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THE SIGNIFICANCE OF LEAD SPECIATION ANALYSIS IN BLOOD PLASMA FOR HEALTH RISK ASSESSMENT. Lead
absorption is influenced by the species that are formed and the physicochemical characteristics of lead, among others. Lead plasma

concentration is < 5% of total blood lead and represents the biologically active fraction able to cross the cell membranes. Health

risks mainly depend on a specific metal and its species. Speciation analysis is the analytical activity of identifying and determining
different metal species. Chromatographic methods are very useful in the identification of species and the techniques most used
to determine metals in biological fluids are ICP OES/MS and AAS. Lead speciation analysis in blood plasma is fundamental for
understanding and evaluating the interaction mechanisms between that analyte and its biological targets.
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INTRODUCAO

O interesse sobre acumulagdo e toxicidade de metais tem cresci-
do nos tltimos anos como conseqtiéncia das exposicdes ocupacionais
e ambientais, ou dos distirbios causados por estes elementos, indu-
zidos por situagdes especiais de doenga como, por exemplo, a defici-
éncia renal em fase terminal'.

O chumbo (Pb) € um dos contaminantes mais comuns do ambi-
ente, considerado como um elemento que possui efeitos toxicos so-
bre os homens e animais, e sem nenhuma func@o fisioldgica no orga-
nismo?. Os efeitos nocivos do Pb sdo conhecidos desde os tempos
antigos, ja que este metal afeta praticamente todos os 6rgaos e siste-
mas do corpo humano. Apesar do osso conter aproximadamente 95%
do contetido corpéreo total do metal em adultos, os primeiros efeitos
adversos sdo vistos no sistema nervoso central e, ocasionalmente, na
medula Gssea, que sdo os Grgdos criticos para este metal®.

A concentracdo de chumbo no sangue (Pb-S) é menor do que
2% do seu total no corpo. Deste valor, uma por¢do igual ou menor
do que 5% situa-se no plasma, representando a frag@o 1abil e biolo-
gicamente ativa do chumbo, capaz de atravessar algumas barreiras
anatOdmicas como, por exemplo, a barreira placentdria e alcancar os
tecidos fetais, causando danos irreversiveis*®.

A concentragdo de chumbo no sangue € aceita como um indicador
vélido de exposi¢do total ao chumbo e, conseqiientemente, de risco a
satde. Entretanto, reflete exposicdo ambiental recente, enquanto que
o contetido de chumbo no osso (Pb-O) reflete exposigdo acumulada.
O Pb-O tem uma relagdo mais direta com os niveis de chumbo
plasmadtico do que no sangue total, o que significa que Pb-S pode ndo
representar adequadamente os teores deste elemento no plasma’.

Embora o conhecimento do contetido total do metal numa dada
amostra seja util nos programas de monitoramento ambiental e
ocupacional, € insuficiente para a compreensdo do metabolismo, a
elucidacdo dos mecanismos de toxicidade, o entendimento do modo
de entrada e/ou distribuiciio do elemento na célula, ou os estudos das
interagdes dos diferentes metais em relagdo a ligagdo com proteinas
e deposicdo nos tecidos®. Estes aspectos dependem da especiac@o,
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que € a ocorréncia de um elemento em diferentes formas. Portanto, a
andlise de especiacdo, ou seja, a identificacdo e determinagdo dos
constituintes que se ligam e/ou que transportam o analito de interes-
se € essencial.

A maioria das metodologias descritas na literatura € pouco especi-
fica, estd sujeita a contaminagdo, ou ndo pode ser usada em amostras,
cujas concentragdes sejam de importancia clinica. Por isso, os dados
publicados até agora sobre especiacdo e ligacao dos metais trago com
proteinas sdo contraditdrios e devem ser interpretados com cautela'.

Uma revisdo da literatura mostra que o cromo € o metal mais
investigado pela maioria dos pesquisadores. E evidente a preferén-
cia pela andlise de especiacdo em dguas naturais, seguida de materi-
ais bioldgicos. H4 também muitos relatos sobre a especia¢do em so-
los e sedimentos, enquanto que sdo poucas as publicacdes em mate-
rial particulado’.

A literatura sobre a especiagdo de metais em fluidos biol6gicos é
limitada, visto que uma revisdo do assunto revela que a maioria dos
trabalhos tem sido realizada em sangue, urina e leite. O trabalho
sobre andlise de especiacdo de metais em fluidos bioldgicos € in-
completo, devido a auséncia de experimentos com um grande niime-
ro de elementos importantes (V, Mo, Ni, B) e aos poucos estudos
desenvolvidos em alguns fluidos bioldgicos de grande interesse'”.
Os niveis de chumbo no plasma raramente tém sido medidos por
causa de dificuldades analiticas e, por isso, sua relacdo com as mani-
festacoes toxicas ndo € clara'l.

Assim, esta continua sendo uma drea de pesquisa fundamental
ao entendimento dos mecanismos de interacdo e toxicidade dos me-
tais e, portanto, muito promissora.

CHUMBO E SUAS CARACTERISTICAS
Propriedades quimicas e fisicas

O chumbo juntamente com o carbono, o silicio, o germénio e o
estanho formam o grupo 14 da tabela periédica. E encontrado no seu
estado natural em depdsitos minerais, de onde sdo extraidos de 3 a
10% de Pb. E um metal pesado de cor cinza azulada, com nimero
atomico igual a 82, e massa atdmica relativa e densidade iguais a
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207,2 unidades de massa atdmica (1 uma = 1,6605402 x 10?" kg) e
11340 kg m?, respectivamente. Seu ponto de fusdo € a 3274 °C,
enquanto o de ebulicdo se encontra a 1749 °C. O chumbo fundido
produz fumos em quantidades mensurdveis a partir de temperaturas
entre 500 e 600 °C, que combinados com o oxigénio do ar formam o
oxido de chumbo. A evaporagdo aumenta com a elevag@o da tempe-
ratura. Este metal é macio e maleével, e contrai-se consideravelmen-
te sob resfriamento. O chumbo elementar € pouco solivel em dgua e
acidos diluidos, porém se dissolve nos dcidos nitrico, acético e sul-
firico concentrado quente!>!4.

Embora o chumbo tenha quatro elétrons na sua camada de valéncia,
somente dois ionizam-se facilmente. Por isso, o estado de oxidag@o
comum para o chumbo em compostos inorganicos € +2 ao invés de
+4. Dos compostos normalmente encontrados, o acetato e o nitrato
sdo facilmente soldveis em dgua fria, enquanto que os cloretos, cromatos
e estearatos s3o moderadamente soltveis. J4 a solubilidade de com-
postos, tais como carbonato, 6xido, sulfato e sulfeto, € baixa. Sob
condicdes apropriadas de sintese, o chumbo também forma compos-
tos organicos estdveis, sendo o tetraetil e o tetrametil chumbo os mais
importantes pelo uso como aditivos para combustivel. Sdo ligeiramente
voldteis e praticamente insoliveis em dgua, mas dissolvem-se rapida-
mente em solventes organicos, gorduras e lipideos'>™.

Ocorréncia natural e usos

O chumbo € um elemento de ocorréncia natural, que vem sendo
usado praticamente desde o inicio da civilizacdo. Atualmente, este
metal € onipresente no ambiente, devido as inimeras atividades in-
dustriais que favorecem sua ampla distribuicdo. Todos os seres hu-
manos tém chumbo em seus organismos, originalmente como um
resultado de exposicao as fontes exdgenas. Depoésitos naturais de
chumbo ocorrem em todo o mundo, sendo que a galena (PbS) € o
minério mais abundante e de onde € extraida a maior parte do chum-
bo obtido comercialmente'. Devido ao seu baixo ponto de fusio e &
facilidade de trabalho, este metal tem sido transformado em uma
enorme variedade de objetos e utensilios, tais como municao, canos,
tipos para impressdo, protecdo radioldgica, folhas de chumbo, pro-
dutos de latdo e bronze, entre outros. Além disso, ele tem sido usado
de vérias formas, como pigmento em tintas, verniz para ceramicas,
soldas, aditivos anti-detonantes em combustiveis, etc. E o metal ndo
ferroso mais amplamente utilizado, sendo que, até o inicio da déca-
da de 90, 52% era usado em baterias de armazenamento e como anti-
detonantes, e aproximadamente 48% em protegio de cabos, pigmen-
tos, ligas, instalagdes resistentes a dcidos, cristais, ceramicas vitrifi-
cadas e estabilizantes para pldsticos e borrachas’.

Fontes de exposicdo humana e ambiental

A maior parte do chumbo utilizado pela industria vem da explo-
racdo de minérios (“primdria”) ou da reciclagem de fragmentos de
metal ou baterias (“secunddria”). As atividades humanas t€m espa-
lThado o chumbo por todo o ambiente!*. Atualmente, as maiores fon-
tes ambientais de chumbo e seus sais, que contribuem para a ingestao
didria, sdo ar, poeira, alimentos, bebidas e tinta. A fumaga de cigarro
também pode aumentar o total de chumbo ingerido por dia. Alimen-
tos tais como frutas, vegetais, carnes, graos, frutos do mar, bebidas
suaves e vinhos podem conter chumbo, originado da dgua de prepa-
ro, plantas e animais criados em locais contaminados. Potes ou pra-
tos de ceramica vitrificados incorretamente, vidraria de cristal con-
tendo chumbo, latas e chaleiras com solda a base do metal também
contribuem para a contaminacdo da alimentacdo’.

A ingestdo de tintas que contém chumbo se constitui na maior
fonte disponivel do metal para criancas e importante fonte para mui-
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tos adultos, especialmente aqueles envolvidos com construgdo e re-
forma de casas, e 0s que tém a pintura como profissdo ou passatem-
po. Outras fontes também podem aumentar o total de chumbo inge-
rido por dia, tais como brinquedos pintados, cosméticos faciais, tin-
tura de cabelo, impressao colorida, d4gua de tubulacdo com solda de
chumbo e os remédios populares'.

Embora a combustio da gasolina com alquil-Pb j4 tenha sido
fonte primdria de poluicdo do ar, as emissdes industriais deste ele-
mento, tais como fundicdes de metais ndo ferrosos, fabricas de bate-
rias, plantas quimicas e modifica¢@o de construgdes antigas conten-
do tinta a base de chumbo sdo agora os maiores contribuintes para o
total do metal liberado para a atmosfera’.

O chumbo da gasolina, tintas e produtos ceramicos, calefagio e
soldas tem sido drasticamente reduzido devido as preocupag¢des com
a saude e o meio ambiente. Este elemento também tem sido identifi-
cado em uma enorme variedade de ambientes (ar, d4gua de superficie,
leng6is d’4gua, chorume, solo, sedimento, peixes e animais de caca)
coletados nos perigosos depositos de lixo, onde freqgiientemente € o
metal mais encontrado'®.

O problema da contaminacdo pelo chumbo

Os paises desenvolvidos t&ém conseguido reduzir o uso de chum-
bo nos ultimos anos, principalmente através de programas de pre-
veng¢do da exposi¢do, de modo que a concentracdo deste metal no
sangue da popula¢do diminuiu drasticamente nos dltimos 20 anos,
chegando a 78% nos EUA. J4 nos paises em desenvolvimento, o
chumbo continua a ser um importante problema de satide publica,
com vdrias formas de exposicdo. Na América Latina, a exposicio
através das ceramicas possui dimensdes considerdveis e, especial-
mente, para a populagdo pobre, diferentes fontes de exposi¢ao, tais
como mineragdo, fabricas de baterias, artesanato e fundi¢des, sdo
mais importante do que o petréleo'®. Romieu e colaboradores reve-
laram que, na América Latina, a média das concentragdes de chum-
bo no sangue de criangas excedeu 10 ug dL"!, nivel determinado pelo
“Center of Disease Control” (CDC) para criangas, na maioria dos
paises investigados. Cerca de 75% era de zona urbana e 30%, meno-
res de 15 anos de idade, indicando que as criangas continuam a ser
alvo de altos niveis de exposi¢do'’.

No Brasil, como nos outros paises em desenvolvimento, o con-
trole e a prevencao da exposi¢cdo ao chumbo € praticamente inexis-
tente. Embora nio existam dados sistematizados sobre as ocorrénci-
as de contaminagdo por este metal, as poucas informacdes disponi-
veis permitem supor que sejam relativamente elevadas. Em 1987, na
Grande Belo Horizonte, MG, 52% dos trabalhadores de uma indus-
tria de acumuladores elétricos encontravam-se intoxicados por chum-
bo. Também os operdrios da maior fébrica de acumuladores elétri-
cos da cidade de Campinas, SP, estavam contaminados por este ele-
mento em 1989. Ja em Bauru, SP, foram identificados 800 casos de
saturnismo em trabalhadores de duas industrias de acumuladores
elétricos entre 1985 e 1987'8. Entretanto, somente em 2002 a justica
suspendeu as atividades de uma destas industrias, depois de com-
provada contaminagido por chumbo no solo, vegetagdo, animais e
também em criangas, nas proximidades da empresa'.

Em 2001, foi demonstrada a contaminacdo da populacdo e do
ambiente por chumbo nas circunvizinhangas a trés mineradoras, que
atuaram no beneficiamento e refino dos minérios de chumbo produ-
zidos nas jazidas da regido da Bacia do Rio Ribeira de Iguape entre
1920 e 1996, uma das regides mais pobres dos estados de Sao Paulo
e Parand. Altas concentra¢des de chumbo foram encontradas nos solos
das dreas ao redor das usinas, nos sedimentos e peixes do rio e, tam-
bém, em criangas de localidades proximas as mineragdes®.

O processo metaltrgico empregado durante o periodo de produ-
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¢do (1960-1993) de ligas e escérias de chumbo por uma usina
metaltrgica em Santo Amaro da Purificacio, BA, resultou em forte
contaminag¢do da populagio e do meio ambiente, através do material
particulado expelido pela chaminé, efluentes liquidos despejados
diretamente no rio Subaé e transbordamento da bacia de rejeito, e
das dguas de drenagem da drea de armazenamento da escéria’’. Em
2001, um relatério da Secretaria de Saude de Paulinia, SP, sobre os
exames médicos de 181 moradores do bairro Recanto dos Péssaros,
contaminado pela Shell Quimica do Brasil, indicou que 60 morado-
res apresentaram chumbo em niveis preocupantes?.

A Fundacdo Instituto de Tecnologia de Pernambuco realizou, em
agosto de 1991, exames laboratoriais em 51 operdrios de duas empre-
sas que trabalham com fabricacao e reciclagem de baterias automotivas,
pertencentes a um mesmo grupo, e constatou que 63% dos examina-
dos apresentavam niveis de chumbo acima de 60 pg dL"!, indice biol6-
gico maximo permitido (IBMP) pela Norma Regulamentadora n°® 7
(NR 7), Portaria n° 24/1994 do Ministério do Trabalho. Em novembro
de 1992, a Fundacentro-PE relatou que a maioria dos setores destas
empresas apresentava concentragdes de chumbo no ar superiores ao
limite de tolerincia (0,1mg m™) estabelecido pela legislagdo trabalhis-
ta brasileira. O Greenpeace realizou um levantamento preliminar do
grau de contaminag@o por chumbo em Belo Jardim, PE, drea de influ-
éncia destas empresas, em setembro de 1996. As andlises de dguas,
sedimentos e solos adjacentes as fabricas apontaram a presenca de
niveis extremamente elevados de chumbo na regido amostrada. A Re-
solugdo do Conama 20/86 define que o nivel maximo de chumbo per-
mitido em efluentes liquidos industriais tratados, antes de serem lan-
¢ados nos corpos hidricos receptores, € de 0,05 mg L. Entretanto, a
legislagdo brasileira ndo estabelece limites maximos aceitdveis para
chumbo em sedimentos ou solos*.

No Rio de Janeiro, um projeto multidisciplinar avaliou a exposi-
¢do ao chumbo em trabalhadores de fabricas e reformadoras de bate-
rias e da populagdo circunvizinha as mesmas. Esta avaliagdo mos-
trou que todas as empresas ofereciam risco a saide dos funciondrios,
conforme os resultados obtidos através do monitoramento bioldgico
e do ar interno, e dos exames clinicos. Apesar da maioria das amos-
tras coletadas a uma distancia de até 25 m de uma das reformadoras
ter excedido o limite de 1,5 pg Pb m?, estabelecido pela “Envi-
ronmental Protect Agency” (EPA)*, a populagéo circunvizinha ndo
se mostrou contaminada, com niveis de Pb no sangue menores do
que 10 pug L.

Os indices biolégicos mdximos permitidos para chumbo na NR
7 sdo os mesmos fixados pela “American Conference of Governmental
Industrial Hygienists” (ACGIH) nos Estados Unidos em 1972, base-
ados no conhecimento cientifico vigente na época. Entretanto, a ocor-
réncia de alteracdes nervosas em trabalhadores expostos ocupacio-
nalmente ao chumbo tem sido descrita em niveis abaixo do IBMP
brasileiro. Resultados de estudos sustentam a reducdo do atual valor
para 32 pg dL' no nosso meio®, o que é compativel com o indice
bioldgico de exposicio de 30 ug dL! para chumbo em sangue, reco-
mendado pela ACGIH em 1998. Entretanto, foi observado que o
comité deveria reavaliar este valor na medida em que novos dados
estivessem disponiveis®.

Também o limite de tolerincia para chumbo no ar, 0,1 mg m?,
estabelecido pela Norma Regulamentadora n° 15 (NR 15), Portaria
n° 12/1983 do Ministério do Trabalho?, é o dobro daquele preconi-
zado pela ACGIH, 0,05 mg m™, para que a maioria dos trabalhado-
res possa ser exposta, sem efeitos adversos, durante um dia normal
de 8 h de trabalho’.

Cinética

No organismo humano, o chumbo é complexado por macromolé-
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culas, sendo diretamente absorvido, distribuido e excretado. A inala-
¢do (importante rota na exposicdo ocupacional) e a ingestdo (via
predominante para a populagdo em geral) sdo os principais modos
de entrada deste metal no organismo. Somente 0S compostos organi-
cos de chumbo penetram ao contato com a pele integra, sendo absor-
vidos rapidamente®.

A absorc¢ao do chumbo € influenciada pela rota de exposigdo,
forma quimica, tamanho da particula, bem como pela solubilidade
dos compostos deste metal, e variacdes individuais fisioldgicas e
patoldgicas. Pode ser superior a 50%, no caso da inalacio de gases
de exaustdo de motores e de sais altamente soldveis, assim como nos
fumantes e pessoas sofrendo de doengas agudas e cronicas das vias
respiratdrias superiores'.

A absor¢@o do chumbo no trato gastrointestinal pode chegar a
80%, se ingerido em jejum. Mulheres gravidas e criancas absorvem
45 a 50% do chumbo proveniente da dieta®. Os fatores da nutrigéo,
tais como estado fortificado, ingestdo de célcio, ferro, fésforo e pro-
tefnas, sdo mais importantes para a absorcio do metal por esta via do
que a solubilidade dos compostos de chumbo, devido a acidez esto-
macal. A deficiéncia destes nutrientes aumenta a absor¢io do chum-
bo e vice-versa®.

A distribui¢ao do chumbo no organismo depende da sua taxa de
transferéncia da corrente sangiifnea para os diferentes 6rgdos e teci-
dos. Uma vez absorvido, o chumbo segue uma cinética complexa no
organismo, cujo modelo metabdlico ainda ndo foi estabelecido. Por
isso, um modelo® de trés compartimentos (Figura 1) — sangue, teci-
dos moles (rins, medula dssea, figado e cérebro) e tecidos minera-
lizados (0ssos e dentes) — tem sido muito utilizado. Os 0ssos contém
cerca de 90 a 95% do total do contetido corpéreo de chumbo em
adultos e de 80 a 95% em criangas®'. O chumbo tem tempos de meia-
vida distintos nos trés depdsitos, sendo que a meia-vida no sangue ¢
de 36 dias. J4 o chumbo nos tecidos moles tem uma meia-vida de
aproximadamente 40 dias, enquanto que nos 0ssos, este tempo ¢ de
cerca de 27 anos’.

Dieta + Ar
3 1 2
0SSO SANGUE TECIDOS
MOLES
200 mg 1,9 mg 0,6 mg.
t12 = 10000 dias t12 = 36 dias ti2 = 40 dias
Urina Bile, cabelo,
suor, unha, ....

Figura 1. Modelo de trés compartimentos para o metabolismo do chumbo.
Conteiido e tempo de meia-vida de Pb em cada reservatorio

De acordo com os resultados de estudos isotdpicos sobre a libe-
ragdo do Pb do osso para a circulagio, o esqueleto contribui com 40
a 70% do chumbo presente no sangue de individuos expostos
ambientalmente, embora esta concentragio (Pb-S) seja menor do que
2% do seu total no corpo®. Neste compartimento, de 90-99,8% do
Pb estd ligado as membranas ou fragcdes de proteinas das células
vermelhas e cerca de 0,2 a 10% do Pb-S estd no plasma, provavel-
mente ligado a albumina, o.,-globulina ou como fons livres disponi-
veis para o transporte para os tecidos. E possivel que esta dltima
fracdio tenha maior importancia toxicoldgica do que o chumbo nos
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eritrécitos, por estar mais biodisponivel para atingir os sitios-alvo da
acfo toxicoldgica®.

A determinac@o do chumbo no plasma € uma medida mais exata
do que no sangue para avaliagdo da exposicdo, especialmente em
niveis elevados do metal, uma vez que este componente do sangue
contém o Pb livre para cruzar as membranas celulares e causar seus
efeitos toxicos''. Os ligantes presentes no plasma, e disponiveis para
a ligacdo com o Pb, ainda ndo estdo bem definidos, mas tem sido
sugerida a existéncia de fracdes difusiveis de chumbo em equilibrio
com sitios ativos de 6rgdos-alvo e tecidos moles e, também, com as
c€lulas vermelhas. As concentra¢des plasmadticas de chumbo rara-
mente t&ém sido medidas devido as dificuldades analiticas e, por isso,
sua relagcdo com as manifestacdes toxicas ndo estd claramente defi-
nida**.

Ap6s entrar no sangue, o chumbo ¢ distribuido entre os 6rgdos,
dependendo do gradiente de concentragdo e da afinidade com o teci-
do especifico. Os niveis mais altos t€ém sido encontrados na aorta,
figado, rins, pulmdes e cérebro. A reten¢do do chumbo nos tecidos
moles estabiliza-se na vida adulta e pode decrescer em alguns or-
gdos com a idade. Entretanto, este metal continua a se acumular nos
08s0s e na aorta durante toda a vida®. O chumbo atravessa a barreira
hemato-encefdlica, mas sua concentragdo no cérebro é baixa*. Ele
também penetra na placenta, e o sangue fetal contém quase que os
mesmos niveis do metal que o sangue materno®.

Durante sua distribuicio, o chumbo segue o caminho metabdli-
co do célcio e acumula-se nos ossos e dentes*. Estes grandes dep6-
sitos servem para manter os niveis de chumbo no sangue apds o
término da exposicdo e, também, como fonte deste metal para a pro-
dugdo do esqueleto fetal®’. O reconhecimento do 0sso como um 6r-
gdo dinamico tem levantado interesse de que o Pb af estocado pode
ser mobilizado para a circulag@o sangiiinea, proporcionando um me-
canismo para a toxicidade tardia. Este fenomeno foi sugerido por
indmeros estudos sobre estados fisioldgicos e patolégicos, conheci-
dos por serem acompanhados de elevadas renovagoes Gsseas®® >, tais
como o rdpido crescimento de criangas®, gravidez*', lactagido®,
osteoporose* e menopausa*. No entanto, uma pesquisa mostrou que
0 uso da terapia de reposi¢do hormonal pode reduzir a mobilizacio
do Pb end6geno para o sangue®. Em distirbios no equilibrio dcido-
base, infeccdes, intervencdes cirtrgicas e terapias com certas dro-
gas, ou quando hd remog¢do da exposi¢do, como no caso de licenga
médica ou aposentadoria, o chumbo também pode ser inesperada-
mente mobilizado, levando a apari¢do de sintomas téxicos, mesmo
apGs cessada a exposicao.

A macrodistribuicdo do chumbo dentro do sistema 6sseo € clara-
mente dependente do tipo de osso (cortical ou trabecular), sendo o
0sso trabecular uma importante fonte do metal reabsorvido, quando
hé reducdo da exposi¢do’. As interagdes entre o chumbo e o metabo-
lismo do célcio podem controlar a toxicidade desse elemento em mu-
lheres ao longo de suas vidas®, uma vez que a distribui¢do do chumbo
nos ossos também depende da idade e, em menor grau, do género*’.

O chumbo ¢ excretado por vdrias rotas, porém sé a excrecio
renal e a gastrointestinal sdo de importincia prética. A quantidade
excretada, independente da rota, € afetada pela idade, caracteristicas
da exposicdo e dependente da espécie’. A determinac@o da concen-
tragdo do chumbo na urina tem sido usada como teste de exposicio
em saude ocupacional, jd que reflete uma exposigdo atual'*. Experi-
mentos realizados com trabalhadores expostos ocupacionalmente
encontraram correlagdes muito préximas entre o nivel de chumbo
no sangue e 0ssos e sua excregdo urindria, usando 4cido 2,3 meso-
dimercaptosuccinico (DMSA) e dcido etilenodiamino tetracético
(EDTA) como agentes quelantes®.

O chumbo absorvido € excretado principalmente pela urina (75-
80%), cerca de 15% pelas fezes, e outras possiveis rotas de elimina-
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¢do sdo suor, descamagdo cutinea, cabelo e unhas (< 8%)'. Uma
forma especial de excre¢do do chumbo endégeno, mas de pouca
importincia do ponto de vista de liberagcdo do organismo, € através
do leite materno. No entanto, este tipo de eliminacdo pode represen-
tar um risco para o lactente, ja que existe uma correlacdo entre as
concentragdes do chumbo no sangue e leite. Baixos niveis de chum-
bo tém sido encontrados no sémen de homens sem exposicao espe-
cifica. Os niveis de chumbo no fluido seminal de trabalhadores ex-
postos sdo, aproximadamente, um décimo daqueles encontrados no
sangue’*.

De modo geral, o chumbo € excretado de forma extremamente
lenta. Sua meia-vida bioldgica exata ndo € conhecida, porém pode
ser da ordem de 10 anos para homens. Como a excrecdo € lenta, a
acumulacio acontece facilmente. Conseqiientemente, apds uma tini-
ca exposicdo, o nivel de chumbo no sangue de uma pessoa pode
comegar a retornar ao normal, entretanto, o contetido corpdreo total
pode ainda ser elevado'“.

Grandes exposi¢des agudas nio precisam ocorrer para que um
envenenamento por chumbo se desenvolva. O corpo acumula este
metal durante toda a vida e o libera lentamente, de modo que mesmo
doses pequenas, por pouco tempo, podem causar intoxicagdo. O con-
tetdo total de chumbo no corpo € que estd relacionado com o risco
de efeitos adversos'.

Efeitos nos seres humanos

Os metais pesados podem danificar qualquer atividade biolégica
existente e, por isso, hd, teoricamente, tantos tipos de respostas
quantas forem as atividades. No entanto, certos tipos de resposta
predominam por haver grande variedade de acesso dos componentes
bioldgicos aos 6rgdos, tecidos, células e moléculas. Por exemplo,
todos os sistemas enzimaticos sdo potencialmente suscetiveis aos
metais pesados, que, num organismo vivo, podem ter sua entrada
limitada pelas estruturas anatOmicas; sitios ligantes inertes podem
competir pelo fon metdlico. Por estas razdes, freqiientemente exis-
tem considerdveis diferengas em sensibilidade entre diferentes or-
gdos e tecidos, na agdo observada entre experimentos in vivo e in
vitro, entre espécies e em certas respostas tipicas para envenenamen-
to clinico™.

O chumbo ¢ um elemento téxico ndo essencial que acumula no
organismo. Na sua interacdo com a matéria viva, o chumbo apresen-
ta caracteristicas dos metais pesados e algumas peculiaridades. Como
este metal afeta virtualmente todos os drgéos e sistemas do organis-
mo, os mecanismos de toxicidade propostos envolvem processos
bioquimicos fundamentais, que incluem a capacidade do chumbo de
inibir ou imitar a a¢@o do célcio e interagir com proteinas. Em niveis
de exposi¢do moderada, um importante aspecto dos efeitos toxicos
deste metal € a reversibilidade das mudangas bioquimicas e funcio-
nais induzidas. Esses efeitos sdo principalmente devidos a interfe-
réncia do chumbo no funcionamento das membranas celulares e
enzimas, formando complexos estdveis com ligantes contendo en-
xofre, fosforo, nitrogénio ou oxigénio (grupamentos -SH, -H,Po., -
NH,, -OH) como doadores de elétrons’. As interagdes bioquimicas
do chumbo com grupamentos -SH sdo consideradas de grande signi-
ficado toxicoldgico, visto que, se isto ocorre numa enzima, sua fun-
¢do pode ser inibida, resultando em efeitos toxicos. O chumbo tam-
bém tem uma alta afinidade por aminas e amino-acidos simples®.

Em geral, estas ligacdes dos fons Pb** com o material bioquimico
sdo fortes, porém um tanto inespecificas. A estabilidade dos comple-
xos de chumbo aumenta com o niimero crescente de sitios ligantes, e
com espagamentos 6timos, tais como com grupamentos sulfidrilas
vicinais. A capacidade do chumbo em mimetizar o cdlcio na ativa-
¢do da calmodulina envolve ligagdo com grupos carboxilas, enquan-
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to que os sulfidrilas estdo relacionados com a ativagdo da proteina
quinase C°.

O chumbo induz a mudangas nos eletrélitos do sangue (Na, K,
Ca, P), no metabolismo mineral (Zn, Cu, Mn, Al, Si) de carboidratos
e de lipideos (com inibi¢do das enzimas contendo —SH), no metabo-
lismo da sintese de proteinas, DNA e RNA, na utiliza¢ao de vitami-
nas (Bw PP, Blz, (), na produgdo de certos hormonios, no metabolis-
mo de amino-dcidos, etc. Essas mudangas sdo consideradas ndo es-
pecificas somente com respeito aos efeitos do chumbo e até agora
ndo tém sido aplicadas no monitoramento biolégico®.

Os efeitos bioldgicos do chumbo sdo 0s mesmos quaisquer que
sejam as rotas de entrada (inalacdo ou ingestdo), uma vez que ha
interferéncia no funcionamento normal da célula e em inimeros pro-
cessos fisiologicos'®. Apesar dos 0ssos serem os maiores depdsitos
de chumbo, as informacdes sdo limitadas com respeito ao seu efeito
e potenciais mecanismos de agdio sobre estes sitios'. Também os
primeiros efeitos adversos ndo sdo observados nos 0ssos, € sim, no
sistema nervoso, medula éssea e rins, tidos como 6rgaos criticos na
exposicao ao chumbo, enquanto que os distirbios na funcdo do sis-
tema nervoso (SN) e os desvios na sintese do heme sao considerados
como efeitos téxicos criticos™.

A Tabela 1 apresenta os principais efeitos sobre a sadde relacio-
nados ao chumbo e seus respectivos 6rgaos criticos.

MONITORAMENTO BIOLOGICO NA AVALIACAO DOS
RISCOS A SAUDE

A avaliag@o dos riscos a saide determina a relagdo entre a expo-
sicdo e os efeitos adversos. A identificacdo do perigo, avaliagdo de
dose-resposta, avaliacdo da exposicdo e caracteriza¢do do risco sdo
as principais etapas envolvidas neste processo. A avaliagdo da expo-
sicdo € a medida da concentracio de uma substincia quimica pre-
sente no ambiente (monitoramento ambiental) e/ou no organismo
(monitoramento bioldgico). Rotas comuns de exposic¢io sio ingestao,
inalagdo, absor¢do através da pele e injecdo (menos provavel)®.

O monitoramento biolgico (MB) consiste na medida e quanti-
ficacdo de um metal em varios meios bioldgicos, tais como sangue,
urina, fezes, cabelo ou leite materno, para avaliar a exposi¢do e ris-
cos a saude, e sua comparacdo com referéncias apropriadas, que sao
os limites bioldgicos de exposi¢cdo. Uma vez que muitos metais per-
manecem no 0rganismo por um tempo consideravel apds a exposi-
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¢do, 0 MB pode fornecer informagdes sobre exposi¢des ocorridas no
passado®.

Monitoramento biolégico do chumbo

Atualmente, existem intimeros testes que mostram a ocorréncia
de exposi¢do ao chumbo. O metal pode ser determinado em sangue,
tecidos moles, ossos e dentes, através de indicadores de dose interna
e de efeito, tais como sangue total, plasma e urina, e dcido delta
aminolevulinico na urina (ALA-U), acido delta aminolevulinico
desidratase (ALAD), zinco protoporfirina (ZPP) e protoporfirina
eritrocitdria (PE), respectivamente'. No entanto, todos tém algum
tipo de limitagdo e, por isso, a concentragdo de chumbo no sangue
total € aceita como indicador de exposi¢do total a este elemento,
apesar de indicar uma exposicdo recente.

O chumbo pode ser medido nos dentes e ossos, que refletem
exposicao de longo prazo, por fluorescéncia de raio-X (camadas K e
L), porém este método ainda ndo estd amplamente disponivel. A
acuracidade e precisdo das medidas de chumbo no 0sso in vivo usan-
do fluorescéncia de raios X de camada L (FRXL) foram comparadas
com aquelas das medidas independentes de chumbo no osso, obti-
das por espectrometria de absor¢@o atdmica eletrotérmica (ET AAS),
ap0s digestdo dcida. A concordancia entre FRXL e ET AAS foi ra-
zoavelmente boa para o 0sso exposto, mas pobre para a perna inte-
gra. A variabilidade das medidas por FRXL foi grande para ambas
as amostras, o que gera sérias suspeitas sobre o seu uso analitico in
vivo®. A protoporfirina eritrocitdria é uma parte das células verme-
lhas que aumenta quando a quantidade de chumbo no sangue € ele-
vada. Entretanto, ndo € sensivel o suficiente para identificar niveis
de chumbo, em torno de 25 pg dL™'. Por isso, 0 método primério de
rastreamento continua sendo a medida de chumbo no sangue®.

A determinacio da concentragdo de chumbo no sangue (Pb-S) é
o biomarcador de exposicao a este metal mais amplamente utilizado.
E o teste de rastreamento e diagnGstico mais itil para esta exposi-
¢do'. Contudo, uma unica determinacdo de Pb-S ndo pode distin-
guir entre exposi¢do intermedidria ou cronica de baixo nivel e expo-
sicdo aguda de nivel elevado, devido a mobilizacio ciclica do chum-
bo entre o sangue e o 0sso. Os dois tipos de exposicido poderiam
resultar no mesmo nivel de Pb-S por causa da repeticio do ciclo a
partir do osso. Por isso, a concentra¢do de chumbo em sangue ndo
serve como medida exata da exposi¢do ao metal ou do contetido

Tabela 1. Principais efeitos sobre a satide relacionados ao chumbo e os respectivos érgaos criticos

Efeitos sobre a satide Orgdos criticos Efeitos adversos Ref.
Neuroldgicos Sistema nervoso central, Encefalopatia aguda e cronica; neuropatia periférica 50-52
periférico e autdnomo
Hematoldgicos Sangue Anemia 53
Endocrinos Tecidos 6sseos e soro Prejuizo aos rins e ao desenvolvimento das células, dentes 54
e 0ssos. Possiveis danos a tiredide
Crescimento Ossos Crescimento reduzido 55
Renais Rins Nefropatia e gota saturninica 56, 57
Reprodutivos e de Sistema reprodutor masculino Fertilidade reduzida, grande probabilidade de abortos 35,58
Desenvolvimento e feminino espontaneos, contagem reduzida de esperma e motilidade;
teratogénico em animais
Carcinogénicos Rins e células do DNA gendmico Carcinogénico para os animais e envolvimento epigenético 59
na expressdo do gene alterado
Cardiovasculares Sistema cardiovascular Provédvel aumento na pressdo sangiiinea, lesdes cardiacas e 51, 57, 60
eletrocardiogramas anormais
Gastrointestinais Trato gastrointestinal Colica 5,7, 14, 34
Hepaticos Figado Capacidade funcional reduzida do citocromo P-450 para 4,7, 34, 61

metabolizar drogas
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corpoéreo total do mesmo, devido aos processos interferentes de trans-
feréncia, mobilizagdo e armazenamento entre os diferentes compar-
timentos do corpo. Assim, o nivel de chumbo no sangue reflete um
equilibrio dinamico entre absorcdo, excrecdo e depdsito nos com-
partimentos de tecidos moles e duros, enquanto que, para exposi-
¢des cronicas, subestima o contetido corpéreo total®.

Aproximadamente 95% do chumbo no sangue estio ligados aos
eritrécitos, ndo sendo, por isso, facilmente dispersados. O chumbo
no plasma (5% do contetdo total do sangue) ¢ composto de duas
fracdes: uma ligada as proteinas do plasma e a outra, dispersa. Pro-
vavelmente, esta ultima fragcdo € o centro metabolicamente ativo do
depésito de chumbo no organismo e fornece a melhor aproximacao
do conteddo de chumbo biologicamente efetivo'®. Porém, a variacdo
natural na parti¢do relativa (%) do chumbo entre sangue total e plas-
ma € de 2 a 4 vezes para um determinado nivel deste elemento no
sangue total e reflete as diferencas inerentes aos individuos, contanto
que técnicas limpas e sensiveis sejam usadas para coleta e andlise
das amostras, respectivamente®.

As baixas concentra¢des de chumbo no plasma fazem com que
estas medidas sejam extremamente dificeis, particularmente em bai-
xas concentracoes de Pb-S (menos de 20 pg dL'). Entretanto, usan-
do técnicas analiticas mais sensiveis, estudos recentes tém mostrado
que as concentragdes de chumbo no plasma podem se correlacionar
mais fortemente com os niveis de chumbo no osso do que as concen-
tracdes de chumbo em sangue’.

A ESPECIACAO NO MONITORAMENTO BIOLOGICO

Até alguns anos, pensava-se que a determinagio da concentra-
¢do total de um metal seria suficiente para os propésitos clinicos e
ambientais. Entretanto, a toxicidade é uma propriedade dependente
da espécie e, assim, o conhecimento das concentragdes relativas de
todas as espécies quimicas presentes em um determinado meio ¢
muito mais relevante para avaliacdo da exposi¢do do que sua con-
centragdo total®®,

A identificag@o e a quantificacdo de elementos sdo necessdrias,
porém ndo sdo suficientes, na maioria dos casos, para compreender e
avaliar o mecanismo de interacio entre elementos e alvos bioldgi-
cos. Assim, a capacidade de separar, identificar e quantificar as di-
versas espécies quimicas sob as quais o elemento de interesse estd
presente e/ou transformado em um determinado meio € o que se
denomina de andlise de especiacdo. Poucos, porém crescentes, sao
os exemplos de estudos de especia¢do quimica de elementos capazes
de confirmar a importancia deste tipo de pesquisa nos estudos
toxicolégicos. Algumas informacdes provenientes destes estudos
encontraram aplicacdo especifica na sele¢do de indicadores mais
apropriados e matrizes mais representativas para 0 monitoramento
biolégico, como, por exemplo, a exposicdo ocupacional aos com-
postos soliveis em dgua de Ni e Cr que tem que ser monitorada pela
amostragem da urina, enquanto que o mesmo procedimento pode
ndo ser seguro para os compostos nao soliveis em dgua. Além disso,
a especiagdo do elemento dd informagdo adicional e essencial na
avaliacdo da toxicidade dos metais®®.

Um elemento traco pode estar presente numa amostra real, por
exemplo, soro, sob formas fisico-quimicas variadas (Pb*, Pb(OH),,
Pb(OH) *, (CH,) Pb, (CH,CH,),Pb, etc...). A comunidade cientifica
reconhece hoje que a toxicidade, biodisponibilidade e bioatividade
(e, assim, o impacto bioldgico e ambiental do elemento t6xico) se-
rdo ditadas pela forma fisico-quimica do elemento na amostra. Neste
sentido, a determinacgdo do elemento total, como discutido antes, é
claramente insuficiente e informacdo adicional sobre a especiacio
do elemento estd sendo crescentemente exigida®” .

Numa matriz complexa como os fluidos biolégicos e tecidos,

Quim. Nova

alguns elementos trago ocorrem como fons livres ou mononucleares,
outros como complexos de baixo peso molecular, ou como comple-
xos macromoleculares, reversiveis ou irreversiveis. As investigacdes
com especiacdo acarretam na separagdo dos compostos biologica-
mente ativos aos quais o metal estd ligado, seguida da medicdo dos
elementos traco nas diferentes fragdes. Atualmente, o problema € a
definicdo dos diversos biocompartimentos onde os elementos traco
sdo encontrados, devido as inimeras dificuldades que podem ocor-
rer, tais como a complexidade da matriz, especificidade insuficiente
da separagdo dos biocompostos, contaminacdes fortuitas com o ele-
mento de interesse e a quebra da ligac@o original metal-proteina®™.

ANALISE DE ESPECIACAO

A “International Union for Pure and Applied Chemistry” (IUPAC)
estabeleceu recomendagdes sobre o uso de terminologia comum em
quimica, para facilitar a comunicac@o entre cientistas de diferentes
campos e evitar interpretagdo erronea devido a terminologia ambi-
gua. Assim, a [IUPAC definiu a especiagdo como sendo a ocorréncia
de um elemento em diferentes formas em um sistema, e quando se
referir a atividade analitica de identificar e determinar as diferentes
espécies quimicas em uma amostra, foi recomendado o uso do termo
andlise de especiacdo™.

A amostragem, o armazenamento € a manipulagdo da amostra
sdo tarefas das mais dificeis na andlise de especiagdo. O maior obsta-
culo nesta realizagdo € que muitas espécies sdo instdveis termodi-
namicamente e o simples ato de coletar uma amostra e isolar a espé-
cie de sua matriz pode alterd-la. A informacdo pode, entdo, ser
irreversivelmente perdida’. Além da sua estabilidade termodinamica,
outro fator a ser levado em conta no desenvolvimento de um método
para andlise de especiacdo € a inércia cinética do seu alvo. Por isso,
¢é de extrema importancia que a escala de tempo dos métodos anali-
ticos se equipare ao tempo real de vida da espécie em questdo’.

Um dos principais desafios da especia¢do quimica em sistemas
bioldgicos € o problema onipresente de labilidade das espécies pro-
curadas. A necessidade de preservar a integridade das espécies a se-
rem medidas ao longo de todo o processo analitico, desde a
amostragem até a medicao final, constitui a esséncia de tal desafio.
Mudangas nas condi¢des do meio ambiente que prevalecem nos sis-
temas industrial, ambiental ou biol6gico monitorados, freqiientemente
perturbam os equilibrios fisico-quimicos existentes, de tal modo que,
no final, as espécies determinadas pelas medi¢cdes podem nao repre-
sentar completamente aquelas originalmente existentes nas amos-
tras originais®’7*’*. No caso dos estudos de especiacio, além de manter
a integridade da ligagdo metal-ligante, € muito importante verificar o
balango de massa da proteina e do metal traco durante todas as eta-
pas de separagdo™.

Outros desafios sdo as concentragdes excessivamente baixas que,
apos o fracionamento das diferentes formas do metal, necessitardo
de detectores extremamente sensiveis e seletivos para serem medi-
das nas andlises de especia¢do na vida real (por exemplo, o controle
de niveis de concentragio de 0,001-1 pug L' pode ser exigido para
espécies toxicas). Além disso, aquelas por¢des minimas das espécies
procuradas estdo como que “enterradas” nas matrizes muito comple-
xas (por exemplo, soro, urina, tecidos moles, etc...), tipicas dos sis-
temas bioldgicos. Assim, nio surpreende o fato de que, em muitas
ocasides, s6 um detector sensivel ndo seja suficiente. Por esta razao,
até agora, a maioria dos métodos desenvolvidos para andlise de
especiagdo geralmente envolve inlimeros processos e pré-tratamen-
tos, colocando em risco a integridade da espécie procurada®™,

Um importante estimulo para andlise de especiagio de rotina foi
dado pelo “Bureau of Reference Materials” (hoje, “Measurement
and Testing Program”), através de organizacio de numerosos proje-
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tos interlaboratoriais na dltima década, para melhoria e garantia da
qualidade destas dificeis determinagdes®’.

As demandas pela andlise de especiagdo sdo crescentes, vindas
de outras dreas, além da ambiental, tais como controle do processo
industrial, inddstria alimenticia, biomédica e farmacéutica. Estas
consideracdes estao baseadas no simples fato da falta de informacao
fornecida pela medi¢do do contetido total de metal na amostra.

Apesar do nimero de publicacdes sobre andlise de especiagdo
vir crescendo nos ultimos 25 anos, os fabricantes de instrumentos
ainda estdo um tanto relutantes em apoiar este tipo de andlise com
uma linha adequada de equipamentos, por ainda se tratar, quase que
exclusivamente, de assunto de pesquisa. Ja o setor industrial tem
sido lento em adotar as andlises de especiacdo por medo de promo-
ver regulamentagdes adicionais, além da falta de instrumentacéo co-
mercial. Qualquer tipo de andlise, que aumente o custo total sem ter
um efeito mercadolégico direto, s6 serd realizado se houver pressdo
suficiente por regulamentagdes e legislagdo. Entretanto, a legislagdo
requer métodos legalmente defensdveis, que, por sua vez, geralmen-
te sdo baseados em instrumentagio disponivel comercialmente. Con-
tudo, as determinagdes das espécies metélicas deveriam ser entendi-
das como uma maneira de aumentar e melhorar a qualidade dos pro-
cessos industriais, a um custo menor®’°.

Diante dos problemas existentes nas esferas ambiental e clinica
em todo o mundo, técnicas analiticas rapidas e confidveis sdao neces-
sdrias para especiagdo quimica em fluidos bioldgicos. A analise de
especia¢do em materiais biologicos ¢ hoje uma necessidade real e,
também, um desafio analitico para os quimicos analiticos moder-
nosﬁ7,77.

METODOLOGIAS ENVOLVIDAS NA ANALISE DE
ESPECIACAO DE FLUIDOS BIOLOGICOS

O desenvolvimento de varios métodos analiticos tem acompa-
nhado o crescente interesse sobre a acumulac@o e toxicidade dos
metais apds exposicdo ocupacional e ambiental, possibilitando a
determinagio destes elementos traco em fluidos bioldgicos'.

Conforme ja comentado anteriormente, a andlise precisa e exata,
qualitativa e quantitativa, das espécies de um elemento representa
um dos trabalhos mais dificeis da quimica analitica. O procedimento
analitico ideal deve permitir a identificagd@o das espécies, suas deter-
minagdes seletivas na amostra sob investigacio e, principalmente, a
preservacio do estado original da ligagdo metal-ligante. Esta dltima
condi¢do € mais limitante, ji que a coleta, 0 armazenamento e o
tratamento da amostra antes da andlise podem mudar a composi¢ao
quimica da espécie sob investigagao®!.

Intimeras precaugdes devem ser tomadas durante a coleta e o
armazenamento dos fluidos bioldgicos, uma vez que a contamina-
¢do e as perdas do elemento tragco sdo os maiores problemas nestas
etapas. Deve-se levar em considerag@o que alguns fatores, tais como
horério e modo de coleta, material usado na fabricagdo dos tubos de
coleta e como anticoagulante, adi¢do de preservativos e liofilizagdo,
também podem influenciar a especiacdo quimica de um determina-
do elemento nos fluidos bioldgicos™.

O tempo de conservac@o, sem que ocorram mudancgas, depende
do metal. No entanto, a incerteza analitica € muito grande para a mai-
oria dos elementos, para que se possa distinguir qualquer diferenga
durante periodos razodveis de armazenamento''®. A centrifugacdo do
sangue, para obtengdo do plasma, € um processo que também pode
levar a contaminacdo da amostra, como resultado da abrasdo das par-
tes giratdrias da centrifuga, que freqiientemente sao feitas de ligas con-
tendo Al, Cd, Cu, Ni e Pb, e/ou a perdas do elemento, devido as altas
velocidades, que retiram as plaquetas da parte liquida do sangue redu-
zindo, assim, a concentragdo de metais no soro ou plasma’®.
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Além de instrumentagdo analitica confidvel, a preparag¢do da
amostra e a calibraciio cuidadosa sdo necessdrias para a obtengdo de
resultados exatos. Processos pré-analiticos agressivos, tais como dis-
solu¢@o da amostra, que convertem o metal para uma forma padroni-
zada de fon, e outros tratamentos de amostra, tais como mudancas
no pH ou mesmo diluigdo, podem produzir variagdes quimicas. Desta
forma, quando fluidos bioldgicos estdo para ser analisados, um pro-
cedimento de pré-tratamento minimo deve ser usado para se conse-
guir andlise rdpida e exata. No entanto, € preciso ter cuidado com o
tipo de composto usado para calibra¢ao'*7.

No caso de materiais complexos tais como metaloproteinas no
plasma humano, a andlise de especiacdo € normalmente baseada no
uso combinado de diferentes e subseqiientes procedimentos analiti-
cos, que permitem a separagdo quantitativa da matriz e a determinagao
do elemento'"”. J4 que, em muitos casos, a especiagio € referida como
andlise de elementos trago, as técnicas analiticas usadas devem unir
seletividade especifica (individualizac@o e caracterizacio da espécie
do elemento) a alta sensibilidade (determinacoes de ppb ou ppt)™>™.

Virias técnicas de separacdo sdo empregadas para pré-concen-
trar ou isolar uma forma quimica especifica na obtengdo de um pro-
duto final, onde as espécies possam ser determinadas quantitativa-
mente. Os métodos cromatograficos, entre eles a cromatografia ga-
sosa, liquida de alta resolu¢do (HPLC), troca ionica, exclusdo de
tamanho (SEC), s@o muito uteis na identificaco simultanea de dife-
rentes espécies. Outras técnicas de separagdo também sdo utilizadas,
tais como ultrafiltragdo, ultracentrifugacdo, extracdo com solvente,
destilagdo, pirdlise e outras!10677,

Diversas técnicas de detec¢@o sdo usadas para determinar os ele-
mentos nas fragdes da amostra, previamente separadas da matriz sob
investigacdo. Entre elas, as mais usadas s@o a espectrometria de ab-
sorcdo atomica, com diferentes atomizadores tais como forno de gra-
fite (ET AAS), chama (FAAS), vapor frio (CVAAS) e geragio de
hidretos (HGAAS); de emissao 6tica (ICP OES) ou de massa (ICP
MS); voltametria nas suas diferentes formas (polarografia de pulso
diferencial, voltametria de redissolucdo anddica, eletrodo de fon se-
letivo); andlise por ativacio de neutrons (NAA), andlise por ativacao
radioquimica de neutrons (RNAA) e outros'#7%7. A escolha de uma
determinada técnica depende principalmente da acuracidade e sensi-
bilidade necessarias, da matriz da amostra, do elemento de interesse
e dos custos'.

Até o final da década passada, as técnicas mais utilizadas para a
determinacd@o das espécies metdlicas em fluidos bioldgicos eram ET
AAS > CVAAS > HGAAS > FAAS > ICP OES > ICP MS. Atual-
mente a espectrometria de absorcéo atomica esta sofrendo forte con-
corréncia da espectrometria de massas com plasma indutivamente
acoplado (ICP MS), que vem ganhando popularidade devido a sua
capacidade multi-elementar, baixos limites de deteccdo (ng L) e a
possibilidade de dilui¢@o isotdpica “on line”. Entretanto, seu uso
tem sido dificultado pelos custos elevados de instrumentagéo e de
manutengao'’.

As técnicas de espectrometria atdmica s3o muito sensiveis e se-
letivas para a determinac¢@o de metais, e particularmente atrativas
para os estudos de especiagdo, uma vez que a maioria dos laboraté-
rios envolvidos com monitoramento tem um equipamento de absor-
¢do atdmica disponivel. No entanto, sozinhas ndo sdo adequadas para
a determinac@o in situ das espécies metélicas, uma vez que o peque-
no tempo de residéncia no caminho 6tico e a elevada temperatura
dos atomizadores podem criar problemas para diferenciar as dife-
rentes formas quimicas do analito. Neste sentido, a estratégia para a
utiliza¢@o da espectrometria atdmica na andlise de especiagd@o € a sua
hifenizagdo com as técnicas de separaco'’.

Técnicas hifenadas sio aquelas que, combinando a separagdo e a
andlise quantitativa, permitem a determinacio simultanea de espéci-
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es especificas numa determinada amostra. Na andlise de especiagdo,
as técnicas de acoplamento direto levam a resultados reprodutivos
com menor risco de contaminagdo ou perdas do analito em um curto
periodo de tempo. As diversas possibilidades de hifenacdo de uma
técnica de separacdo com um detector especifico para andlise de
especiacao bioinorganica incluem diferentes tipos de cromatografia
liquida ou eletroforese para separacdo, e espectrometria atbmica ou
de massa para detecgio”’*.

Um problema importante € a interface entre a cromatografia e a
espectrometria, ja que as condi¢des de separacdo podem ndo ser com-
pativeis em termos de fluxo e composicao da fase mével com aque-
las exigidas pelo detector. Geralmente, cromatografia e espectrometria
podem ser acopladas “on line”. No entanto, a preferéncia por uma
técnica de atomizagdo discreta e altamente sensivel como a ET AAS
ou ETV ICP MS pode ser a razéio para a escolha do método de
acoplamento “off line*.

Experiéncias interessantes tém sido realizadas acoplando HPLC
com FAAS, HGAAS, ET AAS, ICP OES ou ICP MS!8108_ Egte
dltimo conjunto (HPLC/ICP MS) tem também a vantagem de ser um
sistema de especiagdo em linha no tempo real. Esse acoplamento
tem grande potencialidade, porém sua transferéncia para matrizes
bioldgicas exige um comprometimento pratico entre os procedimen-
tos de separacdo e o desempenho dos detectores. Por outro lado,
compromissos adicionais podem ser necessdrios para reduzir os cus-
tos de andlise, que estdo relacionados com a duragdo das colunas
cromatograficas, dispositivos e acessérios do ICP MS, tempo de
andlise e outros’”.

Como a andlise de especiacio de metais traco € relativamente
recente e extremamente complexa, o nimero de revisdes sobre o
assunto tem sido crescente. Algumas sdo gerais, enquanto outras se
concentram na andlise de especiacdo de determinados analitos ou
nas técnicas utilizadas para separagio e deteccao®*. Alguns pesqui-
sadores utilizaram-se da interface entre HPLC e ICP MS para sepa-
rar e quantificar as espécies metdlicas existentes em amostras biol6-
gicas®. Os mecanismos de separa¢do mais utilizados nestas andlises
incluem a cromatografia por exclusdo de tamanho®%, de fase reversa®’
e de troca i06nica®*®, e a eletroforese capilar®>®. A separacdo das
proteinas nos fluidos biolégicos através da cromatografia liquida de
baixa pressdo por exclusdo de tamanho e detecciio dos metais pela
espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado tam-
bém tém sido muito estudadas®35%°. Apds a separacdo deste tipo de
amostra, outras hifenizagdes utilizadas incluem a determinagdo dos
analitos por espectrometria de emissdo Otica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES)°.

As espécies de aluminio e silicio no soro humano foram separa-
das por cromatografia de troca idnica de alta resolugdo e os elemen-
tos de interesse, quantificados por espectrometria de absor¢do atd-
mica eletrotérmica®. Favarato e colaboradores identificaram um novo
carreador de aluminio no soro humano, através da cromatografia por
exclusdo de tamanho de alta resolucéo e posterior determinacio do
metal por ET AAS%. Este mesmo acoplamento também permitiu a
anélise de especiag@o de Pb e Pt em amostras bioldgicas®, de Cu em
leite humano® e As nas células vermelhas do sangue®. Uma técnica
hibrida entre HPLC e ET AAS foi desenvolvida para estudar a liga-
¢éo de proteinas com Al e Fe?” e determinar as espécies de Pt no
plasma®. Um sistema consistindo de cromatografia de fase reversa e
ET AAS permitiu a determinagdo das espécies de As e Se encontra-
das no ambiente e em mamiferos”, enquanto que a ligacdo de metais
as proteinas do sangue foi investigada empregando a cromatografia
de interagdo hidrofébica para a separagdo de proteinas e a detec¢dao
do elemento por ET AAS'™. Os complexos de magnésio com protei-
nas do soro humano foram separados por meio de uma coluna de
troca idnica e o metal quantificado por ET AAS'"'. A cromatografia

Quim. Nova

por exclusdo de tamanho e a espectrometria de absor¢io atdmica na
chama foram usadas para a determinag@o das espécies metdlicas exis-
tentes no soro do leite'®™.

A hifenizagdo da cromatografia liquida de alta resolucdo com a
espectrometria de absorcdo atdmica por geragdo de hidretos (HG
AAS) permitiu a andlise de especia¢do de arsénio na urina'®®. Tam-
bém a cromatografia de troca idnica foi empregada para a separagao
das espécies de As na urina e no soro'™.

A especiagdo exige um tratamento substancialmente diferente e
tem que ser seletivamente desempenhada para aquela espécie metd-
lica naquela amostra, jd que nenhum método proporciona uma iden-
tificagdio universal e inequivoca de espécies em todas as condigdes®.

CONSIDERACOES FINAIS

O término das exposi¢des ao chumbo € muito dificil a curto e
médio prazos. No entanto, esforcos devem ser concentrados para
localizar as populagdes de risco e, assim, interferir no processo de
contaminagdo. Medidas preventivas e corretivas podem ser adotadas
para diminuir a utilizagdo do chumbo e, conseqiientemente, sua ex-
posicdo. Dentre elas, estdo a remocdo do chumbo de aditivos, tintas,
vasilhas para armazenamento de alimentos, cosméticos e medica-
mentos; melhor identificacdo da populagdo sob risco; educagdo
populacional em procedimentos preventivos; promogao de progra-
mas que visem a diminui¢do da desnutri¢do e de outros fatores que
agravem a intoxicagdo ao chumbo e melhor controle dos locais de
trabalho, através de fiscalizagdes mais sérias, entre outras. Por outro
lado, a legislagdo brasileira tem que ser aperfeigoada, no sentido de
introduzir novos pardmetros e atualizar outros, para que possa efeti-
vamente servir de base para as intervencdes e garantir um controle
da exposicio dos trabalhadores e da populacdo em geral, em niveis
que ndo comprometam sua satde.

Como alguns dos mecanismos controladores dos processos fisio-
16gicos (absorgio, distribui¢@o e eliminag¢do do chumbo) continuam
desconhecidos, muitas pesquisas ainda precisam ser desenvolvidas
na tentativa de esclarecer os reais ligantes e mecanismos de aciao do
chumbo, que permanecem obscuros. O plasma sangiifneo contém a
fragdo biodisponivel do analito e pode intermediar a predicdo de
algumas formas cronicas de toxicidade. Entretanto, nem todas as
espécies de chumbo existentes no plasma sdo conhecidas. Portanto,
a especiagdo, ou seja, a caracterizacao dos constituintes que se ligam
e/ou que transportam o elemento de interesse € fundamental para
total entendimento do metabolismo, elucida¢do dos mecanismos de
toxicidade, melhor compreensdo da distribuicdo do chumbo na célu-
la, ou ainda para o estudo das intera¢des do metal com as proteinas e
sua deposic¢do nos tecidos.

A andlise de especiacdo € extremamente complexa, visto que
exige cuidados excessivos em todos os procedimentos executados,
desde a amostragem até a medigdo final. Amostragem, armazena-
mento e manipulacdo da amostra sdo tarefas dificeis, e a estabilidade
termodindmica e a inércia cinética das espécies procuradas sdo gran-
des obstdculos. Também, a necessidade de preservar a integridade
das espécies a serem medidas ao longo de todo o processo analitico
constitui a esséncia do desafio da especiagdo quimica em sistemas
bioldgicos.

Embora outras técnicas de separacgiio sejam utilizadas, os méto-
dos cromatogréficos sdo muito tteis na identificacdo simultanea das
diferentes espécies e as técnicas mais usadas para a determinagio
dos metais nestas fracdes sio a espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado e de absorc¢do atdmica.

A percepgio da série de eventos entre a exposi¢do ao chumbo e
as alteragdes bioldgicas, que levam aos efeitos adversos, ¢ funda-
mental para o desenvolvimento de métodos relevantes de monitora-
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mento bioldgico. Especificamente, os estudos de novos modelos bio-
16gicos, tais como a especia¢do quimica, que além de fornecer base
para melhor compreensdo dos mecanismos de acdo do chumbo no
organismo, serdo de grande utilidade na avaliacdo dos efeitos toxi-
cos observados em populacdes expostas ao metal em questdo.

Assim, € preciso um entendimento melhor da relagdo entre o

chumbo e suas espécies e os efeitos sobre a saide humana, de modo
que possa ocorrer uma avaliacdo de risco mais exata. Esta melhor
compreensdo requer uma coleta consistente de dados e procedimen-
tos de andlise que considerem as diferentes espécies do chumbo. A
andlise de especiagdo do chumbo no plasma € essencial para identi-
ficar as espécies formadas, entender e estimar os mecanismos de
interagdo entre o analito e seus alvos bioldgicos e, conseqiientemen-
te, calcular mais acuradamente os riscos a saude.
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