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RESUMO

() objetivo do presente trabalho foi desenvolver a metodologia de ativagio com néutrons para
a andlise de unhas visando estudo da doenga fibrose cistica. Por meio de irradiagdcs curtas ¢
longas de aparas de unhas, sob fluxo de néutrens de 10" a 10" nem™s” no reator nuclear de
pesquisa IEA-R 1, foi verificada a possibilidade de andlisc dos clementos Al As, Br, Ca, Cd, Cl,
Co, Cr. Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, 5¢ ¢ Zn. Pela medida das atividades pama das unhas irradiadas,
antes e depois do seu ratamento de lavagem, foi verificado que a solugiio diluida de Triton=-X100 ¢
adequada para eliminar os contaminantes de origem ¢xégena, Com a soluglio de NHLOH a limpeza
fo1 parcial e com acetona praticamente nio houve remociio de nenhum dos radioisdlopos [ormados
na ativagio das unhas. Andlises das unhas de cada um dos dedos scparadamente mostroun a
necessidade de se coletar unhas de todos os dedos das duas mdos para s¢ ter uma amosira
representativa. A exatidio e a precisio do método foram verificadas pelas andlises dos materiais
biolégicos de referéncias Rice Flour, Bowen's Kale ¢ Citrus Leaves, certilicados por instituigdes

como o NIES. IUPAC e NIST.

INTRODUCAO

As concentracdes anormais de elementos Llrago nas
unhas humanas podem ser atribuidas a dois [atores
principais a saber: variagdes dos teores de clementos nas
superficies das unhas devide & contaminagdo externa ¢
variagbes dos componentes inorginicos intrinsccos das
unhas que ocorrem durante o processo de sua lormacio.

As wvariagdes dos teores dos clemenlos  nas
superficics das unhas cstio relacionadas ao acimulo dos
clementos provenientes do mcio ambicnte ¢ lambém ao
contato constante com algum eclemento quec possa scr
incorporado nas unhas, principalmente no contato das
mios com conlaminanies, no excrcicio de determinadas
profissies.

As variagies dos componentes intrinsecos das unhas
sdo relacionadas com o estado nutricional e de saide dos
individuos, que podem ser afctados pela composiciio dos
elementos presentes no organismo ¢ pelas alteracdes na
capacidade do organismo de absorver ou  eliminar
elementos téxicos on essenciais. Portanto, estas anomalias
podem scr diagnosticadas pela andlise de elementos trago
cm unhas,

As anilises de cabelos e de unhas sio também de
grande interesse para o exame de determinados tipos de

docngas, cuja diagnose ¢ bascada mnos  sinlomas
apresentados pelo paciente quando a doenga ja s¢ enconlra
c¢m estado bastanie avangado. Em geral cstas docngas
apresenlam g caracleristica de provocar allerages nos
lcores dos clemenios comumente climinados pelas unhas
ou cabclos, muilo anics do aparccimento do sintoma.

Muitos pesquisadores €m procurade analisar a
correlacio de certas doengas com os teores dos clementos
contidos nas  unhas. Mahler ¢ colaboradores[1]
determinaram os teores de Cu, Na., Au, Mn ¢ Zn em unhas
¢ estudaram sua corrclagfio com as docngas renais. Xiao ¢
colaboradores|2] determinaram os teores de Ca, Cl, K, Mg,
S¢ ¢ Zn ¢m unhas de pacienics porladores de ciincer no
gsdlago, distinguindo-os dc  pacicntes ndo-portadores.
Hunter ¢ colaboradores[3] estudaram a correlagio entre os
tcores de sclénio ¢ a incidéncia de cdncer de mama em
casos de pré- ¢ pos-menopausa, A écnica usada em todos
os trabalhos acima ciltados fol a de Andlise Instrumental
por Ativagiio com MNeéutrons.

O presente trabalho item como objetive o
desenvolvimento do método de ativagio com néulrons a
analise elementar de unhas, visando posierior uso desta
técnica no estudo de doengas humanas, principalmentc a
diagnose da fibrose cistica. Esta é wma doenga hereditdria,
caracterizada por disfuncdes nas glindulas endécrinas do



Organismo que JLaca os pancreas ¢ a4 mucoesa pulmonar,
provocando docnga  pulmonar crdnica.  insufliciéncia
pancreatica ¢ aumento do mivel de cletrdlitos no suor
(principalmente Na, Cl ¢ K), podendo scr uma docenga fatal
na infincia ou na adolescéncia.

Para que 0 método de andlisc por ativagio possa scr
aplicado a anidhse de unhas, fez-se¢ necessano estabelecer
procedimentos para coleta e tratamento de amostras, bem
como a cxecucdo da andlise propriamente dita, de mancira
a obter resultados satisfatérios. com relaglio a exatidio ¢
precisdo.

MATERIAL E METODO

Coleta das amostras de unhas. A colela de amostras foi
simples, uma vez quc as unhas puderam ser cortadas
facilmentc com o auxilio de um par de lesouras de aco
inoxidivel ou cortadores sem maiores problemas para o
doador. Alcm disso, niio houve a necessidade de s¢ tomar
cuidados especiais  para o acondicionamento  destas
amosiras, sendo guardadas em involucros plisticos, Na
primeira fase deste trabalho foram coleladas amostras do
grupo controle constituido de individuos saudiveis de
diferentes idades ¢ de ambos 0s scxos.

Preparagiio. O tratamento das amostras exigiu a remogsio
prévia da contaminagdo de ongem exogena.

O método padrdo de lavagem. descrito pela Agéncia
Internacional de Encrgia Atdomical4]. consislte cm cinco
lavagens sucessivas de 10 minulos, sob agitagio mecinica,
utilizando em sequéncia acclona, dgua deionizada, dgua
deionizada, dgua  deionizada ¢ acctona.  Muitos
pesquisadores, porém, t€m cvidenciado a vantagem do uso
de solugdes de detergentes durante o processo de lavagem,
lais como Triton-X 10, Deconex., ¢te...

Para o estabelecimento das condigdes de lavagem a
screm aphcadas nas amostras de unha. visando a remogido
da comaminagdo  superficial,  foram  realizados
expenmentos ulthzando as scguintes solugdes de lavagem:
Triton-X 100 2% ¢m dgua, NH,OH 12.5% ¢ acclona p.a..
Para esic experimento, cerca de 100 mg de amostras de
unhas foram irradiadas por 8 h sob um Muxo de néutrons
térmicos de 10" n.cm™ 7 do reator IEA-R1 ¢ submetidas
a medida da auvidade gama antes ¢ depois da lavagem. A
operagido de lavagem foi realizada com 10 ml de cada uma
das solugdes ¢ sob agitagio mecinica de 30 minulos, para
wma lavagem mais cfetiva,

Tendo os valores das taxas de contagens dos
radioisélopos presentes nas unhas, antes ¢ depois da
operagiio de lavagem, foram realizados os cilculos dos
teorcs dos clementos remancscenics apds 0 processo de
lavagem. Os resullados das porcentagens dos clementos
remancscentes slo mostrados na Tabela 1.

TABELA 1. Porcentagem dos Elementos Remanescenics
nas Unhas Apds a Lavagem com Diferentes Solugdes

Solugoes de Lavagem
Elementos Acclona NH.OH | Triton-X100
Br 96.7-105.9 28.4 30.1
K 72.5 2.3 4.7
Na NLT-114.6 2,8-14.1 34.1
S 85,7-M.8 73.0-85.4 85.8-02 8
An 1040,0 38,1 98.5

Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram
que a acctona nio foi cliciente para a remoglo dos
elementos analisados. A solugio de NH,OH ndo foi
adequada, devido a remog¢do parcial do clemento Zn,
considcrado componente intrinseco da unha. A solugio de
Triton-X 100 possibilitou a remogio dos contaminantcs Br,
K ¢ Na de origem exégena ¢ os elementos intrinsecos (Sb ¢
Zn) nio foram afelados pela operagio de lavagem,

Apds a exceugdo destes cnsaios, optou-sc pela
lavagem sob agitagdo mecinica por 30 min, com o
detergente Triton-X100 2% em dgua. seguido de sua
posterior lavagem com dgua destilada ¢ acetona p.a. da
Merck. para acclerar o processo de sccagem. As unhas
foram scparadas da solugdo ¢ a sua secagem foi feila a
temperalura ambiente sobre papéis de hiltro.

Para a andlise, cerca de 60 a 100 mg da amostra
foram pesados em invélucros de plastico ¢ sclados usando
um ferro elétrico para solda.

Padrdes sintéticos. Para uma avaliagdo quantitativa dos
clementos contidos nas unhas, foram preparados padrdes
sinléticos, pipelando-se aliquotas de 50 pL das solugdes
padrdes, conlendo um ou mais clementos sobre liras de
papel de Niltro Whatman n® 42. Estas tiras de papel foram
colocadas postcriormente em dessecador & temperatura
ambicnle, para a suva sccagem.  As solugdes padrdes foram
previamente  preparadas  dissolvendo  sais,  oxidos ou
clementos na forma metdlica, todos de grau p.a.. com
rcagenies comvemientes. A quantidade dos clementos no
padrio sintético variou de 1 3 1000 ug,

Apds a secagem, as tiras de papel de filtro foram
dobradas ¢ colocadas em invélucros de plastico,

Metodologia.  Utilizande-se a técnica de andlise por
ativagio comparativa, amostras ¢ padrdes foram irradiados
simullancamente em dispositivos apropriados no reator de
pesquisa IEA-RI1, do IPEN-CNEN, Sdo Paulo.

Foram rcalizadas duas séries de irradiagbes. As
irradiagdes curtas de 3 min foram feitas sob um fluxo de
néutrons  térmicos de  4.25x10'"'nem”s’. para a
determinagio dos clementos Al, Cl. Cu. K. Mg. Mn ¢ Na.
As irradiagdes longas de 16 h, aum fluxo de 10" n.em™s",
foram [citas para a determinacio dos elementos As, Br, Ca,
Cd, Co. Cr. Cu, Fe, K, Na, Sc e Zn.

As medidas de atividade gama induzida nas amotras
¢ padrdes foram realizadas utilizando-se um detector de Ge
hipcrpuro modelo GEM 20190 da EG & G Oriee
concctado a uma placa ACESK, a um microcomputador da



linha 1IBM-PC ¢ cletrinica associada. Para aquisicio dos
dados foi uiilizado o programa MAESTRO 1T ¢ para a
anilise dos espectros (ol utilizado o programa VISPECT2.
As concentragies dos clementos foram calculadas pelo
método comparativo de andlise por ativagio.,

Os radioisotopos wlilizados no presente trabalho
foram: “Al, "As, ®Br, Y'Ca, "*Cd, ¥C1, “Co, *'Cr, ¥'Cuy,
%Cu, *Fe, “K, “Meg, **Mn, *'Na. PS¢ ¢ “Zn.

MNo método comparalivo de andlise por ativacio
neutrdnica, considera-se que a atividade pama induzida a
um radioisdtopo ¢ proporcional 4 massa do elemento
correspondente,  Conhecendo-se ambas as  laxas de
contagem A, (da amostra) ¢ Ap (do padrio). além da massa
my, do clemento no padrio, se pode calcular diretamente a
massa m, do elemento na amostra ou sua concentragio C,
em fungdo da massa total da amostra M, segundo a
relacio (1)

Asm, 06930 -P) |
= e
Ap. M. T1/2 n

Ca

onde:
A, - alividade do radicisdtopo na amostra
A, -atividade do radioisdtopo no padrio
m, - massa do elemenio no padrio
M, - massa tolal da amostra
iA - tempo de decaimento da amostra
IP - lempo de decaimento do padrido
T1/2 - meia-vida do radioisétopo

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o intuito de verificar se hd uma difcrenca
significativa cntre os resultados obtidos para as unhas de
cada um dos dedos de um mesmo individuo procedeu-sc a
analise de unhas de cada um dos dedos ¢ de cada miio
separadamente. MNas Tabelas 2 e 3 sdo apresentados os
rcsultados destas andlises das unhas das miios csquerda e
dircita, respectivamente.

TABELA 2. Concentragdes de Elementos Trago em Amesiras do Unha de Cada Um dos Dedos da Mio Esquerda de Um
Unico Doador Adulto

Elemento FPolegar Indicador Medio Aneclar Minimo
Al (ppm) 76,3443 140,646, 1 176.6+14.2 76,5441 451448
As (ppb) 52,1+2.5 67.743.3 68.443.3 31,9431 37,3+1.0
Br{ppm) 1,7140,01 1,8140,02 1,01+0,02 17,0040, 16 9.424+0,12
Ca (ppm) 11081385 11794212 11214401 11414357 11174509
Cd (ppb) 43,144 19,349 4 N.D." 271.0428.3 14224442
Cl {ppm) T44470 772443 48R+75 264421 366169
Co (pphb) 72.644.5 66,2176 574134 79,2416 %},346.6
Cr (ppb) 35717 42125 377422 278425 278124
Cu (ppm) N.D, 14,843.0 N.D. 34418 N.D.
Fe (ppm) 15,9404 61.84+1.2 57.413.4 76.27+43 8 35.0+1,1
K {ppm) 96,241,5 258.048.0 253,314.4 76.0131.2 71,1+30.6
Mg {ppm) 156213 278410 523179 19316 23448
Mn (ppm) 0.4540,03 0,6540,09 {(0.5840,11 0,3040,23 0.2440,13
Na (ppm} 13443 365+13 20040 19311 19341
Se (ppb) YR4+£125 813431 1505427 743401 891453
Zn {ppm) 110,340.8 104,244 5 1130435 106.1+1.6 117, 1+3.0

a. Meédia ¢ desvio padrio.
b. Indica que o clemento ndo foi detectado,




TABELA 3. Concentragdes de Elementos Trago em Amostras de Unha de Cada Um dos Dedos da Mio Direita de Um Unico

Doador Adulto

Elemenio Polcgar Indicador Médio Anelar Minimo
Al (ppm} 107,544.6 197 247.3 146,5+10.5 84, 5+6.4 91,345,5
As (ppb) 61,0129 250,4:+6.6 44.0+1.2 37,5459 45,6+6.2
Er(ppm) 1,39+0,01 17.8340,19 9.91+0,11 0,8040,01 1,2540,01
Ca (ppm) 16544444 2327+1550 14874676 1200429 1790443
Cd (pphb) 4845 563487 4094233 208474 150475
Cl {ppm}) 667110 452+11 378449 158+10 258426
Co (pphy) 53+4 3047476 T1+1 1741 1741
Cr (ppb) 470420 343024210 484420 235418 304426
Cu {ppm) N.D, N.D. 18,8432 2.642.5 32425
Fe (ppm) 39+1 4730+37 GO2 111 261

K (ppm) 13543 38426 16348 176410 183412
Mg (ppm) 15246 343494 158488 192434 144414
Mn (ppm) 0.5440,03 0,6740.04 0,5040,16 0,3440,07 0.46+0,09
Na (ppm) 12344 220410 21344 16748 152:3
Se (ppb) 651499 2400428 7441464 1211430 863141
Zn (ppm) 139,1+1,6 4732462 116,9+2.9 113.540.5 99,3405

Estcs dados preliminares oblidos indicam que ha
uma flutuagdo enire as concentragies dos elementos, para
as unhas de diferentes dedos de cada uma das mios,
comprovando a nccessidade de se realizar a coleta de

unhas de todos os dedos das duas mfos, para se obter uma

amostra representativa. Pode haver também Nutuacio
decorrente de uma lavagem incompleta para unhas de
dedos que estio mais facilmente sujeitos 3 contaminagdes.
Em geral, as unhas do dedo indicador de ambas as miios
apresentaram leores mais clevados dos clementos quando

comparadas com as dos demais dedos. Por outrp lado, a
unha do dedo indicador da mio direita apresentou tcores
mais altos deAl, As, Ca, Cd, Co, Cr, Fe, 5¢ ¢ Zn quc dos
dodos da mio esquerda.

Ma Tabela 4 sdo apresentados os resullados das
andlises das unhas de individuos do grupo controle, os
quais indicam que os clementos Al, Br, Ca, Cl, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, Na ¢ Zn estiio presentes em teores mais allos, da
ordem de ppm e os clementos As, Cd, Co, Cr e Se na
ordem de ppb.

TABELA 4. Anilises de Unhas das Mios de Individuos do Grupo Controle ¢ Valores da Literatura

Elemento Mimero de Média Intervalo de Iédia Mediana WValores da
Amosiras Aritmética Concenlragiio Geométrica literatural 5)
Al (ppm} 13 52425 7.6- 93 431x+2,1 52,5 130 -930
As (ppb) 10 6718 44 - 88 6 6x=1,3 70,6 200 - 3000
Br(ppm) 10 5,619,5 (0,64 - 28,7 2.1%+3.6 1.4 9
Ca (ppm) 12 10502412 436 - 1781 976 8B+ 1,5 939 5 370 - 3400
Cd (ppb) 10 240£147 41 - 499 192,0%+2,2 221,3 80 -3400
Cl (ppm) 16 567264 180 - 1070 493 6118 614,5 1000 - 3600
Co (ppb) ¥ 37£27 12 -98 30,3%+1,9 273 53
Cr (ppb) 10 4355195 167 - 813 394 duel 6 4355 3500
Cu (ppm) 10 6,414 8 1,7-15 4 Bx+2 2 4.8 18
Fe (ppm) 10 25¢11 11- 47 22,6x+1,6 22,8 27 -350
K (ppm) 10 113+88 20 - 258 81,3x+2.5 4.8 360 - 2800)
Mg (ppm} 16 B4£37 41 - 195 77.3x+1,5 76,5 16 - 120)
Mn (ppm) 16 {1,4640,33 0,10-1,5 0.4x+1,9 (1,38 0.04 - 2,1
Na (ppm) 16 201+120 39 - 499 169 8x+1.9 146,6 330 - 3000
Se (pph) 12 7624237 473 - 1197 732 8Bx+1,3 £8R,5 750 - 8OO0
£ (ppm) 12 121433 81 - 154 117,5%+1,3 1174 70 - 300




Uma comparagio com o0s valores da lileratura
mostra que os resultados obtidos estllo dentro dos valores
apresentados por Cesareol|3).

Para avaliar a exatidio ¢ a precisio do método de
andlise wtilizado, foram realizadas as analiscs dos materias
de referéncia, a saber: CRM-10C Rice Flour do National
Institute for Environmental Studies (NIES), Bowen's Kale

da International Union of Pure and Applicd Chenustry
(IUPAC) ¢ SRM-1572 Citrus-Leaves do National Institute
for Standards and Technology (NIST). Na Tabela 5 siio
apresentados os resultados das andlises desscs materiais,
jumtamente com os valores certificados|6] .

Tabela 5. Andlises dos Matenais de Releréncia

Elementos Rice Flour Bowen's Kale Citrus Leaves
Este Trabalho Ref, (6) Este Trabalho Rl (6) Este Trabalho Rel, (&)

As (ppb) 15342° (1507 N.DC 134445 3150417 3100430
Br(ppm) 0,620,1 (0,5) 24,440, 24,942,4 §,2:4+0,1 (8,2}
Ca (ppm) N.D. (95) 40880111 4106042217 208 144415 3150041000
Cd (pph) 1834239 1820460 T91£40) 8394249 M.ID. 30410
Co (ppb) 15,640,6 (N 7541 6311 23| (207

Cr (pph) 1£10 (80) 382425 3694100 782+14 200+125
Fe (ppm) 11,4£0,5 11.420.8 11822 119£15 9041 9010
K (ppm) 2645+13 2750499 19586112 24370+£1642 18378+104 182004601
Na (ppm) 16,2+0,1 14,0404 25199 23664279 151£1 160421
Se {ppb) 72115 (703 135422 134420 N.D. {25}
Zn (ppm) 21,740, 1 23,120.8 31,640,2 32,242 8 29%1 2042

a. Desvio padrio calculado considerando erros nas contagens de padrdio ¢ amostra,

b. Nimeros enire parénteses sfio valores informativos.
c. Indica elemento ndo detectado.

A comparagio dos resuliados obtidos com os valores
certificados aprescntou, em geral, crros  percentuais
inferiores a 16,0 % e foi verificada também a precisio dos
dados obtidos. com desvios padrdes relativos variando de
0,1 a 16,0%. para a maioria dos elementos analisades. Os
resultados menos precisos ¢ cxatos foram oblides para
clementos presenics em teores menorcs que | ppm. Um
nimere maior de dados experimentais estiio sendo obtidos
para o tratamento estatistico destes resultados,

(s resullados oblidos meste trabalhe indicam a
viabilidade da aplicagio do método de andlise por ativagdo
na andlisc de unhas, para o csiudo da docnga fibrose
cistica.
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ABSTRACT

The purpose of this work was to develop the neutron
activation analysis for trace clement determinations in
nails in order to apply this method to the study of the cystic
fibrosis discasc. It was verified that the elements Al, As,
Br. Ca, Cd, ClL, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, 5S¢ and Zn
can be determined by using short and long irradiations
with thermal neutron flux from 10" o 10" nem™s' at
the IEA-RI nuclear research rcactor. The washing
solutions of Triton-X100, NH,OH and acetone were tested
in order (o climinate external contaminants from the nail
samples. The nail analyses of the individual fingers from
both of hands showed that the samples must be collected
from all the fingers from both of hands o have a
representalive sample. The precision and the accuracy of
the results were also examined by analyzing NIES 10C
Rice Flour, IUPAC Bowen's Kale and NIST 1572 Citrus
Leaves reference materials.
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