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RESUMO

Os elementos quimicos desempenham um papel fundamental na salde humana.
Assim, é importante monitorar os niveis destes, a fim de avaliar a exposicdo da
populacdo. O uso de coletas alternativas tém sido proposta para determinagcédo de
elementos quimicos, como o Dried Blood Spot (DBS). As andlises quantitativas
empregando este sistema apresentam duas limitacdes: efeito do hematdcrito e ndo-
homogeneidade do analito. Diante destas limitacdes, outras técnicas de coleta foram
criadas, como o VAMS (microamostragem volumétrica absortiva). Este dispositivo
consiste em uma ponta branca absorvente ligada a uma haste de plastico, projetada
para absorver um volume fixo de amostra, de 10 ou 20 yL. Este sistema supera as
desvantagens do DBS e tem sido utilizado na determinacdo de uma ampla variedade
de analitos. Os métodos propostos para analises de elementos quimicos com VAMS
limitam-se a determinacdo de poucos analitos e/ou utilizam técnicas analiticas mais
complexas e de maior custo. Assim, o presente trabalho objetivou desenvolver e
validar uma metodologia com VAMS de 20 uL, para determinacgéo de Li, Be, Mg, Mn,
Co, Ni, Zn, Cu, As, Se, Rb, Sr, Cd, Cs, Ba, Hg, Tl, Pb e Bi no sangue total, por meio
de espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), e
estabelecer um protocolo de descontaminagdo para viabilizar a reutilizagdo do
dispositivo. O método apresentou valores adequados de linearidade, limite de
deteccdo e limite de quantificacdo, bem como valores satisfatorios de recuperacao
(proximos a 100%) e precisédo (< 10%). Dentre os analito estudados, foi encontrado
uma contaminagédo importante de Li e Ni. O volume de sangue absorvido pelo polimero
ndo apresentou diferenca estatistica (p > 0,05) comparado ao relatério de
conformidade do fabricante, no entanto, apresentou diferenca estatisticamente
significante (p < 0,05) de uma pipeta calibrada. O uso do banho de ultrassom por 30
minutos mostrou-se uma boa opc¢ao para processamento do VAMS, por ser eficiente
na extracdo de todos os analitos (recuperacdes proximas de 100%) e permitir o
preparo de um maior niumero de amostras em um tempo relativamente curto. Os
dispositivos foram submetidos a um processo de descontaminagéo, o que possibilitou
a quantificacdo de Ni e Li, bem como dos demais elementos quimicos. O método
desenvolvido é uma opcéo para simplificar os processos de coleta de sangue e de
preparo de amostra, sendo uma boa alternativa para estudos de biomonitoramento
humano em larga escala em populac¢des vulneraveis, principalmente em paises com
vasta extensao geografica e areas de dificil acesso, como o Brasil.

PALAVRAS-CHAVE: VAMS, DBS, ICP-MS, Sangue.
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ABSTRACT

The chemical elements play a key role in human health. Thus, it is important to
monitor their levels to assess the exposure of the population. Alternatives
collections has been proposed for the determination of chemical elements, such
as Dried Blood Spot (DBS). Quantitative analyzes employing DBS has two
limitations: hematocrit effect and non homogenity. Given these limitations, other
collection techniques were created, such as VAMS (volumetric absorptive
microsampling). This device consists an absorbent tip attached to a plastic holder
designed to absorb a fixed sample volume of 10 or 20 uL. The VAMS system
overcomes the disadvantages of DBS and has been used to different analytes.
The proposed methods for chemical analysis with VAMS are limited to the
determination of few analytes or use a complex and costly analytical techniques.
Thus, the present work aimed to develop and validate a methodology using
VAMS for the determination of Li, Be, Mg, Mn, Co, Ni, Zn, Cu, As, Se, Rb, Sr, Cd,
Cs, Ba, Hg, Tl, Pb and Bi in whole blood by ICP-MS and establish a
decontamination protocol to enable a reuse of the device. The method presented
adequate values of linearity, limit of detection and limit of quantification, as well
as satisfactory values of recovery (close to 100%) and precision (<10%). An
important contamination of Li and Ni was found. The volume of blood absorbed
by the polymer showed no statistical difference (p> 0.05) to the manufacturer's
certificate of conformance, however, it showed a statistically significant difference
(p <0.05) from a calibrated pipette. The ultrasound bath for 30 minutes proved to
be a good option for VAMS processing, with efficient extraction (recoveries close
to 100%) and preparation of a larger number of samples in a relatively short time.
The VAMS devices were subjected to a decontamination process, which made it
possible to quantify Ni and Li, as the other chemical elements. The developed
method is an option to simplify blood collection and sample preparation
processes, and is a good alternative for large-scale human biomonitoring studies
in vulnerable populations, especially in countries with large geographical areas
and hard-to-reach areas such as Brazil.

KEYWORDS: VAMS, DBS, ICP-MS, Blood



1. INTRODUCAO
1.1. Elementos Quimicos

Os elementos quimicos sdo encontrados em todos 0s organismos Vivos e
desempenham uma variedade de papéis. Podem ser elementos estruturais,
estabilizadores de estruturas bioldgicas, ativadores ou componentes de sistemas
redox, agentes de sinalizagdo celular, etc. (NORDBERG et al., 2014). Nos
altimos anos, as funcdes dos elementos e suas espécies em sistemas bioldgicos
tém sido de crescente interesse, devido ao seus efeitos fisioldgicos e
propriedades toxicas (SPERLING; KARST, 2013).

Alguns elementos podem ser considerados essenciais, como zinco,
selénio e magnésio. A deficiéncia destes elementos pode resultar no
comprometimento das funcdes bioldgicas. Por outro lado, quando em excesso,
podem ser toxicos (NORDBERG et al., 2014). Os elementos podem também ser
considerados ndo essenciais, como aqueles que ndo possuem uma funcao
biolégica bem definida. Alguns destes elementos n&do essenciais nao
apresentam uma toxicidade aparente, enquanto outros podem ser toxicos,
mesmo em baixas concentracdes, como no caso do arsénio e mercurio (MARET,
2016).

Os efeitos adversos e a toxicidade dos elementos quimicos dependem da
concentracdo, forma quimica (espécie), da via de exposicdo, tempo de
exposicao e susceptibilidade do individuo (NORDBERG et al., 2014).

Pode-se notar o destaque mundial dado aos elementos quimicos, por
meio da Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR), 6rgao
norte-americano responsavel pela elaboracdo da lista de prioridade das
substancias toxicas, classificando-as com base na frequéncia ou ocorréncia,
toxicidade e potencial exposicdo humana de cada uma (Tabela 1).

Dentre os dez primeiros colocados da referida lista, quatro séo elementos
quimicos, sendo importante ressaltar que as trés primeiras colocacdes séo
ocupadas por elementos quimicos téxicos, o arsénio, chumbo e mercurio (EUA,
2017), ressaltando a necessidade de estudos de exposicdo aos elementos

quimicos em populacdes. Nos proximos topicos serdo discutidos com mais



detalhes os aspectos nutricionais e toxicolégicos dos elementos estudados no

trabalho.

Tabela 1. Lista de prioridade ATSDR 2017

Classificacao Substéancia

1 arsénio
chumbo
mercurio

cloreto de vinil
bifenilas policloradas
benzeno
cadmio

benzo(a)pireno

© 00 N O o b~ W N

hidrocarbonetos aromaticos policiclicos

10 benzo(b)fluoranteno

Fonte: EUA, 2017.

1.1.1. Arsénio (As)

O arsénio ocupa a primeira posicao da lista de prioridades de substancias
toxicas (Tabela 1). E classificado quimicamente como um metaloide, ocorrendo
na forma organica ou inorganica, podendo se apresentar em dois estados de
oxidacdo: forma trivalente, arsenito (As20s3; As Ill) e uma forma pentavalente,
arsenato (As20s; As V). O arsénio trivalente se apresenta como a forma mais
toxica que a pentavalente, enquanto o arsénio organico € considerado de menor
toxicidade (RATNAIKE, 2003).

A exposicdo ao arsénio ocorre por inalacdo, absorcdo pela pele e,
principalmente, pela ingestdo de agua ou alimentos contaminados. A principal
causa da toxicidade humana por As se d& através da contaminacdo da agua
potavel por fontes geoldgicas naturais (RATNAIKE, 2003). Além disto,
compostos de arsénio podem entrar na cadeia alimentar vegetal, a partir de
produtos agricolas ou de solo irrigado com agua contaminada (TAMAKI;
FRANKENBERGER, 1992; RATNAIKE, 2003), como no caso da contaminacao
do arroz por arsénio (ABEDIN; COTTER-HOWELLS; MEHARG, 2002).



A exposicdo crbnica ao arsénio inorganico esta associada ao
desenvolvimento de cancer de pele, bexiga, rins, pulmdes e figado, além de levar
a complicac@es circulatérias e neurologicas (MANDAL; OGRA; SUZUKI, 2001;
ABDUL et al., 2015).

1.1.2. Béario (Ba)

O bario apresenta diversos usos. E utilizado na indGstria do petréleo,
fabricacéo de tintas, ceramicas, vidros e pesticidas. As formas insollveis de Ba
sdo empregados na medicina em exames de raio-x (BOURGEOIS, 2015).

O bario e os sais de bario insoluveis, como o sulfato de béario, ndo sdo
considerados toxicos, enquanto os compostos de bario que podem se dissolver
na agua, incluindo cloreto de bario, carbonato de bario, nitrato de bario, acetato
de bario e sulfato de bario, sédo toxicos (BOWEN et al., 2010; TAO et al., 2016).

A principal via de exposicdo em humanos € através da ingestdo de
alimentos e agua contaminada (BOURGEOIS, 2015), porém a intoxica¢cdo aguda
por bario ndo € comum (BOWEN et al., 2010; TAO et al., 2016).

Os mecanismos envolvidos na toxicidade do Ba estédo relacionados ao
controle metabdlico dos niveis de potassio. Altos niveis de bario no sangue
resultam na diminuicdo do potassio no sangue (hipocalemia), que pode causar
efeitos adversos cardiovasculares e musculares, como taquicardia, aumento ou

diminuicao da pressao arterial, fraqueza muscular e paralisia (EUA, 2007).

1.1.3. Berilio (Be)

O Be é um elemento quimico amplamente utilizado na industria,
principalmente na forma de liga metélica, composta de cobre e berilio, na
producdo de equipamentos eletrbnicos, aeronaves e naves espaciais (EUA,
2002; ABRITIS; HARBISON, 2015).

A exposigdo ocupacional ao berilio é justamente a mais preocupante, pois
pode causar problemas pulmonares e de pele, e, quando a exposicéo é cronica,
o individuo pode vir a desenvolver a Doenca Cronica do Berilio, consequéncia

da resposta imune ao elemento quimico (TINKLE et al., 2003).



1.1.4. Bismuto (Bi)

O bismuto elementar € um metal macio, pesado, sélido, quebradi¢co e
insoluvel em &gua. O bismuto existe nos estados trivalente e pentavalente, sendo
0 primeiro mais estavel e abundante. Muitos compostos de bismuto sdo
insollveis em agua e minimamente absorvidos. Devido a baixa toxicidade tipica
do bismuto e seus compostos, 0 uso farmacolégico é a principal fonte de
informacgdes sobre a potencial toxicidade do bismuto (JONMAIRE, 2015).

Os compostos de Bi tém sido utilizados principalmente em problemas
gastrointestinais, incluindo azia, indigestao, nausea, dor de estbmago e diarreia
(GORDON,1995). Os sais ou complexos de bismuto utilizados séo diversos,
incluindo compostos como subnitrato de bismuto, subgalato de bismuto,
subsalicilato de bismuto, subcarbonato de bismuto e subcitrato de bismuto
(BRADLEY; SINGLETON; PO, 1989).

O mecanismo de acdo da toxicidade do bismuto ndo € totalmente
compreendida (JONMAIRE, 2015). Os efeitos toxicos dependem de cada
composto de Bi. Dentre os efeitos toxicos em humanos atribuidos aos compostos
de bismuto, estdo: nefropatia, encefalopatia, osteoartropatia, gengivite,
estomatite, colite e hepatite (SLIKKERVEER; DE WOLFF, 1989).

1.1.5. Cadmio (Cd)

O Cd ocupa a sétima posicdo da lista de prioridades de substancias
toxicas (Tabela 1). A exposicdo ao cadmio pode ocorrer através ingestdo de
alimentos ou agua contaminada. No entanto, o tabagismo é considerado a fonte
de exposicdo humana mais significativa ao cadmio (BERNHOFT, 2013).

Os rins, ossos e pulmdes séo os tecidos mais afetados pela toxicidade
cronica do Cd. Os sintomas do trato respiratorio ocorrem naqueles expostos ao
fumo ou poeira contendo Cd, exibindo caracteristicas clinicas de bronquite
cronica, enfisema e fibrose pulmonar (JOHRI; JACQUILLET; UNWIN, 2010). O
rim é considerado o 6rgdo mais afetado pelo Cd, consequéncia da deposigédo
deste elemento no érgdo, podendo ser observado dano glomerular, proteindria
e glicostria (JOHRI; JACQUILLET; UNWIN, 2010).



1.1.6. Césio (Cs)

A toxicidade do césio depende diretamente do seu is6topo, sendo o **’Cs
radioativo. Essa forma possui a capacidade de se dissolver em 4gua e possui
meia vida de decaimento de 30 anos (MIRO et al., 2012). O elemento quimico é
utilizado em aparelhos de radiologia e pela industria nuclear. Acidentes que
provocam o contato com o '¥’Cs, como ocorrido em Goiania (DA CRUZ et al.,
1994) e Fukushima (AWUAL et al., 2014), sdo as formas mais comuns de
exposicao a esse elemento quimico.

Os efeitos deletérios que envolvem o Cs estdo intimamente envolvidos no
fato do elemento quimico ocupar o lugar do potassio em processos biologicos
(MOORE, 1911; MIRO et al., 2012). A exposic¢éo ao Cs tem sido associada ao
desenvolvimento de cancer na tireoide (EBNER; RITTER; NAVRATIL, 2001;
SHAHWAN; ERTEN, 2002).

1.1.7. Chumbo (Pb)

O chumbo foi um dos primeiros metais descobertos. Propriedades Unicas
do chumbo, como maciez, alta maleabilidade, flexibilidade, baixo ponto de fuséo
e resisténcia a corrosao resultaram em seu uso generalizado em diferentes
industrias, como a de automoveis, tintas, ceramicas, plasticos, etc. (FLORA;
GUPTA; TIWARI, 2012).

Os seres humanos também podem ser expostos ao Pb através de
alimentacdo, 4gua e poeira doméstica e através de atividades industriais, como
reciclagem de metais e industria de baterias (BARBOSA JR, 2005).

A exposicdo prolongada ao chumbo tem sido associada a anemia e
aumento na presséao arterial, principalmente em pessoas de meia idade e idade
avancada. Danos severos ao cérebro e rins, tanto em adultos quanto em
criangas, foram relacionados a exposicao a altos niveis de chumbo. Além disto,
em mulheres gravidas, a alta exposicdo ao chumbo pode levar ao aborto
espontaneo. DistUrbios sanguineos e danos ao sistema nervoso sdo as
principais ocorréncia em toxicidade por chumbo. (WANI; ARA; USMANI, 2015).

1.1.8. Cobalto (Co)

O cobalto € um componente da cianocobalamina, vitamina essencial

(vitamina B12) necessaria para a producdo dos eritrécitos. Assim, a baixa



ingestdo de Co pode levar a anemia (BARCELOUX; BARCELOUX,1999a;
PAUSTENBACH et al., 2013).

A exposi¢do ocupacional ao Co € importante, dada as suas inumeras
aplicacdes na industria como: producdo de metais resistentes e producédo de
ceramica e corantes. Nas Ultimas décadas, o uso de préteses metalicas,
contendo Co, criou uma nova fonte de exposicéo a este elemento (SIMONSEN,;
HARBAK; BENNEKOU, 2012). Produtos cosméticos como lapis de olho, sombra
para os olhos e batom podem apresentar Co em sua composicdo (BOCCA et al.,
2014; LEYSSENS et al., 2017).

As pessoas sdo expostas também a pequenas quantidades de cobalto,
inalando ar contaminado ou consumindo agua ou alimentos contaminados
(LISON, 2014). Existem poucos relatos de casos relacionados a toxicidade
aguda de Co apés a ingestdo oral. No entanto, a exposicdo oral subcrénica e
cronica humana tém sido associadas principalmente a efeitos hematolégicos,
tireoidianos e efeitos no sistema cardiovascular (PAUSTENBACH et al., 2013).

1.1.9. Cobre (Cu)

O cobre é um micronutriente essencial, necessario em diversos processos
metabdlicos (FLEMMING; TREVORS, 1989). O Cu funciona como um cofator e
€ necessario para propriedades estruturais e cataliticas de diversas enzimas
envolvidas em uma série de processos biol6gicos necessérios para o
crescimento, desenvolvimento e manutencdo (GAETKE; CHOW, 2003).

Este elemento esta presente nos centros cataliticos de diferentes enzimas
redox e, portanto, sua presenca é essencial para a funcao fisiolégica normal,
como respiracdo celular, defesa de radicais livres, sintese de pigmento de
melanina, biossintese de tecido conjuntivo e metabolismo celular do ferro
(UAUY; OLIVARES; GONZALEZ,1998).

O cobre esta presente em diversos alimentos e a ingestao diaria
inadequada do elemento ndo € suficiente para provocar a sua deficiéncia em
humanos (HOFFMAN; PHYLIKY; FLEMING,1988). No entanto, a deficiéncia de
Cu pode ocorrer em casos de cirurgias gastrointestinais, ma absor¢do, como na
doenca celiaca, ou excesso de ferro e zinco (JAISER; WINSTON, 2010). As
manifestacdes clinicas mais frequentes de deficiéncia de cobre sdo anemia,
neutropenia e anormalidades 0sseas (UAUY, R; OLIVARES; GONZALEZ,1998).



Apesar de ser um elemento essencial, em niveis elevados o Cu se torna
toxico (FLEMMING; TREVORS, 1989). Embora sejam estabelecidos
quantidades seguras de cobre em alimentos e agua potavel, a incidéncia de
intoxicacao por cobre na populacdo em geral é baixa. Existem relatos ocasionais
de intoxicacdo aguda, em casos de contaminacao de bebidas ou de utilizacdo
de recipientes contendo cobre, podendo apresentar sintomas como gosto
metélico, nausea, diarreia, ictericia, hemoglobinuria, hematuria, anuria e oliguria
(CHUTTANI, et al.,1965; BREMNER, 1998).

A intoxicacdo crdnica provavelmente € a mais preocupante, sendo
caracterizada por um acumulo hepatico gradual de cobre que resulta
eventualmente em danos no figado, e, em casos extremos, a morte (BREMNER,
1998).

1.1.10. Estréncio (Sr)

O estroncio ocorre naturalmente na crosta terrestre como uma mistura de

quatro isétopos estaveis (88Sr, 8Sr, 87Sr e 84Sr) (EUA, 2004). E o elemento traco
mais abundante da agua oceanica, podendo chegar a 8 mg L*. A &gua e
alimentos como cereais, graos e comidas do mar sao as principais fonte de
exposicao ao Sr (CABRERA et al., 1999; COHEN-SOLAL, 2002).

O Sr é um metal divalente e pode atuar de forma mimética ao calcio. Sua
essencialidade é controversa, algumas pesquisas sugerem que o0 Sr pode
reduzir fraturas osteoporéticas, no entanto sdo necessarios mais estudos
(NIELSEN, 2004).

N&o sao relatados efeitos nocivos do estroncio estavel em humanos nos
niveis normalmente encontrados no ambiente. A Unica forma quimica de
estroncio estavel que é muito prejudicial pela inalagéo é o cromato de estréncio,
mas isso se deve ao cromio e ndo ao proprio estroncio. Problemas com o
crescimento 6sseo podem ocorrer em criangas expostas a niveis altos de

estroncio, especialmente se a dieta for pobre em calcio e proteina (EUA, 2004).

1.1.11. Litio (Li)

A exposicdo ao litio por meio da agua potavel ocorre em paises da
América do Sul, como Argentina (CONCHA et al., 2010) e Chile (ZALDIVAR,

1980) com diferentes concentracbes do metal. Além desses, paises como



Estados Unidos (Estado do Texas), Japdo, Inglaterra e Austria também
apresentaram valores altos de Li na agua de beber (KABACS et al., 2011;
KAPUSTA et al., 2011; BLUML et al., 2013; SUGAWARA et al., 2013).

O sal de litio é utilizado no tratamento da bipolaridade, causando a
exposicdo ao Li. O consumo desse elemento pode causar diminuicdo da
producdo dos hormodnios tiroidianos, 0 que acarreta em hipotireoidismo e
formacao de bocio (GRANDJEAN; AUBRY, 2009), e, por isso, a monitorizacao

terapéutica deste elemento quimico é importante.

1.1.12. Magnésio (Mq)

O Mg € um elemento quimico essencial para a manutencdo da

homeostasia, atuando em funcdes fisiolégicas do cérebro, coracdo e musculos
esqueléticos (DE BAAIJ; HOENDEROP; BINDELS, 2015). Dezenas de enzima
dependem do Mg como cofator ou ativador (EBEL; GUNTHER, 1980; DE BAAIJ;
HOENDEROP; BINDELS, 2015).

A deficiéncia de Mg esta associada & depressdo (SOWA-KUCMA et al.,
2013), além de estar sendo relacionada a sua auséncia com a presenca de
inflamacé&o (NIELSEN, 2018). Foi encontrada uma associagao entre a presenca
de Mg na dieta e a diminuigdo da ocorréncia eventos cardiovasculares, como
doenca cardiaca coronaria, acidente vascular cerebral e mortalidade por doenca
cardiaca (QU et al., 2013).

Apesar de rara, a hipermagnesemia (excesso de Mg no sangue) pode ser
observada. Dentre as consequéncias estdo dor de cabeca, nausea, vomito,
podendo causar ainda problemas cardiacos graves, como braquicardia e
hipotensdo. A forma mais grave pode causar coma e parada cardiorrespiratoria
(DE BAAIJ; HOENDEROP; BINDELS, 2015). Uma das formas de tratamento do
excesso de Mg é a administracéo de sais de calcio, devido ao seu antagonismo
nos efeitos cardiacos (RUDE, 2009).

1.1.13. Manganés (Mn)

O manganés é um elemento essencial em diversos processos biologicos,

como funcionamento do sistema imunolégico, crescimento 0sseo e do tecido
conjuntivo, coagulacdo do sangue, metabolismo de amino&cidos, lipidios,
proteinas e carboidratos (ERIKSON; ASCHNER, 2003; ERIKSON et al., 2005;



ASCHNER, 2007). Além disso, atua como cofator em enzimas antioxidantes
presentes no cérebro (HURLEY; KEEN, 1987; ASCHNER, 2007).

Por outro lado, em altas concentragfes, o0 Mn pode ser neurotdxico e esta
associado ao aparecimento de sintomas parecidos com a doenca de parkinson.
A exposicdo a altas concentracdes de Mn esta associado principalmente ao
ambiente ocupacional. Ademais, pode-se observar déficits cognitivos, como
comprometimento na memoria e reducdo na capacidade de aprendizado
(JOSEPHS, 2005; ASCHNER, 2007).

1.1.14. Mercurio (Hq)
O mercurio pode sofrer biomagnificacdo (acumulo ao longo da cadeia

trofica) e bioacumulacdo. Isso ocorre devido ao ciclo do mercurio, onde o
elemento quimico esta em sua forma Hg?* dissolvido na 4gua ou no sedimento
de corpos hidricos, podendo ser transformado pela microbiota em Hg°, e ser
evaporado, ou ser transformado em metilmercurio. Os peixes ingerem o
metilmercurio por meio da alimentacao, e assim ocorre a sua bioacumulacao. Ao
longo da cadeia alimentar, ocorre a biomagnificacdo do metilmercurio
(DRISCOLL et al., 1994).

Assim, o ser humano pode entrar em contato com o mercurio por meio da
ingestdo de peixes (metilmercurio), ingestdo da agua (Hg?* ou metilmercurio) e
inalacdo do mercurio elementar (Hg®) pelo garimpo de ouro ou por atividade
vulcanica (DRISCOLL et al., 1994; STEPHEN, 2015).

Os efeitos da intoxicagcéo aguda ao Hg dependem da sua forma, dosagem
e via de exposicdo, contudo todas as suas formas apresentam toxicidade
(STEPHEN, 2015). Quando ingerido, pode causar desde vémito com sangue,
dor abdominal ou até a morte (SONG,; LI, 2007). A inalacdo do Hg pode causar
dor de cabeca, tosse e problemas pulmonares, como fibrose pulmonar (ASANO
et al., 2000). Na intoxicagéo crénica podem ocorrer problemas relacionados aos

rins e ao sistema nervoso central (STEPHEN, 2015).

1.1.15. Niquel (Ni)

O niquel é um elemento metalico que esta naturalmente presente na
crosta terrestre. Devido as suas propriedades fisicas e quimicas, o niquel e seus
compostos sdo amplamente utilizados na industria moderna (DENKHAUS;
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SALNIKOW, 2002). O niquel é utilizado na producéo de aco inoxidavel, ligas de
niquel e ferro fundido de niquel que sdo usados em moedas, equipamentos
elétricos, ferramentas, maquinas, armamentos, eletrodomésticos e utensilios
domésticos (BARCELOUX; BARCELOUX, 1999b).

A essencialidade do Ni ainda ndo & muito bem elucidada. No entanto, a
sua deficiéncia pode prejudicar a absorcdo de ferro no intestino. Além disto,
baixa ingestdo de Ni est4 associada a diminui¢do da atividade de enzimas que
participam do metabolismo de carboidratos e aminoacidos. Acredita-se também
gue seja importante para a microbiota intestinal. (DENKHAUS; SALNIKOW,
2002).

A exposi¢cdo humana ao niquel ocorre principalmente por inalacdo e
ingestdo (DENKHAUS; SALNIKOW, 2002). O niquel pode entrar na cadeia
alimentar através da absorcdo pelas plantas e da lixiviagdo do niquel de
equipamentos de processamento e utensilios (BARCELOUX; BARCELOUX,
1999D).

A inalacdo de pds contendo niquel em ambientes ocupacionais pode
resultar em exposicdes mais altas ao niquel, associadas a toxicidade e
carcinogenicidade no trato respiratério. O efeito mais comum do niquel na
populacdo em geral é a dermatite de contato apds a exposicdo dérmica
(PRUEITT; GOODMAN, 2015).

1.1.16. Rubidio (Rb)

Este elemento é amplamente distribuido em depdsitos minerais e pode
ser extraido de pedras como lepidolita (FIEVE,1973). O rubidio é utilizado para
aplicacbes quimicas e eletrdnicas, além de ser utilizado em fogos de artificio,
devido a sua coloragao roxa (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2005). Este
elemento pode ser obtido na dieta através de alimentos como frutas, vegetais
(especialmente aspargos), aves, peixes (NIELSEN, 2003).

Como o rubidio se assemelha ao potassio, ele pode ter um papel
semelhante ao mesmo (NIELSEN, 2003). O rubidio pode atuar beneficamente
como um substituto do potassio em casos de deficiencia (NATIONAL
RESEARCH COUNCIL, 2005).

No entanto, sua toxicidade também esta relacionada a sua agdo mimética

ao potassio. O mecanismo para a toxicidade do rubidio provavelmente esta na



11

substituicdo ineficiente do potassio em funcbes bioquimicas criticas, podendo
ser observadas sinais e sintomas de arritmia cardiaca e convulsdes generalizada
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2005; MELTZER, 1991).

1.1.17. Selénio (Se)

O elemento quimico selénio € um nutriente essencial de fundamental
importancia para a biologia humana (RAYMAN, 2000). A grande importancia
bioldgica do selénio esta relacionada a sua presenca em sitios ativos de diversas
enzimas e proteinas (KIELISZEK; BLAZEJAK, 2013).

O Se faz parte das chamadas selenoproteinas, as quais sdo selénio
dependentes e contém selenocisteina em seus sitios ativos, possuindo funcdes
enzimaticas importantes no organismo (O'DELL; SUNDE, 1997), como a funcéo
antioxidante, desempenhando este papel através de enzimas como a
glutatationa peroxidase (GPx) (SPALLHOLZ; BOYLAN; LARSEN, 1990).

A dieta é a principal fonte pela qual os humanos obtém selénio e, assim,
o nivel de ingestédo deste elemento depende da sua concentracédo nos alimentos
consumidos (VALDIGLESIAS et al., 2010).

A deficiéncia ao Se, pode ocorrer em areas onde existem baixas
disponibilidades deste elemento no solo. A baixa ingestdo de Se, esta associada
a cardiomiopatias da chamada Doenca de Keshan, observada em determinadas
areas da China (YANG et al., 1988; WHO, 1996).

A exposicao crbnica ao Se é caracterizado principalmente por perda de
cabelo e alteragGes na morfologia das unhas (YANG et al.,1983; WHO, 1996). A
toxicidade deste elemento estd associada a oxidac&o de grupos sulfidrila, o que

pode resultar no efeito inibitério da biossintese de proteinas (WHO, 1996).

1.1.18. Talio (TI)

O Tl é um elemento ndo essencial, ndo desempenhando nenhum papel
no metabolismo humano, vegetal ou animal (CVJETKO; CVJETKO; PAVLICA,
2010). Este elemento é amplamente distribuido no ambiente, embora geralmente
esteja presente em concentracdes muito baixas (GALVAN-ARZATE;
SANTAMARIA,1998).

O talio é obtido como subproduto do processo de refino de ferro, cadmio
e zinco. O pé de combustdo dessa industria é processado para recuperar
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guantidades comerciais do metal e posteriormente utilizado como catalisador em
certas ligas, lentes Opticas, joias, termdmetros de baixa temperatura,
semicondutores e corantes (GALVAN-ARZATE; SANTAMARIA,1998).

Além disso, os sais de talio ainda s&o utilizados como raticidas e
inseticidas em alguns paises (GALVAN-ARZATE; SANTAMARIA,1998). Embora
sejam reconhecidos como téxicos, os compostos de talio ainda estéo disponiveis
em alguns paises (LUCKIT et al, 1990; GALVAN-ARZATE;
SANTAMARIA,1998).

O mecanismo exato de toxicidade do Tl ndo & bem estabelecido. O talio
interfere na producéo de energia em etapas essenciais da glicélise, do ciclo de
Krebs e da fosforilagdo oxidativa. Efeitos adicionais incluem inibicdo da Na* /K*
-ATPase e ligacao a grupos sulfidrila (HOFFMAN, 2003).

Os sintomas da intoxicacdo por talio sdo diversos e inespecificos sendo
que a caracteristica mais proeminente da intoxicacdo é a perda de cabelo
(CVJETKO; CVIJETKO; PAVLICA, 2010).

1.1.19. Zinco (Zn)

O Zn é um elemento quimico essencial, fundamental para muitos
processos biolégicos responsaveis pela homeostasia (SANDSTEAD, 1995),
sendo cofator ou componente de mais de 200 metaloenzimas (JOHNSON,
2015). A deficiéncia de Zn pode levar ao retardo de crescimento, hipogonadismo
masculino, alteragbes da pele, falta de apetite, dentre outras complicacbes
ligadas ao sistema imunolégico (PRASAD, 1996). Por isso, quando a deficiéncia
de zinco é detectada, recomenda-se a suplementacédo (WHO, 2003).

A toxicidade aguda ao Zn esta associada a ingestdo acidental ou
proposital de sais de zinco, utilizados na suplementacdo. Pode ocorrer febre,
nausea, vomito, colicas estomacais e diarreia (WHO, 2003). A toxicidade cronica
esta relacionada com a suplementacdo oral prolongada, podendo levar a
diminuicdo da absorcdo de outros metais, como cobre, magnésio e cadmio,
levando a sinais e sintomas da deficiéncia de cobre e magnésio e diminuindo a
absorcédo do cadmio (elemento toxico) (JOHNSON, 2015).
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1.2. Biomonitoramento Humano

De acordo com o CDC (Centers for Disease Control and Prevention), o
Biomonitoramente Humano (BH) é definido como um método para avaliar a
exposi¢cdo humana as substancias quimicas, através da mensuragéo da propria
substancia e/ou metabdlitos ou produtos de reacado em matrizes bioldgicas (EUA,
2005).

O uso de indicadores de exposicao biolégica desenvolveu-se ao longo das
Ultimas décadas, em particular no contexto ocupacional, mas também para
avaliar os niveis de poluentes ambientais na populacdo em geral (NISSE et al.,
2017). Assim, andlises das concentracdes dos elementos quimicos na urina,
sangue ou cabelo tém sido cada vez mais utilizadas, para fins de monitorar a
exposicao (CORNELIS; NORDBERG, 2014).

Programas de biomonitoramento humano vém sendo implantados
principalmente em paises desenvolvidos, como Estados Unidos (National Health
and Nutrition Examination Survey, NHANES) (EUA, 2014), Canada (Canadian
Health Measures Survey, CHMS) (CANADA, 2013) e Alemanha (German
Environmental Surveys, GerES) (BECKER et al., 2007; SCHULZ et al., 2007).
Estes programas visam acompanhar a exposi¢ao de criancas e adultos através
da mensuracdo de elementos quimicos e outras substancias em amostras
biolégicas.

Segundo Angerer, Ewers e Wilhelm (2007), para que o biomonitoramento
seja efetivo, os materiais bioldgicos devem ser facilmente acessiveis, em
quantidades suficientes, sob condi¢des de rotina e sem desconforto e risco para
a saude do individuo.

O momento da coleta, principalmente de sangue, pode ser uma etapa
critica do BH. Como observado por Gouveia e colaboradores (2014), os
individuos alvos de uma pesquisa podem demonstrar baixa aceitabilidade para
doacdo do material biolégico, como o sangue, quando coletado por puncéo
venosa, fato observado principalmente em criancas. Entretanto, para coleta de
sangue capilar observa-se uma maior aceitagcdo. Dentre outras dificuldades
encontradas, estes mesmos autores destacam as dificuldades logisticas, como
0 armazenamento e transporte das amostras, sendo este mais um dos desafios

que devem ser levados em conta para fins de otimizacdo nos estudos de
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biomonitoramento humano, principalmente em paises com ampla extensao
territorial como o Brasil (GOUVEIA et al., 2014).

Neste sentido, para facilitar as coletas de sangue capilar, encontram-se
as técnicas como o DBS e o VAMS, que vém ganhando destague como
alternativas para simplificar o processo de coleta, transporte e armazenamento
das amostras bioldgicas, principalmente em estudos de grande extensao

populacional.

1.3. Dried Blood Spot (DBS)

Um dos sistemas de coleta de sangue capilar mais utilizados até o
momento € o Dried Blood Spot (DBS) (Figura 1). Este sistema consiste na coleta
de pequenas gotas de sangue através de uma picada no dedo ou calcanhar,
utilizando um suporte de papel-filtro (MCDADE; WILLIAMS; SNODGRASS,
2007).

Figura 1. Imagens de coleta por Dried Blood Spot e procedimento de

perfuracdo do cartdo, para determinacdo do volume amostrado

Fonte: Google imagens

Em 1963, foi proposto pela primeira vez a coleta de gotas de sangue
utilizando um papel filtro. O sangue seco no papel (DBS) foi usado como amostra
clinica para triagem da fenilcetonaria em recém-nascidos no Reino Unido.

Devido as suas vantagens inerentes, este método tem se tornado cada vez mais
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popular nos ultimos anos, sendo proposto em uma ampla variedade de contextos
bioanaliticos (GUTHRIE; SUSI, 1963; ARAMENDIA et al., 2012).

As principais vantagens do uso do DBS séo: o volume de sangue reduzido
em comparagdo com a puncdo venosa convencional; diminuicdo do risco
potencial de contaminacédo bacteriana e/ou hemdlise, quando comparado com o
método tradicional; a coleta de sangue é facil, minimamente invasiva e mais
econdmica; e, a depender da substancia de analise, as manchas de sangue
podem ser conservadas por longos periodos (GRUNER; STAMBOULI; ROSS,
2015; GUPTA; MAHAJAN, 2018). Além disto, os cartbes contendo a amostra,
sdo faceis de armazenar e transportar e podem ser utilizadas na criacdo de
biobancos (RESANO et al., 2018).

No Brasil, 0 uso do DBS é empregado no chamado “Teste do Pezinho”,
utilizado para a triagem da Fenilcetonuria, Hipotireoidismo Congénita, Fibrose
Cistica e Anemia Falciforme, exigido por meio do Programa Nacional de Triagem
Neonatal (PNTN), criado e implementado pela Portaria do Ministério da Saude
MG/MS n.° 822/01 (BRASIL, 2001), tendo como objetivo detectar e tratar
precocemente estas doencas (DA SILVA; LACERDA, 2003).

Ao contrario de muitas situacbes de diagnostico clinico, nas quais séo
necessarias apenas informa¢des qualitativas ou de triagem, as analises
guantitativas utilizando este sistema ainda apresentam desafios analiticos
(RESANO et al., 2018).

As principais desvantagens utilizando o DBS estdo relacionadas ao
chamado efeito do hematdcrito (porcentagem de volume de células sanguineas
no sangue total) e a ndo homogeneidade do analito (também chamado de efeito
cromatografico) (SIMOES, 2016).

O hematdcrito determina a viscosidade do sangue e, portanto, afeta a
difusdo do mesmo no papel filtro, assim, diferencas no hematdcrito entre as
amostras resultam na amostragem de volumes de sangue inconstantes e,
portanto, um viés de ensaio. Para contornar este problema, é utilizado um
perfurador, o que possibilita determinar o volume da area perfurada (DENNIFF;
SPOONER, 2010; KESEL, 2014; KOK; FILLET, 2018).

No entanto, € relatada a ndo-homogeneidade dos analitos através da
mancha de sangue, devido a uma possivel interacdo do analito e/ou do sangue
com o papel filtro, o que também afeta a quantificacdo dos compostos de
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interesse, caso, por meio de um perfurador, somente uma parte da mancha de
sangue seja analisada (DENNIFF; SPOONER, 2010; KESEL, 2014; KOK;
FILLET, 2018).

Para poder evitar esta influéncia na distribuicdo ndo uniforme dos analitos
através do papel, a forma mais simples é a analise da mancha total do DBS, em
vez de utilizar apenas uma porcado perfurada. Entretanto, ao se analisar a
mancha total de sangue, significa que ndo sera possivel reanalisar a amostra, a
nao ser que exista uma segunda mancha que corresponda a uma réplica igual a
primeira (LI; TSE, 2010; KESEL et al., 2013; SIMOES, 2016).

Por outro lado, a analise da totalidade da mancha envolve
necessariamente a aplicacdo de um volume exato de sangue nos cartdes,
através da utilizacdo de uma pipeta, por exemplo, o que implica que a coleta
deve ser realizada preferencialmente em ambiente controlado e por pessoal
qualificado (LI; TSE, 2010; KESEL et al., 2013; SIMOES, 2016).

Além das desvantagens do chamado efeito do hematdcrito e da ndo
homogeneidade dos analitos, o uso do DBS para a analise de elementos
qguimicos apresenta um outro desafio, que é a utilizacdo de perfuradores,
produzidos de materiais metéalicos, os quais eventualmente podem contaminar

as amostras para determinados analitos (KOK; FILLET, 2018).

1.4. VAMS (Volumetric Absorptive Microsampling)

Diante das limitacOes apresentadas frente a utilizacdo do DBS, outros
dispositivos de microamostragem foram desenvolvidos, como o VAMS (Figura 2)
(Volumetric Absorptive Microsampling, em portugués microamostragem

volumétrica absortiva).
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Figura 2. A esquerda, procedimento de coleta com o VAMS e, a direta,

dispositivo VAMS em sua embalagem comercial, apos a coleta da amostra

/
j TE R

Fonte: Neoteryx® (CA, USA).

O VAMS é um dispositivo recém introduzido no mercado e comercializado
pela Neoteryx® (CA, USA). O dispositivo consiste em uma ponta branca
absorvente ligada a uma haste de plastico. A ponta hidrofilica porosa foi
projetada para absorver por capilaridade um volume fixo de amostra, com
capacidade de absorcdo de 10 ou 20 uL de matriz biolodgica, a depender da
apresentacao do fabricante (DENNIFF; SPOONER, 2014; SPOONER et al.,
2015; KOK; FILLET, 2018).

Uma de suas vantagens com relacdo ao DBS, esta na capacidade de
absorver um volume fixo de sangue, independentemente do hematdcrito
(SPOONER et al., 2015). Além disto, a coleta com o VAMS ndo apresenta o
efeito da ndo homogeneidade do analito, uma vez que todo o polimero
absorvente é utilizado para o processar a amostra, podendo esta também ser
considerada uma limitacdo do dispositivo, pois sdo necessarias mais de uma
coleta para um mesmo individuo, caso seja necessario reanalisar a amostra, ja
gue 0 mesmo s6 pode ser processado por uma unica vez (KOK; FILLET, 2018).

Ademais, 0 VAMS né&o necessita do perfurador como no caso do DBS,
retirando uma fonte de contaminacdo importante para analises quantitativas de
elementos quimicos (KOK; FILLET, 2018).

O VAMS, assim como o DBS, oferece vantagens, como: (a) simplificacéo
da coleta de amostras, (b) coleta minimamente invasiva de sangue capilar
através de picada no dedo ou no calcanhar, (c) amostragem de volumes
reduzidos de fluidos bioldgicos, (d) simplificacdo dos métodos de preparo de

amostra, (e) melhor conservagao da amostra sob condi¢cdes ambientais devido
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ao efeito estabilizador do DBS e VAMS, (f) reducdo de espaco e custos de
armazenamento e transporte e (g) transporte facilitados das amostras para o
laborat6rio (BOLEA-FERNANDEZ et al., 2016; KIP et al., 2017).

A coleta de sangue pode ser realizada através da picada no dedo. A ponta
do VAMS, de 10 ou 20 uL, deve ser encostado no sangue, em um angulo de 45°,
até seu completo preenchimentos em poucos segundos. Esta € uma etapa
importante, pois deve-se evitar mergulhar toda a ponteira do VAMS no sangue
para evitar a amostragem de um volume maior (KOK; FILLET, 2018).

Apesar do VAMS ter sido desenvolvido principalmente para coleta de
sangue, alguns autores tém empregado o VAMS para coleta de outras matrizes
biolégicas. Mercolini e colaboradores (2016) validaram uma metodologia para
determinacdo de catinona e analogos em plasma, urina e saliva. Protti e
colaboradores (2018) também obtiveram éxito para determinacdo de oxicodona
e seus principais metabdlitos em plasma e urina.

Apés a coleta, o dispositivo deve passar pelo processo de secagem, de 2
a 3 horas, conforme a orientacao do fabricante, geralmente feito em temperatura
ambiente. Por seguinte, os analitos devem ser extraidos para a sua
quantificacdo. Assim, deve ser feita a selecdo do solvente. Nos estudos
preliminares com VAMS, as solucdes extratoras empregadas tem variado desde
0 uso somente de agua, até o uso de solventes organicos (KOK; FILLET, 2018).

Apos a selecdo do solvente, devem ser otimizadas as condi¢cdes de
extracdo dos analitos. Idealmente, o procedimento de extracéo deve resultar em
uma recuperacdo maxima e reprodutivel dos analitos de interesse, com baixa
recuperacdo de outros compostos, para minimizar os efeitos da matriz. As
condicoes ideais vao depender dos analitos de interesse e da técnica de analise.
(KOK; FILLET, 2018).

Apesar de relativamente novo no mercado, o VAMS ja é aplicado em
diversas areas de estudo, como em estudos de farmacocinética (LUO et al.,
2015), monitoramento terapéutico (MARAHATTA et al., 2016), determinacao de
drogas ilicitas (PROTTI et al., 2017), metabolémica (CALA; MEESTERS, 2017)
e determinacéo de proteinas (ANDERSEN et al., 2018). Em algumas areas o uso
da técnica ainda tem sido pouco explorada, como no caso da determinacéo de
elementos quimicos, possuindo apenas quatro publicagBes até o presente
momento (Tabela 2).
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Tabela 2. Estudos prévios utilizando VAMS para a determinacéo de elementos

quimicos
Elemento . . o o
o Matriz analisada Técnica Referéncia
guimico
BOLEA-
' Sangue total
Ti, V, Co, Sre Zr ICP-MS/MS FERNANDEZ et
Venoso
al., 2016
ANOSHKINA;
Sangue total COSTAS-
Fe Venoso/Sangue MC-ICP-MS RODRIGUEZ;
capilar VANHAECKE,
2017
Be, V, Cr, Mn, Cu, N
Sangue total hTISIS-ICP- CANABATE et al.,
As, Se, Cd, Sb, Tl
Venoso MS 2017
e Pb.
Sangue total CAPIAU et al.,
Co g-ICP-MS
Venoso 2019

Fonte: Autor.

A primeira proposta para analise de elementos quimicos empregando o
VAMS foi elaborada por Bolea-Fernandez e colaboradores (2016). No estudo foi
desenvolvida e validada uma metodologia para analise de metais liberados por
préteses metalicas no sangue, utilizando um ICP-MS/MS. Os analitos estudados
foram: titnio (Ti), vanadio (V), cobalto (Co), estroncio (Sr) e zirconio (Zr). Nesse
sentido, Anoshkina, Costas-Rodriguez e Vanhaecke (2017) propuseram uma
metodologia para determinacao isotdpica do ferro no sangue total por MC-ICP-
MS, além de avaliar sua aplicabilidade em analises de sangue capilar.

Uma das desvantagens do uso do VAMS esta no pequeno volume
disponivel para ser analisado por ICP-MS, assim, Cafiabate e colaboradores
(2017) desenvolveram uma metodologia empregando o chamado Sistema
integrado de introducéo de amostras com tocha de alta temperatura (hTISIS) por
ICP-MS, permitindo assim, a andlise de pequenos volumes de sangue e a

quantificacdo de um nimero maior de elementos quimicos.
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Mais recentemente Capiau e colaboradores (2019) desenvolveram uma
metodologia para determinacao de cobalto (Co) liberado por proteses metalicas,
utilizando um g-ICP-MS, com objetivo de tornar a técnica menos complexa que

a metodologia proposta por Bolea-Fernandez e colaboradores (2016).

6. CONCLUSAO

No presente trabalho foi desenvolvido e validado um método utilizando o
dispositivo VAMS para determinacédo de Li, Be, Mg, Mn, Co, Ni, Zn, Cu, As, Se,
Rb, Sr, Cd, Cs, Ba, Hg, Tl, Pb e Bi em sangue total por ICP-MS, sendo assim,
atingidos os objetivos propostos inicialmente. O método desenvolvido € uma
opcao para simplificar os processos de coleta de sangue e de preparo de
amostra, sendo uma boa alternativa para estudos de biomonitoramento humano
em larga escala em populacfes vulneraveis, principalmente em paises com
vasta extensdo geogréfica e areas de dificil acesso, como o Brasil.

O método apresentou valores adequados de linearidade, limite de
deteccdo e quantificacdo, bem como valores satisfatorios de recuperacédo e
precisao.

Um processo simples de descontaminacdo dos dispositivos VAMS
mostrou a possibilidade de reutilizacdo dos mesmos, fato este que diminuira os

custos totais de analise.
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