referéncia [94]).

Os tubos de grafite usados foram adquiridos na Analytic Jena AG. Um tubo de grafite
permite, aproximadamente, 250 medi¢des. Uma forma de saber quando se deve mudar o tubo é
quando aparece uma variagao superior a 10% na recta de calibracdo. Para purgar o gés foi usado
Argon comprimido (200 Bar e em termos de especificacdes H,0 <3 ppm, 0; <2 ppm e C,Hp, <0,5
ppm) da AlphaGaz Ar, Soc. Portuguesa do AR liquido “Arliquido”.

Software WinAAS

Utilizou-se o software WinAAS para simplificar as operacdes do operador e optimizar a
rotina de trabalho. As etapas necessarias ao funcionamento deste software estdo descritas no
Apéndice 1. As leituras foram feitas em absorvancia integrada (area do pico). O volume injectado

pela pipeta automatica no tubo de grafite foi de 20pL para as amostras e para as solucdes de
calibracdo.
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Programa de temperatura do forno de grafite

As etapas do programa do forno de grafite usado neste trabalho foram obtidas a partir do
software WinAAS e estdo apresentadas na Tabela 12, onde FP (do inglés Full Power) significa
poder completo e corresponde ao maximo da rampa, e no esquema presente na Figura 8. As
temperaturas escolhidas dependem de factores como o estado da camara, a quantidade de
matéria organica na amostra e o chumbo presente na amostra.

Etapa Temp. (°C) Tempo (s) I;?g/ls; Fl(l::f /‘:::ig;is
1-Secagem 90 34,0 5 Max
2-Secagem 105 25,0 3 Max
3-Secagem 110 12,5 2 Max
4-Pirolise 900 13,2 250 Max

5-Auto-zero (AZRun) 900 4,0 0 -
6 - Atomizacgao 1800 4,0 FP -
7- Limpeza 2300 5,0 500 Max

Tabela 12: Programa do forno de grafite usado para determinar a PbS, por ETAAS.
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Figura 8: Programa do forno de grafite usado neste trabalho.

Lampada de catodo oco

Nas medicdes foi usada uma lampada de catodo oco para o elemento Pb. Na Tabela 13
estdo apresentados alguns parametros usados nas medi¢des com a técnica ETAAS.

Parametro Pb
Comprimento de onda (nm) da ldmpada 217,0
Fenda (nm) 0,5
Corrente (mA) da lampada 4
Tipo de lampada HCL

Tabela 13: Parametros instrumentais usados nas medi¢cdes com a técnica ETAAS.
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Amostrador automatico MPE 60

O espectréometro de absorgdo atéomica usado estd equipado com um amostrador
automatico MPE 60, tal como representado na Figura 9. Este sistema de amostragem automatico
permite um aumento na produtividade devido a automatizacdo das calibragdes, dilui¢cdes e
injeccOes sequenciais da amostra.

Figura 9: Amostrador automatico MPE 60 [95].

+» Reagentes

Os reagentes usados neste trabalho tinham elevado grau de pureza. Todas as solugdes
aquosas foram preparadas com agua Milli-Q (resistividade de 18,30 m{1), obtida através de um
sistema Water Max, da Diwer Technologies, presente no laboratério. Neste trabalho foram
também usados acido nitrico Suprapur (65%), da Merck KGaA (Alemanha); peréxido de
hidrogénio (30% p/V), da Panreac (Espanha), modificador de matriz Pd(NO3),da Analytikjena
(Alemanha) e Triton X-100, da Riedel-de Haén (Alemanha). O padrdao de chumbo usado
(1000mg/L + 4 mg/L) é da Fluka Analytical (Suica).

+ Solugdes de Calibracao
Na preparacdo das solugdes de calibragdo foram usadas micropipetas regulaveis de 10 a
100 pL e de 100 a 1000 pL. As solugdes de calibracao usadas foram as seguintes:

* Branco 5%: usou-se um baldo volumétrico de 10 mL com Milli-Q, 500 pL de HNO3
e perfez-se com Milli-Q;

» Modificador de matriz: usou-se um copo da camara de grafite (vial de 15 mL, da
Analytikjena, Alemanha) com 980 uL de Milli-Q, 10 pL. de HNO3 e 10 pL do
modificador de matriz Pd(NOs3)2;

= Solugdo padrao: usou-se um baldo volumétrico de 50 mL com Milli-Q, 600 pL de
solucdo mae (2,5 ppm Pb), 500 pL de HNOs3 e perfez-se com Milli-Q:

= Solugdo mae (2,5 ppm Pb): usou-se um baldo volumétrico de 100 mL com Milli-Q,
250 pL de padrao de chumbo, 1mL de HNO3 e perfez-se com Milli-Q.

0,

¢ Preparacao das amostras

Na preparacdo das amostras também foram usadas micropipetas regulaveis de 10 a 100
puL e de 100 a 1000 pL. A preparacdo das amostras divide-se em trés partes: recolha das
amostras, digestdo acida das amostras assistida por microondas e extrac¢do das amostras
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assistida por ultra-sons. No procedimento para se dissolver o sangue utilizou-se H,0, em meio
acido (HNO3).

Recolha das amostras

A recolha das amostras de sangue foi efectuada no Instituto de Medicina Molecular -
Instituto de Fisiologia (Faculdade de Medicina de Lisboa), onde os animais de ambos os grupos
foram eutanasiados com uma overdose de pentobarbital de sé6dio (100 mg/mL/Kg) e
submetidos a procedimentos cirurgicos em conformidade com a legislagdo em vigor da Unido
Europeia relativamente a experiéncias com animais.

Data de Idade .
Amostra/Rato Nascimento | (meses) Massa [g] Sexo Anticoagulante

E1Pb 3/04/07 1 96 Masculino | Li-Heparin LH/ 2,7 mL
E3 Pb 3/04/07 1 70 Masculino | Li-Heparin LH/ 2,7 mL
E5 Pb 3/04/07 1 81 Masculino | Li-Heparin LH/ 2,7 mL
E7 N 1/04/07 1 116 Masculino | Li-Heparin LH/ 2,7 mL

GIN 14/03/07 2 274 Masculino EDTAKE /4,9 mL

G2 N 14/03/07 2 260 Masculino EDTAKE /4,9 mL
G5 Pb 27/03/07 2 243 Feminino | Li-Heparin LH/ 2,7 mL

G7 +G8Pb 27/03/07 2 240 Feminino EDTAKE / 4,9 mL
J1Pb 3/04/07 3 280 Masculino | Li-Heparin LH/ 2,7 mL
J2 Pb 3/04/07 3 351 Masculino | Li-Heparin LH/ 2,7 mL
J5N 1/04/07 3 291 Masculino | Li-Heparin LH/ 2,7 mL
H1Pb 3/02/07 4 340 Feminino Li-Heparin LH/ 2,7 mL
H3 Pb 27/04/07 4 490 Masculino | Li-Heparin LH/ 2,7 mL
H4 N 7/02/07 4 358 Feminino Li-Heparin LH/ 2,7 mL
F1Pb 3/04/07 5 455 Masculino | Li-Heparin LH/ 2,7 mL

F4 N 6/12/06 5 225 Feminino EDTAKE /4,9 mL
11 Pb 18/12/06 6 460 Masculino | Li-Heparin LH/ 2,7 mL
12 Pb 18/12/06 6 383 Masculino | Li-Heparin LH/ 2,7 mL
14 N 6/12/06 6 275 Feminino Li-Heparin LH/ 2,7 mL
D1 Pb 8/04/06 11 444 Masculino | Li-Heparin LH/ 2,7 mL
D2 Pb 8/04/06 11 548 Masculino | Li-Heparin LH/ 2,7 mL
D4 N 10/04/06 11 552 Masculino | Li-Heparin LH/ 2,7 mL
D5N 10/04/06 11 578 Masculino | Li-Heparin LH/ 2,7 mL

Tabela 14: Caracterizacdo dos Ratos Wistar recolhidos.

Na Tabela 14 estdo listadas as caracteristicas dos ratos recolhidos como identificacdo do
rato, data de nascimento, idade, massa, sexo e o anticoagulante que foi adicionado ao sangue. As
amostras G7 Pb e G8 Pb (2 meses) foram recolhidas para o mesmo tubo devido a pequena
quantidade de amostra.

As amostras rotuladas com “N” correspondem aos ratos de controlo, isto é, aos ratos que
nao foram contaminados com chumbo, as amostras rotuladas com “Pb” correspondem os ratos
contaminados com acetato de chumbo na agua.

O sangue foi centrifugado e recolhido em tubos com uma dose sélida standard de
heparina sédica. A centrifugacdo foi feita com 1700 rpm durante 20 minutos. Na recolha de
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sangue foram utilizadas seringas 100 Sterican da Braun, com um didmetro de 0,45 mm e um
comprimento de 12 mm.

Posteriormente, as amostras foram transportadas para o laboratério de Fisica Atémica e
Molecular na Faculdade de Ciéncias e Tecnologia (Universidade Nova de Lisboa), onde foram
armazenadas num frigorifico a 2°C.

A razdo pela qual existem poucas amostras de sangue de ratos contaminados deve-se ao
facto de os animais terem que permanecer em gaiolas metabdlicas individualizadas para se
efectuar a recolha simultianea do sangue, da urina e das fezes.

Digestao Acida assistida por Microondas (MAD)

Foram seleccionadas trés amostras de sangue com base na maior quantidade de sangue
disponivel: G7+G8 Pb, J1 Pb e I1 Pb. Foi utilizado o equipamento de microondas MW314, da Even
Microwave Distribution (EMD). O procedimento efectuado foi o seguinte:

e Pipetou-se um volume de 100 pL de sangue de cada amostra para um vaso de
teflon, apos estas terem sido agitadas manualmente;

e Adicionou-se 50 pL de H»0; e aguardou-se 15 minutos;

e Adicionou-se 2 mL de HNO3 e aguardou-se mais 15 minutos;

e Introduziu-se o vaso de teflon num frasco de digestdo, o qual permaneceu no
microondas durante 3 minutos;

e Esperou-se mais de 2 horas para se abrir o vaso, de modo ao vaso de teflon
atingir a temperatura ambiente antes de se abrir;

e Removeu-se cuidadosamente a tampa do vaso de teflon;

e Pipetou-se a solugdo para um baldo de 5 mL e perfez-se com uma solu¢do de 5%
de HNO3;

e Repetiu-se este procedimento trés vezes para a mesma amostra;

e Guardaram-se as amostras num refrigerador a 4° C, durante 2 ou 3 dias;

e Para cada amostra foi feito um ensaio em branco.

Apds este procedimento seguiu-se a determinacdo da PbS, utilizando a técnica ETAAS. Um
pequeno volume (500uL) de cada amostra foi pipetado para os copos do mostrador automatico para
analise por absorcao atémica.

Extraccio assistida por ultra-sons (UAE)

Foram utilizadas as mesmas amostras de sangue que na MAD (G7+G8 Pb, J1 Pb e 11 Pb),
de modo a posteriormente se fazer uma comparacgao entre as técnicas MAD e UAE.

A sonda usada esta representada na Figura 10, e corresponde ao modelo UP 200S (200W,
24 kHz) da Hielscher.

Figura 10: Sonda UP 200S da Hielscher, usada neste estudo [96].
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O procedimento efectuado foi o seguinte:

e Pipetou-se um volume de 250 pL de sangue de cada amostra para um eppendorf,
apos as amostras terem sido agitadas manualmente;

e Adicionou-se 200 uL de HNO3 e sonicou-se durante 4 minutos e arrefeceu-se em
gelo;

e Adicionou-se 20 pL de H20,, sonicou-se durante 1 minuto e arrefeceu-se em gelo,

e Repetiu-se esta ultima parte do procedimento mais 4 vezes até completar um
total de 100 uL de H2O..

Nao foi possivel continuar a utilizar este método uma vez que as proteinas do sangue
desnaturavam e era impossivel continuar a trabalhar com o sangue com esta técnica. Em
primeiro lugar, experimentou-se substituir o acido nitrico por acido acético, pelo facto do acido
acético ser um acido mais fraco, e provocar uma alteracio do pH mais suave, impedindo as
proteinas de desnaturar. Como resultado a amostra deixou de desnaturar. No entanto, tal como
se pode observar na Tabela 15, quando se compara os resultados MAD, conclui-se que o acido
acético ndo é suficientemente forte para promover a libertacdo do chumbo, pelo que esta opgao
foi abandonada.

] . PbS Média da PbS Resultado MAD da
Amostra (n? da medigio) Acido
[bg/L] [bg/L] PbS [pg/L]
G7 + G8 Pb (1) Acético 11+3
G7 + G8 Pb (2) Acético 13 +2 12+2 (35 £ 2) x10
G7 + G8 Pb (3) Acético 13+4

Tabela 15: Resultados obtidos com UAE usando o acido acético.

Posteriormente, utilizou-se um detergente para provocar a lise mecanica e quimica da
amostra, sem alteracdo do pH, com o objectivo de ap6s o rebentamento das membranas das
células o chumbo se libertar do interior da célula.

Ap6s consultar alguns protocolos decidiu-se usar o detergente Triton X-100. Seguiu-se o
procedimento descrito a seguir:

e Preparou-se uma solucdo de Triton X-100 com 50 pL de HNO3, 50 mL de Milli-Q e
250 pL de Triton X-100;

e Pipetou-se um volume de 50 pL de sangue de cada amostra para um eppendorf,
ap0s as amostras terem sido agitadas manualmente;

e Adicionou-se 500 uL de solugao de Triton X-100 e sonicou-se durante 1 minuto;

e Centrifugou-se o contetido durante 30 minutos a 125000 rota¢des por minuto;

e Pipetou-se o sobrenadante para outro eppendorf e centrifugou-se durante 5
minutos;

e Adicionou-se 100 pL de HNOs3, sonicou-se durante 2 minutos e arrefeceu-se em
gelo;

e Adicionou-se 15 pL de H»0,, sonicou-se durante 40 segundos e arrefeceu-se em
gelo;

e Repetiu-se esta ultima parte do procedimento mais 3 vezes até completar um
total de 60 uL de H20y;

e Repetiu-se este procedimento trés vezes para a mesma amostra;

e Guardaram-se as amostras num refrigerador a 4° C, durante 2 ou 3 dias;

e Para cada amostra foi feito um ensaio em branco.

49



Apos este procedimento seguiu-se a determinacio da PbS, utilizando a técnica ETAAS. O
volume total de cada amostra foi pipetado para os copos do mostrador automatico para analise
por absor¢do atémica.
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7- Resultados e Discussao

As medi¢des no espectréometro, produzem um relatério com a informacao
correspondente as amostras. O modo como este relatério é obtido estd descrito no Anexo deste
documento. Para se determinar a concentragio final de chumbo no sangue é necessario realizar
um tratamento de resultados uma vez que os dados obtidos pelo espectrometro de absorgio
atémica sdo expressos em termos de absorvancia de chumbo no sangue. Cada amostra é medida
trés vezes no espectrometro, sendo feita posteriormente a média das trés medidas.

0,

< Estudos realizados

Foram medidos experimentalmente o limite minimo de detecgdo, a exactidao e a
repetibilidade, de modo a se saber as limitagdes do método escolhido.

Recta de Calibracao

Para se obter a recta de calibragdo mede-se o valor de absorvancia para cada uma das a
seis concentracdes pré-definidas ([0, 6, 12, 18, 24 e 30]ug/L). Na Tabela 16 estdo listadas, a
titulo de exemplo, os valores obtidos num dos dias. Posteriormente, calcula-se uma regressao
linear utilizando os pares de dados acima referidos.

i | Concentragio [ug/L] (x;) | Absorvancia(y;)
1 0 0,002885

2 6 0,03583

3 12 0,06647

4 18 0,09604

5 24 0,1236

6 30 0,1519

Tabela 16: Valores da concentragdo e absorvancia da recta de calibragdo n2 5.

Na Tabela 17 estdo listadas as rectas de calibragdo obtidas em cada dia de medigdes, a
média do declive (m), a média da ordenada na origem (b) e o coeficiente de correlacdo das
respectivas rectas.

N© da Recta Equagio da Recta m (x 103) | b(x 10-3) | Coeficiente de Correlacdo
1 y=(5083x+3207) x 103 | 4,949 6,140 0,9950
2 y=(4,687x+5534) x 103 | 4,687 5,534 0,9968
3 y=(5390x+6118) x 103 | 5390 6,118 0,9977
4 y=(5067x+7,574) x 103 | 5,067 7,574 0,9972
5 y=(4,943 x+5,315) X 103 4,943 5,315 0,9990
6 y=(4994x+7,894) x 103 4,994 7,894 0,9942
7 y=(4611x+8140) x 103 | 4,611 8,140 0,9978
8 y=(4784x+6274) x 103 | 4,784 6,274 0,9959
9 y=(4759x+6843) x 103 | 4,759 6,843 0,9948
10 y = (4,846 x + 4,444) x 103 4,846 4,444 0,9985

Média 4,903 6,428
Desvio Padrio 0,223 1,190

Tabela 17: Rectas de calibragdo usadas neste trabalho.
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Para se determinar a recta de calibracio caracteristica do método escolhe-se a recta com
um m e b mais proximo do m médio e b médio, respectivamente. No presente trabalho, foi
escolhida a recta de calibracdo n® 5, evidenciada a azul na Tabela 17.

Na Tabela 16 estdo listados os valores conduziram a recta de calibracdo caracteristica.
Para estes valores temos que o nimero de medicdes é n=6, a média da concentragdo é
X = 15 pg/L e a média da absorvancia é y = 0,007945. A incerteza associada aos coeficientes da
referida recta foi calculada utilizando as seguintes expressdes [97]:

DP (m) = \/(Z LoyE-ny?)— m)2(Xf, %7 - e DP (b) = \/(Z L yE-ny?)— (b)2(T oxl—nxz)

(n-2) 3, x%-nx2 (n-2) 3, x?-nx?

onde DP é o desvio padrao.
A recta de calibracdo caracteristica do método e a respectiva incerteza é:

y = (4,94 + 0,08) x 1073 x + (5,31 + 1,45) x 1073,

Limite de Deteccdo e de Quantificacdo

Para se calcular o LOD e o LOQ é necessario usar a recta de calibragdo caracteristica do
método. Os resultados obtidos para o LOD e LOQ estio listados na Tabela 18, respectivamente.

LOD 0,67 + 0,06 [ug/L]
LOQ 3,83 £ 0,05 [pg/L]

Tabela 18: Limites de Deteccdo e Quantificagdo obtidos neste estudo.
Exactidao

Para se verificar a exactiddao do método experimental efectuou-se um estudo quantitativo
da amostra - padrao, cujas especificacdes estio listadas no Anexo. Na Tabela 19 estdo listados,
respectivamente, os valores medidos e certificados da concentracao de chumbo no sangue. Como
se pode verificar o método é bastante exacto para as amostras biolégicas em questdo, visto
existir sobreposicdo das barras de erro dos dois resultados.

Amostra - Padrao | Elemento | Concentracio Medida [ug/L] | Concentracio Certificado [pg/L]

BCR-634 Human Blood Pb 47 + 3 46 £5

Tabela 19: Estudo da Exactidao.

Repetibilidade

Para se estudar a repetibilidade do método experimental efectuaram-se 4 medi¢des da
mesma amostra, neste caso do rato correspondente a amostra H3 Pb. Os resultados obtidos
estdo apresentados na Tabela 20. A incerteza associada as 4 medi¢cdes da amostra H3 Pb é
inferior a 3%, um valor considerado baixo, pelo que se pode verificar a repetibilidade do
método.

N2 damedicdo | Amostra | Elemento | Concentracdo Medida [ug/L]
1 H3 Pb Pb 258 + 25
2 H3 Pb Pb 265+ 21
3 H3 Pb Pb 257 +10
4 H3 Pb Pb 266+ 10

Tabela 20: Estudo da Repetibilidade.
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¢ Tratamento de Resultados

O primeiro passo no tratamento de dados consiste em subtrair a absorvancia do
respectivo branco (4 granco) @ absorvancia do chumbo no sangue medida (A4 sapgue). Obtendo-se

assim o valor A De seguida, calcula-se a concentracdo de chumbo no sangue

Sangue-Branco *
(C sangue), através da equagdo da recta de calibragao:

A Sangue-Branco b

=mC( Sangue T b= C Sangue — m

Sangue-Branco

A concentracdo de chumbo obtida ainda ndo é a concentracgao final visto que as amostras
durante o procedimento experimental foram diluidas. Para obter as concentracdes pretendidas
recorrer-se a expressao:

GV = GV,

onde C; ¢ a concentragdo inicial que vai corresponder a Csyng.e, Vi€ o volume inicial que
corresponde ao volume de sangue pipetados inicialmente, s é a concentracio final que neste
caso é o que se pretende calcular, e corresponde a concentracdo final de chumbo no sangue
Csangue Final € VF € 0 volume final e corresponde ao volume final da solugdo. Apos se obter

Csangue Final € UMa vez que temos varias medigdes para a mesma amostra temos que calcular o

correspondente valor médio, obtendo-se a concentra¢do de chumbo na amostra Cs,ngue Final Média-

Digestao Acida assistida por Microondas (MAD)

Seguindo todos os passos descritos no inicio da sec¢ao do tratamento de resultados, para
o calculo da concentragio final de chumbo no sangue, obteve-se a expressao:

CSangue
CSangue X 1OOP'L = CSangue Final X 5000HL And CSangue Final = 50uL

onde os 100 pL e os 5000 pL correspondem ao volume de sangue pipetado e volume do baldo
volumétrico usado, respectivamente.

Extraccio assistida por ultra-sons (UAE)

Seguindo todos os passos descritos no inicio da sec¢do do tratamento de resultados, para
o calculo da concentragio final de chumbo no sangue, obteve-se a expressio:

Csangue X50pL

CSangue X SOP-L = CSangue Final X 710|J-L < CSangue Final = 710uL

onde os 50 pL correspondem ao volume de sangue pipetado e os 710 pL a soma do volume de
solucdo de Triton X-100, de HNO3 e de H20, (500+100+60=710 pL).

53



Calculo da média e respectiva incerteza da PbS

O célculo da média das medi¢des da concentragcdo de chumbo no sangue foi baseado na
teoria de combinagdo de erros de multiplas medidas [98], segundo a qual, considerando medidas
multiplas xj, x, ..., x; de uma quantidade x, com incertezas o;, 02, ..., 0;, a melhor estimativa para o
valor da quantidade x é a média ponderada dada pela seguinte expressao:

— _ Zwixi .
Xpona = S (i=12..,n),

onde

A incerteza da média ponderada o,,,,4 € dada por:

1

Opond = w;

R/

< Resultados Finais

Os resultados obtidos para a Csangue Final Média €Sta0 listados nas Tabelas 21 e 22 e

representados nas Figuras 11-13.

G7+G8 Pb MAD G7+G8 Pb UAE
500 500
400 T 400
-
: I L _ I : |
=300 —f g, [ 351 | 374 |— g 300 — ] T
Ey 2 330 318 302
2200 — - - 3 200 — = - —
= -9
100 — - . - 100 — = = -
0 0
(1) (2) 3) (1) (2) (3)
n 2 da medigio n 2 da medicio

Figura 11: Resultados das trés medi¢oes obtidas MAD (esquerda) e UAE (direita) da PbS da amostra G7+G8 Pb (2 meses).

J1 Pb MAD J1 Pb UAE
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n 2 da medigio n 2 da medigiao

Figura 12: Resultados das trés medi¢coes obtidas MAD (esquerda) e UAE (direita) da PbS da amostra J1 Pb (3 meses).
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Figura 13: Resultados das trés medi¢oes obtidas MAD (direita) e UAE (esquerda) da PbS da amostra I1 Pb (6 meses).
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Cada medicdo da concentracdo de chumbo no sangue é obtida utilizando a recta de
calibracdo desse dia. Verificou-se que a incerteza sistematica associada aos ensaios de cada

medicdo é inferior a 5%.

Na Tabela 21 estdo listados os resultados obtidos pelos dois métodos de preparagdo de

amostras, MAD e UAE.
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(1)

(2)

n 2 da medicio

(3)

Amostra | N da medi¢do | Elemento | MAD PbS [ug/L] | UAE PbS [ug/L]
1 Pb (35+2) x10 (33+3)x 10
G7 +G8 Pb 2 Pb (35+x3)x10 (32+x1)x10
3 Pb (37+x4)x 10 (30+3)x10
1 Pb (15+2) x 10 (5+1)x10
J1Pb 2 Pb (16+2)x10 (6+x1)x10
3 Pb (19+3)x 10 (6+x1)x10
1 Pb (31+5)x10 (6+x1)x10
I1Pb 2 Pb (27+2)x 10 (5x1)x10
3 Pb (29+2)x10 (6x1)x10

Tabela 21: Comparagdo entre preparac¢do das amostras por MAD e por UAE.

Comparando os dois métodos, é possivel observar que para a mesma amostra, com a
técnica MAD os valores da PbS sdo mais elevados do que com a técnica UAE. Isto significa que
com a técnica MAD se consegue extrair mais chumbo do sangue. Por esta razao, foi escolhida a

técnica MAD para analisar a concentracdo de chumbo nas restantes amostras de sangue.

Os resultados das medicdes da concentracdo de chumbo no sangue estdo listados na
Tabela 22, onde BDL (do inglés Bellow Detection Limit) significa que a concentragdo € inferior ao
limite de deteccdo. Os resultados da PbS das amostras de controlo (G2 N, J5 N, H4 N e D5 N) nao
estdo representados na Tabela 22 porque os valores obtidos sdo inferiores ao limite de detecgdo.
Num dos ensaios houve desnaturacido das proteinas do sangue da amostra H1 Pb, indicada na
Tabela 22 com o simbolo *, pelo que esta amostra ficou inutilizada e nao foi possivel determinar

a sua concentracdo de chumbo.
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Médias PbS [pg/L] Média das médias PbS
Idade Amostra PbS [ppb] (ratos [ug/L] (ratos
contaminados) contaminados)
(35 +2) x10
G7+G8 Pb (35+3)x 10 (35+x2)x 10
(37+4)x10 (35+2)x 10
2 meses (3523) x 10
G5 Pb (33+3)x 10 (34+2)x 10
(34+2)x 10
(15+2)x 10
J1 Pb (16 £2) x 10 (16 £2) x 10
3 meses 83 . 3 > 18 (28+1)x 10
J2 Pb (30£1) x 10 (30 £1) x 10
(32+1) x 10
%
H1Pb * *
%
4 meses (26 1) x 10 (25£1) x 10
H3 Pb (25+3)x 10 (25£1) x 10
(25+1)x 10
(31+5)x 10
11 Pb (27 £2) x 10 (28+2) x 10
6 meses ggig 2 18 (26 +1) x 10
12 Pb (22 £3) x 10 (24+1) x 10
(25+1) x 10
BDL
D1 Pb BDL BDL
11 meses (1,0 tB(‘)],)lli <10 (1,1+£0,1) x 10
D2 Pb (1,1+0,1) x 10 (1,1+0,1) x 10
(1,2+0,1) x 10

Tabela 22: Valores da PbS nas varias amostras de sangue analisado.

«» Analise de Resultados

Na realizacao deste estudo foi feito um ensaio em branco para cada conjunto de amostras
analisadas no mesmo dia. Nao foram aceites ensaios em branco com uma absorvancia superior a
0,008 [33]; nesses casos repetiu-se a analise. Foram também realizados ensaios em triplicado de
todas as amostras analisadas. Sempre que se verificasse um desvio superior a 15% repetia-se a
andlise. Isto permitiu eliminar possiveis contaminacdes e garantir o controlo de qualidade do
método.

0 estudo do LOD permitiu determinar o menor valor de concentracdo do analito que
pode ser detectado pelo método [51], enquanto que o estudo do LOQ permitiu quantificar esse
valor.

No estudo da exactidao realizado o método mostrou-se exacto uma vez que existe
concordancia entre os valores medidos e certificados.

Através do estudo da repetibilidade, foi possivel verificar a precisio do método, uma vez
que a repeticdo da mesma amostra produziu os mesmos resultados, pois estes intersectam-se
todos em termos de desvio padrao.
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Em relagdo aos resultados obtidos pela técnica MAD e UAE, como se pode observar nas
Figuras 11-13, para cada amostra as barras de erro intersectam-se, o que indica que a técnica
ETAAS é um método vidvel para determinar a concentracdo de chumbo no sangue. As barras de
erro das amostras apresentadas na Tabela 22, apesar de ndo estarem representadas
graficamente, também se intersectam.

No que diz respeito a concentracdo de chumbo nos animais de controlo, os resultados
das medic¢des foram abaixo do limite de deteccdo, o que indica que estes ratos ndo estavam
contaminados com chumbo.

Ao longo dos varios meses esperava-se uma diminui¢do da concentragdao de chumbo no
sangue dos ratos, uma vez que o chumbo ao longo do tempo deixa de estar disponivel no sangue
e é absorvido pelo organismo, onde é distribuido pelos drgaos e pelos ossos. O chumbo que nido
se armazena deixa o corpo pela urina ou fezes. Um estudo feito por Livesey et. al. [99] sobre a
retencdo de chumbo no sangue, apds uma baixa exposi¢do, em que a técnica usada também foi a
espectrometria de absorgdao atdmica, mostrou que entre 12 a 100 dias, verifica-se um aumento
significativo dos niveis de chumbo no sangue seguido de um decréscimo exponencial.

Na Figura 14 estio apresentadas as PbS obtidas ao longo dos varios meses. Como se pode
observar, a PbS nos ratos com 2 meses é muito superior a PbS nos ratos de 11 meses de idade, o
que reflecte uma tendéncia de a concentracio de chumbo no sangue diminuir ao longo dos
varios meses. Em relagdo as PbS nos ratos com 3, 4 e 6 meses ndo se verificam grandes
alteracdes, e as barras de erros intersectam-se todas. O facto de ndo se poder observar um
decréscimo regular neste trés meses pode ser devido a variabilidade biolégica dos ratos e ao
facto de o sangue dos ratos ter sido recolhido em 2006, razdo pela qual as amostras ja se
encontravam coaguladas. A coagulacdo das amostras pode ser responsavel por uma distribuicao
heterogenia do chumbo no sangue. Uma vez que este método s6 permite analisar a parte liquida
do sangue, o facto de o sangue estar coagulado pode ter influéncia na analise das amostras e,
consequente, na determinagdo da concentracdo de chumbo nestas. O facto de ndo se ter outra
amostra de 4 meses disponivel também trouxe algumas limitacdes no estudo da evolucdo
temporal, pois s6 uma amostra de sangue é insuficiente para se tirar conclusdes fundamentais.

Este trabalho foi apresentado na forma de poster na conferéncia Fisica 2010 -
172 Conferéncia Nacional de Fisica. O resumo encontra-se no Apéndice 2 deste trabalho.
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Figura 14: Evolugdo da concentracao de chumbo no sangue ao longo do tempo.
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8- Conclusoes e Perspectivas Futuras

Neste trabalho foi efectuado um estudo sobre a concentragdo de chumbo presente no
sangue de ratos Wistar. Para isso foram desenvolvidas duas metodologias de preparacdo das
amostras sendo as analises posteriormente analisadas por espectrometria de absorg¢io atémica
em forno de grafite. As duas metodologias de preparacdo das amostras usadas foram a digestao
4cida assistida por microondas em vaso fechado e a extracgio assistida por ultra-sons. O método
da digestdo acida assistida por microondas mostrou-se mais eficiente na determinacdo da
concentracdo de chumbo no sangue pelo que foi o método seleccionado na analise das amostras
de sangue disponiveis.

0 método com que se trabalhou, tinha as seguintes caracteristicas: limite de detec¢ao de
0,67 ppb, limite de quantificacdo de 3,83 ppb, exactiddo de 98,5% em relagdo ao valor certificado
e precisdo de 98,2% em relagdo a mesma amostra medida 4 vezes. Estas caracteristicas
permitem afirmar que este método é eficaz e viavel na analise da concentracdo de chumbo no
sangue.

As amostras de sangue dos ratos de controlo, alimentados com uma dieta sem chumbo,
ndo apresentaram quantidades significativas de chumbo, resultados que estdo de acordo com o
esperado. Em relacdo 4s amostras de sangue de ratos contaminados com chumbo, os valores
obtidos da PbS neste estudo preliminar permitiram verificar uma tendéncia na concentragio de
chumbo diminuir ao longo dos meses.

Apesar de ser um estudo preliminar, este estudo é inovador, uma vez que é determinada
a concentracdo de chumbo no sangue de ratos Wistar ao longo de varios meses, sujeitos a uma
exposicdo continuada. Nos estudos ja efectuados sobre a exposicdo ao chumbo, esta é estudada
ao longo de apenas varios dias, e a exposicdo é interrompida antes do fim do estudo em questio.

No entanto, para se continuar a estudar a concentracao de chumbo, como trabalho futuro
é necessdrio efectuar-se mais testes para garantir a validade das conclusdes, nomeadamente
analisar a parte sélida do sangue, por exemplo, através da liofilizacio deste. E também
importante aumentar o nimero de amostras de ratos Wistar, de modo a se analisarem mais
ratos por més e de diferentes meses, com o objectivo de diminuir erros associados a
variabilidade bioldgica dos ratos, e se poder confirmar, ou ndo, a tendéncia detectada neste
trabalho.

Além do sangue, futuramente, também se pretende analisar outros tecidos, como o pélo
dos ratos, uma vez que é um método ndo invasivo de deteccdo da concentracdo de chumbo no
organismo. Apoés se efectuarem os estudos com o pélo dos ratos, o objectivo é analisar amostras
de cabelo humano, de pessoas residentes em zonas propicias a existéncias de chumbo, como por
exemplo, perto de regides mineiras. Neste caso o0 método usado no cabelo seria 0 mesmo que o
estudado no pélo dos ratos.
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10 - Apéndices

% Apéndice 1: Software WinAAS

Para se utilizar o software WinAAS deve-se seguir o seguinte procedimento: ligar o gas
Argon, o equipamento e o computador, por esta ordem, e correr o programa de analise WinAAS.
De seguida aparece uma janela como a apresentada na Figura abaixo (Figura 15), onde fazemos
Graphite tube OK.

Start menu - ar——
WinAAS Technique: Graphite tube  Version: 3.17.0 ‘analytikjena
Technique selection: Task 5
 {Graphite tube; € Sequ. mult. routine Date  |17-10-2010
C Flame Applications}cookbook Time 13:29
 Hydride & Methods
rSample form:
£ HydrEA ¢ Development @ Liguid
 Solid
Operator: |
|  Tube type:
| Lab.: I o Wall
| Code: | & Platform
Notes: ’
™ Simulation
HOL turrat Delete Reset Exit application | ok |

Figura 15: Selecg¢do do tubo de grafite no software WinAAS.
De seguida, selecciona-se a lampada de chumbo, que estda designada por Pb-
2Dezembro2008 com modificador de matriz, e seleccionamos OK, como se pode observar na

Figura 16.

L Wi‘nMS Ver: 3.17.0 - Methods AAS ZEEnit 650 Tech: Graphite tube

Method

Method |F'mgrz|m files |

Lamps: [as, €, P, v, ca
Element Date Comment - |
As L |P-A2-08-2008 arsenio_claudia_020908
As L |P-AB-08-2008 arsenio_claudia_030903
As L |P-A#A-09-2008 arsenio_claudia_040903
Cr L |P-A8-11-2006 Crtraining
Cr L |P-AE-03-2007 Cr_Sveta_BMar2007
Er L |P-AB-04-2007 26Abril2007Cr
=r L |P-A[7-05-2007 CrPgiacteL7llais
Pb L |P-A[-11-2006 [Bieki Method file load
L |P-AB-11-2006 Pb
L |[P-A501-2007 Phbi
L |P-A2-02-2007 Fb-1 | Element |Pb Date: [n:'H'z—zuuB‘ Time: | 12:30
L |P-A7-11-2008 Ph-
L [P-AG-1 Comment:
L P-A 3

|Pb-2Dezembro2008 com Modificador de Matriz Pb-2Dezembro2008 com Modificador de Matriz.

[ Save windows layout

Load | Change | Dely

¥ Create QC charts

Figura 16: Selec¢do da lampada de chumbo no software WinAAS.
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Posto isto, ficamos com a area de trabalho ilustrada na Figura 17, onde no canto superior
direito, ja se pode verificar que a lampada escolhida corresponde mesmo ao chumbo.

fer: 3.171.0

Methods  AAS ZEEnit 650 Tech: Graphile Ly

Figura 17: Area de trabalho do software usado.

Como se mostra na Figura 18, na janela Spectrometer (espectrémetro) seleccionamos a
energia/ganho para se verificar os parametros EHT e HCL. O parametro EHT corresponde a
tensdo aplicada no detector, que neste caso é um fotomultiplicador e ndo pode ser superior a
500 V. O parametro HCL corresponde a percentagem de energia usada pela lampada que ndo

pode ser inferior a 60. Quando sdo feitas as medi¢cdes este parametro é sempre ajustado
automaticamente para 70%.

Spectrometer,

Optical parameters Energy / Gain |Integraliun parameters | Scan parameters I Scan |

~Energy levels: ~Gain:

pzher: [T EHT: 497 vy

HCL:

x| Peak pick | AGC |
=l ~Double beam: Lamp alig —
— 0 & Sample 12 5 F adj

¢ Reference

Stop | Save
Automatic

Reset | Scan |

0K

Figura 18: Representagdo dos parametros HCL e EHT.

Antes de se comecar a efectuar as medicGes é necessario confirmar que esta tudo bem
com o equipamento, mediante a seguinte revisdo: error checks, no programa do forno e no
amostrador automatico, se ndo houver nenhum problema aparece tudo a verde, como mostram
as Figuras 19 e 20.
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Furnace program

Furnace program | Graph | Optimization Control |

Format Graphite tube: Error checks:
. Inert gas
B 50 % Tube type: Platform o
O Add. gas
Heatin cles: 5679
Start 9 O Water flow
Lifetime: 191 403 O Transformer temp.
O Water cooler
Cleanout: Water cooler Furn.door:
+  Auto " open
Temp= 2300 °C " Permanenton|| * close Legend:
[REImp= 500 "Cis [~ Stop if transf. overheated O OK

Hold= 5 s v Blower Water temp.: @ Error
v Beep [end) 23 'C
Start

Check

Figura 19: Revisao dos erros do software na sec¢ao do furnance program.

Antes de se comegarem as medi¢des é também necessario fazer um Format no Furnance
Program para saber se o tubo de grafite estd em condi¢des de ser utilizado. Tal condicdo verifica-
se se a percentagem do Factor for inferior a 10%.

Autosampler

Autosample mode | Positions |Techn. parameters | Dilution ‘ Specials | Function tests Error check |
Sampler Information: Sampler errors:
Type: MPEED @ wash bottle level
Vet 13.37 Yaste bottle level
(_/ Rotator
Tray: 89 Positions Tracker
Pipetter: 500 ul Dlpping arim
@ Pipetter volume
Pipetter state: Ready RAM check
) ROM check
Pipetter error: Sample tray mark
Initializing
. L d:
Volume limit Aulal
{3 OK
Pipetter valve
Communication . Error
Initialize |
Wash mix cup | 0K

Figura 20: Revisdo dos erros do software na sec¢do do autosampler.

Depois, na janela Samples (amostras) seleccionamos Working area (area de trabalho),
que corresponde ao nimero de amostras com que vamos trabalhar (ver Figura 21). No entanto,
a posicdo 1 a 6, esta destinada as solugdes de calibracao. Por exemplo, se quisermos obter uma
recta de calibracio devemos seleccionar uma area de trabalho 1-6. Mas se o objectivo for
determinar a concentracdo de 5 amostras devemos seleccionar, uma area de trabalho 7-11.
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Cal-Std1
88 |Cal-Std2
88|Cal-Std3
88|Cal-Std4
88|Cal-Std5

ok ok o ox ok o x ok ok % ok x x ¥

Working area

Table rows to be analyzed:

[1-25]

{f.e. 1-10,18,20-25)

Init. Table | Change | Load | Save | Cancel | OK |
Delete results | Delete | Working area |
Print table | Insert | Hun sample | Show sequv;ncel Recalculate |
Export: SV file | Clipboard |

Figura 21: Selecgao das amostras que se pretende determinar a PbS.

Posto isto, j4 estdo reunidas todas as condi¢gdes para se comegarem a efectuar a
medicdes. Para se comegar as medicdes é s6 seleccionar o botdo Start/Conc que se encontra no

canto inferior direito na area de trabalho, representada na Figura 17.

Para se guardar a informacdo das medidas feitas temos que seleccionar na area de
trabalho todas as amostras que fizemos, incluindo a recta de calibragao. Isto é, se analisamos 5
amostras, temos que escolher 1-11, depois carregamos no botdo CVS file na area das amostras e
guardamos o documento numa pasta. Para se obter o relatério completo, carrega-se no botao
print (ver Figura 17) e guardamos o documento numa pasta, caso necessario, é possivel

imprimir o relatorio.
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% Apéndice 2: Resumo do poster Fisica 2010

ANALISE DA CONCENTRACAO DE CHUMBO EM
SANGUE DE RATOS WISTAR SUJEITOS A UMA
EXPOSICAO CONTINUADA

A. Paninho®, D. Guimaraes', V. Geraldes?, I. Rocha?, J. L. Capelo®, J. P. Santos’,

! Centro de Fisica Atémica, Departamento de Fisica, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia, FCT, Universidade
Nova de Lishoa, 2829-516 Caparica, PORTUGAL
2|nstituto de Fisiologia, Faculdade de Medicina de Lisboa and Instituto de Medicina Molecular, Lisboa, Av. Prof.
Egas Moniz, 1649-028 Lisboa, PORTUGAL
% Analytical & Food Chemistry Department, Nutrition & Bromatology Group, University of Vigo, Science Faculty,
E-32004 Ourense, SPAIN

anapaninho@gmail.com

As propriedades bioacumulativas do chumbo, assim como a sua capacidade de substituir o
calcio, podem ter efeitos toxicos em varios sistemas organicos tais como o sistema
hematopoiético, o sistema nervoso central, o tracto gastrointestinal, o sistema
cardiovascular, sistema reprodutivo e o sistema esquelético, suscitando assim preocupagdes
a nivel da salde publica [1-4]. Consequentemente, é necessario ter um conhecimento
profundo da forma como o Pb interage e se acumula em todos os tecidos, de forma a
estabelecer directivas.

Neste dmbito, tem sido desenvolvido um estudo sobre a toxicocinética do Pb no organismo
e da relacdo entre as concentracdes deste elemento em diferentes tecidos por (exemplo,
figado, rins, pélo, 0sso, cérebro, coragdo), no sangue, urina e fezes de ratos Wistar. Foram
analisados dois grupos de ratos Wistar; um alimentado com uma dieta rica em Pb (0,2%

acetato de Pb na agua potavel, ad libitum) e outro, de controlo, alimentado com uma dieta
normal.

As recolhas foram efectuadas no Instituto de Medicina Molecular — Instituto de Fisiologia
(Faculdade de Medicina de Lisboa). As varias amostras estdo a ser analisadas recorrendo as
técnicas de espectroscopia de absor¢do atomica electrotérmica (ETAAS) e fluorescéncia de
raios X dispersivo em energia (EDXRF).
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R EUROPEAN COMMISSION _,irm
m

Fp K Institute for Reference Materials and Measurements

Institute for Reference
Materials and Measurements

CERTIFIED REFERENCE MATERIAL
BCR®-634 - .

CERTIFICATE OF ANALYSIS

HUMAN BLOOD

Mass concentration in the reconstituted material” Number of
Certified value ? Uncertainty ® accepted sets
[ngiL] [ug/L] of data p
Cd 1.4 0.4 10
EY 46 5 12

1) When the material is reconstituted according to the procedure specified in the instructions for use.

2) The value is the unweighted mean of p values, each value being the mean of a set of results obtained by a
different method and/or laboratory. The certified values are traceable to the SI.

3) Expanded uncertainty with a coverage factor k = 2 according to the Guide to the Expression of Uncertainty in
Measurement (GUM), corresponding to a level of confidence of about 95 %.

This certificate is valid for one year after purchase.

Salesdate: {1 JUN 2010

The entire contents of the vial must be reconstituted. The recommended minimum amount of the
reconstituted material is 10 pL.

DESCRIPTION OF THE SAMPLE

The material consists of lyophilised human whole blood in brown glass vials each containing
approximately 0.6 g dry matter with a residual moisture content of less than 2 % and equivalent to
3.0 mL of fresh whole blood. Sodium-EDTA was used as anticoagulant. No other preservatives were
added.

NOTE

This material has been certified by BCR (Community Bureau of Reference, the former reference
materials programme of the European Commission). The certificate has been revised under the
responsibility of IRMM.

Geel, December 2002
Latest revision: March 2009

Signed:

Prof. Dr. Hendrik Emons
European Commission

Joint Research Centre
n J R c Institute for Reference Materials and Measurements

Retieseweg 111
EUROPEAN COMMISSION B-2440 Geel, Belgium
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ANALYTICAL METHOD USED FOR CERTIFICATION

Electrothermal Atomic Absorption Spectrometry
Flame Atomic Absorption Spectrometry

- Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry
Differential Pulse Anodic Stripping Voltammetry

PARTICIPANTS

- Analytisch Biochemisch Laboratorium, Assen (NL)

- Centre for Analytical Sciences, University of Southampton (GB)

- Det Nationale Forskningscenter for Arbejdsmilja, Kebenhavn (DK)

- European Commission, Joint Research Centre, Institute for Reference Materials and
Measurements (IRMM), Geel (BE)

- Forschungszentrum fiir Umwelt und Gesundheit (GSF), Oberschleissheim (DE)

- Health & Safety Laboratory, Sheffield (GB)

- Institut flr Arbeits- und Umweltmedizin, Universitdat Minchen (DE)

- Institut National de Recherche et de Sécurité, Vandoeuvre (FR)

- Institut Scientifique de Santé Publique, Bruxellse (BE)

- Institute of Occupational Health, University of Brescia (IT)

- Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo, Baracaldo (ES)

- lstituto Superiore di Sanita, Rome (IT)

- Robens Institute, University of Surrey (GB)

- Sporstoflaboratoriet, Odense Universitetshospital, Odense (DK)

-  Statens arbeidsmiljginstitutt, Oslo (NO)

SAFETY INFORMATION

This material was produced from blood from healthy Danish blood donors. Each portion of blood
was tested negative for hepatitis B surface antigen, anti-HCV and anti HTLV-I/ll. However, the
material should be handled with adequate care as any material of human origin. For in vitro use
only.

INSTRUCTIONS FOR USE

Before use the following instruction for reconstitution has to be followed:

- Allow the vial to reach ambient temperature before opening.

- Tap the bottom of the vial to loosen any blood material adhering to the stopper.

- Carefully remove the rubber stopper.

- Add 3.00 mL water (room temperature). Acceptable CV = 0.5 %.

- Replace rubber stopper and homogenize by continuous agitation on a mixing apparatus for at least 1
h.

The reference material should not be used for calibration due to possible differences in matrix between

calibrant and sample. If the material is used to asses the performance of a procedure, the user should

refer to the recommendations in the certification report.

STORAGE

Upon arrival, the material should be stored at - 20 °C or lower for not more than 12 months until use.
However, the European Commission cannot be held responsible for changes that happen during
storage of the material at the customer's premises, especially of opened samples.

LEGAL NOTICE

Neither IRMM, its subsidiaries, its contractors nor any person acting on their behalf,

(a) make any warranty or representation, express or implied that the use of any information, material,
apparatus, method or process disclosed in this document does not infringe any privately owned
intellectual property rights; or

(b) assume any liability with respect to, or for damages resulting from, the use of any information,
material, apparatus, method or process disclosed in this document save for loss or damage arising
solely and directly from the negligence of IRMM or any of its subsidiaries.

NOTE

A technical report on the production of BCR-634 is available on the internet (http://www.irmm.jrc.be).
A paper copy can be obtained from IRMM on request.

European Commission — Joint Research Centre
Institute for Reference Materials and Measurements (IRMM)
Retieseweg 111, B - 2440 Geel (Belgium)
Telephone; +32-(0)14-571.722 - Telefax: +32-(0)14-590.406

Page 2 of 2
69



