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PODEM SER OS METAIS UTILIZADOS NO DIAGNOSTICO DO DI ABETES
MELLITUS TIPO 27

Renata Medeiros Lobo Miiller

RESUMO

A prevaléncia daliabetes mellitugstd aumentando de forma exponencial, adquirindo
caracteristicas epidémicas em varios paises. Nsespam desenvolvimento, particularmente,
constitui-se de um grave problema de salde pulleasa forma, o desenvolvimento de
novas metodologias que auxiliem no diagnosticordrote de doencgas traz uma importante
contribuicdo ndo somente ao tratamento de paci@oteadores desta doenca como também
no estabelecimento de politicas publicas de préeeda mesma.

A presenga dos metais em amostras de soro hureansido utilizada por diversos
autores para o diagnéstico da doenca. Entretardoirgarpretacdo constitui-se ainda um
desafio. A principal razdo para esta dificuldadestste no fato de que, na maioria dos
estudos encontrados na literatura, o nivel de médaito nos pacientes como no grupo de
controle estdo, muitas vezes, na mesma faixa thébdigéo.

Neste estudo, € discutida uma nova abordagem parterpretacdo dos niveis de
metais em amostras de soro de individuos portaddeediabetes mellitus tipo 2 a
possibilidade de sua utilizacado no diagnosticoaknda.

Foram recrutados pelo Hospital da Universidade faédle Juiz de Fora, 86 sujeitos
com diabetes mellitugipo 2 e 67 sujeitos controle. As amostras de sarigtam colhidas
para separar o soro. Os elementos Cu, Mg, Mn, Se,2 foram determinados pela da
técnica de espectrometria de massa de alta resobggé fonte de plasma indutivamente
acoplado. A interpretacdo dos dados foi realizatbizando-se as técnicas de analise
discriminante, componentes principais e de cluster.

O conteudo de metais nas amostras analisadas febiante com os dados da
literatura. No entanto, a principal conclusdo destido € que as concentracdes de cada
elemento, por si mesmas, ndo podem ser utilizadasdiagnodstico dediabetes mellitus
Porém, a determinacdo de todos os metais assocadognca e a utilizacdo de técnicas
estatisticas multivariadas podem proporcionar uwgelente alternativa para esta avaliacao.



CAN METALS BE USED IN TO DIAGNOSE OF TYPE 2 DIABETE S ?

Renata Medeiros Lobo Miiller

ABSTRACT

The occurrence of diabetes is increasing exporibntiavith taking epidemic
characteristics particularly in developing courdrig developing countries, particularly, there
is an indication of public health problem. Thusy&eping new methodologies that help in
diagnosis and disease control brings an importantridution not only to treatment of
patients with this disease but also in setting igyimlicies to prevent it.

The presence of metals in samples of human sergnbden used by several authors
for the diagnosis of the disease. However it ig tinéerpretation is still a challenge. The main
reason for this difficulty is the fact that in mastdies in the literaturé¢he level of metals
both the patients and the control group are oftehe same range of distribution.

The use of the metals contents in serum samptethéodiagnosis of this disease is
still a challenge. The main reason for this diffigus the fact that their levels in the patients
as much as in the group of control are often insdrae range of distribution.

In this study, we discussed a new approach fomteepretation of the level of metals
in serum samples from subjects withtgpe 2 diabetes mellitusnd possibility of its use in
the diagnosis of the disease.

Serum samples 086 subjects withtype 2 diabetes mellituand 67 non-diabetic
control subjects recruited by the Federal Univgrsiiz de Fora Hospital. Fasting blood
samples were collected to separate the serum. [Eneests Cu, Mg, Se, V and Zn were
measured using the high resolution inductively ¢edipplasma mass spectrometry technique.
The interpretation of the data was performed usiegtechniques of discriminant analysis,
principal components and cluster.

The metals contents in the analyzed samples wergistent with the literature data.
However, the main conclusion of this study is ttit concentrations of each element, itself,
can not be used in the diagnosis of thabetes mellitusThe analysis of all the metals
associated to the disease and the use of multigasiatistical techniques may provide an

excellent alternative to this assessment.
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1. INTRODUCAO
1.1. Justificativa do trabalho

A American Diabetes Association (ADA) defideabetes mellitugomo um grupo de
doencas metabdlicas, caracterizadas por hiperghcelacorrente de defeitos na acdo e
secrecao da insulina, ou ambos os mecanismos séifttacao etioldgica do diabetes abrange
0S seguintes tipos: diabetes tipo 1; diabetes #paliabetes gestacional; e outros tipos
especificos relacionados com defeitos genéticokunigo das célulaB (beta) ou defeitos
genéticos da acdo da insulina, como: doenca dorgaEscexocrino, endocrinopatias,
infec¢gBes, indugdo quimica ou via drogas e asswiagm outras sindromes genéticas (1).

A sindrome metabdlica representa uma situacao calimaracterizada por um
agrupamento de fatores de risco para doenca castiolar, entre eles, a hipertenséo arterial,
a dislipidemia, a obesidade visceral e as maniéstade disfuncdo endotelial. Esta associada
a aumento de risco de evento cardiovascular a lpragmo, assim como o desenvolvimento de
diabetes mellitus tipo.A presenca de resisténcia a a¢do da insulinaigonconsiderada um
fator fisiopatogénico importante. Nao esta ainddind® qual € a melhor definicdo
operacional da sindrome metabdlica para ser wdizaa pratica clinica. A definicdo ideal
deveria levar em conta a aplicabilidade clinicadesenvolvimento de desfechos. A partir de
1999 foi sugerido, pela Organizagcdo Mundial da 8a@MS), uma definicdo baseada em
dados clinicos e laboratoriais que podem ser medidm relativa facilidade (glicemia de
jejum, resisténcia a acédo da insulina, pressaoarteircunferéncia da cintura e do quadril,
indice de massa corporal, triglicerideos, HDL, wa#ibumindria). Em 2001, dNational
Cholesterol Education Program-Adult Treatment Patel (NCEP) prop6s uma série de
critérios semelhantes, porém mais simples de sevatiados, os quais incluem: glicemia de
jejum, presséo arterial, cintura, triglicerideodHBL. Outras definicbes surgiram com a
American Association of Clinical EndocrinologiflBACE) e o European Group for the
Study of Insulin Resistan¢EGIR), mas a da OMS e a do NCEP sao as mais néegilente
utilizadas (2).

A prevaléncia daiabetes mellitugsta aumentando de forma exponencial, adquirindo
caracteristicas epidémicas em varios paises, particente nos paises em desenvolvimento.
No Brasil, a prevaléncia do diabetes e a toleréaghcose em populagéo urbana, entre 30 a
69 anos de idade, é de 7,6 e 7,8% respectivanmnistituindo-se de um grave problema de

saude publica (3).



O diabetes mellitus tipo @corre quando o pancreas perde a capacidade dezpra
quantidade adequada de insulina. A insulina auaiksatrada do acucar nas células e controla
sua taxa no sangue. Quando o organismo nao prosulnia suficiente ou tem problema para
usa-la adequadamente, as células nédo absorveniestidginente acucar do sangue. O
resultado é uma alta na taxa de aclUcar no sanges$enta aproximadamente 90% dos
casos de diabetes e aparece geralmente ap6s assl@aidade. Embora a idade, o historico
familiar, dentre outros fatores ndo modificaveissgam estar presentes, na realidade os
fatores modificaveis para este tipo de diabetesu€ devem ser alvo de intervencao
destacando-se a obesidade e o sedentarismo (4).

Os sintomas classicos de diabetes sdo: polidrididipsia, polifagia e perda
involuntaria de peso (os “4Ps”). Outros sintomae tgyvam a suspeita clinica sdo: fadiga,
fraqueza, letargia, prurido cutdneo e vulvar, bapastite e infeccbes de repeticdo. O
diagnostico é estabelecido a partir de complicacé@sicas como neuropatia, retinopatia ou
doenca cardiovascular aterosclerética (5). Enttefacomo jA& mencionado, o diabetes é
assintomatico em proporc¢ao significativa dos cas@sispeita clinica ocorrendo entéo a partir
de fatores de risco para o diabetes como glicemig@jdm e/ou teste de tolerancia a glicose.
Alguns casos serao confirmados como portadoresatetds, outros apresentardo alteracéo
na regulacéo glicémica (tolerancia a glicose dimtiawou glicemia de jejum alterada), o que
confere maior risco de desenvolver diabetes. Actaraacdo do grau de risco ainda ndo esta
padronizada. Para merecer avaliacao laborator@ll@ar um paciente assintomatico sob
suspeita, alguns autores sugerem a presenca des \dos fatores de risco. A tendéncia
crescente € a de se usar um escore de fatoresate semelhante aos empregados na
avaliacao do risco cardiovascular (6).

NOs ultimos anos, os metais foram identificados @woslementos essenciais que
desempenham um papel importante na origem e pgEgreke varias doencas (7,8).

Vaérios estudos foram publicados sobre alteragcdesnatabolismo dos elementos
tracos em sujeitos diabéticos. Alteragcbes no métmho de elementos essenciais, como
cobre (Cu), magnésio (Mg), manganés (Mn), seléa&),(vanadio (V) e zinco (Zn) tém sido
associados com a resisténcia a insulina, e intal&x&a glicose em animais e seres humanos
(9-17).Por essa razéo, a determinacéo de metasoenhumano tem sido estudada como um
parametro no monitoramento do controle metabolacpapulacdo em doengas codiabetes
tipo 2(18-21).

O uso do conteudo de metais em amostras de s@® ghagnostico de doencas ainda

€ um desafio. A principal razédo para esta dificdédé o fato de que o nivel de metais tanto



nos sujeitos diabéticos quanto nos sujeitos cantsel muitas vezes na mesma ordem de
grandeza (TAB.1) podendo assim levar a interpremedroneas, dessa forma uma avaliacdo

mais rigorosa desses valores deve ser feita.

TABELA 1 - Concentracdo dos metais (Média + SD)samo de acordo com a literatura

Sujeitos diabéticos  Sujeitos controle

Elemento (ng LY (ug LY Referéncia

Cu 1054,93+0,8 840+0,6 9)
1287,52 + 8,06 930,37 £ 4,68 (10)

Zn 930,68 £ 5,6 1076 + 6,32 (10)
943,95 + 0,53 1241,37 +1,18 (11)

Mg 12000,0-16800,0  15600,0-22080,0 (12)
16800,0 + 1,64 22080,0 + 0,62 (12)

18960,0 + 0,29 24000,0 + 0,43 (10);(12)

Mn 1,38 1,37 (22)
Se 15,4-118,5 30,2-175 (24)
64,9 £ 22,8 74,9 £27,3 (14)

78 95 (15)

V - 0,80 (17)

As principais técnicas utilizadas nas determinacdeselementos metalicos em
amostras de soro sdo: espectrometria de absorfaucat (AAS), andlise por ativacao
neutrénica (NAA), espectrometria de emisséo 6tara fonte de plasma indutivo (ICPOES) e
a espectrometria de massa com fonte de plasmavadhgnte acoplado (ICPMS) (23). Estas
técnicas baseiam-se em principios diferentes apees#o vantagens, desvantagens e
limitacbes dependendo da matriz, do elemento amsslido e também do seu nivel de
concentracéo.

A espectrometria de absorcdo atdmica é normalmmeat® elementar, apresentando
limites de deteccéo da ordem de [foagng ¢, dependendo do elemento. Quando acoplado a
fornos de grafite (GF-AAS) esta € uma técnica m@pidbusta, com metodologias bem
estabelecidas podendo atingir limites de detecgiimmem ng kg para a maioria dos
elementosSua principal vantagem consiste na seletividaddyziado espectros com baixos
niveis de interferéncia. Mais recentemente sistemalsielementares foram desenvolvidos
(FS-AAS ou absorcao atomitast sequentig) nos quais € possivel analisar alguns elementos
de forma sequiencial em uma corrida (24). Apesssodia determinagdo de um conjunto
grande de elementos requer a troca de lampadasremlizacdo de véarias medicoes,
aumentando o tempo e a quantidade de material coghsem uma analise.

A NAA é capaz de analisar amostras solidas, fommbrealtos niveis de preciséo e

exatiddo comparada a outras técnicas analiticas gaeterminacdo de elementos trago. A



grande desvantagem desta técnica € a necessidageutiéizar um reator nuclear nas suas
determinacgdes (25).

A ICPOES é uma técnica multielementar que forneselltados rapidos com boa
precisao (26). No entanto, as interferéncias esgiegodem ser altas para alguns elementos e
os limites de deteccdo ainda sdo maiores dos quecancados pelos espectrometros de
massas (ICPMS).

A ICPMS é uma das técnicas mais sensiveis de analidtielemenar da atualidade,
fornecendo limites de deteccéo da ordem de pf Egta técnica é capaz de medir quase

todos os elementos da tabela periddica simultang@nde forma rapida e precisa (23).

1.2. Objetivos

Este trabalho apresenta trés objetivos: determindeé@metais a niveis de ultratracos
(ng g™*) em soro de sujeitos portadoresdigbetes mellitus tip@ e sujeitos controle através
de uma metodologia baseada na técnica de espettimmie massas de alta resolugdo com
fonte de plasma acoplado indutivamente (HRICP-MB¥segundo consiste em correlacionar
os dados obtidos com informacdes levantadas nalestpidemioldgico dos pacientes,
procurando identificar possiveis correlagfes eatpresenca desses metais e 0s principais
sintomas da doenca identificados no grupo de estkdpor fim, a partir dos estudos
anteriores, verificar a possibilidade de utilizarmetais em um procedimento de prognéstico,

diagndéstico e acompanhamento da doenca.

2. REVISAO DA LITERATURA

Os metais sédo elementos importantes na manuteac@dal participam de processos
fisiologicos essenciais para 0 metabolismo prot&clipidico, reacdes enzimaticas e séo
componentes essenciais de muitas enzimas, as caamataloenzimas, que estdo envolvidas
na sintese, na regeneracdo e na degradacédo daiaslBioldgicas, assim como na liberacao
e no reconhecimento de certas moléculas sinaliaadooldgicas e, por fim, na transferéncia
de pequenas moléculas e elétrons e processosisrocmo a respiracdo. Desta forma, os
metais, quando presentes no corpo humano, em daltam excesso, podem refletir, ou
induzir os mais variados tipos de doencas, bem atecacdes em metabolismos essenciais
(8). No caso daliabetes mellituipo 2, os teores de alguns metais como Cu, Mg, Mn, Se, V

Zn podem influenciar de forma decisiva nos nivei©idmeostase de glicose (9-17).



2.1.Cobre

O cobre (Cu) é um metal encontrado na ordem de Q@1 ug ¢ com importancia
bioldgica, funcional e estrutural. Em animais e hoos, a sua importancia esta relacionada
com as funcdes metabdlicas de enzimas dependeatégSud(cuproenzimas), como por
exemplo: citocromo oxidase, superéxido dismutagdesdiica, lisil oxidase, tirosinase,
ceruloplasmina, e dopamin& hidroxilase. Estas enzimas catalisam reacdesldgcas
importantes relacionadas com a fosforilacdo oxidatiinativacdo de radicais livres,
biossintese de colageno e elastina, formacdo denmal e coagulacdo sanglinea,
metabolismo do ferro e sintese de catecolamings (27

Fatores enddgenos e alguns componentes dietétibosnciam de formas distintas a
captacao de cobre pelo lumen intestinal. As pratib e L- aminoacidos, citrato e fosfatos
aumentam esta captacdo, e outros como fibrasp,fi@ido ascérbico, tiomolibdato e zinco
influenciam negativamente, tanto por processos ameptexagcdo que limitam a absorgao,
COMO por mecanismos antagdnicos como no caso&tag¢ab zinco-cobre (28,29).

Neste contexto, o tipo de carboidrato da dietaitgrtambém um fator importante na
utilizacdo do cobre, sendo a frutose o mais ingadb, principalmente em estudos de
deficiéncia deste mineral (30).

As implicacdes patogénicas das alteracOes do esitaticional do Cu no diabetes,
ainda ndo estdo bem claras, principalmente seoetasem por deficiéncia ou excesso deste
metal. Baseado neste estudo, o nivel de Cu cireul@ostrou-se aumentado, mas isto nao
implica em um estado nutricional adequado de Cte Hssturbio pode ser proveniente de
alteragbes na absorcao e circulacdo de cobre, godemar a um aumento da peroxidagéo
lipidica, contribuindo assim para o surgimento amanto das complicacdes vasculares do
diabetes (21).

2.2. Magnésio

O magnésio (Mg) € um importante cation intracelujae esta distribuido em trés
principais compartimentos: 0ssos (65%), espacadatular (34%) e fluido extracelular (1%)
(31) e € o cofator de aproximadamente 300 reacBesnaticas, principalmente das que
utilizam ligacao fosfato de alta energia. Dessanfgro Mg participa de inUmeros processos
metabolicos, inclusive daqueles ligados ao metsimali de carboidratos envolvidos na
regulacéo da secrecao e a¢ao da insulina (32).

O Mg esta relacionado ao metabolismo de carboisiratode gordura. A baixa



concentracdo do magnésio no soro tem sido encantrad pacientes sob tratamento em
longo prazo com insulina e naqueles que se recmpa@ascetoacidose (18).

Ha possibilidade de que a hipomagnesemia possaissgfa como indicador ou
marcador da doenca (13,32). A causa desta hiporsagne ndo € plenamente conhecida,
tendo como possiveis mecanismos: (1) perda aceledadMg na urina devido a acao
osmotica da glicosuria; e (2) depresséo da reafsata rede tubular do magnésio devido a
propria hiperglicemia.

O Mg pode também exercer papel na liberacéo déinas® esgotamento do Mg tem
um potencial aterogénico.Os pacientes com infastanabcardio tiveram a reversao de testes
padrdes anormais de lipoproteina ao normal, apbenetracdo do Mg (18).

Guerrero- Romeret al,(13), demonstrou a correlacdo da deficiéncia dengsg e
resisténcia a insulina, em que numa populacao depaBientes com sindrome metabdlica,

65,6% de hipomagnesemia, comparada com 4,9% no gaiyrole.

2.3. Manganés

O manganés (Mn) esta concentrado na hipdfise, digadncreas, e glandulas
mamarias, e € um elemento essencial, para a eatagsea normal, reproducédo e funcéo do
sistema nervoso central.

O Mn é necessario para o desenvolvimento da sintseal de insulina e secrecao.
Alteracdes no metabolismo do Mn também tém sidicaghs na intolerancia a glicose (33).

As concentracdes em soro ndo mostraram diferentistisa significativa em
sujeitos diabéticos (1,38 pg'Le controle (1,17 pgh (22). Segundo Ekmekciogkt al.,
(16), a concentracdo de Mn nos linfocitos de sugaitiabéticos tipo 2 € menor em relacdo ao

do controle.

2.4. Selénio

O selénio (Se) € um elemento quimico encontradantidades de traco no corpo
humano e tem um largo nimero de fungbes biolégmarganismo humano. A mais
importante e conhecida acdo € a antioxidante, edpemmte quando combinado com a
vitamina E por via da enzima glutationa peroxidasmdo esta responsavel pela defesa do
organismo contra os radicais livres (33).

Alteragbes na homeostase do Se tém sido assoceamlatiabetes mellitus. Um
aumento da peroxidacéo lipidica e reducdo do stattisxidante podem contibuir para o

desenvolvimento de complicacbes em diabetes (7).



O controle de Se na producdo de radicais livres lbemeficio na prevencédo da
intolerdncia a glicose e complicacbes dabetes mellitus Estudosin vitro utilizando
adipécitos tém demonstrado efeitos de Se na irs\ftianslocacdo de transportadores de
glicose para a membrana plasmatica). O efeito epate imediato via fosforilacdo nos
residuos de tirosina (34).

A suplementacdo com selenato ou selenometionineetata de tocoferol diminuiu
niveis de glicose no plasma de ratos diabéticos.tésnbém tem sido observado em seres
humanos diabéticos. O selénio induz uma melhorséestavel da homeostase glicose em

individuos diabéticos com a agéo da insulina (7).

2.5. Vanadio

O vanédio (V) existe em dois principais estado®xidacdo em fluidos bioldgicos:
vanadato (+5) e vanadil (+4) (34) que coexistemegnilibrio e sdo regulados pela tensao do
oxigénio, acidez e presenca de agentes redutones, gmor exemplo, ascorbato, glutationa e
catecolaminas. O vanadio presente no corpo € anadaeos 0ssos, rim e figado (35).

O vanédio atua provavelmente em nivel de pds receppode mimetizar a acdo da
insulina. O vanadio estimula a sintese do glicagér figado, musculos esqueléticos e
adipdcitos contribuindo para o controle da glice(B/&).

Compostos de vanadio, a exemplo vanadato, provaearaficiente em modelos com
diabetes tipo 2 sendo capaz de normalizar a concentracdo desglieo de reduzir a
hiperinsulinemia e os niveis de triacilgliceréisplasma (35).

Estudos realizados em humanos, por curto perioderdpo, com metavanadato de
sodio verificaram melhora na sensibilidade da inautm pacientes diabéticos tipo 2 e alguns
do tipo 1 (34). Esta melhora foi relacionada ppatinente com o aumento da captacéo de
glicose nos tecidos periféricos, visto que ndo balteracdo na producgéo de glicose hepatica.

Embora o mecanismo de acdo dos compostos de vanadioesteja totalmente
esclarecido, sabe-se que seus efeitos semelhargetaansulina ndo seguem exatamente a
mesma via de sinalizacéo da insulina. Sendo assirsais de vanadio podem ser importantes

agentes farmacologicos em doencas onde a acdsum@ndo seja satisfatoria (35).

2.6. Zinco

O zinco é componente de varias enzimas e partidpaas metabdlicas que envolvem
a sintese de proteinas, metabolismo de carboiddgdgpideos e de acidos nucléicos (1).

Muitos dados da literatura sugerem que um metabolianormal do Zn participa da



patogénese do diabetes e de algumas de suas cagiphc A insulina é estocada nas células
B (beta) do pancreas na forma de cristal hexamédontendo um numero variavel de
moléculas de Zn. Além da funcao estrutural, o Znb@&m se relaciona com a modulacdo da
acao dainsulina (1).

Nos ultimos anos, a deficiéncia de zinco tornouise problema nutricional em
diversos paises. Esta deficiéncia tem como causaestdo dietética inadequada, diminuicao
na absorcdo ou aumento na excrecao urinaria, pa@skenagentes na dieta que comprometem
sua absorcéo, cirurgias do intestino, sindromesndeabsorcédo, doencas renais, doenca
cronica do figado, abuso do alcool, nutricdo parahttotal sem adicdo de zinco, e ainda,
problemas genéticos (36)

A relacdo do Zn com diabetes mellitu§DM), especificamente, baseia-se no fato de
que este mineral desempenha inimeras funcbes cagamjue se encontram normalmente
alteradas neste grupo de pessoas, tais como ceggoimmaturacdo sexual, cicatrizagao,
capacidade visual e fungéo imune (37).

Especulagcbes sobre o agravamento do estado no#licde Zn em sujeitos portadores
do diabetes mellitusédo fundamentadas por estudos que mostram aag@oehegativa entre
Zn no soro e tempo da doenca (1). A deficiénci@ilem diabéticos estd associada com a
baixa concentracdo de Zn em linfécitos, granul&ciptaquetas e no plasma (38).

A timulina, um hormdénio importante para a maturagadiferenciacdo de linfécitos
T, é considerada um biomarcador da atividade bicdgdglo Zn e em situacdo de
concentracdes limitrofes deste em tecidos humaiens;se apresentado com atividade
reduzida. Este aspecto € de importancia, uma vezogqupacientes diabéticos geralmente
apresentam alteragdes imunoldgicas (1).

Um fator que esta associado a deficiéncia de Zrdialmeticos, € a alta excrecdo de
zinco pela urina. Estudos com humanos sugerem qirgcaria poderia estar sob o controle
poligénico. A excrecdo urinaria do zinco parececgentrolada por fenétipos (manifestacéo
detectavel do gendtipo), em regides especificascamrossomos, e os diabéticos poderiam
possuir uma variedade diferente destes fenotiposoanparacdo ao grupo controle (18).

Os estudos relacionados com a suplementacéo dexstentdo neste grupo de pacientes
Sao escassos, principalmente em se tratando deasi@om DM. A maioria retrata o efeito
da suplementacéo de Zn em pacientes com DM adidtmsys, com ou sem complicacdes e,
na maioria das vezes, os resultados sao contriadi{®).

Portanto, a determinacdo de metais em amostragrdeds sujeitos portadores de

diabetes mellitus tipo 2 sujeitos controle é de grande importancia asemdada como um



parametro no monitoramento do controle metabolacpapulacdo em doengas codiabetes

tipo 2.

3. METODOLOGIA ANALITICA

3.1. Espectrometria de massas de alta resolucéo céomte de plasma indutivamente

acoplado

O acoplamento ICPMS nasceu da necessidade deasa a#ipidez e simplicidade das
analises do ICPOES a uma técnica mais sensivelne espectros mais simples. Como
sistemas convencionais de espectrometria de masskss,técnica tem como principio a
separacdo de ions em funcdo da razdo massa/carydy secessaria a ionizacdo dos
elementos antes de serem introduzidos no sisteatigaafor.

Na espectrometria de massas com fonte de plasni@n®sao gerados em um plasma
de argbnio, a pressdo atmosfeérica, sustentadormpayenador de radio frequiéncia (RF). Esse
sistema de ionizagdo € denominado ICP (inductieelypled plasma), ou fonte de plasma
indutivo, e pode ser acoplada tanto a um espectrérde massa, quanto a um espectrometro
de emisséo otica (ICPOES). O ICP passou entao atiseado como fonte de ionizagcédo dos

elementos, fornecendo uma eficiéncia em torno && 8éra a maioria dos elementos.

No diagrama da FIG.1 podem ser visualizadas asngipais partes de um ICPMS:
sistema de introducdo de amostra (via solido, sissie ou liquidos), fonte de ionizagéo,

sistema de focalizacéo, sistema analisador de siassa sistema de deteccédo de ions.

Sistema analisador

\ Fonte de ionizag3o Separador Sistema detector
\ oulCP quadrupolo ou de
'.\ dupla focalizacdo
Sistema de
introdugédo de
amostras

FIGURA 1- Diagrama basico de um espectrémetro de massafocwende plasma
indutivamente acoplado.
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O sistema de introducdo de amostras mais utilinadanalise de solu¢cdes é composto
basicamente por uma bomba peristéltica, uma caderebulizacdo e um nebulizador tipo
Meinhard ou MicroMist. A amostra é transformada @m fino aerossol e transportado pelo
gas de arraste até o plasma, onde ocorre a diggdoc@omizacao e ionizacdo dos elementos.
No entanto, aplicacdes especificas que requeremexeEmplo, uma maior eficiéncia de
nebulizacdo pode fazer uso de outros sistemas oamebulizador ultra-sénico, o que permite
alcancar limites de deteccdo ainda mais baixosédhita de ICPMS permite também a
analise direta de materiais na forma sélida, seamdablacdo por laser o método mais
largamente utilizado.

Neste estudo, a metodologia é baseada na técnespdetrometria de massas de alta
resolucdo com fonte de plasma acoplado indutivaen@iRICP-MS).

Diferente dos sistemas quadrupolos, o sistema sadali do HR-ICPMS
(espectrometro de massa de alta resolucdo com éengglasma indutivamente acoplado)
apresenta dois separadores de massa, um magnétiatroe eletrostatico. Na FIG. 2 é
apresentado um diagrama basico de um HR-ICPMS cgeometria Nier-Johnson reversa
(constituido por um setor eletrostatico precedidelo pmagnético), configuracdo do
equipamento utilizado neste trabalho. Nestes saseps ions sofrem dupla separacao,
primeiro no setor magnético, onde o ion é sepagatduncdo da sua razao massa/carga, € a
seguir, no setor eletrostatico, quando sdo novarsamarados em funcao de sua energia. Este

sistema analisador abrange uma faixa de massaa @84unidades de massa atdbmica (39).

FIGURA 2 - Esquema béasico do HR-ICPMS com geomatigg-Johnson reversa.
Sendo 1: interface; 2.sistema de focalizacao sfegador Optico; 3.acelerador e sistema de
focalizacéo do feixe ;4.fenda de entrada ; 5.9etmynético;6.setor eletrostatico;7.fenda de
saida ;8.multiplicador de elétrons;9.sistema detect
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Devido aos baixissimos limites de deteccdo instniahea técnica de HRICP-MS
vem sendo a mais largamente utilizada na analissm@degrande variedade de matrizes (40 -
44).

3.2. Parametros de Validagéo

A determinacdo de metais em amostras bioldgicastic@nem um importante aspecto
da quimica clinica para o diagnostico, progndsticcontrole de doencas. O soro tem sido
usado como um parametro no monitoramento do centnetabolico da populagcédo portadora
de diabetes mellitusPortanto, exige a utilizagdo de metodologiasiéwefs a fim de se obter
resultados precisos e reprodutiveis garantindo aid@ule e a rastreabilidade dos dados
analiticos.

Os critérios empregados no sistema de garantiaudbdgde dos resultados para a
validacdo de uma metodologia sao discutidos pekditimo Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO), rcdmento DOQ-CGCRE-008 (2007)
(45) que envolve a determinacdo de muitos parasyetomo linearidade, limites de deteccao

e quantificacao, repetitividade, reprodutibilidadeguperacao e incerteza.
3.2.1. Linearidade

Linearidade é a maneira de um método analiticoyzmiodesultados em proporcao
direta a concentracdo do analito nas substanciasestndo, em uma dada faixa de
concentracdo. A linearidade de um meétodo consiat@roporcionalidade dos valores de
tendéncia ao longo da faixa analitica estudadarfiiflada como expressdo matematica para
o calculo da concentracdo do analito a ser detawnina amostra real.

A equacéo da reta que relaciona as duas variaegigeéentada na Eq.1.

y=ax+b (1)

Onde:

y = Resposta medida (absorbancia, altura ou @rgécd, etc.);

x = Concentracao;

a = Inclinagéo da curva de calibracdo = sensilalbgla

b = Intersecdo com o eixo y, quando x = 0.

A linearidade de um meétodo pode ser observada geifico dos resultados dos

ensaios em funcdo da concentracdo do analito @o eraticulados a partir da equagédo da
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regressdo linear, determinada pelo método dos m#iguadrados. A correlacdo é,
normalmente, calculada por intermédio do coefieientle Pearson ou pelo coeficiente de
determinacado’r

O calculo do coeficiente de correlacao (r) que essa a relacéo de “X” e "y’ na curva
torna a equacgdo da reta mais consistente e signric O coeficiente de correlacdo linear &
frequentemente usado para indicar o quanto podemswiderada adequada a reta como
modelo matematico. Um valor maior que 0,90 é useaten requerido, podendo ser
considerado satisfatorio,entretanto, uma analigeriosa da faixa de trabalho, dos erros de
cada ponto na curva assim como 0s residuos, deeenambém levados em conta na

interpretacéo final dos dados.

3.2.2. Limite de detecgao

A avaliacdo do limite de deteccdo € importante Eatzer qual o menor valor de
concentracdo do analito detectado em confiabiliddelerecisdo aceitavel, em funcdo do
limite do sistema (eletronica, instrumental, ebe) seja, do ruido.

O limite de deteccdo do equipamento (LDE) é defincdmo a concentracdo ou
guantidade de uma dada substancia que produz @ahosimesposta maior do que 3s (onde s
representa o desvio padrdo de uma seérie de medidasanco). Em geral, o LDE é utilizado
como guia para o estabelecimento do limite de datedo método.

3.2.3. Limite de Quantificacéo

O limite de quantificacdo (LQ) é a menor conceroado analito em uma amostra,
gue pode ser determinada com um nivel de qualidadgativel com o objetivo da analise
em execucgao.

Através da determinacédo da concentracdo do amitoteresse nas solucdes branco,
podemos determinar o LQ, que por definicdo € a anddibranco mais 10 vezes o valor do
desvio padréo da média das concentracdes do anatiteolu¢des branco, representado por X

+ 10S, onde $ é o valor médio do desvio padréao.

3.2.4.Exatidao

A exatidao de um método é definida como sendo accdéncia entre o resultado de

um ensaio e o valor de referéncia. Os procedimegeoaimente utilizados para avaliar a
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exatiddo de um método sdo feitos pela analise deriaia de referéncia e realizacdo de

ensaios de recuperacao.

3.2.4.1. Materiais de referéncia certificados (MRC)

Sempre que possivel, os materiais de referéndificatos devem ser utilizados no
processo de validacdo de um método de ensaio. UR piRsui um valor de concentracgao,
ou outra grandeza, para cada parametro e umadraerssociada. E muito importante,
portanto, que o fornecimento desses MRC seja egldipor organismos reconhecidos e

confiaveis.

3.2.4.2. Recuperacgao

A taxa de recuperacdo (R) é uma medida de efi@dé&hziprocesso de isolamento do
analito de interesse a matriz na qual se encorgsepte.

Estes estudos séo efetuados adicionando-se soldggeasdrdo analitico de interesse
de concentragdo conhecida a matriz. Efetuam-s@pa®sges necessarias a recuperacao do
analito adicionado, o valor é entdo determinadopfegando-se esses valores na Eqg. 2
apresentada a seguir, encontra-se a recuperagao.
_C. -C,
_0—3

R (2)

Onde:
C, = concentracdo determinada na amostra adicionada;
C, = concentragéo determinada na amostra ndo aditapna
Cs = concentracéo adicionada.
No caso do taxa de recuperacdo do analito pelasand® material de referéncia o
calculo devera ser feito calculado pela Eq.3 segiwuinset al.,2002 (46).
C

R:Lbs 3
Cref ( )

Onde:
Cobs= Cconcentracéo na amostra analisada;

Cref= concentragao certificada do material de refegénci
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3.2.5. Precisao

E um termo geral para avaliar a disperséo de eslstentre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, amostras semallmanpgadroes, em condi¢cdes definidas.
E normalmente determinada para circunstancias iigpscde medicdo e uma das formas
mais comuns de expressa-la é por meio da repdtitle, sendo usualmente expressas pelo
desvio-padrao.

O desvio padréao relativo (DPR) ou coeficiente déagdo (CV%) pode ser mais Util
neste caso, pois foi normalizado com base na ctmag@o e deste modo ele é praticamente
constante ao longo da faixa de interesse, contprg@sta ndo seja muito grande:

DPR:—DP 100 (4)
CMD

Onde:
DP = desvio padrao;
CMD = concentragdo média determinada

3.2.5.1. Repetitividade

A repetitividade é o grau de concordancia entreessltados de medi¢des sucessivas
de um mesmo mensurado, efetuadas sob as mesmagesnde medi¢ao:
* Mesmo procedimento de medigao;
* Mesmo observador;
e Mesmo instrumento usado nas mesmas condicdes;
* Mesmo local, e

* Repeticbes em curspaco de tempo.

3.2.6. Incerteza

Normalmente, o resultado de uma medi¢&o ou do Icatiriuma grandeza representa
somente uma aproximacao, ou uma estimativa do dalonensurando e, portanto, somente é
completo quando acompanhado de uma declaracécettera associada.

A palavra “incerteza” significa divida e assim, semtido mais amplo, “incerteza de
medicdo” significa duvida sobre a qualidade do Itado de uma medicdo. A definicdo

formal do termo incerteza de medicdo segundo o \(Wécabulario Internacional de
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7

Metrologia) € “parametro associado ao resultadomda medicdo, que caracteriza a dispersao

dos valores que podem ser razoavelmente atribafwlasensurando”.

A incerteza de medicdo da concentracdo de um aratit uma determinada matriz,
por exemplo, € expressa na forma de desvio padnamada de incerteza padrdo. Entretanto,
a incerteza total do método proposto € a somadies @s incertezas geradas em cada passo do
método pelos diversos componentes do processo diegdneUm experimento bem planejado
pode, em muito, facilitar as avaliagbes confiadgisncerteza e é um requisito importante na

organizacao das atividades de medicéo.

O calculo de incertezas associadas a técnicas tespétricas depende da
identificacdo de diversos parametros que interfemanmcerteza global do método proposto.
Alguns parametros associados a determinacdo exg@ampodem influenciar nos estudos
das incertezas, como a calibracdo do espectronzetstabilidade do detector, o fluxo de gas
etc. Os efeitos associados as pequenas mudanges pasimetros podem influenciar no pico
dos espectros das amostras e do padréo, podemedi@rintem até 10% no calculo final das

incertezas associadas ao método.
3.2.6.1. Diagrama de causa e efeito (espinha ae)pei

Uma das abordagens para obter a lista das posgiwes de incerteza € o emprego
do “Diagrama de Causa e Efeito”, também conheatheacDiagrama de Espinha de Peixe ou
Diagrama de Ishikawa. O exame do diagrama pode Bewémplificacdo, seja agrupando as
fontes de incerteza que podem ser consideradasrensérie de repeticdes, seja removendo
termos duplicados. O diagrama simplificado podéd@nser usado para assegurar que todas
as fontes de incerteza foram levadas em contari@siggos da construcdo do Diagrama de
Causa e Efeito estdo descritos na norma NBR 1S@(2000) (47).

As principais fontes de incertezas relacionadaspeaaredimento analitico deste
trabalho (analise de Cu, Mg, Mn, Se, V e Zn) estimesentadas no diagrama de causa e
efeito (FIG. 3).
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FIGURA 3- Diagrama de causa e efeito para o procedimertidtian na determinacdo dos

elementos de interesse em amostras de soro humano

Como indicado na FIG. &s fontes de incerteza que contribuem na metodo|uayia
a determinacao dos elementos de interesse saoarsgiens associados a curva de calibracéao

e 0s parametros associados ao processo de medicao.
3.2.6.2. Incerteza associada & concentragéo elanmenaliquota analisaddCo)

A incerteza para zm(Co)é a combinacéo das incertezas da solucédo padraxespo

de medicao através da curva de calibragéo.

A incerteza da 6 padrac® Obtida pela Eq.5 (48).

SO

2 2 2
=C Uy, Uc Uy,
d0 M =+ e _ Vestogue
Ve oo solpadréo { | j + v (5)

Onde:

estoque estoque

Csol padrao= concentracao da solugéo padrédo preparada pemacsbpontos da curva (
solucao diluida) ;
Msolucao= massa final da solucéo padréo diluida;

u (Msoucag = incerteza da massa da solucéo diluida, calawath Eq. 6 (47).

u(M) = ()’ +(u, ) + (u, )’ (6)

Onde:

(u1) = incerteza informada no certificado de calibaga balanca utilizada;
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(up) = incerteza dos dados obtidos a partir de grafitsocontrole do laboratério;

(us) = repetitividade da balancga.

Cestoque = CONcentragdo da solugéo padréo estoque, esterdosmcdo € informada
pelo fornecedor da solucéo (Spex);

u ( Cestoque) = incerteza da concentracao na solucéo estajoelada pela Eq.7(49).

u(Cestoque) = Cestoque><

Snominal i 2
( 3 J +[u(d)} @
C d

estoque estoque

Onde:
Shominai = desvio padrao dado para a concentracéo da sahstéque;
destoque= densidade informada no certificado da solugamoest;

u(d) = incerteza da densidade da solucédo de acordadEq. 8 (48).

u(d¥m = incerteza da densidade dada pelo fornecedor beéso

padrao estoque;

T;= taxa de mudanca da densidade com a temperatura;

1.96 = calor atribuido para 91% de confianca,

U (Mestoqug = incerteza da massa da solugéo estoque, € adécpela Eq.6;

Mestoque = Massa da solugdo padréo estoque transferidappeparar a solugéo

padrao diluida.

No processo de medicdo através da curva de cdibrastdo envolvidos o0s

parametros dos pontos da curva e sinais de resposta
A incerteza no processo de medicdo € calculada pegla9, segundo o guia

Eurachem (49).

-0o)? 9)
u(proc_medicag = E\/E L1, (-0
B\n m Q,

Onde:
S= desvio padréo residual, é calculado na Eq.10
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i[Ai -(B, +B.c)I* (10)

m-2

S

Sendo

A, = cps para o padrao de calibracao;
Bo = intercepto da curva;

B: = slope da curva;

Cc, = concentragéo real de cada solugéo na curva;

m = numero de medidas para a calibragao;
m = numero de medidas para calibracéo;
n = numero de medicOes realizadas para determipar C
C, = concentracdo do analito obtida na amostra e
Q« = somatorio, calculado pela Eq.11.
Qu=(c, -0 -
=1
Onde:

¢ = concentragdo calculada a partir da equagaorda enalitica,;

c= concentracdo média das solu¢des da curva.

Portanto,

Ue, = \/(u5°|Padf5\0)2 + (U proc_medi(;élo)2 (12)

3.2.6.3. Incerteza associada & massa da amdaf@mostrg e massa finaii(Mfinal)

As incertezas na massa da amostra e massa fioaakfiladas da mesma maneira, de
acordo com a Eq. 6. As fontes de incerteza a semmideradas aplicadas ao processo de
pesagem s&o a contribuicdo da incerteza informadeertificado de calibracdo da balanca
utilizada (y4), os dados obtidos a partir de graficos de comtdn laboratdrio () e a
repetitividade da balancasfu48).

3.2.6.4. Incerteza associada & taxa de recuper4ggo

E aincerteza da recuperacao € obtida pela Eq93 (4
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2

AR o) o w

C nxC2

sol _ padrao obs

Onde :

R = taxa de recuperacao;

s = desvio quadrado das medicfes da solucaodiuida;

C = concentracdo média obtida das medi¢cdes dagppadrao diluida;
n = numero de medicfes da solucéo padrao diluida;

u(C

sol_padrao) = jncerteza da solucéo padrao diluida, calcupeda Eq.5
3.2.6.5.Calculo da incerteza padrdao combinada

Para calcular a incerteza padrdo combinada, aderes padrdo de cada componente

foram consideradas, de acordo com a Eq.14.

UCoo )= Coure X (u(Co)jZ . (u(R)jZ +(u(|\/|amostra)j2 +[U(M f )]2 "

CO R M amostra M f

E substituindo nesta equacédo os valores das iresrigadrdao de cada componente,
apresentados nas TAB. 16 a 21, temos a incerterdgaombinada para cada elemento de

interesse.

3.3. Andlise Estatistica

A quimiometria € uma area da quimica que faz usofedementas estatisticas
multivariadas para extrair o maximo de informac¢@agémnicas relevantes na analise de um
conjunto de dados com um grande numero de varialzsias ferramentas possibilitam a
identificacdo de correlacdes impossiveis de se roéasede forma direta, realcando as

informacdes mais relevantes (39).

3.3.1. Andlise Discriminante Stepwise

Na analise de discriminantes (AD) parte-se de doisnais grupos de amostras com
histérico conhecido na tentativa de se encontrax combinacao linear entre as variaveis que
caracterize as diferencas existentes entre os girigsia avaliacdo estabelece uma funcéo
discriminante capaz de classificar novos casosietmando também a probabilidade destas

amostras de pertencerem a cada um dos grupos e@aung (39).
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A funcéo discriminante pode ser escrita pela Eq.15.

Z =W, X, +W, X, +W, X,... + W, X, (15)

Em que: Z corresponde acorediscriminante, Wcorresponde ao peso discriminante
para a variavel i e )orresponde a variavel independente i.

Essa equacéo determina soorediscriminante para cada observacaosearemeédio
do grupo. A média do grupo é referida como cengoid

Através dos centréides determina-se o grupo de andtitalizacdo para qualquer
caso. O teste de significancia estatistica da fud¢griminante é medida pela distancia entre
os centroides dos grupos, ou seja, quanto maisintést os centroides de cada grupo
estiverem, mais as variaveis selecionadas est#gierttiando os grupos.

Quando o métodstepwise- que testa cada variavel separadamente — éadtilipara
interpretacdo do poder discriminante das varidveispendentes sdo avaliados os valores F,
sendo que quanto maiores forem, maior sera o mbgerminatorio das variaveis. A analise
de discriminante stepwise (AD) linear é baseadaeste de Fisher pela significancia das

variaveis (50).

3.3.2. Anélise de Componente Principal

A andlise de componente principal (ACP) estuda metagdo existente entre um
grande numero de variaveis, agrupando-se em algansos fatores, sendo a principal
finalidade a reducéo da matriz de dados (39). Emétodo de analise multivariada utilizado
para projetar dados em n-dimensfes em um espdgaixdedimensdo, normalmente duas ou
trés. Isso é feito através de calculo de composemencipais obtidas fazendo-se
combinacg@es lineares das variaveis originais. AGPnénétodo exploratdrio porque auxilia
na elaboracdo de hipoteses gerais a partir dossdamletados, contrastando com estudos
direcionados nos quais hipéteses prévias sdo sestbldna ACP extrai fatores independentes
a partir de numeros altamente correlacionados @oordposicdo da matriz dos dados: matriz
loadings,o qual contém fatores independentes e a matrszales.

Em uma andlise de componentes principais, o agrep@mdas amostras define a
estrutura dos dados através de graficosagese loadings,cujos eixos sao componentes
principais (CPs) nos quais os dados sao projet&@kscoresfornecem a composicéo das CPs
em relagdo as amostras, enquanttoadingsfornecem essa mesma composi¢cdo em relacdo

as variaveis.
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Esta ferramenta é fortemente indicada quando ballra com um grande numero de
variaveis, sendo largamente utilizada na andliggoeatéria de dados (pré-avaliacdo dos
dados), visando uma compreensao completa do pratdéordado.

Como as CPs sdo ortogonais, € possivel examinaelagbes entre amostras e
variaveis através dos graficos dssorese dosloadingsO estudo conjunto dscorese
loadingsainda permite estimar a influéncia de cada variémetada amostra (50).

3.3.3. Analise de Cluster

Na analise de cluster (AC), cada ponto forma soenemt agrupamento inicial e entdo
a similaridade da matriz é analisada. Os pontos siaiilares sdo agrupados formando um
grupo e o processo € repetido até todos os poattengerem a somente um grupo.

A AC é um processo hierarquico, cada passo a ndgridados € diminuida em uma
dimensao, pela reunido de pares semelhantes,ratéhido de todos os pontos em um Unico
grupo. O objetivo da AC € mostrar os dados em upags bidimensional de maneira a
enfatizar os seus agrupamentos e padrdes natdrdistancia entre os pontos (amostras ou
variaveis) reflete a similaridade de suas propdeda portanto, quanto mais proximos
estiverem 0s pontos no espagco amostral, mais s@sil@les sdo. Os resultados sé&o
apresentados na forma de dendogramas, 0s quajgaagamostras ou variaveis e funcdo da
similaridade. A distancia euclidiana e a técnicacdeexdo baseada na distancia do vizinho

mais préoximo sdo as metodologias mais utilizadas paalculo da similaridade (50).

4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Casuistica

Foram avaliados 153 pacientes acompanhados peteigdede Endocrinologia e de
Nefrologia do Hospital Universitario da UniversigaBederal de Juiz de Fora, acompanhados
durante os anos de 2004 / 2005 assim divididos:

Grupo 1: composto por 86 sujeitos com diagnostieosthdrome metabdlica, segundo os
critérios da OMS; Grupo 2: composto por 67 sujeitéds portadores de sindrome metabdlica
(grupo controle).

O numero de sujeitos do grupo 1 foi superior agmo 2 (controle) em fungdo da

possibilidade de existéncia de subgrupos de pasenportadores de sindrome

metabolica.Contrariamente, o grupo controle seradygneo.
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Os sujeitos foram classificados como tendo sindrameéabdlica pela definicdo da
OMS e pelo CNEP (51,52), tendo como critério déuiséo:
1. Homens e mulheres néo gravidas, com idade 4@tee70anos;
2. Assinatura do consentimento livre e esclarecido;
3. Diabetes mellitus tipo associado a dois ou mais dos critérios abaixo:
a.hipertensao arterial leve a moderada, definmaocPAD> 90 mmHg e
<110 mmHg e PAS >140 mmHg e <160 mmHg;
b.indice de massa corporal (IMC) > 26 k§kn< 35 kg/m;
c.circunferéncia da cintura > 88 cm, em mulheres 102 cm, em homens;
d.triglicérides> 150 mg/dl;

e.colesterol HDL < 40 mg/dl, em mulheres e <35dh@m homens.

4.1.1. Etica Médica

O projeto foi aprovado pelo comité de ética paragpsas em humanos da
Universidade Federal de Juiz de Fora (nUmero deogotm: 211-015/2003).Esse estudo
também foi aprovado pelo Comité de Etica do Institle Pesquisas Energéticas e Nucleares
— IPEN (ANEXO |).

4.1.2. Coleta das amostras de sangue

O volume de sangue coletado foi de 10-15 mL ohpislopuncao periférica da veia do
antebraco utilizando scalp 21G (Becton Dickinso8A) Os participantes estavam em jejum
de 8 horas para que fossem realizadas as analspsrhicas e hematoldgicas previstas. As
amostras de sangue coletadas em tubos contendoaantiante (EDTA dissédico 0,16 M)
foram utilizadas para a realizagcdo do hemogramguaatificacdo das plaquetas. A contagem
diferencial foi realizada em esfregaco confeccioneoim a mesma amostra de sangue total,
empregando microscopia oOptica (microscopio Eclig200, Nikon, Japdo) e objetiva de
imersdo. As amostras de sangue coletadas em taboargicoagulante foram centrifugadas,
apos coagulacao, a 3.000 rpm (centrifuga EpperdiI®R), por 15 minutos a temperatura
ambiente, para a obtencdo do soro, o qual foi alaglo, codificado e armazenado em
criotubo a temperatura de - 80°C, garantindo giittade e identidade das espécies até o
momento da analise. As analises bioquimicas foraalizadas com o emprego de
equipamento automatizado de alto desempenho, comodaoiegias analiticas de uso
consolidado nas analises clinicas, através deddtgentes de marcas tradicionais no mercado.

Todo o material foi codificado de modo que a id#adie dos participantes néo fosse revelada.
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4.2. Materiais e Método

4.2.1. Amostras analisadas

Todas as amostras analisadas sdo procedentes @at@mcacompanhados pelos
Servigcos de Endocrinologia e de Nefrologia do H@$pUniversitario da Universidade

Federal de Juiz de Fora.

4.2.2. Instrumentacéo

O equipamento utilizado foi um espectrometro desamgle dupla focalizacdo com
fonte de plasma indutivo (HR-ICPMS), Element 1 cangeometria reversa da Finnigan
MAT, Bremen, Alemanha, pertencente ao LaboratéeicCdracterizacdo Quimica e Isotépica
do Centro de Quimica e Meio Ambiente do InstitueoREsquisas Energéticas e Nucleares
(IPEN).

4.2.3. Balanca

Para todas as pesagens realizadas, na preparagaoodias e padroes, foi utilizada
uma balanca analitica modelo BK 600 da Gehaka @n@om. Gehaka Ltda. SP, Brasil). O
certificado de calibracdo da balanca utilizadatidmipela Micronal apresenta a relagao entre
cargas aplicadas e a correspondente incertezadleduebtida.

O procedimento de pesagem utilizado envolveu semppeecucdo de duas atividades
imediatamente prévias as pesagens. A primeira feerdicacdo da calibracdo da balanca
através da utilizacdo de pesos padrdo de verificaBdsegunda foi a execucdo de uma
sequéncia de pesagens do peso padréo de verifipag@a avaliacdo da incerteza oriunda da
repetibilidade da balanca utilizada, conforme d&saios proximos itens.

4.2.4. Micropipetas

Para a manipulagdo quantitativa de pequenas qadesdde solu¢cdes de amostras e
padrbes, foram utilizadas micropipetas calibradasjelo Finnpipette (Labsystems, Helsinki,
Finlandia) e LABMATE (Warsaw,Poland).

4.2.5. Reagentes utilizados
- &cido nitrico Suprapur (HN
- agua obtida por sistema de purificacdo Millig@m resistividade de 18,20cm a
25°C.
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4.2.6. Padrdes utilizados

Todas as analises no HR-ICPMS foram precedidagefmmacao de solucbes padréao
dos mesmos analitos a serem quantificados. Es$agdes foram preparadas a partir da
transferéncia, com micropipetas calibradas, deialés de solucdo padrdo elementar Spex
originalmente com uma concentracédo de 1000tig impcerteza declarada de 0,5% n&o tendo
sido fornecido o nivel de confianca. As solu¢cdedaeem meio de acido nitrico (HNcom

concentracdo de 5%.

4.2.7. Preparacao das solucdes de padroes

Para estabelecer a funcdo de calibragdo atravéguadlforam determinadas as
concentracdes elementares de interesse foi prepamad conjunto de solugbes padréo,
contendo os analitos pesquisados nas concentrded@®4 a 2000 ng’y dependendo do
analito.

Para a obtencdo desse conjunto de solu¢cfes padn&ogessaria a diluicdo da solucao
original, até uma concentracdo intermediaria, adiba dessa forma, a manipulagdo de
quantidade de material muito pequena, que resalem solucdes finais com incertezas
associadas muito elevadas.

As solucées padrdo Spese Mn, Se e V foram, entdo diluidas até uma cormeim
1000; 10000 e 1000 ng'grespectivamente. Para o Se transferiu-se 0,1 alsalucéo
original para um tubo de polipropileno aferindo selume a 10 mL com HN{a 2%, e no
caso do Mn e V, transferiu-se 0,1mL da solucdoimalgpara seus respectivos tubos de

polipropileno aferindo seus volumes a 100 mL cont3&l 2%.

4.2.7.1. Preparo da Solucdo Padrao Méae
A TAB.2 apresenta as massas necessarias a pasiiuzio padrdo Sp&4Cu, Mg, e

Zn) e das solucdes preparadas anteriormente deSkle V para obter a solugdo mée dos
analitos.

TABELA 2 - Massas necessarias para obter 100 gldg&o mae

Solucéo de Partida

ng g* 1002 1003 1000 10000 1000 1000

Cu Mg Mn Se \ Zn
massa pesada (g) 0,18 0,9 1,45 0,23 0,26 0,45

massa final (g) 100 100 100 100 100 100
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4.2.8. Laboratério Limpo

O Laboratorio de Caracterizacdo Quimica (LCQ) neNPonde foram realizados os
experimentos, ofereceu todas as condi¢cbes neaessdgi infra-estrutura e instrumentagéo
necessarias para a execucao do trabalho.

O laboratoério limpo, para manuseio de amostrasogichs (sangue, urina, Soro
humano e cabelo) e/ou amostras que necessitenatdenénto especial (elementos tragos e
ultra-tragos), contendo capela de fluxo laminaristesia central de filtragem de ar. As
amostras sdo inseridas através de caixas de passa@@ necessitando, portanto de trafego
de amostras através de corredores. O laboratégsupd pia para lavagem de materiais e

equipamentos necessarios (geladeira, estufa, nmudisa agitadora, etc).

4.3. Procedimento Experimental

4.3.1. Preparo de amostras

A metodologia de diluicdo adotada neste traballsedase no trabalho de Baragty
al., (53), constituindo-se dos seguintes passos:
1) pesagem de 0,59 de amostra diretamente nosdebmentrifuga;
2) adicdo de 0,5mL de padrao interno de indio 100 ng ¢";

3) solugdes avolumadas com HN@Q14M a 10 mL (diluicdo de 20 vezes).

4.3.2. Parametros Experimentais e Elementos Dataduos pelo HR-ICPMS

Foram medidos 6 elementos (Cu, Mg ,Mn, Se, V e Bnglemento In foi utilizado
como padréo interno nas andlises, para corriginteags flutuacdes de sinal e minimizar os
efeitos da matriz. Na TAB. 3, as condi¢cfes expantais de analise.

TABELA 3 - Parametros operacionais

Gas Argbnio
Poténcia da RF 1250 W
Refrigeracéo 16,0 | mift
Gas auxiliar 0,8 | min*
Gas nebulizador 1,0-1,2 L. mint
Nebulizador Meinhard

Cones e skimmer
Tipo de varredura

Niquel/Platina
E-scan(eleéiiso)

Runs e passes 10x1
Tempo de analise por isétopo 0,010 s
Medi¢cOesper peak 30
Is6topo/ Resolucéo 825e/baixa

Isétopo/ Resolugdo

®3Cu, **Mg,>Mn, >V, °%Zn,/ média
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para obtencao desses resultados, este trabalhia ssgorocedimentos da garantia da
qualidade utilizando métodos validados segundoranildSO 17025.

5.1. Validacao do método proposto
5.1.1. Lineariedade

A linearidade foi estudada por meio da analiserdecanjunto de solugcdes padréo em
diferentes concentracdes com adicdo de padraommterqual produz um espectro de massa
versus intensidade da solugcédo padrao e dessa mang expressao matemética, na forma de
equacao da reta, conforme o item 3.2.1 é fornecida.

As TAB. 4, 5, 6, 7, 8 e 9 apresentam a equacaet@aobtida, acompanhada com o
coeficiente de correlacao linear (r), para a canvalitica dos elementos de interesse.
TABELA 4 - Linearidade para o cobre (Cu)

Coeficiente Concentracao Concentracdo Desvio

Analito Equacio da reta de tedrica calculada Padréo
correlacao 1 1 Relativo
linear (r) (g g) (g g) (%)

0.8 0,75 12,85

32 32,6 3,13

Cu y=0,1883x +0,1825  0,9995 65 66,36 >,33

95 100,88 6,94

130 132,72 6,39

160 165,0 4,48

TABELA 5 - Linearidade para o magnésio (Mg)

Coeficiente Concentragio Concentragio D€SVIO

Analito Equacdo dareta de correlacdo  tedrica calculada Padréo
linear (r) (ng g% (ng %) Relativo
gg gd (%)

400 420,58 4,87

600 619,68 2,62

Mg Y =0,111x -4,5351 0,9988 800 775,09 5,24

1000 968,78 4,42

1500 1432,74 5,78

2000 2022,84 6,47
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TABELA 6 - Linearidade para o0 manganés (Mn)

Coeficiente Concentracdo Concentracéo Eezvio
Analito Equacdo dareta de correlacdo  tedrica calculada Rea:atri?/cc))
i 1 1
linear (r) (ng g") (ng g") (%)
0,02 0,007 21,36
0,05 0,025 17,85
Mn Y =0,5179x-0,0026  0,9989 0,07 0,04 19,11
0,3 0,2 16,87
0,6 0,35 11,4
0,8 0,5 8,57
TABELA 7 - Linearidade para o selénio (Se)
Coeficiente de Concentracdo Concentracéo Eezvio
Analito  Equacdo dareta  correlacdo tedrica calculada Rea:atri?/cc))
i 1 1
linear (r) (ng g") (ng g") (%)
1,6 1,37 11,27
2.0 2,09 5,32
Se Y =0,8989x-0,127 0,9979 2,5 2,58 6,24
3.2 3,26 4,45
4.8 4,82 4,96
7,5 7,45 3,75
TABELA 8 - Linearidade para o vanadio (V)
Coeficiente Concentracdo Concentracdo [P)ezvlo
Analito Equacdo dareta de correlagdo  tedrica calculada Reallatri?/?)
i -1 -1
linear (r) (ng g") (ng g (%)
0,007 0,006 21,51
0,02 0,017 20,03
\Y Y =0,4559x + 0,0026  0,9987 0,04 0,04 18,16
0,086 0,09 14,39
0,2 0,19 5,56

0.4 0,39 8,44
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TABELA 9 - Linearidade para o zinco (Zn)

Coeficiente Concentracdo Concentracéo Bezvio
Analito Equagdo dareta de correlagdo  tedrica calculada Reallatri?/z
linear (r) (ng g") (ng g") (%)
05 0,48 13,35
20 19,0 6,63
Zn  Y=0,0589x + 0,3917 0,9979 40 39,35 4,72
60 63,47 5,48
80 79,43 8,46
100 98,95 4,1

Verifica-se através do estudo da linearidade gwistema € linear dentro da faixa
metodoldgica. Os elementos Mn e V apresentaramaswial padréo relativo alto em relagéo
aos elementos Cu, Mg, Se e Zn em virtude dos ndassanalitos nas amostras em estudo

serem baixas.

5.1.2. Limite de Deteccéo

O limite de deteccédo (LD) foi calculado seguindmm@ma ISO 17025, conforme
descrito no item 3.2.2.

Através da andlise de sete solucdes branco comd' mg padréo interno (In), foi
obtida a concentragdo média do analito nas solug@eso e o desvio padrdo médio destas
concentracdes obtidas. O valor de LD é apresemad®B. 10.

TABELA 10 - Limite de detecc¢do calculado para oadétproposto
Média das

Elemento de ~ Média das concentracdes LD
interesse concentractes do do desvio padrao (ng g%
branco
Cu 0,373 0,152 0,83
Mg 1,503 0,128 1,88
Mn 0,010 0,002 0,015
Se 0,063 0,009 0,09
\Y 0,002 0,002 0,007
Zn 0,379 0,086 0,64

5.1.3. Limite de Quantificacao

O limite de quantificacéo (LQ) corresponde a marmncentracdo do analito que pode

ser determinada com um nivel aceitavel de pre@saracidadétrueness.
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O LQ foi calculado de acordo com o descrito no igh3, e o valor é apresentado na

TAB. 11.
TABELA 11 - Limite de quantificagdo para o0 métodogosto
Elemento de Média das Média das concentracées LQ
interesse concentracoes do do desvio padrao (ng g%
branco

Cu 0,373 0,152 1,89
Mg 0,873 0,128 2,15
Mn 0,010 0,002 0,024
Se 0,063 0,009 0,153
V 0,002 0,002 0,022
Zn 0,379 0,086 1,24

5.1.4. Precisao

Como descrito no item 3.2.4, a precisao pode satesga por meio da repetitividade.

O calculo da repetitividade sera representadoemo & seguir.

5.1.4.1. Repetitividade

Para o calculo da repetitividade do método, foraeparadas duas solu¢gbes padrédo
dos elementos em estudo com diferentes concensiag@stas analisadas, de forma sucessiva

conforme apresentado na TAB. 12.

TABELA 12 - Resultados obtidos da precisao na swygadréo P1

Concentragao : ~
¢ Desvio padréao

Elegnento ; Il\/IéEIia s dl\iamefro d~e da Dlgsviot'lza%réccl) da
~ etitividade
esse g foda0 GSTINROS concenacao  RoPELL
g o (ng g")

Cu 24,48 10 1,15 4,70

Mg 104,78 10 6,89 6,57

Mn 0,24 10 0,034 14,16

Se 0,38 10 0,022 5,79

vV 0,04 10 0,007 17,5

Zn 6,47 10 0,37 5,72




TABELA 13 - Resultados obtidos da precisao na swygadréo P2
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Concentracao

Elemento Média ~ NUumero de

d da solucéo T

e adrio determinacdes
interesse pac (n)
analisada
(ng g')

Cu 58,93 10

Mg 300,2 10

Mn 0,48 10

Se 0,75 10

vV 0,086 10

7n 15,87 10

Desvio padréao

da ~ Repetitividade
concentragao 0
(ng ) (%)
2,093 3,55
13,66 4,55
0,055 11,45
0,066 8,80
0,01 11,63
1,11 7,0

Desvio Padrao da

5.1.5. Recuperagéao

O estudo de recuperacgéo foi realizado em tripligata3), adicionando-se solugdes do

padrdo analitico contendo os metais de interesseastra de sord-oram efetuadas adicOes

do padrdo nas faixas correspondentes aos elemamtimgeresse, e os valores obtidos estao

apresentados na TAB.14.

TABELA 14 — Média do recuperado (ng)gt SD

Adicionado

1 Cu Mg Mn Se \% Zn
(ng g’)
0,02 - - 0,014+ 0,12 - 0,016+ 0,024 -
0,05 - - - - 0,06+ 0,064 -
0,1 - - 0,13+ 0,17 - 0,084+ 0,08 -
0,2 - - 0,18+ 0,20 - 0,18 £ 0,07 -
0,4 - - 0,3+ 0,27 - - -
1,0 - - - 0,96 £0,8 - -
5,0 - - - 6,9+1,2 - -
25 30 +1,57 24,515 - 28,5+1,61 - 30+3,91
50 58,5+2,0 51+£2,0 - 61+£2,0 - 61,5%+5,5
100 115+ 3,0 97 +1,2 - - - 118 £5,0
150 153+7,6 151,5%+3,1 - - - 151,5+£8,2
200 228 £ 8,7 196 £5,5 - - - 196 + 8,9

-: ndo adicionado; SD: desvio padrédo

De acordo com os resultados obtidos na TAB.14 naltas estudados apresentaram uma

boa reprodutibilidade na faixa estudada. Isso fmisderado satisfatorio para o objetivo do

trabalho em virtude dos niveis dos analitos estateracordo com as faixas correspondentes

aos elementos de interesse nos grupos de estudoofalementos Cu, Mg, Se e Zn (100-

120%) e no caso dos analitos Mn e ¥s niveis de recuperacao ficaram em torno de 90%
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,sendo considerados satisfatérios em virtdde baixos teores presentes na amostra e de
estarem proximos aos valores obtidos neste trappéra limite de quantificacao.

5.1.6. Andlise do material de referéncia por HRM3P

A precisdo do método, obtida durante o periodo edigho, pode ser avaliada através
da medicéo dos resultados da analise do materraffel€ncia certificado de elementos tracos
Seronorm™ (lote 704121). O padrdo foi submetido ao procedsoreconstituicdo e as
amostras foram preparadas em triplicata. A medd#o resultados, para cada elemento, é
apresentada na TAB. 15.

TABELA 15 - Valores obtidos para o material de réfeia, por HR-ICPMS

Material de Metal (ng g Valor Certificado Recuperacéao
Referéncia (médiat SD) (ng g% (%)

Cu 1103,94+ 4,29 1300 84,91

Mg 17103,88t 2,92 20000 85,52

Mn 578+ 1,5 6,2 93,22

Se 79,65+ 1,21 80 99,56

Zn 1188,90+ 4,88 1480 80,33

Os resultados obtidos apresentaram uma recupenagdalem de 90% dos elementos
certificados devido o padrdo ser liofilizado e hgémweo, composicdo esta diferente da

amostra de soro in natura com gordura.

5.1.7. Fontes de Incertezas e suas respectivatapas padrao

O calculo da estimativa de incerteza associadaracepso de medicao permitiu a
compreensdao de cada etapa do procedimento anaditieoidentificacdo das fontes de
incerteza.

A incerteza do resultado final foi estimada pelanbmacédo das componentes
descritas nas TAB. 16, 17, 18, 19, 20 e 21.
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TABELA 16 - Valores intermediarios e incertezasdeéerminacdo do cobre

Fontes de Valor Incerteza Padrao Incerteza
Incerteza Xi u(Xi) Relativa
Cu U(Xi)/ Xi

Concentracao
na aliquota 50,05- 71,15 2,0774-1,0934 0,0415 - 0,01536
(ng g%
Massa da 0,5 0,00077 0,00154
amostra(g)
Massa final(g) 10 0,00077 0,000076
Recuperado 0,8491 0,0107 0,0126

Concentracéo (C) + incerteza expandida (hg g
CCU (minima)z 1001 * 86,9 e & (mé_xima): 1423 * 56,74

Para a concentracdo minima final de 1001 hgagincerteza associada foi de 9%, e

para a concentracdo méaxima final de 1423 hgagncerteza associada foi de 4%.

TABELA 17- Valores intermediarios e incertezas réedninacdo do magnésio

Fontes de Valor Incerteza Incerteza
Incerteza X Padréao Relativa
Mg ' u(Xxi) u(Xi)/ X

Concentragao
na aliquota 799,94- 896,45 22,80-18,83 0,0285 —-0,021
(ng g')
Massa da 0,5 0,00077 0,00154
amostra(g)
Massa Final(g) 10 0,00077 0,000077
Recuperado 0,8552 0,0176 0,020

Concentracéo (C) + incerteza expandida (fg g

Tanto para a concentracédo minima final de 15998 hguanto para a concentracéo

maxima final de 17929 ng'ga incerteza associada foi de 4%.
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TABELA 18- Valores intermediarios e incertezas séedminacdo do manganés

Fontes de ~ Incerteza
Valor Incerteza Padréo .
Incerteza X u(x) Relativa
Mn ' ' u(Xi)! Xi
Concentragao
na aliquota 0,02 - 0,083 0,0025 -0,0015 0,125 -0,018
(ng g")
Massa da 0,5 0,00077 0,00154
amostra(g)
Massa Final(g) 10 0,00077 0,000077
Recuperado 0,9322 0,0188 0,020

Concentracéo (C) + incerteza expandida (fg g
Cwin (minima) = 04+0,1 etn (méxima) = 1,66 + 0,09

Para a concentracdo minima final de 0,4 figayincerteza associada foi de 25%, e

para a concentracdo méaxima final de 1,66 hgagncerteza associada foi de 6%.

TABELA 19- Valores intermediarios e incertezas rtedminacdo do selénio

Fontes de Valor Incerteza Incerteza
Incerteza Xi Padrao Relativa
Se u(Xi) u(xXi)! X;

Concentracao
na all’lquota 2,0-3,44 0,0764 — 0,0672 0,0382 - 0,020
(ng g’)
Massa da 05 0,00077 0,00154
amostra(g)
Massa final (g) 10 0,00077 0,000077
Recuperado 0,9956 0,0205 0,0205

Concentracéo (C) + incerteza expandida (i g
Cse (minimaj= 40 * 3,52 € Ge (maximay 68,8 + 4,3

Para a concentracdo minima final de 40 fgagincerteza associada foi de 9%, e para

a concentracdo méaxima final de 68,8 fly @incerteza associada foi de 6%.
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TABELA 20- Valores intermediarios e incertezas réedminacdo do vanadio

Fontes de Valor Incerteza Incerteza
Incerteza Fontes de Incerteza Padrao Relativa
V Xi u(Xi) u(Xi/ X;
Concentracao 0,01 - 0,04 0,0015 - 0,001 0,15- 0,025
na aliquota
(Mg L)
Massa da 0,5 0,00077 0,00154
amostra(g)
Massa final (g) 10 0,00077 0,000077
0,9 0,0202 0,0224

Recuperado

Concentragéo (C) + incerteza expandida (A g
Cv (minima)= 0,2+0,06 e Q(méxima): 0,8 £ 0,054

Para a concentracdo minima final de 0,2 figayincerteza associada foi de 30%, e
para a concentracdo maxima final de 0,8 hgagncerteza associada foi de 7%.

TABELA 21- Valores intermediarios e incertezas séedminacao do zinco

Fontes de ~ Incerteza
Valor Incerteza Padréo .
Incerteza X u(x) Relativa
Zn ' ' u(Xi)/ Xi
Concentragao
na aliquota 43,6 — 54,15 3,3312 — 2,3585 0,0764— 0,0435
(ng g')
Massa da 0,5 0,00077 0,00154
amostra(g)
Massa final(g) 10 0,00077 0,000077
Recuperado 0,8033 0,0204 0,02540

Concentracéo (C) + incerteza expandida (g g
CZn (mfnima)z 872 i 140,44 ei;(méxcima): 1083 i 109,26

Para a concentracdo minima final de 872 Hgagincerteza associada foi de 16%, e
para a concentracdo méaxima final de 1083 hgagncerteza associada foi de 10%.

Comparando-se os resultados para Cu e Zn na TAB.16B.21, respectivamente,
verifica-se que suas contribuicdes de incertezavalores numéricos, sao similares. Isto
significa que, segundo o método empregado, apeasemtcaracteristicas analiticas idénticas.

Ou seja, nivel de concentracdo compativel com rid&e condicbes experimentais, como
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branco e curva (FIG. 4 e 5), demonstrando assirobastez da metodologia para esses
elementos nesse nivel. A incerteza final para e&iou de 4 a 9%,e para 0 Zn, de 10-16%.

COBRE

Conc.na aliquota
S
]
§ massaamostra
g
()
© massa final
[%]
2
S
L recuperagao

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
Incerteza Relativa

FIGURA 4 - Contribuigéo individual na concentraghocobre

ZINCO

Conc.na aliquota
S
]
§ massaamostra
£
()
© massa final
[%]
2
S
L recuperagao

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
Incerteza Relativa

FIGURA 5- Contribuicéo individual na concentracéo de zinco

Para o Mg, a maior contribuicdo na incerteza paddionbinadato foi a incerteza na
concentracdo da aliquota e na recuperacao (FIGn&),nada significativo para a incerteza

final em torno de 4%.
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MAGNESIO

Conc.na aliquota
S
[
$ massaamostra
£
(4]
e massa final
[%]
[0
5
L recuperagao

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
Incerteza Relativa

FIGURA 6 - Contribui¢do individual na concentrag@®magnésio

Como pode ser observada na FIG.7, para o0 elememtoganés, as principais
contribuicbes para a incerteza padrdo combinadanfatevido a concentragdo na aliquota
analisada e a recuperacdo. Mesmo neste nivel dertoacdo, o método funciona bem, mas

com maior grau de incerteza (cerca de 25%).

MANGANES

Conc.na aliquota

massa amostra

massa final

Fontes de Incerteza

recuperacao

0 0,02 0,04 006 008 01 012 014 0,6

Incerteza Relativa

FIGURA 7 - Contribuig&o individual na concentragiiomanganés
Os resultados obtidos para o Mn permitem a anéléselois fatores fundamentais
relacionados a qualidade de um resultado analificprimeira diz respeito a precisdo da
medida. Este elemento esta presente a niveisra¢ratios nas amostras (0,02; 0,04 e 0,08 ng
gl), niveis préximos aos valores obtidos, neste thabapara o limite de deteccéo e
quantificacdo (0,015 e 0,024 nghgespectivamente. Como conseqiiéncia, 0os niveis de
precisao do sinal analitico foram cerca de 20%.

A segunda refere-se a curva analitica. Observapsieuana caracteristica importante e

muito comum em trabalhos analiticos de rotina. Avawanalitica (0,02 — 0,8 ng*putilizada
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apresentou-se linear na faixa analitica de colsedor elemento de interesse, mas também
proximo ao limite de deteccéo e quantificagdo deooe (FIG.8). Isto significa que os pontos
inferiores da curva, regido de maior influénciaapar analito de interesse, apresentaram
também uma precisdo inferior, aumentando o valomderteza na medicdo. Visto que a
medida que a concentracdo das amostras afastasdenttes de deteccdo e quantificacdo, a
incerteza vai diminuindo de 25 para 6 (%) (FIG.9).

0.5 - y=05179x -0.0026
- R’ =0.9989
£ 04 -
o
& 03qLD
g |
@ 02111LQ
T |
£ 01 I |
I:III:I T T T T T T T T 1
o0 01 02 03 04 05 06 0OF 08 09
Concentragdo Mn (ngg™)

FIGURA 8 - Curva analitica para o manganés

MANGANES

incerteza (%)
- —_ (s8] [su] ()
o o o (4] o
! ! |

(L}
L

[=1

T T T T T T T T s
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,08 0,08 0,07 0,08 0,09

concentragio ng.g-1)

FIGURA 9- Incerteza para a concentracdo do manganés

No caso do Se, a maior contribuicdo na incertedadpacombinada foi a incerteza na
concentracdo da aliquota seguida da precisdo (B)d entanto, nada significativo para a
incerteza total na faixa de 6 a 9%.
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SELENIO
Conc.na aliquota
I\
i)
§ massa amostra
£
3 )
ot massa final
1o}
c
o
L recuperagao
T T T T T 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
Incerteza Relativa

FIGURA 10 - Contribuicéo individual na concentragBoselénio

Assim como para o elemento Mn, as principais couitbes para a incerteza padréao
combinada para o elemento V foram a precisdo dalches, a concentracdo na aliquota
analisada e a recuperacédo (FIG.11). O V nas amsas$ta em niveis baixos (0,01; 0,02; 0,04
ng g%), niveis estes proximos aos valores obtidos,egalho, ao limite de deteccéo (0, 007
ng g%) e quantificacdo do método (0,02 r§.gA curva analitica (0,007-0,4 ng'glinear na
faixa analitica de cobertura do analito de intereggesentou-se também proxima ao limite de
quantificacdo (FIG.12). Com isto, a incerteza fidallta nas amostras em estudo, no entanto,

tende a diminuir a medida que afasta-se dessaordgid0 para 7 % (FIG.13).

VANADIO

Conc.na aliquota
massa amostra

massa final

Fontes de Incerteza

recuperagao

0 0,006 001 0015 0,02 0,025 0,03

Incerteza Relativa

FIGURA 11-Contribuicédo individual na concentrac&ovanadio
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FIGURA 12-Curva analitica para o vanadio
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FIGURA 13 - Incerteza para a concentracao do vanadi

No caso do Mn e do V, o analista poderia reduzircarteza padrdo combinada, pré
concentrando os analitos de interesse, utilizandmeama técnica com um sistema de
introducé@o de amostra de alta eficiéncia ou mesdozir o intervalo da curva analitica. Caso
a faixa esteja proxima ao valor obtido neste ttadbahra o limite de deteccéo, o analista pode
fazer uma andlise relativa preparando um padra@presente exatamente o mesmo nivel de
sinal das amostras em estudo e usar a regra deotrgsor fim utilizar outra técnica. No
entanto, todas estas acdes irdo apresentar maigassfde laboratorio e, certamente, irdo
trazer outras fontes que possam contribuir panaexrteza expandida.

Verifica-se que algumas fontes de incerteza, corassa final e massa da amostra,
podem ser consideradas como insignificantes no epsoc de obtencdo da incerteza
expandida. Porém, sempre deve haver a considetias8as fontes e avalia-las tecnicamente,
principalmente se houver mudanca dos equipameniigcados ou do grupo envolvido na

preparacao das amostras.
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5.2. Andlise Estatistica dos Dados

A TAB. 22 apresenta os resultados da média e dgmdodo das concentracbes dos
elementos traco, e suas respectivas faixas.

TABELA 22— Concentracdes médias dos elementos traco em sawjeltos diabéticos (n =
86) e de controle (n=67) e desvio padrao

. Sujeitos

Sujeitos .

T . controle Faixa encontrada
Elementos diabéticos Faixa encontrada 1

1 (ng g’)

(ng g’)
Cu 1160,25 + 3,52 1000,94 -1422,25 1080,61 + 4,0 919,63-1293,54
Mg 17024,96 + 493 15998,85 —-17928,85 20039,6(1+5 17185,9-22836,4
Mn 1,16 + 8,55 0,43-1,66 1,25+ 11,15 0,74-1,95
Se 56,45 + 6,94 40,27-68,82 106,7 +5,45 80,464134,
vV 0,43 +12,12 0,17-0,8 0,80 £+11,21 0,55-0,95
Zn 948,1 +4,1 872,0-1083,9 1052,40 + 3,9 907,81-1194,15

Analisando os resultados na TAB. 22, para o elemesdbre, a média das
concentracdes encontrada para os sujeitos diabdticde 1160,25 ng{ valor este que esta
de acordo com a média encontrada na literatureD84,33 (9) e 1297,52 ng'g10) assim
como para os sujeitos controle, a média foi de Bl1806g ¢' e na literatura 840 e 930,37 ng g
1 (9,10). No entanto, ao analisar a faixa dos @faiiabéticos podemos perceber que alguns
resultados individuais podem ser vistos na faixaatdrole conforme apresentado no boxplot
(FIG.14), em gque a variacdo dos dados no grupo $ug@stos diabéticos € maior quando

comparada ao grupo 2 ,controle.
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FIGURA 14 — Boxplot das concentracfes do elemeoiwec(1: diabéticos e 2: controle).
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O magnésio aparece em menor concentracdo em sujiginéticos (17024,96 ng'y
em relacdo aos sujeitos do grupo controle (20038¢6@"). Valores estes similares ao da
literatura, em que 16800,0 e 18960,0 ntpaya sujeitos diabéticos enquanto 22080,0 e
24000,0 ng gpara os sujeitos controle.

Assim como para o Cu e Zn percebe-se que para a fdixa dos sujeitos diabéticos
tendem a dos sujeitos controle em virtude de umiarnadispersdo dos resultados na faixa

controle.

24000

22000 «

20000 o

18000 o
16000 o %

14000

concentragdo de magnéso (g g-1)

grupo

FIGURA 15 — Boxplot das concentracdes do elemerstgnésio (1: diabéticos e 2: controle).

Os niveis observados para 0 manganés em sujeitsétidos (1,16 ng 9
apresentaram baixa significancia em relacdo aaaer(tl,25 ng @), fato este de acordo com
a literatura (17). Essa observacdo sugere que, ramionetabolismo do manganés seja
alterado, pode ser um fator na etiologia da doengaasos selecionados, mas a deficiéncia
do manganés nao parece ser uma ocorréncia comudiabéticos (9).

Analisando o boxplot na FIG.16 em relacdo a dsperdos dados, verifica-se que
apesar da alta variabilidade para o manganés, dmmas ndo diferem significamente, uma
vez que os valores médios de classificacdo dostasijestdo concentrados em volta da
mediana. O grupo 1 (diabéticos) apresentou valor@smos muito baixos em relagdo ao
grupo 2 (controle) indicando uma maior heterogeauad

Duas amostras de sujeitos diabéticos apresentatmmes diferentes do conjunto, que
foram 15 e 16. Os valores que originaram tais elifeas foram 0,44 ng'gpara a amostra 15
e 0,45 ng g para a amostra 16. Naturalmente, deve-se obsgnerestes resultados n&o
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deverdo ser descartados e até que se possa coquhiitais valores foram realmente
aberracdes, variagbes nos equipamentos etc.

25

20 4

1,54

10 4

concentragio de mangands (ngg-1)

0,0

grupo

FIGURA 16 — Boxplot das concentracdes do elemeranganés (1: diabéticos e 2: controle).

Para o selénio, a média encontrada nos sujeitbgtitias foi de 56,45 ng'ge 106,7
ng g' para os sujeitos controle, apresentando assim difeeenca significativa entre os

sujeitos em estudo, o que difere ao ser reportad®pvarro-Alarcoret al.(14) e Schlienger
et al.(15).

Na FIG.17, a alta variabilidade na concentracd@ldmento selénio nos sujeitos em
estudo realmente refletem medianas que diferemifisgmente. Podemos observar que
amostras com valores mais baixos de Se sdo de tosujeidiabéticos,
enquanto que as amostras com valores mais altakessigeitos controle.

Trés amostras de sujeitos diabéticos apresentaabores diferentes do conjunto, que
foram 91, 95 e 120. Os valores que originaram déerencas foram 134,47 ng'gara a
amostra 91; 130,84 ng'gpara a 95 e 84,0 ng*gara a amostra 120. Naturalmente, deve-se
observar que estes resultados ndo deverdo sertddesae até que se possa concluir que tais

valores foram realmente aberracdes, variagcbesquiganentos etc.
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FIGURA 17 — Boxplot das concentracdes do elemegitng (1: diabéticos e 2: controle).

O valor médio de vanadio nas amostras dos sujeitogrole (0,80 ng 9 foram
similares ao reportado por Moeasal., (17), que foi de 0,83 ng’gno entanto ndo foram
reportados os niveis para os sujeitos diabéticesaddrdo com o boxplot na FIG.18 verifica-
se uma maior variabilidade nas amostras do grugro telacdo ao grupo 2, fazendo com que
os valores mais dispersos nesse grupo venham eostmdidos com os do grupo 2 em
virtude de estarem na mesma faixa.

concentragdo de vanadio (ng g-1)

0,0

grupo
FIGURA 18 — Boxplot das concentracdes do elemeat@dio (1: diabéticos e 2: controle).

Na FIG.19, observa-se que, ao contrario do quetacen com o cobre, 0s
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valores obtidos para o zinco sdo mais baixos emitgsjdiabéticos quando comparados com
0s sujeitos controle. Analisando a dispersédo ddsslaos sujeitos diabéticos verifica-se uma

maior dispersdo para o valor maximo nos sujeitabéticos tendendo assim para a faixa de
sujeitos controle.
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FIGURA 19 — Boxplot das concentracfes do elemeinimoz1: diabéticos e 2: controle).

Embora os resultados apresentados na TAB. 22 estigaacordo com a literatura, o
uso destes valores no diagnostico da doenca agagier uma avaliacdo mais criteriosa. Nas
FIG. 20 a 22 sédo apresentadas uma distribuicadatiss obtidos neste trabalho, tanto para os
sujeitos diabéticos como para 0s sujeitos contebajueles encontrados na literatura. Como
pode ser observado, baseado apenas no valor dent@gé@o individual de cada elemento, a
separacao €é ténue e, em muitos casos, ocorre @psslgéo entre os dois grupos. Em termos

praticos significa que uma analise por estes w#&foode gerar falsos positivos ou falsos
negativos.
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FIGURA 20 - Concentracéo de zinco em sujeitos diete e controle.
Grupo 1: sujeitos diabéticos experimental; grupsugeitos controle experimental, grupo 3:
média dos sujeitos diabéticos; grupo 4: média dstss controle (10), grupo 5: média dos
sujeitos diabéticos; grupo 6: média dos sujeitagrote (11).
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FIGURA 21 - Concentracdo de magnésio em sujeitaiséticos e controle.
Grupo 1: sujeitos diabéticos experimental; grupsufeitos controle experimental, grupo 3:
média dos sujeitos diabéticos; grupo 4: média djstss controle (12), grupo 5: média dos
sujeitos diabéticos; grupo 6: média dos sujeitogrote(10,11).
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FIGURA 22 - Concentragdo de vanadio em sujeitosélieos e controle.
Grupo 1: sujeitos diabéticos experimental; grupsufeitos controle.
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Alguns autores usam a razdo Cu/Zn (10) e Zn/Cu ¢diho parametro para
identificar o indicio da doenca, onde sujeitos éimns apresentam alto nivel de Cu/Zn
enguanto Zn/Cu baixo.

Na FIG.23 é apresentado o resultado obtido da Cefdnsujeitos diabéticos e
sujeitos controle experimental correlacionado cemlatidos na literatura, demonstrando que

esse tipo de analise ainda ndo oferece um diagoGsguro.
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FIGURA 23 — Razé&o Cu/Zn em sujeitos diabéticosrarote.
Grupo 1: sujeitos diabéticos experimental; grupsufeitos controle experimental, grupo 3:
média dos sujeitos diabéticos; grupo 4: média djstss controle (10), grupo 5: média dos
sujeitos diabéticos; grupo 6: média dos sujeitagrote (9)

Entretanto, ao utilizar o grafico binario (FIG.24)diferenca observada entre sujeitos
diabéticos e controle obtida nesse trabalho é derésiel em relagédo as Figuras 20, 21 e 22,

mas ainda néo pode ser considerada universal.
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FIGURA 24 - Concentracao de selénio () gm funcdo da concentracdo de vanadio
(ng g") em suijeitos diabéticos (1) e controle (2)

5.3. Andlise Estatistica Multivariada

Uma questdo importante na analise composicionalanoratriz esta relacionada a
representacdo dos resultados, onde o numero dévesriobservadas nas amostras pode
dificultar a representacdo dos dados.

A observacao individual dos elementos em estudorAB. 22, assim como nos
boxplots e nas FIG. 20 a 22 demonstrou que asdfaieases elementos tanto em sujeitos
diabéticos quanto controle se sobrepde podendaimainterpretacdes errbneas.

Tendo em vista esta dificuldade, recorre-se a ¢ésnestatisticas multivariadas no

sentido de explicar a distribuicdo desses elememta@®njunto de dados.
5.3.1. Andlise Discriminat8tepwis€AD)

O principal objetivo da AD é determinar as funcdesriminantes usando a medida
das variacbes que separam grupos distintos. Fo@miderados dois grupos: sujeitos
diabéticos, que estdo numerados de 1 a 86 e dwsujentrole, 0os quais estdo numerados de
87 a 153.

A AD linear € um método baseado no teste de Figplaga a significancia das
variaveis.Em cada etapa, uma variavel é selecionada comdmsia significancia, e ap6s
varias etapas, as variaveis mais importantes sfiaidgxs de todo o conjunto de dados sob
investigacdo. Na investigacao entre sujeitos diedee controle foram usadas seis variaveis
(concentracOes de Cu, Mg, Mn, Se, V e Zn). As pedlades mais significativas selecionadas

por essa andlise foram: Mg, Se, V e Zn.



48

A classificacdo percentual correta para o grupdagor e o grupo controle foi de
100%, resultando na separacao satisfatoria doggdgi®s (TAB. 23).
TABELA 23 — Classificacdo da matriz obtida por D&ra 153 amostras de soro humano

Grupo Grupo verdadeiro
classificado Porcentagem 1 2
1 98 83 0
2 100 3 67
Total n - 86 67
n correto - 83 67

A funcédo discriminante obtida com 153 amostrasda@aseguir pelas Eq.16 e 17.
Sujeitos diabéticos = - 2,80 — 2,39 Mg — 2,31 3¢55 V - 0,83 Zn (16)
Sujeitos controle = - 4,65 + 3,08Mg + 3,75 Se 99+ 1,07 Zn a7

Através das funcdes discriminantes dadas pelas;éesid6 e 17 e pelos valores de
cada variavel dos grupos estudados, pode-se oft@matriz de classificagcdo usando todas
as amostras na analise. Quando novas amostragdesstorem investigadas pode-se usar 0s
resultados obtidos com a AD, seguindo os segupdssos: a) Determinar inicialmente, para
as novas amostras de portadores, os valores daseiamais importantes obtidas a partir da
metodologia AD, como por exemplo: Mg, Se, V e Bh;Substituir esses valores nas duas
funcdes discriminantes (equacdes 16 e 17); d) Clopeal funcdo discriminante apresenta
maior valor. A nova amostra sera considerada caafzética se a fungdo discriminante para

0 grupo de sujeitos diabéticos apresentar valoadkee vice versa.
5.3.2. Anélise de Componentes Principais (ACP)

Uma ACP extrai fatores independentes a partir geends altamente correlacionados
por decomposicao da matriz de dados: méiadings,0s quais contem fatores independentes
(componentes principais CPS e matriz de scorestaNmalise foi realizada uma combinacéo
entre as variaveis, a combinagdo que apresentar raiancia foi selecionada.

Os resultados da ACP mostram que a primeira conmpenprincipal (CP1) é
responsavel por 82,6% da variancia dos dados. @emasido a primeira e a segunda
componente principal, a variancia acumulativa egpi4,8%. O nimero de scores plotado foi
examinado e mais uma informacgéo é apresentadaha:|

Na FIG. 25 podemos observar que as amostras decamnoexcecdo da amostra 6, 27
e 83, sdo separadas em dois grupos: grupo 1 (suggébéticos) e grupo 2 (sujeitos controle).
Também na FIG.25, podemos observar que a CP1 énsfel pela separagdo entre dois

grupos em que os metais Zn, Mg, Se e V tem sirddde em PC1.
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Analisando a FIG.25, podemos observar que os esjaltabéticos apresentaram

valores negativos para a CP1, enquanto que o ¢temafpoesentou valores positivos na CP1.
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FIGURA 25 — Escore plotado em duas dimensdes paoataas de sujeitos diabéticos
(grupo 1) e sujeitos controle (grupo 2).

Ao utilizarmos este modelo com os dados da liteaabbserva-se também a separacéo

entre os sujeitos em estudo, como mostra a FIG.26.
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FIGURA 26 — Escore plotado em duas dimensdes paoataas de sujeitos diabéticos e
sujeitos controle e dados da literatura.
Grupo 1: sujeitos diabéticos experimental; grupsugeitos controle experimental, grupo 3:
meédia dos sujeitos diabéticos; grupo 4: média dpstes controle (Se (14); Mg (12); Cu (5);
Zn (10)); grupo 5: média dos sujeitos diabéticospg 6: média dos sujeitos controle (Se :
(15); Mg (10,11); Cu (10); Zn (11)).

5.3.3. Andlise de Cluster (AC)

Os resultados obtidos com a AC foram similaresdmglos com ACP e AD, e sao

representados no dendrograma apresentado na FIE&2%e caso, o dendrograma pode ser
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usado para fornecer informagBes sobre o comportanmrimico e verificar os resultados
obtidos na ACP. No dendrograma da FIG. 27 as linkascais representam as amostras e as
linhas horizontais representam os valores similandi®e os pares de amostras, uma amostra e
um grupo de amostras e entre grupos de amostrgmartiA desse dendrograma pode-se dizer
gue a similaridade observada entre os dois grupmsr@ Os grupos 1 e 2 na FIG. 27

correspondem aos grupos 1 e 2 na FIG. 25 (ACP).

0,000

33,33+
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G567 4
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FIGURA 27 — Dendrograma da AC para discriminacéoeesujeitos diabéticos (1) e sujeitos
controle (2)

Ambos os métodos ACP e AC, com excecao das amastnas, 27, 83 em ACP,
classificou as 153 amostras de soro em dois grgstsiados exatamente da mesma maneira.
Com base na classificacdo obtida com os métodoseA®® podemos dizer que Zn, Mg, Se e
V séo responsdveis pela separacao entre sujedtoétitios e controle

Pacientes com DM tipo 2, uma doenca multifatorealgoal a resisténcia a insulina é
reconhecidamente uma das causas do controle glicémeficitario, freqientemente
apresentam um estado de hipomagnesemia (32). @mlgdrrelacdo com a glicose, em que
sua deficiéncia relata uma maior captacao de @joasto que o Mg envolve-se em diversas
ainda nao se dispor de dados conclusivos relacisnasl alteracdes no metabolismo de Mg
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que ocasionariam mudancas na tolerancia a glic@&s mecanismos S80 propostos na
tentativa acbes enziméaticas que influem na oxiddeaglicose (12). Estudos atribuem ao Mg
uma funcdo critica no metabolismo da glicose, snderser sua deficiéncia um estado
associado ao desenvolvimento da resisténcia ainas(82), ou ser conseqiéncia dela (12).
Apesar de explicar as modifica¢gées ocorridas na bstage da glicose durante a deficiéncia
de Mg (32).

O elemento selénio além de atividade antioxidaatapém contribui para atenuar os
efeitos deletérios da hiperglicemia por mimetizacao da insulina As acées de mimetizar a
acdo da insulina incluem tanto a estimulagédo déacap da glicose quanto a regulacdo de
processos metabdlicos (54). Como a insulina, fermarganicas de selénio séo efetivas em
normalizar os niveis de glicose no sangue e de @tama captacdo de glicose em tecidos
insulino-dependentes em ratos diabéticos (55). Ddssma, o0 selénio participa da
homeostase da glicose modificando a fosforilag@ pitateinas da cascata da insulina, que
modifica as atividades das enzimas e o transpartgicbse (54).

O vanadio é encontrado como elemento ultratracoc@msentracdes fisiologicas de
10° a 10°M, amplamente distribuido em tecidos de mamiferostes animais (35).

Estudos demonstraram que o vanadio altera o metatmwlde glicose de modo
semelhante ao da insulina em musculo. O vanadieaiara entrada de glicose, sintese de
glicogénio e glicélise em amplitude menor que airdalina, mas sua acdo € maior ao
produzir lactato e oxidar glicose (35).

A diminuicdo na concentragdo sérica do elementcoziem diabéticos tem sido
associada a diminuicdo sérica dos niveis de altarairaminodcidos, que sédo os fatores
circulatérios para a transferéncia de Zn (11). Actincia de Zn em alguns estudos tem sido
associada com a reducdo da secrecao e aumentcattzstcom resisténcia a acdo da insulina
(33).

5.3.4. Correlagbes entre metais e dados clinicos

A TAB. 24 apresenta as caracteristicas descritdas sujeitos em estudo nas
variaveis, idade, peso, altura, cintura, quadrkspado arterial sistélica, pressao arterial
diastdlica, indice de massa corpoérea, relacaoranguadril, colesterol total, leptina, glicose,
creatinina, acido Urico, transaminase pirlvicarandaminase oxaloacética, e os elementos
tracos mais significativos determinados atravésadalise de componente principal e

discriminante nesse estudo.
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TABELA 24 — Média e desvio padréo das caractedstaescritivas e elementos tracos nos

sujeitos em estudo

g Sujeltos Faixa Sujeitos Faixa
Variavel diabeticos diabéticos controle controle
n =86 _
n =67

Idade (anos) 56 + 8,08 40-70 51+9,0 29-69
Peso (kg) 73,6 +12,34 49,5-99,2 70,8 £11,74 49,5-90,5
Altura (m) 157 £9,51 140-175 158 +7,94 158-172
Cintura (cm) 101 £+ 8,63 79-127 97 + 10,47 78-121
Quadril (cm) 104 +7,91 90-122 103+7,31 90-120
PAS (mmHg) 152 + 27,14 100-230 124 + 16,04 100-175
PAD(mmHg) 92 +15,81 70-140 82 +10,74 60-110
IMC (kg/m?) 30 +4,49 23-47 28,25 + 4,22 21,2389
RCQ 0,96 + 0,03 0,87-1,07 0,94 £ 0,06 0,79-1,04
CT (mg/dL) 213 +71,97 62-357 200 + 38,51 115-357
Leptina (mg/dL) 5,37 + 3,23 0,7-17,02 4,09 + 2,22 0,5-10
Glicose (mg/dL) 133 £ 67,48 70-424 85+ 10,25 5810
Creatinina (mg/dL) 1,06 £ 0,59 0,7-6,2 0,91+0,2 ,4-0,4
Acido urico (mg/dL) 517 +1,7 2,0-9,6 4,56 + 1,62 2,0-8,3
TGP (U/L) 22 +£11,32 7,0-87 23+7,73 10-49
TGO (U/L) 22 + 8,79 9,0-79 22+4,91 14-38
Zn (ug LY 948,1+4,1 657,71—- 1083,90 1052,4 + 3,9 907,81 — 1194,15
Mg (ng LY 17024,96 + 4,93 15998,85 — 17928,85 20039,6 +5,1 17185,9 — 22836,4
Se (ug 56,45 + 6,94 40,27 - 68,82 94 +5,45 60 — 117
V (ug LY 0,43+12,12 0,17-0,8 0,80 +11,21 0,55 -0,95

Onde PAS (pressao arterial sistolica), PAD (pressderial diastolica), IMC (indice de massa corpdré&rCQ
(razdo cintura-quadril), CT (colesterol total), T@Ransaminase pirtvica), TGO (transaminase oxat@a)¢é Zn
(zinco), Mg (magnésio), Se (selénio) e V (vanadio).
Os coeficientes de correlacdo das caracteristieasrilvas e dos elementos traco
foram avaliados através da correlacdo de Pearsaao apresentados no Anexo Il. As analises

dos coeficientes de correlacdo mostraram corretagigaificamente positivas e negativas.

De acordo com o anexo ll, observamos uma correlgg®itiva do zinco com
magnésio (r = 0,596; p< 0,01) e selénio (r = 0,5610,01), assim como magnésio e selénio

apresentaram uma correlacdo significamente pogitvd®,925; p< 0,01) entre si.

Ja em relacao ao vanadio, 0 mesmo apresentou une#acao positiva com magnesio
(r=0,729; p< 0,01) e selénio (r = 0,736; p< 0,@9mo era esperado, houve uma correlacao
entre os metais Zn, Mg, Se e V, confirmando assimesultados obtidos através da analise de

discriminante e de componentes principais.
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O peso e a medida da cintura apresentaram umeactoredacéo (r = 0,818; p< 0,01), e
ambos apresentaram uma correlacao positiva signtéccom quadril (r = 0,729; p< 0,01, r =
0,788; p <0,01) e IMC (r=0,760; p < 0,01, 8765; p < 0,01). Isto implica numa inter-
relacdo entre essas variaveis, no qual existindawmento de peso, a outra variavel também

sofrerd uma elevacao significante demonstrandoeaga entre esses dados ergonométricos.

O grande aumento da prevaléncia mundiad@detes mellitusleve-se em parte ao
aumento também crescente na prevaléncia do exdesgeso, com a consequente sindrome

metabdlica, na qual a resisténcia a insulina écasfisiopatoldgico central (12).

A medida da cintura apresentou uma correlacdo cerelamentos magnésio (r = -
0,183; p<0,05) e selénio (r = -0,204; p<0,05), dest@ando a relagcdo desses elementos
associados a medida da cintura, parametro esteadbl na identificacdo de situacdes clinicas
de risco cardiovascular, visto que a utilizacdordalida da cintura € Gtil na identificacdo da

obesidade em pacientes com DM2 segundo pesquisa@ée

A pressdao arterial sistélica (PAS) apresentou uonelacdo negativa com 0 magnésio
(r = -0,492; p<0,01) e selénio (r = -0,504; p< 0,04 PAS é definida como a pressao
exercida pelo sangue durante a sistole do corag@BAS ideal é de 120 mmHg., e
considerada hipertensao arterial sendo maior cal m140mmHg. Nesse estudo a média da
PAS dos pacientes diabéticos foi de 152 mmHg o @pieoloca como hipertensos leve
(estagio 1) segundo a Organizacdo Mundial de Saude.

A coexisténcia de hipertensaaliabetes mellitus tipo DM tipo 2)coloca o paciente
diabético sob risco duas vezes maior do que de pesaoa ndo diabética de apresentar
doencas cardiovasculares, principal causa mortiaigético, correspondendo a 70-86% dos
Obitos nessa populagéo (57).

A hipertenséo arterial sistémica (HAS) é enconteda20-60% dos diabéticos , sendo

1,5 a 3 vezes mais prevalente do que em individewsdiabetes(58).

A baixa concentracdo de Mg associada a elevacacalde intracelular, que sao
observadas na hipertensédo e DM tipo 2, decorrepamanto, de uma dissociacao do balango
ibnico, na qual o acumulo de Ca estimulado pelalims predominaria sobre a acdo desta
para promover a captacdo de magnésio. Este mélmxarde célcio e a menor concentracao
intracelular de magnésio poderiam, entdo, causagxacerbar a resisténcia a insulina nos

pacientes com DM tipo 2. A elevacdo dos niveis éeie livre celular, provocada pela
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deficiéncia de Mg em humanos, tem sido também adgatcomo uma das causas da

resisténcia a insulina.

Observou-se, ainda, uma tendéncia a correlacadiveegaorém nao estatisticamente
significante, entre o zinco e leptina (r= -0,15BXxistem evidéncias de que o zinco pode
influenciar este horménio, até porque esse minérab-fator para a expressdo do gene
obesidade. As concentracdes de leptina diminuemresposta a restricdo de zinco e
aumentam posteriormente a um periodo de suplen&n(ag)

Neste estudo, observamos correlacdo negativa doésiage selénio com a medida da
cintura e pressao arterial sistélica, e uma teridéoara correlagcéo inversa entre 0 zinco e
leptina, que talvez ndo tenha alcancado signifiedestatistica em funcdo das faixas dos
sujeitos em estudo.

Mesmo os dados clinicos consagrados - como teajlidese e leptina - precisam
ser interpretados dentro uma analise mais amplguro clinico do paciente. Observando
as figuras abaixo podemos verificar que individwalte estes valores também podem se

confundir
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FIGURA 28— (a) Glicose: Grupo 1 - sujeitos diabéticos e, Gr2paujeitos controle; (b) Leptina: Grupo 1 -
sujeitos diabéticos e, Grupo 2 - sujeitos controle.



55

6. CONCLUSOES

A determinacdo precisa, com resultados confidvergpeodutiveis de metais em
amostras de soro, constitui de um aspecto imperténfjuimica clinica para o diagndstico de
doencas. A utilizacdo de uma técnica multielememtawuito sensivel, como um HR-ICPMS,
trouxe varias vantagens entre as quais, a simatleidde procedimentos. Uma simples
diluicdo da amostra de soro permitiu analisar camehtos de interesse, inclusive o0s
elementos em nivel de ng'como manganés e vanadio. Dessa forma, a detedoinac
rigorosa, com resultados confiaveis e reprodutideisnetais em amostras de soro, constitui
de um aspecto importante da quimica clinica palagnéstico de doencas No entanto, se por
um lado o alto fator de diluicdo elimina praticaneen efeito da matriz, por outro lado, exige
um rigoroso controle das fontes de contaminacdolaburatorio, a utilizacdo de areas
controladas, reagentes de alta pureza e uma cs@aaterpretacdo dos resultados.

Um aspecto importante do processo analitico foalalacdo segundo procedimentos
recomendados pela Norma ISSO 17025. A adocao sdgsteedimentos garantiu n&o
somente a qualidade, mas também a rastreabilidasiendsmos. Entre as principais figuras
de mérito da metodologia cabe destacar o calcuoirtzertezas. O seu estudo trouxe um
conhecimento detalhado dos pontos fortes e fraeasada etapa do procedimento analitico e,
por comparacdo com valores encontrados na litesafpontos a serem melhorados. Os
maiores fatores que influenciam no calculo de iezer consistem na concentragéo do analito
e recuperacao. Estes parametros podem variar ddsnatina de um laboratoério exigindo do
analista uma avaliacdo continua dos resultadoslasem funcéo das principais figuras de
mérito da técnica e do procedimento analitico eggate, corrigindo cada etapa conforme a
necessidade. No entanto, qualquer decisdo que venmalmudanca dos procedimentos
estabelecidos deve ser considerada levando endeoagdio, principalmente, os objetivos da
analise. Dessa forma, cabe ao analista decidiringraucéo de etapas adicionais em seu

procedimento padréo podera ser vantajosa ou nao.

Em linhas gerais, os teores de metais encontrag®@samostras em estudo estdo de
acordo com outros trabalhos descritos na literatlgte significa que, para a populacao
estudada, a relacdo destes metais no soro nadoesdnente associada a etnia, habitos
alimentares ou mesmo questdes ambientais, 0 qu& m@sso estudo comparavel com dados
encontrados em outros paises ou mesmo a aplicacawdelo aqui desenvolvido em outras
populacdes. Dessa forma a utilizacdo destes valmeisidualmente , ndo podem ser usados

no diagndstico da doenca.
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Entretanto, ao utilizarmos métodos quimiométriquequenas diferengas entre esses
valores assim como a relagéo entre 0S mesmos pearmina separacao clara entre os grupos
em observacéao.

A explicacdo para este fato ainda ndo esta claraetanto sendo o diabetes, uma
doenca multifatorial, varios fatores contribuemgiBaneamente para o seu desenvolvimento.

No desenvolvimento do nosso modelo, a correlacdBedgson, permitiu identificar
uma correlacdo entre os metais Se e Mg, a medideintira e pressao arterial sistélica
demonstrando assim que essa relacdo funciona apkesdo para pacientes caiiabetes

mellitus tipo 2.

As técnicas multivariadas como ACP, AD e AC podisitnpam a reducdo da matriz de
dados e determinacéo das variaveis mais importdo®grupos, ou seja, a pré-avaliacdo dos
grupos em funcdo da concentracdo elementar fornesqurincipais informacfes sobre as
correlagbes nas amostras estudadas.

A separagdo das amostras de soro em dois grupsigeims (diabéticos e controle),
através da ACP, AD e AC, demonstraram que as \@saXn, Mg, Se e V sdo as mais
importantes para a separag¢ado desses grupos.

Como concluséo final podemos afirmar que a anélisemetais em soro humano e a
utilizacdo de técnicas quimiométricas para a sterpretacdo podem se constituir numa
poderosa ferramenta para uma avaliacao prelimmaueddro da doenca.

Entretanto, a forma mais eficaz de sua utilizac&o dmagndstico, ou mesmo
progndstico da doenca, exigiria um acompanhamegtiion a longo prazo dos niveis destes
metais no soro humano (por meio de graficos dera@)tpermitindo a diferenciacdo de
variagOes relacionadas a influéncia da doencael@sassociadas a fatores externos.
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Parecer - Projeto N° 106/CEP-IPEN/SP

Com base nos pareceres apresentados pelos relatores, o protocolo de
pesquisa "Influéncia de Metais no Diabetes Mellitus Tipo II”, de
responsabilidade do pesquisador Dr. Jorge Eduardo de Souza Sarkis foi
considerado APROVADO.

Tendo em vista a legislagdo vigente, devem ser encaminhados, a este
Comité, relatorios anuais (parciais ou finais, dependendo da duracdo do projeto)
referentes ao andamento da pesquisa. Apés o término da pesquisa, uma cépia do

trabalho, em CD ou disquete, deve ser encaminhada a este CEP.

S&o Paulo, 20 de julho de 2005

;

| | N NJ
A IO LL»Q;\\” | N porne

Profa. Dra. Martha Marques Ferreira Vieira
Coordenadora do CEP-IPEN

IPEN-CNEN/SP
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Travessa "R", N® 400 - Cidade Universitaria - CEP 05508-800 - S&o Paulo - SP
Telefone: (011) 3816-9381 - Fax (011) 3816-9123
E-mail: mmvieira@ipen.br
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Peso Altura Cintura| Quadrill PAS PAD IMC RCQ CT tiep Glicose | Creatinina ’?ﬁ:gg TGP TGO Zn Mg Se \

Peso 1 0,490**| 0,818**| 0,733** 0,011 0,068 0,761%0,442* | -0,178* 0,133 0,008 0,045 0,197 0,091 0,007 -0,013 -0,103 -0,125 -0,110
Altura 0,490* | 1 0,221* | 0,204* | -0,090 | -0,018| -048 |0,128 -0,362** | -0,364** | -0,011 0,151 0,186*| 044 | 0,104 0,060 0,057 0,048 0,008
Cintura 0,818*| 0,221* | 1 0,790*| 0,154 0,150 0,765* 0,668** | -0,023 0,255** 0,062 -0,034 0,147 0,065| 0,054 | -0,073 -0,183*| -0,204* -0,138
Quadril 0,733** | 0,204* | 0,790*| 1 -0,019 0,052 0,683 |0,078 -0,048 0,202* 0,007 -0,096 -0,004| 0,074 ,012 | 0,024 -0,048 -0,087 -0,120
PAS 0,011 -0,090 0,154 -0,019 1 0,774t* 0,079 0*302)0,097 0,079 0,417*| 0,110 0,008 0,006 -0,054  28p** -0,504** | -0,492** | -0,359**
PAD 0,068 -0,018 0,150 0,052 0,774 1 0,088 0,213% 0,002 0,039 0,393*| 0,146 0,021 -0,019 -0,087  2am* -0,322** | -0,336** | -0,237**
IMC 0,761* | -0,184* | 0,765** | 0,683** | 0,079 0,088 1 ,A04** | 0,070 0,437** 0,012 -0,068 0,078 -0,013 &0 | -0,054 -0,156 -0,174* -0,131
RCQ 0,442** | 0,128 0,668**| 0,078 0,302*1 0,213*F @4** |1 0,020 0,155 0,118 0,078 0,252 0,027 -0,067 -0,158 -0,255**| -0,241** | -0,095
CT -0,178* | -0,362**| -0,023 -0,048 0,097 0,002 0,070 0,020 1 0,345*F 020, -0,134 0,063 0,044 0,156 -0,085 -0,059 -0,060 ,013
Leptina 0,133 -0,364*4 0,255** | 0,202* | 0,079 0,039 0,437* 0,155 0,345** 1 -0,006 -0,145 -0,093 | -0,057| -0,005 -0,154 -0,20p*0,169* | -0,099
Glicose 0,008 -0,011 | 0,062 0,007 0,417f* 0,393 012 0,118 -0,029 -0,006 1 0,088 -0,144 0,072 -0,0740,292** -0,443** | -0,417** | -0,360**
Creatinina 0,045 0,151 -0,034 | -0,096 0,110 0,146 -0,068 0,078 -0,134 -0,145 0,088 1 0,222*| -0,078 -0,112 -0,064 | 0,150 -0,119 | -0,196*
Ac. urico | 0,197* | 0,186* | 0,147 -0,004 | 0,008 0,021 078 0,252** | 0,063 -0,093 -0,146 0,222** 1 0,22371* ,209** | 0,022 -0,161* | -0,147 -0,075
TGP 0,091 0,149 0,065 0,074 0,006 -0,019  -0,013 21,0 | 0,044 -0,057 0,072 -0,078 0,2237* 1 0,843r* @15 0,059 0,051 0,054
TGO 0,002 0,104 -0,054 | -0,012 -0,054 -0,082  -0,08{1-0,067 0,156 -0,005 -0,074 -0,112 0,219f* 0,843t* 1 0,086 0,032 0,012 0,026
Zn -0,013 | 0,060 -0,073 | 0,024 -0,289¢+0,206* | -0,054 -0,158 -0,085 -0,154 -0,292*#0,064 0,022 0,151 0,086 1 0,5611* 0,5961* 0,470
Mg -0,103 0,057 -0,183*| -0,048 -0,5047*0,322** | -0,156 -0,255** | -0,059 -0,202* -0,443* -0,150 -01¥6 | 0,059 0,032 0,561** 1 0,925** 0,736*
Se -0,125 0,048 -0,204*% -0,087 -0,492**0,336** | -0,174* | -0,241** | -0,060 -0,169* -0,417*1-0,119 -0,147 0,051 0,012 0,596** 0,925% 1 0,729
\ -0,110 0,008 -0,138 -0,120 -0,3591*0,237* | -0,131 -0,095 0,013 -0,099 -0,3601*0,196* -0,075 0,054 0,026 0,470** 0,736*F 0,729*1,000
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