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Analysis of Chemical Elements in Hair: historical perspective, capabilities, controversies
and analytical challenges — Several studies have reported the quantification of organic drugs and chemical
elements in human hair, despite the uncertainties related with the validity of the analytical results, in particular when
the analytes are chemical elements. However it is indisputable the usefulness of the chemical analysis of hair for toxi-
cological applications, such as forensics, clinical diagnostics and evaluation of environmental exposure.

This paper is focused on the analytical constraints and challenges in quantifying minor and trace elements in hair. The
main topics are the characteristics of human hair, the historical evolution of hair chemical analysis, the controversy
associated with this type of analysis, and the main advantages and disadvantages of this type of matrix compared with
other common biological matrices. A special emphasis is given to hair washing, which is one of the most controversial
steps on the analytical procedure. The importance of the validation of analytical systems and the implementation of
strategies for results quality assurance and control is also mentioned.

Vérios trabalhos tém descrito a quantificacdo de drogas organicas e elementos quimicos em cabelo humano, embora
persistam incertezas sobre a validade analitica dos resultados, principalmente quando os analitos sdo elementos quimi-
cos. No entanto, é indiscutivel a utilidade da anélise quimica de cabelo em varias aplica¢des toxicologicas, tais como
analise forense, diagndsticos clinicos e avaliacdo da exposicdo ambiental.

O foco deste artigo sdo as limitacdes e os desafios da quantificacdo de elementos quimicos minoritarios e vestigiais
em cabelo. Os principais tépicos sdo as caracteristicas do cabelo humano, a evolugao histérica da anélise quimica de
cabelo, a controvérsia existente em torno deste tipo de anélise, e as principais vantagens e desvantagens deste tipo de
matriz comparativamente a outras matrizes biolégicas comuns. E dado um especial destaque a lavagem do cabelo,
uma das etapas mais controversas do procedimento analitico. A importancia da validacdo de sistemas analiticos e da

implementacdo de estratégias de controlo e garantia da qualidade dos resultados é também referida.

PRINCIPAIS CARACTERISTICAS BIOLOGICAS E FiSICO-QUIMICAS
DO CABELO

Os pelos, nomeadamente os que revestem o cranio humano
(cabelo), podem ser vistos como uma “area de quarentena
biolégica”, onde se acumulam substancias excretadas pelo
organismo [1]. A anatomia dos pelos e as suas interagdes
com o ambiente e com as estruturas da pele influenciam
a acumulacdo de substancias nessa matriz [2]. Assim, a
correta interpretacdo dos resultados obtidos em analises
quimicas do cabelo exige um entendimento bésico das ca-
racteristicas bioldgicas e fisico-quimicas dessa estrutura.

Os cabelos formam-se em invaginacdes da epiderme, cha-
madas de foliculos pilosos, e sdo constituidos maioritaria-
mente por células mortas queratinizadas [2]. Uma fibra de
cabelo pode ser dividia em trés camadas: cuticula, cértex e
medula (Figura 1) [2].

A superficie do cabelo é formada por células sobrepostas
em varias camadas, de forma analoga a telhas num telha-
do, constituindo a cuticula [3]. O cortex, que corresponde
a maioria da massa do cabelo (70-90%), é revestido pela
cuticula e contém células fusiformes alinhadas segundo o
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eixo longitudinal das fibras de cabelo [3]. Os cabelos mais
grossos possuem frequentemente uma estrutura central po-
rosa, chamada de medula [3].

Cértex Medula

Figura 1 — Principais estruturas constituintes da fibra de cabelo. Figura
adaptada da referéncia [2]

Um fio de cabelo é essencialmente um material compésito
natural que integra uma rede polimérica parcialmente cris-
talina de fibras cilindricas bem compactadas, constituidas
por uma familia de proteinas designada por “queratina”,
denominadas como microfibrilas ou filamentos intermé-
dios de queratina (KIF), embutidas numa matriz amorfa
composta por proteinas associadas a queratina (KAP) e por
lipidos estruturais (Figura 2) [2,4-6].
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Figura 2 — Modelo de organizacdo hierdrquica das estruturas proteicas constituintes da fibra de cabelo [3-6]. O padrdo de difracao de raios X obtido
reflete algumas das estruturas da fibra e respetivas dimensdes. Figura adaptada da referéncia [6]

Dependendo do seu teor de humidade, o cabelo humano
consiste em 65-95% de proteinas, 1-9% de lipidos, pig-
mentos (melanina) e elementos vestigiais (<1%) [2], o que
corresponde a aproximadamente 50% de carbono (C), 7%
de hidrogénio (H), 22% de oxigénio (O), 16% de nitrogé-
nio (N), 5% de enxofre (S) e percentagens vestigiais de ou-
tros elementos [4]. O elevado contetido de enxofre deve-se
a abundéncia de grupos tiol (-SH) e dissulfureto (-S-S) que
contribuem para a manutenc¢do da identidade estrutural do
cabelo e para a sua elevada resisténcia e estabilidade [2].
Os lipidos estdo localizados internamente e a superficie da
fibra, ligando-se covalentemente ou por ligagcdes mais fra-
cas (pontes de hidrogénio e interacdes de van der Waals)
[3]. O lipido mais comum na cuticula é o acido 18-meti-
licosandico, que forma ligagdes tioéster a partir dos gruos
tiol da superficie da fibra [3,4]. Os elementos vestigiais
ligam-se a grupos funcionais das cadeias laterais dos ami-
nodacidos constituintes das proteinas ou a grupos acidos dos
lipidos [2].

O cabelo tem um comportamento global hidrofilico, embora
a sua superficie (cuticula) seja maioritariamente hidrofobi-
ca, o que se deve a presenca de cadeias apolares de lipidos
na superficie do cabelo e de grupos quimicos polares dos
residuos de aminoéacidos no interior da fibra (cortex e medu-
1a) [4]. Cabelos saudaveis podem conter até cerca de 35% de
agua, dependendo essa percentagem da humidade relativa
do ar e do desgaste das fibras devido, por exemplo, a trata-
mentos capilares [2,4]. A dgua no cabelo provém também
da génese das fibras, pois durante a queratinizacdo ocorre
a eliminacao do miicleo das células e a producdo desmedida
de queratina que, ao acumular-se no citoplasma, provoca a
libertacdo de 4gua e a morte celular [2,7].

O desenvolvimento de cada fibra de cabelo ocorre num ci-

clo envolvendo trés fases principais [2,3] (Figura 3):

1. Anagénese (crescimento): fase de crescimento da fibra,
devido a intensa atividade metabdlica no bolbo piloso,
que se prolonga normalmente entre 2 a 6 anos.

2. Catagénese (transicao): fase na qual ocorre um decrés-
cimo na atividade metabolica do bolbo, o que leva a
apoptose das células ai existentes; verifica-se a migra-
¢do do bolbo em diregdo a superficie da epiderme, com

atrofia do foliculo; fase com a duracdo de algumas se-
manas.

3. Telogénese (repouso): fase que se caracteriza pela ces-
sacdo completa do crescimento da fibra e atrofia do fo-
liculo, com a duracao de 4 a 8 semanas.

W Papila
démmica Nova zona

germinativa

Figura 3 — Ciclo de desenvolvimento dos foliculos pilosos e geragao de
novas fibras capilares. Figura adaptada da referéncia [8]

A aproximacdo do bolbo a um depoésito de células esta-
minais ativa o crescimento de uma nova fibra [3], provo-
cando a expulsdo da antiga e a regeneracao de todo o fo-
liculo, retomando-se a anagénese, a fase na qual ocorre a
incorporacdo de substancias quimicas na fibra a partir dos
vasos sanguineos no bolbo [9]. Cerca de 85% dos folicu-
los existentes no couro cabeludo saudavel encontram-se
em anagénese, enquanto os restantes 15% em telogéne-
se [7]. ContaminacOes com niveis elevados de elementos
metalicos de elevada toxicidade, tais como talio, cadmio e
mercurio podem acelerar a transicdo da anagénese para a
catagénese [10].

MECANISMOS DE INCORPORAGAO DE ELEMENTOS QUIMICOS NO
CABELO

Na Figura 4 sdo representadas algumas das formas de in-
corporagdo de substancias quimicas no cabelo. Embora os
mecanismos de incorporacdo apresentados tenham sido
demonstrados originalmente para drogas organicas [11],
estes sdo também aplicaveis a elementos quimicos [7,12].
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Os elementos quimicos podem associar-se ao cabelo, en-
dégena ou exogenamente, por interacOes eletrostaticas ou
através de ligacdes covalentes com queratina, melanina ou
lipidos. O nimero de eletrdes de valéncia e o tamanho da
particula definem o tipo e a forca da ligacdo estabelecida
[13]. A maioria dos elementos metalicos apresenta grande
afinidade por grupos tiol [14], embora os grupos carboxilo
sejam também importantes na ligacdo desse tipo de ele-
mentos as fibras de cabelo [15].

Fatores externos
(poeiras, famos efc.)

i Suor
Musculo eretor do pelo

Glandula sebacea

Glandula sudoripara écrina

Bolbo capilar -
Matriz da fibra —
Papila dérmica

Correnfe
sanguinea

Figura 4 — Principais estruturas do foliculo piloso e alguns dos fatores
que influenciam a incorporacdo de substancias quimicas em cabelos. Os
mecanismos de incorporagdo endégena e exégena estao assinalados a ver-
de e vermelho, respetivamente. Figura adaptada das referéncias [7] e [16]

Relativamente a incorporacdo endégena, o modelo mais
simples assume que esta ocorre devido ao gradiente de
concentracdo entre a fibra de cabelo e os fluidos circundan-
tes (sangue, linfa e outros tipos de fluidos extracelulares),
numa extensao de 1,2 a 1,5 mm entre a base do foliculo e
a zona de queratinizacdo [7]. Quanto a contaminacdo ex6-
gena, esta pode ocorrer de varias formas, envolvendo fato-
res externos e a deposicdo de suor e sebo na superficie do
cabelo [15]. Alguns elementos transportados por poeiras
podem ser retidos nos espacos entre as células da cuticula,
principalmente quando esta estiver danificada [10]. A ad-
sorcao de varios elementos ao cabelo depende do pH da
fibra e do ambiente envolvente, o que sugere que o cabelo
é um permutador ionico [15].

PERSPETIVA HISTORICA DA ANALISE QUIMICA DE CABELO HUMA-
NO, MASSIFICAGAO DOS SERVIGOS COMERCIAIS DE QUANTIFICA-
CAO DE ELEMENTOS QUIMICOS EM CABELO E A CONTROVERSIA
ASSOCIADA

Na Figura 5 sdo apresentados alguns marcos histéricos re-
lacionados com a andlise quimica de cabelo. Os eventos
mais recentes e 0s mais antigos sao representados, respe-
tivamente, mais préximos da raiz (cabelo mais recente) e
mais proximos das pontas (cabelo mais antigo).

Os desenvolvimentos cientificos e tecnolégicos das dé-
cadas de 1970 e 1980 levaram a que varios laboratérios,
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muitos com competéncia analitica duvidosa, comegassem
a comercializar servicos de andlise quimica de cabelo,
principalmente nos E.U.A. [17]. A crescente procura desse
tipo de servicos foi suportada, em parte, na popularidade
adquirida pela hipdtese apresentada em alguns trabalhos
cientificos, referente a utilizacdo do cabelo para avaliar o
estado nutricional [17]. Todavia, surgiram entretanto va-
rias publicacdes que contestavam a validade da anélise
quimica de cabelo, gerando alguma controvérsia [18-22].
Atualmente, este tipo de servigos é ainda bastante popular
nos E.U.A. o que se reflete, por exemplo, na publicacdo
de alguns livros por autores norte-americanos [23-25] e na
referéncia a andlise de cabelo para a detecdo de elementos
quimicos perigosos em alguns episddios das conhecidas
séries de televisdo “House M.D.” e “CSI: Crime Scene In-
vestigation” [26-28].

No trabalho de Barrett (1985) [21] foram enviadas amos-
tras de cabelo de duas adolescentes saudaveis para varios
laboratérios comerciais, verificando-se a obtencdo de uma
grande disparidade entre os valores de concentracdo repor-
tados para alguns elementos em amostras supostamente
idénticas. Verificou-se também a apresentacdo de conclu-
sOes potencialmente assustadoras para alguns pacientes,
assim como divergéncia quanto aos niveis de concentracao
considerados “normais” e aos tratamentos com suplemen-
tos alimentares que deveriam ser implementados. Embo-
ra o trabalho de Barret (1985) apresente algumas lacunas,
nomeadamente na amostragem do cabelo [29], a maioria
das objecoes ai mencionadas sao vélidas, sendo consensual
que existiam falhas nos métodos usados pelos laboratdrios
que comercializavam servicos de analise quimica de cabe-
lo [17]. Trabalhos andlogos ao referido foram publicados
em 2001 [30], 2002 [31] e 2013 [32], envolvendo labora-
térios dos E.U.A., Alemanha e Coreia do Sul. Os trabalhos
publicados em 2001 e 2002 apresentam o mesmo tipo de
conclusdes do trabalho de Barret (1985), o que originou
uma troca de criticas entre o primeiro autor do trabalho
publicado em 2001 (Seidel) e representantes de alguns
dos laboratérios norte-americanos avaliados [33-35]. No
trabalho publicado em 2013, verificou-se um grau de con-
cordancia razoavel entre as concentragdes obtidas por di-
ferentes laboratdrios, mas um grau de discordancia signifi-
cativo quanto aos intervalos de concentracao considerados
“normais”.

A pesquisa bibliografica realizada no contexto deste traba-
lho permitiu constatar que o nimero de publicagdes refe-
rentes a analise quimica de cabelo humano, nomeadamente
a quantificacdo de elementos quimicos nessa matriz, tem
vindo a seguir uma tendéncia claramente crescente nos
ultimos anos, o que pode ser explicado, em parte, pelos
avangos cientificos e tecnolégicos e pela inexisténcia de
consenso relativamente as conclusdes apresentadas nos
trabalhos publicados. Essa falta de consenso deve-se a va-
rios fatores, entre os quais as lacunas em termos de estra-
tégias de controlo e garantia da qualidade dos resultados.
Neste contexto, nas ultimas décadas, tem-se verificado
uma maior preocupagdo com as questoes da qualidade na
analise quimica de cabelo, o que se refletiu no inicio da
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producdo e comercializacdo de materiais de referéncia cer-
tificados para essa matriz [12] e na criagdo de um programa
de ensaios de comparagdo interlaboratorial para a quanti-
ficacdo de elementos quimicos em cabelo (e outras matri-
zes biolégicas) (QMEQAS) [36]. A Society of Hair Testing
(SoHT), fundada em 1995, tem vindo também a organizar
encontros e workshops, para discutir o uso de cabelo para
fins analiticos, coordenando ensaios de comparacdo inter-
laboratorial, para andlise de drogas organicas em cabelo, e

2001
Publicagdo do relatorio “Hair Analysis Panel
Discussion: Exploring the state of the [4—
science” pela Agency for Toxic Substances &
Disease Registry (ATSDR) [49]

Final da década de 1970 e década de 1980
»| Massificacdo dos servigos comerciais de analise
elementar de cabelo nos EU.A [17]

1979
Publicagdo do relatorio de investigacdo da Envir I
Protection Agency (EPA) dos EUA. intitulado “Toxic
Trace Metals in Mammalian Hair and Nails™ [44]

Década de 1970

> Desenvolvimento significativo das técnicas
analiticas [17];

> Vérios médicos e cientistas propdem a |«
existéncia de relacdes enfre as concentragdes |
de determinados elementos no cabelo, a saide
mental e inteligéneia do individuo, bem como
o seu estado nutricional [17].

I
Meados do século XTX (1857-1858)

Hoppe-Seyer — Quantificacio de arsémo
no cabelo de um cadiver exumado [40]

criando varios documentos que apoiam a realizacdo de ana-
lises quimicas de cabelo [37]. O maior foco desta organi-
zacdo na andlise quimica de cabelo para a quantificacdo de
drogas organicas é explicado pela existéncia de um maior
consenso quanto a validade deste tipo de analise, compara-
tivamente ao que se verifica para os elementos quimicos, o
que se reflete na sua aplicacdo em varios contextos: exposi-
cdo pré-natal, controlo antidoping, abuso sexual facilitado
por drogas, abuso de alcool, etc. [38].

1996-atnalidade

Organizacdo de ensalos de comparagdo interlaboratorial
(QMEQAS), pelo Centre de toxicologie du Québec (CTQ),
para a quantificagdo de varios elementos em cabelo [36]

1995

Criagdo da Society of Hair Testing (SoHT) [37]

Final da década de 1970-Inicio da
deécada de 1980

Virios trabalhos pioneiros referentes a
quantificagdo de drogas orgdnicas em
cabelo humano sdo publicados [45-47].
originando um grande interesse da
comunidade cientifica relativamente a
analise quimica de cabelo.

1976

A International Atomic Energy Agency (IAEA)
define um procedimento de lavagem para a analise
de cabelo por NAA (Neutron Activation Analysis)
[43], que passa a ser adotado pela maioria dos
trabalhos subsequentes de quantificacdo de
elementos quimicos em cabelo.

A partir do final da década de 1960

b Alguns‘ investigadores comegam a apliuI:a:
as técnicas de absorcdo atomica 4 analise
de elementos quimicos metdlicos em
cabelo [42].

Figura 5 — Alguns marcos historicos importantes referentes a analise quimica de cabelo [17,39]

10
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ANALISE QUIMICA DE CABELOS DE PERSONALIDADES HISTORICAS

Desde meados do século xX, foram publicados varios tra-
balhos de quantificacdo de elementos toxicos em cabelos de
personalidades histéricas [50,51], alguns dos quais sdo re-
feridos na Tabela 1. As conclusdes apresentadas nesses tra-

balhos sdo bastante controversas, particularmente nos casos
de Napoledo e Beethoven, resultando num grande ntiimero
de publicagdes, como se pode verificar na Tabela 1. As con-
trovérsias existentes devem-se principalmente a dificuldade
em identificar a origem endégena ou exdgena dos elementos
quantificados.

Tabela 1 — Tabela-resumo referente a analise de elementos quimicos em cabelos de quatro personalidades histéricas [50,51]. Os intervalos de referéncia
(IR) indicados foram retirados de Goullé (2006) [12] e correspondem a uma amostra de individuos saudaveis e a um nivel de confianca de 95%

Personalidades Concentracoes de Alguns sintomas Possiveis fontes ~
NP . - Referéncias
histéricas elementos no cabelo verificados de exposicao
Valores maximos de | Vasto conjunto de sinto- As: (Ver texto)
concentracao: mas (que dificultam a ob- | Sb: Tartarato de an-
As: 51,2 pg/g tencdo de um diagnostico | timodnio e potassio
IR: 2,6-17,8 pg/g claro), tais como perda (emético prescrito a
Sb: 4,47 pg/g rapida de peso (consis- Napoledo nos seus
IR: 0,05-0,13 pg/g tente com a hipétese de dltimos meses de
Hg: 4,68 ng/g cancro do estdmago), vida) [53-61]
IR: 0,94-8,13 pg/g disttirbios gastrointes- Hg: Calomelano
Pb: 229,2 pg/g tinais (melena, cdlicas, | (Hg,ClL,), usado como
' : IR: 0,13-4,57 pg/g | vomitos, prisao de ventre laxante.
Napoledo Bonaparte (Data de recolha das | alternada com diarreia, | Pb: 6xido de chumbo
(imperador francés) amostras: 1 dia apds etc.), febre e fraqueza (adicionado a vinhos
(1769-1821) [52] a morte de Napoledo) progressiva para os adogar)
Acetato de chumbo
L Disturbios gastrointesti- (usado como ado-
Valor médio de con- . . .
- nais frequentes (sintomas cante em vinho),
centracao: . - 0
tipicos de envenenamen- | utensilios de cerami-
Pb: 60 ug/g to comrihumliiq), tais cos reIfestldos C((j)m [63-65]
(Data de recolha da como cdlicas, diarreia, esmalte contendo
T p vomitos e gota, ansieda- | chumbo. Tratamen-
amostra: 1 dia ap6s a d da de audica d .
. morte de Beethoven) e, perda de audigao e to de pneumonia e
Ludwig van Beethoven cirrose. adesivos usados em
(compositor alemao) paracenteses.
(1770-1827) [62]
Valores médios de R : Uso terapéutico de
- Salivacao excessiva, .
concentracao: erda rinida de dentes calomelano e agtcar
c[c)')licas d[iJarreia alide; R
Amostra recolhida » 1ATTENd, D ? de chumbo);
- tremores, irritabilidade,
em 1815: aranoia, mudancas de B G el
Hg: 6,0 pg/g P J ¢ (Andrew Jackson foi [67]
h humor violentas, insufi- .
Pb: 130,5 pg/g ciéncia renall (sintomas alvejado em 1806 e
Amostra recolhida compativeis com enve- 1813 e uma das balas
AI:dreW Jackson em 1839: N S ——— ficou alojada no seu
(7.° presidente dos Hg: 5,6 pg/g T = ) corpo durante cerca
E.U.A) Pb: 44 pg/g de 20 anos.)
(1767-1845) [66]
Envenenamento
Disturbios gastrointes- (Charles Hall acusou
Concentracdo ma- tinais e problemas neu- os seus colegas de
xima: rolégicos (deméncia), tripulagdo de o terem
apo6s o consumo de uma envenenado). A de-
As: 29,4 pg/g chavena de café, nas tecdo de uma maior [69]
(na raiz do cabelo) duas semanas que ante- | concentracdo de arsé-
£ (Recolha da amostra: cederam o falecimento nio na raiz do cabelo
Charles Hall autépsia realizada (sintomas tipicos de é consistente com a
(explorador norte-ame- em 1968) intoxicacdo aguda com | hipétese de exposicdo
ricano) arsénio) aguda nas duas tlti-
(1821-1871) [68] mas semanas de vida.
Quimica 140 - Jan-Mar 16 11
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O relatério da autopsia ao corpo de Napoledo sugere can-
cro no estdbmago como possivel causa da morte [70], sendo
esta hipotese defendida pela maioria dos historiadores [71],
devido a predisposicdo genética do imperador francés [72]
e por alguns dos sintomas revelados durante o exilio na ilha
de Santa Helena (os seus ultimos anos de vida) [54,55]. To-
davia, analises recentes revelaram uma concentracdo alta
de arsénio nos cabelos de Napoledo [56-61], o que levou
alguns investigadores a defender uma hipétese alternativa
para a sua causa de morte: envenenamento com arsénio.
No contexto da controvérsia existente em torno dessa hi-
pétese, Ben Weider (Figura 6) enviou amostras de cabelo
de Napoledo para varias entidades com servigcos de analise
toxicolégicas [73], entre as quais o Federal Bureau of In-
vestigation (FBI) (Figura 7), o Laboratério de Toxicologia
do Instituto de Medicina Legal de Estrasburgo, em 2002 e
o Laboratério ChemTox (sediado também em Estrasburgo),
em 2005, obtendo resultados [56,60,61] que confirmam as
altas concentracoes de arsénio obtidas nas analises realiza-
das no inicio da década de 1960 [57-59].

i

Figura 6 — Ben Weider (1924-2008), fundador da International Napo-
leonic Society (INS) e um dos principais defensores da teoria de envene-
namento com arsénio como causa da morte de Napoledo. Imagem prove-
niente da referéncia [74], reproduzida com a autorizacao da INS

Wertenpma. O C 202105
Auguat 20, 1993

Or. Ben Welder
2873 Bates Road
Montreal, Quebeo, Cacada NI 1M

Dear Dr. Welidar:

The FBI lLaboratory exanmined two of NMapolecan’s hailrs that you
had subnitted for arsenic analysis. Listed below are the arsenic
Fegults which were asalyzec by Graghite Turnace Atomic Absorpsion
Spectroscopy:

Eale Nusber Leagth (cm) Weight (ag) Azsenic (ppm)
1 1.7% 5.0 3.3
- 1.40 5.8 16.9

conaistent uﬂf nun!c po!m!!w.

Figura 7 — Carta enviada pelo FBI, a Ben Weider, em 1995, onde se
declara que os valores de concentracdo de arsénio detetados em cabelos
de Napoledo sdo consistentes com a hipétese de envenenamento. Imagem
proveniente da referéncia [75], reproduzida com a autorizacdo da INS

Um dos principais argumentos envolvidos na discussao da
causa da morte de Napoledo é a possibilidade de grande
parte do arsénio detetado no cabelo provir de contamina-
¢oes externas, que incluem: pigmentos do papel de parede
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existente na casa onde Napoledo passou os ultimos anos
de vida, exposicdo ao fumo da queima de carvdo, uso de
produtos cosméticos e de materiais conservantes contendo
arsénio para preservacao das amostras de cabelo [53].

Em 2003, Pascal Kintz, um dos toxicologistas mais reco-
nhecidos na area da andlise quimica de cabelo (membro do
grupo fundador da Society of Hair Testing (SoHT) e autor
de vérios livros e artigos cientificos sobre a analise quimica
de cabelo) e Robert Wenning, professor da Universidade
de Luxemburgo, recorreram a uma técnica inovadora de
espetrometria de massa, para tentar avaliar a proveniéncia
do arsénio nos cabelos de Napoledo, através da andlise da
distribuicdo desse elemento ao longo da secgao transversal
das fibras de cabelo do imperador francés [73]. Na Figu-
ra 8 sdo apresentadas algumas das imagens obtidas nesse
trabalho, expostas numa conferéncia em 2005 (que pode
ser visualizada através do URL (endereco da web) indicado
na referéncia [76]). As zonas brilhantes dessa imagem cor-
respondem a uma maior concentracdo de arsénio. Assim,
verifica-se uma maior acumulacdo de arsénio na zona da
medula, sendo essa observacao atribuida a incorporagao a
partir da corrente sanguinea, apoiando a hipétese de enve-
nenamento [73,76]. Porém, alguns trabalhos indicam a ine-
xisténcia de uma distribuicdo definida de arsénio na fibra
de cabelo em funcdo da sua forma de incorporacéo [77], o
que enfraquece a justificacdo apresentada para sustentar a
hip6tese de envenenamento. Neste contexto, a controvérsia
em torno da causa da morte de Napoledo parece permane-
cer, sendo incerto se sera possivel vir a obter uma resposta
inequivoca.

Figura 8 — A: Equipamento de Nano-Secondary Ion-Mass Spectrography
(Nano-SIMS) da Universidade de Luxemburgo usado na obtencdo das
imagens B, C e D para a analise da distribuicao de arsénio em secgdes
transversais de fios de cabelo; B: Cabelo ndo contaminado; C: Cabelo de
Napoledo (Abbé Vignali — amostra recolhida a 06/05/1821); D: Cabelo de
Napoledo (Las Cases — amostra recolhida a 16/10/1816). As zonas mais
brilhantes correspondem a uma maior concentracdo de arsénio. Imagens
provenientes das referéncias [73] e [76], reproduzidas com a autorizagao
da INS
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O URL indicado na referéncia [78] permite a visualizagdo
de um video que inclui um pequeno resumo das teorias re-
ferentes a causa da morte de Napoledo acompanhado de
curtos depoimentos de Ben Weider e Pascal Kintz.

A localizacdo do cabelo na parte externa do corpo é uma
caracteristica com caracter paradoxal, pois torna a sua re-
colha muito fcil, o que é uma vantagem, mas aumenta a
suscetibilidade a contaminagdes devidas ao ambiente ex-
terno, o que é a principal desvantagem deste tipo de matriz.

Na Figura 9 é apresentado um resumo das principais vanta-
gens e desvantagens do cabelo como matriz analitica com-
parativamente a outras matrizes bioldgicas comuns.

desse procedimento, devido a baixa eficiéncia na remogao
de alguns contaminantes [80], e pela danificacdo que a ace-
tona provoca na cuticula, o que facilita a perda/extragao de
elementos depositados endogenamente e a possivel intro-
ducdo de contaminagdes externas no interior das fibras de
cabelo [81].

Alguns investigadores defendem procedimentos de anali-
se de cabelo sem qualquer etapa de lavagem [82], alegan-
do que esta podera ser a maior fonte de variabilidade nos
resultados obtidos [12]. A argumentagdo é sustentada, em
parte, no facto da variabilidade associada aos resultados
obtidos por diferentes laboratérios, para uma mesma amos-
tra de cabelo ndo sujeita a lavagem durante o respetivo pré-

Figura 9 — Principais vantagens e desvantagens do cabelo humano como matriz analitica, comparativamente as outras matrizes biol6gicas mais comuns

(sangue e urina) [7,9,10,38,44,51,79]

PROBLEMAS ASSOCIADOS A LAVAGEM DE CABELO NO PRE-
-TRATAMENTO DA AMOSTRA: LAVAR OU NAO LAVAR? Eis a
QUESTAO...

A concretizacdo do objetivo de analisar quimicamente o
cabelo exige frequentemente que as concentracGes deter-
minadas nesta matriz sejam representativas da incorpora-
¢do enddgena dos analitos. Neste contexto, verifica-se a
existéncia de muitos procedimentos de extracdo e lavagem
para o pré-tratamento de amostras de cabelo, que sdo apli-
cados para minimizar a influéncia da incorporacao exdgena
(gorduras, poeiras, suor, etc.). Os procedimentos de lava-
gem mais usados podem ser agrupados em cinco categorias
principais, tal como indicado na Figura 10.

O método de lavagem de cabelo recomendado pela IAEA
(publicado em 1976), que consiste em lavagens sucessi-
vas com agua ultrapura e acetona [43], parece ser o mais
usado nos varios trabalhos referentes a quantificacdo de
elementos quimicos em cabelo [79]. Contudo, alguns in-
vestigadores apresentam objecdes relativamente ao uso
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Figura 10 — Solventes e reagentes usados mais frequentemente na lava-
gem de cabelo durante o pré-tratamento das amostras [50]
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-tratamento ser, para alguns elementos, significativamente
inferior ao que se verifica em procedimentos com etapas
de lavagem, tal como demonstrado num trabalho publicado
em 2002 [50]. A exclusdo da etapa de lavagem podera ter
interesse em aplicagdes forenses, pois a lavagem pode alte-
rar significativamente a composicdo da amostra de cabelo,
com perda da sua identidade caracteristica e diferenciadora
[82]. Quando o objetivo da analise implica a minimizagao
da influéncia das contaminacGes externas, os defensores
dos procedimentos sem etapas de lavagem propdem o uso
de amostras sujeitas a um minimo de contaminagdo exter-
na. Nesta perspetiva, o tipo ideal de amostra seriam pelos
que estivessem confinados unicamente ao interior do foli-
culo [82]. Como é impraticavel obter esse tipo de amostras,
poderdo ser usadas fibras que tenham estado pouco tempo
no exterior da pele. Um tipo de amostra que cumpre esses
requisitos sdo os pelos da barba recente, existindo algumas
publicagoes referentes a quantificacdo de metais nessa ma-
triz [83,84].

ETAPAS DA QUANTIFICAGAO DE ELEMENTOS QUIMICOS
EM CABELO

Como o cabelo é uma matriz com alguma complexidade, a
quantificagdo de elementos quimicos nesse tipo de amostra
requer um procedimento com varias etapas, o qual é repre-
sentado na Figura 11 e descrito nos proximos paragrafos.

Figura 11 — Etapas do procedimento usado normalmente na quantificagao
de elementos quimicos em cabelo. 1: Amostragem; 2: Lavagem; 3:
Secagem; 4: Pesagem; 5: Digestdo e diluigdo; 6: Quantificacdo

1. Amostragem — A recolha da amostra de cabelo deve
ser feita em varias zonas da parte posterior da cabeca
(nuca e/ou vértex posterior — Figura 12), perto da pele,
com luvas e tesouras de ceramica ou aco inoxidavel,
para minimizar contaminagdes durante o corte [9,85].
A recolha de varias por¢des de cabelo de diferentes
partes da cabeca deve ser evitada, pois pode contribuir
para uma maior variabilidade dos resultados, devido a
existéncia de variagGes significativas na distribuicdo de
alguns elementos ao longo do couro cabeludo [86]. A
amostragem na zona posterior da cabeca é justificada
pela sua menor suscetibilidade a contaminagoes exter-
nas, menor variabilidade na velocidade de crescimen-
to das fibras (aproximadamente 1,0 cm/més), menor
variacdo do racio entre o nimero de cabelos nas fases
da anagénese e telogénese, menor impacto estético,

14

presenca de cabelos nessa zona mesmo em individuos
calvos, e menor variabilidade associada aos fatores re-
lacionados com a idade e o sexo do dador [9,87].
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Figura 12 — Regides do couro cabeludo. 1: Frontal; 2: Temporal; 3: Vértex
superior; 4: Vértex posterior; 5: Nuca. Figura adaptada da referéncia [85]

2. Lavagem — Como ja foi referido, esta etapa tem como
finalidade remover contaminagdes externas, ndo de-
vendo (idealmente) afetar a concentracdao dos elemen-
tos depositados endogenamente [85]. Os métodos mais
usados sdo apresentados na Figura 10.

3. Secagem — Como o cabelo é higroscopico e a quanti-
dade de 4gua que contém depende de varios fatores, é
recomendavel eliminar essa fonte de variabilidade. Na
pratica, isso corresponde a calcular a concentragdo de
analito por massa seca de cabelo. Assim, é importante
garantir que toda a humidade foi eliminada, obtendo-se
uma massa praticamente constante (diferenca aceitavel
entre a massa determinada em duas pesagens sucessi-
vas). Normalmente, a secagem é realizada numa estufa,
a uma temperatura que nao provoque a perda de anali-
tos por volatilizacdo. Apds a secagem, o cabelo deve
ser armazenado num exsicador, até atingir a temperatu-
ra ambiente, antes de ser pesado.

4. Pesagem — Esta etapa permite a determinacdo da massa
de amostra seca que serd usada no calculo dos valores
de concentragdo dos varios analitos. O principal cuidado
a ter nesta etapa € a realizacdo da pesagem de uma for-
ma rigorosa (balanca analitica), mas rapida, para evitar
sobrestimar a massa pesada devido a absor¢ao de humi-
dade pela amostra. A quantidade de amostra a usar é de-
finida com base em testes de homogeneidade, para asse-
gurar a representatividade da amostra e uma quantidade
suficiente para a quantificacao dos analitos. No caso dos
materiais de referéncia certificados de cabelo, que sdo
amostras muito bem caracterizadas em termos de vérios
parametros, entre os quais a sua homogeneidade, a quan-
tidade minima recomendada é normalmente de 200 mg
[88]. A etapa de homogeneizacdo das amostras de cabelo
podera passar pelo corte das fibras em pequenos pedacos
e na sua mistura por agitagdo, o que devera ser feito apos
a lavagem, para evitar promover a extracao de elementos
enddgenos durante essa etapa devido ao aumento da area
superficial provocado pelo corte da amostra.

5. Digestao e diluicao — Estas etapas consistem na con-
versdo da amostra sélida de cabelo numa solucao e
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envolve a adi¢do de pequenos volumes de acidos inor-
ganicos concentrados as amostras e o aquecimento das
misturas (realizado normalmente em recipiente pressu-
rizado num forno de micro-ondas) [51]. A solucdo acida
permite a solubilizagdo da maioria dos elementos numa
forma estavel que favorece uma adequada atomizacao e
ionizacdo na etapa de quantificacdo [89]. E importante
garantir que a amostra é completamente digerida, sem
que sejam introduzidas contaminagdes ou ocorram per-
das dos analitos. A solucdo obtida na digestdo é depois
diluida com agua ultrapura, para obter uma concentra-
¢do final de acido aceitavel para a leitura instrumental e
evitar danificar os componentes do equipamento. A di-
luicao realizada deve ser a menor possivel, para garan-
tir que as concentragdes dos varios analitos sao supe-
riores ao respetivo limite de quantificacdo instrumental.

6. Quantificacao — As técnicas com plasma acoplado in-
dutivamente (ICP) como fonte de atomizacao/ioniza-
¢do sdo as mais usadas atualmente na anélise de ele-
mentos quimicos em cabelo [10,51]. Comparativamen-
te as técnicas de espetroscopia mais comuns (absorgao/
emissdo atémica com chama e com camara de grafite),
as técnicas de ICP sdo, normalmente, menos sujeitas a
interferéncias e permitem a quantificagdo simultanea de
varios elementos (analise multielementar) num interva-
lo amplo de concentragdes, o que é muito titil, uma vez
que as concentracdes dos varios elementos quimicos
presentes no cabelo podem diferir entre si por varias
ordens de grandeza, abrangendo uma ampla gama de
trabalho [12,85]. A técnica de ICP-MS (espetrometria
de massa) permite normalmente a obtencdo de melho-
res resultados na andlise de elementos vestigiais, devi-
do a sua maior sensibilidade, a qual estdo associados
valores mais baixos de concentracdo para os limites de
detecdo e quantificacdo, comparativamente a técnica de
ICP-OES (emissao atémica) [12,51].

A IMPORTANCIA DO CONTROLO E GARANTIA DA QUALIDADE DOS
RESULTADOS NA ANALISE QUIMICA DE CABELO

A correta interpretacao toxicolégica dos resultados obtidos
na analise de cabelo pressup0e a garantia da sua qualidade,
i.e. que estes refletem as caracteristicas da amostra original.
Falhas no método analitico podem conduzir a conclusoes
erréneas. E neste contexto que se destaca a importancia da
validacdo de sistemas analiticos como medida de garantia
da qualidade dos resultados obtidos. De realcar que o sis-
tema analitico engloba todo o método analitico, a matriz a
qual o método sera aplicado e a gama de concentragdo do
analito [90].

Na literatura podem ser encontradas diferentes defini¢cdes
para o conceito de “validacdao”. Contudo, a todas estas de-
finicGes estd associada a ideia de comprovar, através de
evidéncia objetiva, que um determinado procedimento
é adequado para o uso pretendido [91]. Outros conceitos
importantes no contexto da metrologia quimica para os
quais se verificam equivocos frequentes sdo a “exatidao”, a
“justeza” e a “precisao”. Assim, na Figura 13 sdo apresen-
tados esquemas que ilustram as relacGes existentes entre
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esses conceitos, considerando a ultima edi¢do da versao
luso-brasileira do Vocabuléario Internacional de Metrologia
(VIM) [92], um documento que foi criado com o objetivo
de clarificar a nomenclatura.

Devido ao elevado niimero de etapas do método analitico
referido para a quantificacdo de elementos quimicos em ca-
belo, a sua validacdo completa é complexa. Assim, verifi-
ca-se frequentemente que essa validagdo se limita a técnica
de quantificacdo, que, normalmente, é a menor fonte de in-
certeza [51]. A variabilidade associada as etapas de amos-
tragem e tratamento prévio da amostra é frequentemente
excluida dos procedimentos de validacdo executados, o
que contribui para uma menor confianca nos resultados ob-
tidos e nas conclusdes apresentadas em varios trabalhos de
analise quimica de cabelo. Esta opcdo pode, contudo, ser
compreensivel, pois a avaliacdo da influéncia de algumas
etapas de pré-tratamento da amostra na qualidade dos re-
sultados, com especial destaque para a etapa da lavagem,
pode ser bastante complexa e, portanto, dificil de realizar.

Caracteristica de  Figurasz de mérito
Tipo de erro dezempenho (descricio
(descricio qualitativa) gquantitativa)
Emo E i Ermro de justeza
sistemiticos [T%| Justeza TR T gee
] ]
¥ E ¥ E ¥
Erro total -» Exatidio ||» Incerteza
] (]
] (]
| A, (S e | 1
Ermo ' ey 1 Medidas de
aleatériosss |17 Presisl TR ypanio

Erro — Diferenga entre 0 valor madido e o valor de referéncia
* — Componsntedo erro que, 2m medigdes repetidas, pennansce
constants ou varia de forma pravisivel

#% _ Estimativa de um erro sistematico

##% _ Componentz do erroque, em medigdes repetidas, vama ds
forma impravisivel
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Aumento da exatidio
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>

Figura 13 — Esquemas que ilustram a distingdo e as relacdes existentes
entre alguns dos conceitos mais usados em metrologia quimica. Figura
adaptada das referéncias [91], [93] e [94]

Aumento da precisio

A implementacdo de estratégias adequadas de controlo da
qualidade garante a obtencdo de resultados fidveis na ané-
lise quimica de cabelo [95]. Essas estratégias envolvem a
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avaliacdo da justeza e da precisdao do método. Para avaliar
a justeza, pode proceder-se a digestao e analise de materiais
de referéncia certificados de cabelo e a participacdo em en-
saios de comparagdo interlaboratorial. A precisdao pode ser
avaliada através da aplicacao do método analitico a varias
réplicas de uma mesma amostra [91]. A incerteza associada
a concentragdo calculada (medida da exatidao) podera ser,
entdo, estimada combinando as componentes de incerteza
associadas a precisdo e a justeza do sistema analitico, recor-
rendo as regras estatisticas de propagacdo da incerteza [91].

CoNcLusAo

Embora existam muitas publicacdes referentes a anélise
quimica de cabelo, ha ainda pouco consenso quanto a vali-
dade dos procedimentos analiticos, principalmente devido
a variabilidade natural das caracteristicas do cabelo e as
lacunas existentes nas praticas de controlo/garantia de qua-
lidade dos resultados. Esses fatores dificultam a afirmagdo
inequivoca da analise quimica de cabelo em toxicologia.
Atualmente, as entidades que realizam este tipo de andlise
tém vindo a demonstrar uma maior sensibilidade para as
questdes da qualidade dos resultados, com vista ao reco-
nhecimento da sua competéncia, seguindo a tendéncia glo-
bal que culminou na publicacao da norma ISO/IEC 17025
em 1999 (documento que define os requisitos técnicos e
de gestdo necessdrios para a acreditacdo de laboratérios de
ensaio). Contudo, é necessario desenvolver mais estudos
em questdes-chave da analise quimica de cabelo, como a
lavagem e a definicdo de intervalos de concentracgdo de re-
feréncia.

O desenvolvimento e a validacdo de sistemas analiticos
constituem o inicio do caminho a percorrer para tornar a
analise de elementos quimicos em cabelo um processo vi-
avel e com utilidade pratica em vérias aplicacoes, aprovei-
tando as vantagens Unicas deste tipo de matriz biolégica.
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RoTaxano INcorPoRADO NuM MOF

Investigadores no Canada incorporaram pela primeira vez um rotaxano numa rede metalo-organica (em inglés Metal
Organic Framework, MOF), criando a possibilidade de desenvolvimento de nanotecnologias em estado sélido basea-
das em arquitecturas moleculares interligadas mecanicamente.

Desde que em 1991 foi reportado pela primeira vez um rotaxano em ac¢do em solucdo, muitos sistemas molecula-
res interligados mecanicamente foram concebidos e sintetizados mostrando ser capazes de funcionar como maquinas
moleculares. Um dos desafios mais importantes no desenvolvimento futuro desta quimica é o da organizacdo destes
sistemas moleculares- como organizar estas estruturas “inteligentes” em padrdes ou em fases condensadas - uma vez
que quase todos os exemplos reportados até a data tém sido caracterizados em solugdo, onde o movimento molecular
é aleatério e incoerente. Recentemente, Kelong Zhu e colegas da Universidade de Windsor, Canad4, idealizaram uma
forma de superar este obstaculo inserindo um rotaxano entre duas pontes num MOF.

Os investigadores argumentam que este arranjo origina
um movimento regular e coerente do anel macrociclico
entre as duas pontes do MOF, uma caracteristica que é
dificil de alcancar em solucdo, e que é um passo crucial
para a obtencao de dispositivos moleculares a escala nano
no estado sélido, baseados em moléculas interligadas me-
canicamente.
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Axle (crossbar) (adaptado de “Molecular shuttle slides into the solid
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O’ Keefe, V.N. Vukotic, R.W. Schurko, S.J. Loeb Nat.
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