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Resumo

RESUMO

A prépolis, oriunda de brotos e exsudatos de arvores, € uma resina
balsdmica, de consisténcia viscosa, com variagdo na cor, de parda escura a
vermelha, com sabor amargo e composi¢cao quimica complexa. Os compostos
quimicos presentes sdo: acidos benzoico, salicilico e cinamico, benzaldeido,
compostos terpénicos e em maior concentracdo, flavonoides. Possui uma ampla
utilizacdo farmacologica, dentre as quais, destacam-se as a¢Oes: antimicrobiana,
antiviral, antiparasitaria e antiinflamatoria. Por se tratar de produto oriundo de
vegetais, estd sujeito a contaminagGes ambientais. Assim, o objetivo deste estudo
foi desenvolver metodologia de andlise para determinar a presenca de
contaminantes metalicos, macroelementos e oligoelementos na prépolis in natura e
em extratos. Os metais pesquisados foram: cadmio, calcio, chumbo, cobre, cromio,
magnésio, manganés, mercurio, niquel, talio e zinco. Durante o processo analitico,
a mineralizacdo destas amostras sé foi possivel quando utilizado forno de
microondas. As determinacdes foram realizadas em espectrofotometria de
absorcdo atdbmica em chama (EAA-chama) e espectrofotometria de absorcéo
atdbmica em forno de grafite (EAA-FG). Em EAA-chama, ndo foram detectados
ou foram em concentra¢fes muito baixas em apenas algumas amostras de extratos,
o cadmio, chumbo, crémio, mercdrio, niquel e talio, enquanto célcio e zinco foram
detectados em todos os extratos. Na propolis in natura, além destes ultimos,
também houve deteccdo de magnésio, manganés e cobre em todas as amostras.
Em 75% das amostras in natura, o chumbo foi detectado, atingindo concentragdes
de até 95,811ug-mL*. Em EAA-FG, os metais pesquisados foram o cadmio,
chumbo, crémio e talio. Este ultimo, s6 foi detectado em 25% dos extratos e em
concentragcdes muito baixas (4,59ug-L™, a maior). O chumbo foi detectado em
81% dos extratos, atingindo teores de até 12.618,513ug-L™" e 100% das amostras in
natura, atingindo 79.105,60 pg-L*. Os demais metais apresentaram-se em baixas
concentracOes. Este trabalho demonstra que produtos naturais, como a prépolis,
ndo estdo isentos de possivel contaminacdo por metais, sendo evidente a

necessidade de uma legislagdo pertinente.
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Abstract

ABSTRACT

Propolis, originated from sprouts and trees exudates, is a balsamic resin, with
a viscous consistency, presenting a variety of colors ranging from dark brown to
red, a bitter taste and complex chemical composition. The chemical compounds
found are: benzoic, salicylic and cinnamic acid as well as benzaldehyde, terpenic
compounds and flavonoids of high concentration. It has large pharmacological
utilization, amongst which the following actions have been distinguished:
antimicrobial, antiviral, anti-parasite and anti-inflammatory. When derived from
vegetable product, it is subjected to environmental contaminations. Thus, the
objective of this study was to develop analytical methodology to determine the
presence of metallic contaminants, macroelements and oligoelements in the propolis
extracts and propolis in natura. The metals sought were: cadmium, calcium, lead,
copper, chromium, magnesium, manganese, mercury, nickel, thallium and zinc.
During the analytical process, the mineralization of these samples was possible only
when microwave ovens were utilized. The determinations were carried out through
spectrometry by flame atomic absorption (FAAS) and by graphite furnace atomic
absorption spectrometry (GF-AAS). Through FAAS, the following metals were
either not detected or found in very low concentrations in only some extract samples:
cadmium, lead, chromium, mercury, nickel and thallium, while calcium and zinc were
detected in all extracts. In the propolis in natura, besides these latter two, magnesium,
manganese and copper appeared in all the samples. In 75% of the in natura samples,
lead was detected, reaching concentrations up to 95.811 ug-mL™. FG-AAS yielded
cadmium, lead, chromium and thallium. This last one was only detected in 25% of
extracts and very low concentrations 4.59 pg-L™, the highest. Lead was detected in
81% of extracts, having reached rates up to 12,618.513ug-L™ and in 100% of the
samples in natura, reaching 79,105.60 pg-L™. The other metals presented low
concentrations. This work demonstrates that natural products, such as propolis, are
not exempt from possible contamination by metals, evidencing the necessity of

pertinent legislation.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

Medicamentos a base de ervas medicinais estdo rapidamente ganhando
popularidade em todo o mundo. H& uma crenca que preparacdes a base de ervas sdo
“naturais” e, portanto, seriam intrinsecamente inofensivas. Entretanto, seus efeitos podem
ser mais poderosos e potencialmente letais, se usados incorretamente e seu uso alternativo
substituto na medicina convencional pode ser ineficaz. Uma utilizagdo inocente pode levar
um individuo a um quadro de intoxicacdo grave.

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que 65 a 80% da populacéo
mundial utiliza a medicina tradicional como sua primeira forma de cuidado com a saude
(DREW e MYERS, 1997). A OMS define a medicina tradicional como a soma total do
conhecimento, habilidade, e praticas baseadas nas teorias, crengas e experiéncias indigenas
das diversas culturas, explicaveis ou ndo, utilizadas para a manutencédo da satde, bem como
na prevencdo, diagnodstico, melhoramento ou tratamento de doencas fisicas ou mentais
(WHO, 1998).

Na Austrélia, estd difundido o uso de ervas medicinais. Inimeros fatores
foram avaliados por produzirem efeitos adversos, associados com estes preparados que sao
mais complexos do que produtos farmacéuticos. Os problemas tém resultado de
contaminagdo por metais pesados e adulteracdo com prescricdo de ervas de produtos
estrangeiros (DREW e MYERS, 1997).

O processo de avaliacdo de ervas medicinais, para observacdo de efeitos
farmacoldgicos, é complexo, e é necessério definir, cuidadosamente, estratégias de
investigacdo, que conduzam a solucgdes seguras e eficazes desses produtos. Ndo obstante,
apesar do imenso valor cientifico em se determinar a atividade farmacologica de uma erva,
através de uma metodologia adequada, um caminho € desenvolver um extrato vegetal que
produza atividade farmacoldgica consistente (CHANG, 2000).

A prevencdo da carcinogénese tem sido relacionada com a utilizagdo de muitos

extratos de plantas. Uma associacdo entre carcinogénese e mutagénese foi observada

Efigénia Queiroz de Santana 1



Introducéo e objetivos

através de estudos que incluem extratos de plantas e seus produtos, capazes de modificar o
processo de mutagéneses, o qual envolve alteraces no material genético. Sob determinadas
condi¢des, produtos derivados de plantas podem induzir efeitos mutagénicos, devido a

existéncia de multiplas propriedades biol6gicas (SARKAR et. al., 1996).

Assim, a utilizacdo de extratos vegetais deve ser cuidadosa visto que, como a
sua composicdo quimica é diversificada, geralmente, quando em conjunto, pode resultar em
propriedades farmacoldgicas realmente poderosas e favoraveis. Esses extratos igualmente
podem conter propriedades muito toxicas, inerentes a sua composi¢ao original ou mesmaos
através de contaminantes diversos que, ao longo de sua utilizacdo em humanos, pode
resultar em sérios danos a salde. Dessa forma, devido ao uso dos extratos vegetais como
medicamento, cada vez mais crescente, a sua avaliacdo quanto a seguranca e eficéacia é de

importancia fundamental para os profissionais de saide (DREW e MYERS, 1997).

A propolis € um produto apicola, que se destaca tanto por suas propriedades
terapéuticas quanto pela possibilidade de aplicacdo na industria farmacéutica e alimenticias,
na forma de alimentos funcionais. Atualmente existem diversos produtos contendo
propolis comercializados em todo o mundo, principalmente no Japdo, tais como balas,
chocolates, doces, xampus, cremes para pele, solucBes anti-sépticas, pastas dentais, etc.
(ACKERMANN, 1991)

Com a ampla da utilizacdo da propolis, principalmente na forma de extratos,
faz-se necessario conhecer potenciais contaminantes metalicos e seus minerais naturais.
Com a existéncia de interacdo entre 0s metais, a necessidade deste conhecimento ainda se
torna maior, visto que alguns metais pesados poderdo, a0 competir com 0s metais naturais
da composi¢do da propolis, e que seriam benéficos a salde, desde que em niveis normais,
deixar de exercer seus efeitos, uma vez que a absorc¢éo poderia ocorrer, em maior teor, dos

metais pesados.

Nesse sentido, este trabalho teve como principal objetivo desenvolver o
procedimento de preparacdo da amostra de prépolis sob a forma in natura e de extrato
hidroalcodlico para a analise quantitativa de contaminantes metalicos (cadmio, chumbo,
mercurio, niquel e talio), macroelementos (calcio e magnésio) e oligoelementos (cobre,

crémio, manganés, zinco) adquiridos comercialmente ou por doacéo.
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Além disso, as amostras de propolis in natura também foram avaliadas
comparativamente quanto a contaminacdo por metais pesados encontrados e avaliados

comparativamente de acordo com suas procedéncias.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.PROPOLIS

Prépolis € o nome de uma resina balsamica, de composicdo complexa, de
consisténcia viscosa, odor agradavel, que apresenta variacdo na cor (de parda escura a
vermelha) e sabor amargo produzida por abelhas e usada no interior de suas colméias para
selar e protegé-las contra invasores e outros insetos. O nome vem do grego “pro”, em
frente, e polis, significando cidade (OTA et al., 2001; MIDORIKAVA et al., 2001).

E coletada pelas abelhas em brotos e exsudatos de arvores e modificada na
colméia por adicdo de secrecdo salivar da abelha, sendo desta forma, ndo considerada
vegetal. (MARUCCI, 1995 BANKOVA et al., 1982; VANHAELEN, 1979a).

Figura 1. Propolis in natura

A propolis sob aforma de extratos é preparada em solucdo aquosa e solucéo
alcodlica, apartir da propolisin natura. A preparacdo de extrato etandlico, segundo Park e

colaboradores (1998) que produziu melhores efeitos farmacolégicos foi realizada com dois
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gramas da propolis triturada e homogeneizada e acondicionada em tubos de ensaio
(25x180mm), em seguida adicionado etanol nas concentragfes de 60 a 80% termostatizada

por 30 minutos sob agitacdo constante.

A preparagdo de extratos contendo 5, 10, 20 e 30% de prdopolis em élcool 96°,
por turboextracéo, durante 15 minutos e por maceracéo, durante 42 dias foi realizado a fim
de se determinar a otimizacdo do processo extrativo de propolis. Os resultados
demonstraram que o melhor procedimento foi por turboextragdo, quando os percentuais
da propolis s&o menores e quando utilizado a maior concentracdo, 30%, o melhor
rendimento acontece no processo de (FRANCO e BUENO, 1999).

A composicdo quimica da propolis é muito variada, apresentando 55% em
resinas e balsamos, 30% em ceras, 10% em 0leos volateis e 5% em pdlen. Os compostos
quimicos presentes sdo acido benzdico, alcool, 4cido cindmico, benzaldeido, compostos
terpénicos, acido salicilico e flavonoides em maior concentracdo. A prépolis é composta
também, de varios acidos organicos, quantidade consideravel de substancias minerais, entre
as quais, manganés, zinco, célcio, fésforo, cobre, etc., vitaminas B, B,, B, C, E, 4cidos
nicotinico, pantoténico e aminoacidos todos ja comprovados. (BANSKOTA et al., 2001,
2002; KUJUMGIEV et al., 1999).

Na Argentina, pesquisas com a propolis proveniente de La Banda Este
demonstraram atividade microbioldgica contra bactérias gram-positivas, principalmente
Streptococcus pyogenes (MIC = 7,8 ug-mL™) (NIEVA MORENO et al., 1999).

Estudos relatam efeitos farmacoldgicos da propolis para diferentes
neoplasias. Luo e colaboradores (2001) demonstraram, em estudo com um dos compostos
isolados da prépolis  brasileira, o 4cido PM-3  (3-[2-dimetil-8-(3-metil-2-
butenil)benzopirano]-6-propendico), que marcadamente inibiu o crescimento de ceélulas
MCF-7 de cancer de mama humano. Esta avaliacdo foi associada com a inibi¢do de células
no ciclo de progresséo e inducdo de apoptose. Tratamento de células MCF-7 com PM-3
capturou celulas na fase G1, resultando em diminui¢do nos niveis de proteinas de ciclina
D1 e ciclina E. Esta inducdo de apoptose por PM-3 ocorreu em 48 horas apds o
tratamento de células MCF-7. Estes estudos sugerem a utilizacdo da prépolis na

quimioprevencdo, ou como adjuvante na terapia neoplasica.
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Bazo e colaboradores (2002), utilizando um carcinégeno 1,2 dimetilhidrazina
(DMH 40 mg-kg™, s.c.) para produzir carcinogénese em colon de ratos machos Wistar e
danos em DNA e avaliaram o efeito quimioterapico da prépolis. Concluiram que a propolis
pode ter influéncia protetora na carcinogénese de célon, suprimindo a expansdo clonal de
DMH em células iniciadas.

Por isso, dentre as inUmeras utilizacBes farmacoldgicas, destacam-se as a¢des
bacteriostaticas contra bactérias gram-positivas, antiviral, antiparasitaria e antiinflamatoria.
Na dermatologia é usada para cicatrizacdo de ferimentos, regeneracdo de tecidos,
tratamento de queimaduras, neurodermatite, eczemas, Ulceras externas e pruridos, além de
fortalecer o sistema imunolégico. (MARUCCI, 1995, DOBROWOLSKI et al,;
BANKOVA et al., 1982; VANHAELEN, 1979a).

A prépolis tem efeito estimulante na regeneracdo dos tecidos 0sseos, muscular
e Nervoso; possui claramente a capacidade de expressar 0 aumento da epitelizagdo na cura
de feridas. Por isso, foi usada na forma de pomadas e balsamos no tratamento de
ferimentos de soldados em batalhas (THOMPSON, 1990).

Atividade fungicida foi demonstrada em Candida. albicans, Candida tropicalis,
Candida krusei e Candida gillermondi, em pessoas acometidas de estomatites (OTA, et al.
2001).

Quando analisada a propriedade antiviral da prépolis proveniente de diferentes
origens geograficas, observou-se que independentemente da origem, era ativa contra 0s
fungos e bactérias gram-positivas e virus (KUJUMGIEYV et al., 1998). A prépolis coletada
no sul do Brasil, proximo a fronteira de Uruguaiana, mostrou significativa atividade anti-
HIV, quando testada em cultura de células T H9 (ITO et al.; 2001; JUNKO et al., 2001).

Menezes e colaboradores (1999), utilizaram quatorze extratos hidroalcoolicos
de propolis de origem brasileira, testaram a atividade antiinflamatéria, em camundongos,
induzidos pelo A&cido araquidénico. Observaram que os flavonodides e compostos
relacionados agem como inibidores da peroxidacdo do é&cido araquiddnico estando,
portanto, envolvidos no processo antiinflamatério. Além disso, observaram que associados
a antiinflamatérios esterdides e acido acetil salicilico podem agir sinergicamente sobre

atividade antiinflamatoria.
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Embora a prépolis possua muitas propriedades terapéuticas, existem efeitos
adversos, diagnosticados por teste de sensibilizacdo, apds a exclusdo de contaminacdo por
fungos e bactérias, no qual o paciente apresentou diagndstico de granulomatose por
dermatite de contato, acompanhado de linfoadenopatia, por utilizacdo da propolis sob a
forma de abrasivo (TERAKI et al., 2001). A figura 2 mostra um nodulo eritematoso

provocado pela prépolis.

Figura 2. (a) Nodulo eritematoso abaixo do nariz; () Alargamento marcado de nodulo

linfatico.

Fonte: TERAKI et al., 2001.

Igualmente, foi observada por Lieberman e colaboradores (2002), dermatite de
contato em musicos e marcadores de violino, devido a exposicdo quimica no local de
trabalho, onde, no verniz italiano, foi demonstrada a presenca de propolis no processo de
acabamento do violino.

Efeitos toxicos dermatoldgicos e oculares, em coelhos, produzidos pela
prépolis e testados por diversos autores, mostraram que o &cido dimetilcaféico é o
componente responsavel por tais danos e pode estar ausente em regiGes tropicais. Assim,
Lendodn e colaboradores (2001) ndo conseguiram resultado significativo para estes danos,

quando utilizaram cobaias e coelhos enquanto outros autores demonstraram os efeitos

Efigénia Queiroz de Santana 7



Revisdo Bibliografica

toxicos dermatoldgicos e oculares (HAUSEN et al., 1987, MARCUCCI, 1995; YOUNG,
1987).

Os produtos da abelha, incluindo a propolis foram utilizados também em
pesquisa de determinacdo comparativa de grau de contaminacdo. Por este estudo,
empregando a técnica de espectrofotometria de absor¢do atémica com forno de grafite
foram determinados, cadmio, cromio e chumbo, sendo a propolis definida como um bom
indicador de poluicdo ambiental, mostrando, dessa forma, que este insumo esté sujeito a
contaminantes metalicos (CONTI e BOTRE, 2001).
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2.2. METAIS

Os metais, em relacdo a importancia no organismo humano, podem ter
importancia vital, ndo essenciais ou toxicos. Os metais pesados, tais como chumbo e
cadmio, dentre outros, sdo toxicos e podem resultar em sérios danos para a saide humana
e animal. Danos estes, resultantes da contaminagéo que tanto podem ser de fatores naturais
como a erosdo e desta forma contaminar o ambiente, e a mais danosa, antropogénica,
como conseqiiéncia de utilizacdo diversificada na industria, na agricultura, dentre outras e

assim contaminar o homem e 0 ambiente.

A poluicdo no mundo iniciou-se pelo homem através do manuseio dos metais
na pré-historia agravando-se com a Revolugdo Industrial, no século XVIII. Atualmente, um
dos grandes responsaveis pela poluicdo sdo os despejos industriais, originarios
principalmente de resfriamentos, lavagens, descargas, extracGes, impregnacdes e
tratamentos quimicos (PIRES et al. 2003).

Os metais essenciais se apresentam como elementos-trago nos seres vivos,
muitas vezes com funcdo bioldgica bem definida e essencial aos processos metabolicos.
Contudo, mesmo sendo essenciais, podem, quando acima de determinadas concentragdes
apresentar toxicidade. Os elementos (cadmio, mercudrio, chumbo, télio, etc.) que nédo
apresentam funcdo bioldgica definida, possuem alta toxicidade quando os valores

ultrapassam os valores de referéncia (CAMPQOS, 1996).

Valores apresentados por Debski, (2002) relacionados com a terapia
ortomolecular sédo apresentados no Quadro 1, onde é mostrado a composi¢do total dos

minerais no organismo relacionando-os com sua fungdo ou niveis de tolerancia.
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Quadro 1. Composicdo total de minerais, representados pelos elementos constituintes,

macroelementos, oligoelementos e minerais toxicos no organismo humano adulto de 70 kg.

Os minerais
Grupo Mineral Totais no organismo
Carbono 12 kg
Elementos Hidrogénio 6 kg
Constituintes Oxigénio 3 kg
Nitrogénio 2 kg
Calcio 1200g
Fésforo 600g
Potéssio 225¢
Essenciais Enxofre 1509
Macroelementos Sodio 100g
Cloro 100g
Magnésio 359
Silicio 30g
Ferro 49
Zinco 39
Cobre 150mg
Manganés 20mg
Oligoelementos lodo 15mg
Molibdénio 9Img
Cromo 6mg
Selénio 4mg
Cobalto 0,3mg
Aluminio 14ppm
Arsénio 4ppm
Minerais Bério 8ppm
toxicos Céadmio <lppm
(tolerancia) Chumbo S5ppm
Mercurio 1ppm
Niquel 1ppm

Fonte: DEBSKI (2002).
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2.2.1. CADMIO

O cadmio é um metal de cor branca com brilhos azulados e amarelados,
densidade 8,65 (25°C) e ponto de fusdo de 321°C. E um subproduto da extracio e
fundi¢do do zinco e chumbo. Desta forma, encontra-se muitas vezes acompanhado pelo

zinco.

Foi descoberto somente em 1817, por Friederich Strohmeyer, professor de
metalurgia em Goettingen, Alemanha, quando fazia experiéncias com carbonato de zinco.
Strohmeyer (1817) descobriu que o agquecimento deste composto originava um material
cuja cor era amarela em vez de branca e denominou-o de cadmio, por ter sido extraido de
cadmia, termo para 0 minério calamite, rico em carbonato de zinco (ATSDR, 1998). Seu
uso industrial era pequeno até a década de 1930. Atualmente, € um metal com diversas
aplicagcbes. Na industria de acumuladores é utilizada na cadmiagem eletrolitica, que
corresponde a protecdo de ferro contra oxidacdo (em recipientes para conservacao de
alimentos), fundicdo de chumbo e fabricagio de fusiveis. E, também, utilizado como um
pigmento de tintas. Possui propriedades ndo corrosivas e ¢ uma importante fonte de
poluicdo ambiental (ATSDR, 1997; WHO, 1994; OECD, 1992).

O cadmio é um elemento relativamente raro e o encontrado na litosfera
estimando-se em cerca de 0,5 ppm. Né&o existem minerais que contenham cadmio em
quantidades para comercializacdo, o qual € obtido somente como um produto secundario
da extracdo de outros elementos. O mineral mais comum € a greenockite, rica em sulfeto de
cadmio, que ocorre associada a sulfureto de zinco. Quase todos os depdsitos de zinco

contém cadmio, apesar de sua concentragdo ndo ultrapassar cerca de 1% (WHO, 1992).

Os fumantes, devido a alta concentracdo de cadmio no tabaco, possuem um
teor deste metal de até duas vezes superior aos niveis encontrados em nao fumantes.
Conseqlientemente, os danos a saude para os fumantes é maior que a contaminacéo que
pode ocorrer através dos alimentos (VALLESPIN, 1999; ATSDR, 1997).

O cédmio esta presente nos alimentos em diferentes concentracdes que

geralmente s&o baixas. No entanto, os alimentos de origem vegetal s&o 0s que apresentam
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maior concentragdo, ndo chegando, entretanto, a superar 0,200 mg-kg™ de peso fresco. As
carnes e pescados possuem niveis de cadmio na ordem de 0,050 mg-kg* (VALLESPIN,
1999). Sem duvida, alguns alimentos podem conter concentraces excepcionalmente altas
de cadmio, entre os quais se encontram alguns 6rgdos internos de animais de abate,
principalmente o figado e os rins que podem conter mais que 1 mg-kg™; em crustaceos e
moluscos encontram-se também niveis altos de cadmio, com concentragdes superiores a 1
mg-kg™. Contudo, estes alimentos sdo de uso esporadico, ndo chegando a resultar em risco
para a saude (VALLESPIN, 1999; ATSDR, 1998).

2.2.1.1. Toxicocinética e Toxicodindmica

A absorcdo do cadmio é cerca de 5 a 8% e esta taxa estard aumentada numa
dieta pobre em célcio, ferro e proteinas, pois nestas condicGes, a ligacdo deste a proteina

estara reduzida e o cddmio, por competicdo com o calcio, serd mais amplamente absorvido.

A absorcdo respiratdria € maior que a gastrintestinal e independe da
solubilidade do cadmio, ocorrendo em niveis de 15 a 30% e através do fumo de cigarros,
este nivel pode atingir até 50%. A inalacdo de cadmio pelo fumante foi estimada em torno
de 10% do elemento presente no tabaco, estimando-se que o fumante esteja exposto com
1,7 ug de cadmio por cigarro, e absorcéo entre 1 a 3 ug por dia (ATSDR, 1997).

Apos a absorcdo, € transportado através do sangue, ligado a eritrocitos e
proteinas de alto peso molecular (albumina) do plasma e se distribui primariamente no
figado e rins. No figado, induz a sintese de metalotioneina e é estocado sob a forma de
complexo cédmio-metalotioneina (figura 3) e assim transportado para os rins, onde pode
ser armazenado nos lisossomas, e podendo, desta forma, produzir toxicidade renal (WHO,
1992).
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Figura 3. Cadmio ligado a metalotioneina.

Fonte: METALOTIONEINA, 2003.

A metalotioneina é uma proteina tissular encontrada em muitos 6rgaos, mas
principalmente no figado e rins. Enquanto o cadmio apresentar-se na forma de complexo
com a metalotioneina, é inofensivo. Entretanto, se 0s niveis de cadmio sobrepassam a
quantidade da proteina, os seus efeitos toxicos se fazem presentes. Estes dados
demonstram o relevante papel protetor da proteina metalotioneina nos casos de
contaminagdes por cadmio (Del CARMEN, 2002; ATSDR, 1994).

As intoxicacGes crbnicas sdo habituais as osteopatias, que podem estar
relacionadas com o metabolismo do célcio e, também, em alguns tipos de cancer

relacionados com o aparelho reprodutor masculino (prostata) (VALLESPIN, 1999).

A placenta produz metalotioneina, 0 que pode, por isso, servir de barreira
quando da contaminagdo materna. Entretanto, se a exposi¢do é aumentada, o feto pode

apresentar-se com cadmio.

A excrecdo em humanos € renal. Em animais, ocorre via gastrintestinal,
particularmente pela bile, através de um complexo com glutationa (CASARETT, 2001;
WHO, 1992).
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2.2.1.2. Intoxicacédo

A exposicdo ao cadmio resultando em intoxicacOes é decorrente de poluicdo
ambiental, ocupacional ou recreativa, através do ato de fumar, sendo esta via importante,

pois como ja referido, duplica a dose diaria do cadmio absorvido (WHO, 1992).

Relatos de ocorréncias individuais por cadmio existem. Uma mulher de 28
anos apresentou contaminacdo ocupacional pelo cadmio, decorrente de trabalho com
manufaturacdo de joias por 3 anos. Apresentava, quando avaliada, dores no flanco
esquerdo e polidria quadro de ansiedade, dores no peito e dispnéia (WITTMAN e HU,
2002).

2.2.1.2.1. Toxicidade aguda ou em curto prazo

Relatos de contaminacdo pelo cadmio resultando em intoxicacdo aguda com
seqielas ou posterior Gbito sdo observados através da populacéo, haja vista a contaminagdo
de arroz, no Japdo (1956), resultando em danos a satde e morte (YAMANAKA, 2002).

O quadro de toxicidade aguda é nausea, vomitos e dor abdominal. Se inalado,
pode produzir pneumonite quimica e edema de pulmédo, podendo ser letal tanto para o
homem quanto para os animais. Quando do Obito, este ocorre por perda massiva de
fluidos, edema e destruicdo generalizada de érgaos (ATSDR, 1997).

2.2.1.2.2. Toxicidade crénica ou em longo prazo

O cadmio produzindo deplecdo do célcio provoca efeitos 0sseos e cardiacos. A

gravidade dos efeitos depende da intensidade de exposicao, devido ao efeito cumulativo do
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cadmio, sendo que o principal da intoxicacdo é a doenca pulmonar obstrutiva cronica
(ATSDR, 1997, GOYER, 1996; WHO, 1992).

O pulmédo é um orgdo alvo da toxicidade do cadmio. Lag e colaboradores
(2002) induziram apoptose em células isoladas de pulméo de ratos apds 20 horas de

exposicdo de acetato de cadmio, em concentracdes relativamente baixas (1 a 10pumol-L™).

Experiéncias de envenenamento por cadmio em humanos e mamiferos (focas),
em laboratorio, indicaram que concentragGes acima de 50 — 200 ug-g* de peso imido pode
induzir alteracdes histopatologicas nos rins (SONNE-HANSEN et al., 2002). Alterac6es
histopatoldgicas compativeis com glomerolonefrite foram encontradas em 10 focas
(n=100).

Jarup (2002) demonstrou a associacdo entre a exposicdo ocupacional e
ambiental pelo cadmio e os danos no sistema tubular renal. Nesse estudo foram
observados danos renais em niveis abaixo do permitido pela Organizagdo Mundial de
Saude. Este pesquisador observou que o cadmio esta relacionado com diversas
complicag6es clinicas, tais como disfuncdo renal e doenca 6ssea e alguns tipos de canceres.
Além disso, a inducéo de proteindria tubular € irreversivel e se a exposi¢éo for continuada,

pode produzir danos glomerulares com diminui¢do da taxa de filtracdo glomerular.

Nesse mesmo estudo, Jarup (2002) relatou que o cddmio acumulado nos 0ss0s
esta associado com a osteomalacia e osteoporose. A perda do calcio determinada pela
disfuncdo renal provocada pela presenca de cadmio no organismo é fator determinante

para a manifestacdo deste quadro sseo.
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Figura 4. Resultado patoldgico da contaminagdo por cadmio nos 0sso (direita) e 0SSO
normal (esquerda).
Fonte: BHATTACHARYA, 2003.

Outra intoxicacdo foi observada em uma menina de 13 anos, vegetariana,
apresentou quadro clinico de nefrite tabulo intersticial aguda (NTIA), com lesdo
confirmada atraves de biopsia. Entretanto, o cadmio encontrado na urina e nos vegetais,
apresentava-se dentro das concentragdes permitidas. Contudo, Subat-Dezulovic (2002)
sugeriu que a utilizagdo de diferentes vegetais contendo cadmio poderia ter sido a razédo dos
sérios danos renais.

No Japdo, em Toyama, a doenga denominada Itai-1tai caracterizada por dores
nas pernas e costas, e que evoluia para fraturas em varias partes do esqueleto. Foi definida
como osteomalacia com alteragdes tubulares renais tendo sido relacionada com excesso de
cadmio captado. Naquela regido, a maior prevaléncia de disfuncdo tubular renal foi
encontrada na populacdo da area de poluicéo pelo cadmio (SHIGEMATSU, 1984).

Além de causar danos renais e osteoporose, pode também estar envolvido com
as patologias cardiovasculares. Estudos epidemiologicos sugerem que o cadmio é um dos
agentes etiologicos da hipertensdo essencial, tendo sido relacionada com alteracdo no
transporte de colesterol (DALTON et al., 2000; ATSDR, 1997, WHO, 1992).
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Embrides do peixe zebrafish, Brachydanio rerio, submetidos a exposi¢cdo ao
cadmio na concentracdo de 100uM, por 5 horas apds a fertilizacdo a 48 horas, foram
examinados para verificacdo de viabilidade e malformac@es. Ocorreu mortalidade dentre 0s
testados sendo que, 20,33% dos embriGes sobreviventes apresentaram malformacdes. O
desenvolvimento craniofacial também foi avaliado através de medidas digitalizadas nas
areas do cérebro e olhos. Também avaliou-se o desenvolvimento cardiaco, usando
anticorpo especifico MF20 para cadeias pesadas de miosina. A vasculatura embridnica dos
que pareciam saudaveis foram submetidos a estudo pela microinjecéo fluorescente. Todos
0s embrides submetidos a exposi¢cdo ao cadmio apresentaram defeito vascular localizado na
aorta dorsal, vaso segmental e veias cranianas, enquanto tais lesdes ndo foram observadas
no grupo controle. Este estudo demonstra a propriedade teratogénica deste metal
(CHENG et al., 2001).

Um estudo que visou determinar a motilidade do espermatozoéide foi realizado
em ratos por exposi¢do ao cadmio durante sete dias. Observou-se que o cadmio reduziu a
motilidade do espermatozdide numa dose muito abaixo daquela que afeta a producéo de
esperma no periodo de tempo da exposicdo. Desta forma, o cddmio também produz um

efeito tdxico na reproducdo masculina (XU et al., 2001).

A International Agency for Research on Cancer (IARC) classifica 0 cddmio como

cancerigeno na Categoria .

Foram observadas diferencas genéticas em humanos, relacionadas com a
sensibilidade ao cadmio, no que se refere a toxicidade. Considerando variedades inatas
entre 0s camundongos, existem dados genéticos inequivocos. Resisténcia aos danos
testiculares induzidos pelo cAdmio, relatados em 1973, foi associada com um unico e maior
gene recessivo nominado como cdm, localizado no cromossomo chr3 do camundongo o
que foi confirmado quando utilizados marcadores microsatélite polimorfico e parametros
histoldgicos semiquantitativos (DALTON et al, 2000).
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2.2.2. CALCIO

O conhecimento das funcGes do calcio no organismo humano é relativamente
recente, quando considerados tantos outros metais que ja foram conhecidos e utilizados

desde a pré-historia.

Algumas de suas funcdes bioldgicas sdo igualmente recentes. Contudo, o calcio
estd presente em proporcdo muita elevada no organismo humano, sendo o0 0sso 0 seu
maior reservatorio (99%). Quando fora do organismo, encontra-se sempre na forma de

sais, tais como, carbonatos, hidroxidos, sulfatos, silicatos, etc.

Néo foram encontrados, na literatura, relatos de intoxicacdo produzida por
ingestdo deste elemento. As alteracfes provocadas pelo calcio foram encontradas como

disfuncdo organica, isto é, como anormalidades do metabolismo.

A terminologia toxicocinética e toxicodindmica para este, sera alterada como
farmacocinética e farmacodindmica uma vez que a sua funcéo no organismo e fundamental

para 0 bom desempenho do mesmo.

2.2.2.1. Farmacocinética e Farmacodinamica

O calcio & um macroelemento essencial, sendo o maior ion divalente
extracelular nos organismos vivos. O homem e a mulher adultos normais possuem cerca de
1300 e 1000 g de célcio, respectivamente, dos quais 99% se encontram nos 0ssos e dentes
sob a forma de fosfato de célcio (apatita). O sangue também é um reservatorio importante
de ion célcio. Geralmente, é encontrado em todos os tecidos animal, e apresenta diversas
funcbes, como o controle da transmissdo de impulsos nervosos, da agdo muscular, da
coagulacdo do sangue e da permeabilidade celular (HARDMAN e LIMBIRD, 2001,
RAMALHO, 1998).
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O calcio ¢é absorvido somente pelo intestino. Dois mecanismos diferentes
contribuem para esse processo: o transporte ativo dependente da vitamina D e ocorre no
duodeno proximal, e difusdo facilitada em todo o delgado, respondendo por um grande
percentual da captacdo total do célcio. Ha, também, perda intestinal diaria de 150 mg/dia
(HARDMAN e LIMBIRD, 2001).

A excrecdo urinaria do calcio é o resultado final da quantidade filtrada no
glomérulo e da quantidade reabsorvida. Cerca de 9 g de célcio sdo filtrados todos os dias. A
reabsorcao tubular é muito eficiente, com mais de 98% do célcio filtrado retornando a
circulagdo (HARDMAN e LIMBIRD, 2001).

2.2.2.2. Anormalidades no metabolismo.

Tanto o0 excesso, quanto a caréncia de calcio podem resultar em danos ao
organismo. Assim, estaremos referenciando estas anormalidades como hiper ou

hipocalcemia.

?? Hipercalcemia

A ocorréncia de hipercalcemia por ingestdo de calcio é rara, e quando ocorre
sdo em circunstancias especiais. Comumente, observa-se o quadro de hipercalcemia em
diversas condices clinicas, sendo a causa mais freqiiente em pacientes ndo hospitalizados,
0 hiperparatireiodismo priméario (RAMALHO, 1998).

Alguns sais de calcio podem, entretanto, provocar intoxica¢es. Dentre 0s sais,
o carbonato de calcio foi considerado o principal componente téxico, na apresentacao
clinica do quadro de intoxicacdo por Alocasis macrorrhiza (L), em humanos, visto que este
composto se encontra distribuido por toda superficie da planta. O autor relata que 0s
sintomas que se apresentaram ndo eram compativeis apenas para a planta. Vinte e sete
casos de envenenamento com a planta, com idade entre 15 e 68 anos, sendo 12 mulheres e
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15 homens. Destes, 25 consumiram a folha da planta ou o tubérculo e apresentaram
entorpecimento da cavidade oral. Alguns apresentaram saliva¢éo, disfonia, dor abdominal,
Ulcera da cavidade oral, dificuldade de engolir, toracodinia, aperto no peito e labios
inchados (LIN et al., 1998).

Wayhs e colaboradores (2002), em estudo com pacientes assintomaticos,
alertaram que valores elevados de calcio apresentam risco extremamente elevado de
anormalidade cardiaca, ou vascular. Igualmente em assintomaticos, foi proposta que um
prognostico significante de depdsito calcificado nas coronarias é uma tendéncia de alto
risco. As calcificacdes foram detectadas fluoroscopicamente, tendo ocorrido 6bito em
39% de um total de 852 pacientes. Desta forma, a calcificagdo coronéaria pode resultar em
morte ou infarto e que o maior risco esta naqueles individuos assintomaticos (DETRANO
et al, 1997).

?? Hipocalcemia

A hipocalcemia se caracteriza pela deficiéncia dos valores de calcio no sangue
que pode resultar de algumas patologias (insuficiéncia das paratiredides, raquitismo) ou
devido a reducdo da absorcdo do célcio e vitamina D. O quadro clinico inclui tetania,
parestesia, aumento da excitabilidade neuromuscular, laringoespasmo, convuls@es tdnico-
clonicas (RAMALHO, 1998).

2.2.3. CHUMBO

O chumbo foi um dos primeiros metais manipulados pelo homem, sendo
conhecido desde 3500 a.C., de acordo com descobertas arqueoldgicas realizadas no Egito, e
0s aspectos toxicologicos do aumento de exposicdo foram observados no segundo século
a.C. (DRASCH, 1982).
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O chumbo foi disperso no ambiente através dos anos, desde o periodo
medieval quando era utilizado na confec¢cdo de armas, artefatos e adornos. No final do
século XIX, com a descoberta da polvora, passou a ser intensamente utilizada na confec¢do
de municdo (NRIAGU, 1996). A possibilidade de exposi¢do generalizada na antiguidade
despertou interesse nas Gltimas décadas. (VUORINEN, 1994).

Os principais produtores de chumbo estéo localizados nos Estados Unidos da
América, China e Alemanha. No Brasil, a sua producédo é referente apenas ao chumbo
secundario e quando comparado com a producdo mundial ocorre em pequena proporcao,
aproximadamente 0,63% (DNPM, 2000).

2.2.3.1. Toxicocinética e Toxicodinamica

O adulto absorve de 5 a 15% do chumbo ingerido e usualmente retém menos
que 5% do que é absorvido. Criangas tém maior absor¢do que os adultos, e é em média
41,5% e retém 31,8% numa dieta regular, sendo estes valores relacionados com a idade e 0
desenvolvimento do trato gastrintestinal (BERGLUND et al., 2000; CDC, 1991;
LANPHEAR et al., 1998).

A absorcéo pela pele ocorre em menor grau, entretanto o chumbo tetraetil e
seus derivados sdo capazes de penetrar no organismo através da pele intacta. Os vapores de
chumbo séo rapidamente absorvidos pelos alvéolos. Os sais inorganicos sdo primariamente
distribuidos do sangue para tecidos moles, tais como rins, pulméo, figado e bagco,
posteriormente sdo redistribuidos e depositados nos dentes, cabelos, e 0ssos. Sob a forma
de trifosfato chumbo insoltvel ocorre a maior deposicdo (GOSSEL e BRICKER, 1994).

2.2.3.2. Toxicidade

O chumbo é um metal toéxico detectavel no ambiente inerte e em todos 0s

sistemas bioldgicos.
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O primeiro médico a relacionar o quadro clinico a relacionar o quadro clinico
de colica abdominal apresentado por um trabalhador de minas de metal e a intoxicagdo
pelo chumbo foi Hipdcrates, em 370 a.C. (AUB et al., 1925).

Para a populagdo em geral, a maior fonte de exposicéo é através dos alimentos.
A contaminacdo do ambiente se da por fontes industriais produtoras de tintas, baterias,

acumuladores, etc.

Niveis considerados seguros podem produzir efeitos adversos (limites no
sangue para exposicdo ocupacional, no Brasil: para homens 60ug-dL™, e para mulheres ndo
consta (MAYER e WILSON, 1998).

O mecanismo de a¢do toxica do chumbo ocorre primariamente pela ligagao
dos grupos sulfidrilas das proteinas, inativando, assim, diversos sistemas enzimaticos,
produzindo muitas alteracbes funcionais e estruturais nas mitocondrias das ceélulas
(GOSSEL e BRICKER, 1994).

Em varias partes do mundo, criancas sdo afetadas pela contaminacédo pelo
chumbo, ressaltando-se desde a ocorréncia em Bauru, SP, quando da contaminacéo
ambiental por uma industria local, atingindo mais de 262 criancas, até a data daquele estudo
(SANTANA et al., 2002), e 564.000 criancas em Northeast e Midwest, nos Estados Unidos
da América (KAUFMANN et al., 2000).

A populagdo mais susceptivel sdo as criangas, principalmente aquelas que
comegam a andar, no periodo neonatal e os fetos. Nelas, por se encontrarem na fase de
crescimento o chumbo pode se deslocar de sua deposicdo 6ssea, agravando a intoxicacao

(ATSDR, 1999). Os principais fatores que as fazem suas principais vitimas sao:
== relagdo absor¢do/deposicdo por peso corpdreo é maior do que em adultos;

==trian¢as colocam objetos contaminadas com poeira atmosférica na boca com

freqliéncia;

==rian¢as pequenas estdo em desenvolvimento rapido e constante, seus sistemas ndo

estdo completamente formados e assim sdo mais vulneraveis aos efeitos do chumbo;
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==nivel s6cio-econbmico baixo promove fator agravante na intoxicacdo, principalmente

em crianga.

Os niveis sanguineos de chumbo em criangas, atualmente, determinado tanto
pelo Center for Disease Control and Preventions (CDC), em Atlanta quanto pela Organizagéo
Mundial de Salde, e pela Commission For Human Biomonitoring, na Alemanha, estabeleceram o
valor-guia de 10pg-dL™* (RAGHUNAT et al., 1999).

A exposicdo de criangas a concentracdes de 25ug pode ocasionar danos no
desenvolvimento intelectual com diminui¢do no QI de até 3 pontos (CHUMBO-QI, 2003).

2.2.3.2.1. Toxicidade aguda ou em curto prazo

A intoxicacdo aguda pelo chumbo é raramente observada e pode resultar de
ingestdo acidental de grandes quantidades dos sais de acidos solveis. Os sinais e sintomas
desta intoxicacdo sdo inespecificos e se manifestam por sialorréia, emese e colicas
intestinais e com a formacéo de sulfeto de chumbo, o paciente podera apresentar fezes
negras. Devido aos danos renais ocorre reducdo da taxa urinaria e o vomito, quando
ocorre, é branco leitoso devido a formacdo de cloreto de chumbo. Ingestdo macica de
chumbo pode causar a morte como resultado de colapso cardiovascular (GOSSEL e
BRICKER, 1994).

2.2.3.2.2. Toxicidade cronica ou em longo prazo

O saturnismo (plumbismo) foi uma das ocorréncias que se evidenciou na
revolucdo industrial. A comunidade cientifica, e entidades governamentais, entdo, tiveram
de tomar uma posicdo para a observancia da protecdo do meio ambiente e da salde

individual e coletiva.
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Uma série de sinais e sintomas caracterizam a intoxicacdo crénica que
primariamente envolve o sistema hematopoiético, trato gastrintestinal e nervoso, renal e
neuromuscular, causando anemia, cansaco e fraqueza (GOSSEL e BRICKER, 1994). Esta

intoxicagdo se caracteriza como uma porfiria adquirida.

O chumbo afeta a biossintese da heme, inibindo as enzimas éacido 5-
aminolevulinico (ALA) desidratase, coproporfirinogénio oxidase e ferroquelatase, levando
ao acumulo de ALA, coproporfirina e zinco protoporfiria. Desta forma concentracfes
urinarias de ALA e de protoporfirina no sangue sdo indicadores bioldgicos da intoxicacdo
por chumbo (ONUKI et al., 2002).

A Figura 5 mostra o esquema de formagdo da porcdo heme e a inibigdo pelo
chumbo, indicando as deficiéncias em porfiria com acumulo de acido 5aminolevulinico
(ALA).

Dasos ao DNA Promowndos por Acide 5-Amisolewlinico

Figura 5. Via biossintética do grupo heme, indicando as deficiéncias enzimaticas em
porfiria com acimulo de &cido Saminilevulinico (ALA). a)Retroinibi¢do por heme, em
porfiria aguda intermitente (AIP), ativada por farmacos e metabolitos; b) Inibicdo por
chumbo (saturnismo); c) Inibicdo por succinilacetona (Tirosinemia); d) Bissintese deficiente

em porfiria aguda intermitente.

Fonte: ONUKI et al., 2002.
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A inibicdo das enzimas ocorre através da ocupacdo das valéncias de calcio e do
zinco pelo chumbo ligando-se aos grupamentos sulfidrila (SH), conforme a Figura 6.

Assim, o chumbo compete com o célcio e 0 zinco nas ligages nos sitios proteicos.

O Pb+*2 pode ocupar ambos os sitios do Ca*?
e Zn*2 na proteina

Cetr (099 ) PbET (1,19 &) Znt (0.74 X)

I W

“esd,

Calmodulin (Babu et al) ALAD (Erskine et al)

Figura 6. Deslocamento de célcio e zinco da proteina pelo chumbo
Fonte: LEAD TOXICITY, 2003.

As alteragBes hematologicas resultam na diminui¢do da vida dos eritrocitos
devido a interferéncia na sintese da porcdo heme da hemoglobina, ocorrendo assim anemia
microcitica, hipocrémica e reticulocitose. Células hipocrémicas sdo resultantes da reducédo
na sintese da heme e a reticulocitose, por sua vez, decorre de um processo compensatorio
devido a diminuicdo de hemaceas (GOSSEL e BRICKER, 2002; ONUKI et al. 2002).

Com o saturnismo ha o aparecimento dos eritrécitos deformados e sua
eliminagdo da circulacdo. Como resultante deste processo, hd a necessidade de sua
reposicdo, dai a reticulocitose.

A seguir estdo apresentadas laminas mostrando comparativamente esfregagos
de sangue normal (Figuras 7), sangue de individuo com anemia hipocrdmica como

resultado da intoxicacdo pelo chumbo (Figura 8) e reticulocitose (Figura 9).
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Figura 7. Lamina de sangue normal.
Fonte: BLOOD - lead, 2003

Figura 8. Lamina de sangue com contaminagéo por chumbo.
Fonte: BLOOD - lead, 2003.

Figura 9. Eritrécitos nucleados determinados pelo plumbismo, em cées.

Fonte: ERITROCITO nucleado, 2003.
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A sindrome no SNC relacionada a intoxicacdo pelo chumbo foi denominada de
encefalopatia do chumbo e representa a manifestagdo mais grave do envenenamento. Observa-
se incoordenagdo, vertigem, ataxia, quedas, cefaléia, insdnia, inquietacéo e irritabilidade. O
seu agravamento resulta em repetidas convulsdes ténico-clonicas ou letargia e coma. Os
vOmitos sdo em jato e ha perturbac6es visuais (HARDMAN e LIMBIRD, 2001; ATSDR,
1997).

Criangas intoxicadas podem ocasionalmente apresentar deterioracdo mental
nitida e progressiva, podendo resultar em perda da capacidade motora e da fala, além de
reducdo do aprendizado pela falta de percepcéo sensorial (HARDMAN e LIMBIRD,
2001).

Efeitos bioldgicos a exposicdo de chumbo em criangas mostram inibicdo da
heme e sintese de hemoglobina, no SNC (encefalopatia, déficit neurofisioldgico) disfungéo
do nervo periférico (velocidade de conducdo lenta, déficit eletrofisioldgico) e efeitos renais,

tais como insuficiéncia renal aguda, aminoaciduria e glicosuria (SIEGEL et al., 1989).

Dietrich e colaboradores (2001) associaram 0 comportamento anti-social e a
delinqliéncia de criangas e adolescentes (n= 195) com a exposi¢do ao chumbo no periodo
pré ou pos-natal (determinacdo nas amostras de sangue), no periodo de 1979 a 1985. Os
autores concluiram que, independente de outros problemas sociais e biomédicos avaliados

no estudo, a exposi¢do ao chumbo gerou alteragdes no comportamento.

O mecanismo celular da neurotoxicidade causado pelo chumbo inorgénico, no
SNC ¢ explicado pelo acimulo e armazenamento do chumbo pelas células, tais como a
célula astroglia (astrocito). Esta célula serve como um depdsito de chumbo no cérebro e
possui um papel potencialmente contrario as células seqiiestrantes de chumbo para os
nervos sensitivos, enquanto o aloja no tecido. A inducéo de genes especificos e proteinas
na glia (tecido de sustentacdo do sistema nervoso) pelo chumbo pode ser a chave para o
entendimento do mecanismo pelo qual a glia tolera o chumbo intracelular (TIFFANY -
CASTIGLIONI, 1998). A Figura 10 mostra um astrdcito com chumbo armazenado.
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Figura 10. Astrdcitos reativos: glia fibrilarmente aumentada

Fonte: TIFFANY-CASTIGLIONI, 1998.

O chumbo afeta a musculatura lisa do intestino, provocando sintomas
intestinais que sdo importantes sinalizadores da exposicdo ao metal. A sindrome inicia-se
com sinais vagos, tais como anorexia, desconforto muscular intestinal, mal-estar e cefaléia.
Ocorre obstipacdo, especificamente em adultos, que se agravara com o decorrer da

intoxicacao; a diarréia aparece ocasionalmente (MARCUS, 2001).

Como sindrome abdominal avangada ocorre dor abdominal (colica de
chumbo), uma vez que os musculos abdominais se tornam rigidos com sensibilidade em
especial na regido umbilical (HARDMAN e LIMBIRD, 2001; BRITO, 1988; CASARETT,
2001).

A linha de Burton que corresponde a uma linha escura na gengiva € uma das

caracteristicas observadas no saturnismo e pode ser observado na Figura 11.
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Figura 11. Linha de Burton (seta).
Fonte: GENGIVAL, 2003.

ManifestacGes de fraqueza muscular e fadiga sdo sintomas que antecedem a
paralisia, conhecida como paralisia saturnina. A neuropatia periférica é a classica
manifestacdo da toxicidade do chumbo, particularmente a gota no pé e pulso, caracterizada

em pintores de casa ou outros trabalhadores com exposicdo excessiva.

A nefropatia € o mais antigo efeito do chumbo sobre a satde. O primeiro
relato de nefrotoxicidade devido ao chumbo foi publicado em 1863 por Lancereaux. Ele
observou atrofia do cortex renal e fibrose tubular no rim de um artista que habitualmente
levava o pincel a boca (KATHURIA, 2003).

Em adultos e criancas, o chumbo provoca dois efeitos distintos em nivel renal:
um dano reversivel no tdbulo proximal e uma lenta e progressiva deficiéncia renal
envolvendo reducdo na funcéo glomerular associada a danos vasculares e fibrose (LARINI,
1987).

Correntemente séo reconhecidos trés tipos de nefropatia pelo chumbo:

==T1esultante do envenenamento agudo pelo chumbo, causando sintomas classicos que

incluem encefalopatia, anemia, neuropatia e sindrome de Fanconi;

==nefropatia crénica pelo chumbo, que é uma nefrite intersticial lentamente progressiva,
resultante de exposicdo cumulativa ao chumbo e freglentemente associada a
hipertenséo e gota;
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==hipertensdo plimbica - associa¢do epidemioldgica do chumbo com o desenvolvimento

da hipertenséo.

Além disso, o chumbo pode ter efeito direto sobre o mdsculo liso por sua
interferéncia com o metabolismo do célcio. Como consequéncia da nefropatia originada
pelo chumbo, a excre¢do de acido Urico é desproporcionalmente inferior que a esperada
para os pacientes com taxa de filtracdo glomerular reduzida. Estudos sugerem aumento da
reabsor¢do e reducdo de secrecdo de acido Urico, explicaria a alta incidéncia de gota
(KATHURIA, 2003; CASARETT, 2001).

A toxicidade do chumbo interfere direta ou indiretamente em varios aspectos
na funcdo celular 6ssea. A retencdo e mobilizagdo do chumbo no 0sso envolvem o mesmo
mecanismo de regulacdo de influxo e efluxo do célcio (hormoénio da paratiredide,
calcitonina, vitamina D e outros hormdnios). O chumbo também compete com o calcio na
absorcdo gastrointestinal (POUNDS et al, 1991) e esta classificado como um carcindgeno
2B pelo 1ARC (1987).

2.2.4. COBRE

O cobre foi reconhecido como um metal essencial ao organismo humano a
partir de 1928, quando Hart mostrou que uma suplementacéo de cobre era necessaria para
combater a anemia por falta de ferro em ratos nutridos exclusivamente com regime lacteo.
O cobre é necessario a sintese da hemoglobina e juntamente com o zinco e selénio, esta
envolvido na destruicdo de radicais livres através do sistema enzimatico reduzindo, assim, 0
risco de cancer. Por outro lado, o excesso desse elemento pode desenvolver doenca e
toxicidade (CHAN et al., 1998).
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2.2.4.1. Toxicocinética e Toxicodinamica

Geralmente, penetra no organismo por via oral e quando a ingestdo é
proposital, o proprio produto produz emese (principalmente o sulfato) (BRITO, 1988).

O organismo humano contém cerca de 80 mg de cobre para um homem de 70
kg. Os 6rgdos mais ricos em cobre sdo o figado, cérebro e cerca de 1/3 encontra-se nos
musculos e sistema 6sseo. O figado é o d6rgdo de armazenamento e, portanto, mais
susceptivel a toxicidade (OLIGOELEMENTOS - cobre, 2003; KATOH et al., 2002;
KURISAKI et al., 1988).

O cobre esté ligado ao metabolismo de numerosas enzimas, a saber, (LEE et
al., 2002; FERREIRA et al., 2000):

==teruloplasmina, proteina que permite o transporte do cobre e a utilizacdo do ferro.

Quando este transportador esta saturado, a sua absor¢do pelo intestino é diminuida.

==titocromo-oxidase, enzima necessaria a etapa terminal das oxida¢des. Um déficit desta

enzima provoca alteracdo celular ou mesmo a morte.
==transaminases, enzimas que participam do metabolismo dos aminoécidos.

=+=lisina-oxidase, que favorece a reticulacdo do colageno e da elastina (solidez dos 0ssos,
dos tenddes e a elasticidade das paredes das artérias). Em caso de déficit havera falhas
na reticulacdo do colageno, problemas na plasticidade e solidez dos tecidos, em
particular ao nivel das artérias. Poder-se-4 observar fraturas Osseas, aneurismas e
dissecacOes arteriais, e em nivel dos pulmdes uma patologia semelhante ao enfisema
(CHAN et al, 1998).

==amino-oxidases que permitem o metabolismo das aminas bidgenas.

=x=tirosinase que possui um papel na pigmentacéo da pele.
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2.2.4.3. Toxicidade

Os sinais de intoxicacdo pelo cobre sdo similares aos que ocorrem com a

maioria dos metais, tais como vOmitos, dores epigastricas e hemdlise.

O contato direto com a pele provoca irritagdo com erupg¢des papulovesiculosas

e eczematica, inclusive com necrose de pele (BRITO, 1988).

Uma vez absorvido em doses toxicas (159/70kg de CuSO,), lesam
principalmente os rins, o figado (com cirrose) e o SNC (depressdo seguida de
excitabilidade) (Brito, 1988). Em humanos, os relatos de intoxicagdo crbnica estdo
relacionados com o curso da intoxicacdo aguda pelo sulfato de cobre, ap6s uma ingestéo
com fins suicidas. Os principais sintomas sdao hematemese, hemoglobindria, oliglria,
necrose hepética aguda, hipotensdo, coma e morte. Cronicamente tem sido estudado como
doenca de Wilson (doenca genética autossémica recessiva) e de Menkes (KURISAKI et al.,
1988).

A deficiéncia de cobre em animais nutridos experimentalmente com
alimentacdo carente em cobre provoca anemia, produz hipopigmentagdo e queratina com
defeitos na 1& dos cordeiros, distlrbios neurolédgicos graves (ataxia), deformacdes 0sseas,

distarbios de reproducéo, insuficiéncia cardiaca, aneurismas arteriais e cardiacos.

2.2.4.3.1. Toxicidade aguda ou em curto prazo

Altas doses de cobre podem produzir nauseas, vomitos, diarréia, danos
hepaticos, gengivites, dermatites, descoloracéo da pele e/ou do cabelo (CHAN, 1998).
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2.2.4.3.2. Toxicidade cronica ou em longo prazo

Na intoxicacdo cronica pode-se notar perfuracdo do septo nasal e se inalado €

irritante para as mucosas do trato respiratério.

A intoxicacdo provoca hemdlise e uma hepatite crénica, devido ao acimulo de
cobre no figado, que pode levar & cirrose ou a necrose maciga. Se o paciente sobrevive,
apresentara distarbios neurolégicos devido ao acumulo de cobre no SNC (WHO, 1998).

A Figura 12 mostra o acumulo de cobre no tecido hepatico (WHO, 1998).

Figura 12. Acumulo de cobre no figado.

Fonte: WHO, 1998.

A captagdo continuada de cobre, mesmo em baixas doses, produz
consideravel acimulo no figado. Em ratos este fato resultou em reducéo de niveis de ferro

na hemoglobina e ictericia hemolitica em alguns animais estressados.

A Figura 13 mostra os danos provocados ao nivel de rim e figado, observados

post-mortem e que sdo indicativos de intoxicacdo por cobre.
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Figura 13. Rim preto e ictericia

Fonte: SINAIS post-mortem, 2003.

A nefrite toxica podera ocorrer, resultando no aparecimento de urina corada de

castanho devido a hemoglobina e seus produtos de degradacéo.

2.2.5. CROMIO

O crémio foi descoberto em 1765, na Rassia, porém, o elemento so foi isolado
em 1797 pelo quimico francés Louis-Nicholas Vauquelin, que o preparou com &cido
cloridrico diluido a partir da crocoita (PbCrO,). Devido 0s seus compostos serem
coloridos, denominou-o de cromio (do grego chromos que significa cor) (ARFSTEN et al.,
1998).

O impacto do crémio nos sistemas bioldgicos pode ser benéfico ou ndo. O
cromio reconhecido como essencial no metabolismo de carboidratos e lipideos, e
relacionado com o mecanismo de agdo da insulina (cromio (I11)). E um elemento essencial
ao homem, com a captacdo diaria de 50 a 200ug recomendado para o adulto. Para o animal,
o Cr(I11) possui toxicidade quando ingerido (FERREIRA, 2002).

O crémio VI, danoso a satde € o que esta relacionado como um composto

mutagénico e carcinogénico em animais (IARC, 1990). Sua contaminagdo resulta numa
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problematica relacionada com aqueles que trabalham diretamente com seus compostos,

sendo considerado, também, um problema ambiental, conforme relata Ferreira (2002).

2.2.5.1. Toxicocinética e Toxicodinamica

As formas do crémio que tém significado bioldgico sdo Cr** e Cr® e a

absorgdo ocorre por via respiratorio (Cr*®), via oral e dérmica (Cr*®) (Casarett, 2001).

Armazenam-se nos pulmdes, pele, masculos e tecido adiposo. As maiores
concentracBes estdo no cabelo e pulmdes, porém, ndo ha tendéncia de acimulo. Possui

uma meia vida de 5-21 horas e a eliminaco ocorre via urinéria (Casarett, 2001).

O crémio (VI), quando ingerido, é convertido a cromio (I11) e as analises
quantitativas da reducdo da capacidade do estdmago em reduzir cromio (V1) a cromio (I11)
ndo tém sido bem conduzidas, portanto, o risco de ingestdo de dgua contaminada por este
metal é incerto (PAUSTENBACH et al., 2003).

2.2.5.2. Toxicidade

O crébmio metélico e os compostos trivalentes ndo sdo toxicos para os tecidos
humanos. A toxicidade do cromio esta limitada aos compostos hexavalentes, que tém uma
acdo irritante e corrosiva no organismo. Em certas condigdes, estes compostos podem
precipitar as proteinas. Num ambiente industrial, podem afetar a pele e as vias respiratorias,
provocando dermatites e ulceragbes e a exposicdo prolongada a poeiras ricas nestes
compostos, podem ter efeito cancerigeno para os pulmdes. E reconhecido como um
carcinégeno por inalagdo (PROCTOR et al., 2003; PAUSTENBACH et al., 2003).

Compostos de cromo VI podem também provocar anemia, alteracfes

hepéticas e renais.
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2.2.5.2.1. Toxicidade aguda ou em curto prazo

O trato respiratério, quando inalado, é o alvo principal para este contaminante
(PROCTOR et al., 2003; PAUSTENBACH et al., 2003; FERREIRA, 2002).

A ingestdo causa, tanto no homem quanto no animal, efeitos gastrointestinais,
incluindo dores abdominais, vomitos e hemorragia e a exposicdo dérmica produz

queimadura com cromo (VI). Além disso, efeitos neurologicos também podem ocorrer.

2.2.5.2.2. Toxicidade cronica ou em longo prazo

O principal alvo na intoxicagdo cronica é o trato respiratorio, apresentando
perfuracdo e ulceracdo do septo, bronquite, reducdo da fungdo pulmonar, pneumonia,
asma, prurido e ferida no nariz.

Tanto a exposicdo oral quanto a inalagdo podem produzir efeitos no figado,
rins, gastrintestinais e sistema imune e a exposi¢cdo ao cromo em ambiente industrial, esta
associada com cancer do trato respiratorio (PROCTOR et al., 2003).

Estudos em animais mostram o potencial carcinogénico do cromo (V1) para o
trato respiratdrio. Acredita-se que o mecanismo dessa carcinogenicidade para o pulmao se
deve a reducdo do Cr (VI) para Cr(lll) e a geracdo do um intermediario reativo Cr(V)
(PROCTOR et al., 2003; PAUSTENBACH et al., 2003; FERREIRA, 2002).

A exposicdo dérmica pode produzir dermatite de contato, sendo fregiiente na
exposicdo ocupacional com cimento, que é uma das fontes mais comuns de crémio.
Contudo, consumidores de produtos como couro queimado com Cr (I11) sdo, também,
fontes importantes de exposi¢cdo. Neste caso, por oxidacao, havera também, em mistura, o
cromio (VI), que se formard da queima do Cr(l11) (HANSEN et al, 2002). A Figura 14

abaixo mostra dermatite de contato provocado pelo crémio.
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Figura 14. Sensibilidade alérgica ao cimento contendo crémio.

Fonte: HANSEN et al, 2002.

2.2.6. MAGNESIO

O magnésio foi por muito tempo confundido com o manganésio e sua

diferenciacdo foi feita por Sir Humphrey Davy, em 1808.

O magnésio € o segundo maior cation intracelular mais abundante no
organismo. E co-fator de aproximadamente 300 reagdes enzimaticas, principalmente das
que utilizam ligacdo fosfato de alta energia, assim participando de inimeros processos
metabodlicos. Magnésio é um cofator de muitas enzimas envolvidas no metabolismo
intermediario. No ciclo glicolitico convertendo glicose em piruvato, ha sete enzimas-chave
que requerem Mg**. Esta também envolvido no ciclo do é4cido citrico na beta oxidag&o dos
acidos graxos (ELIN, 1994).

Terapeuticamente, 0s sais de magnésio representam uma importante classe e

exibem uma variada agdo farmacologica., tais como magnésio idnico e citrato de magnésio,
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em nefrolitiase, salicilato de magnésio em artrite reumatdide, hidroxido de magnésio como
antiacido, sulfato de magnésio na prevencdo e tratamento da eclampsia (TABER et al.,
2002; RANADE e SOMBERG, 2001; LU e NIGHTINGALE, 2000).

2.2.6.1. Toxicocinética e Toxicodinamica

Sais de magnésio sio pobremente absorvidos pelo intestino. E excretado no
trato digestivo pela bile e suco pancreatico e intestinal e em condi¢des normais 0s rins séo a
principal via de eliminacdo. A excre¢do ocorre, também, através do leite materno e suor
(CLASSEN et al, 1992).

O sulfato de magnésio é administrado por via intravenosa e intramuscular, na
obstetricia. E excretado nas primeiras 24 horas apds administracio venosa (TABER et al.,
2002; LU e NIGHTINGALE, 2000).

2.2.6.2. Toxicidade

Como se trata de um metal componente do organismo, sua toxicidade se
verifica em determinadas condic6es, quando de doses excessivas ou quando da deficiéncia

do organismo em elimina-lo.

A toxicidade do magnésio ocorre, geralmente, pela ingestdo crénica de
antiacidos, por individuos com insuficiéncia renal grave, os quais sdo deficientes em
elimina-lo (GARCIA et al., 2002).

Patologias associadas a deficiéncia de magnésio sdo generalizadas, tais como:
doencas cardiovasculares, renal, hepatica; danos no peroxinitrito (esclerose multipla,
glaucoma, doenca de Alzheimer, etc), infeccdo bacteriana recorrente devido a reducdo de

niveis de Oxido nitrico nas cavidades (vaginal, ouvido médio, pulmao) sindrome pré-
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menstrual, como sulfato de magnésio, na obstetricia no tratamento da pré-eclampsia e
eclampsia (JOHNSON, 2001; HERSCHEL e MITTENDORF, 2001).

2.2.6.2.1. Toxicidade aguda ou em curto prazo

Os sintomas agudos serdo observados em pacientes cuja funcdo renal estd
comprometida, uma vez que nos rins normais, 0 magnésio é eliminado rapidamente, o que
previne a intoxicacdo. Assim, pessoas idosas, pela reducdo da funcéo renal ou doentes de
insuficiéncia renal tém acUmulo de magnésio em decorréncia da reducdo na taxa de
filtragdo glomerular.

Os sintomas de sobrecarga de magnésio incluem diarréia, dificuldade
respiratoria, depressdo do SNC, resultando em fraqueza muscular, letargia, sonoléncia. Em
estados extremos, a sobrecarga de magnésio pode ser fatal, devido & diminuicdo de calcio

que provoca a parada cardiaca em diastole (JONES et al., 1986).

Os sintomas supra descritos foram também observados em uma mulher de 39
anos, que apresentou acentuado aumento de niveis de magnésio no soro, devido a
utilizacdo de repetidas doses de carvdo ativado e de citrato de magnésio, para tratamento de
superdose de antidepressivo triciclico, resultando em deterioragdo neuromuscular aguda e
depressao respiratdria (JONES et al., 1986).

Outro caso, envolvendo sulfato de magnésio utilizado em uma mulher de 31
anos, na sua primeira gestacdo (gémeas), apresentou contragdes na 322 semana gestacional,
o qual fora indicado o parto através de cirurgia cesariana. A paciente havia apresentado
intoxicacdo pelo magnésio, determinado no soro (9,0 mg-dL™) e uma das gémeas, apesar de
intenso recussitamento, ndo sobreviveu. O autor sugere que altas doses de sulfato de
magnésio a que foram expostas as gémeas teria sido a causa do 6bito (HERSCHEL e
MITTENDDORF, 2001).
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2.2.6.2.2. Toxicidade Cronica ou em longo prazo

A ocorréncia da intoxicacdo cronica € mais incomum. Contudo pode ser

observada, em nivel de musculo esquelético, fraqueza generalizada.

O uso cronico de magnésio pode determinar diarréia (De FRANCESCHI et al,
1998). Além disso, tem sido relatada anormalidade éssea em neonatos, como resultado da
administragdo de sulfato de magnésio como forma de tratamento na pré-eclampsia em
mulheres gravidas (MATSUDA et al., 1997).

2.2.7. MANGANES

Os compostos de manganésio eram ja utilizados na Antigiidade, sendo no
entanto, dificil afirmar quando se comegaram a usar, uma vez que eram confundidos com
0s compostos de ferro e de outros elementos. Ja Plinio, na Era Romana, menciona o seu
emprego sob o nome de magnes, considerando-o uma variedade de magnetite, i.e., um
mineral magnético de ferro. Mais tarde, em livros do fim do século XVII, o termo magnésia
foi usado como sindnimo de éxido de manganésio. J. H. Pott (1740) provou que a pirolusite
(dioxido de manganésio) ndo continha ferro, como se acreditava até entéo, e produzia sais
bastante diferentes daqueles obtidos a partir dos oxidos de ferro. C. W. Scheele, em 1774,
distinguiu a magnetite da pirolusite, tendo no mesmo ano o seu colaborador Johann
Gottlieb Gahn conseguido isolar o manganésio. O seu nome deriva do latim magnes e

refere-se as propriedades magnéticas exibidas pela pirolusite (WHO, 1981).

2.2.7.1. Toxicocinética e Toxicodinamica

A absorcdo gastrointestinal do manganés é menor que 5% e ocorre ao longo

do intestino delgado. E transportado ao plasma ligado a R,-globulina, e é largamente
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distribuido no organismo. Concentra-se em mitocondrias e em tecidos ricos nesta organela,
tais como pancreas, figado, rins e intestinos. A meia vida bioldgica é de 37 dias sendo que o
cérebro uma vez que atravessa a barreira hemato-encefalica, sua meia vida é maior. E
eliminado pela bile e reabsorvido no intestino delgado, mas a principal via de excre¢do sao
as fezes (CASARETT, 2001).

2.2.7.2. Toxicidade

O manganés é um elemento essencial ao homem. Entretanto, individuos
podem se intoxicar com este metal e apresentar sintomas similares aqueles produzidos pelo
mal de Parkinson (ARNOLD et al., 1999).

Manganismo é a forma como € conhecida a intoxicacdo ocupacional pelo
manganés. Sintomas pré-clinicos de intoxicacéo por poeira de didéxido de manganés, no ar,
foi detectado em trabalhadores de industrias siderdrgicas (ARNOLD et al., 1999).

O mecanismo de agdo toxica ndo € bem conhecido. Considera-se que o SNC e
0s pulmdes sejam Orgdos criticos nas manifestacdes das intoxicacGes. As semelhancas
clinicas entre 0 manganismo e o parkinsonismo e as respostas ao tratamento com L-dopa
sugerem que as alteracfes bioquimicas precedem os danos histolégicos no SNC (WHO,
1981).

2.2.7.2.1. Toxicidade aguda ou em curto prazo

A exposi¢do dermica e oral é reduzida devido a baixa solubilidade deste metal.
A exposicdo em altas concentragdes em ambiente de trabalho (210mg/m?), resulta em
pneumonite, produzindo tosse seca, nausea, cefaléia, fadiga, dispnéia, quando inalada
(BARCELOUX, 1999).
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O permanganato de potassio € um oxidante poderoso que produz uma necrose
tipo coagulagdo. A ingestdo de tabletes ou solugdo concentrada causa corroséo local e em
altas doses podem causar pancreatite fatal (BARCELOUX, 1999).

2.2.7.2.2. Toxicidade cronica ou em longo prazo

Os alvos primarios, na exposi¢ao crénica por manganés e seus compostos sao
0s pulmdes e o cérebro. A neurotoxicidade do manganés é bem conhecida, entretanto, os

efeitos neuroquimicos produzidos por este metal sdo pouco investigados (Al et al., 1998).

Barceloux (1999) relata que a ingestdo de permanganato de potassio a 8%, por
quatro semanas, por uma pessoa, apresentou perturbagdes gastrintestinais, alopecia,
parestesia, diminui¢do da concentragdo e fasciculagéo.

Ai e colaboradores (1998) pesquisaram produtos finais de metabolismo de
catecolaminas, a acido homovanilico e o &cido vanilmandélico em 39 trabalhadores com
média de 17,4 anos de exposicdo a0 manganés. Para este estudo foi utilizado um grupo
controle de 19 trabalhadores ndo expostos. A analise foi realizada por espectrometria de
absorcdo atbmica em amostras de urina e os resultados foram compativeis com observagdo
em animais de laboratério, mostrando a interferéncia de manganés no metabolismo
neuroquimico.

Numa fase subclinica, em nivel de SNC, a sintomatologia é vaga. O paciente
apresenta astenia, distarbios do sono, dores musculares, excitabilidade mental e
movimentos desajeitados. A fase clinica, com sintomas psiquicos e neuroldgicos se
caracteriza por transtornos na marcha, dificuldades na fala, reflexos exagerados, tremor e
sintomatologia extrapiramidal. Nesta fase, 0 paciente apresenta-se com psicose maniaco-
depressiva (PMD) e a sindrome classica que lembra o Parkinsonismo. Além desses efeitos,
pode ocorrer também bronquite aguda, asma brénquica e pneumonia (BARCELOUX,
1999; OGA, 1996).

Em soldadores e maquinistas observa-se hipotensdo ortostatica resultante de
intoxicacdo produzida por manganés. Estes trabalhadores apds avaliagdo da funcdo
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cardiovascular autonémica, cognitiva e emocional apresentaram balanco simpatovagal
diminuida (cinco); sete trabalhadores apresentaram disfuncdo autondmica e redugao
significativa da taxa cardiaca. Quatro trabalhadores apresentaram alteracdes de humor e
associada a alteracdo de memdoria recente e atengdo. O holter indicou uma diminui¢do na
ativacdo parassimpatica de alta freqliéncia da variabilidade da taxa cardiaca, refletindo uma
sensivel disfuncdo autondmica, refletindo uma exposicdo aumentada a0 manganés
(BARRINGTON et al. 1998).

Em macaca facicularis, foi avaliada leséo cerebral produzida pela administragao de
Oxido de manganés (VI), através de injecdo subcutanea. Foi observada degeneracdo dos
nervos dopaminérgicos pela tomografia por emissdo de positron e imagem por ressonancia
magnética, durante a intoxicacdo que ocorreu num periodo de 16 meses (ERICSSON et al.,
1992).

2.2.8. MERCURIO

O homem pré-historico utilizava o cinabrio (sulfeto de mercurio, HgS),
principal minério do mercdrio para executar desenhos nas paredes das cavernas em que
habitavam. Foi encontrado, também, mercurio em tumulos egipcios 1500 a.C. (GRAEME
e POLLACK, 1998). As maiores reservas do cinabrio encontram-se na Espanha (Almaden)
e na Italia (MICARONI et al, 2000).

Os antigos chineses acreditavam que o cindbrio e o mercdrio apresentavam
propriedades medicamentosas que prolongavam a vida. Assim, varios imperadores,
ingerindo constantemente o metal, morreram de mercuralismo na tentativa de assegurar a
imortalidade (YAMADA et al., 1997).

No século XVI, o mercario, sob a forma de pomada, foi utilizado para tratar a
sifilis, utilizada como massagem cutdnea. Os sintomas psicéticos da intoxicacdo por
mercurio foram descritos no século XVIII, quando entdo as referidas pomadas ganhavam
destaque (WALDRON, 1983). Paracelso, por volta de 1530, afirmava que a sifilis podia ser

tratada por via interna com preparados mercuriais. No mesmo século, o francés Jean Fernal
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descrevia sinais e sintomas da intoxicacdo por mercurio, quando este, sob a forma de

calamelano (Hg,Cl,), era aplicado amplamente como diurético (KNIGHT, 1975).

O mercurio foi o primeiro metal a ser legislado para controle de doencas
causadas em trabalhadores, em meados do século XVII. Nas Minas de Idrija, lugoslavia, o
dia de trabalho foi reduzido de 14 para 6 horas (KNIGHT, 1975).

Hunter e colaboradores descreveram a intoxicagdo por inalacdo do
metilmercario de quatro trabalhadores, de uma inddstria de fungicidas mercuriais, que
resultou em ébito. O anatomopatoldgico daqueles trabalhadores revelou acentuada leséo
neuronal e atrofia cerebral com perda cortical. Assim, esta intoxicacdo por mercurio
organico passou a ser conhecida como sindrome Hunter-Russel (SWENSSON e
ULFARSSON, 1963).

A exposicdo ao metilmercurio, por 17 anos, em ambiente de trabalho, foi
demonstrada em trabalhador, mediante deteccdo na urina com sintomatologia classica de
mercuralismo. Ap0Os 0 seu Obito que decorreu de cancer de pulmao, através da necropsia
foi detectado elevados niveis de mercurio, no cérebro, rins e pulmdo mediante anlise por
espectrofotometria de absorcdo atdmica, mostrando o acumulo deste metal, mesmo ap0os

tratamento especifico (D-penicilamina) (OPITZ et al., 1996).

2.2.8.1. Toxicocinética e Toxicodinamica

O metal que melhor possui representatividade em espécie quimica que pode
produzir efeitos no homem é o mercurio. E o Unico que & temperatura de 0°C se apresenta
na forma liquida. Existe na forma Hg° (forma metélica ou como vapor, cuja maior fonte é
a atmosfera), no estado mercdrico (Hg*") e mercuroso (Hg*), produzindo sais de mercdrio
inorganicos e organicos. Os vapores sd0 muito mais perigosos que sua forma liquida e a
forma organica do mercurio mais importante para a exposicdo humana é o metilmercdrio
(CH,Hg") (CASARETT, 2001; OLIVEIRA, 1996; GOSSEL e BRICKER, 1994).

Cada estado de oxidacdo e cada espécie organica tém caracteristica
toxicocinética e efeitos préprios sobre a sadde (USEP, 1997; WHO, 1989, 1990).
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O mercario metélico liquido, que pode ser resultante da quebra de um
termdmetro, ¢ absorvido lentamente pelo trato gastrointestinal (inferior a 0,01%) numa
propor¢do relacionada com a vaporizacdo do mercurio elementar e € geralmente
considerado sem consequéncias toxicologicas. Assim, é quase totalmente eliminado pelas
fezes. Entretanto, na superficie do epitélio intestinal pode formar o sulfeto, ocorrendo,
entdo, a absorcdo (NIELSEN e ANDERSEN, 1989).

Os vapores de mercdrio sdo prontamente absorvidos pelos pulmdes,
dissolvidos na corrente sanguinea e difundindo-se por todos os tecidos do corpo devido a
sua alta lipossolubilidade. Atravessa, também, a barreira hemato-encefalica (FUORTES et
al., 1995), sendo armazenada na sua forma oxidada (Hg**) (FUENTES e GIL, 2003).

A absorcdo gastrointestinal dos compostos de mercurio oriundos dos
alimentos é cerca de 15%, enquanto a absor¢do do metilmercurio é cerca de 90 a 95%. O
mercurio no alimento é muito tdéxico, principalmente quando comparado com o mercurio
em amalgamas (JONES, 1999).

Os rins contém a maior concentragdo de mercurio seguido por exposicédo de
sais de mercurio e vapor de mercurio. Contudo a producdo de metalotioneina, induzida
pela presenca do metal nos rins, resulta num importante papel na desintoxicacdo apos a

formacédo do complexo metalotioneina-Hg** (FUORTES et al., 1995).

2.2.8.2. Toxicidade

O mercurio no ambiente é constantemente ciclado e reciclado através do ciclo

biogeoquimico e ocorre por:

== mobilizacdo do mercurio de rocha, solos e superficie da agua, ou emisséo

de vulcdes ou ainda da atividade humana;
== movimento da forma gasosa através da atmosfera;

== deposi¢cdo do mercurio na terra ou superficie da agua;
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== precipitacdo ou bioconversdo em forma mais volatil ou mais solavel tal

como metilmercdario.

Desta forma, entra na atmosfera ou é bioacumulado na cadeia alimentar,
conforme sugere a Figura 15.

Figura 15. Ciclo do mercurio contaminando o homem, o ambiente e o alimento.
Fonte: MERCURY CICLE, 2003.

Qualquer que seja a forma de emissdo, tanto natural quanto antropogénica, o
mercUrio estd em forma inorgénica, predominantemente como vapor metélico (Hg°). Na
agua, contudo, o mercurio é transformado em metilmercurio por acdo microbioldgica
(HANSEN et al., 1997).

Os sinais e sintomas dessa intoxicacdo sdo tremores, vertigens, estomatite e
diarréia, incoordenacdo motora progressiva, perda de visdo e audi¢do e deterioracdo mental
decorrente de uma neuroencefalopatia toxica e sindrome asténica vegetativa ou eretismo
caracterizado por irritabilidade, instabilidade emocional, depressdo, timidez e fadiga
(FUENTES e GIL, 2003; ETO, 2002; ISHAHARA, 2002; HARADA et al.,, 2001;
CAVALLERI e GOBBA, 1998, HARGREAVES et al., 1998; FUORTES et al., 1995).

Situacbes de exposicdo e suas conseqiiéncias para 0 homem estdo descritas
abaixo.
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Em 21 de abril de 1956, em Minamata, Japéo, foi reportado uma crianca com
quadro caracteristico de disfungdo do SNC. Vinte dias ap6s, tornou-se a data oficial de
descricdo do mal de Minamata, quando da internacdo de mais quatro criangas com
sintomas similares. Nagquele mesmo ano, um comité especialmente designado, reconheceu
o mal em 56 pessoas e a causa daquelas intoxicacOes estava relacionada com a
contaminacdo de peixes e frutos do mar, principal alimentacdo daquela baia, provocadas
pelos dejetos contendo merclrio langados nela pela inddstria quimica Chisso, que 0s

lancava no rio e este desembocava no mar. (HARADA et al., 1999).

Um total de 151 corddes umbilicais foi coletado no periodo de 1950 a 1969 de
residentes da area de Minamata, incluindo 25 pacientes com doenga congénita de Minamata
para analise de metilmercurio para comparacdo com a contaminacédo sofrida na baia, o que
indicou a provavel causa da doenca congénita ter ocorrido pela contaminacéo e a presenca
de quantidades altas de metilmerctrio nos corddes umbilicais corroborou a hipétese da

utilizacdo do corddo umbilical na detec¢do do mercurio (HARADA et al., 1999).

Grandes acidentes com vapores de mercurio tém sido registrados no mundo,
como o incéndio de Idria na Itélia (1803), que levou a intoxicacdo 900 pessoas, e O
vazamento de vapores de mercdrio do navio Triumph, que causou trés mortes e a
intoxicacdo de 200 pessoas (FARIA, 2003).

Pacientes (seis) que adoeceram ap0s uma Unica exposi¢cdo aos vapores de
mercurio em alta concentragdo, e foram acompanhados pelo periodo de quatro anos, todos
apresentaram sintomas de intoxicacdo aguda por mercurio, como febre, calafrios, dor no
peito e fraqueza. Trés deles apresentaram infiltrado difuso pulmonar e o R-X sugeriu
pneumonite quimica. Dois deles apresentaram grande excre¢do de mercurio pela urina.
Seus sintomas cronicos diferiram em alguns aspectos, mas queixaram de nervosismo,
irratibilidade, perda da libido e desmotivacdo. Apesar de mercuralismo ocorrer com
exposicOes a longo tempo, esses pacientes, apos breve exposicao apresentaram um quadro
caracteristico de intoxicagdo crénica (MCFARLAND e REIGEL, 1978). Este relato serve
para caracterizar, que mesmo num quadro em que a exposi¢do seja Unica, a intoxicagdo

crbnica pode ser observada.
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2.2.8.2.1. Toxicidade aguda ou em curto prazo

A intoxicagdo aguda pelo mercUrio apresenta aspectos que podem ser
evidenciados por um conjunto de sinais e sintomas caracterizados por uma sindrome
gastrintestinal e neuroldgica. 0 paciente apresentara aspecto cinza escuro na boca e faringe,
decorrente da precipitacdo do protoplasma, dor intensa, vomitos que podem ser até
sanguinolentos, sangramento da gengiva, sabor metalico na boca, ardéncia no aparelho
digestivo, diarréia grave e sanguinolenta, estomatite, glossite, queda ou amolecimento dos
dentes, tumefacdo da mucosa da gengiva, nefrose e problemas hepaticos graves o que pode
resultar na morte em cerca de dois dias (CAVALLERI e GOBBA, 1998; HARGREAVES
etal,, 1998, HARADA etal., 2001; ISHAHARA, 2002) .

A nefrotoxicidade associada ao mercurio pode ser manifestada ou como
necrose tubular aguda ou uma glomerolonefrite complexa imune, dependendo das
condi¢Ges nas quais o paciente foi exposto ao metal. Dois pacientes com exposi¢do
industrial por mercurio desenvolveram sindrome nefrotica devido a glomerolonefrite
membranosa (TUBBS et al., 1982).

A intoxicacdo por mercurio pode igualmente determinar um quadro de
hipertensdo arterial, simulando o feocromocitoma, com cefaléia, irritabilidade e sudorese.
Oliveira (1996) fez essa observacdo em um adolescente de 17 anos, que foi admitido num
hospital com diagnoéstico inicial de feocromocitoma e posteriormente, determinado a
intoxicacdo por vapor de mercurio. Submetido a tratamento especifico para aquela

intoxicacéo, a crise hipertensiva foi resolvida.

A forma aguda pode aparecer ap6s exposicdo em niveis de 1,1 a 44 mg/m®
(McFARLAND e REIGEL, 1978). Asano et al. (2000) descrevem que por poucas horas,
niveis de mercrio acima de 1,2 mg/m?® causam bronquite quimica aguda e pneumonite e
duas horas ap0s a exposicao, aparece injuria pulmonar com formagdo de membrana hialina
e finalmente ocorre extensa fibrose. Ocorre pneumonia bilateral com edema intersticial e
com sintomas de dor toracica, dispnéia, tosse, hemoptise, podendo resultar no Obito
(FARIA, 2003).
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2.2.8.2.2. Toxicidade cronica ou em longo prazo

A intoxicagdo crbnica pelo mercirio, também conhecida como
“mercuralismo” ou hidragismo, via de regra é ocupacional e é conhecida desde a
antiglidade, quando era usado na decoracdo e pintura de castelos e no trabalho de
mineracdo, que foi intensificado durante o império romano. Na modernidade, a utilizacéo
de mercurio inorganico diversificou-se no setor industrial — metalurgia, producéo de
chapéus de feltro, equipamentos médicos e ambientais, quimica, refinarias de petréleo,
nuclear, inddstrias de cloroalcalis e de papel, cosméticos, amalgamas dentérios, etc.

Aproximadamente 90 ocupagdes estéo sujeitas a exposicdo ao mercurio (FARIA, 2003).

A legislacdo brasileira (NR 7/78, anexol, do Ministério do Trabalho e
Emprego) determina o limite de referéncia da normalidade de mercurio na urina (HgU) em
5 ug/g de creatinina para a populacdo, de 35ug de Hg/g creatinina para o trabalhador e
40ug de mercdrio/m® no ar, que sdo muitas vezes ultrapassados. Sendo assim, o risco da
intoxicacao é alto (FARIA, 2003).

Os sintomas observados sdo: transtornos digestivos, transtornos nervosos,
caquexia, estomatite, salivagdo, podendo ocorrer hipertrofia das glandulas salivares, mau
halito, aspecto acinzentado nos dentes com pequenissimos pontos de incrustagdes de
nitrato acido de mercurio, inapeténcia, anemia, hipertensdo, afrouxamento dos dentes,
perturbacGes vasomotoras (transpiracdo excessiva e rubor incontrolavel, que, em conjunto
sdo chamados de eretismo), problemas no sistema nervoso central, que é especialmente
atingido, evidenciado pela depressdo mental, alteragdes de comportamentos, insonia,
irritabilidade, tremores de mandibula e méos e posteriormente membros superiores e até
inferiores, alucinag@es, transtornos renais leves quando comparados aos da intoxicacéo
aguda, e possibilidade de alteragdo cromossOmicaa e aumento da captacdo de radioiodo
pela tiredide, o que a faz aumentada (FARIA, 2003).

A funcdo nervosa prejudicada tem ddo investigada por métodos clinicos e

neurofisiol6gicos.  Polineuropatia, principalmente do tipo sensorial, mono ou
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multineuropatia do tipo sensorial ou motor e envolvimento do sistema nervoso central foi

encontrado em trabalhadores com exposi¢do ao mercirio (ANGOTZI et al., 1981).

Cavallieri e Gobba (1998) avaliaram a visdo colorida em trabalhadores que
apresentaram a média urinaria de mercurio/creatinina acima do limite bioldgico proposto
pela Conferéncia Americana Higienistas Industriais Governamental. Foi observado
prejuizo na visdo colorida daqueles trabalhadores quando comparados com controles. Apos
12 meses e reexame, os trabalhadores, cujos niveis de mercurio e creatinina haviam sido
reduzidos, mostraram melhora significativa na percepcdo da cor sem diferenca quando
comparados aos controles. Este dado indica que reducdo da visdo colorida é reversivel,

quando a intoxicagdo pelo mercurio é tratada.

Os sinais e sintomas dessa doenga, resultantes da intoxicacdo pelo mercurio,
estdo principalmente no sistema nervoso central. Deve ser ressaltado que esta doenca difere
da intoxicacdo causada pelo mercurio inorganico, causador de danos renais. Clinicamente,
diversos sinais e sintomas sdo manifestados, sendo 0s principais: distirbios sensoriais na
porcédo distal de quatro extremidades, ataxia cerebelar, contragdo concéntrica bilateral do
campo Vvisual, distirbio do movimento ocular diminuicdo da audicdo e distdrbio do
equilibrio causado pelo SNC. Também a Doenca de Minamata fetal mostra prejuizos
similares, promovendo paralisia cerebral infantil (NAKAI e SATOH, 2002; OLIVEIRA,
1996; ROELS et al., 1989; TUBBS et al., 1982; ANGOTZI et al., 1981).

A exposicdo ao mercurio por dentistas, através da utilizagdo de amalgamas
dentais € uma ocorréncia motivo de observacdo e estudo epidemioldgico. Um estudo
epidemioldgico realizado no centro de Nova lorque, em 1985, mostrou quando analisados
cabelos desses profissionais que se utilizam amalgamas para realizar restauragdo, resultado
significativo de mercurio pesquisado em cabelo, quando comparados com outras
especialidades de dentistas, como por exemplo, ortodontistas que ndo usam mercurio
(SCARLETT et al., 1988).
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2.2.9. NIQUEL

O niquel foi isolado pela primeira vez por Cronstedt, em 1751, tendo sido
obtida a amostra purificada em 1804, por Richter, que realizou descricdo pormenorizada
das suas propriedades. Em 1870, Fleitmann descobriu que a adicdo de uma pequena

quantidade de magnésio tornava o niquel maleavel.

Estima-se que na crosta terrestre o niquel ndo exceda os 0,01%, sendo o 24°
elemento mais abundante na terra (OLIVEIRA, 2003), sendo um elemento essencial para
diversas espécies animais. Estudos em animais associados a privacdo de niquel com perda
no crescimento reduziu as taxas de reproducédo, produziu altera¢des de glicose e lipidios no
soro. Embora havendo substancial evidéncia do status de essencial para o niquel em
animais, para 0 homem néo esta claramente definida (BARCELOUX, 1999).

O niquel forma sais soluveis, tais como cloretos, nitratos e sulfatos, enquanto o
niquel metalico, sulfetos e Oxidos de niquel sdo pobremente soltveis (BARCELOUX,
1999).

2.2.9.1. Toxicocinética e Toxicodinamica

Em locais de trabalho, a inalagédo é a via de maior importancia toxicologica,
seguida da exposicdo dérmica, sendo que 35% do niquel inalado é absorvido pelo trato
respiratério (BARCELOUX, 1999). A deposicdo, absorcdo e eliminacdo dependem do
tamanho e concentracdo da particula de niquel no trato respiratdrio. Particulas maiores do
que 30 um sdo inalaveis. Particulas menores que 10 pm podem ser depositadas no trato
respiratério inferior. A absorcdo dérmica depende da taxa de penetracdo da epiderme, que
varia com as diferentes espécies quimicas do niquel. Administrados parenteralmente em
animais € rapidamente distribuido para os rins, pituitéria, pulméo, pele, adrenais, ovarios e
testiculos (NIELSEN et al., 1993).
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Niveis de niquel no feto sdo similares aos do adulto, sugerindo que esse metal
atravessa a placenta. A concentracdo média no leite de mées lactantes excede os niveis de
niquel no soro dessas mdes. O nivel de leite obtido em uma semana pds-parto foi de
17+2ug Ni/Zkg e o consumo pela crianga é de 5-15ug/dia (BARCELOUX, 1999).

2.2.9.2. Toxicidade

Em geral, a toxicidade do niquel é expressa pela exposicdo em ambiente de
trabalho, em locais de niquelagem. Sua expressdo clinica é conhecida por sua ampla
diversidade, do classico eczema de contato a rinite, incluindo alergia relacionada ao
trabalho, e pela hipertermia secundaria para valvula metélica do coragdo (HASSOUN et al.,
1999).

As muitas formas quimicas do niquel diferem em propriedades fisico-quimicas
e efeitos biologicos. A avaliacdo da salide para cada categoria principal de espécies de niquel
é necessaria (OLLER, 2002).

Evidéncias epidemioldgicas indicam uma associacdo entre exposi¢des por
inalacdo em refinarias contendo pd de niquel e compostos de niquel sollvel e o risco
aumentado de canceres respiratorios (OLLER, 2002).

Para diversos animais, 0 niquel é um elemento essencial e nestes, o niquel esta
envolvido no metabolismo lipidico, particularmente, do lipidio contido nos tecidos e
sintese de fosfolipidios. Em experimentos com ratos, observou-se que a deficiéncia de
niquel na alimentacdo aumenta a mortalidade perinatal, bem como ocorrem alteracdes de
comportamento e desenvolvimento do figado. Em humanos, este fato ndo foi observado
(BARCELOUX, 1999).
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2.2.9.2.1. Toxicidade aguda ou em curto prazo

Quase todos os casos de intoxicacdo aguda pelo niquel, resulta de exposi¢do
por niquel carbonila (Ni[CQO],) sendo a principal manifestacdo a dispnéia. Pacientes com
envenenamento grave desenvolvem intensa toxicidade pulmonar e gastrintestinal.
Pneumonite intersticial difusa e edema cerebral sdo a principal causa de 6bito (OLLER
2002; CASARETT, 2001; BARCELOUX, 1999). Outros sinais sdo a hipertermia, tosse,

tontura, mal-estar generalizado, vémitos, nauseas, pulso rapido e colapso.

2.2.9.2.2. Toxicidade cronica ou em longo prazo

Efeito cronico direto por inalacdo inclui asma, rinite hipertréfica crbnica e
sinusite, polipose nasal e perfuracdo do septo nasal. Via de regra & ocupacional,
principalmente por sulfato de niquel (BARCELOUX, 1999).

Hassoun e colaboradores (1999) relatam o classico eczema de contato a rinite,
incluindo alergia relacionada ao trabalho. Sugere inclusive que alguns tipos de rinite ou de
rinossinusite ocorrem também por ingestdo de niquel, observados em uma crianga de 11

anos e um paciente de 59 anos.

Kanerva e colaboradores (1999) relatam sintomas semelhantes a rosacea, com
intenso prurido em um assistente de laborat6rio metalUrgico, com exposicao de poeira de
niquel. Efetivado o teste, ficou comprovada a alergia ao niquel. Igualmente, Mattila e
colaboradores (2001) determinaram casos de alergia por este elemento, demonstrada em
estudantes (ambos os sexos) de uma universidade. Verificou a ocorréncia de dermatite

atopica e eczema de méo.

Silverberg e colaboradores (2002), estudando criangas com hipersensibilidade
de contato, observaram um grupo de 30 pacientes pediatricos com histéria de dermatite

umbilical ou de pulso, ou historia familiar de dermatite alérgica por niquel. Todos
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apresentaram reacdo positiva para alergia a sulfato de niquel a 5%. A Figura 16 mostra uma

dermatite umbilical.

Figura 16. Dermatite umbilical em uma menina de 7 anos.
Fonte: SILVERBERG et al., 2002.

A prevaléncia de alergia e a associacdo com piercing de orelha, observados
principalmente em meninas de 12 a 16 anos, na Dinamarca, mostrou-se relevante (MORTZ
et al. 2002).

A avaliacdo de carcinogenicidade por compostos de niquel solavel em &gua é
particularmente dificil. Evidéncias epidemioldgicas indicam uma associacao entre exposi¢do
por inalacdo de poeira de refino de niquel contendo composto de niquel solGvel, e
aumentando, assim, o risco de cancer respiratorio, contudo, inconsistente pela variedade de
contaminantes envolvidos (OLLER, 2002).

IARC, 1990, considera o niquel e compostos de niquel como carcinogénicos

do trato respiratério (nasal e pulmonar), em humanos.

2.2.10. TALIO

O télio foi descoberto, acidentalmente, em 1861 por Sir William Crookes e por
Lamy, através de técnicas espectroscdpicas, quando procurava tellrio, nos residuos de
algumas plantas, quando entdo encontrou, no espectro dos &cidos retirados, uma risca
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verde, o que o fez pensar na hipdtese de um novo elemento. Télio deriva da palavra latina
thallus, que significa rebento. Neste mesmo ano, isolou o elemento e o expGs num encontro
internacional, em Londres, em 1862 (GALVAN-ARZATE e SANTAMARIA, 1998;
LEONARD e GERBER, 1997).

Os sais de talio sdo usados em alguns venenos para roedores, na
manufaturacéo de lentes Opticas, semicondutores, contadores de cintilagdo, termémetros de
baixa temperatura, corante verde para fogos de artificio, imitacdo de joias, etc. Na pratica
clinica, isétopo de talio (TI-201) € utilizado na cintilografia de perfusdo do miocardio, como
um método ndo invasivo (MOORE et al., 1993).

Até préximo do século XX, os sais de talio foram largamente usados para
tratamento de sifilis (desde 1883), para reduzir suores noturnos em pacientes tuberculosos
(desde 1898) e como depilatério (desde 1897). E extremamente tOXico e por isso foi
utilizado com finalidades homicidas no principio do século (LEONARD e GERBER,
1997).

2.2.10.1. Toxicocinética e Toxicodinamica

O télio € absorvido através da pele e do trato gastrintestinal. Concentra-se em
maior proporcao nos rins e grandes quantidades sdo excretadas na urina. Sofre recirculagcdo
entero-hepatica, por sua secrecdo biliar. Armazena-se na zona da germinacéo dos foliculos
pilosos e apresenta eleicdo especial pelo SNC e simpéatico (CASARETT, 2001; BRITO,
1988).

O seu mecanismo de agdo toxica é bem conhecido. Interfere com o processo
vital dependente de potassio na enzima (Na*/K*)-ATPase, por sua alta afinidade pelo
grupamento sulfidrila (SH) das proteinas e outras homoléculas. Provoca inibicdo da
respiracdo celular, interagdo com riboflavina e com co-fatores base-riboflavina e disrupcéo
na homeostase do calcio (MULKLEY e OHEME, 1993). Talio e potassio sdo univalentes,
sendo assim, o talio é capaz de interferir no processo dependente do potéssio, imitando-o
no seu movimento, acumulando-se no tecido de mamiferos, uma vez que as membranas
celulares sdo incapazes de os distinguir (GALVAN-ARZATE e SANTAMARIA, 1998).
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2.2.10.2. Toxicidade

O envenenamento por talio é um dos mais complexos e graves conhecidos
pelo homem. Quando absorvido pela mucosa do trato digestivo, os sintomas clinicos
poderdo aparecer entre 12 e 24 horas ap0s a ingestdo (CASARETT, 2001; BRITO, 1988).

Sua sintomatologia é usualmente inespecifica, devido ao envolvimento de
varios 0rgdos, os quais incluem febre, problemas gastrointestinais, delirio, convulsdes e
coma, que podem aparecer rapidamente, porém, comumente a intoxica¢do aguda diminui
para dar lugar a um desenvolvimento gradual de disturbios gastrointestinais, polineurites,
encefalopatia, taquicardia, erupcOes da pele, estomatite, alteracGes atrdficas da pele, unhas e
parestesia, principalmente na sola dos pés e tibia. AlteracGes degenerativas do coragéo,
figado e rins, hemorragia subaracndida, depressdao da medula dssea, desenvolvimento de
comportamento psicotico com alucinagdes e deméncia também sdo relatados. Em
humanos, o sinal mais caracteristico é a alopecia, que aparece geralmente apds 15 a 20 dias
(SADDIQUE e PETERSEN, 1983).

Alopécia aguda pode ser um indicio de toxicidade aguda pelo télio, onde a

perda completa dos cabelos pode ocorrer em um més.

2.2.10.2.1. Toxicidade aguda ou em curto prazo

A Figura 17 mostra alopécia provocada pela intoxicacdo por talio, sinal
caracteristico para este metal. A alopecia aguda pode ser um indicio de toxicidade aguda
pelo talio, onde a perda completa dos cabelos pode ocorrer em um més (FELDMAN e
LEVISOHN, 1993). Em ratos, a perda de pelos é completa e as fémeas sdo muito mais
sensiveis a este veneno (BRITO, 1988), sendo a dose letal em humanos, estimada de 8 a 12
mg/kg (CASARETT, 2001).
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Figura 17. Alopécia provocada pela intoxicagdo por talio.
Fonte: ALOPECIA, 2003.

Os efeitos toxicos agudos do talio para o sistema cardiovascular, provavelmente
resultam da competicdo com o potéssio pelo sistema de transporte da membrana, inibicéo
da fosforilacdo oxidativa mitocondrial e disrupcdo da sintese protéica. Altera, tambem, o
metabolismo heme (CASARETT, 2001).

O télio apresenta propriedades teratogénicas especialmente sobre a cartilagem
e formacdo do osso, embora mais notavel em pintainhos que em mamiferos. Mulheres
gravidas ndo devem ser expostas a doses de talio que possam produzir sintomas toxicos
(LEONARD e GERBER, 1997).

2.2.10.2.2. Toxicidade cronica ou em longo prazo

Literatura sobre os efeitos mutagénicos e carcinogénicos promovidos pelo talio
sd0 escassos e mesmo quando existem, podem, em todo o caso, serem mascarados pela alta
toxicidade do referido metal (LEONARD e GERBER, 1997).

A alta concentracdo de talio nos rins, demonstrado em ratos albinos, através de
exames bioquimicos e histopatologicos € indicativa da nefrotoxicidade desse elemento
(LEUNG e OIO, 2000).
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Estudo em ratos albino machos, através de determinagdo boquimica, dose
dependente, mostrou alteracdes de niveis séricos de aspartato aminotransferase e alanina
aminotransferase, aumentados 16 horas da injecdo ip em varias doses. E 0s niveis de
creatinina elevados ap0s 4 dias da administragdo. O talio foi encontrado distribuido por
varios tecidos, porém em maior concentracdo nos rins, seguido do ileo, estdmago e figado.
Histologicamente foi demonstrada a ocorréncia de necrose e vacuolizacdo hepatocitica e
alteracdes patoldgicas de tabulos renais (LEUNG e OIO, 2000).

2.2.11. ZINCO

O zinco foi descoberto por Andreas Marggraf, em 1500, na Alemanha. A
origem da palavra é alem4, Zink. E um elemento ubiquo, que é essencial para a fungio
normal de muitas vias metabdlicas. Porém, o fato de ser essencial, ndo o isenta de que

determinados sais possam prejudicar a vida e até levar um individuo a morte (HEIN, 2003).

2.2.11.1. Toxicocinética e Toxicodinamica

O zinco é essencial para muitas fun¢bes metabdlicas e enzimaticas para o
homem, sendo importante na funcdo de mais de 100 enzimas do organismo, como por
exemplo na sintese de proteinas, DNA, RNA e a divisdo celular (PRASAD, 1983).

O zinco é uma espécie atbmica pequena e se comporta quimicamente como
um acido de Lewis, o que determina sua passagem pelas membranas bioldgicas tanto por
difusio passiva quanto por transporte ativo. E transferido do IGmen intestinal para a
circulagdo sanguinea atraves de um processo paracelular e transporte mediado por
carreadores. Dentro da célula da mucosa, o zinco € regulado por proteinas que se ligam a
metais como as metalotioneinas, que por sua vez, inibem a absor¢do do zinco
(HENRIQUES et al., 2003).
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Sua deficiéncia, atualmente, € bem reconhecida e ocorre somente como
resultado de fatores nutricionais, e também em algumas doengas, tais como sindrome da

malabsorc¢do, doenga de Crohn, alcoolismo, e cirrose hepéatica (PRASAD, 1983).

O zinco é o microelemento intracelular mais abundante encontrado em todos
os tecidos corporeos, porém 85% do seu total estd concentrado nos musculos e 0ssos
(KING et al.,, 2000). O zinco também ¢é acumulado no péncreas, o qual induzird a
producdo de metalotioneina, que por sua vez reduzira a toxicidade de outros metais, tais
como Cd, Cu e Hg (ONOSAKA et al., 2002).

2.2.11.2. Toxicidade

Embora o elemento ndo seja considerado téxico, a ingestdo de certos sais de
zinco, provocam nauseas e diarréia. Sua inalacdo pode provocar lesdes nos pulmdes e, de

um modo geral, em todo o sistema respiratorio.

O fosfeto de zinco (Zn,P,), desde 1919, tem sido usado como rodenticida na
concentracdo de 1% ou mais. No Egito, era realizada manualmente a fusdo de zinco e
fésforo em recipiente aberto, até 1983 (AMR et al., 1997). Esta exposi¢do ocupacional
resultou em danos tais como degeneracdo gordurosa e necrose hepética, respiratoria e
hematologica. Também, ha relatos de complicacdes renais e do sistema nervoso central.
(AMR et al., 1984; El SAMRA et al., 1984; STEPHENSON, 1967).

2.2.11.2.1. Toxicidade aguda ou em curto prazo

A morte resulta de exposi¢do aguda a compostos de zinco. O exemplo de
ocorréncia de exposicdo a altas concentracdes (cerca de 33.000 mg/m®) de fumos de
cloreto de zinco, na segunda guerra mundial, provocado pela exploséo de alguns geradores,
resultou na morte de 70 pessoas (ATSDR, 1994).
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A toxicidade aguda do zinco é caracterizada por ansiedade, vertigens e mal-
estar gastrico. Pode ocorrer, também, doenga e inflamagdo pulmonar, principalmente se a
exposicao for via pulmonar (cloreto de zinco), e alteracGes no sistema hematologico, o que
foi observado quando testado em trés espécies de ratos expostos em ambientes com
matéria particulada (KODAVANTI et al., 2002). Foi observado o quadro de pancreatite
aguda quando da injecdo de grande dose de zinco (ONOSAKA et al., 2002).

Alta concentragdo de zinco foi determinada em um soldador que cortava cano
de placa de zinco, em ambiente mal ventilado. Os sinais para esta intoxicagdo foram de
manifestacdes de sindrome psico-organica com tendéncia a reaces pseudoneurotica
(ANDRZEJAK etal., 1992).

Estudos com peixes apresentaram uma concentracdo letal (CL-50) de 60 mg-
L™ de agua, para uma exposicéo de 24 horas (ZYADAH e ABDEL-BAKY, 2000).

2.2.11.2.2. Toxicidade crbénica ou em longo prazo

O zinco € um elemento essencial para as diversas funcdes organicas como ja
citado, porém alguns compostos sao toxicos para 0 homem e podem determinar a

intoxicacéo ao longo de um periodo.

A exposicdo dos sais que apresentam toxicidade para 0 homem, como por
exemplo, o fosfeto de zinco, pode reagir em proporcdes consideraveis por longos periodos.
A aplicacdo de rodenticida no campo, por equipamento inadequado, pode resultar em
contamina¢do ao homem por inalacdo e ingestdo. Assim, pode ocorrer estimulacdo
psicomotora, alucinagdes e confusdo mental (AMR et al., 1997).

Os sinais da intoxicagdo cronica pelo zinco incluem nauseas, vomitos, retardo
do crescimento, fungdo do ferro alterada, anemia, diminui¢do do cobre, reducdo da funcéo
imune, reducdo de HDL (lipoproteina de alta densidade) e aumento de LDL (lipoproteina
de baixa densidade). Pode apresentar, ainda, danos no coragdo, dor retroesternal,
palpitacdes e dispneia (AMR et al., 1997).
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2.3. INTERACAO OU COMPETICAO ENTRE OS METAIS

A presenga trago de variados metais pode resultar, entre si, numa interagéo que
tanto pode ser um beneficio ou agravamento de toxicidade, quando este é exposto ao

organismo tanto humano, animal ou vegetal.

Peraza e colaboradores (1998) separaram os efeitos dos micronutrientes sobre
0S metais toxicos em trés classes: interacdo de micronutrientes sobre o metabolismo
durante a captacdo, ligacdo e excrec¢do; influéncia de micronutrientes sobre o efeito toxico

de metais secundarios.

A capacidade dos micronutrientes em modular a toxicidade dos metais é
incontestavel. Estes interagem com o metais toxicos em diversos pontos no organismo:
absorcdo e excrecdo de metais toxicos, transporte, ligacdo com proteinas alvo, metabolismo
e sequestro de metais toxicos. Além disso, alimentos deficientes de micronutrientes

predisporédo o individuo a toxicidade de metais ndo essenciais (PERAZA et al., 1998).

E de relevancia o efeito protetor do zinco, para a integridade da membrana
celular, protegendo o organismo celular contra a presenca dos radicais livres. Também,
compete com o cadmio, chumbo, cobre, ferro e célcio por um sitio de ligacdo similar.
Assim, a presenca de zinco, no que se refere aos metais pesados, tem importancia
fundamental na tentativa de evitar uma intoxicacdo, pois reduz os efeitos téxicos, por

exemplo, de chumbo e cadmio, no homem (PRASAD, 1983).

A interacdo entre zinco e cadmio, quando testada, mostrou que o zinco, numa
concentracdo 5 a 10 vezes maior, restaura os efeitos inibitorios produzidos pelo cadmio
sobre a sintese e correcdo do DNA, mesmo parcialmente, e repara a capacidade celular e
sua sobrevivéncia (NOCENTINI, 1987).

A interacdo de zinco e outros metais, tais como chumbo, mercurio (1), cddmio
e prata (I1) sobre a atividade do acido delta-aminolevulinico desidratase de eritrécitos,

investigada in vitro, demonstra que o zinco elimina a inibi¢do produzida pelo chumbo, dose
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dependente. Entretanto, os efeitos de inibicdo produzidos pelo mercario (I1), cadmio e
prata (I1) ndo foram removidos pela adigdo, in vitro, de zinco (TOMOKUNI, 1979).

A presenga de zinco em doses cronicas impede a recuperacdo de uma anemia e
severa nefrose por induzir a deficiéncia de cobre, visto que este mineral, por competicdo
com o zinco néo € absorvido (HEIN, 2003).

O cadmio interage com elementos essenciais, tais como zinco, cobre, ferro e
célcio. Particularmente, interagem com o metabolismo do célcio e vitamina D, nos 0ssos,
rins e intestino, resultando em desordem no metabolismo 0sseo. Na lactacéo, esta interacéo
é especialmente danosa. A absorcdo do célcio é reduzida pela competi¢cdo com o cadmio no
intestino e mais, o célcio é liberado do osso da mée e transferido para 0 neonato pela
lactacdo. Devido a esta interagdo, o cadmio causa uma diminuicdo acentuada na densidade
Ossea quando comparada a diminuicdo normal na densidade mineral durante a lactacéo
(OTHA et al., 2002).

O tdlio e potassio ttm a mesma carga. O talio segue a mesma via de
distribuicdo do potéssio e altera 0 numero e processo dependente do potéssio. Isto
explicaria a toxicidade do talio por sua ligagdo com os grupos sulfidrilas, inibicdo de
respiracdo celular, interacdo com riboflavinas e co-fatores baseados na riboflavias e
disrupcdo da homeostasia do célcio (MULKEY e OEHME, 1993).

A ingestdo oral de metais como metilmercurio, cadmio e chumbo perturbam o
metabolismo de elementos essenciais, especialmente o zinco, cobre, ferro e selénio. A
composicdo elementar dos tecidos e fluidos corpéreos é um indicador do estado de
nutricdo e patoldgico dos seres humanos. A taxa total destes metais essenciais, devido a
interacdo com aqueles metais pesados apresentar-se-a alterada. Aumento de cobre nos rins
e perda urinaria pode ser um denominador comum na manifestacdo de toxicidade renal
induzida por metais pesados (ABDULLA e CHMIELNICKA, 1989-1990).

Estudos em adultos mostraram que alta captacdo de célcio pode afetar
negativamente a utilizacdo de magnésio, podendo, portanto, resultar em danos
resultantes da hipercalcemia (ANDON et al., 1996).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1. Amostras de propolis

As amostras de prépolis, na forma de extratos ou in natura, foram adquiridas
mediante compra em farmacia ou de produtores, ou por doacdo conforme esta
especificado na descricdo de cada amostra. Os produtores foram informados quanto a
finalidade da aquisicdo ou doagdo. As amostras foram numeradas de 1 a 23, independente

de serem extratos ou in natura.

Foram compradas da Farmacia Véritas, fundacdo da Universidade do Sagrado
Coracgdo, em Bauru, SP, com a finalidade de testar a metodologia de mineralizacéo, as

amostras (de prateleira) infra descritas (amostrasde 1 a5):

?? propolis “Nese Draper”, em solugdo aquosa, segundo rétulo 40mg-mL™, da
Veromed, em frasco de vidro &mbar com capacidade para 20 mL e tampa pléstica branca,
de presséo e conta-gotas de vidro e borracha amarela, com lacre. Localizacdo do apiério:
Rua 15 de novembro, 112, Pelotas/RS. (Amostra 1).

?? extrato de propolis, em solucédo alcoolica, da Supermel, em frasco de vidro
ambar, com tampa rosqueavel, com capacidade para 30 mL, lacrado. Ndo consta a
concentracdo. Localizacdo do apiario: Rua Pioneiro José Jacinto Maia, 68, bairro Jd
Copacabana, 68, Maringad/PR. (Amostra 2).

?? extrato de prépolis, em solucéo alcodlica, a 12%, da Visserex, em frasco de
vidro ambar e tampa plastica branca, de pressdo, com capacidade para 30 mL, lacrado.
Localizagdo do apiario: Rodovia SSP 226, km 6, Distrito Industrial, Paquera Agu/SP.
(Amostra 3).
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?? extrato de propolis, em solucéo alcoolica, a 30%, da Herbarium, em frasco
de vidro ambar e tampa plastica branca, de pressdo, com capacidade para 30 mL, lacrado.

Localizagéo do apiario: Avenida Santos Dumont 1171, Colombo/PR. (Amostra 4).

?? extrato de prépolis, em solugdo alcodlica a 11%, da Apis Flora, em frasco
de vidro ambar, com tampa plastica branca, de pressdo, com capacidade para 30 mL,

lacrado. Localizagdo do apiério: Rua Triunfo, 945, Ribeirdo Preto. (Amostra 5).

Na sequéncia, foram adquiridas de produtores as demais amostras, como

segue:

?? comprada do Esquadrdo da Vida/Bauru/SP (EV), 210 mL, divididos
em sete frascos dmbar e tampa rosquedvel branca, identificados por nds, mediante
informacdo obtida in loco, com capacidade para 30 mL, sem rétulo, onde em conversa com
0 quimico, obteve-se a informacéo de que, para obtencdo daqueles extratos, partiu-se de
40% em é&lcool de cereais. Igualmente foram preparadas duas amostras, retiradas

aleatoriamente de dois frascos (amostras 6 e 7).

?? comprada da Supermel/Maringd/PR, 400 mL de tintura de prépolis, que
estava acondicionado em um frasco de plastico, com tampa verde rosqueavel, envolta com
fita adesiva incolor, com capacidade para 1 litro, segundo rétulo, ra concentracdo de 30%.

(amostras 8 e 9).

?? doagdo do Esquadrdo da Vida/Bauru/SP, prdpolis in natura, solido,
pesando 200g (duzentos gramas), que inicialmente, in loco, encontrava-se em uma caixa de
madeira, forrada com plastico. A propolis, na oportunidade, fora envolta em um saco de

papel celofane (Amostras 10 e 11).

?? doacdo da Apis Flora dois frascos de vidro ambar, com capacidade para
250 mL cada, fechados com tampa branca, rosqueavel, lacrado, contendo extrato de
propolis na concentracdo de 11%, localizada na Rua Triunfo, 945, Ribeirdo Preto/SP
(Amostras 12 e 13).

?? doagdo da Brasil Prépolis, quatro frascos de vidro &mbar, com tampa

branca rosqueavel, lacrado, com capacidade para 30 mL, contendo extrato de propolis a
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40% segundo consta do rétulo, localizado na Rodovia Anhanguera, km 252, Santa Rita/SP
(Amostras 14 e 15).

?? doacdo da Brasil Propolis, em saco plastico transparente, fechado por um

no, 100 g de prépolis in natura (amostras 16 e 17).

?? comprada da CAPEL - Cooperativa de Apicultores de Pernambuco, um
frasco de polietileno, com tampa do mesmo material, rosqueavel, com 50 mL de extrato de
propolis (ndo constava concentracdo), localizado na Av. Caxanga, 2200, Recife/PE,
(amostras 18 e 19).

?? doacdo um frasco de polietileno, transparente, proprio da Apiario Wenzel,
com tampa pléstica branca, lacrado, contendo 200 mL de extrato hidroalcodlico de

propolis, da Wenzel em Picus/Piaui. (ndo consta a concentracgao), (amostras 20 e 21).

?? doacdo Wenzel/Piaui, 100 gramas de prépolis in natura, em saco de

plastico transparente (amostras 22 e 23).

As amostras foram enumeradas de 1 a 23, pelo processo randdmico,
independentemente da forma de apresentacdo e da quantidade contida em cada frasco ou
pacote. De cada amostras foram retiradas duas aliquotas para analises dos metais. As
amostras em frasco Unico ou a propolis in natura que foi recebida em uma Unica
embalagem, foram retiradas duas aliquotas e submetidas aos procedimentos de
mineralizacdo e determinacdo dos metais. Amostras em frascos separados, foram retiradas,

aleatoriamente 2 frascos, identificadas e igualmente submetidas a mineralizacdo.

3.1.2. Equipamentos e materiais

Para a realizacdo das determinagdes dos metais foram utilizados:

?? Forno Microondas DGT-100, Provecto, Brasil, para mineralizacdo das

amostras, anexo 6;
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7? Balanca analitica marte, com certificado de afericdo da InMetro n° 0985033-
4, validada até 2002, com precisdo de 0,01g utilizada para a pesagem das

amostras;

?? Espectrofotdmetro de absorcdo atdmica GBC AA 932 (EAA-chama),

anexo 7:

?? Espectrofotdmetro de absorcdo atdmica com forno de grafite AA-220Z,

Varian, Australia (EAA-forno de grafite), anexo 8;
?7? Gerador de Hidreto GBC HG 3000;
?? Sistema de ultrapurificacdo de agua Millipore Simplicity®, modelo 185;
?? Um jogo de tubos ou plataforma de grafite pirolitico, Varian;

?? Lampadas de catodo oco (LCO) de cadmio, calcio, chumbo, cobre, cromio,

magnésio, manganés, mercurio, niquel, talio e zinco;
?? Frasco de reacdo oxtaflon®;
?? Filtro Whatman 40;
?? Tubo de polietileno de alta densidade, fundo chato;
?? Tubo eppendorf 2mL;
?? Pipetas automaticas Gilson (p20, p100 e p.1000uL);

?? Funil de polipropileno (HD), Nalgene, 7,5 cm de diametro.

3.1.3. Solucbes padréo e reagentes

?? Solucdo estoque de metais (padrdes) 1000 pg-L™, certificados Carlo Erba e
Merck.
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?? Os gases, obtidos da AGA, em condi¢Ges de ultrapuro e para utilizacdo em

absorcdo atbmica foram o argonio (UP), acetileno (A/A) e nitrogénio (UP).
?? triton X-100 da Merck, foi utilizado como agente estabilizador.
?? Boro hidreto de sodio p.a., Merck, utilizado na determinacdo de mercurio.

?? acido nitrico p.a.r (Merck), foi utilizado para o processo de mineralizacéo e

preparo de branco e lavagem para descontaminagdo dos materiais utilizados.
?? Extran® utilizado para lavagem do material.

?? Foi também utilizado modificador de matriz (NH,NO;) com a finalidade de
permanéncia do analito durante a secagem e calcinacdo, liberando-o apenas na fase de

atomizacdo.
?? Agua mili-Q e deionizada.

?? Os padrdes dos metais analisados foram preparados a partir da solugdo
estoque de 1000mg-L™, certificados da Carlo Erba e Merck, e desta procedeu-se dilui¢Ges

em agua mili-Q em aliquotas apropriadas, conforme Tabelas 2 e 3, pagina 79.

3.2. Preparacdo dos padrdes e amostras

A curva analitica de cada elemento foi obtida com as concentracdes expressas

em pg-mL™, excetuando-se o mercdrio, que foi em ng-mL™.

Para determinagdo em espectrofotometria de absorcéo atdmica em chama e em
forno de grafite, os padrdes foram igualmente certificados Carlo Erba e Merck. Os padrdes
dos metais foram preparados a partir da solucdo estoque de 1000mg-L™, e desta procedeu-
se diluicdes com agua mili-Q em aliquotas apropriadas, expressos conforme Tabela 2 e 3,
pagina 79.
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3.2.1. Descontaminacédo dos materiais

3.2.1.1. Materiais empregados na preparagdo das amostras

Os materiais utilizados (vidrarias) no procedimento de mineralizacdo das
amostras passaram pelo processo de lavagem para eliminar quaisquer presencas de metais
contaminantes e que pudessem interferir nos resultados. Os materiais foram lavados com
detergente Extran® e mantido por 18 horas em solucio de &cido nitrico a 10%, apds o que
foi enxaguado em abundéncia em &gua destilada e em sequéncia, passado por triplice

lavagem em &agua deionizada.

3.2.1.2. Descontaminagao dos frascos do forno de microondas

A descontaminacdo dos frascos para mineralizagdo foi realizada com écido
nitrico 65% e agua deionizada (1:1), submetidos ao forno de microondas, utilizando o
programa recomendado pelo fabricante: 5 minutos a 250W (etapa 1), 2 minutos a 500W
(etapa 2), 4 minutos a 800W (etapa 3) e 4 minutos a 000W, com duracdo total de 15
minutos. Ap6s o qual, procedeu-se triplice lavagem com agua destilada e deionizada e

secagem.

3.2.2. Procedimento de mineralizacdo das amostras de propolis

Para otimizagdo do procedimento de mineralizacdo de amostras de propolis foram

empregados dois métodos descritos da literatura para amostras biolégicas.
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3.2.2.1. Método de Fresenius e Babo

Este método baseia-se na agdo oxidante do cloro, produzido pelo &cido

cloridrico sobre o clorato de potassio.
KCIO;+ 6HCI _____, KCl+3H,0+3Cl,
Cl,+ HO—» HCI+% O, ouainda
4KClO, + 12 HCl — 5 4KCI + 6 H,0 + 3CI O, + 9| Cl|

O procedimento inicial com amostras aleatérias de prépolis na forma de
extratos hidroalcodlicos, adquiridas em farmacia local (Bauru/SP), a fim de verificar a
possibilidade de uma metodologia de mineralizacéo, considerando que o trabalho ocorreria

com amostras hidroalcodlicas.

Foi, entdo, tomada uma aliquota de 5,0 mL do extrato hidroalcodlico acrescido
de 4,0mL de &cido cloridrico (65%) e 1 ml de acido perclérico e a0 mesmo tempo, foi
preparado um branco com iguais quantidades utilizadas na preparagdo das amostras, com
agua deionizada. Em outra amostra foi apenas utilizado o acido cloridrico. Todos 0s
preparados foram colocados em tubos de pyrex e levados ao aquecimento no bloco de

mineralizagdo.

3.2.2.2. Mineralizacdo das amostras de propolis empregando forno microondas

Os procedimentos que seguem foram executados com apoio financeiro do
Laboratorio do Centro de Assisténcia Toxicologica (CEATOX) da UNESP, Rubido Jr,

Botucatu-SP, com a colaboracéo do Dr. Alaor Aparecido Almeida.
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?? Método A.

Num estudo inicial, tentou-se a mineralizacdo de 5 amostras, sendo 4 de
extratos hidroalcodlicos e uma solugdo aquosa, enumeradas de 1 a 5 de diferentes
laboratorios, adquiridas da Farmécia Véritas/USC, Bauru, SP, com 4,0 gramas de cada

extrato adicionados 4,0 mL de &acido nitrico (65%) em frasco de reacdo oxtaflon®.

?? Método B. Método otimizado para mineralizacdo das amostras de

propolis

Para o preparo das amostras de propolis empregou-se a quantidade em gramas
descritos na Tabela 1, pagina 77, conforme sua forma de apresentacdo (se extratos
hidroalcodlicos ou in natura), diretamente nos frascos de reacdo, devidamente
descontaminados, conforme descricdo no item 3.2.1.2, acrescentado 4,0 mL de acido
nitrico p.a.r., acondicionados, individualmente nos suportes de mineralizacdo, devidamente
fechados, ajustados e travados. L Estes frascos foram levados ao forno de microondas e
submetidos, por 5 minutos, a 250W (etapa 1); 2 minutos a 500W (etapa 2); 4 minutos a
800W (etapa 3) e finalmente ajustados para 000W por 4 minutos. As amostras
mineralizadas foram transferidas para frascos de polietileno, com enxagles de 3 mL de

agua mili-Q e o volume completado para 10 mL com &gua deionizada.

3.2.3. Analise quantitativa dos metais em amostras de propolis

Para validagdo da matriz propolis, foram realizados graficos com os respectivos
padrdes certificados Carlo Erba e Merck nos niveis conforme constam nas Tabelas 2 e 3,

paginas 79, observando-se a linearidade de resposta (r > 0,98). As amostras foram pesadas
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em balanca certificada pelo InMetro (2002), recuperacdo com 94% que corresponde o valor
acrescentado do padrdo e valor determinado pelo equipamento, apds a mineralizagdo.
Procedeu-se a determinacdo da incerteza tipo A, analises de repetitividade e determinacdo
de Coeficiente de Variacdo <2% (CV). Teste de interferéncia ou de efeito matriz sobre a

curva de calibragéo.

O método para analise quantitativa dos metais em amostras de propolis foi
validado segundo os pardmetros de linearidade, recuperacdo, precisio e exatiddo, e

interferentes.

A linearidade avalia a faixa de concentracdo do analito que produz linearmente
uma resposta do detector, observada com a construcdo dos graficos de calibragcdo nas

concentracOes descritas nas Tabelas 2 e 3, pagina 79.

A recuperacdo avalia a eficiéncia do procedimento de preparacdo da
amostra. Para este procedimento, as quantidades das amostras foram aquelas utilizadas na
otimizacdo para mineralizacdo, constante da Tabela 1, pagina 77, e fortificada com cada
analito na concentragdo menor (Tabela 2 e 3, pagina 79) utilizada para o grafico de

calibracéo.

Os estudos de precisao e exatiddo avaliam qudo eficientes é a determinacdo em
ensaios repetitivos. A precisdo expressa a concordancia entre 0s varios valores
experimentais obtidos. A exatidao traduz a concordancia dos valores experimentais com o

valor verdadeiro.

Interferentes avaliam a presenca de componentes inerentes a matriz que
possam interferir na analise. Devido inexisténcia de matriz propolis isenta de metais, 0s

experimentos foram executados com brancos.

Os limites de deteccdo em pg-mL™, para chama e pg-L™* para forno de grafite
foram estabelecidos pelos fabricantes dos equipamentos e confirmados e estdo descritos

na Quadro 2, pagina 80.

Para a escolha do equipamento foi considerada a sensibilidade de detec¢do do
equipamento relacionado a cada metal e que s&o informados pelo fabricante e testados pelo
laboratdrio para analise dos diferentes metais. As mesmas condicGes de temperatura e

operador, durante todo o experimento foram mantidas. Os comprimentos de onda para

Efigénia Queiroz de Santana 71



Materiais e Métodos

deteccdo dos metais foram compatibilizados para cada elemento. Assim, conhecendo-se
estes parametros os metais foram submetidos as analises conforme segue nos itens 3.2.3.1 e
3.2.32

3.2.3.1. Espectrofotdmetro de absorgdo atbmica em chama

Todas as amostras, independente da sensibilidade do aparelho foram

submetidas a analises neste equipamento.

As concentra¢des dos metais foram determinadas em espectrofotometro de
absorc¢do atdbmica GBC AA 932 (EAA-Chama). O equipamento foi calibrado empregando-
se uma solugdo do padrdo cobre na concentracdo de 5 pug-mL™, conforme recomendacio
do fabricante.

Na auséncia de matriz propolis sem metais, foram preparados dois brancos
contendo as mesmas concentragdes de acido nitrico 65%, o mesmo utilizado no preparo
das amostras e que foram utilizados em todo o procedimento analitico para cada amostra
submetida a analise. Os padrbes de cada metal foram preparados conforme consta na

Tabela 1, pagina 77. Todas as amostras foram analisadas em triplicatas.

As amostras, cujos metais ndo foram detectados EAA-Chama, ou
apresentaram-se em concentragdes muito baixas, foram reanalisadas em EAA-FG, levando-
se em consideracdo a maior sensibilidade deste equipamento, mostrada na Quadro 2,
pagina.80.

3.2.3.2. Espectrofotometria de absorcao atdmica em forno de grafite

A técnica de espectrofotometria de absorcao atdmica com forno de grafite foi

empregada para determinacdo das concentra¢@es de cadmio, chumbo, crémio e talio.
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As amostras foram analisadas em espectrofotdmetro de absorcdo atdmica com
forno de grafite (AA-220Z, Varian, Australia), com injetor automatico e corre¢do de ruido
por efeito Zeeman. Para todas as determinag6es foram utilizadas a metodologia de adi¢do

do analito para obtencdo da curva analitica, a fim de minimizar o efeito matriz.

Os padrbes foram preparados conforme constam ra Tabela 2, pagina 79.
Procedeu-se o desenvolvimento do método através da calibracdo do aparelho, inicialmente
testado com o branco preparado de forma similar ao branco para o EAA-chama, depois
branco com matriz, sequido dos padrbes de cada elemento para construgdo da curva de

calibragdo.

Neste equipamento, as amostras, 0s padrbes e branco, injetados
automaticamente, foram inicialmente desidratados, levados a calcinacdo a 400 °C, e
posteriormente atomizadas a 2100 °C. Ap0s a leitura do branco, foram feitas as leituras dos

padrdes e amostras, em triplicata.

3.2.3.3. Espectrofotometria de absor¢éo atdbmica com vapor frio

A determinacdo de mercurio nas amostras de prépolis tanto na forma de
extratos hidroalco6licos como in natura foi realizada por espectrofotometria de absorcéo

atémica usando a técnica de geracdo de vapor frio (EAA-VF).

As condigdes da operacdo foram: corrente de lampada de catodo oco de 7 mA,
? 253,7 nm; fenda 0,5 nm e o nitrogénio ultra puro. A analise foi efetuada em 3 replicatas.

A introducdo das amostras no equipamento foi manual e sempre pelo mesmo operador.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os procedimentos para determinagdo de metais em matrizes vegetais,
alimentares, bioldgicas e extratos aquosos decorrem de prévio tratamento onde a matéria
organica deve ser previamente destruida. Este procedimento de preparacdo da amostra para

analise de metais é denominado de mineralizagao.

Silvester e colaboradores (1999) realizaram a mineralizacdo em forno de
microondas em leite materno para detectar e quantificar cobre, ferro e zinco. Para tanto,
utilizaram-se de é&cido nitrico e peroxido de hidrogénio e obtiveram o mineralizado. Os
autores concluiram como sendo um método rapido e simples, além de vantajoso, devido ao

pequeno volume da amostra necessario para as analises realizadas em EAA-chama.

Wieteska e colaboradores (1996) realizaram a mineralizagdo em amostras de
vegetais e posterior determinacdo de metais tracos empregando espectrofotometria de
absorgéo atémica. Segundo os autores 0 método de isolamento quantitativo é rapido e fécil
de ser executado. Para a mineralizacdo, em forno de microondas, os autores utilizaram os
reagentes acido nitrico, perclorico, cloridrico, e o fludrico objetivando a dissolucdo e
quantificacdo de varios metais.

Para extratos ndo alcoolicos, inclusive em amostras de ervas medicinais existem
vérias pesquisas descrevem metodos de determinagdo de metais, 0s quais sdo similares aos
acima exemplificados (WIETESKA et al., 1996; CAMPOS, 1996).

A primeira etapa para se determinar a presenca de metais em material biologico
consiste em promover a mineralizagdo da matéria organica, uma vez que os metais se ligam
as sulfidrilas (SH) das proteinas e a mineralizacdo tem a finalidade de liberar o metal a ser

analisado.
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4.1. Otimizacdo do procedimento de preparacdo das amostras de extratos

hidroalcoodlicos de prépolis e propolis in natura (mineralizagéo)

Para a realizagdo experimental, a deficiéncia de informacbes sobre
mineralizacdo de extratos hidroalcodlicos de prépolis dificultou este procedimento, visto
que ndo se possuia, naquela oportunidade, acesso ao equipamento (forno de microondas)

necessario para tal.

O extrato hidroalcodlico de prépolis resulta ndo s6 na presenca de alcool como
também de uma mistura complexa de substancias e componentes quimicos (resinas,
balsamos, ceras, 6leos volateis, polen, acido benzdico, alcool, acido cindmico, benzaldeido,
compostos terpénicos, acido slicilico e flavondides em maior concentragdo), e para esta

matriz, ndo foram encontrados na literatura um método de mineralizacao.

Desta forma, iniciou-se, os testes de mineralizagdo utilizando tratamento com
acidos fortes e a acdo oxidante de cloro, numa adaptacdo do método de Fresenius e Babo.

Este método resultou em expanséo (exploséo) das amostras, inviabilizando o processo.

Possivelmente, a presenca do alcool e o uso do aquecimento sugeriam ser o
fator predisponente a dificultar o processo da mineralizacdo com &cidos fortes. Assim,
antes de acrescentar os acidos nos extratos, com o0s meios de que se dispunha naquela
oportunidade, buscou-se reduzir o teor de alcool, por evaporacdo. Diferentemente em
analiss de determinagcdo de metais em bebidas alcodlicas como a pinga, 0s extratos
resultaram num grumo dificultando o procedimento, mesmo ap0s a adicdo dos acidos em
conjunto, ou somente o &cido cloridrico ou o perclérico. Esta tentativa resultou falha, vez

que ndo se obtinha a mineralizac&o.

Em uma nova tentativa, buscou-se diluir o éalcool da amostra com &gua
deionizada e o resultado da mineralizagdo foi parcial. Para que esta mineralizacdo fosse
completa, seria necessaria quantidade grande de acido. Este procedimento (descrito em
3.2.2.1) tornou-se analiticamente invidvel em fun¢do do alto volume de é&cido e do tempo

de preparo.
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Outra tentativa seria a realizacdo da mineralizagdo em forno de microondas.
Neste sentido, o Centro de Assisténcia Toxicologica da UNESP, Distrito de Rubido Jr., em
Botucatu, disponibilizou o equipamento para os testes e execu¢do da mineralizacdo e
posterior determinacdo dos metais. Porém, permanecia a problematica da expansao. Assim,
iniciaram-se 0s experimentos para verificar a melhor metodologia para o procedimento da

mineralizacdo de extratos hidroalcodlicos de propolis (3.2.2.2. Método A).

No que se refere a prépolis in natura, havia procedimento de mineralizacéo
descrito por Conti e Botré (2001), efetuada em forno de microondas sem relato de
quaisquer problematicas. Igualmente, a mineralizacdo para vegetais, plantas medicinais e
seus extratos aquosos, alimentos em geral, agua, dentre outros jA foram executadas
(GONZALEZ et al., 1999; OKAD, et al.; CAMPOS et al., 1996). Amostras alcodlicas para
determinacdo de metais j& foram anteriormente realizadas, onde o método descreve a
secagem da matriz (levedura) retirando, assim, o alcool (VARMA, 1988).

Inicialmente, a mineralizacdo das amostras dos extratos hidroalcodlicos em
forno microondas era uma alternativa a ser testada. Quatro gramas da amostra foi pesada e
adicionada de 4,0 mL &cido nitrico (65%), no frasco de analises, ocorreu expansdo e
consequente perda do material. Para se evitar o processo de expanséo, foi realizada uma
otimizagdo da quantidade da amostra capaz de ndo sofrer expansdo pela adicdo do acido
nitrico (1,5g). Entretanto, ao serem submetidas ao forno de microondas, verificou-se

expansdo com perda e desta forma, nova reducdo foi necessaria.

Os resultados das quantidades ideais de amostra hidroalcodlica de propolis

para a mineralizagdo constam da Tabela 1.
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Tabela 1. Quantidades das amostras de propolis, em gramas, empregadas para o

procedimento de mineralizagao.

Amostras N° Quantidade (g)

Extrato “Nese Draper” da Veromed 01 1,0
Extrato da Supermel 02 1,0
Extrato da Visserex 03 1,0
Extrato da Herbarium 04 1,0
Extrato de Apis Flora 05 1,0
Extrato do EV 06 1,0

07 0,5
Tintura de Propolis - 08 0,7
Supermel/Maringa/PR

09 0,3
Propolis in natura (EV) 10 1,0

11 1,0
Extrato de Propolis, da Apis Flora-Ribeirdo 12 0,5
Preto

13 0,5
Extrato de Prépolis da Brasil Propolis-Santa 14 0,6
Rita/SP

15 0,6
Propolis in natura da Brasil Propolis 16 11

17 1,1
Extrato de Propolis da CAPEL/PE 18 0,6

19 0,6
Extrato de Propolis da WENZEL/PI 20 0,6

21 0,6
Propolis in natura da WENZEL/PI 22 11

23 1,1
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As amostras ao serem enumeradas, ndo mais permitiam conhecer suas
procedéncias ou forma de apresentagdo (extratos ou in natura), caracterizando um estudo
duplo cego. Para a confeccéo das tabelas, apds as analises concluidas, separou-se as amostras

de extratos de propolis das de propolis in natura.

As amostras in natura e extratos foram separadas para analises dos resultados,
pois nas amostras in natura esperava-se concentracdes maiores de metais, por se tratar de
amostras concentradas e ja utilizadas para biomonitorizacio ambiental (CONTI e BOTRE,
2002).

4.2. Validacdo do método analitico

Para o procedimento de validagdo de métodos analiticos foram adotados os
critérios que seguem normas internacionais. Assim, foram avaliados 0s seguintes
parametros: grafico de calibracdo e linearidade, precisdo, limite de quantificacdo e efeito
matriz. Foram considerados aceitaveis os coeficientes de variacdo e erros relativos ndo

superiores a 2%.

4.2.1. Gréficos de calibracdo e Linearidade

Neste estudo, as faixas de concentracdo dos padrbes empregados para cada
metal estdo descritas nas Tabelas 1 e 2, empregadas para construcdo dos graficos de
calibracdo e avaliacdo da linearidade, obtidas nos equipamentos EAA-chama e EAA-FG,
respectivamente. O tratamento estatistico de cada grafico de calibracdo envolveu a
determinacéo da equacédo da regressdo linear e do coeficiente de correlacéo (r). Os valores

obtidos para cada grafico de calibragdo evidenciam linearidade satisfatoria.

Os limites de detecgdo na faixa de concentragdo da ordem de pg-mL™* para
EAA-chama e pg-L™ para EAA-FG foram estabelecidos pelos fabricantes e confirmados

pelo laboratério e estdo descritos na Tabela 4.
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Tabela 2. Concentragdes (ug-mL™) utilizadas para obtencdo dos graficos analiticos em

Espectrofotometria de Absorcdo Atdmica por chama (EAA-Chama) e Espectrofotometria

de Absorgdo Atdmica do Vapor Frio (EAA-VF), para mercrio ng-mL™.

Cadmio

0,050

0,100

0,200

0,400

Calcio

0,500

1,000

2,000

4,000

Chumbo

0,200

0,400

1,000

2,000

Cobre

0,250

0,500

1,000

2,000

Crémio

1,000

2,000

4,000

8,000

Magnésio

0,050

0,100

0,200

0,400

Manganés

0,050

0,100

0,200

0,400

Mercurio

1,000

2,000

4,000

8,000

Niquel

0,050

0,100

0,200

0,400

Talio

1,000

3,000

5,000

10,00

Zinco

0,050

0,100

0,200

-X_

Flame methods manual for atomic absorption by scientific GBC equipament.
Victoria, Australia, 1994, 18p.

Tabela 3. Concentracdes em pg-L™ utilizadas para obtencdo das curvas analiticas em

Espectrofotometria de absor¢do atbmica em forno de grafite (EAA-FG).

Cadmio 40,000 60,000 -X-

Chumbo 20,000 40,000 60,000

Cromio 20,000 40,000 -X-
Talio 20,000 40,000 60,000

Analytical methods manual for graphite tube atomizers. Victoria, Austrialia, 1998, 193p.
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Quadro 2. Limite de deteccdo em pg/mL em EAA-chama e pg/L para EAA-FG
fornecido pelo fabricante

Metal* FAAS GFAAS
Cadmio 0,009 0,0002
Célcio 0,02 0,0006
Chumbo 0,06 0,0006
Cobre 0,025 0,0006
Crémio 0,05 0,0002
Magnésio 0,003 0,0002
Manganés 0,02 0,0006
Niguel 0,04 0,0005
Talio 0,35 0,002
Zinco 0,008 0,0002

* Neste quadro ndo constam os valores de detec¢do para 0 mercurio, o qual € analisado em gerador

de vapor frio de mercurio e expresso em ng/mL.

Fonte: Flame methods manual for atomic absorption by scientific GBC equipament, 1994;
Analytical methods manual for graphite tube, 1998.

Os graficos de calibracdo de cada metal, e as respectivas equagdes da reta
seguem, demonstrando a linearidade de resposta, segundo as analises em seus respectivos

equipamentos.

4.2.1.1. Gréficos de calibracdo e linearidade obtidos em EAA-chama e EAA-VF
(Hg).

Os graficos de calibracdo que seguem mostram a linearidade dos metais
cadmio, célcio, chumbo, cobre, crdmio, magnésio, manganés, mercurio, niquel, talio e

zinco analisados em EAA-chama.
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Os valores mostrados nas Figuras 18 a 28 evidenciam a linearidade satisfatoria

para 0s metais acima citados analisados em EAA-chama, como segue.

0,16 Y=-0,0048+0,39896.x (r=0,99493) |

Absorbancia
o
o
[e6]
|

Concentragdo Cd (?g-mL")

Figura 18. Avaliacdo da linearidade do cadmio obtida em EAA-chama

Y=0,01844+0.05533.x (r=0,99932) |

0,30

0,25

0,20

0,15

Absorbancia

0,10

0,05

0,0 0,5 10 15 2,0 25 3,0 3,5 4,0 4,5

Concentracdo Ca(?g-mL")

Figura 19. Avaliacdo da linearidade do calcio obtida em EAA-chama
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0,14 Y=0,000108+0,06755.x (r=0,99988) |

0,12
0,10
0,08

0,06

Absorbancia

0,04 —

0,02+

0,00 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22

Concentracdo Pb (2g-mL")

Figura 20. Avaliacdo da linearidade do chumbo obtida em EAA-chama

0,30

Y=0,02731+0,15054.x (r=0,98385) |

0,25

0,20

0,15

Absorbancia

0,10

0,05

0,00 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

Concentragio Cu (?g-mL")

Figura 21. Avaliacdo da linearidade do cobre obtida em EAA-chama
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0,14
Y=0,00982+0,01531. (r=0,99728) |

0,12

0,10

0,08

0,06

Absorbancia

0,04

0,02

Concentracéo Cr (?g-mL")

Figura 22. Avaliagdo da linearidade do cromio obtida em EAA-chama

Y=0,06683+1,04690.x (r=0,9878) |

0,50—-
0,45—-
0,40—-
0,35—-
0,30—-

0,25

Absorbéancia

0,20

0,15+

0,10

0,05 — T T - T T T - T T T 1
0,00 005 010 015 020 025 030 035 040 0,45

Concentragdo Mg (?g-mL")

Figura 23. Avaliagdo dalinearidade do magnésio obtida em EAA-chama
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Y=0,01861+0,17411*x (r=0.99630) |

Absorbancia

owofH—-—r—rrv—vr—+—¥—+——+—+r——
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45

Concentracio Mn (?g-mL™)

Figura 24. Avaliacdo da linearidade do manganés obtida em EAA-chama

[Y=-0,01675+0,00843.x (r=0,99974) |

0,7

0,6 1

0,5+

0,4

0,37

Absorbancia

0,2 1

0,1+

0,0 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

Concentragéo de Hg (ng-mL")

Figura 25. Avaliacdo da linearidade do mercurio obtida em EAA-VF
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0,5+

Y=0,02727+0,11003.x (r=0,99917) |

04

o
w
|

0,2

Absorbancia
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Figura 26. Avaliacdo da linearidade do niquel obtida em EAA-chama.
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Figura 27. Avaliacéo da linearidade do talio obtida em EAA-chama
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Figura 28. Avaliacdo da linearidade do zinco obtida em EAA-chama

4.2.1.2. Gréficos de calibracéo e linearidade obtidos em Espectrofotometria de

absorcéo atdmica com forno de grafite (EAA-FG)

Os gréaficos de calibragdo que seguem mostram a linearidade dos metais
cadmio, chumbo, crémio e talio analisados em EAA-FG, representados pelas Figuras 29 a

32 evidenciam a linearidade satisfatdria para estes metais, obtidos em EAA-FG.
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Figura 29. Avaliacéo da linearidade do cadmio obtida em EAA-FG
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Figura 30. Avaliagdo da linearidade do chumbo obtida em EAA-FG
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Figura 31. Avaliagdo da linearidade do cromio obtida em EAA-FG
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Figura 32. Avaliacdo da linearidade do talio obtida em EAA-FG.
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4.2.2. Recuperacéo

A recuperacdo absoluta de um método analitico é a medida da eficiéncia do
procedimento analitico de extragdo. E mais bem estabelecida pela comparagio das
respostas de amostras de matrizes fortificadas, em replicata, com aquelas obtidas para as
solugdes padrdes, as quais representam 100% de recuperacdo. Pode ser observada a
repetibilidade dos processos. A recuperacdo média foi acima de 94%. Os coeficientes de
variagdo ndo foram superiores a 2%, independente da concentracdo, indicando boa

repetibilidade dos métodos.

4.2.3. Exatidao e Precisdo

A precisdo de um método analitico é a medida do erro aleatorio definido como
a concordancia entre analises em replicata de uma mesma amostra. Para avaliar a precisdo
do método, foram empregadas amostras de extratos hidroalcoolicos de propolis e propolis
in natura, enriquecidas com as menores concentracdes utilizadas para os graficos de

calibracdo de cada metal e que constam nas Tabelas 2 e 3, pagina 79.

Para o estudo da exatiddo, observa-se a concordancia entre o valor estimado

pelo método e o valor real das amostras.

4.2.4. Seletividade

A seletividade de um método é fornecida pela funcéo resposta que é dada para

cada metal que podem ou ndo ser distinguidos entre si.
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A matriz, apds a mineralizacdo, ndo apresentava 0s compostos organicos que
poderiam interferir nas analises. Os metais, a0 serem adicionados a matriz, assegurava a

coeréncia dos resultados, observado no grafico de calibracéo.

4.2.5. Limite de quantificacéo

O limite de quantificagdo foi considerado como sendo a menor concentragéo

quantificada com precisdo e exatidao, e que proporcionou um grafico linear (r>0,9).

4.2.6. Limite de deteccédo

O limite de deteccdo relaciona-se com a absorbancia e representa a quantidade

do analito cujo desvio padrdo (SD) se apresenta acima do sinal de ruido do equipamento.

Depois de observados os limites de quantificacdo e deteccdo foram realizados
as analises quantitativas dos metais.

4.3. Andlise quantitativa dos metais

Todas as amostras foram submetidas EAA-chama, assim pela obtencdo das
concentragOes, pela sensibilidade do aparelho indicada pelo fabricante (Tabela 4), alguns

metais (cadmio, chumbo, crémio e talio) foram também analisados em EAA-FG.

A sensibilidade do equipamento possibilita determinar a concentragdo de
metais. Deve-se avaliar o seu limite de deteccdo e a concentragcdo de metais na amostra a
ser analisada, quando houver, e para tanto a concentragdo ndo é o determinante e sim a

sensibilidade de deteccdo do equipamento, frente a um determinado metal. Para outras
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amostras, a concentracdo de metais é elevada a ponto de ndo ser indicado a utilizacdo de
um equipamento de maior sensibilidade, como ocorreu com as amostras de prépolis in
natura (10 e 11) na determinacdo de chumbo em EAA-chama, mesmo quando a indicacdo
é para pesquisa do metal num equipamento de maior sensibilidade, como resulta ser EAA-
FG. Também, poderiam ser realizadas varias diluicGes e assim empregar 0 equipamento
mais sensivel, mas seria redundante posto que o de menor sensibilidade ja fornecera as
concentracOes, além de que, varias diluigdes incorrem em perda de material, fornecendo

deste modo um resultado diferente do real.

4.3.1. Determinacao elementar por espectrofotometria de absorc¢ao atdbmica em chama
(EAA-chama) e espectrofotometria de absorcéo atdmica do vapor frio (EAA-
VF).

Por este equipamento foram analisados os metais cadmio, célcio, chumbo, cobre,
crémio, magnésio, manganés, mercurio, niquel, talio e zinco independente da sensibilidade do
equipamento. As amostras se constituiram de extratos hidroalcodlicos de propolis e de prépolis

in natura.

4.3.1.1. Extratos hidroalcoolicos de propolis

Os resultados das anélises em extratos estdo visualizados na Tabela 4 e
Grafico 1.
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Tabela 4. Resultados da determinagdo de metais em extratos hidroalcoodlicos de propolis por EAA-chama.

Amostras Metais (ug/mL)
Extratos
Cadmio Célcio chumbo cobre crémio magnésio manganés niquel télio zinco
1 ND 11,661+0,036 ND ND ND 6,294+0,818 ND ND ND |0,531+0,035
2 ND 1,440,030 |0,955+0,137 0,753+0,003 ND 17,006+0,082 | 0,276+0,002 ND ND |0,942+0,006
=+

3 ND 14,769+0,106 ND 0,922+0,023 ND 11,213+0,030 | 0,215+0,014 ND ND |1,156+0,012

ND 2,082+0,028 ND 0,242+0,002 ND 9,232+0,091 | 0,292+0,003 ND ND |0,365+0,010
5 ND 14,096+0,658 ND 1,179+0,019 ND 15,565%+0,008 | 1,495+0,008 | 0,947+0,061 | ND |2,005+0,015
6 ND 105,204+0,936 ND 0,554+0,032 ND 16,965+0,120 | 3,427+0,072 ND ND |3,818+0,040
7 ND 139,127+4,688 ND ND ND 16,8440,027+ | 3,076+0,121 | 9,382+1,622( ND |5,298+0,056
8 ND 57,218+5,253 ND ND ND 16,025+0,074 | 0,685+0,013 ND ND |3,825+0,056
9 ND 57,403+1,171 ND ND ND 15,61+0,068 ND ND ND |4,076+0,047
12 ND 63,315+0,975 [4,732+0,766| 2,058+0,059 | 0,816+0,114 | 63,228+0,120 | 1,562+0,043 ND ND |4,123+0,063
13 ND 101,39+0,070 |5,912+0,982  2,686+0,054 | 1,172+0,148 | 130,843+1,692 | 1,51+0,156 ND ND |4,100+0,051
14 ND 10,988+0,14 ND 4,518+0,047 | 0,81+0,090 | 137,892+0,537 ND ND ND |2,663+0,057
15 ND 37,996+1,71 ND 4,163+0,016 ND 39,161+1,296 ND ND ND | 2,77+0,062
18 ND 4,325%+0,139 ND 1,653+0,069 ND ND ND ND ND |1,202+0,026
19 ND 7,279+0,066 ND 1,149+0,034 ND ND ND ND ND |1,118+0,012
20 ND 7,293+0,027 ND 1,236+0,035 ND ND ND ND ND |1,202+0,034
21 ND 91,412+0,804 ND 1,000+0,046 ND 10,605%0,468 ND ND ND |3,294+0,046

ND = néo detectavel. Obs.: valores para mercurio: amostra 12 (153,431 + 2,946) e amostra 13 19,683 + 1,295 ng/mL
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O grafico 1, pagina 94 mostra os resultados das analises em EAA-chama.

Indubitavelmente o célcio e 0 magnésio (macroelementos) foram os metais em
maior concentragdo, visualizados no Graéfico 1, pagina 94 observados nas amostras 7, 6, 13
e 21 respectivamente. Estes metais poderiam igualmente ser analisados também em EAA-
FG, porém, como a deteccdo observada os mesmos ndo difere significativamente de um

equipamento para 0 outro, seno portanto submetidos apenas a EAA-FG.

As altas concentragdes de calcio e magnésio, observadas no Gréfico 1
impedem que os demais metais (chumbo, cobre, crémio, manganés, niquel, e zinco) sejam
visualizados. Assim, o Grafico 2, pagina 96, mostra a concentragdo desses metais.
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Gréfico 1. Concentracdo de metais em extratos hidroal codlicos de prépolis, determinada em EAA-chama.
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Os resultados das analises serdo apresentados e discutidos por amostra de
extratos hidroalcodlicos de propolis. Contudo, agrupando todas as amostras, analisadas por
este equipamento, 0s metais cadmio, e talio ndo foram detectados. O niquel foi detectado
em apenas duas amostras (amostra 5 que corresponde ao extrato da Apis Flora, obtido da
prateleira e a amostra 7 que se refere ao extrato adquirido da Esquadrdo da Vida, conforme
descricdo). A auséncia desses metais na amostra é tranquilizador visto serem estes metais
(cadmio e talio) responsaveis por sérios danos a saude. A presenca do niquel na amostra 5
com 0,9 ppm estéa abaixo dos niveis de tolerancia relacionado no Quadro 1, que é de 1,0
ppm no organismo humano. A amostra 7, apresentando 9 ppm, estd acima dos niveis de
tolerancias no organismo humano, segundo o mesmo quadro. Entretanto, o maior dano
que este metal pode determinar ao organismo decorre da absor¢do pulmonar e na forma
de extrato que a amostra se encontra ndo apresenta importancia toxicoldgica, mesmo se

houvesse exposicdo dérmica pois € dependente da taxa de absor¢do por esta via.
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Grafico 2. Concentragdo de metais nas amostras de extratos hidroalcoolicos de prépolis, determinada em EAA-chama.

Obs.: As concentracGes de calcio e magnésio constam na Tabela 3, pagina 92 e no Grafico 1.
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?? Amostra 1. Extrato Nese Draper da Veromed — Pelotas/RS.

Esta amostra ndo apresentou detec¢do de contaminantes metélicos por este
equipamento. O mercurio, em EAA-VF, também néo foi detectado Os metais detectados
foram os macroelementos, célcio e magnésio, nas concentragdes de 11,66 e 6,29 ppm,
portanto em baixa concentracdo e oligoelemento, zinco na concentracdo de 0,53 ppm.

Nestas concentragdes ndo apresenta importancia fisiolégica nem toxicoldgica.

A auséncia de deteccdo dos demais metais pesquisados pode estar relacionada
com a forma do preparo deste extrato, em ser aquoso, isto porque, a prépolis em sendo

pouco soltivel em agua, apresentar-se-ia em menor concentracéo.

?? Amostra 2. Extrato hidroalcodlico da Supermel — Maringd/PR.

Neste extrato foram detectados os macroelementos calcio e magnésio e neste o
magnésio se apresentou em maior concentracdo (célcio 1,40 ppm e magnésio 17,01 ppm),
observando-se o antagonismo do célcio/magnesio, porém de forma inversa ao geralmente
observado. Foram também detectados os oligoelementos cobre, manganés e zinco nas
concentracGes de 0,75; 0,27 e 0,94 ppm respectivamente. Estes niveis representariam uma

contribuicdo ao organismo humano.

Entretanto, observa-se, também, a deteccdo de chumbo, na concentragdo de
0,95 ppm, abaixo dos limites de tolerdncia para o organismo. Para o adulto ndo ha
importancia toxicoldgica, mesmo porque, por via oral a absor¢do do chumbo seria de 5 a
15%. Entretanto, a crianca, cuja absorc¢éo é em média 41%, poderia ocorrer danos a salde,

dependendo das doses administradas (em repeticdes) e também da idade da crianga.

Nao foram detectados o cadmio, crdmio, mercurio niquel e talio.
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?? Amostra 3. Extrato hidroalcodlico da Visserex — PaqueraAcu/SP.

Esta amostra apresentou deteccdo para 0s macroelementos, calcio 14,76
ppm e magnésio 11,21 ppm e para os oligoelementos cobre com 0,92 ppm; manganés com
0,21 ppm e zinco com 1,15 ppm todos em niveis baixos quando se considera sua absorgao,
portanto, a contribuicéo fisioldgica para o organismo humano sera de pouca importancia.
Ndao houve deteccédo, por este equipamento, para todos 0s metais pesados pesquisados

(chumbo, cadmio, talio, mercurio e niquel).

?7? Amostra 4. Extrato hidroalcodlico da Herbarium — Colombo/PR.

Nenhum metal toxico foi detectado nesta amostra. Os macroelementos, calcio
na concentracdo de 2,08 ppm e magnésio 9,23 ppm e novamente observando-se a inversao
no antagonismo do célcio e magnésio. Os oligoelementos foram detectados o cobre 0,24
ppm, manganés 0,29 ppm e zinco 0,36 ppm. Nestas concentracdes a contribuicéo

fisioldgica para o organismo seria pequena e sem significado toxicolégico.

?? Amostra 5. Extrato hidroalcodlico da Apis Flora— Ribeirdo Preto/SP.

Nesta amostra, 0 metal pesado detectado foi o niquel, na concentracgdo de 0,94
ppm, contudo, como a forma de absorcdo (gastrintestinal) para o niquel, nesta

concentracdo ndo hé importéncia toxicoldgica conforme ja discutido acima.

Os macroelementos foram detectados, apresentando célcio com 14,09 ppm e

magnésio 15,56 ppm e nova inversdéo no antagonismo do célcio com o magnésio é
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observada. Os oligoelementos foram detectados o cobre com 1,17 ppm, 0 manganés com

1,49 ppm e 0 zinco com 2,00 ppm.

?? Amostra 6. Extrato hidroalcodlico do Esquadrao da Vida— Bauru/SP.

Ndo foram detectados, nesta amostra, nenhum metal pesado. Os
macroelementos foram detectados na concentracéo de 105,20 ppm para célcio e 16,96 ppm
para magnésio. O antagonismo natural entre o calcio e 0 magnésio é observado. Também
foram detectados os oligoelementos na concentracdo, o cobre 0,55 ppm, 0 manganés com
3,42 ppm e 0 zinco com 3,81 ppm.

A deteccdo de macroelementos e oligoelementos e a ndo deteccdo de metais
pesados neste equipamento fazem desta amostra de importancia fisiol6gica, mesmo estes

metais se apresentado em baixa concentragao.

?? Amostra 7. Extrato hidroalcodlico do Esquadrdo da Vida— Bauru/SP.

Nesta amostra, dentre os metais pesados analisados, apenas o niquel foi
detectado na concentracdo de 9,38 ppm. Conforme se discutiu anteriormente este valor
estaria em niveis acima da tolerdncia, conforme o quadro 1, se fosse detectado no
organismo humano. Porem, a forma de apresentacdo e a via da administracdo no
organismo, sendo a oral, 0s risco seriam minimizados, vez que a via de absorc¢éo que
poderia causar sérios danos ao organismo seria a pulmonar, com exposicdo inalatoria.
Entretanto, cuidados devem ser tomados para que se evite tal contaminacao independente

de possiveis danos ao organismo.

Os macroelementos apresentaram-se com seu natural antagonismo, com o
célcio na concentracdo de 139,12 ppm e 0 magnésio na concentracdo de 16,84 ppm. Em se
tratando de elementos essenciais a0 organismo humano, sua presenca favorece o extrato.

Os oligoelementos presentes foram 0 manganés, na concentracdo de 3,07 ppm e 0 zinco na
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concentracdo de 5,29 ppm, sendo esta a maior concentracdo observada dentre as amostras
de extratos. Nestas concentracbes estes elementos ndo apresentam importancia

toxicolGgica, porem a presenca desses metais normais no organismo e benéfica.

?? Amostra 8. Extrato hidroalcodlico da Supermel — Maringa/SP.

Nesta amostra ndo foi detectado nenhum metal téxico (cadmio, chumbo,
mercurio, niquel e talio). Dos macroelementos foram detectados o calcio com 57,21 ppm e
0 magnésio 16,02 ppm. Né&o foram detectados os oligoelementos cobre e cromio. Os
oligoelementos que detectados foram o manganés 0,68 ppm e o zinco 3,82 ppm. A
auséncia de metais pesados e a deteccdo dos macroelementos e oligoelementos, mesmo em
baixa concentragdo, adicionados aos beneficios esperados pela acdo farmacoldgica, se esta
amostra contiver a sua composi¢ao quimica, € um bom indicativo no que se refere a sua

importéncia fisioldgica.

?? Amostra 9. Extrato hidroalcodlico da Supermel - Maringa/SP.

Nesta amostra ndo foram detectados os metais toxicos (cadmio, chumbo,
mercdrio, niquel e talio). Dos macroelementos, o célcio foi detectado na concentragéo de
57,40 ppm e 0 magnésio 15,61 ppm. Os oligoelementos cobre, cromio e manganés nao

foram detectados, apenas o zinco foi detectado na concentragdo 4,10 ppm.

A auséncia de deteccdo, por este equipamento, de metais pesados é benéfico.

Contudo, os oligoelementos ndo detectados empobrecem esta amostra.
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?? Amostra 12. Extrato hidroalcodlico da Apis Flora— Ribeirdo Preto/SP

Nesta amostra foram detectados metais pesados, tais como chumbo com 4,73
ppm, Mercdrio com 153,43 ppb. O teor de chumbo se a exposi¢do ocorrer para o adulto,
cuja absorcdo gastrintestinal € em torno de 5 a 15%, ndo havera importancia toxicoldgica.
Para a crianca, cuja absorcdo ocorre em torno de 41% e a permanéncia no organismo esta
em torno de 30%, dependendo de quanto a crianca € exposta oralmente e da frequéncia
com que se faria utilizacdo do extrato, este poderia apresentar importancia toxicoldgica. O

cadmio, niquel e talio ndo foram detectados.

Os macroelementos foram detectados, sendo o célcio na concentracdo de
63,31 ppm e 0 magnésio 63,22 ppm. A presenca dos metais pesados sugere alteracdo no

antagonismo natural existente entre o calcio e 0 magnésio, com concentrac@es similares.

Os oligoelementos detectados foram o cobre na concentragdo de 2,05 ppm, o
cromio 0,81 ppm, o manganés 1,56 ppm e o zinco 4,12 ppm. Nesta amostra todos os

oligoelementos pesquisados, mesmo em baixas concentracOes, foram detectados.

Entretanto, a deteccdo de metais pesados, mesmo em baixas concentracdes,
sugere a modificacdo do antagonismo dos macroelementos, determinada pela possivel
interacdo entre eles, torna esta amostra, mesmo tendo sido detectado os oligoelementos,

inadequada para fins fisioldgicos.

?? Amostra 13. Extrato hidroalcodlico de prépolis da Apis flora - Ribeirdo Preto/SP.

A deteccdo dos metais toxicos nesta amostra foi similar a amostra 12.
Apresentaram deteccdo de chumbo com 5,91 ppm, mercudrio com 19,68 ppb. Os demais

metais tdxicos (cadmio, niquel e talio) ndo foram detectados.
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Dos macroelementos pesquisados foram detectados o célcio com 101,39 ppm
e 0 magnésio 130,84 ppm igualmente conforme observado na amostra 12, ocorre a

inversdo do antagonismo do calcio e magnésio.

Os oligoelementos foram igualmente detectados de maneira similar a amostra
12, onde o cobre foi detectado 2,68 ppm, o cromio 1,17 ppm, 0 manganés 1,51 ppm e o
zinco 4,10 ppm. A importancia fisioldgica e toxicoldgica desta amostra é similar ao

apresentado na amostra 12, da mesma origem.

Amostra 14. Extrato hidroalcodlico de prépolis da Brasil Propolis — Santa Rita/SP.

Nesta amostra ndo foram detectados os metais toxicos pesquisados (cadmio,

chumbo, mercario, niquel e talio).

Os macroelementos foram detectados em baixa concentracdo o calcio 10,98
ppm e o magnésio 137,89 ppm, apresentando o antagonismo natural do calcio com o
magnésio modificado. Dos oligoelementos pesquisados, apenas 0 manganés ndo foi
detectado; os demais, nas concentragdes para o cobre de 4,51 ppm, o crémio 0,81 ppm e 0
zinco 2,66 ppm. Com estas concentracdes a importancia fisioldgica seria discreta, se
houvesse e nenhuma importancia toxicoldgica haja vista a auséncia de detec¢do de metais

toxicos.

Amostra 15. Extrato hidroalcodlico de propolis da Brasil Propolis - Santa Rita/SP.

A deteccdo dos metais foi de forma similar. Nenhum metal toxico dos
pesquisados foi detectado. Aparece um discreto antagonismo do célcio e magnésio,
mostrando uma divergéncia desta amostra para a amostra 14, o calcio apresentou uma
concentracdo de 37,99 ppm e o magnésio de 39,16 ppm. Nesta amostra o cromio ndo foi
detectado. A concentracdo dos demais oligoelementos foi: 0 cobre com 4,16 ppm, teor

discretamente menor do que o encontrado para a amostra 14; o zinco com 2,77 pp.
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Estas concentracdes ndo apresentam nenhuma importancia toxicol6gica. A

importancia fisioldgica seria discreta como na amostra 14.

Amostra 18. Extrato hidroalcodlico de prépolis da CEPEL — Recife/PE

Nenhum metal pesado pesquisado foi detectado nesta amostra.

Dos macroelementos pesquisados, apenas foi detectado o célcio na
concentragdo de 4,32 ppm. O magnésio nao foi detectado. Dos oligoelementos 0 manganés
néo foi detectado. O cobre foi detectado na concentragdo de 1,65 ppm e o0 zinco com 1,20
ppm. E uma amostra pobre e sem importéncia fisiol6gica ou toxicol6gica no que se refere

a0s metais.

Amostra 19. Extrato hidroalcodlico de prépolis da CEPEL - Recife/PE

Similarmente a amostra 18, ndo foram detectados metais toxicos. O
macroelemento detectavel foi o calcio na concentragdo igualmente baixa, de 7,27 ppm, ndo
foi detectado o magnésio. Dos oligoelementos, 0 manganés, igualmente ndo foi detectado.
A cobre foi detectado na concentracdo de 1,14 ppm e o zinco 1,11 ppm. Igualmente, sem

importancia fisiologica e toxicologica no que se refere aos metais.

Amostra 20. Extrato hidroalcodlico de propolis da WENZEL — Picus/PI

Nesta amostra ndo houve deteccdo de metais toxicos pesquisados. Dos
macroelementos, apenas o célcio foi detectado na concentracdo de 7,29 ppm. Dos

oligoelementos foram detectados o cobre com 1,23 ppm e o zinco com 1,20 ppm.
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Esta amostra ndo apresenta importancia nem fisiologica pela baixa
concentracdo dos elementos naturalmente encontrados no organismo humano e, nem
toxicologica.

Amostra 21. Extrato hidroalcodlico de propolis da WENZEL

Esta amostra apresenta comportamento similar a amostra 20. Nesta também
ndo ha deteccdo de metais toxicos. Diverge da amostra 20, pois nesta ha detec¢do dos
macroelementos, apresentando o célcio a concentracdo de 91,41 ppm e 0 magnésio com
10,60 ppm. Quanto aos oligoelementos esta amostra apresentou deteccdo de cobre na
concentragdo de 1,00 ppm e o zinco 3,29 ppm.

As amostras hidroalcodlicas podem-se observar que as originadas do nordeste
(Pernambuco, amostras 18 e 19 e Piaui, amostras 20 e 21) ndo apresentaram deteccao, por
este equipamento, para metais toxicos, contudo os macroelementos e oligoelementos
apresentaram concentracBes muito inferiores aquelas originadas do sul e sudeste. As
amostras oriundas do nordeste ndo foram detectados todos os oligoelementos pesquisados

e 0 magnésio igualmente nao foi detectado em todas as amostras do nordeste.

4.3.1.2. Amostras de propolis in natura

A Tabela 5 (pagina 105) e o Grafico 3 (pagina 106) mostram as concentracGes

nas amostras de propolis in natura 10, 11, 16, 17, 22 e 23 analisadas em EAA-chama.
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Tabela 5. Resultados da determinacdo de metais em propolis in natura por EAA-chama

Amostras Metais
In natura | Cadmio Célcio Chumbo Cobre Cromio Magnésio Mangangés Niquel | Talio Zinco
10 ND 2798,09 £3,91 |[1899,297 + 22,221 | 5,957 + 0,016 ND 18,762 £ 0,121 [1347,478 +£ 7,950 ND ND | 217,828+0,010
1 ND 1399,45 + 41,959 | 9581,16 + 360,251 | 11,192 + 0,094 (6,906 + 0,284| 18,165 + 0,051 [1880,204 +0,529 ND | ND | 108,914+ 1,121
16 ND |1116,953 +£12,622( 4,481 + 0,207 28,533 £ 0,131 |2,723 £ 0,191 108,511 + 0,087 | 85,186 +0,477 | ND ND | 52,191 +0,193
17 ND 1253,09 + 9,511 ND 24,042 + 0,098 ND 91,319 +£0,264 | 34,45+ 0,089 ND ND | 289,123+ 1,908
22 ND 555,645+ 9,390 | 133,182 +25478 | 5531+0,029 |3,73+0,154| 78,323 +0102 | 177,71 +£12,652( ND ND | 396,378+ 2,536
23 ND 435377 +£2,720 | 129,483 £ 24,770 | 5,338 £0,013 (3,113 +0,192| 77,69 +0,047 [ 165361+1,785| ND ND | 555,848+ 5,780

ND = Néo detectavel.

Obs.: Concentracio de Mercurio: amostra 10 (16,378 ng-mL"+ 1,072), amostra 11 (20,203 ng-mL™+1,329) e amostra 16 (20,203 ng-mL"+1,329
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Grafico 3. Concentracdo de metais em amostras de propolis in natura, submetidas a EAA -
chama.

Os resultados, igualmente serdo apresentados, por amostra de prépolis in
natura.

Neste grafico o célcio e 0 manganés foram os metais que apresentaram maior
concentracdo, encobrindo, devido a uma escala maior, os demais metais detectados. Para
que os demais metais pesquisados fossem visualizados nas suas concentragdes, sera exibido
o Gréfico 4, contudo, neste sendo retirado o célcio e 0 manganés e assim, apresentados 0s

resultados. Os Graficos 3 e 4, (paginas 106/7) e a Tabela 5 (pagina 105) mostram 0s
resultados destas amostras.
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Grafico 4. ConcentracGes de metais em amostras de propolis in natura, determinada em
EAA-chama.

Obs.: Ndo constam neste grafico os metais calcio e manganés, cujas concentracdes sao
mostradas na Tabela 5, pagina 105.

?? Amostra 10. Amostra de prépolis in natura do Esquadrdo da Vida — Bauru/SP

Nesta amostra e por este equipamento ndo foram detectados 0s metais toxicos
o cadmio, o niquel e o talio. O chumbo aparece huma concentracdo de 18,99 ppm e o
mercurio na concentracdo de 16,37 ppb. O mercdrio estd numa concentracdo muito baixa e
ndo apresentaria alteragdes toxicologicas evidentes se a propolis fosse utilizada em doses
terapéuticas. Contudo, a utilizagdo da prépolis in natura, sendo esporadica, a possibilidade
de conseqiéncias pela presenca, tanto do chumbo quanto do mercurio, nesta amostra, seria
minima ou até mesmo inexistente.

Dos macroelementos que é visualizado em alta concentracdo é o calcio com
2798,09 ppm, enquanto 0 magnésio apresenta concentracdo de 18,72 ppm. Um forte
antagonismo €é observado entre o célcio e 0 magnésio. Esse teor de célcio, pela eventual
utilizacdo da prépolis nesta forma, poderia resultar em uma captacédo maior deste elemento
no organismo. As possiveis consequéncias organicas dependeriam de fatores relacionados

com a absor¢do e 0 metabolismo de quem utilizasse esta amostra de propolis in natura.
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Dos oligoelementos observa-se o cobre na concentracdo de 5,95 ppm, o
manganés 1347,47 ppm e o zinco na concentracdo de 217,82 ppm. No Quadro 1, pagina 9,
de Debski (2002) o manganés esta relacionado um total de 20 mg no organismo humano,
desta forma, considerando este total no organismo e a concentragdo que se apresenta a
amostra, se fosse absorvido pelo organismo humano, poder-se-ia esperar conseqiéncias
toxicoldgicas, provocadas pelo manganés. Entretanto, a absorcéo oral, deste metal, sendo
menor que 5%, ocorréncia toxicoldgica ndo seria observada. O cromio ndo foi detectado,

nesta a mostra.

?? Amostra 11. Amostra de prépolis in natura do Esquadrdo da Vida— Bauru/SP.

Nesta amostra também nédo foram detectados os metais toxicos cadmio, niquel
e talio. O mercdrio foi detectado na concentracdo de 20,20 ppb e o chumbo numa
concentracdo elevada, de 95,81 ppm, quando comparado as demais amostras de préopolis in
natura. Considerando a menor sensibilidade deste equipamento para este metal, e a
concentracdo determinada, este ndo foi submetido a analise em EAA-FG, mesmo porque,
para que se pudesse analisar, neste equipamento (EAA-chama) a amostra teve de ser diluida
1:10 (v/v), uma que a primeira leitura ndo pode ser realizada (superou o limite de deteccdo
do equipamento). Entretanto, observa-se que a amostra 10, também do mesmo produtor
apresentou uma concentracdo passivel de leitura por este equipamento. Esta ocorréncia
pode ser explicada pela heterogeneidade das amostras da propolis in natura. Esta

heterogeneidade pode ocorrer:
?? producdo da propolis
?? coleta (caixa de producdo da propolis pintada)

A caixa de producdo da prépolis, quando pintadas, mesmo com todo o
cuidado para a retirada da prépolis, € possivel, durante a raspagem, a retirada da tinta

(contendo chumbo), sendo assim processada conjuntamente.

?? armazenamento
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No momento do armazenamento, quando de forma nédo apropriada, coloca-se
estas amostras em vasilhames com pinturas, podendo, também ocorrer contaminagdo. A
exposicdo a contaminantes ambientais pode ter sido um fator determinante de
contaminagdo, vez que a matéria prima (prépolis in natura), se encontrava acondicionada
em caixas abertas (observado no momento da recepgao in loco), portanto, em maior contato
com o meio ambiente. Estas amostras estiveram expostas a ocorréncia de contaminacao

ambiental no periodo que foi adquirida.

Acredita-se que, criangas as quais 0 chumbo pode causar maiores danos a
saude, ndo iria receber a propolis nesta forma in natura, haja vista o seu sabor pouco
agradavel ao paladar infantil. Entretanto, ocorréncias esporadicas de utilizacdo em adultos
podem ser observadas, assim, mesmo sendo o chumbo menos absorvido trato
gastrintestinal, a forma como é utilizada, “mascando”, o contato maior na boca e palato
mole, dependente da freqléncia de utilizacdo, poder-se-ia observar, entdo, uma absor¢ao
maior do que somente no trato gastrintestinal, e assim a possibilidade toxicidade pelo

chumbo.

Dos macroelementos, o célcio apresentou nesta amostra a maior concentragdo
dentre todas as amostras, com 1399,45 ppm e 0 magnésio apresentando uma concentracao
muito baixa de 18,16 ppm. Os condi¢des do célcio produzir uma importéncia toxicoldgica

esta também relacionada com fatores individuais como relatado na amostra 10.

Todos os oligoelementos pesquisados foram detectados nesta amostra. O
cobre na concentracdo de 11,19 ppm, o cromio na concentracdo de 6,90 ppm, 0 manganés,
este numa concentracdo elevada quando comparada as demais amostras de propolis in
natura, na concentragéo de 1880,20 ppm, 0 zinco na concentragdo de 108,91 ppm. Mesmo
0 manganés, numa concentracdo elevada ndo produziria efeitos toxicos, visto sua baixa
absorcdo por via oral, além de ser um elemento essencial. Os efeitos fisiologicos seriam

benéficos, desta amostra, ndo fossem 0s metais toxicos detectados.
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?? Amostra 16. Amostra de propolis in natura da Brasil Propolis — Santa Rita/SP.

Nesta amostra ndo foram detectados os metais toxicos tais como, o cadmio, o
niquel e o talio por este equipamento. O chumbo e o mercurio foram detectados em baixa
concentracdo de 4,48 ppm e 20,20 ppb, respectivamente. Nestas concentragdes néo
apresentariam importancia toxicoldgica.

Dos macroelementos analisados o calcio foi detectado numa concentragdo
também elevada de 1116,95 ppm, 0 magnésio apresentando uma concentracédo de 108,51
ppm, sendo esta concentracdo a maior dentre estas amostras de prépolis in natura, no que
se refere a0 magnésio; 0 manganés a concentracdo de 85,18 ppm e o zinco 52,19 ppm. Esta
amostra apenas apresentando uma concentra¢do baixa de chumbo, mas com os macro e
oligoelementos detectados, mesmo em baixa concentracdo, apresenta importancia
fisiologica, mesmo que discreta.

?? Amostra 17. Amostra de propolis in natura da Brasil Propolis — Santa Rita/SP.

Nesta amostra ndo foram detectados metais toxicos analisados neste estudo
(cddmio, chumbo, mercdrio, niquel e talio), mesmo pertencente a0 mesmo produtor mas

possivelmente também devido a heterogeneidade comum dessas amostras.

Os macroelementos foram detectados, e o0 célcio na concentracdo de 1253,09

ppm e 0 magnésio 91,31 ppm apresentando o antagonismo natural célcio/magnésio.

Dos oligoelementos pesquisados apenas o crémio ndo foi detectado. Os
demais o foram na concentragdo de: o cobre 24,04 ppm, o manganés 34,45 ppm, e 0 zinco
289,12 ppm.
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Observa-se também que duas amostras de mesma origem apresentam
concentracBes divergindo uma (16) da outra (17) e este fato também se deve a

heterogeneidade das amostras da prépolis in natura conforme referendado anteriormente.

Esta amostra, pela ndo deteccdo de metais pesados e pela deteccdo de quase a
totalidade dos elementos normais pesquisados, no organismo, apresenta importancia
fisiologica, vez que estes elementos ndo estariam em concentra¢fes que poderiam induzir a

uma toxicidade se administrado por via oral.

?? Amostra 22. Amostra de propolis in natura da Wenzel — Picus/Pl.

Nao foram detectados, por este equipamento, nesta amostra 0s metais toxicos
cadmio, mercurio, niquel e talio. O chumbo foi detectado na concentracdo de 13,31 ppm.
Em se tratando de amostras in natura pode nédo ser considerada uma concentracao elevada,
haja vista que, por via oral a absor¢do do chumbo, em adultos, corresponde, em média de 5
a 15%, assim, se 0 ato de mascar a propolis in natura for esporadico, nenhuma importancia
toxicolOgica apresentara 0 chumbo nesta concentragdo. A crianca, pelo sabor desagradavel
que esta amostra apresenta, ndo haveria importancia toxicolGgica, mesmo nesta

concentragao.

Dos macroelementos analisados o célcio foi detectado na concentracdo de
555,63 ppm e 0 magnésio 78,32 ppm. Todos os oligoelementos pesquisados neste estudo
foram detectados na concentragdo de: o cobre 5,53 ppm, o crémio 3,73 ppm, 0 manganés
177,71 ppm e o zinco 396,37 ppm. Estes macro e oligoelementos apresentariam
importancia fisiologica, mesmo com presenca do chumbo contaminando a amostra, por

sua baixa concentragao.
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??  Amostra 23. Amostra de propolis in natura da Wenzel — picus/PI

Neste equipamento ndo foram detectados os metais toxicos o cadmio, o
mercurio, o niquel e o talio. O chumbo foi detectado na concentracdo de 12,94 ppm e
como ja foi referendado na amostra 22, a forma e sabor desta amostra ndo determinaria

importancia toxicologica.

Os macroelementos pesquisados, apresentando seu natural antagonismo,

foram detectados o célcio com 435,37 ppm e 0 magnésio 77,69 ppm.

Os oligoelementos analisados todos foram detectados nas concentragdes que
seguem: o cobre com 5,33 ppm, crémio 3,11 ppm, manganés 165,36 ppm e o zinco 555,84
ppm. Considerando os valores citados por Debski (2002) estes valores apresentariam

importancia fisioldgica conforme ja exposto paraa amostra 22.

Estes resultados mostram, comparativamente e como era esperado, que todos
0s metais que foram detectados nas amostras, por este equipamento, nos extratos o foram
e em concentracdes amplamente menor ou ndo foram detectados. Nas amostras in natura,
onde pode ser exemplificar o célcio que apresenta a maior concentracdo (2798,09 ppm), e
o0s extratos a maior concentracdo foi de 139,12 ppm, a concentragdo da amostra in natura se
apresentou 20 vezes maior, haja vista que, 0s extratos sdo amostras preparadas a partir de
pequenas quantidades da propolis in natura e diluidas, no caso das amostras hidroalcodlicas,
em solucdo alcoolica que pode ser a 70%. Assim, tanto 0s metais toxicos, quanto 0s macro

e oligoelementos estdo em menor concentracdo nos extratos.

Esta observagdo se reverte em preocupacgdo quando se encontra extratos com
metais pesados detectaveis por este equipamento, como se verificou nas amostras 2, 12 e
13 de extratos hidroalcodlicos de prépolis, pois se mesmo em pequena concentracdo foi
detectado neste equipamento menos sensivel para o chumbo, entdo por quais causas esta
contaminagdo ocorreu, ndo ha, neste estudo como assegurar. Pode-se sugerir que o frasco
estaria contaminado, ou que a matéria prima estivesse com uma contaminacdo acentuada.

Pode-se apenas sugerir principalmente porque, nas amostras 12 e 13 houve, mesmo em
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concentracdo ao nivel de ppb, deteccdo de mercurio, ratificado por varias repeticdes do
procedimento analitico. Ratifica a hipGtese destas amostras estarem contaminadas néo
devido ao seu insumo, mas possivelmente uma contaminacdo dos frascos que a
acondicionava visto que, a amostra 5, igualmente da Apis Flora, adquirida em farmécia, de

prateleira, o0 chumbo néo foi detectado por este equipamento (EAA-chama).

Observa-se, também que o célcio detectado nas amostras de prépolis in natura
a concentragdo das amostras oriundas de S&o Paulo apresentaram concentracdo mais que
duas vezes maior que as amostras oriundas do nordeste (Picus/Piaui). Pode-se notar,
entretanto, que o antagonismo observado entre calcio e magnésio na amostra oriunda de
Bauru (10 e 11) se encontra presente, porém, apresentando 0 magnésio, nestas,
concentracbes muito baixas, quando comparadas as demais amostras, e quase Se

aproximando das encontradas nos extratos hidroalcodlicos.

Nas amostras de extratos o efeito de competicdo ou antagonismo se fez mais

evidente, possivelmente pela diluicdo em que se encontravam aquelas amostras.

Notadamente, as amostras in natura, a maioria dos elementos naturais no

organismo humano foram detectados e em concentraces maiores que dos extratos.

4.3.2. Determinacdo elementar por espectrofotometria de absor¢cdo atdmica em
forno de grafite (EAA-FG).

Os metais cujas concentracBes se apresentaram muito proximas ao limite de
deteccdo ou ndo detectaveis pelo equipamento EAA-chama, foram processadas para
analises em EAA-FG, equipamento de maior sensibilidade como pode ser observado na
Quadro 2.

Deste modo, os metais analisados, por este equipamento, foram o cadmio, o

chumbo, o crémio e o talio.

O Grafico 5 e 6, na pagina seguinte e Tabela 6 (pagina 115) mostram 0s

resultados das analises dos extratos submetidos a este equipamento.
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Gréfico 5. Concentragdo de metais em amostras de extratos hidroalcodlicos, submetidas a

EAA-FG.

Devido a alta concentracdo das amostras 12 e 13, quando comparadas com as

demais amostras, neste grafico apenas os chumbo esta evidenciado. Para que possam ser

visualizados os demais metais, do grafico 6 sera excluido o chumbo.
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Gréfico6.  Concentracdo de metais em amostras de extratos hidroalcodlicos,

submetidas a EAA-FG, sem o chumbo.

Os resultados das analises por este equipamento também estdo apresentados

por amostras.
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Tabela 6. Resultados da determinacéo de metais em amostras de extratos hidroalcodlicos
de prépolis por EAA-FG. Valores expresso em pg-L™.

Metais
Extratos
cadmio chumbo crébmio talio
1 23,012+0,437 | 560,062+23,522 | 15,44+0,200 3,25+0.975
2 10,461+0,010 [2309,68+143,200| 19,79+0,515 ND
3 2,763+0,080 | 597,929+11,956 | 19,44+0,156 3,660,062
4 1,330,035 447,344+20,130 | 19,71+0,237 ND
5 0,72+0,065 385,974+10,421 | 19,22+0,173 ND
6 ND ND ND ND
7 ND 57,226+12,818 ND ND
8 0,827+0,022 | 52,338+10,153 | 11,83+1,727 ND
9 0,346+0,045 ND 9,400+0,677 ND
12 0,238+0,029 |11444,403+308,9| 13,700+0,562 4,59+1,166
13 0,595+0,010 12618,5%831340,6 ND 2,99+0,087
14 ND 498,23(?220,205 13,87+0,679 ND
15 0,465+0,040 | 505,328+18,192 | 3,780+0,412 ND
18 3,563+0,064 | 1070,43+77,071 [ 7,040+2,260 ND
19 0,380+0,120 | 466,917+23346 |  3,49+0,222 ND
20 0,489+0,006 | 480,854+20,196 | 3,03+0,255 ND
21 0,689+0,077 | 184,418+10,143 | 4,300+0,211 ND

ND = Nao detectavel
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4.3.2.1.  Extratos hidroalcodlicos de prépolis

?? Amostra 1. Extrato Nese Draper da Veromed — Pelotas/RS.

Nesta amostra foram detectados, em concentragdes muito baixas o cadmio
com 23,01ppb, o chumbo 560,06ppb, o crémio 15,44ppb e o talio 3,25 ppb e so6 foram
detectados pela sensibilidade do equipamento. Este resultado demonstra a seguranga no
que se refere a este extrato aquoso concernente a contaminantes metalicos, vez que, estas
concentragdes detectadas ndo produziriam danos toxicoldgicos ao ser humano, quer fosse

crianca ou adulto.

?? Amostra 2. Extrato hidroalcoolico da Supermel — Maringd/PR.

Ratificando o que foi observado no EAA-chama, ndo foi detectado, por este
equipamento o talio. O chumbo que fora detectado, mesmo em baixa concentragéo, neste
equipamento foi detectado na concentragdo de 2309,68 ppb, contudo também em baixa
concentracdo; o cadmio na concentracdo de 10,46 ppb e o crébmio 19,79 ppb. A
concentracdo detectada para 0 chumbo ndo oferece importancia toxicoldgica visto ser de
pouca absor¢do por via oral, no adulto. Para a crianga, cuja absorcao e sensibilidade, nesta
concentracdo existe importancia toxicoldgica, principalmente considerando que o chumbo

apresenta efeito cumulativo dose dependente.
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?? Amostra 3. Extrato hidroalcodlico da Visserex — PaqueraAcu/SP.

Todos os metais detectados, mesmo em baixas concentragdes, por este
equipamento foram detectados. O cadmio foi detectado na concentragdo de 2,76 ppb, o
chumbo 597,92 ppb, o cromio 19,44 ppb e o talio 3,66 ppb. Nestas concentracbes, 0s

metais toxicos detectados nesta amostra ndo apresentam importancia toxicologica.

?? Amostra 4. Extrato hidroalcodlico da Herbarium — Colombo/PR.

Nesta amostra o talio ndo foi detectado. Os demais metais foram detectados
em baixas concentrac@es. O cadmio foi detectado na concentracéo de 2,76 ppb, o chumbo
447,34 ppb, o cromio 19,44 ppb. lgualmente, nestas concentracdes, estes metais nao

apresentam importancia toxicoldgica.

?? Amostra 5. Extrato hidroalcodlico da Apis Flora— Ribeirdo Preto/SP.

O télio ndo foi detectado nesta amostra. O cadmio foi detectado em baixa
concentracdo 0,72 ppb, o chumbo 385,97 ppb e o crdmio 19,22 ppb. Nestas baixas

concentragdes estes metais ndo apresentam importancia toxicoldgica.
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?? Amostra 6. Extrato hidroalcodlico do Esquadrédo da Vida— Bauru/SP.

Nesta amostra nenhum dos metais pesquisados por este equipamento foi
detectado (cadmio, chumbo, crémio e télio). Nesta amostra foram detectados os
macroelementos e oligoelementos determinados em EAA-chama. A presenca de
macroelementos e oligoelementos e ainda a ndo deteccdo de metais toxicos fariam desta
uma amostra seleta, ainda mais se apresentassem concentragdes de macro e oligoelementos

satisfatorias, ou seja, em teor maior desses metais.

Entretanto, convém lembrar que esta amostra foi adquirida do Esquadréo da
Vida, Bauru, cujo insumo (amostras 10 e 11) apresentava elevada concentragdo de chumbo
a ponto de ndo serem submetidas a este equipamento (EAA-FG).

Esta amostra caracteriza o que se esperaria em deteccdo de elementos
metélicos. A auséncia de metais toxicos mostrou que, ou a procedéncia deste extrato era
outro insumo, sem contaminantes de metais toxicos ou que, pela baixa concentracdo da
propolis 0s metais toxicos, que sdo contaminantes, no preparo do extrato foram
expurgados.

?? Amostra 7. Extrato hidroalcodlico do Esquadrdo da Vida— Bauru/SP.

Nesta amostra apenas o chumbo foi detectado em concentracdo muito baixa,
57,22 ppb. Os demais metais analisados por este equipamento ndo foram detectados. O

chumbo detectado nesta concentracdo ndo apresenta importancia toxicologica.

Esta amostra também € oriunda do Esquadréo da Vida, Bauru, e apresentou-se
de forma diversa da amostra 6. Na analise em EAA-chama foi detectado um metal toxico,
0 niquel. Os oligoelementos pesquisados ndo se apresentaram de forma completa como a
amostra 6. Esta observacéo serve para mostrar o heterogeneidade das amostra in natura, no

que se refere aos metais.
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?? Amostra 8. Extrato hidroalcodlico da Supermel — Maringa/SP.

O télio ndo foi detectado nesta amostra. Os demais foram detectados em
concentrages muito baixas e ndo apresentando, portanto, importancia toxicologica. Foram
detectados o cddmio com 0,82 ppb, o chumbo 52,33 ppb e o crémio 11,83 ppb.

Igualmente pobre foram as concentracbes dos macro e oligoelementos

detectados.

?? Amostra 9. Extrato hidroalcodlico da Supermel - Maringa/SP

Nesta amostra ndo foram detectados o chumbo e o talio. O cadmio e crémio
em concentra¢cbes muito baixa 0,34 ppb e 9,40 ppb respectivamente. Similarmente as

demais amostras também ndo apresentam importancia toxicoldgica.

A concentracdo dos macroelementos também foi baixa e os oligoelementos,

analisados em EAA-Chama também foram escassos.

?? Amostra 12. Extrato hidroalcodlico da Apis Flora— Ribeirdo Preto/SP

Esta amostra, considerando todas as demais, apresentou-se com a detec¢do de
chumbo elevada na concentracdo de 11444,40 ppb, divergindo de todas as amostras de
extratos hidroalcodlico, excetuando-se a 13 que apresentou comportamento similar no que
se relaciona ao chumbo. Apesar de ainda assim, ndo representando uma concentragdo
elevada, mas em se tratando de extrato, este achado passa a representar importancia

toxicologica se esta amostra fosse administrada em criangas. Os demais metais, sem
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importancia toxicoldgica, apresentaram baixa concentragdo, sendo que o cadmio 0,23 ppb,

o crémio 13,79 ppb e o talio 4,59 ppb.

?? Amostra 13. Extrato hidroalco6lico da Apis Flora— Ribeirdo Preto/SP

O cromio ndo foi detectado por este equipamento. No que se refere ao
chumbo, este similarmente ao encontrado na amostra 12, se apresentou até mais elevado
que aquela amostra na concentracdo de 12618,51 ppb. Se para estas amostras houvesse
também amostra de prépolis in natura, poder-se-sia observar se estas apresentariam
concentracfes que pudessem ser transferidas para os respectivos extratos, contaminando-o.
Entretanto, se observarmos as amostras de extratos, das quais as amostras in natura
apresentavam deteccdo elevada, em EAA-chama, aquelas apresentaram baixa concentracao,
ou até mesmo nem foi detectado o chumbo (amostras 6 e 7 do Esquadréo da Vida). Assim,
por esta comparacdo, a prépolis in natura, nesta situacdo, ndo contaminou a amostra que,
pretensamente teria sido originada desse insumo. Se for aceito esta possibilidade, resta
entdo, que este extrato, assim como a amostra 12, com maior possibilidade, os frascos no
qual acondicionou as amostras estariam contaminados. N&o foi possivel determinar a

procedéncia desta contaminacéo.

Nas concentracdes em que o chumbo foi detectado, tanto na amostra 12
quanto na amostra 13, se ministrado em criangas, pela maior absor¢do e cumulacdo no
organismo em desenvolvimento e pela maior toxicidade que este metal produz nelas,

haveria que ser observada a importancia toxicoldgica se administrado oralmente.

O cédmio foi detectado em baixa concentracdo de 0,59 ppb, portanto ndo

resultando em importancia toxicologica.
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?? Amostra 14. Extrato hidroalcoolico de prépolis da Brasil Propolis — Santa Rita/SP

Néao foram detectados, nesta amostra, 0 cadmio e o talio. O chumbo e o
cromio foram detectados em baixa concentracdo de 498,23 ppb e 13,87 ppb,

respectivamente, e sem importancia toxicoldgica.

?? Amostra 15. Extrato hidroalcodlico de propolis da Brasil Propolis — Santa Rita/SP

O télio ndo foi detectado por este equipamento. Os demais elementos foram
detectados em concentrac@es baixas, a saber: o cadmio 0,46 ppb, o chumbo 505,32 ppb e

0 cromio 3,78 ppb, todos sem importancia toxicoldgica.

?? Amostra 18. Extrato hidroalcodlico de propolis da CEPEL — Recife/PE

Nesta amostra ndo foi detectado o talio. Foram detectados o cadmio com 3,56
ppb, o chumbo 1070,43 ppb e o crémio 7,04 ppb, portanto pela baixa concentracdo ndo

apresentando importancia toxicoldgica.

?? Amostra 19. Extrato hidroalcodlico de propolis da CEPEL — Recife/PE

O télio ndo foi detectado por este equipamento. Os demais metais foram
detectados em concentracBes baixas e sem importancia toxicol6gica. O cadmio
apresentando uma concentracao de 0,38 ppb, o chumbo 466,91 ppb e o cromio 3,49 ppb.
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?? Amostra 20. Extrato hidroalcodlico de propolis da WENZEL - Picus/PI

Néo foi detectado o télio por este equipamento. O cadmio, o chumbo e o
cromio foram detectados em baixas concentracdes, apresentando respectivamente 0,48

ppb; 480,85 ppb e 3,03 ppb e nestes teores ndo apresentam importancia toxicoldgica.

?? Amostra 21. Extrato hidroalcodlico de propolis da WENZEL — Picus/PI

Similarmente a amostra 20, do mesmo produtor, o talio ndo foi detectado. Os
demais metais pesquisados neste equipamento foram detectados nas concentracdes: o
cadmio 0,68 ppb, o chumbo 184,41 ppb e o crémio 4,30 ppb e igualmente ndo apresentam

importancia toxicologica.

Mesmo ndo havendo estudo quanto a contaminantes metalicos em prépolis e
também ndo existindo valores de referéncia para estes metais, no que se refere a estas
amostras pode-se observar que a deteccdo de metais toxicos, com excec¢do das amostras 12
e 13 foram em niveis de ppb, enquanto que os limites de contaminacdo para os diferentes

tipos de alimentos e bebidas alcodlicas sdo em ppm (Quadro 2 e 3, anexos 1 e 2).

Observa-se ainda neste no anexo 1, entretanto, que o chumbo seria 0 metal
que mais se aproximou, quando nédo ultrapassou (amostras 12 e 13) do valor de tolerancia
no Quadro 1, péagina 9, sugerindo assim, que a propolis deveria ser submetido a um
controle, no que se refere a este metal, de tal modo que um individuo, principalmente a

crianca, ndo ficasse exposto a ingestdo, quando da utilizacdo da propolis.
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4.3.2.2. Amostras de propolis in natura

O Gréfico 7 e a Tabela 7, pagina 128 mostram as concentra¢es nas amostras
16, 17, 22 e 23 de propolis in natura analisadas em EAA-FG, onde foram pesquisados o
cadmio, o chumbo, o crémio e o télio.

80000
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50000 m

cadmio
= chumbo
40000 O crémio
30000 i
20000 talio
10000

0 r —=
16 17 22 23

amostras

concentragdo em ug/L

Graéfico 7. Concentragdo de metais em amostras de propolis in natura por EAA-FG.

Observa-se que as amostras 10 e 11 ndo constam no grafico 7, nem na tabela 7,
pagina 128. Isto se deve ao fato destas amostras ndo ter sido submetidas a este
equipamento para deteccdo de chumbo. Quando das analises em EAA-chama, estas
amostras, principalmente a amostra 11, a concentragdo de metal so foi possivel ser realizada
ap6s a diluicdo de 1:10, manualmente, e desta forma, possibilitou a deteccéo e leitura da
referida amostra. A amostra 10 foi detectada sem a necessidade de diluicdo, mas como ja
havia apresentado uma concentragdo que ainda resultou ser maior do que as demais
amostras in natura, deixou-se de analisa-la em EAA-FG.

O comportamento analitico em ndo submeter a amostra 10 a EAA-FG,
mostrou-se coerente quando das andlises das amostras 22 e 23, que apresentaram em

menor concentracdo que a amostra 10, em EAA-chama, como pode ser observado na
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Tabela 4, pagina 92, mas que, para que 0 equipamento procedesse a analise destas
amostras (22 e 23) fez trés consecutivas dilui¢cdes, promovidas automaticamente pelo
equipamento.

Desta forma, ja se sabia do alto teor de contaminagdo para o chumbo que as
amostras 10 e 11 apresentavam e como ja foi referido quando da apresentacdo dos
resultados dessas amostras submetidos a EAA-chama.

Os resultados que serdo apresentados serdo das amostras 16 e 17 e 22 e 23 de
propolis in natura.

As amostras 10 e 11, no entanto foram submetidas ao EAA-FG para analises
dos metais cadmio, crémio e talio.

O chumbo, pela concentracdo alta, encobre os demais metais que foram
pesquisados por este equipamento, assim, para a construcdo do gréafico 8, este metal foi
retirado e assim pode-se visualizar os metais presentes nas amostras, inclusive as amostras
10e11.
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Gréfico 8. Concentragdo de metais, exceto o chumbo, em amostras de prépolis in natura por
EAA-FG.
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?? Amostra 10. Amostra de propolis in natura do Esquadréo da Vida— Bauru/SP.

A amostra 10 apresentou uma concentracdo de crémio de 96,77 ppb
Entretanto esta concentracdo é baixa. O cddmio na concentracdo de 6,82 ppb e o talio
21,09 ppb igualmente muito baixa e sem importéncia toxicologica. Como ja foi relatado, o
chumbo ndo foi submetido a este equipamento.

?? Amostra 11. Amostra de prépolis in natura do Esquadrdo da Vida— Bauru/SP.

Nesta amostra foi detectado o cromio, excetuando o chumbo que néo foi
submetido a este equipamento, em maior concentra¢do, com 158,04ppb. O cadmio em
muito baixa concentragdo, com 1,6 ppb, e o télio 8,52 ppb que, mesmo sendo muito baixa
a concentracdo, é a amostra que apresentou a maior concentracdo deste metal, mas ainda

assim sem importancia toxicoldgica.

?? Amostra 16. Amostra de propolis in natura da Brasil Propolis — Santa Rita/SP.

O cadmio, cromio e talio foram detectados em concentragdes muito baixas,
apresentando 4,01 ppb, 24,20 ppb e 6,34 ppb respectivamente.

A prdpolis in natura € o insumo concentrado que originard os extratos, e que
esta exposta a possiveis contaminantes ambientais. Nesta amostra foi detectada baixa
concentracdo do chumbo com 2910,02 ppb. Assim, nesta concentracdo possivelmente os
extratos oriundos deste insumo seriam isentos ou com baixa concentragdo deste e outros
metais contaminantes. Pelas concentracGes dos metais toxicos, esta amostra ndo apresenta

importéncia toxicologica.
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?? Amostra 17. Amostra de propolis in natura da Brasil Propolis — Santa Rita/SP.

Esta amostra, do mesmo apiario da amostra 16 e apresentou concentracdes
similares, onde o0s metais pesquisados apresentaram-se em baixas concentragdes, a
saber, o cadmio, ligeiramente maior que na amostra 16, com 5,69 ppb, o chumbo
1200,39ppb, o crémio 11,12 ppb e o talio 2,82 ppb representando valores infimos.
Mesmo nesta concentracdo, esta amostra apresentou um teor baixo de chumbo.
Semelhante a amostra 16, do mesmo apiario, esta amostra ndo apresenta importancia

toxica.

?? Amostra 22. Amostra de propolis in natura da Wenzel — picus/Pl

Dentre as amostras submetidas a analises em EAA-FG, a amostra 22 foi a que
apresentou maior concentracdo de chumbo. Esta amostra, para que pudesse ser
determinada a concentracdo do chumbo por este equipamento, sofreu triplice diluicdo

realizada automaticamente pelo equipamento.

Assim, tem-se na amostra de Picus, Piaui, de uma é&rea de menor
desenvolvimento, excetuando a amostra oriunda de Bauru, SP, a que apresentou a maior
concentracdo de chumbo, no teor de 79105,60 ppb. Ha de se ressaltar que apesar do teor
de chumbo, as amostras de extratos hidroalcodlicos (20 e 21), deste mesmo produtor, este
metal ndo foi detectado em EAA-chama (Tabela 4, pagina 92) e detectado em baixo teor
em EAA-FG (Tabela 7, pagina 128).

Nesta concentracdo, a importancia toxicoldgica desta amostra se restringe

aqueles que fazem uso da propolis nesta forma de apresentacéo.

Foram detectados em baixas concentragdes 0s demais metais submetidos a este

equipamento, sendo o cddmio na concentracdo de 3,39 ppb, crémio 134,51 ppb e talio 3,26
ppb.
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?? Amostra 23. Amostra de propolis in natura da Wenzel — picus/Pl

Nesta amostra 0 chumbo, mesmo numa concentragdo menor que a amostra

22, com 51165,60 ppb também se apresenta em concentracdo elevada, porém, em se

tratando de amostra in natura a sua importancia toxicoldgica estaria restrita a usuarios

esporadico de consumir a propolis nesta forma de apresentacéo.

Os demais metais foram detectados em baixa concentracdo: o cadmio sendo

detectado na maior concentracdo dentre todas as amostras 134,51 ppb, mas apesar disso ,

ainda é baixa a concentracdo; o crébmio na concentracdo de 118,74 ppb e o télio na

concentracdo de 3,62 ppb, portanto em concentragdes baixissimas, s detectaveis devido a

sensibilidade do equipamento.

Tabela 7. Resultados da determinacdo de metais em amostras de propolis in natura por

EAA-FG. Valores expressos em pg-L™*

Amostras Metais

in natura cadmio chumbo crémio talio
10 6,826 + 0,000 * 96,771,451 21,09 + 1,539
1 1,673 + 0,090 * 158,04 + 2,054 8,52 +2,112
16 4,016 + 0,002 2910,02 +£0,121 24,20 + 1,040 6,34 + 0,684
17 5,691 + 0,057 1200,39 + 208,87 11,12+ 0,133 2,82+ 1,754
22 3,398 £ 0,465 |79105,60 +1028,37| 134,51 +£5,515 3,26 + 0,251
23 134,51 £5514 |51165,60 +199545| 118,74 +2,968 3,62+1111

Valores expressos em pg-L™

ND = Nao detectavel
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* Amostras ndo submetidas a EAA-FG

Os valores aparentemente elevados, detectados nas amostras 12 e 13, de
extratos hidroalcodlicos de prépolis sdo na concentracéo, respectivamente como ja citados,
sdo 11.444, 40 e 12.618,51 em ppb, portanto se comparasse com o teor de chumbo
permitido para agua doce (0,03 mg/L, ppm), por exemplo, este estaria muito além daquelas
concentragdes permitidas pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA (quadro
7, anexo 5). Entretanto, ndo h&d como comparar substdncias com usos e propriedades

diferentes.

O consumo de agua é muitas vezes maior que a quantidade diaria de propolis,
entretanto, a concentracdo nestas amostras estd elevada e como ndo se tem a dose e
freqiiéncia que cada individuo utilizaria, é dificil realizar uma comparagdo entre estes

valores, j& que existem outras formas de utilizacdo (oralmente, chicletes in natura)

Estes resultados de teores de chumbo os extratos hidroalcodlicos (amostras 12

e 13) pode decorrer, possivelmente, pela utilizagdo de embalagem (frascos) contaminados.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, através de portarias
normatizadoras, relaciona uma série de produtos alimenticios e determina as concentracoes
maximas permitidas para diferentes metais, entretanto, ndo foi encontrada qualquer
referéncia a produtos oriundos da abelha, como a prépolis, sob qualquer forma, no que se

refere ao chumbo (anexo 2, quadro 4).

Os niveis de chumbo em materiais bioldgicos, de acordo com varias agéncias
constam no quadro 6, anexo 4, onde se pode observar, no Brasil que o valor de referéncia
da normalidade em sangue € até 40 pug-dL" e o indice bioldgico maximo no sangue, 60ug-
dL", determinado pelo Ministério do Trabalho (PAOLIELLO, 2002).

Muitas criangas recebem como primeira medida de tratamento de doencgas,
principalmente as respiratorias, produtos resultantes de abelhas, incluindo a propolis. A
utilizacdo de produtos naturais contaminados pode produzir efeitos toxicos, mesmo em
baixas concentracfes. Uma vez que as criangas encontram-se em fase de desenvolvimento,
é natural que estejam mais expostas as contaminacGes ambientais. Neste caso, a propolis
contaminada com o chumbo, podera resultar num dano sério a salide quando da utilizagdo

a longo prazo.
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No anexo 3, quadro 5 estdo relacionados 0s niveis de ingestdo diaria de
chumbo, em pg, em americanos, relacionando-os com a faixa etaria e 0 sexo. Néo foi
encontrada nenhuma referéncia para a propolis. Unicamente no referido quadro, sem
referir o que estaria sendo consumido, limita a concentragdo diaria por faixa etaria. Se
pretendesse extrapolar para a propolis, esta concentracdo tanto poderia ultrapassar este
limite, no caso de criangas, dependendo da dose/freqliéncia, como poderia sequer

aproximar-se delas.

Estudou-se a prépolis de algumas regides do pais e nestas, buscou-se conhecer
se as procedéncias de localizagbes mais e menos desenvolvidas poderiam resultar em uma
menor concentracdo de metais. Verificou-se que a prépolis in natura de Bauru/SP (Tabela
3) apresentou uma concentracdo muito maior que as demais, ndo foi sequer submetido a
EAA-FG, pois, no equipamento de menor sensibilidade, ja fora suficiente para detec¢do do
alto teor do chumbo. Este alto teor pode estar relacionado com a contaminagéo sofrida em
Bauru em junho de 2002 (SANTANA et al., 2002). Corroborado por uma outra amostra
também do estado de S&o Paulo, mesmo tendo apresentado chumbo em prépolis in natura,
esta estava aquém da prépolis de Bauru em concentracdo 21 vezes menor, comparadas
quando analisadas por EAA-chama, com a amostra de Santa Rita/SP. A amostra de
Picus/Piaui quando comparada igualmente a de Bauru, apresentou-se numa concentracao 7
vezes menor. Mesmo assim, surpreendentemente, as amostras originarias de Picus/Pl,

sofreram varias dilui¢des a fim de possibilitar a leitura em EAA-FG.

Observa-se a maior concentracdo na amostra 11 (tabela 6), representando um
percentual de 65% de chumbo de todas as amostras de prépolis in natura, seguida da
amostra 10, com 13% (ambas de Bauru) e as amostras 22 com 9% e a 23 com 7 %. Dentre
estas amostras (22 e 23), considerando serem amostras de mesma origem e recebidas numa
embalagem Unica, o percentual é coerente. Entretanto, as amostras 10 e 11, igualmente
recebidas na mesma embalagem e igualmente retiradas duas aliquotas para analises, ndo
houve coeréncia (65 e 13%). Este fato pode ser explicado pela heterogeneidade das

amostras e a possivel origem diversa da matéria prima.

Desta forma, esperava-se 0 mesmo grau de contaminagdo para as amostras de

extratos obtidos a partir das prépolis in natura (mesma procedéncia).
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Contrariamente ao esperado, nestas amostras, 0 chumbo foi encontrado em
niveis de ppb, por EAA-FG. Em EAA-chama, estas amostras, 6 e 7 (EV/Bauru), 14 e 15
(Brasil Prépolis) e 20 e 21 (Wenzel/Piaui) o metal ndo foi detectado. Estes dados sugerem
que muito provavelmente, o extrato ndo fora obtido daquelas prépolis in natura, ou ainda,
que o procedimento para obtencdo dos extratos expurgam 0Ss metais que estariam
contaminando a prépolis in natura.

As amostras 12 e 13 apresentaram 0s maiores teores de chumbo entre todas as
amostras de extratos hidroalcodlicos (36 e 39%, respectivamente), quando analisados por
EAA-FG. Estes dados sugerem contaminacdo da matéria prima ou contaminacdo via
recipientes. Estas amostras de extratos ndo havia como comparar com 0s amostras in natura

pois ndo se teve acesso a elas.

Nas amostras originarias de Bauru, além do chumbo, também foram
detectados outros metais quando analisados em EAA-FG (Cd, Cr e TI). O significado
toxicoldgico desta contaminacdo dependera de fatores individuais e da proporcéo de uso, o
que provavelmente ndo atingiria os limites permitidos, visto que estes metais foram
detectados ao nivel de ppb. Deve-se considerar que os valores permitidos para aguas no
que refere ao cadmio, variam de 0,00001 mg-L™* a 0,005 mg —L", dependendo do tipo de
agua doce (anexo 5). E necesséario considerar, também, que a quantidade de agua ingerida
serd maior que a quantidade de prépolis utilizada, e assim, a concentragdo determinada nas

amostras de propolis ndo apresentaria um significado toxicoldgico.

A andlise realizada para determinacdo de crdmio ndo determina se é o Cr(VI)
ou Cr (IIl). O primeiro pode produzir danos ao organismo e o segundo é um
oligoelemento. A quantidade total no organismo é de 6 mg/70kg e, portanto, a

concentracdo na propolis in natura é aceitavel, independente da valéncia deste elemento.

Neste trabalho ndo se busca afetar a credibilidade da prépolis, pois sua acéo e
eficacia terapéutica sdo indiscutiveis. Mas o que se pretende é que seja acercada de
cuidados, visando ao bem-estar e a saude daqueles que necessitam e tém seus problemas
patoldgicos resolvidos ou minimizados com este produto. Neste sentido, a metodologia de
mineralizacdo de extratos hidroalcodlicos e analise de metais em extratos de propolis e
propolis in natura em EAA-FG deveriam ser incluidos como metodologia de rotina nos

procedimentos de controle de qualidade principalmente para chumbo, uma vez que, com o
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desmatamento e a urbanizacéo, as abelhas tendem a buscar o insumo para a producgdo da
prépolis em ambientes poluidos (como area asféltica, locais proximos a féabricas, etc),

ficando sujeitas a probabilidade de contaminagdo com a exposicao.
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5. CONCLUSOES

g»@)mplexidade da matriz propolis inviabilizou a retirada do alcool para que se

procedesse a mineralizacéo.

g@xtratos hidroalcodlicos podem ser analisados utilizando técnica de mineralizacéo
em forno de microondas e Espectrofotometria de Absorcdo Atémica — Forno de

grafite.

g@&wmbo foi 0 metal detectado na maioria dos extratos e em todas as amostras in
natura, entretanto ndo foi observada contaminacdo por chumbo de amostras que

poderiam ser provenientes daquelas amostras in natura contaminada.

g@ctou-se chumbo em amostras da propolis in natura de procedéncia distante de
locais de maior risco de poluicdo, sugerindo que a localizacdo néo as isenta de

estarem contaminadas por metais.

g@ctou-se chumbo em amostras da propolis in natura de procedéncia distante de
locais de maior risco de poluicdo, sugerindo que a localizacdo néo as isenta de

estarem contaminadas por metais.

g@humbo encontrado em niveis elevados em duas amostras hidroalcodlicas de
propolis (12 e 13) sugerem a possibilidade de contaminacdo nos frascos que as
contiveram, recebidas do produtor.

g@ssibilidade de metal contaminar o extrato demonstra a necessidade de cuidados
na utilizacdo por idosos e criangas por serem mais susceptiveis aos seus efeitos
danosos.
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gﬁ%tos de dermatite por utilizacdo de propolis podem, eventualmente, estar

relacionados com um possivel contaminante metalico.

g@esultados sugerem a necessidade de uma legislagdo cuidadosa e pertinente,
considerando-se para tal, a necessidade de andlises com a finalidade de deteccdo de

metais.

gﬁse tratando de uma técnica dispendiosa, metais que ndo foram detectados neste
trabalno ou que foram fracamente detectados poder-se-ia ndo relaciond-los na

determinacdo, quando de possivel legislacéo.
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Anexos

Quadro 3. Limites de contaminantes em alimentos fixado pela legislacéo brasileira.

Alimentos Contaminantes inorganicos (mg/kg)
Cd Cr Cu Ni Hg Pb Zn
Bebidas alcodlicas
fermentadas
0,50 5,00 0,20 0,50 5,00
Bebidas alcodlicas
fermento-destiadas
0,20 10,00 3,00 0,50 5,00
Coco ralado 0,20 0,10 15,00 1,00 0,01 0,50 25,00
Doce em parta 0,20 0,10 15,00 1,00 0,01 0,50 25,00
Frutas cristalizadas ou
glaceadas
0,20 0,10 15,00 1,00 0,01 1,00 25,00
Frutas em conserva 0,20 0,10 15,00 1,00 0,01 0,50 25,00
Hortalicas em conserva | 0,20 0,10 15,00 1,00 0,01 0,50 25,00
Picles 0,20 0,10 15,00 1,00 0,01 0,50 25,00
Refrigerantes e refrescos| 0,20 5,00 0,10 0,20 5,00
Sucos de frutas e
xaropes naturais
0,50 30,00 3,00 0,50 25,00
Outros alimentos 1,00 30,00 3,00 8,00 50,00

Fonte: | Encontro Nacional sobre contaminantes inorganicos em alimentos, dias 9,10 e

11/11/1998.

Anexo 1. Limites de contaminantes inorganicos em alimentos fixado pela legislacéo

brasileira
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Anexos

Quadro 4. Limites maximos de Contaminantes em alimentos

Metal Alimento Conc. maxima.
Permitida mg/kg
Cd Peixe e produtos de pesca 1,0
Peixes e produtos de pesca exceto 0,5
Hg predadores
Peixes predadores 1,0
Oleos, gorduras e emulsdes refinadas 0,1
Caramelos e balas 2,0
Cacau(exceto alguns derivados) 2,0
Chocolate adocado 1,0
Pb Dextrose 2,0
Sucos de frutas citricas 0,3
Leite fluido pronto para consumo 0,05
Alimentos preparados especialmente
para lactentes e criancas até 3 anos 0,2
Partes comestiveis cefalépodes 2,0
Cobre Caramelos e balas 10,0
Bebidas alcodlicas fermentadas 10,0
Frutas, hortalicas e sementes in natura e
industrializadas 10,0
Gelados comestiveis 10,0
Mel 10,0
Lactose 2,0

Fonte: Portaria n° 685, de 27/08/1998 — ANVISA.

Anexo 2. Limite maximo de contaminantes em alimentos fixados pela ANVISA..
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Anexos

Quadro 5. Ingestdo média diéria de chumbo (ug) em americanos, de acordo com a faixa

gtaria e 0 sexo.

Ano

Populagdo Idade Sexo 1990

6-11 meses masc/fem 3,8

2 anos masculino 4,3
feminino sem dados

14-16 anos feminino 6,1

masculino 8,5

25-30 feminino 6,7

masculino 8,5

60-65 Feminino 2,2

masculino 8,1

Fonte: ATSDR.

Anexo 3. Ingestdo média diaria de chumbo (?g), em americanos de acordo com a faixa

etaria e sexo.
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Anexos

Quadro 6. Niveis de chumbo em materiais bioldgicos, de acordo varias agéncias

Agéncia Descrigdo Niveis de chumbo Referéncia
Bibliogréafica
ACGIH indices de ACGIH
exposicdo
biolbgicos
30pg/dL
?? Sangue H9
150ug/g creatinina
?? urina
Brasil Valor de Ministério do
referéncia da Trabalho, Portaria
normalidade em n°® 3.214, de 8 de
sangue Até 40 pg/dL junho de 1978

Ind. biol. maximo

no sangue
60ug/dL
CDC Niveis de alerta de CDC, 1991
chumbo em
. 10ug/dL
criancas

Fonte: Paoliello, 2002.

Anexo 4. Niveis de chumbo em materiais bioldgicos de acordo varias agéncias.
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Anexos

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) estabelece o0s niveis

maximos permitidos de substancias em &guas, e as classifica:

?? Agua doce (salinidade <0,50 0/00)

?? Aguas salobras (salinidade = ou < 0,50 e 30 0/00)

?? Aguas salinas (salinidade = ou > 30 0/00)

Quadro 7. Niveis maximos permitidos de metais em aguas pelo CONAMA.

Classe I: uso doméstico e preservagao do
equilibrio natural sem tratamento prévio

Classe I1: uso doméstico e preservacéo do
equilibrio natural, com tratamento

Metal mg/L Metal mg/L
Céadmio 0,001 Céadmio 0,00001
Chumbo 0,03 Chumbo 0,2

Cobre 0,02 Cobre 0,5

Crémio (111) 0,5 Crémio (111) 0,5
Croémio (VI) 0,05 Croémio (V1) 0,05
Manganés 0,1 Manganés 0,5
Mercurio 0,0002 Mercurio 0,002
Niquel 0,025 Niquel 0,025

Anexo 5. Niveis maximos permitidos de metais em aguas pelo CONAMA
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Anexos

Foto do equipamento de microondas utilizado na mineralizagdo das amostras

Anexo 6. Foto do equipamento de microondas.
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Anexos

Foto do equipamento de Espectrofotometria e Absorcdo Atdmica em chama, utilizado na

determinacdo dos metais.

Anexo 7. Foto do Espectrofotdmetro de Absor¢do Atdmica em chama
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Anexos

Foto do equipamento de Espectrofotometria e Absor¢do Atdmica em Forno de Grafite,

utilizado na determinagdo dos metais.

Anexo 8. Foto do Espectrofotdmetro de Absorcdo Atdmica em forno de grafite

Efigénia Queiroz de Santana
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