Quim. Nova, Val. 25, No. 1, 37-45, 2002.

INTERVAL OS DE REFERENCIA PARA ELEMENTOS MENORES E TRACO EM CABELO HUMANO PARA A

POPULACAO DA CIDADE DO RIO DE JANEIRO —BRASIL

Maria Tereza W.D. Carneiro, Carmem L. Porto da Silveira *, Norbert Miekeley eLucia M. de Carvalho Fortes
Depto. de Quimica, Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro, Rua Marqués de Sdo Vicente, 225, 22453-900

Rio de Janeiro - RJ

Recebido em 29/11/00; aceito em 6/7/01

REFERENCE INTERVALS FOR MINOR AND TRACE ELEMENTS IN HUMAN HAIR FOR THE POPULATION OF RIO DE
JANEIRO CITY, BRAZIL. Inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) has been used for the determination of twenty
minor and trace elements in hair samples from an urban population group (N = 1775), aiming at the establishment of reliable
hair reference intervals. Statistical evaluation of the data with respect to age, sex and anatomic region was performed by multivariant
analysis and according to recommendations of the International Federation of Clinical Chemistry (IFCC). The results show that
mainly age and anatomic region (scalp or pubis) influence significantly the concentration of several elements. Comparison of
the here calculated reference intervals with those previously published and used by clinical Iaboratories for this population showed
larger discrepancies and the need for an urgent revision of these data.
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INTRODUCAO

Um balanco minera apropriado no organismo humano é consi-
derado fundamental para prevenir, assim como corrigir problemas
de salide. A andlise de tecido capilar foi proposta e esta sendo utili-
zada, freqUentemente, para verificar este equilibrio mineral, pois o
cabel o apresenta alguns atributos ideais como, ser facilmente coleta-
do e estocado, além de permitir que elementos menores e traco pos-
sam ser determinados por uma variedade de técnicas analiticas, de-
vido as maiores concentracfes encontradas, quando comparado com
outros tecidos ou fluidos do corpo*2. Em artigo recente, Pozebon et
al.® revisaram os diversos aspectos relacionados a andlise de cabelo
e do seu uso como monitor bioldgico em diferentes situagdes: verifi-
cacdo de consumo de drogas e de exposi¢do ambiental; medicinade
trabalho e medicina ortomolecular; criminalistica; e outras.

Espécies quimicas sdo incorporadas pelo cabelo através de dife-
rentes fontes e mecanismos enddgenos e exégenos*®. As fontes
enddgenas sdo, definitivamente, as mais importantes quando se de-
segjafazer umaavaliagéo do estado de salide de um individuo, no que
diz respeito a anomalias fisioldgicas, desequilibrio nutricional ou
intoxicagdo ambiental°. Muito embora as fontes exdgenas contri-
buam, também, para a concentracdo total de elementos no cabelo,
etapas delavagem devem ser realizadas com afinalidade de minimizar
problemas na interpretacdo biomédica dos resultados!*2.

O uso do cabelo para avaliagdo de desequilibrios minerais (o
chamado mineralograma) tem sido criticado, ultimamente, devido
ao pouco embasamento cientifico disponivel até agora e a propa-
ganda dedeal de algunslaboratérios clinicos, os quaisreaizam este
exame em grande nimero e com alto lucro financeiro. Alem disso,
estudos em que anomalias nos niveis de elementos menores e trago
nao se relacionam com estados fisi ol 6gicos modificados provocados
por vérias doencas, nem com a deficiéncia nutricional de um ele-
mento em particular, e afdta de correlagdes existentes entre os teo-
res de elementos no cabelo com os de outros indicadores biol égicos
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(p.ex. sangueeurina), também contribui paraqueautilidadedo cabelo
como monitor seja questionada®®*®. Entretanto, a partir de um estudo
amplo e envolvendo metodol ogias anal iticas confiaveis, Miekeley et
al 1% eFortes, em publicagdes recentes, comprovaram que patol ogias
enddcrinas que afetam o equilibrio ésseo refletem-se em excessosou
deficiéncias deelementosno cabelo (p.ex. CaeP), sendo estasanoma-
liastambém observadas naurina. Pacientes, nos quais o desequilibrio
metabdlico eracausado pel o hiperparatireoidismo primério, voltaram a
ter concentragdes normais de elementos no cabelo e na urina, apds
extirpacdo cirdrgica parcial das glandulas paratiredide, mostrando a
existénciaclarade correlagdes entre doencas e anomalias el ementares
no cabelo.

A dificuldade de se estabelecer os intervalos de referéncia (fai-
xas de “normalidade”) para elementos menores e trago, ou 0 uso de
interval os ndo adequados, s80 0s principais problemas na utilizacdo
do cabelo como monitor biolégico. Fatores como idade, sexo, dieta
adimentar, local de residéncia, entre outros, podem contribuir, com
maior ou menor influéncia, nas concentrages dos elementos no te-
cido capilar, provocando uma variabilidade nasuacomposi¢do. Um
outro aspecto, que também deve ser levado em conta, é a
confiabilidade metroldgica dos resultados analiticos produzidos e
publicados. No cabelo, as concentractes de varios elementos essen-
ciais (p.ex. Se, Mo, Cr, Co, V) e outros téxicos (p.ex. As, Sb, Ag,
Hg, Cd, Pb) estéo, freqlientemente, em niveis menores do que pg/g,
ficando muito préximas ou abaixo do limite de quantificaggo datéc-
nica de espectrometria de emissdo atbmica com fonte de plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES), utilizadanaanalise rotineirade
cabelo pela maioria dos laboratérios clinicos, pelo menos até 1996.
Baseado nos resultados de trabalho anterior do mesmo grupo® e
confirmados, recentemente, por Seidel et al. %°, pode-se concluir que
os interval os de referéncia estabel ecidos por importantes |aboratori-
os clinicos internacionais, e citados como referéncia em artigos ci-
entificos e utilizados por médicos hainterpretacdo do mineralograma,
s80, ho minimo, questionaveis.

O objetivo deste trabalho foi 0 estabelecimento de intervalos de
referénciade elementos menores e trago em cabel o para a popul agdo
urbana da cidade do Rio de Janeiro, a partir de um consideravel ban-
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co de dados, obtido pela aplicacdo da técnica de espectrometria de
massas com fonte de plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) e
utilizando-se procedimentos metrol ogicamente validados. Pretende-
se, assim, suprir, no Brasil, afalta de dados confiaveis que possibili-
tem aos médicos e outros profissionais a utilizagdo do cabelo como
monitor biol6gico.

MATERIAISE METODOS
Amostragem

Amostras de cabelo de todos os individuos participantes foram
coletadas por médicos ou profissionais da érea, instruidos para se-
guir asnormas recomendadas, internacionalmente, pelo Hair Analysis
Standardization Board". Isto €, com uma tesoura de ago inoxidavel
de alta qualidade (cirdrgica), retirar da regido occipital, logo acima
da nuca, uma mecha de cabelo pesando entre 250 e 500 mg. Apenas
0s trés primeiros centimetros mais proximos ao escalpo eram utili-
zados. As amostras foram armazenadas em sacos de polietileno (5
cm x 5 cm), limpos e secos e identificadas por uma etiqueta onde
constava 0 nome do individuo e data da coleta. Amostras da regido
pubiana foram coletadas pelos proprios pacientes, apos rigorosas
instrugdes e obedecendo 0s mesmos critérios anteriores. Uma ficha
com informagBes sobre: local de residéncia; idade, sexo e raga; cor
de cabel o eregido anatdmicada amostra coletada (escal po ou pubis)
foi obtida para cada individuo. Os critérios de inclusdo atribuidos a
cada participante do estudo foram: (1) ser morador da area urbanada
cidade do Rio de Janeiro, (2) estar, aparentemente, clinicamente nor-
mal e (3) ndo ter feito tratamento cosmético no cabelo. Consideran-
do a regido do escalpo como preferencial, foram selecionados 1434
individuos para o grupo de referéncia, adicionalmente, foram
selecionadas 341 amostras da regido pubiana, totalizando 1775 in-
dividuos.

Procedimentos analiticos

A metodologia utilizada para alavagem do cabelo, digestéo &ci-
da e posterior determinagdo dos elementos de interesse pela técnica
delCP-MSfoi descritapor Fortes'. Resumidamente, o procedimento
consiste na: (1) lavagem sucessivado cabel 0 com acetona/ EXTRAN®
(1% v/v)/ &gua Milli-Q em banho de ultra-som, visando a elimina-
¢80 dos elementos exdgenos, (2) secagem a 60 °C em estufa; (3)
digestdo de 200 mg a250 mg da.amostracom 2,5 mL de HNO, (sub-
bidestilado) e 1,0mL de H,O, (suprapuro) em tubo de polipropileno
rosqueado com tampa, em bloco digestor a 70 °C; (4) diluicdo a
volume final de 25 mL; e (5) determinagdo dos elementos por
ICP-MS.

Espectrometria de massas com fonte de plasma indutivamente
acoplado (ICP- MS)

Foi utilizado o equipamento mod. ELAN 5000 da firma Perkin
Elmer-Sciex. Paraintroducdo daamostrafoi empregadaumacamara
de nebulizag&o ciclonica (Glass Expansion, Camberwell, Austrélia)
em conjunto com um nebulizador concéntrico tipo Meinhard, ope-
rando com bomba peristaltica(mod. Minipulse, Gilson, Franga). Este
sistema proporcionou maiores intensidades nos sinais analiticos (ti-
picamente 20-30% mais altas) e um menor tempo para rinsagem
quando comparado com o sistema padrdo do equipamento
(nebulizador cross-flow com camara de nebulizagdo Ryton®).

As condigBes operacionais relevantes do ICP-M S encontram-se
resumidas na Tabela 1. Para otimizag8o diéria do desempenho do
espectrOmetro de massas e da fonte de plasma indutivamente
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Tabela 1. Equipamento e parametros operacionais utilizados.

ESPECTROMETRIA DEMASSASCOM FONTEDE PLASMA
INDUTIVAMENTE ACOPLADO (ICP-MS)

ELAN 5000 (PerkinElmer-Sciex)
Condic¢bes operacionais-padrdo: Poténcia: 1050 W; Vazéo de
Argdnio (L/min): nebulizador - 0,950; plasma-15,00; auxiliar - 1,00.

Nebulizador: Meinhard com camara cicldnica; taxa de aspiraco:
1,0 mL/min

Amostrador/Skimmer: de platina

Sensibilidades (em st): Mg-24 (15k); Rh-103 (70k-80k) e Pb-208
(87k) paraumasolugdo de 10 ug*. L

Padrdes I nternos: ®Sc, ©Ga, *°In, 5T|. Cada padréo foi utilizado
paracorrigir asintensidades dos el ementos/i sotopos que o precedem
na lista, p.ex. Sc-45 para corrigir as intensidades de Li-7 a Ca-44;
Ga-69 paraV-51 a Zn-66, etc.

| sétopos medidos (resolugdo normal e “peak hopping”) : Li-7, Be-
9, B-11, C-13, Na-23, Mg-24, Al-27, P-31, S-34, Cl-35, K-39, Ca
44, Sc-45, V-51, Cr-53, Mn-55, Fe-57, Co-59, Ni-60 (62), Cu-63
(65), Zn-66, Ga-69, Ge-72 (73), As-75, Br-79, Se-82, Sr-88, Mo-
98, Ag-107, Cd-111, In-115, Sn- 118, Sb-121, 1-127, Ba-138, Au-
197, Hg-202, T1-205, Pb-206 (207, 208), Bi-209, Th-232, U-238.

acoplado, foram feitostestes e gjustesiniciais, visando aobtencdo de
sinais analiticos altos associados a baixa formagéo de 6xidos e ions
bivalentes. Para esta finalidade, foi aspirada uma solucdo analitica
mistacontendo os elementosMg, Rh, Ce, Bae Pb naconcentracio de
10 pg.L* de cada. Foram verificados, e se necessério regjustados,
diariamente, 0s seguintes parametros paramaximizar asintensidades
dosionsMe* eparaminimizar aformacdo de 6xidos (BaO, CeO): (1)
alinhamento e distancia tocha-amostrador e (2) vazao do gas
nebulizador. Em condic¢Bes operacionaisotimizadas (vide Tabela 1), os
resultadosforam, tipicamente, os seguintes: sensibilidade paraRh (70k
- 80k s1); Ba (99,1 %), BaO (0,2 %); Ba* (0,7 %); Ce* (97 %) e CeO
(3%).

Para a determinagdo dos elementos foi utilizada a calibragdo ex-
terna quantitativa que consiste na confecgdo de curvas andliticas in-
dividuais para cada elemento. As mesmas foram produzidas, de ma-
neiraconvencional, pelaaspiracdo de solugdes multielementarescom
concentragdes conhecidas e variaveis dos analitos e registro das suas
intensidades normalizadas em relagdo ao padréo interno. As solu-
¢Oesandliticasforam preparadas apartir dos padrbes multielementares
Merck-1V (Nr. 11355.0100, contendo os elementos: Ag, Al, B, Ba,
Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Ga, In, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Sr, Tl e
Zn) e solugBes monoelementares Titrisol®, Merck (Hg, Se, P, Ge,
Be, Mo, Au, Sb, U, Th, Pd, Br, Ti, Sn, V, Cl, I, S) por diluicdes
adequadas com agua Milli-Q (resisténcia> 16 MQ) e gjuste final da
concentragdo de HNO, para0,5 % (v/v) com HNO, (bi-subdestilado).
Elementos quimicamente incompativeis com a solugdo de calibragdo
acima mencionada, foram preparados em solugdes separadas.

Para a correcao de variagOes nas intensidades dos sinais analiti-
cos, devido a efeitos tais como mudancas nas condigdes de excita
¢do, transporte do analito e outros processos, foram usados Sc (m/z
=45), Ga(m/z=69), In (m/z = 115) e TI (m/z = 205) como padrdes
internos. Cada padr&o interno foi usado numa determinada faixa de
massa para corrigir as intensidades dos elementos nela incluidos
(Tabela 1). As concentragBes (intensidades) dos padrdes internos
foram gjustadas de tal maneiraque apresencanatural destes elemen-
tos no cabelo ndo pudesse interferir na correcdo e foram mantidas,
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Tabela 2. Parametros de desempenho analitico obtidos naandlise de cabel o por ICP-MS. Fator de diluig&o daamostra: 100 (0,25g em 25 mL).

LD (limite de deteccéo); LQ (limite de quantificaco).

| s6topo Sensibilidade S Faixa de Calibracédo Correlacéo LD (39) LQ (10s)
(stpgtL) (mg.L™) (r) (M9.g™) (Mg.g")
ELEMENTOS TOXICOS
Ag -107 4593 0,00625 - 0,050 0,9996 0,00040 0,0013
Al -27 4960 0,0312 - 0,250 0,9997 0,013 0,043
As-75 562 0,00625 - 0,050 0,9993 0,0015 0,0050
Ba- 138 10577 0,0312 - 0,250 0,9998 0,010 0,034
Cd-111 1044 0,00625 - 0,050 0,9995 0,00039 0,0013
Hg - 202 1079 0,00625 - 0,050 0,9999 0,0019 0,0064
Ni - 62 168 0,00625 - 0,050 0,9986 0,0089 0,030
Pb - 208 7730 0,0312 - 0,250 0,9997 0,0012 0,0040
Sb-121 3679 0,0025 - 0,020 0,9999 0,00054 0,0018
ELEMENTOS ESSENCIAIS
Ca-44 261 1,256 - 10,05 0,9996 1,3 4.4
Co-59 5068 0,00625 - 0,050 0,9988 0,00054 0,0018
Cu- 65 957 0,0687 - 0,550 0,9975 0,0071 0,024
Fe-57 127 0,0687 - 0,550 0,9985 0,079 0,26
Mg - 24 1394 0,0687 - 0,550 0,9999 0,028 0,093
Mn - 55 6296 0,00625 - 0,050 0,9997 0,0041 0,014
Mo - 98 2570 0,0025 - 0,020 0,9998 0,0012 0,0039
P-31 97 0,20-1,63 1,0000 0,59 2,0
V -51 4647 0,0025 - 0,020 0,9999 0,00090 0,0030
Zn - 66 447 0,265 - 2,050 0,9983 0,015 0,050

rigorosamente, constantes em todos os tipos de amostras (brancos,
padrdes analiti cos e sol u¢fes resul tantes da decomposi ¢éo das amos-
tras de cabel o).

Nos elementos de maior interesse para 0s obj etivos deste estudo,
ndo se observaram interferéncias espectrais significativas causadas
pelamatriz do cabel o, destaforma, as suas corregdes através de equa
¢Oes elementares ndo foram consideradas necessarias, na maioria
dos casos. Uma discussdo detalhada sobre este assunto pode ser
encontrada em Carneiro® .

As caracteristicas de desempenho da metodologia foram deter-
minadas de maneira usua (vide resultados). Para a validagdo da
metodologia foi analisado um dos poucos materiais de referéncia
certificado (MRC) com matriz de cabelo humano disponiveis no
mercado internacional, 0 GBW-09101 do Shanghai Institute of Nu-
clear Research, China.

Tratamento de dados

As concentraces obtidas pela andise das amostras, juntamente
com as respectivas informagdes cadastrais, eram enviadas, diretamen-
te, paraum arquivo de banco de dados, através de um programa de
computador desenvolvido especialmente para este trabalho. A avalia-
¢&0 dos resultados em relagdo a idade, sexo e regido anatdbmica de
amostragem foi realizada através da andlise de varianciamultivariada
(two-way MANOVA, p-level: < 0,01), utilizando-se o pacote
computacional Satistica for Windows (vers. 5.1 da StatSoft Inc.). Para
comparagdo das médias a posteriori foi aplicado o teste de Duncan.
Observou-se que a distribuicdo de frequiéncia da concentracdo para
todos oselementosfoi desviada, assmetricamente, paraaesquerda (Fi-
gura 1A), induzindo que estes dados apresentavam uma distribuicéo
log-normal, como jafoi relatado em outros estudos®. Apds atransfor-
macao | ogaritmicadosval oresde concentracgo, o critério“ 3s” foi, entéo,
utilizado para eliminar os resultados discrepantes (outliers)?2. Os
intervalos de referéncia (1s e 2s) foram calculados, posteriormente,

com o auxilio deum outro programadesenvolvido paraestetraba ho, de
acordo com os procedimentos indicados por Solberg?%.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Metodologia analitica

A sensibilidade (S) e o limite de detecgdo (LD) das espéciesem
estudo foram determinados de forma usual, isto é, através da
declividade das curvas analiticas (S=tg o = s*.ug?.L) e pelarazéo:
3DP, .., X S*, onde DP corresponde ao desvio padréo de 10 medi-
dasdo branco daabertura. Adicionalmente, oslimitesde quantificacéo
(LQ=10DP, ., x S*) foram calculados por apresentarem uma ava-
liagdo mais realista do poder de quantificacdo da metodologia. As
curvas analiticas, obtidas a partir de quatro concentragdes diferentes
e do branco de cdibrag8o, apresentaram adequada linearidade (r >
0,998) paratodos os elementos. Caracteristicas de desempenho ana-
litico, representativas para condicdes rotineiras de trabalho, encon-
tram-se na Tabela 2.

Repetitividade e exatiddo da metodologia desenvolvida foram
avaliadas com auxilio do material de referéncia certificado, GBW-
09101. Foram feitas quatro decomposi¢des independentes utilizan-
do-se para cada uma delas, cerca de 150 mg do materia (pesados
exatamente). As solugdes resultantes foram analisadas por ICP-MS
e para aguns elementos, adicionalmente, por |CP-OES. Os valores
meédios e os intervalos de confianca da média, segundo Student?,
encontram-se na Tabela 3, junto com as concentragfes referenciadas.
Paraa maioria dos el ementos foram obtidas boas repetitividades, em
geral, com um desvio entre as medidas < 5 % para os elementos
menores (p.ex. Ca, P, Zn, Mg) e < 10 % para os elementos traco
(p-ex. Se, Cr, Ni, Co, Al), resultando nos limites de confiancaindica-
dos na Tabela 3. Observou-se, dentro da incerteza do método utili-
zado e dos proprios vaores de referéncia, uma boa concordancia
entre os resultados obtidos neste trabalho e os valores certificados.
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Para os elementos onde atécnicade | CP-OES apresentou sensibilida-
de suficiente, permitindo a sua determinagdo na mesma solucéo de
decomposi ¢8o daamostra, observou-se boaconcordanciaentreas duas
técnicas (ICP-MS e ICP-OES), validando-se desta forma as
metodologias analiticas usadas!.

Tabela 3. Resultados obtidos pelas técnicas de ICP-MS e ICP-OES
no materia de referéncia certificado GBW-09101(cabelo humano)
do Shanghai I nstitute of Nuclear Research, AcademiaSinica, CHINA.
Osvalores, em ug.g?, correspondem amédiade quatro decomposi ¢des
independentes e os respectivosinterval os de confianga (1C) segundo
Student®*. Para os valores certificados é dado o desvio padrédo (DP).

Elemento Valor Valor Valor
Médio+ IC Médio+ IC Certificado
ICP-MS ICP-OES (DP)
Zn 185+6 184+ 3 189 (8)
Se 059+0,1 n.d 0,58 (0,05)
Cr 4,64 + 0,38 40+0,3 4,77 (0,38)
Mg 974+15 97+1 105 (6)
As 0,54 + 0,02 n.d. 0,59 (0,07)
Ca 1049 + 36 1005 + 20 1090 (72)
Fe 79+8 71+05 71,2 (6)
Mn 2,80 + 0,06 2,72+ 0,15 2,94 (0,2)
Cu 24,3+ 0,15 23,7+0,13 23(1,9)
Sr 482+ 0,14 4,45 + 0,03 4,19 (0,14)
Hg 2,02 + 0,09 n.d. 2,16 (0,21)
Pb 88+ 0,5 n.d. 7,2(0,7)
Ni 25+0,3 23+01 3,17 (0,4)
Cd 0,098 £ 0,008 n.d. 0,095 (0,012)
Al 122+14 10,6 £ 0,2 13,3 (2,3)
Co 0,139 + 0,01 n.d. 0,135 (0,008)

Concentracéo de elementos menores e trago no cabelo da
populacdo do Rio de Janeiro eintervalosdereferéncia

Antes de seiniciar qualquer estudo estatistico, deve-se estabele-
cer otipo dedistribuicdo de freqiiéncia das variaveis estudadas. Gra-
ficos de distribuicdo de freqiiéncia em fungdo da concentragdo dos
elementos foram obtidos com este objetivo, para todos os elemen-
tos, exemplos encontram-se nas Figuras 1A a 1F. A transformagéo
dos resultados de concentragdo em perfeita distribuicdo normal
(Gaussiana), € ilustrada na Figuras 1B. Este comportamento foi
observado para todos os elementos (exemplos podem ser vistos nas
Figuras 1B a 1F) e est4 em concordéncia com resultados publicados
por outros autores % 2,

A obtencdo de intervalos de referéncia, a partir das distribuictes
defreguéncia, esta sujeitaauma série de procedimentos recomenda-
dos pelo Scientific Committee of the International Federation of
Clinical Chemistry (IFCC)=%%, Dentre estes, esta a parti¢ao da po-
pulacdo de referéncia em termos de idade e sexo. A andlise de
varidnciamultivariada (MANOVA) foi utilizadaparaavaliar o efeito
do sexo e idade sobre os niveis de concentragdo dos elementos. A
classificag8o dos participantes deste estudo em relagdo a estas duas
variaveis € mostrada na Tabela 4. Somente foram incluidos neste
estudo os elementos com concentragdes médias no cabelo superio-
res a pelo menos cinco vezes o limite de quantificacdo (LQ) da
metodologia analitica (vide as Tabelas 2 e 5). Amostras com concen-
tracBes de um elemento abaixo do limite de quantificagcdo da
metodologia analitica (LQ), perfazendo < 5% do nimero total de
amostras do grupo de referéncia, foram eliminadas.
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Tabela 4. Classificagdo dos individuos selecionados em termos de
idade e sexo; cabelo do escalpo.

IDADE SEXO TOTAL
(anos) M F
1-10 23 15 38
11-20 40 438 88
21-30 43 84 138
31-40 76 209 322
41-50 106 223 350
51-60 73 132 224
61-70 62 101 167
71-80 39 46 93
>80 4 10 14
TOTAL 466 968 1434

Tabela 5. Média das concentragdes dos elementos menores e trago
no cabelo do escalpo de acordo com 0 sexo: masculino n=466;
feminino n=968. Os valores em negrito (Ag e Ni) apresentam
diferenca significativa (p<0,01).

Elemento Concentracao M édia (ug/g)
SEXO MASCULINO SEXO FEMININO
Ag 0,12 0,35
Al 7,90 8,76
As 0,08 0,07
Ba 1,62 2,18
Cd 0,17 0,17
Hg 1,80 1,28
Ni 0,24 0,54
Pb 7,18 5,91
Sh 0,02 0,02
Ca 361 411
Co 0,01 0,02
Cu 20,8 23,5
Fe 11,8 12,2
Mg 33,8 38,2
Mn 0,54 0,66
Mo 0,03 0,04
P 209 201
Sr 1,94 2,27
\Y 0,02 0,03
Zn 187 190
Efeito do Sexo

A Tabela 5 apresenta os val ores médios de concentragdo, a me-
diana e o desvio padréo, de acordo com o sexo dos individuos, des-
tacando-se em negrito aqueles que foram influenciados, significati-
vamente (p<0,01). Apenas Ag e Ni tiveram suas concentragdes afe-
tadas em fungdo do sexo do individuo. N&o pode ser excluida, entre-
tanto, a possibilidade que as maiores concentractes de Ni e Ag em
cabelo de mulheres representam uma contaminagéo exdgena causa-
do pelatintura de cabelo, ndo admitida por um nimero consideravel
de individuos, uma vez que esses elementos aparecem,
freqientemente, como anomalias associadas a cabelos,
confirmadamente tingidos, analisados e descartados deste estudo.
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Figura 1. Exemplos de diagramas de frequiéncia (histogramas) das concentragdes de diferentes el ementos em cabelo (escalpo) da populagdo mista. A figura
1B mostra a log-transformagdo da distribuicéo assimétrica, Figura 1 A, em distribuicdo normal (Gaussiana).

Efeito da Idade

O fator idade afetou um nimero maior de elementos do que o
sexo, indicando ser este efeito mais relevante quando pretende-se
estabelecer intervalos de referéncia. As Figuras 2A a 2F mostram,
para alguns elementos, a variagdo da concentragdo no cabelo com a
idade dos individuos. Al, Cu, Cd, Mo eV diminuem, de forma con-
tinua, em funcdo do aumento da idade (Figuras 2A, 2B e 2C), en-
guanto que outros elementos, tais como Mg, Sr e Ca, apresentam
um maximo em torno de 40 anos (Figuras 2D, 2E e 2F). Consideran-
do-se que V, Mo e Cu sdo elementos essenciais, torna-se razoavel
imaginar que haja no organismo uma maior reserva relativa durante
ainfancia, resultando, portanto, em umamaior concentrago no ca-
belo nafase de desenvolvimento de um individuo. JaparaAl, consi-
derado toxico ao organismo, uma avaliagdo mais cuidadosa deve ser
realizada. O uso freqliente de piscinas nainfancia pode ser uma das
causas dos teores mais elevados de Al encontrado para aquela faixa

deidade, visto que este elemento é utilizado paratratamento de aguae
o procedimento delavagem do cabel 0 ndo é capaz deremover, eficien-
temente, acontaminagdo exdgena, nestacaso’’. O mesmo efeito pode-
riater influenciado os resultados obtidos parao Cu.

Os dados encontrados para Cd est&o de acordo com os publica-
dos nalliteratura para areas urbanas, geralmente mais contaminadas
do que asareasrurais>2 %, Deacordo com Paschal et al.%, criancas
podem apresentar uma menor seletividade na absor¢do de alguns
metais toxicos, resultando em maior risco de contaminagdo na in-
fancia.

O comportamento seguido por Mg, Sr e Ca em relagdo aidade
foi muito semelhante. AsFiguras 2D, 2E e 2F mostram que osteores
destes elementos aumentam com aidade até os 40 anos, diminuindo
apartir de entdo. Em virtude desses elementos apresentarem propri-
edades quimicas semel hantes e desempenharem importante papel no
desenvolvimento estrutural de um individuo (Ca e Mg), torna-se
convincente o fato de exibirem idéntico comportamento em relacdo
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Figura 2. Variagéo da concentracao média de alguns elementos no cabelo (escalpo) em fungéo da idade.

aidade. Isto é ainda mais ressaltado quando se faz um estudo de
correlagdo para estes elementos, como pode ser visto para Cae Mg
na Figura 3. A razdo pela qual foram encontrados, na idade adulta,
os maioresteores, deve estar relacionada ao fato do cabelo ser um
tecido excretor ativo erefletir, destaforma, o equilibrio existente no
organismo humano para estes elementos . Na infancia, estes ele-
mentos sdo conservados em maior extensdo do que naidade adulta,
resultando em teores menores, pois o desenvol vimento estrutural ain-
da ndo estd completo 2%, Em artigo recente, Miekeley et al.*® mos-
traram que altas concentractes de Cae P no cabel o, associadas ainda
aoutros elementos (p.ex. Mg, Ba), sdo freqlientes em mulheres na
idade de pré-menopausa quando seiniciam desequilibrios hormonais
mai s acentuados os quais acel eram a atividade osteoclastica e, desta
forma, aumentam a transferéncia de elementos formadores do 0sso
para os fluidos corporais e o cabelo.

log [Ca]

O\ Regression
95% confid..

-1 0 1 2 3 4 5 6 7
log [Mg]

Figura 3. Correlagéo entre as concentragdes de Ca e Mg em cabel o humano
(escalpo; populagdo mista; N = 1434; r = 0,735).
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Efeito da Regido Anatémica

A regi&o anatdmica de onde o cabel o € amostrado, também é um
fator importante que influi na concentrag&o de elementos menores e
trago. Foram analisadas amostras de cabelo pubiano (n = 341) numa
tentativainicial para se estabelecer intervalos de referéncia para este
tipo de cabelo. As concentragBes de As, Sb, Ba, P, Mg, Sr, Mn, Mo,
Ca e Co foram, significativamente, diferentes quando o efeito da
regido anatdbmica foi testado através da andlise de variancia (multi-
way MANOVA, p-level:<0,01). Todos esses elementos apresenta-
ram concentragdes maiores paraaregido pubiana quando compara-
do ao escalpo (Tabela 6).

Alguns outros autores também ja investigaram a influéncia da
regido anatdbmica de onde a amostra de cabelo é coletada, sobre as
concentragdes de diversos elementos, entretanto, os resultados obti-
dos sdo discrepantes entre si e dos obtidos neste trabalho®. A
diferenca na velocidade de crescimento entre os dois tipos de cabelo
pode ser uma das causas que justifique as divergéncias encontradas.
O cabelo pubiano cresce a uma velocidade menor que o cabelo do
escal po (tipicamente: 0,2 mm/dia X 0,4 mm/dia), o que torna o peri-
odo de crescimento (fase andgena) maislongo, sugerindo maiores
teores dos elementos na regido pubiang?.

Por outro lado, a fase de repouso (tel6gena), durante a qual a
fibrado cabel o é completamente expulsado foliculo, também é mai-
or para o cabelo pubiano, quando comparado ao do escalpo. A razéo
crescimento/repouso é de 50 %, comparada aos 10 % do escal po, ou
sgja, afase andgena tem a mesma duragdo da fase tel6gena, fazendo
com gue maiores concentrages sejam esperadas no escalpo®. Uma
outra questdo, que também deve ser levada em consideragdo, diz
respeito as glandul as apdcrinas que estdo presentes naregido pubiana
eausentes no escal po. Essas glandul as sdo uma das fontes enddgenas
de incorporagdo de elementos menores e trago, contribuindo, desta
forma, paraaconcentracdo dos elementos®2. Além disso, ndo se pode

Tabela 6. Comparacdo entre as médias das concentragles de varios
elementos menoresetrago obtidas por |CP-M Sem amostrasde cabelo
daregido pubiana (n=341) e do escalpo (n=1434; populagdo mista).
Os valores em paréntesis correspondem aos desvios padréo.
Elementos em negrito apresentam diferenca significativa (p<0,01)
entre os dois tipos de cabelo.

Elemento Valor M édio de Concentracéo
e (Desvio-Padr&o) - em pg/g -
Cabelo Pubiano Cabelo do Escalpo
Pb 6,35 (9,62) 6,41 (3,23)
Ag 0,18 (0,30) 0,26 (0,61)
As 0,10 (0,07) 0,07 (0,06)
Al 9,79 (8,62) 8,49 (7,31)
Hg 1,20 (1,42) 1,44 (1,84)
Sb 0,12 (0,39) 0,02 (0,02)
Ni 0,39 (0,32) 0,41 (0,55)
Cd 0,12 (0,14) 0,17 (0,30)
Ba 5,00 (5,06) 1,99 (2,67)
P 539 (375) 204 (46)
Mg 90,1 (80,5) 36,9 (35,9)
Fe 14,8 (7,3) 12,1 (5,7)
Zn 204 (62) 189 (53)
Sr 5,58 (5,63) 2,17 (2,65)
\Y 0,02 (0,02) 0,02 (0,02)
Mn 1,81 (2,31) 0,62 (0,76)
Mo 0,06 (0,03) 0,03 (0,02)
Ca 980 (884) 395 (268)
Cu 22,1 (14,2) 22,6 (15,6)
Co 0,03 (0,03) 0,02 (0,03)
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esquecer que, assim como o cabel o do escal po esté sujeito acontami-
nacdo exdgena, o cabelo de outras partes do corpo também sofre a
contaminagado de preparagdes cosméticas que contém umavariedade
de elementos trago em diferentes quantidades. Em raz&o do que foi
exposto acima, um estudo mais detalhado sobre o cabelo da regido
pubiana deve ser redlizado, para que sgja possivel uma avaliagdo
mais apropriada do uso deste cabelo como bioindicador para ele-
mentos menores e trago no corpo humano.

Intervalos de Referéncia

Apbs terem sido avaliados os efeitos da idade, sexo e regido
anatdmica, osintervalosde referénciaforam cal culados parao cabelo
do escalpo de acordo com os resultados obtidos. A populaco foi
subclassificada em apenas duas faixas etérias, criangas e jovens com
idadesaté 20 anos e adultos acimadestaidade, levando-se em conside-
ragdo 0 ainda pequeno universo amostra (n = 1434). Para alguns
elementos verificou-se, entretanto, que, embora o teste estatistico te-
nhasido significativo, os intervalos de referéncia eram muito proxi-
mos, Ndo sendo, portanto, necessariaumaparti¢do. Como alguns|abo-
ratorios clinicos comerciais apresentam os intervalos de referéncia
utilizando 68% da fracdo central da distribuicdo de freqiiéncia (19),
estes também foram cal culados, junto com os obtidos utilizando-se
95% dadistribuicéo (2s), como é recomendado pelal FCC (Tabela7).
Quando compararam-se os resultados obtidos neste trabalho com os
publicados por outros grupos de pesquisa®™® e laboratorios clini-
cos'e194041 (Tahela 8), constatou-se que para alguns elementos ha

Tabela 7. Intervalos de referéncia (IR) para elementos menores e
traco em cabelo do escalpo da populagéo urbana do Rio de Janeiro.
Para aguns elementos, os valores de IR foram cal culados para duas
faixa etérias: < 20 anos e > 20 anos.

Elemento |dade Sexo Média IR -95% IR - 68%
(anos) (Mg/g) (ng/9) (g/g)
Ag Todas M 0,12 <04 <0,2
F 0,35 <22 <0,5
Al <20 Todos 13,33 <40 <20
>20 8,02 <27 <12
As Todas Todos 0,07 <0,2 <0,1
Ba Todas  Todos 1,99 <9,1 <3,3
Cd <20 Todos 0,28 <15 <0,45
>20 0,16 <0,50 <0,25
Hg Todas  Todos 1,44 <6,4 <24
Ni Todas M 0,24 <0,85 <0,40
F 0,54 <2,65 <0,90
Pb Todas  Todos 6,41 <37 <10
Sb Todas  Todos 0,02 <0,049 <0,032
Ca <20e>50 Todos 345 87-962 158-524
21-50 428 120-1117 210-640
Co Todas Todos 0,02 0-0,056  0,003-0,030
Cu <20 Todos 73,48 4,6-358 14-121
>20 20,85 5,6-56 10-31
Fe Todas Todos 12,10 4,5-27 7,0-17
Mg <20e>50 Todos 31,34 45-114 10-51
21-50 41,62 6,3-148 14-67
Mn Todas Todos 0,62 0,056-2,6 0,15-1,0
Mo <20 Todos 0,04 0,020-0,081 0,028-0,057
>20 0,03 0,012-0,076 0,020-0,048
P Todas Todos 204,34 128-310 160-249
Sr <20e>50 Todos 1,82 0,18-7,8 0,45-3,0
21-50 2,37 0,29-9,1 0,69-3,9
\% <20 Todos 0,04 0,005-0,14 0,011-0,059
>20 0,02 0-0,062  0,006-0,038
Zn Todas Todos 188,86 104-317 138-240
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Tabela 8. Intervalos dereferéncia (IR — 68%) paraaguns elementos menores e trago em cabel o do escal po, utilizados paraa populagéo urbana
do Rio de Janeiro; fontes: Laboratérios Clinicos Internacionais (1994 e 1999)* 4, Para fins de comparacdo, dados da PUC-Rio foram,

novamente, incluidos.

Elemento L aboratérios Clinicos PUC-Rio
B (1994) A (1999) A (1994)
Elementos Essenciais e outros

Li 0,0010-0,50 0,0010-0,53 0,018-0,095 < 0,03 **
Na 10-130 10-130 18-87 n/d

K 5,0-40 5,0-40 8,8-38 n/d

P 134-240 134-240 120-180 160 - 250
B 0,080-4,0 0,0080-4,0 1,0-3,0 <0,3**
Ca 200-1600 220-1600 350-860 180 - 600
Mg 20-130 20-130 40-110 12-60
\% 0,10-0,80 0,012-0,55 0,35-0,80 0,006 — 0,04
Cr 0,20-1,2 0,012-0,63 0,78-1,0 < 0,32 **
Fe 4,2-23 55-14 6-15 7,0-17
Mn 0,20-1,8 0,072-1,0 0,26-0,75 0,15-1,0
Cu 13-59 5,5-40 13-35 10- 35
zn 98-218 142-248 125-165 138 - 240
Mo 0,50-15 0,024-1,0 0,21-0,44 0,02 - 0,05
Sr 0,29-5,4 0,29-5,4 1,0-7,6 0,50-3,6
Se 2,5-15 0,21-5,5 0,38-0,70 08-14
Au 0,002-0,75 0,002-0,75 n/d 0,002 -0,09
Ge 0,004-0,40 0,004-0,43 0,20-1,6 < 0,12 **
Co 0,050-1,0 0,004-0,45 0,26-0,47 0,003 -0,03

Elementos Toxicos

Pb <10 <5,0 <6,0 <10
Hg <1,2 <1,3 n/d <24
Cd <0,8 <0,75 <1,0 <027
Ag n/d n/d <0,70 < 0,40
Ba <44 <44 0,30-3,5 <30
As <10 <11 <7,0 <0,10
Sh n/d n/d <1,8 <0,03
Sn n/d n/d <3,0 <0,34
Al <18 <17 <12 <14

Ni <2,2 <11 <1,6 <0,70
Th n/d n/d <8,5 < 0,004

**abaixo do limite de deteccdo; n.d = ndo determinado; os valores assinalados em negrito, s8o muito diferentes dos obtidos neste trabalho.

umadiscrepanciamuito grande, podendo estar relacionada, entre ou-
tros, afatores geoquimicos/ambientais e adietaalimentar. Entretanto,
h& evidéncias que a pouca confiabilidade metrol 6gica dos resultados
analiticosutilizadosparaca culo dosinterva osdereferénciapareceter
uma contribui¢do grande, se ndo predominante, na disparidade dos
resultados, como mostraram comparacdesinterlaboratoriaisrealizadas
por Miekeley et al.*® em 1996 e mais recentemente por Seidel et al %,
em2001. A Tabela8 comparaosintervalosdereferéncia(lR—68%) de
dois laboratorios clinicos (A e B) dos EUA com os resultados da
PUC-Rio. Osdadosindicados em negrito apresentam asmaioresdis-
crepancias. Paraalgunselementostrago (exemplos: B, V, Mo, Au, Ge,
Co, As, Th) foram reportados limites superiores de referéncia que
ultrapassam em 100 a 2000 vezes (caso do Th) os sugeridos neste
trabalho. Em 1999, o laboratério A corrigiu os seus interval os supe-
riores de referéncia para vérios elementos®, incluindo o Mo (de
15 yg.g* paral,0 pg.g') eoAs(de 10 pg.g* para 1,1 pg.gt); outros
elementos (B, V, Co, Au, Ge, Se), entretanto, esto aindalonge das
suas concentracdes verdadeiras no cabelo.

Resultados preliminares obtidos para outras regides do Brasil
(Minas Gerais e Goiéania) mostraram concentragdes significativamente

menores de varios elementos toxicos (Pb, Cd, Hg, As, Sb) no cabelo
destas popul agdes (predominantemente de origem rura), indicando,
provavelmente, o efeito damaior poluigdo ambiental nacidadedo Rio
de Janeiro quando comparado aos ambientes rurais 2.

CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho mostram que idade e regido
anatémica sdo os fatores predominantes quando se pretende estabe-
lecer intervalos de referéncia para elementos menores e trago em
cabelo humano. A influéncia do sexo na composicéo elementar do
cabelo parece ser de menor relevancia. Emboraalliteraturasugirao
uso do cabelo pubiano como aternativa ao do escalpo, quando se
desgja minimizar a contaminagdo exdgena de elementos, 0s poucos
resultados obtidos neste trabalho e os disponivels naliteraturamun-
dia aindando permitem o estabelecimento de interval os de referén-
cia confiaveis. Uma comparacdo dos intervalos de referéncia obti-
dos para cabelo de escalpo neste trabalho, com os publicados por
laboratorios clinicos internacionais, revela discrepancias surpreen-
dentes para vérios elementos, recomendando umarevisdo cuidadosa



\ol. 25, No. 1 Intervalos de Referéncia para Elementos Menores e Trago em Cabelo Humano 45

dasmetodol ogias analiticas utilizadas e cautelanautilizagdo biomédica
destes dados.
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