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63f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
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RESUMO

O iodo é um elemento quimico essencial, participando ativamente na biossintese dos
hormonios tiroidianos derivados da tirosina, a tiroxina (T4) e a triiodotironina (T3), com
4 e 3 atomos de iodo, respectivamente. Tanto a deficiéncia, quanto o excesso no
consumo de iodo pode levar a problemas na saude. Com todas essas consideracgoes,
0 biomonitoramento humano para iodo se torna cada vez mais importante, sendo a
determinacdo da concentracdo do elemento na urina a forma mais comumente
utilizada. No entanto, uma informagéo sobre o consumo de iodo ao longo do tempo
pode ser muito mais interessante que a obtida com uma Unica determinacao pontual
na urina. Neste sentido, o cabelo é uma matriz promissora, visto que acumula o analito
excretado ao longo do fio, registrando variacbes de consumo ao longo de meses ou
anos, dependendo do comprimento da amostra. No entanto, ainda sdo escassos 0S
estudos que usam esta matriz para avaliacdo de iodo corporal, provavelmente pela
limitagdo no nimero de métodos analiticos disponiveis na literatuta. Com isso, o
presente estudo objetivou desenvolver e validar um método para determinacédo de
iodo em cabelo, empregando solubilizacdo alcalina com hidroxido de tetrametilaménio
(TMAH), que seja rapido, simples, de baixo custo e capaz de ser implementado em
rotina de larga escala. Para isso, foram otimizadas as concentra¢cdes de TMAH (10,
25, 50, 75 e 100% (v/v)), tempo de solubilizagéo (7, 10, 12 h e overnight) e massa de
amostra (entre 15 e 20 mg e entre 70 e 100 mg). Recuperacdes analiticas de iodo (p
> 0,05) no material de referéncia Human Hair QM-H-Q1725 e Non-fat Milk Powder
foram obtidas com solubilizacdo das amostras por pelo menos 10h, empregando
TMAH 50% (v/v) e massa de amostra entre 15 e 20 mg. A possibilidade de emprego
de massas menores de cabelo (< 20 mg) favorece principalmente analises de
segmentos < 1 cm. A precisdo intra (n=4) e inter(n=4) dia do método foi de 6,2% e
6,3%, respectivamente, mostrando uma boa precisdo analitica. Com o procedimento
proposto, pelo menos 400 amostras podem ser pesadas, deixadas a temperatura
ambiente overnight em meio alcalino para completa solubilizacdo e diluidas e
analisadas no dia seguinte, aumentando consideravelmente a capacidade analitica
em comparacdo a métodos que requerem digestdo da amostra. Neste sentido, 0
método proposto pode ser uma excelente alternativa em estudos de avaliagéo
corporal de iodo utilizando a matriz cabelo.

PALAVRAS-CHAVE: lodo, cabelo, preparo de amostra, ICP-MS, meio alcalino.
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ABSTRACT

lodine is an essential chemical elemental, which participate on biosynthesis of thyroid
hormones (tyrosine derived), thyroxine (T4) (4 iodine atoms) and triiodothyronine (T3)
(3 iodine atoms). lodine deficiency and excess iodine consumption can lead to health
problems.Thus, iodine human biomonitoring is very important, and the determination
in urine is the most commonly used form. However, information about consumption of
iodine a long term can be most interesant than a single point determination as urine.
The hair is a promising matrix, as it accumulates the analyte excreted along the strand,
registering variations in consumption over months or years, depending on the length
of the sample. However, studies with this matrix for iodine proposes are still scarce,
probably due to the limited number of analytical methods available on literature. Thus,
the present study aimed to develop and validate a method for the determination of
iodine in hair, employing alkaline solubilization with tetramethylammonium hydroxide
(TMAH), which is fast, simple, low cost and capable of being implemented in large-
scale routine. So, the concentrations of TMAH (10, 25, 50, 75 and 100% (v/v)),
solubilization time (7, 10, 12 h and overnight) and sample mass (between 15 and 20
mg and between 70 and 100 mg) were optimized. Good analytical iodine recoveries (p
> 0.05) in Human Hair QM-H-Q1725 and Non-fat Milk Powder reference material were
obtained after solubilizing the samples employing at least 10h using 50% (v/v) of TMAH
and mass between 15 and 20 mg. The requirement of low hair masses (< 20 mg) is
useful to analyze smaller hair segments < 1 cm. The intra (n = 4) and inter (n = 4)
precision were 6.2% and 6.3%, respectively, showing good analytical accuracy. With
the proposed procedure, at least 400 samples can be weighed, left at room
temperature overnight in alkaline medium for complete solubilization, diluted and
analyzed at the next day, considerably increasing the analytical capacity compared to
methods that require sample digestion. So, the proposed method is a quick and simple
alternative to be applied in studies of body iodine evaluation using hair samples.

KEYWORDS: lodine, hair, sample prepare, ICP-MS, alcaline solution.
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1. INTRODUCAO
1.1. Papel do lodo na Homeostasia

A glandula tiredide esta localizada abaixo da laringe, em ambos os lados
da parte anterior da traquéia. Ela possui fundamental papel na sintese dos
horménios calcitonina, tiroxina (T4) e triiodotironina (T3), sendo os dois Ultimos
classificados como aminas (COSTANZO, 2007; SILVERTHORN, 2010). O iodo
participa ativamente da sintese do T3 e do T4, sendo esse elemento quimico um
fundamental componente para a homeostase. (COSTANZO, 2007,
SILVERTHORN, 2010; DE ESCOBAR; OBREGON; DEL REY, 2004; DE
ESCOBAR; OBREGON; DEL REY, 2007; DELANGE, 2007; WHO 2004; WHO,
2014). Derivados do aminoacido tirosina, os hormonios T3 e T4 possuem 3 e 4

atomos de iodo em suas estruturas, respectivamente (Figura 1).
Figura 1: Estrutura quimica dos hormdnios (A) Tz e (B) Ta

OH OH

Fonte: Lim et al. (2002), com modificacdes.

Produzidos pelas células epiteliais foliculares da tireoide, a biossintese
(Figura 2) de T3 e T4 se inicia com o transporte ativo de iodo para dentro da
célula, por meio da bomba Na*- | . De acordo com a biodisponibilidade do iodo
no sangue, a atividade dessa bomba pode ser aumentada, quando existe pouco
| ~ disponivel, ou diminuida, quando a concentracao de | ~ disponivel no sangue
esta normal. Entretanto, quando a ingestao de iodo pela dieta é deficiente, a

acdo aumentada da bomba Na*- | ~ ndo é suficiente para suprir a deficiente do



elemento, tendo como consequéncia a diminuicdo da sintese de T3 e Ta
(COSTANZO, 2007; SILVERTHORN, 2010).

Ap0s a entrada do I~ nas células epiteliais da tireoide, a enzima tireoide
peroxidase o oxida em Il2. Ainda pela agdo da tireoide peroxidase, as moléculas
de tirosina, presentes nas células da tiredide atraves da sintese de tireoglobulina
no reticulo endoplasmatico rugoso e no aparelho de Golgi das células foliculares,
sao iodadas (por meio da adicao de |2 — organificagcdo do iodo), dando origem
aos precursores dos hormdnios tiroidianos, monoiodotirosina (MIT) e di-
iodotirosina (DIT) (COSTANZO, 2007; SILVERTHORN, 2010).

Figura 2: Sintese dos horménios tiroidianos T3 e T4
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Fonte: Silverthorn (2010), com modificagfes.



A tireoide peroxidase catalisa rapidamente o acoplamento de duas
moléculas de DIT, dando origem ao T4. Em outra reacdo, uma molécula de MIT
€ acoplada a uma molécula de DIT, dando origem ao T3. Como consequéncia,
as células epiteliais foliculares da tiredide produzem em maior quantidade o Ta.
Em contraponto, o horménio mais ativo € o T3 e, por isso, ao chegar no tecido
alvo, o T4 é transformado em T3 (COSTANZO, 2007; SILVERTHORN, 2010).

As acdes do T3 e do T4 estdo intimamente ligadas ao crescimento do
esqueleto (em criancas), consumo de oxigénio, producéo de calor, utilizacao de
carboidratos, lipidios e proteinas e maturacdo perinatal do sistema nervoso
central (COSTANZO, 2007; SILVERTHORN, 2010).

Segundo a OMS, Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2004), a
deficiéncia de iodo € um grande problema de saude publica, sendo a maior causa
de dano cerebral evitavel na infancia. A deficiéncia de iodo pode causar ainda
hipotireoidismo e formacdo de bdcio em adultos ou cretinismo em criangas,
caracterizado pelo retardo mental e do crescimento. O excesso de iodo pode
resultar em hipertireoidismo e alergias (ZIMMERMANN, 2009). Além disso, altas
concentracfes de I~ inibem a organificacdo do |2 e a sintese dos horménios
tiroidianos, dando origem ao efeito de Wolff-Chaikoff (COSTANZO, 2007).

A ingestdo de iodo recomendada varia de 100 a 300 pg por dia, a
depender da idade do individuo e, caso seja mulher, se é lactante ou se esta
gravida (WHO, 2014). Posto que um individuo necessita de pequenas
quantidades de iodo diariamente, a suplementacéo, por meio do sal iodado, foi
adotada em diversos paises pelo mundo, inclusive no Brasil (WHO 2004; WHO,
2014).

De acordo com a OMS (WHO, 2014), a suplementagcao de iodo no sal
deve ser realizada com base no consumo de sal da populacao, ja que existem
diferencas quanto a quantidade do produto consumido. A preocupac¢do com o
consumo de sal também elucida outro problema, ja que a principal composi¢céo
do sal é o sddio e, quando ingerido em grandes quantidades, tem sido associado
a hipertensao, doencas cardiovasculares e derrames (WHO, 2014).

No ano de 2003, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
baseada em recomendacdes do projeto Thyromobil na América Latina (ROSSI
et al., 2001), determinou que deveria ser adicionado de 20 a 60 mg de iodo por
quilograma de sal destinado para consumo humano (BRASIL, 2003). Contudo,



o0 aumento do consumo de sal fomentou na preocupac¢ao com o excesso de iodo
consumido pelos brasileiros. Por isso, em 2013, a ANVISA revogou a resolucéo
anterior e determinou que a quantidade de iodo adicionado ao sal deveria ser de
15 a 45 mg de iodo por quilograma de sal (BRASIL, 2013).

1.2. Biomonitoramento humano paraiodo

Para averiguar a concentracdo de iodo que a populacdo consome é
importante monitorar a qualidade da suplementacao de iodo no sal. Em conjunto,
para que se avalie a ingestdo de iodo pelo sal de uma populacdo, deve ser
monitorada a concentragdo urinaria de iodo, ndo apenas para detectar
deficiéncias, mas também a ingestéo excessiva e, portanto, evitar 0s riscos para
a saude da populacéo, devido ao excesso do elemento quimico, ajustando o
nivel de fortificacdo de acordo com isso, como parte de um sistema de
monitoramento continuo (WHO, 2014).

O iodo é tradicionalmente monitorado na urina, pois estima-se que 90%
do elemento seja excretado por essa via (NATH et al., 1992; JAHREIS et al.,
2001; ZIMMERMANN; ANDERSSON, 2012).

A literatura elucida estudos de biomonitoramento humano para iodo em
diferentes faixas etarias da populacao brasileira, revelando excre¢do adequada
na urina (MILHORANSA; VANACOR; FURLANETTO, 2010; CAMPOS et al.,
2015; ALVES; GABARRA; NAVARRO, 2018; SARAIVA et al., 2018; CORCINO,
2019), alta excrecado do elemento quimico, como consequéncia do alto consumo
de iodo (ROSSI et al., 2001; ROSSI et al., 2002; CARVALHO et al., 2012; DE
LIMA; BARBOSA JUNIOR; NAVARRO, 2013) e deficiéncia de iodo em alguns
grupos populacionais, principalmente criangcas e gestantes (MILHORANSA;
VANACOR; FURLANETTO, 2010; FERREIRA et al., 2014; CAMPOS et al.,
2015; MIOTO et al., 2018).

O cabelo se apresenta como uma matriz promissora para
biomonitoramento humano para iodo, pois, dentre as suas vantagens estao a
possibilidade de coleta ndo invasiva (inerente também a coleta de urina), néo
necessidade de refrigeracdo no transporte e armazenamento até a analise
(ATSDR, 2001; ROBBINS, 2012), o que é favoravel principalmente em
avaliacOes de populacdes residentes em areas de dificil acesso.



Estima-se que a concentracdo de iodo encontrada no cabelo € quatro
vezes maior que a concentracéo do analito na urina (MOMCILOVIC et al., 2018).
Ademais, frente a urina, o cabelo ainda apresenta outras vantagens especificas,
como a possibilidade de avaliacdo do iodo corporal ao longo de meses ou anos
de vida de um individuo, ja que o cabelo cresce cerca de 1 cm por més
(ROBBINS, 2012).

No entanto, sdo ainda muito escassos os trabalhos que propoem o0 uso
desta matriz para avaliar a deficiéncia ou excesso de iodo no organismo. Talvez
um dos motivos seja a falta de metodologias na literatura viaveis para o
processamento de amostras em grande escala.

A determinacdo de iodo em cabelo ja foi realizada por ativacdo de
néutrons. Destaca-se as massas requeridas para as analises, que variam de
100-150 mg até 5 g (HOU et al., 1997; FAGHIHIAN, H.; RAHBARNIA, 2002).
Técnicas baseadas em plasma também ja foram propostas para determinacao
de iodo em cabelo, por meio de ablagdo com laser acoplado a espectrometro de
massas com plasma (LA-ICP-MS) (RODUSHKIN; AXELSSON, 2000;
DRESSLER et al., 2010).

Essas técnicas sdo muito onerosas, pois utilizam reator nuclear como
fonte de néutrons (ativacdo de neutrons) ou requerem sistema de introducéo
diferenciada, no caso do LA-ICP-MS (POZEBON; SCHEFFLER; DRESSLER,
2017).

Em estudo realizado por Gorbachev, Skalny e Koubassov (2007) foi
determinado iodo no cabelo, dentre outros analitos. Porém, os autores informam
somente que as analises foram realizadas por meio de ICP-OES e ICP-MS, sem
informar o procedimento utilizado para preparo das amostras, o que dificulta a
reproducao da metodologia em rotina.

Prejac e colaboradores (2014) realizaram a determinacdo de iodo em
cabelo, por meio da digestdo da amosta em HNO3 e H20 e subsequente anélise
por ICP-MS. Entretanto, sabe-se que a utilizacdo de HNOs no preparo de
amostras para dosagem de iodo pode provocar a volatilizagdo do analito,
prejudicando os resultados obtidos (KNAPP et al., 1998).

Recentemente, Novo e colaboradores (2019b) propuseram um método
para a determinacao de iodo em cabelo, em que o preparo de amostra requer a
pesagem de massas de amostra entre 50 a 400 mg. Em seguida, as amostras



eram prensadas, com uso de prensa hidraulica, para preparo de pellets
introduzidos no MIC (microwave-induced combustion), para digestdo das
amostras, seguido de analise por ICP-MS.

Dentre os fatores negativos inerentes as metodologias explanadas
anteriormente estdo a necessidade de trabalho com maiores massas de cabelo,
que dificultam as analises de pequenos segmentos (principalmente inferior a 1-

2 cm) e a baixa taxa de amostragem analitica.

1.3. Relacéao entre Elementos Quimicos e Cabelo Humano

O cabelo humano é uma fibra proteica, composta por subunidades de
cadeias a-queratina, que é formada por amino&cidos. Esses aminoacidos, sendo
o principal a cisteina, incorporam elementos quimicos, devida a alta afinidade
pelo enxofre presente nos grupos sulfidrilas (POPESCU, HOCKER, 2007).

A melanina, pigmento que confere cor ao cabelo, é constituido de
polimeros que contém grupos carboxila e semiquinonas com carga negativa.
Isso propicia a ligagdo com cations por interacdo ibnica. Ademais, os metais
também podem se ligar ao nucleo hidrofébico do polimero de melanina na
estrutura capilar. Sao essas interacdes quimicas mencionadas que fazem com
que elementos quimicos persistam no cabelo humano por um longo tempo
(ATSDR, 2001; TOBIN, 2005).

A depender da parte do couro cabeludo e do individuo o crescimento do
cabelo pode ser diferente, variando entre 0,6 a 1,5 cm (TOBIN, 2005), contudo
€ em geral estabelecido um crescimento médio mensal de 1 cm (ATSDR, 2001,
TOBIN, 2005; ROBBINS, 2012). Além disso, o comprimento do cabelo pode
refletir diferentes periodos de exposicéo, possibilitando uma avaliagdo temporal
(ATSDR, 2001; TOBIN, 2005). Embora nao seja estabelecido o local ideal para
coletar a amostra, o CDC (Centers for Disease Control and Prevention) decidiu
estabelecer como protocolo a coleta na regido occipital, com auxilio de tesoura
fabricada em ago inoxidavel (ATSDR, 2001).

O entendimento da Agency for Toxic Substances and Disease Registry
(ATSDR, 2001) guanto a lavagem da amostra antes do preparo é de que, qguando
existe contaminacao externa pela substancia a ser analisada, € muito importante

a aplicacao de protocolo de lavagem do cabelo. Para tanto, pode ser utilizada



metodologia padrédo, proposta por Ohmori (1984), que é recomendada pela
International Atomic Energy Agency (IAEA) (IAEA, 1985) para analise de iodo,
na qual o cabelo deve ser lavado com acetona, agua e acetona novamente.

Entretanto, a ATSDR (2001) salienta que ja foi demonstrado que a
acetona remove sodio, bromo e célcio e pode adicionar cobre, ferro, manganés,
zinco e mercurio. Por isso, a depender do analito de interesse, as opg¢des de
lavagem devem ser avaliadas.

Sobre a quantidade de cabelo necessaria para a quantificacdo de
elementos quimicos ser confiavel, a ATSDR (2001) conclui que € necessario
avaliar a sensibilidade do método analitico para determinar uma massa minima

de amostra.

1.4. Solubilizacdo do Cabelo em Meio Alcalino

O preparo de amostras biolégicas é uma etapa critica e pode ser a mais
trabalhosa da andlise de elementos quimicos em matrizes bioldgicas (LIMA et
al., 2000; SOUZA et al., 2007; BATISTA et al., 2008).

O emprego da solubilizagdo alcalina do cabelo, utilizando hidréxido de
tetrametilaménio (TMAH) 100% (v/v) a temperatura ambiente, proposto por
Rodrigues e seus colaboradores (2008a) e aplicado em outro estudo do mesmo
grupo (RODRIGUES et al., 2008b), foi utilizado para determinacao de selénio,
chumbo, cadmio, manganés, cobalto, zinco, cobre, platina, uranio, talio, arsénio,
magnésio, cromio, berilio, prata, niquel e estréncio por ICP-MS. Este
procedimento apresenta diversas vantagens, ja que é simples, por ndo ser
necessario o emprego de micro-ondas para digestédo prévia da amostra e pode
ser realizado a temperatura ambiente, proporcionando custos e tempos menores
para a analise.

O TMAH também foi utilizado para solubilizagdo de outras matrizes
biolégicas como unha (BATISTA et al., 2008), sangue total (BARBOSA JR et al.,
2004; RODRIGUES et al., 2009; NUNES et al., 2010), leite materno (HUYNH,
2015) e tecido de animais (BATISTA et al., 2009; DE CARVALHO et al., 2010;
LOESCHNER et al., 2014) por ser capaz de causar cisao hidrolitica e metilacao
de éster, amida e alguma ligacéo éter. Além disso, quebra as liga¢cdes quimicas
dissulfeto nas proteinas (NOBREGA et al., 2006).



Outros pesquisadores como Carneiro (2011), Li (2016) e seus respectivos
colaboradores utilizaram a metodologia proposta por Rodrigues e colaboradores
(2008a) para quantificar arsénio, chumbo, cadmio, manganés, cobalto, selénio,
mercurio, molibdénio, estréncio, prata, bario, calcio, cobre, magnésio, antiménio
e zinco em cabelo por espectrometria de massas com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS). Entretanto, a luz dos nossos conhecimentos, ndo existe
metodologia na literatura para solubilizacdo alcalina (utilizando TMAH) de
cabelo, a temperatura ambiente, tendo como analito de interesse o iodo.

Ademais, sabe-se que, qguando empregado digestdo acida assistida por
micro-ondas para preparo de amostra para determinacéo de iodo, pode ocorrer
a formacéo de compostos volateis e consequente perda do analito (KNAPP et
al., 1998). Com isso, a solubilizacéo alcalina, com a utilizacdo de TMAH, se torna

uma alternativa viavel para determinacao de iodo em matrizes biolégicas.

1.5. Utilizacédo do ICP-MS para Dosagem de lodo

Dentre as vantagens da utlizacdo do ICP-MS (Figura 3) para
determinacdo de elementos quimicos, estd a capacidade de analisar quase
todos os elementos contidos na tabela periédica (TAYLOR, 2001). Além disso, a
capacidade de determinacdo de pequenas quantidades de elementos na urina,
no soro, no plama e em tecidos, confere grande vantagem para o
biomonitoramento humano (SCHRAMEL, 1999).

A introducdo da amostra, em sua maioria na forma liquida, € realizada
pelo nebulizador, que forma aerossoéis dentro da camara de nebulizacéo, os
quais sao carregados para o plasma (tocha) pelo fluxo do gas de nebulizacdo
(argbnio), e na sequéncia, sofrem dessolvatacdo térmica e ionizagdo
(SCHRAMEL, 1999; TAYLOR, 2001).

A formagéo do plasma indutivamente acoplado ocorre dentro da tocha e
inicia-se por uma faisca, gerada por bobina de Tesla, localizada no final da tocha,
gue inflama o fluxo de argbnio que esta passando por ela. Os ions e elétrons,
presentes no argonio, interagem com o campo magnético oscilante, gerado pela
bobina de Tesla, mantendo, assim o plasma (SCHRAMEL, 1999; TAYLOR,
2001). O ICP-MS NexION® 2000 (PerkinElmer, Waltham, EUA) possui a

tecnologia LumiCoil®, que nédo requer o resfriamento da bonina com agua ou gas



(PERKIN ELMER, 2019). A presenca do plasma da a capacidade de ionizar,
atomizar e excitar o analito a ser analisado (SCHRAMEL, 1999; TAYLOR, 2001).

Figura 3. Representagao esquematica de um ICP-MS NexION® 2000
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Fonte: CACHET (2019), com modificacdes.

Os ions gerados no plasma sdo transferidos para a interface
(SCHRAMEL, 1999; TAYLOR, 2001), que no caso do ICP-MS NexION® 2000
(PerkinElmer, Waltham, EUA) é composto por trés cones: de amostragem,
Skimmer e Hyper Skimmer (PERKIN ELMER, 2019). O QID (Quadrupole Ilon
Deflector) esta posicionado a 90 °C e € o primeiro componente do equipamento
na regido de vacuo. Ele esta localizado apds os cones de amostragem e funciona
como um filtro, inserindo os analitos no analisador de massas (PERKIN ELMER,
2019).

Os ions séo entdo separados de acordo com a relacdo massa/carga (m/z)
no analisador de massas e entdo detectados no detector (SCHRAMEL, 1999),
gue pode estar no modo pulse, no modo analdgico ou no modo dual (ambos)
(PERKIN ELMER, 2019).
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1.5.1. Calibracdo externa por ajuste por matriz em ICP-MS

Existem diferentes formas de calibragédo do ICP-MS para realizacéo de
andlise quantitativa, sdo elas: diluicao isotopica, adicdo de padrao e calibracédo
externa (TAYLOR, 2001).

A diluicdo isotopica consiste na adicionacdo de isotopos enriquecidos
artificialmente do elemento a ser determinado na amostra, em diferentes
concentragdes. Este procedimento de calibragdo ndo é aplicavel a elementos
mono-isotopicos e aplicavel somente a elementos que o0s isétopos enriquecidos
estdo disponiveis comercialmente (SCHRAMEL, 1999).

A calibracdo com adicao de padrdo é realizada contaminando a prépria
amostra com concentracdes conhecidas dos analito de interesse. Essa
abordagem possui baixa aplicabilidade em rotina, por ser muito demorada
(BULSKA; WAGNER, 2016).

A calibracdo externa € amplamente utilizada em analises por ICP-MS e
consiste na construgdo de uma curva analitica em HNOs, por exemplo, com
niveis de diferentes concentracdes. A calibracdo externa pode ser realizada com
ou sem a adicdo de um padréo interno (ex.: rodio e indio), de concentracéo
conhecida, que ndo esteja presente na amostra em concentragdes significativas.
Esse tipo de calibracdo € utilizado principalmente para aguelas amostras que
apresentam interferéncias nao-espectrais (TAYLOR, 2001; BULSKA; WAGNER,
2016).

A analise direta de amostras biolégicas por ICP-MS, pode ser realizada
utilizando a calibracdo externa com ajuste de matriz, do inglés matrix-matching,
para que sejam minimizados ou excluidos os interferentes onde o analito esta
inserido. A quantificacao do analito, utilizando introducao direta de amostra, sem
0 ajuste de matriz pode causar incremento no sinal e consequente deteccao de
concentrag&o maior do que a real, ou decréscimo no sinal, tendo como resultado
concentracdo menor que a real (Figura 4) (BULSKA; WAGNER, 2016).
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Figura 4: Representacdo esquematica da calibracdo externa, quando o ajuste
de matriz € necessario. Efeito de matriz mostrando quando: (a) aumento do
sinal (devido a interferéncias espectrais, por exemplo); (b) diminui¢cdo do sinal

(devido a recuperacéo reduzida durante o preparo da amostra, por exemplo)
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Fonte: BULSKA, WAGNER (2016), com modificagdes.

A necessidade de adi¢do da matriz ou de componentes da mesma, pode
ser verificado através do teste de efeito de matriz, onde sdo comparadas as
inclinacbes das curvas com e sem a matriz, por meio de analise estatistica
(INMETRO, 2016).
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Para analise de cabelo multielementar por ICP-MS (selénio, chumbo,
cadmio, manganés, cobalto, zinco, cobre, platina, uranio, télio, arsénio,
magnésio, crdomio, berilio, prata, niquel, estrdncio, mercurio, molibdénio e
antiménio) Rodrigues e colaboradores (2008a, 2008b) propuseram a adi¢cao de
L-cisteina nas curvas de calibracdo para realizar o ajuste de matriz, ja que ela €
0 aminoacido mais abundante no cabelo (HILTERHAUS-BONG; ZAHN, 1987).

1.5.2. Interferentes na quantificacdo de iodo em cabelo por ICP-MS

Podem ocorrer basicamente dois tipos de interferéncias na determinacao
por ICP-MS: interferéncias espectrais e interferéncias nao-espectrais. Ambas
podem causar uma determinagao incorreta dos analitos (TAYLOR, 2001; LUM;
LEUNG, 20186).

Interferéncias espectrais estéo relacionadas com a medicao de corrente
de ions no espectro de massas. Elas podem ser classificadas como isobéaricas,
poliatbmicas, formacdo de Oxidos e formacdo de ions com dupla carga. A
interferéncia isobarica € detectada quando ocorre uma sobreposicdo de
isétopos, de diferentes m/z, de diferentes analitos. A interferéncia poliatbmica
ocorre pela formacédo de moléculas ionizadas no plasma, ou na regido entre o
plasma e o analisador de massas, que interferem na deteccdo do analito de
interesse. A formacdo de 6xidos pode ser proveniente do excesso de oxigénio
no plasma, isso pode acarretar problemas, como a ligacdo do analito com
oxigénio. A ultima interferéncia espectral esta relacionada com a formacao de
ions de dupla carga, sendo que esses ions podem gerar perda de sinal
(TAYLOR, 2001; LEUNG, 20186).

As interferéncias nao-espectrais envolvem caracteristicas da amostra,
que sdo: a viscosidade da amostra, volatilizagdo da amostra, efeito de memoéria
e efeito de matriz. As propriedades da amostra podem modificar a ionizagao dos
analitos no plasma e no método de introducéo de amostra (TAYLOR, 2001).

A determinacado de iodo por ICP-MS ocorre quase livre de interferéncias
(KRENGEL-ROTHENSEE; RICHTER; HEITLAND, 1999). No entanto, alguns
autores mostraram que a presenca de carbono residual em amostras biologicas
(cabelo, leite materno e saliva) que foram solubilizadas em solucéo alcalina, ou

gue nao foram totalmente digeridas, poderiam acarretar em aumento do sinal de
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iodo em suas analises (interferéncia ndo-espectral) (MELLO et al., 2013; MESKO
et al., 2016; ASTOLFI et al., 2018; NOVO et al., 2019a; NOVO et al., 2019b).

As espécies de carbono (C*, CO*, CO2*, C2*, ArC*, sendo a primeira a
principal fonte) presentes na matriz, podem causar um aumento na transferéncia
de cargas, podendo resultar na melhoria da eficiéncia da ionizacdo do iodo
(GRINDLAY et al., 2013).

Ao avaliar a influéncia do carbono na ionizacédo de diversos elementos
quimicos, dentre eles o iodo, Grindlay et al. (2013) mostraram que o carbono
proveniente da matriz pode causar um aumento na ionizacdo do analito em
questdo. Contudo, a interferéncia na ionizacdo do iodo depende de fatores
ligados aos parametros de instrumentacdo do espectrometro de massas com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), sendo eles: a poténcia do plasma, a
vazao do gas de nebulizacdo e a vazao de introduc¢do da amostra.

GRINDLAY et al. (2013) apontam que alguns parametros favorecem a
eficiéncia da ionizac&o do iodo, como por exemplo a poténcia do plasma de 1400
W, vazdo do gas de nebulizacdo menor que 0,95 L min e vazédo de introdugéo
da amostra em 1 mL min~ 1.

Em suma, a interferéncia causada pelo carbono na deteccao de iodo esta
relacionada a quantidade de matriz (carbono) introduzida no plasma. Para
diminuir essa interferéncia, o estudo supracitado sugere adotar os seguintes
parametros otimizados para o ICP-MS: poténcia do plasma menor que 1100 W,
vazdo do gas de nebulizagdo maior que 0,95 L min e vazao de introducdo da
amostra préxima de 0,2 mL min~ ! (GRINDLAY et al., 2013).

2. JUSTIFICATIVA

Sdo poucos o0s estudos disponiveis na literatura que visam a
determinacdo de elementos quimicos halogénios no cabelo. Devido a
essencialidade do iodo para os seres humanos, € de suma importancia que se
tenha uma metodologia simples e rapida, capaz de ser implementada em rotina
de larga escala em laboratérios para biomonitoramento humano, visando analise

de um grande numero de amostras em menor tempo.
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3. OBJETIVO

Desenvolver e validar um método para determinacdo de iodo em cabelo,
empregando solubilizacdo alcalina com TMAH, que seja rapido, simples, de

baixo custo e, capaz de ser implementado em rotina de larga escala.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1.Desenvolvimento do Estudo

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratério de Toxicologia e
Essencialidade de Metais, localizado na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto (FCFRP), Universidade de Séao Paulo (USP).

4.2.Padrdes e reagentes

Foi utilizada agua ultrapura com resistividade 18.2 MQ.cm a 25 °C, obtida
por meio de sistema de purificacdo de agua Milli-Q® (Millipore RiOs-DITM®,
Bedford, MA, EUA). TMAH (hidroxido de tetrametilaménio) 25% (m/v), lodeto de
Potassio e L-cisteina foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA).

Os materiais de referéncia Human Hair QM-H-Q1616 e QM-H-Q1725
obtidos do Institut Nacional de Santé Publique du Quebec (INSPQ - Centre de
toxicologie, Canada, Québec) foram utilizados para validar o método proposto,
na verificacdo da exatiddo e a precisdo. Além destes materiais, 0 material de
referéncia certificado Non-Fat Milk Powder (NIST-1549), obtido de NIST
(National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, Maryland, EUA),

que possui concentracdo indicada para iodo, também foi utilizado.
4.3.0timizagcao dos Parametros de Solubilizagao
Para a otimizacdo dos parametros de solubilizagdo, utilizou-se os

materiais de referéncia Human Hair QM-H-Q1616 e QM-H-Q1725 e Non-Fat Milk
Powder (NIST-1549).
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As condicbes ideais de solubilizacdo foram avaliadas quanto a
concentracdo de TMAH necesséaria para solubilizacdo da matriz, ao tempo
necesséario para solubilizacdo e a quantidade de amostra necesséaria para

obtencéo de precisdo e exatiddo apropriadas.

4.3.1. Concentracdo de TMAH para solubilizacdo da matriz

Primeiramente, utilizou-se os materiais de referéncia Human Hair QM-H-
Q1725 e Non-Fat Milk Powder (NIST-1549) para otimizar a concentracdo de
TMAH (hidréxido de tetrametilaménio) para solubilizagéo, no qual foram testadas
as concentracdes de 10, 25, 50, 75 e 100% (v/v), a temperatura ambiente e
overnight (intervalo igual ou maior que 14 horas) (Figura 5). Cada concentracéo
foi obtida através da diluicdo de TMAH 25% (m/v) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA)
em agua ultrapura. Ressalta-se que o TMAH 25% (m/v) equivale ao TMAH 100%
(VIV).

Figura 5: Esquema para avaliacdo da concentracdo ideal de TMAH para

solubilizacdo da matriz

Human Hair 1725 Non-Fat Milk Powder

Pesou-se de 15 a 20 mg de cada material (n=5)

Adicionou-se diferentes concentracées de TMAH (v/v)

10% 25% | 150% 75% | 1100% 10% 25% | 150% 75% | 1100%
l l l l l l l l l

overnight, a temperatura ambiente

Amostras sem particulas visiveis a olho nu foram diluidas em H,0 ultrapura,
para que a concentracgao final de TMAH fosse de até 1% (v/v)

|
Anélise por ICP-MS

Fonte: A autora.
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Pesou-se de 15 a 20 mg dos materiais de referéncia em microtubos de
polipropileno (2 mL, livre de DNA, DNase, RNase e pirogénio), obtidos da marca
KASVI (Sédo José dos Pinhais, Parana, Brasil). Em seguida, foi adicionado em
cada tubo 1 mL de TMAH em diferentes concentracdes, resultando em um total
de 10 tubos.

Apos o periodo de solubilizacdo (overnight, correspondente a um periodo
igual ou maior que 14 horas), foi aliquotado uma fracdo de cada material de
referéncia, acondicionada em microtubo de polipropileno (2 mL, livre de DNA,
DNase, RNase e pirogénio), obtidos da marca KASVI (Sdo José dos Pinhais,
Parana, Brasil) e o volume foi completado para 1 mL com agua ultrapura,
resultando em uma diluicdo que nao ultrapassasse 1% (v/v) de TMAH, a fim de
diminuir o desgaste dos cones de amostragem, Skimmer de platina e Hyper
Skimmer de aluminio, bem como outros dos componentes de introducédo da

amostra, seguido de analise por ICP-MS.

4.3.2. Tempo total de solubilizacdo a temperatura ambiente

Apos a verificacdo da melhor concentracdo para solubilizacdo da amostra,
foi testado o tempo necessério para solubilizacdo da matriz. Para tanto, pesou-
se quatro aliquotas do material de referéncia Human Hair QM-H-Q1725 (de 15 a
20 mg) em microtubo de polipropileno (2 mL, livre de DNA, DNase, RNase e
pirogénio), obtidos da marca KASVI (Sao José dos Pinhais, Parand, Brasil).

A temperatura ambiente, adicionou-se 1 mL de TMAH 50% (v/v) no
primeiro tubo (amostra overnight, tempo igual ou maior que 14 horas). Apos
algumas horas, adicionou-se 1 mL de TMAH 50% (v/v) no segundo tubo (amostra
12 horas). Apés 2 horas, adicionou-se 1 mL de TMAH 50% (v/v) no terceiro tubo
(amostra 10 horas) e, ap6s 3 horas, adicionou-se 1 mL de TMAH 50% (v/v) no
quarto tubo (amostra 7 horas).

A amostra 7 horas, que ainda continha particulas visiveis a olho nu, foi
submetida a centrifugacéo e o sobrenadante foi recolhido e diluido 50 vezes em
agua ultrapura. Os demais materiais foram homogeneizados e diluidos 50 vezes
em agua ultrapura. Subsequentemente, as amostras foram analisadas por ICP-
MS, resultando na analise de quatro diferentes tubos, com os tempos total de
solubilizac&o de 7, 10, 12 horas e overnight (periodo igual ou maior que 14 horas)
(Figura 6).
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Figura 6: Esquema para avaliacdo do tempo total ideal para solubilizacao da

matriz

Human Hair 1725

Pesou-se de 15 a 20 mg (n=4)

Adicionou-se 1 mL de TMAH 50% (v/v) e as amostras
foram incubadas a temperatura ambiente por:

7h 10 h 12 h| |overnight

Centrifugacao
Sobrenadante recolhido e diluido Amostras sem particulas visiveis a olho nu
50 vezes em H,0 ultrapura foram diluidas 50 vezes em H,0 ultrapura

Analise por ICP-MS

Fonte: A autora.

4.3.3. Avaliacdo da Influéncia da massa da amostra

Por fim, apés a otimizacdo dos demais parametros, realizou-se a
avaliacao da influéncia da massa da amostra (Figura 7), em que 0s materiais de
referéncia Human Hair QM-H-Q1616 e QM-H-Q1725 e Non-Fat Milk Powder
(NIST-1549) foram pesados em dois intervalos de massas. Primeiramente,
pesou-se em balanca analitica entre 15 e 20 mg (intervalo 1) e entre 70 e 100
mg (intervalo 2).

Apo6s a pesagem, adicionou-se 1 mL de TMAH 50% (v/v) e as amostras
foram acondicionadas em temperatura ambiente overnight (periodo igual ou
maior que 14 horas). Em seguida, as amostras foram diluidas 50 vezes em agua
ultrapura, com volume final de 1 mL, em microtubo de polipropileno (2 mL, livre
de DNA, DNase, RNase e pirogénio), obtidos da marca KASVI (S&o José dos
Pinhais, Parana, Brasil), e quantificadas por ICP-MS.
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Figura 7: Representacdo esquematica para avaliacdo da influéncia da massa

da amostra

Human Hair 1725 Human Hair 1616 Non-Fat Milk Powder

| |

de 15a20 mg de 70 a 100 mg

|

Adicionou-se 1 mL de TMAH 50% (v/v) e as amostras foram
incubadas a temperatura ambiente overnight

|

Amostras sem particulas visiveis a olho nu foram diluidas 50 vezes em H,0
ultrapura, para que a concentracdo final de TMAH fosse de até 1% (v/v)

Analise por ICP-MS

Fonte: A autora.

4.4.Preparo das Solugdes de Calibragéo

As solucbes de calibracdo foram preparadas diariamente, nas
concentragbes de 0,5, 1, 2, 5, 10 e 20 ug L%, a partir de solucéo estoque (1 pg
mL-1) do padréo lodeto de Potassio em meio basico, com adicdo de TMAH 1%
(VIV).

As solucdes de calibracéo utilizadas na avaliacdo do efeito de matriz sdo

descritas mais detalhadamente no item 4.5.1. deste documento.

4.5.Instrumentacdo e parametros de anélise

As analises foram realizadas por meio do equipamento ICP-MS
(Espectrébmetro de Massas, com Plasma Indutivamente Acoplado) (PerkinElmer,
NexION® 2000 B, Waltham, EUA). A aquisicdo e processamento dos dados
foram realizados utilizando o software Syngistix® 2.4 (PerkinElmer, Waltham,
EUA).
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O instrumento era equipado com camara de nebulizacdo ciclbnica,
nebulizador de quartzo ultrapuro, tubo para bomba peristéltica PVC (0,51 mm de
diametro interno), médulo de introducdo de amostras SMARTIntro® e cones de
amostragem e Skimmer de platina e Hyper Skimmer de aluminio (obtidos de
PerkinElmer Waltham, EUA). Argonio com pureza de 99,999% (Air Liquide, Sao
Paulo, Brasil) foi utilizado para a geracao do plasma, como gas de nebulizacdo
e auxiliar.

Os parametros instrumentais foram otimizados diariamente pelo
equipamento, a fim de otimizar a sensibilidade e diminuir a formacao de 6xido e
ions dupla carga, sendo a vazao do gas de nebulizacdo o Unico parametro que
sofreu alteracdes nos dias em que foram realizadas as determinacdes. As

condicBes operacionais estdo contidas na Tabela 1.

Tabela 1: Parédmetros instrumentais de operagéo do ICP-MS

Modelo e Marca PerkinElmer NexION 2000B
Poténcia do Plasma (W) 1350
Vazao do gas do plasma (L mint) 18
Vazao do gas auxiliar (L min-t) 1,2
Vazéao de nebulizagdo (L min?) 0,98a1,2
Processamento do sinal Area sobre pico
Tempo de integracdo (ms) 750
Vazao de introdugdo da amostra (uL min?) 330
Sweeps 15
Replicatas 3
Isétopo monitorado lodo (*271)

Fonte: A autora.

4.6.Parametros Analiticos para Validacdo da Metodologia Proposta

Os parametros analiticos para validacdo da metodologia proposta
seguiram recomendacgdes contidas no guia do INMETRO (2016), denominado

Orientacdes sobre validacao de métodos analiticos.
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4.6.1. O efeito de matriz

O efeito de matriz foi avaliado por meio da analise de duas diferentes
curvas analiticas: a primeira foi construida com a adicdo do analito em meio com
1 mg mL1de L-cisteina e a segunda somente com o analito.

Cada curva de calibracao foi construida nas concentracdes 0,5, 1, 2, 5, 10
e 20 ug L, em triplicatas independentes por nivel de concentracdo, a partir de
solucéo estoque (1 pg mL1) do padréo lodeto de Potassio em meio basico, com
adicao de TMAH 1% (v/v).

4.6.2. Limite de Deteccéo (LD)
O Limite de Deteccao (LD) foi estimado a partir da curva analitica, por

meio da equacéo (1):
LD=3,3s/b @

Onde: s = desvio padrao da resposta da leitura de 10 brancos

b = inclinacéo (coeficiente angular) da curva analitica

4.6.3. Limite de Quantificacéo (LQ)
O Limite de Quantificacao (LQ) foi estimado a partir da curva analitica, por

meio da equacéo (2):
LQ=10s/b 2)

Onde: s = desvio padrao da resposta da leitura de 10 brancos

b = inclinacéo (coeficiente angular) da curva analitica

Além disso, o LQ foi multiplicado pela diluicio média das amostras,
levando-se em conta a massa de cabelo de 20 mg, para fins de comparac¢ao com

outras técnicas presentes na literatura.

4.6.4. Exatidao

A exatidao foi calculada por meio da recuperacao de iodo (3), utilizando-
se 0s materiais de referéncia Human Hair QM-H-Q1616 e QM-H-Q1725 e Non-
Fat Milk Powder (NIST-1549), nos testes de concentracdo ideal para

solubilizacdo da matriz, tempo total para solubilizagdo da matriz e
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homogeneidade da amostra. Ademais, a recuperacéao também foi calculada apos

a otimizacao e aplicacdo de todos os parametros em conjunto.

Recuperacao (%) = _ Valor observado  x 100 % 3)

valor esperado

4.6.5. Preciséo

A preciséo intra-dia do método foi calculada por meio da anélise (n=4) dos
materiais de referéncia Human Hair QM-H-Q1616 e QM-H-Q1725 e Non-Fat Milk
Powder (NIST-1549), em que se calculou o desvio padréo relativo (DPR) das
concentracbes obtidas (4). Com a mesma formula, foi possivel calcular a

precisao inter-dia (n=4), utilizando as concentracdes de 4 dias.

DPR (%)= _ DP___ x100% (4)
CMD

Onde: DP = desvio padréo

CMD = concentracao média encontrada.

4.7.Anélise do Efeito Residual

A fim de analisar se 0 método apresentava efeito de memaria, foi realizada
a analise do efeito residual, que consistiu na inje¢édo de branco (TMAH 1% (v/v))
(n=3), subsequéncia analise do material de referéncia Human Hair QM-H-Q1616
(n=8) e, por fim injecédo de branco (TMAH 1% (v/v)) (n=3).

4.8.Analise dos Resultados

Os resultados foram expressos por meio de tabelas e de gréficos, que
foram confeccionados por meio do software GraphPad Prism® (versdo 6.01,
EUA).

As inclinacbes (slopes) das curvas analiticas na analise do efeito de

matriz, foram comparados por meio do teste ANOVA (Andlise de Variancia),
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aplicando pés-teste de multiplas comparacdes de Tukey, e as recuperacdes das

amostras foram comparadas por meio do teste t pareado com 95% de confianca.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Efeito de Matriz

No presente trabalho, a avaliagcdo do efeito de matriz foi realizada para
gue fosse atestada a possibilidade da calibracdo ser realizada somente em meio
alcalino, sem necessidade de realizacdo de ajuste de matriz. Para tanto, foram
construidas duas diferentes curvas, sendo uma com L-cisteina e a segunda
somente com o0 analito para averiguar se 0s componentes da matriz
influenciavam na deteccao e quantificacdo do iodo em cabelo.

A utilizacdo da L-cisteina para realizar o ajuste de matriz foi proposta por
Rodrigues e colaboradores (2008a; 2008b) na determinacédo de varios elementos
guimicos, com a justificativa de que o cabelo possui uma grande quantidade de
enxofre. A presenca do enxofre se faz na cisteina, aminoacido que esta na
estrutura da proteina queratina.

Assim, alguns elementos quimicos possuem ligacfes quimicas dissulfeto
com o enxofre, presente nas moléculas de cisteina. Em sintese, a presenca do
enxofre poderia interferir na determinacao do iodo no cabelo por ICP-MS.

Para avaliar o efeito de matriz, foram construidas duas diferentes curvas.
A primeira foi construida a partir da adicdo somente do analito, sem a matriz; a
segunda continha o analito, adicionado de 1 mg mL™ de L-cisteina em cada
ponto. Cada curva de calibragcédo foi construida nas concentracdes 0,5, 1, 2, 5,
10 e 20 ug L%, em triplicatas independentes por nivel de concentracédo. Foi
obtida a média das triplicatas de cada nivel das trés curvas e os dados estdo na

Figura 8.
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Figura 8: Avaliacdo do efeito de matriz. Os dados estao representados
em média + desvio padrdo. Equacgfes: Curva somente iodo: y = 35117 X;
curva L-cisteina: y = 32749 x

800000 -
. —— |odo
2 600000 - o
o —— L-cisteina
(/)]
$ 400000+
o))
S
8 200000
S J
O L 1 L 1 Ll 1 Ll 1
0 5 10 15 20

Concentragao (ug L'1)

Fonte: A autora.

A partir da andlise estatistica, por meio do teste ANOVA (Analise de
Variancia), aplicando pés-teste de mdultiplas comparacdes de Tukey, pode-se
comprovar que nao existe diferenca estatistica (p > 0,05) entre as duas curvas,
podendo, assim, ser utilizada qualqguer uma das duas para calibracdo, com a
finalidade de detectar e quantificar o iodo no cabelo.

A curva contendo somente o analito em TMAH 1% (v/v) foi escolhida para
prosseguir com os demais testes, por ser mais facil de ser construida, ja que foi
constatado que nado se faz necessaria a utilizacao de L-cisteina para realizacéo

do ajuste de matriz.
5.2. Limite de Deteccéo (LD) e Limite de Quantificacédo (LQ)

Para constatar a menor concentracdo que pode ser detectada (LD) e a
menor concentracdo que pode ser quantificada (LQ), foi realizada a andlise da
leitura de 10 brancos. O branco era constituido por TMAH 1% (v/v), em agua
ultrapura. Posteriormente, os célculos foram realizados a partir da curva analitica

escolhida a partir do teste de efeito de matriz (curva somente com iodo), sendo
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gue os Limites de Deteccdo e de Quantificacdo foram, respectivamente, 1,56 x
10°ug gte 4,72 x10°ug gt

O limite de deteccéo foi de 0,04 ug g* e o limite de quantificacéo foi de
0,12 ug g, para amostras de 20 mg. Assim, o método proposto é capaz de
detectar pequenas concentracfes do analito na matriz em questdo e atende ao
objetivo que se propde (analise de iodo em cabelo), ja que o LQ é menor que as
concentragbes do analito em geral encontradas nesta matriz, como as
concentracdes encontrada por Novo e colaboradores (2019b) (0,56 a 9,40 ug g
1), Hou e colaboradores (1997) (0,25 a 2,0 ug g1), Faghihian e Rahbarnia (2002)
(0,13 a 2,45 ug g') e Gorbachev, Skalny e Koubassov (2007) (0,15 ug g2).

5.3. Parametros de Solubilizacéo

5.3.1. Concentracado de TMAH para solubilizacdo da matriz

No presente estudo, foi considerada a concentracdo de TMAH necesséria
para solubilizacdo das amostras. Foram testadas as concentracfes de 10, 25,
50, 75 e 100% (v/v). Para tanto, foram utilizados os materiais de referéncia
Human Hair QM-H-Q1725 e Non-Fat Milk Powder (NIST-1549). Pesou-se de 15
a 20 mg dos materiais de referéncia em microtubos de polipropileno (2 mL, livre
de DNA, DNase, RNase e pirogénio, marca KASVI). Em seguida, foi adicionado
1 mL de TMAH, sendo que para cada tubo utilizou-se uma das concentracdes
de TMAH em estudo.

Previamente as andlises por ICP-MS e apds a solubilizacdo overnight
(intervalo igual ou maior que 14 horas) a temperatura ambiente, foi realizada uma
analise visual, para observar se as amostras ainda continhas particulas a olho
nu. Essas amostras nao foram analisadas, para evitar o entupimento do sistema
de introducéo de amostra do equipamento. Os resultados da analise visual estéo

contidos na Tabela 2.
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Tabela 2: Concentracdo de TMAH para solubilizacdo de 15 a 20 mg de matriz,

overnight
Material de _ Concentracao ]
o Matriz Particulas a olho nu?
Referéncia de TMAH (v/v)

10% Sim
25% Sim

Cabelo
QM-H-Q1725 50% Né&o

Humano
75% N&o
100% Né&o
10% Né&o
_ 25% Né&o

Non-Fat Milk _ .
Leite 50% Nao
Powder

75% Né&o
100% Né&o

Fonte: A autora.

Por aparentemente apresentar menor tamanho de particulas, o Non-Fat
Milk Powder solubilizou com a adi¢do de todas as concentrac6es de TMAH. No
entanto, para o cabelo, somente as concentracdes de 50, 75 e 100% (v/v) de
TMAH foram capazes de promover a auséncia de particulas a olho nu nas
amostras.

Esses eventos observados experimentalmente corroboram com oS
resultados obtidos por Radlinger e Heumann (1998) e Fecher, Goldmann e
Nagengast (1998), que realizaram solubiliza¢do alcalina com TMAH 25% (m/v)
(equivalente a TMAH 100% (v/v)) em amostras de alimentos, com emprego de
temperatura (90 °C por 3 h) e observaram que amostras que possuem particulas
grandes ou com ampla faixa de distribuicdo de tamanho n&o ficam em contato
da forma correta com o liquido solubilizador/extrator, o que dificulta o processo
de solubilizac&o, resultando em baixa recuperagédo (OLIVEIRA; TREVIZAN;
NOBREGA, 2010).

Ressalta-se que o0s materiais de referéncia s&o comercializados
homogeneizados. Contudo, os fabricantes ndo informam o tamanho de particula

dos materiais.
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Apo6s ponderar o que foi explanado, as amostras que foram solubilizadas
com as concentragdes de 50, 75 e 100% (v/v) foram diluidas em &gua ultrapura,
para que a concentragdo de TMAH né&o ultrapasse 1%, a fim de diminuir o
desgaste dos cones de amostragem, Skimmer de platina e Hyper Skimmer de
aluminio, bem como outros dos componentes de introducao da amostra, seguido
de andlise por ICP-MS. As recuperacdes obtidas com as analises dos materiais

de referéncia solubilizados com as diferentes concentracdes de TMAH estéo
contidos na Figura 9.

Figura 9: Recuperacéo dos materiais de referéncias (n=3) (15 a 20 mg)
solubilizados com as concentragdes de 50, 75 e 100% (v/v) de TMAH
overnight, sendo (A) Recuperacéo do Material de Referéncia Human Hair QM-
H-Q1725. Linha tracejada azul corresponde a recuperacao alvo informada por
INSPQ (100%). Linhas postilhadas vermelhas correspondem a faixa de
recuperacéo informada por INSPQ (de 91% a 109%); (B) Recuperagéo do
Material de Referéncia Non-fat Milk Powder. Linha tracejada azul corresponde

a recuperacdao alvo informada por NIST (100%)

A
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£ ©
o 50T g 50-
= 5
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100% 70% 50%

100%  75% 50%
Concentragao de TMAH (v/v)

Concentracao de TMAH (v/v)

Fonte: A autora.

Para o material de referéncia Human Hair QM-H-Q1725 (Figura 9A), o
Institut Nacional de Santé Publique du Quebec (INSPQ) propde como faixa
aceita de recuperacao o intervalo entre 91% e 109%. No presente estudo,
obteve-se entre 102 £ 3,7%; 101 = 2,8%; e 109 + 4,6%, para as concentracdes

de TMAH 100%, 75% e 50% (v/v), respectivamente. Assim, ao comparar as
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recuperacoes obtidas com a recuperacao informada pelo Institut Nacional de
Santé Publique du Quebec, por meio do teste t pareado, com 95% de confianca,
os valores ndo apresentaram diferenca estatistica (p > 0,05).

Rodrigues e colaboradores (2008a) utilizaram para a solubilizacédo
alcalina de cabelo o TMAH 100% (v/v). Contrapondo-se ao referido estudo, a
concentragdo de TMAH 50% (v/v) foi escolhida para prosseguir com os demais
testes, por apresentar resultado satisfatorio quanto a analise visual das
amostras, ao promover a auséncia de particulas a olho nu (Tabela 2), e pela
recuperacdo ndo apresentar diferenca estatistica significativa ao ser comparada
com a recuperacao de referéncia (p > 0,05) no material de referéncia Human
Hair QM-H-Q1725 (Figura 9A).

Quanto ao material de referéncia Non-fat Milk Powder (Figura 9B), obteve-
se recuperacao de 104 £ 5,7%, 102 + 2,3% e 108 £ 5,2%, para as concentracdes
de TMAH 100%, 75% e 50% (v/v), respectivamente. Considerando-se a
recuperacédo alvo de 100%, informada por National Institute of Standards and
Technology (NIST), a recuperacgéo obtida mostrou-se satisfatoria.

A predilecéo pela concentracdo de TMAH em questédo apresenta algumas
vantagens, dentre elas: a diminuicdo da quantidade de reagente utilizado nos
testes, gerando economia nas analises, e a necessidade de diluir menos a
amostra, para que a concentracao final de TMAH fique em 1% (v/v), sendo a
Gltima necesséria para que diminua o desgaste dos cones e aumente a vida (til

dos mesmos.

5.3.2. Tempo total de solubilizacdo a temperatura ambiente

A partir do teste anterior (Concentracdo de TMAH para solubilizagéo da
matriz), foram pesadas quatro aliquotas de 15 a 20 mg do material de referéncia
Human Hair QM-H-Q1725 em microtubos de polipropileno (2 mL, livre de DNA,
DNase, RNase e pirogénio, marca KASVI).

A temperatura ambiente, adicionou-se 1 mL de TMAH 50% (v/v) em cada
tubo, avaliando-se os tempos totais de solubilizagédo de 7, 10, 12 horas e
overnight (intervalo igual ou maior que 14 horas). Ap6s esse periodo, foi

realizada uma analise visual e os resultados obtidos estdo contidos na Tabela 3.
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Tabela 3: Analise visual do tempo de solubilizacdo da matriz (15 a 20 mg) em
TMAH 50% (v/v)

Material de . Tempo de
o Matriz . Particulas a olho nu?
Referéncia solubilizacao
7 horas Sim
Cabelo 10 horas N&o
QM-H-Q1725
Humano 12 horas N&o
Overnight N&o

Fonte: A autora.

Ao final do periodo de solubilizacdo a temperatura ambiente, a amostra
que foi submetida a solubilizacdo por 7 horas ainda continha particulas
perceptiveis a olho nu, sendo possivel observar pequenos pedacos da amostra.
Assim, essa amostra foi submetida a centrifugacdo e o sobrenadante foi
recolhido e diluido 50 vezes em &gua ultrapura, para ser analisado. Nao foram
observadas particulas ns amostras dos tempos 10 h, 12 h e overnight (intervalo
igual ou maior que 14 horas), sendo assim, foram homogeneizadas e diluidas 50
vezes em agua ultrapura e analisados por ICP-MS, resultando na analise de
quatro diferentes tubos. As recuperacdes obtidas sdo mostradas na Figura 10.

Antes mesmo da analise da amostra solubilizada por 7 horas, ja era de
conhecimento que ela nao fora solubilizada completamente, o que corroborou
com a analise da referida amostra, que apresentou recuperacao média igual a
4,46 + 0,30%. Com esse resultado, foi a Unica amostra que apresentou diferenca
estatistica significativa na recuperacao (p < 0,05), ao ser comparada com a
recuperacdo informada por Institut Nacional de Santé Publique du Quebec
(INSPQ) (Figura 10).
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Figura 10: Influéncia do tempo total de solubilizacdo na recuperacao do
material de referéncia Human Hair QM-H-Q1725 (n=3) (15 a 20 mg),
solubilizado com 50% (v/v) de TMAH. Linha tracejada azul corresponde a
recuperacéo alvo informada por INSPQ (100%). Linhas postilhadas vermelhas
correspondem a faixa de recuperacédo informada por INSPQ (de 91% a 109%).
* Corresponde a diferenca estatistica (p < 0,05), quando aplicado teste t

pareado com 95% de confianca
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Fonte: A autora.

Os tempos de solubilizacdo de 10 horas, 12 horas e overnight (intervalo
igual ou maior que 14 horas) apresentaram os seguintes valores de recuperacao:
105% =+ 3,60%; 105% + 2,08%; 109% =+ 4,60%, respectivamente (Figura 10).
Quando comparados entre os grupos e com a faixa de recuperacdo de
referéncia, ndo apresentaram diferenca significativa na recuperacéo (p > 0,05).

Em raz&o de todos os tempos de solubilizacdo apresentarem recuperagcao
satisfatoria, o tempo total de solubilizacédo overnight (intervalo igual ou maior que
14 horas) foi escolhido para ser utilizado nos demais testes pela comodidade
que apresenta, jA que uma grande quantidade de amostras poderia ser
preparada no dia anterior as analises. No dia das analises, seria necessario
somente a diluicho de 50 vezes das amostras em agua ultrapura, sem

preocupacao em cronometrar o tempo total de solubilizacéo.
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5.3.3. Avaliacao da Influéncia da massa da amostra

Por ser uma matriz solida, o cabelo exige a pesagem para seu preparo.
Com isso, a determinacdo da massa a ser pesada é de grande importancia, visto
que requer uma quantidade minima de amostra, a fim de ndo prejudicar a
representatividade amostral. Em contraponto, é desejavel que ndo seja uma
quantidade grande, para que ndo prejudique a coleta, ja que o cabelo é uma
matriz leve, sendo dificil a obtencdo de uma grande quantidade de amostra.

Além disso, amostras que possuem ampla faixa de distribuicdo de
tamanho ou que sdo muito grandes nao ficam em contato da forma correta com
0 liquido solubilizador, resultando em baixa recuperacdo (OLIVEIRA,
TREVIZAN; NOBREGA, 2010). Com essa informagédo de que quanto maior a
superficie de contato entre o liquido solubilizador e a amostra, melhor a
recuperacao, elucida-se mais uma vez a importancia de diminuir a quantidade
de amostra a ser solubilizada.

Por essas razdes, € necessario que haja um balanco entre a quantidade
de amostra que ficara em contato com o liquido extrator, para que o cabelo seja
de fato solubilizado, e que a amostragem seja representativa, a fim de que a
massa néo influencie negativamente na exatidao e precisdo do método.

Para avaliar a influéncia da massa da amostra, foram novamente usados
0s materiais de referéncia Human Hair QM-H-Q1616, Human Hair QM-H-Q1725
e Non-Fat Milk Powder (NIST-1549). Dois intervalos de massas foram testados:
de 15 a 20 mg (intervalo 1) e de 70 a 100 mg (intervalo 2). Os tubos receberam
1 mL de TMAH 50% (v/v) e os materiais foram solubilizados a temperatura
ambiente overnight (intervalo igual ou maior que 14 horas). Em seguida, as
amostras foram diluidas e analisadas pela técnica proposta. Os resultados
obtidos estédo contidos na Figura 11.

Vale ressaltar novamente que 0s materiais de referéncia séo
comercializados homogeneizados. Contudo, os fabricantes ndo informam o

tamanho de particula dos materiais.
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Figura 11: Influéncia da massa na recuperacédo de iodo nos materiais de
referéncia, sendo (A) Recuperacédo no Material de Referéncia Human Hair QM-
H-Q1616 solubilizado com 50% (v/v) de TMAH overnight; (B) Recuperacdo no

Material de Referéncia Human Hair QM-H-Q1725 solubilizado com 50% (v/v)
de TMAH overnight. Linhas tracejadas azuis correspondem as recuperacoes
alvos informadas por INSPQ (100%). Linhas pontilhadas vermelhas
correspondem a faixa de recuperacgao informada por INSPQ, sendo (A) de 87%
a 113% e (B) de 91% a 109%; (C) Recuperacao no Material de Referéncia
Non-Fat Milk Powder, solubilizado com 50% (v/v) de TMAH overnight. Linha

tracejada corresponde a recuperacgéo alvo informada por NIST (100%)

]

d [50000 0t BABOO0000600000000000000 Ao
?100----.T|._.-..---_-.—'.—.-.- 3100--- ------- --d-m=-}-
°\ c“ A eehbeceaceacench ...
Job S
z§ ‘g
i 5
504
S 504 2
=3 o
g ]
o (14
0 0 ] 1
70-1;)0mg 15-2IOmg 70-100mg 15-20 mg
Massas testadas Massas testadas
.
i

~100+-|---=---14 - - i -

X

o

(9

O

©

2 50

3

[8)

Q

(14

0

70-100mg 15-20mg

Massas testadas
Fonte: A autora.



32

O material de referéncia Human Hair QM-H-Q1616 (Figura 11A)
apresentou recuperacdo media de 110% + 5,81% para massa entre 70 e 100 mg
e 104% + 2,52% para massa entre 15 e 20 mg. J& o material de referéncia
Human Hair QM-H-Q1725 (Figura 11B) apresentou recuperacao média de 104%
*+ 2,0% para massa entre 70 e 100 mg e 105% + 2,60 para massa entre 15 e 20
mg. Por fim, o material de referéncia Non-Fat Milk Powder (Figura 11C)
apresentou recuperacdo meédia de 110% * 3,45% para massa entre 70 e 100 mg
e 104% + 4,10 para massa entre 15 e 20 mg.

Com analise dos resultados obtidos com as diferentes massas, pode-se
concluir que nado existe diferenca estatistica (p > 0,05) entre as amostras
pesadas entre 15 e 20 mg e as amostras que foram pesadas entre 70 e 100 mg
nos materiais de referéncia Human Hair QM-H-Q1725 e Human Hair QM-H-
Q1616. A recuperagdo do material de referéncia Non-Fat Milk Powder (NIST-
1549) também se mostrou satisfatoria para ambas as massas. Assim, a
determinacao de iodo em cabelo pode ser realizada com uma massa de 15 a 20
mg, desde que a amostra esteja em contato com o TMAH, sem comprometer 0s
resultados.

Esse fato mostra-se vantajoso, ja que outros pesquisadores utilizaram
massas maiores na analise de cabelo, ndo somente para iodo. Rodrigues e
colaboradores (2008a), em seu desenvolvimento metodolégico para analise
multielementar em cabelo, em que em seu preparo de amostra utilizava
solubilizag&o alcalina com TMAH a temperatura ambiente, utilizou de 50 a 100
mg de amostra. Para deteminagdo de iodo e bromo em cabelo, Novo e
colaboradores (2019b) utilizaram massas da ordem de 50 a 400 mg de amostra.

Em razé&o do crescimento do cabelo ser de 1 cm ao més, o fracionamento
do mesmo de 1 em 1 cm, possibilita uma analise da concentracdo de iodo no
corpo ao longo de meses ou até anos (ATSDR, 2001; TOBIN, 2005; ROBBINS,
2012). Com essa informacéo, é conveniente e desejavel que o método escolhido
utilize a menor massa de amostra possivel, ja que dificlmente uma mecha de
cabelo de 1 cm atingird massas superiores a 25-30 mg.

Essa informacdo corrobora com a aplicacdo da metodologia com
amostras reais, realizada por Rodrigues e colaboradores (2008b), em que
coletaram 1 cm de cabelo da regido préxima ao couro cabeludo dos individuos,
utilizando cerca de 20 mg de amostra. As amostras foram coletadas da regiao
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préxima ao couro cabeludo para que fosse estabelecida uma conexéo temporal

com as demais analises que foram realizadas no plasma e no sangue.
Constata-se, portanto, que a utilizacdo de metodologias que requerem o

uso de massas altas na analise de cabelo s&o inviaveis, quando o estudo visa a

analise da excrecdo més a més do analito, pois a coleta seria de 1 cm de cabelo.

5.4. Condi¢fes otimizadas do método proposto

Apbs analisar a otimizacdo dos parametros de solubilizagcéo, e ao variar
um parametro de solubilizacdo por vez, obteve-se resultados satisfatorios quanto
a recuperacao de iodo nos materiais de referéncia utilizados. Com isso, ao
considerar custos de analise, tempo e comodidade, a determinacao de iodo em
cabelo deve ser realizada por meio da solubilizacdo de 15 a 20 mg de amostra,
a ser pesada em balanca analitica, em microtubos de polipropileno (2 mL),
seguida pela adicdo de 1 mL de TMAH 50% (v/v), previamente diluido em agua
ultrapura a partir de TMAH 25% (m/v). A amostra deve, entdo, ser incubada a
temperatura ambiente overnight (intervalo igual ou maior que 14 horas) (Figura
12).

Figura 12: Representacdo esquematica das etapas do método proposto para
determinacao de iodo em cabelo (de 15 a 20 mg) por ICP-MS, empregando
solubilizacéo alcalina em TMAH 50% (v/v), a temperatura ambiente overnight

/.
Dilui¢do (50 x) em
, H,O ultrapura
s B g — o
15 a 20 mg de Adicionar 1 mL de Overnight, a
cabelo TMAH 50% (v/v) temperatura ambiente

Andlise por ICP-MS |

Fonte das imagens: Google Imagens e PerkinElmer (2019). Montagem: a autora.
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Apoés esse periodo, a amostra é diluida 50 vezes em agua ultrapura e,
subsequentemente, analisada por espectrometro de massas com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS), com os parametros de instrumentacao ideais,
que estdo na secao “4.5. Instrumentacdo e parametros de andlise”, a fim de
evitar interferéncias espectrais.

Com a definicdo da melhor metodologia para determinacdo de iodo em
cabelo, ela foi aplicada por 4 dias (Figura 13) na andlise dos materiais de
referéncia Human Hair QM-H-Q1616, Human Hair QM-H-Q1725 e Non-Fat Milk
Powder, para estudos de precisao.

Figura 13: Concentragdo média de iodo + desvio padréo, obtidos ao longo de 4
dias, solubilizacdo de massa de 15 a 20 mg, com 50% TMAH (v/v) overnight
dos materiais de referéncia. (A) Material de Referéncia Human Hair QM-H-
Q1616, (B) Material de Referéncia Human Hair QM-H-Q1725. (C) Material de
Referéncia Non-Fat Milk Powder. Linhas pontilhadas azuis correspondem a
concentracgédo alvo, sendo (A) 9,66 ug g2, (B) 9,36 pggte
(C) 3,38 ug g*. Linhas pontilhadas vermelhas correspondem a faixa de
concentragdo, sendo (A) 9,66 + 1,25 ug g4, (B) 9,36 £ 0,84 ug g*
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Com a avaliacdo das concentracfes obtidas nos 4 dias de anélise, péde-

se calcular a preciséao inter e intra dia. Os valores estdo na Tabela 4.

Tabela 4: Concentracdo média de iodo + desvio padréo, precisao intra-dia
(n=4) e inter-dia (n=4). Resultados obtidos ao longo de 4 dias, solubilizacéo de
massa de 15 a 20 mg, com 50% TMAH (v/v) overnight de: Material de
Referéncia Human Hair QM-H-Q1616, Material de Referéncia Human Hair QM-
H-Q1725 e Material de Referéncia Non-Fat Milk Powder. Valores de referéncia:

9,66 +1,25 ug g, 9,36 + 0,84 ug g* e 3,38 ug g}, respectivamente

, Valor encontrado + SD Preciséo Intra Preciséo
Material

(ng g dia Inter dia

Dia 1 10,4 £ 0,64 6,2%

QM-H- Dia 2 9,9+0,22 2,2%
6,3%

Q1616 Dia 3 11,4 +£0,40 3,5%

Dia 4 10,9 £ 0,20 1,8%

Dia 1 9,6 0,50 5,2%

QM-H- Dia 2 9,9 +0,27 2,7%
. 2,6%

Q1725 Dia 3 9,9+0,18 1,8%

Dia 4 10,2 £ 0,08 0,8%

Dia 1 3,3+0,08 2,4%

Non-Fat Milk Dia 2 3,7+0,12 3,2%
. 5,3%

Powder Dia 3 3,5+0,06 1,7%

Dia 4 3,4%£0,10 2,9%

Fonte: A autora.

Com analise da Tabela 4, conclui-se que a precisdo intra dia foi menor

gue 6,2% e a precisao inter dias menor que 6,3%.

5.5. Comparacédo da Metodologia Proposta com Metodologias

Presentes na Literatura

Novo e seus colaboradores (2019b) analisaram o efeito do carbono na
determinacao de iodo por ICP-MS. Para tanto, eles adicionaram carbono, por
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meio da adicdo de acido citrico, resultando em solucdes de diferentes
concentracdes de carbono. Os autores observaram que concentra¢des iguais ou
acima de 600 mg L de carbono na amostra causavam aumento do sinal de iodo.

Por isso, no mesmo estudo, foram realizados diferentes preparos de
amostras de cabelo, em que avaliaram a extracdo assistida por micro-ondas
(temperatura méxima de 90 °C, por 80 minutos), com TMAH (cerca de 4% (v/v)),
e a amostra preparada por meio do MIC. A amostra preparada com TMAH
apresentou concentragdo de carbono igual a 2138 + 233 mg L. Contudo, essa
amostra ndo apresentou diferenca estatitisca na dosagem de iodo (p > 0,05),
quando comparada aquela que foi preparada por meio do MIC, porém o desvio
padrdo relativo (DPR) foi maior (15%), comparado ao DPR do MIC (= 7%)
(NOVO et al., 2019b).

E importante ressaltar que, mesmo com o emprego de temperatura com
0 uso do micro-ondas, a concentragdo de TMAH utilizada foi de apenas cerca de
4% (v/v), o que resultou em uma solubilizacdo parcial da amostra. Os préprios
autores ressaltam que foi necessaria a filtracdo da amostra antes da introducao
no sistema (NOVO et al., 2019b). Com isso, foi concluido que o preparo com o
MIC seria melhor, por diminuir a concentracdo de carbono na amostra e,
consequentemente, apresentar valores de DPR melhores.

Grindlay e seus colaboradores (2013) realizaram um estudo sistematico
da influéncia do carbono na ionizacdo de elementos quimicos, na analise por
espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado. Para isso, foi
realizada a adicdo de solucdes fontes de carbono (glicerol, &cido citrico, dentre
outros), em diferentes concentracdes. Os pesquisadores observaram que, com
mudancas nos parametros do espectrémetro de massas, foi possivel diminuir o
efeito do carbono na dosagem de iodo, pois a magnitude do efeito do carbono
esta ligada a quantidade de matriz (carbono) introduzida no plasma.

Contrapondo-se ao estudo de Novo e seus colaboradores (2019b), o
presente estudo n&o observou resultados que levem a crer que a determinacao
de iodo em cabelo necessariamente é prejudicada pela interferéncia do carbono,
corroborando com Grindlay e colaboradores (2013). Esse fato confirma que a
determinacao de iodo na matriz bioldgica em questdo pode ser realizada sem
interferéncia, desde que seja realizada com os parametros ideias do
espectrometro de massas. A Tabela 5 contém os parametros do espectrémetro
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de massas utilizados ao longo das analises no presente estudo, os utilizados por

Novo et al. (2019b) e os parametros propostos por Grindlay et al. (2013).

Tabela 5: Comparacao dos parametros do ICP-MS utilizados no presente

estudo, por Novo et al. (2019b) e os propostos por Grindlay et al. (2013)

. ] Vazéo de
o Vazédo do gas de .
Poténcia do o introducgéo da
Estudo nebulizacéo
plasma (W) _ amostra
(L min-1) _
(mL min~?Y)
Presente estudo 1350 0,98a1,2 0,33
Grindlay et al. o
< 1400 > 0,95 Proxima de 0,2
(2013)
Novo et al. o
1300 0,95 N&o informado
(2019b)

Fonte: A autora.

Novo e seus colaboradores (2019b) também observaram efeito de
memoria, que, segundo o estudo, é decorrente do acumulo do analito na
interface do equipamento e, por isso, utilizaram entre uma amostra e outra e
entre 0s pontos da curva uma solucédo de NHs para limpeza.

Para analisar um possivel efeito de memoaria, o presente estudo realizou
um teste para verificar se de fato o método apresentava efeito residual. A Figura
14 mostra essa andlise, em que o branco foi analisado em triplicata, seguido da
andlise de 8 amostras de concentracdo alvo 9,66 + 1,25 ug g* (material de
referéncia Human Hair QM-H-Q1616), e, por ultimo, a analise do branco em
triplicata. O material de referéncia Human Hair QM-H-Q1616 foi a amostra

analisada que tinha a maior concentragao.
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Figura 14: Analise do Efeito Residual com analise de branco (n=3), seguida de
analise de amostra (n=8), e analise de branco (n=3). Branco é constituido de
TMAH 1% (v/v)
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Fonte: A autora.

Apbs a andlise estatistica (teste t pareado, 95% de confianca), nao foi
observada diferenca estatistica (p > 0,05) entre as contagens dos brancos
analisados antes da injecdo de 8 amostras e os brancos analisados logo depois
das amostras. Com isso, ao contrario do que foi observado por Novo et al.
(2019b), nado foi observado efeito de memoria entre uma amostra e outra no
meétodo proposto neste trabalho. O mesmo foi observado apds a passagem dos
pontos da curva, em que as contagens do branco voltaram para os valores
iniciais apés uma simples injecdo de agua ultrapura, seguida de passagem de
cinco brancos (TMAH 1% (v/v)).

Assim, ao comparar os parametros do espectrdbmetro de massas
utilizados nos trés estudos (Tabela 5), pode-se inferir que tanto o efeito de
memoria, quando a interferéncia do carbono podem estar ligados com a vazao
do gas de nebulizacéo e a vazao de introducdo da amostra (ndo informada pelos
autores) utilizadas por Novo e colaboradores (2019b).

Consequentemente, a necessidade do uso de MIC e todo o aparato ligado
ao preparo de amostra, como a prensa hidraulica, ndo é necessaria, posto que
€ mais facil modifcar os parametros espectrais do ICP-MS, ao invés de adicionar
mais etapas de preparo de amostra. Além disso, uma etapa de limpeza entre as
injecdes de amostra no ICP-MS com solugédo de NHs é também desnecesséria,
ja que os trés primeiros brancos e os trés subsequentes analisados, apos a

passagem de amostra, ndo apresentam diferenca estatistica (p > 0,05).
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A Tabela 6 mostra algumas caracteristicas analiticas da presente
metodologia e da metodologia desenvolvida por Novo e seus colaboradores
(2019b) para determinacéo de iodo por ICP-MS.

Tabela 6: Comparacao diferentes preparos de amostra para dosagem de iodo

em cabelo
Variaveis Método proposto Novo et al. (2019b)
Massa de
15a20 50 a 400
amostra (mg)
Método de - . . .
Solubilizacdo alcalina MIC (combustéo induzida
Preparo de _
(TMAH 50% (v/v)) por micro-ondas)
amostra
Overnight para todas as
Tempo de . o
amostras (capacidade (média de 2
preparo de N
analitica de 400 amostras/hora)
amostras _
amostras/dia)
10 ng g* para 300 mg de
amostra;
120 ng g* para 20 mg de
LQ 80 ng g* para 50 mg de
amostra
amostra
Precisao entre
, <6,3 <7
dias (%)
Recuperacéo (%) 102 a 107 94 a 102

Fonte: A autora.

Como pode ser observado o método aqui proposto para determinacao de
iodo em cabelo por ICP-MS apresenta algumas vantages, em comparacao ao
método desenvolvido por Novo e colaboradores (2019b):

()- uma menor massa de cabelo requerida para analise, entre 15 e 20 mg, o que
favorece determinacgdes de iodo em segmentos de cabelo de 1 cm. A quantidade
de amostra requerida para ser moida em um moinho de facas e a massa a ser

prensada pela prensa hidraulica (50 a 400 mg), como proposto por Novo e
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colaboradores (2019b), € muito superior ao que se consegue coletar em 1 cm de
cabelo em rotina (em geral < 25 mg).

(i)-solubilizagao alcalina simples com 400 amostras analisadas por dia;
(ii)-Limite de quantificacdo do método da ordem de 120 ng g para 20 mg de
amostra e,

(iv)- precisao entre dias < 6,3%.

6. CONCLUSAO

Conclui-se que o método proposto atingiu seu objetivo principal: uma
metodologia r4pida e simples e que facilmente pode ser implantada em rotina
em um laboratério de biomonitoramento humano, que possua em sua
infraestrutura um ICP-MS. Os custos de analise se reduzem pela maior
quantidade de amostras analisadas em um determinado tempo. O método
também elimina a necessidade de qualquer outro acessorio para o preparo das
amostras. A quantidade de cabelo requerida é de 15 a 20 mg para as analises.
Este é um fator essencial nos estudos de biomonitoramento humano com uso de
matriz cabelo, ja que a analise de cabelo é temporal e é realizada com
fracionamento da amostra em segmentos de 1 em 1 cm.

Futuramente, espera-se que essa metodologia seja aplicada em rotina na
determinacao de iodo em cabelo, com a finalidade de estabelecer valores de
referéncia do analito nessa matriz em diversas populacées, ja que estes dados
sdo ainda bem escassos na literatura. Além disso, comparar os valores obtidos

no cabelo e na urina de uma mesma populacao é fundamental.
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