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RESUMO

NUNES, J. A., Desenvolvimento de método para determinacdo de Ag, As, Cd, Co, Mn,
Ni, Pb e Se em sangue por espectrometria de massas com fonte de plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS) utilizando diluicdo das amostras em meio alcalino. 2009. 77f,
Dissertacdo (mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-

Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2009.

A técnica analitica mais utilizada para o monitoramento de exposi¢do a metais
toxicos ou para avaliacdo de deficiéncia a elementos essenciais € a espectrometria de
absorcéo atdémica chama (FAAS) ou com forno de grafite (GF AAS). Entretanto, cada
vez mais os laboratérios de pesquisa na area clinica estdo mudando seus métodos de
andlise, baseados nestas técnicas, para a utilizacdo da espectrometria de massas com
plasma acoplado (ICP-MS). Isso vem acontecendo porque o ICP-MS permite a
determinacdo de elementos quimicos, em diversas matrizes, numa ampla faixa de
concentracdo (ng L™ a mg L™), além de possibilitar alta rapidez de andlise, capacidade
multielementar e limites de detec¢cdo menores que outras técnicas analiticas. Uma das
principais caracteristicas do método a ser utilizado para a andlise de elementos
guimicos em rotina por ICP-MS é que ele seja rapido, com o minimo de manipulacdo da
amostra. Neste sentido, métodos que propdem a analise direta de amostra sdo mais
atrativos. Todavia, ainda é limitado o nimero de métodos que propdem analise direta de
fluidos biolégicos por ICP-MS. Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo o
desenvolvimento de um método para andlise direta de sangue por ICP-MS para
determinacao de Ag, As, Cd, Co, Mn, Ni, Pb e Se. Para isso, amostras de sangue (200
pL) foram misturadas com 500 pL de hidroxido de tetrametilaménio (TMAH) (10% v/v) e
incubadas por 10 minutos. Posteriormente, a solucdo resultante foi diluida para 10 mL
com uma soluc¢ao contendo 0,05% m/v EDTA; 0,005% v/v Triton® X-100. Em seguida,
as amostras foram analisadas diretamente por ICP-MS (ELAN DRC II). Radio (Rh) foi
usado como padrao interno e a calibracdo das amostras foi feita por meio de ajuste de
matriz com sangue base ovino. Os limites de deteccdo (LD) do método foram de 0,008;
0,02; 0,004; 0,009; 0,003; 0,09; 0,04; 0,1 ug L™ para Ag, As, Cd, Co, Mn, Ni, Pb and Se,
respectivamente. A validacao dos resultados foi realizada com analise de um material de
referéncia de sangue do Programa de Proficiéncia do Institut National de Santé Publique
du Quebec, no Canada. Validacdo adicional foi obtida pela comparacéo dos resultados
obtidos pela andlise de 20 amostras de sangue pelo método proposto e pela técnica de
GF AAS. O meétodo foi também comparado a outros dois existentes na literatura e
comumente utilizados em laboratérios dos Estados Unidos e Suécia, apresentando
limites de deteccao comparaveis ou melhores e melhores exatidao e preciséo.

Palavras Chaves: ICP-MS, amostra de sangue, método de preparo, TMAH



ABSTRACT

NUNES, J. A., Development of a high-throughput method for assessment of Ag, As,
Cd, Co, Mn, Ni, Pb and Se in blood samples by inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS), 2009. 77f, Dissertacdo (mestrado). Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Ribeirdo Preto- Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2009.

The most used analytical technique for monitoring the exposure to toxic metals or for the
assessment of the deficiency of essentials elements is the atomic absorption
spectrometry with flame (FAAS) or graphite furnace (GF AAS). However, more and more
clinical laboratories are changing their methods of analysis, based on this technique, to
methods using inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS). It occurs
because ICP-MS allows the determination of chemical elements in various types of
samples, at concentrations in a wide linear range (ng L™ to mg L™), providing high-
throughput analysis with multielemental capability with lower detection limits. However,
for routine porpuses the method of choice must be fast with minimal sample
manipulation.On the other hand, the number of methods proposing direct introduction of
biological fluids to the ICP-MS are still limited. This work aimed the development of a
method for the direct analysis of blood samples by ICP-MS for the determination of Ag,
As, Cd, Co, Mn, Ni, Pb and Se. For this, blood samples (200 pL) were mixed with 500 uL
of tetramethylammonium hydroxide (TMAH) (10% v/v) and left at room temperature
during 10 minutes. Subsequently, the resulting solution was diluted to 10 mL with a
solution containing 0.05% m/v EDTA + 0005% v / v Triton ® X-100. Thus the samples
were analyzed directly by ICP-MS (ELAN DRC II). Rhodium (Rh) was used as internal
standard with matrix matching calibration. The method detection limits were: 0.008, 0.02,
0.004, 0.009, 0.003, 0.09, 0.04, 0.1 pg L™* for Ag, As, Cd, Co, Mn, Ni , Pb, and Se
respectively. Method validation was acquired with the analysis of blood reference
material provided by the Institut National de Santé Publigue du Quebec, Canada.
Furthermore, for additional validation 20 ordinary blood samples were analyzed by the
proposed method and by GF AAS. The method was also compared with two existing
methods in the literature and commonly used in laboratories in the United States and
Sweden where comparable or better detection limits and better accuracy and precision
were obtained.

Key Words: ICP-MS, blood samples, prepare method, TMAH.
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Introducdo| 2
1-INTRODUCAO

1.1 Biomonitoramento de Elementos Quimicos Essenciais e Toxicos.

Elementos essenciais sdo elementos quimicos utilizados para manter as
fungdes fisioldgicas normais. Na deficiéncia destes elementos, um organismo nao
pode completar seu ciclo de vida normal ou manter um crescimento saudavel, ja que
muitos estdo presentes em proteinas que exercem fungdes bioldgicas especificas.
Os elementos essenciais sdo subdivididos de acordo com a concentracdo em que
sado encontrados em fluidos ou em tecidos. Elementos essenciais em concentragdes
em torno de 1 mg L em fluidos biolégicos ou < 100 mg Kg' em tecidos sao
chamados de elementos “maiores”. Estes incluem: sédio, potassio, calcio, magnésio,
ferro, silicio, fosforo, enxofre e cloro. Ja os elementos quimicos encontrados em
concentracdes menores que 10 pg L™ em fluidos biolégicos ou menores que 100 mg
Kg™ em tecidos corporais sdo definidos como elementos “trago”. Ainda existe mais
uma subclassificacdo; os chamados elementos “ultra-traco” que sdo encontrados em
concentracdes menores que 1 ug L™ em fluidos bioldgicos.

Entretanto, alguns elementos quimicos nao apresentam nenhuma fungao
fisiologica conhecida. Estes elementos sdo conhecidos como elementos né&o
essenciais. Muitos deles, tais como chumbo, cadmio, mercurio e arsénio exercem
algum efeito tdxico mesmo em concentragdes traco (SAVORY, WILLS 1992).

A pratica de analise de fluidos bioloégicos para determinacdo das
concentragcdes de elementos essenciais e téxicos ao organismo, visando a avaliagao
do estado nutricional e/ou a exposicdo a elementos toxicos esta cada vez mais
sendo utilizada em laboratérios clinicos. Tal pratica € conhecida com
biomonitoramento.

Nos ultimos anos, o biomonitoramento tem se tornado uma pratica comum em
paises desenvolvidos, sendo uma importante ferramenta para a manutengao da
saude do individuo e cuja concentragdo de um elemento em sangue pode, com
frequéncia, ser utilizada como um biomarcador de dose interna, uma vez que o
sangue humano € a principal matriz utilizada para o biomonitoramento (NEEDHAM,;
CALAFAT; BARR; 2007, CLARKSON et al., 1988, BARBOSA et al., 2005, PALMER
et al., 2006).
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Métodos analiticos para a determinacao de elementos tais como Pb, Cd, Zn,
Se e Hg, estdo cada vez mais bem estabelecidos e validados, e os valores de
referéncia para estes elementos quimicos estdo sendo obtidos em muitos paises.
Entretanto, a utilizagdo de métodos mais sensiveis e, principalmente, mais simples e
rapidos é essencial para estudos de biomonitoramento (PALMER et al., 2006,
HEITLAND et al., 2006, NIXON et al., 1995 NIXON et al., 2002 HEITLAND et al.,
2006, RUKGAUER; KLEIN; KRUSE-JARRES, 1997, CDC, NCEH, 2003-2004).

No Brasil, o biomonitoramento ainda € uma pratica incipiente. Neste sentido,
existe uma necessidade crescente de se desenvolver métodos analiticos rapidos e
simples que permitam operagdes em rotina nos laboratorios clinicos brasileiros para

detecgdo de metais semimetais e ndo metais em amostras biologicas.

1.2 Importancia do estudo dos elementos quimicos.

O estudo da toxicidade dos elementos quimicos deve levar em consideracao
muitas caracteristicas dos grupos de toxicantes. Enquanto todos os elementos
quimicos sao toxicos em algum grau de exposi¢ao, muitos sdo nutrientes essenciais
para a saude humana. Assim, uma distincdo deve ser feita entre um minimo
necessario de exposi¢cao e uma exposicao toxica. Metais denominados toxicos ou
nao essenciais sdo aqueles no qual ndo se conhece nenhum efeito benéfico ao
organismo. Este grupo inclui arsénio, berilio, cadmio, chumbo, mercurio, talio, titanio
e uranio (CASARETT; DOULL’S, 2001).

Os elementos quimicos também podem ser classificados de acordo com o
grau de toxicidade, podendo ser altamente toxicos, onde mesmo em concentragdes
traco em fluidos ou em tecidos biolégicos, podem exercer algum efeito toxico (ex.
arsénio, cadmio, chumbo e mercurio). Os elementos quimicos também podem ser
classificados como de média e baixa toxicidade (incluindo elementos essenciais),
onde concentragdes maiores do metal sdo necessarias para gerar um efeito toxico
ex. Co, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Se, Zn, Al, Bi, Ga, Au, Li, Pt, Sn, Ba, Ge, In, Ag, Te, TI,
Ti, U, V (SAVORY, 1992, CASARETT; DOULL’S, 2001).
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1.2.1 Elementos Quimicos de alta toxicidade

1.2.1.1 Arsénio (As)

O trioxido de arsénio é um dos mais antigos toxicos conhecidos pelo homem,
cujo efeitos e doses foram descritos no periodo pré-cristdo, muito usado para
envenenamentos. Entretanto, nos dias de hoje ainda existem relatos de homicidios
relacionados ao arsénio e seus composos (SEIZE OGA 2003).

Atualmente, o arsénio inorganico é liberado na natureza por uma série de
fontes antropogénicas como fundi¢do de chumbo, zinco e cobre, industrias de vidro,
industrias quimicas, e de praguicidas. Estudos conduzidos pela Enviromental
Protection Agency (EPA) mostraram que em regides nao influenciadas por fundigao
de cobre, a concentracdo de arsénio no ar nio ultrapassa 0,1 ug m=, ja em regides
proximas as areas de fundicdo a concentragdo pode exceder 1,0 ug m>
(CASARETT; DOULL'’S 1996).

A ingestdo diaria de arsénio pela populagdo varia amplamente e é
influenciada pelo consumo de alimentos de origem marinha e de agua contaminada
(SEIZE OGA 2003). A agua potavel no Brasil deve conter concentragcdes abaixo de
10 ug L™ de arsénio (MINISTERIO DA SAUDE, 2000). Acredita-se que cerca de
350.000 pessoas nos Estados Unidos bebam agua com valores superiores a
50ug L' de As. Concentracdes superiores a 50ug L™ tém sido encontradas em
aguas de consumo em Bangladesh, China, Jap&o, Taiwan, Argentina (CASARETT,;
DOULL’S 1996).

Os compostos arsenicais sado transportados pelo ar e absorvidos pelo sistema
respiratorio, sua absorcao € dependente do tamanho da particula e forma quimica. A
absorgcdo gastrintestinal se da por alimentos e agua contaminada. A
biotransformacao do arsénio acontece primeiro por uma reag¢ao de reducdo de As
(V) a As(lll) envolvendo possivelmente uma glutationa (GSH) e depois ocorre
processo de metilagdo do arsénio inorganio ao acido monometilarsénico (MMA) e
acido dimetilarsinico (DMA). A principal via de excregdo do metabdlito é a urinaria,
porém o arsénio inorganico tem predilegdo por pele, unhas e cabelo. Sua
determinagcdo em amostras de unha e cabelo pode evidenciar exposi¢cdes passadas
(CASARETT; DOULL’S 2001, SEIZE OGA 2003, STOTNICK et al., 2006).

O arsénio possui efeito citotoxico, tem afinidade por grupos sulfidrila

interferindo na atividade de enzimas e proteinas que contenham esse grupamento,
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como a glutationa. O arsénio também interfere na respiragao celular por acumular-se
na mitocondria (CASARETT; DOULL’S 2001).

Ingestao de altas doses de arsénio (70 a 180mg) pode ser fatal e os sintomas
de intoxicacdo consistem de febre, anorexia, hepatomegalia, melanose, arritmia
cardiaca, problemas respiratérios e neuropatia periférica entre outros (CASARETT;
DOULL’S 2001).

Os compostos de arsénio tém sido avaliados pela International Agency for
Research on Cancer (IARC) como grupo 1 da tabela de carcinogenicidade, ou seja,

sdo carcindgenos para humanos (Volume 84 IARC 2004).

1.2.1.2 Cadmio (Cd)

O nome cadmio foi dado a uma substancia peculiar encontrada proximo ao
Mar Negro, em homenagem a Cadmos rei da Fenicia. A primeira descrigdo dos
efeitos toxicos se deu em 1858 por Sovet (SEIZE OGA, 2003).

Cadmio é um dos mais importantes contaminantes ambientais. Ele é
encontrado em atividades de metalurgia e siderurgia, em industrias de fertilizantes,
baterias, plasticos entre outros, mas sua principal emissao, na atmosfera, é causada
pela incineragao de lixo e combustiveis. Em 1983, foi estimada uma emissédo de
cerca de 7.570 toneladas de cadmio em todo o planeta. Em 1950 no Japao foram
feitos os primeiros estudos associando a exposicdo ao cadmio por alimentos
contaminados a uma doencga caracterizada por osteomalacia e proteinuria. Desde
entdo, o cadmio tornou-se um dos metais mais pesquisados em relagao a exposig¢ao
e efeitos adversos associados. Em 1966 ocorreram mais de 100 mortes causadas
por doenca 6ssea denominada lItai-Itai , na bacia de do rio Jinzo, no Japao, onde se
localizava uma mina de Cadmio (SEIZE OGA 2003).

A principal fonte ndo ocupacional de exposicdo ao cadmio do ar se da por
cigarros, que contém cerca de 1 a 2 nug deste elemento. Do total ingerido pelo ser
humano por via respiratoria, cerca de 15 a 30% é absorvido. A absorgédo por via
gastrintestinal € menor (5 a 8%) e é influenciada pela ingestéo de proteinas, calcio e
ferro. Apos a absorcdo o cadmio € transportado por eritrécitos e proteinas
plasmaticas, e distribuido primeiramente para o figado e rins sendo em seguida
excretado na urina (CASARETT; DOULL'’S 2001).

O cadmio é um elemento nefrotdxico, pois se acumula principalmente nos rins

formando um complexo com a proteina metalotioneina, desta forma diminui a
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filtracdo glomerular levando a proteinuria e glicosuria. Neste ele pode permanecer
armazenado por décadas, afetando o metabolismo e excrecdo do calcio e
desencadeando problemas no sistema oOsseo (SEIZE OGA 2003, CASARETT,;
DOULL’S 2001).

Estudos em criancas determinaram valores de referéncia de cadmio em
sangue menores que 1ug L™ para criangas néo expostas (CARVALHO et al., 1987).

O consumo de alimentos com altas concentragdes de cadmio (>16mg L™)
pode levar a dores abdominais, cdlicas, nauseas e vomitos (CASARETT; DOULL'S
2001). Ja a inalacdo de altas concentracbes pode levar a disturbios respiratorios
como pneumonia ou até ser letal (ATSDR, 1998). Os principais efeitos de uma
exposicao crénica ao cadmio incluem doengas pulmonares, renais, cardiacas e do
sistema 6sseo (CASARETT; DOULL'’S 2001).

O cadmio é classificado no Grupo 1 de carcindgenos da IARC, ou seja, € um

elemento com potencial carcinogénico (volume 58 IARC 1997).

1.2.1.3 Chumbo (Pb)

O chumbo é um dos metais do grupo de transicdo mais abundantes na crosta
terrestre e provavelmente € um dos contaminantes mais antigos ja estudados.
Evidéncias de exposicdo a este elemento quimico podem ser encontradas mesmo
antes do Império Romano. Nesta época, era comum armazenar alimentos e bebidas,
como o vinho, em potes que continham chumbo em sua composi¢cao (EPA 1985).

Nas ultimas duas décadas a concentragdo de chumbo na atmosfera tem
diminuido significantemente, ja que muitos paises tém removido o chumbo tetraetila
da gasolina (THOMAS et al., 1999). No entanto, os humanos podem estar expostos
ao chumbo por alimentos e agua de consumo contaminados, poeira doméstica e por
atividades industriais como industrias de reciclagem e industrias de bateria
(BARBOSA et al., 2005).

A absorg¢ao de chumbo por via gastrintestinal depende de fatores nutricionais
e idade. Uma dieta rica em calcio e ferro diminui a absor¢cdo de chumbo. As criangas
absorvem cerca de 50% do chumbo ingerido enquanto adultos absorvem de 10% a
15%. O chumbo ingerido por exposicéo inalatoria pode ser absorvido dependendo
de seu tamanho e forma quimica. Uma vez absorvido, 90% do chumbo vai para os
eritrécitos onde se associa com a enzima acido aminolevulinico dehidratase
(6ALAD), apresentando uma meia vida biolégica de 40 dias (CASARETT; DOULL'S
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2001). O chumbo é distribuido para todos os 6rgaos por meio do sangue e do
plasma, porém apresenta maior afinidade por tecidos calcificados, uma vez que
substitui o calcio dos ossos e dentes, locais onde pode ficar armazenado por
décadas, podendo voltar a corrente sanguinea, durante o remodelamento Gsseo.
Isto dificulta um diagnéstico de exposigao recente ou em longo prazo (BARBOSA et
al., 2005).

Os efeitos toxicos de exposicdo ao chumbo inorgénico envolvem varios
orgaos e atividades bioquimicas. Varios estudos mostraram que o principal alvo
toxicolégico do chumbo, tanto em criangas quanto em adultos, é o sistema nervoso
central, podendo levar criangas a disfungdes neuroldgicas, incluindo a reducéao da
capacidade intelectual mesmo em concentragées menores que 10ug dL™ no sangue
(BARBOSA et al., 2005, CANFIELD et al. 2003, JUSKO et al. 2007, WAKEFIELD,
2002). O chumbo interfere na sintese do Heme, levando a anemias e doencgas
cardiovasculares. Devido a semelhanga em tamanho com o ion calcio, o ion chumbo
divalente também pode interferir no metabolismo e homeostase de calcio e assim
alterar sintese e liberagao de horménios como hormdnio paratiredide, vitamina D e
outros que sao influenciados pela homeostase de calcio (CASARETT; DOULL’S
2001).

O chumbo inorganico é classificado na tabela de carcionagenicidade da IARC

como 2A (provavel agente carcinogénico para humanos) (volume 87 IARC 2004).

1.2.1.4 Niquel

O niquel é um metal extensivamente utilizado em industrias de bateria, acgo,
utensilios domésticos, equipamentos médicos, ligas metalicas, jéias e outros (SEIZE
OGA, 2003). A exposicao humana pode ocorrer por inalagdo, ingestao e contato
dérmico. A principal via de exposigdo ocupacional & por inalagdo e em menor grau
via dérmica. O consumo de alimentos contaminados € a principal fonte de exposi¢ao
nao ocupacional. A Agéncia de Protegcdo Ambiental Americana (EPA) estima que a
ingestdo na populagdo americana seja de 100 a 300pg de niquel por dia
(CASARETT; DOULL’S, 2001).

Do total de niquel inalado, aproximadamente 35% é absorvido. A distribuicdo
de niquel no organismo humano e mecanismo de agao téxica ainda ndo sdo bem
conhecidos, mas acredita-se que o niquel forme complexos com quelantes, cisteina,
histidina e acido aspartico (CASARETT; DOULL’S, 2001).
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Exposicbes cutaneas podem levar a dermatites. A inalagdo de vapores
contendo niquel pode levar a asma, bronquites, cancer de pulm&o e outras
complicagbes do trato respiratério (CASARETT; DOULL’S, 2001). Os valores de
referéncia em individuos n3o expostos s30 menores que 5ug L' em sangue e 1 a 3
ug L™ em urina. Estudos demonstram que trabalhadores expostos podem apresentar
concentracdes superiores a 10ug L™ em urina (MASSARO, 1997, YOSHIOKA et al.,
2008)

Compostos de niquel sédo classificados como carcindégenos pela IARC (grupo
1). Niquel metalico é classificado com possivel carcinbgeno grupo 2B (volume 49
IARC, 1997).

1.2.2 Elementos Quimicos de baixa toxicidade

1.2.2.1 Prata (AQ)

A prata ocorre na natureza como minério de prata frequentemente associado
com depositos de ouro e cobre. Apresenta apenas uma valéncia (Au®). A exploragéo
de prata em minas é relatada desde 2500 anos antes de Cristo na Asia Menor. O
principal uso industrial da prata ocorre em industrias de halogenato de prata e
industrias fotograficas. Outros usos sdo em jbéias, moedas e utensilios domésticos.
Nitrato de prata e sais de prata s&do utilizados como anti-sépticos e adstringentes
(MASSARO, 1997, CASARETT; DOULL’S, 2001).

A prata pode ser absorvida por via oral, por inalacdo e pela pele. Em
populagdes ndo expostas a concentragdo média de prata no sangue é inferior a
2,4ug L' (RUNGBY, 1990). A prata tem a capacidade de atravessar a barreira
hematoencefalica se depositando nos lisossomas das células neuronais. (RUNGBY,
1990).

O principal efeito de uma absorgcdo excessiva e uma exposi¢cao ocupacional
crbnica € uma impregnagao local ou generalizada em tecidos onde a prata
permanece como um composto fibroso insoluvel, aparecendo manchas de cor azul
acinzentada (CASARETT; DOULL’S, 2001).

As concentragdes em ambiente de trabalho, onde ha exposi¢cdo a este
elemento, ndo podem exceder mais de 0,1 mg m™ do metal e 0,01 mg m™ de

compostos soluveis de prata (ATSDR 2008).
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1.2.3 Elementos Quimicos essenciais com potencial toxico.

1.2.3.1 Cobalto (Co)

O cobalto € um componente essencial da vitamina Bq, requerida para a
sintese de células vermelhas e prevencao de anemia perniciosa. A deficiéncia de
cobalto pode levar a anemia, perda de peso e retardamento do crescimento. Os sais
de cobalto sdo bem absorvidos por via oral principalmente em jejum. Cerca de 80%
do cobalto ingerido é excretado na urina, sendo que, a concentragdo normal em
sangue e urina é de 1,0 e 0,18 ug L™, respectivamente (CASARETT; DOULL’S,
2001).

A administragédo oral cronica de cobalto para tratamento de anemia em altas
doses pode levar a formacdo de bdocio endémico. Cardiopatias também tém sido
associadas a alta ingestdo de cobalto (> 10mg dia™) (CASARETT; DOULL’S, 2001).

Inalagdo ocupacional de cobalto pode levar a problemas respiratoérios e em
casos de alta exposigao a pneumonias e fibrose (0,1mg m™) (CASARETT; DOULL’S,
2001). A NIOSH determina, em uma jornada de trabalho de oito horas, uma
exposicdo menor que 0,05mg m™ (NIOSH, 2008).

O cobalto e seus compostos sdo classificados pela IARC como 2B ou seja,

s&o possiveis carcinébgenos humanos (volume 86 IARC 2003).

1.2.3.2 Manganés (Mn)

O manganés esta presente em todos os organismos vivos, sendo cofator de
diversas reacbes enzimaticas, particularmente nas que envolvem fosforilagao,
colesterol, e sintese de acidos graxos. A principal enzima na qual é cofator é a
superoxido dismutase (SOD) que é uma das enzimas do sistema antioxidante
encontrada no citosol das células e capaz de catalisar a reacdo de dismutagcado do
radical superdxido (Oy) em oxigénio (Oz) e perdxido de hidrogénio (H20;)
(CASARETT; DOULL'’S, 2001, SEIZE OGA, 2003).

As principais fontes de manganés em alimentos sao os graos, nozes, algumas
frutas e pimentas. A ingestao diaria de manganés na populagao varia de 2 a 9 mg.
(CASARETT; DOULL’S, 2001) Este metal também ¢é utilizado em industrias de
fertilizante, ragcdes animais, ceramica, vidros e baterias. O atual interesse no estudo

da toxicologia do manganés é causado pela exposi¢cdo ao metal vindo da gasolina
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onde é utilizado em alguns paises como aditivo substituindo o uso do chumbo
(CASARETT; DOULL'’S, 2001).

Cerca de 5% do manganés ingerido € absorvido por via gastrintestinal. Apos
absorcao é distribuido em todo o organismo vinculado a proteina plasmatica Bj-
globulina. O manganés se concentra na mitocondria e em tecidos ricos nessa
organela. Sua meia vida biolégica é de 37 dias no organismo, especialmente no
sistema nervoso. A excregdo ocorre principalmente pelas fezes podendo ser
reabsorvido no intestino (CASARETT; DOULL’S, 2001).

A caréncia de manganés pode causar fragilidade éssea, degeneragao de
ovarios ou testiculos entre outros efeitos (MASSARO, 1997, SEIZE OGA, 2003).
Existem poucos casos documentados de intoxicagdo por ingestdo de manganés.
Sua principal toxicidade € causada por inalagdo cronica em minas, siderurgicas e
industrias quimicas de 6xido de manganés. Nestes casos pode ocorrer pneumonites
e/ou doencgas respiratorias, além de disturbios do sistema nervoso central como
irritabilidade, dificuldade em caminhar, disturbios da fala e comportamento
compulsivo (CASARETT; DOULL'’S, 2001).

1.2.3.3 Selénio (Se)

O selénio aparece na natureza e em sistemas bioloégicos como selenato
(Se®"), selenito (Se*"), selénio elementar (Se°) e seleneto (Se?). O selénio € um
elemento essencial aos animais e esta presente em alimentos tais como leite, frutas,
sementes, carnes em concentracdes que variam de 0,1 a 1mg Kg™', dependendo da
origem do alimento (MASSARO, 1997).

Os selenatos sdo compostos soluveis e sdo prontamente absorvidos (>50%)
por via gastrintestinal. As formas de selénio elementar e selenito ndao sao
absorviveis devido a insolubilidade destas espécies. Apds absorgdo o selénio é
distribuido para todo o organismo pelos eritrocitos associado com a glutationa
peroxidase e outras selenoproteinas. Sua concentracido nos eritrocidos é de duas a
trés vezes maior que em plasma. Sua excrecao é feita principalmente por via
urinaria (CASARETT; DOULL'’S, 2001).

O selénio esta envolvido com diversas enzimas de carater antioxidante. A
selenometionina e selenocisteina sdo ambas cofatores da glutationa peroxidase. As
enzimas iodotironina deiodinase, hemeproteina que catalisa a oxidagao do radical

iodeto a iodo, e selenoproteina P contém uma unidade de selenocisteina em seus
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sitios cataliticos, ou seja, deficiéncia de selénio pode levar a hipotireoidismo e
diminuicdo da atividade do sistema antioxidante. Além dessas alteragbes, a
deficiéncia de selénio pode levar a cardiomiopatia, esterilidade, e infeccbes
(CASARETT; DOULL’'S, 2001). Em casos de deficiéncia de selénio as
concentracdes, em sangue, sdo inferiores a 40 ug L™ (MASSARO, 1997).

Intoxicagdes por selénio acontecem quando ha um excesso de ingestao deste
elemento quimico. Os primeiros sintomas sao visdo embacgada, diminuicdo de
apetite, enfraquecimento de unhas e cabelo, problemas cardiorespiratorios, halito
semelhante a alho, depressao respiratéria que pode progredir a 6bito (CASARETT;
DOULL’S, 2001).

Estudo realizado com a populacdo amazbnica demonstrou que a
concentragdo média de Se em sangue dessa populagdo € muito superior a outras
populacdes, tendo uma média de 284ug L' (LEMIRE et al., 2008). J& um estudo
com a populagdo da Alemanha mostrou concentragdes no sangue variando de 85 a
182 ug L™ (HEITLAND; KOSTER, 2006).

1.3 Espectrometria de massas com fonte de plasma acoplado indutivamente
(ICP-MS)

Existe uma corrente tendéncia em torno dos laboratérios clinicos,
especializados em analises de elementos quimicos, de mudanca nos métodos de
analise baseados nas técnicas de espectrometria de absor¢cado atdmica (AAS) com
chama (FAAS) ou eletrotérmica (ETAAS), para métodos baseados na espectrometria
de massas com fonte de plasma acoplado (ICP-MS) (NIXON; MOYER, 2002, ZHOU
et al., 2002, PALMER et al.,, 2006, AMARASIRIWARDENA et al., 1998). Esta
transicdo esta ocorrendo porque os equipamentos de ICP-MS tém se tornado cada
vez mais acessiveis. Além disso, o ICP-MS oferece a possibilidade de analise
simultanea de varios elementos quimicos em concentragdes inferiores a 1 ug L' de
forma rapida, além de proporcionar uma o6tima exatiddo e precisdo, tornando a
técnica altamente atrativa para o biomonitoramento em rotina. Devido a sua ampla
faixa linear de calibragdo e excelente sensibilidade, esta técnica possibilita a
determinacdo dos elementos de interesse nutricional-toxicolégico no plasma e
sangue na faixa de 0,1 a 1000 ug L™ de forma multielementar simultanea ou quase
simultanea, com elevada taxa de amostragem (PARSONS; BARBOSA 2007).
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Recentemente, Rodrigues et al. (2008) demonstraram ser possivel uma analise em
rotina de amostras de cabelo na qual 500 amostras foram solubilizadas e analisadas
em 3 dias (8hs/dia). Cabe ressaltar ainda, que devido as baixas concentragbes em
fluidos bioldgicos, muitos elementos quimicos essenciais ou toxicos s6 podem ser
detectados e quantificados nestas matrizes com a utilizagdo desta técnica
(BARBOSA et al., 2005, PARSONS; BARBOSA, 2007).

Na Tabela 1 podem-se observar as diferengas entre os limites de deteccéo
médios em ug L' para as técnicas de espectrometria de massas com plasmas
acoplado (ICP-MS), espectrometria de emissao 6ptica com plasma acoplado (ICP
OES), espectrometria de absor¢ado com chama (FAAS) e forno de grafite (GF AAS) e

as concentragdes comumente observadas em plasma humano.

Tabela 1. Limites de detec¢ao dos elementos quimicos. As, Al, Cd, Co, Cr, Cu, Li,
Mn, Ni, Pb, Se, Tl, Zn, em plasma, pelas técnicas ICP-MS, ICP-OES, FAAS, GF
AAS, e suas concentragdes normais em plasma (TYLER 1994).

Concentracdes
ICP-MS ICP OES FAAS GF AAS considerados
Elemento (ugL%)  (ugLh  (uogLh  (ugL?h normais no
plasma
sanguineo
(ug L)
As 0,05 20 500 1,0 <1,0
Al 0,01 3 50 0,5 <1,0
Cd 0,01 3 5 0,03 < 01
Co 0,005 10 10 0,5 <0,3
Cr 0,005 10 10 0,15 <0,2
Cu 0,01 5 5 0,5 <1000
Li 0,02 1 5 0,5 <0,8
Mn 0,005 0,5 5 0,06 <05
Ni 0,005 10 20 0,5 <1,0
Pb 0,005 20 20 1,0 <1,0
Se 0,1 50 1000 1,0 <100
Tl 0,01 30 40 1,5 <1,0
Zn 0,02 1,0 2 0,01 <1000

A espectrometria de massas € uma técnica analitica que permite separar
espécies idbnicas pela razao massa/carga (m/z). Sua capacidade de identificagcao é
usada para ions de elementos compostos simples e moléculas complexas. E
possivel utiliza-la tanto em uma analise qualitativa quanto em uma analise

quantitativa.
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No comeco dos anos 80 iniciou-se a comercializagdo do ICP-MS, que com o
decorrer dos anos cresceu e se tornou uma das técnicas mais importantes para
analise elementar. O significante crescimento de publicagdes cientificas com a
técnica se deu a partir de 1980 (MONTASER, 1998).

1.3.1 Componentes de um ICP-MS

Um espectrdbmetro de massas com fonte de plasma acoplado indutivamente
(ICP-MS) é composto de 5 partes principais:

e Um sistema de introducdo de amostras, normalmente um
nebulizador.

e Uma fonte de ions, neste caso o plasma acoplado (ICP) que é
uma fonte de alta temperatura que promove a ionizacao.

e A interface que promove a focalizagdo dos ions, nesta se
encontram o cone de amostragem e o skimmer.

e Um sistema analisador de massas (quadrupolo).

e E um sistema de detecgdo de ions (Detector multiplicador de

elétrons).

A Figura 1 mostra, em detalhes um esquema de um ICP-MS convencional.
B
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Figura 1. Esquema de um espectrometro de massas com fonte de plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS). A) Amostra liquida. B) Nebulizador. C) Aerossol. D)
Camara de nebulizagdo. E) Tocha F) Cone amostrador. G) Skimmer. H) Lentes
I6bnicas 1) Analisador de massas, J) Detector. K) e L) Bombas de vacuo turbo-
molecular. M) Bomba de vacuo mecéanica (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).
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1.3.1.1 Introdugédo de amostras

A forma convencional de introdu¢do de amostras no ICP-MS é como um
liquido, pois apresenta vantagens de homogeneidade, facilidade de manipulagéo e
disponibilidade de solucdes de referéncia para calibracdo, mas também podem ser
em alguns casos, introduzidas amostras nas formas sélidas e gasosas. O sistema
tipico de introdugdo de amostras consiste de uma bomba peristaltica, um
nebulizador e uma camara de nebulizagdo. A amostra € bombeada até o nebulizador
que transforma a amostra liquida em um aerossol fino. O aerossol chega a camara
de nebulizagdo que separa as gotas maiores das menores e um fluxo de argdnio
carrega a amostra ja vaporizada até a tocha do ICP, onde a amostra é ionizada
(GINE-ROSIAS, 1999, MONTASER, 1998).

A Figura 2 mostra o esquema de um sistema de introdugcéo de amostra.
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Figura 2. Sistema de introdugcao de amostra em ICP-MS. A) Amostra B) Bomba
peristaltica. C) Nebulizador D) Gas de arraste. E) Camara de nebulizagdo. F)
Descarte (DOS SANTOS, 2007 com modificagdes).

1.3.1.2. Fonte de ionizagé&o (tocha e plasma)

As caracteristicas do plasma acoplado indutivamente (ICP) como uma fonte
de ions tem sido largamente descrita desde 1977 por Fassel, depois em 1987 por
Montaser e em 1989 por Moore (JARVIS; GRAY; HOUK, 1992).

O plasma acoplado indutivamente por ter uma alta temperatura (6000-8000K)

o qual é uma fonte apropriada para a atomizacdo e ionizacdo de espécies
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elementares. A sua formacéao ocorre a partir de uma radiofrequéncia gerada por um
filamento metalico (bobina) que fica no topo da tocha. Campos elétricos e
magnéticos oscilantes sdo gerados permitindo a excitagdo do elemento para formar
ions (MONTASER, 1998, JARVIS; GRAY; HOUK, 1992).

O plasma é formado na tocha e nele a amostra sofre rapidamente os
processos de dessolvatagao, vaporizagao, atomizacdo e ionizacao (Figura 3). A
tocha consiste de trés tubos concéntricos para o transporte de gas (Figura 4). O
fluxo de gas externo evita o superaquecimento protegendo as paredes da tocha. O
fluxo auxiliar introduzido no tubo intermediario, é utilizado para estabilizar o plasma
durante a introdugao de amostra. O gas interno também chamado de gas de arraste

transporta a amostra nebulizada até o plasma (MONTASER, 1998).
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Figura 3. Representacdo dos processos que ocorrem no plasma (GINE-ROSIAS,
1999).
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Figura 4. Esquema de uma tocha. Representagao: a) Dos trés tubos concéntricos,
acoplados a uma bobina de inducdo de um gerador de RF, b) Do campo magnético
(JARVIS; GRAY; HOUK, 1992).

1.3.1.3. Interface

O ICP produz, eficientemente, ions monocarregados para o espectrometro de
massas (MS). Para transportar os ions para o MS, é usada uma interface com
bomba de vacuo de multiplo estagio. Os ions sdo extraidos do plasma, que se
encontra a um pressao atmosférica, para o espectrometro de massas a baixa
presséo, através de um cone de amostragem de platina que se encontra refrigerado.
O orificio deste cone tem aproximadamente 1,0 mm de didmetro. Na regido de baixa
pressao atras do cone ocorre expansao do gas, antes, uma fragdo dos ions passa
através de outro cone, denominado skimmer, e a maior parte do Arg € bombeada
para fora. Os ions sdo focalizados diretamente no caminho do analisador de massas
usando lentes que sdo eletrodos submetidos a diferentes voltagens (Figura 5). Nas
lentes as particulas neutras sdo eliminadas pelas bombas de vacuo. (JARVIS;
GRAY; HOUK, 1992)

A principal fungédo da interface € reduzir a pressdo e a densidade do feixe,
minimizando a perda de ions. As lentes melhoram a sensibilidade e limites de
deteccéo instrumental. (dos SANTOS, 2007)
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Figura 5. Configuracdo do cone de amostragem, do estagio de expansao e do cone
skimmer (GINE-ROSIAS, 1999).

1.3.1.4 Analisador de massas quadrupolar:

Um analisador quadrupolar é composto por quatro hastes condutoras
paralelas mantidas numa configuragdo duas a duas (Figura 6). As hastes opostas
sdo conectadas eletricamente, sendo um par ligado ao lado positivo de uma fonte de
corrente continua (FCC) e outro ligado ao terminal negativo de uma fonte de
corrente alternada (CA), estabelecendo assim, um campo quadrupolar bidimensional
no plano x-y. Os ions que entram no espectrémetro sdo acelerados pelo potencial
aplicado nos cilindros, de 5 a 10V, e viajam na diregcdo z (MONTASER, 1998,
SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

A seletividade do filtro quadrupolar é estabelecida variando as magnitudes
das voltagens CA e FCC simultaneamente de forma que sua razdo seja mantida
constante para cada par de hastes. A variagdo das voltagens provoca um
movimento oscilatorio do feixe de ions nas diregdes x e y. A dispersdo do movimento
depende da magnitude dos campos. Esta é uma propriedade da razdo massa/carga
(m/z) dos ions individuais. Portanto, ions com uma razdo m/z especifica reagirao
igualmente em relagdo ao potencial elétrico imposto pelo arranjo quadrupolar.
Normalmente, um instrumento quadrupolar consegue separar espécies que diferem
por menos de uma unidade de massa (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).
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Figura 6. Esquema de um analisador de massas quadrupolar. A figura mostra
também o movimento dos ions através do campo gerado entre as hastes b) vista
frontal dos cilindros (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

1.3.1.5 Sistema de deteccgéo

A detecgdo dos ions nos instrumentos mais antigos era feita com uma tela
fluorescente. Hoje, as versdes mais atualizadas de ICP-MS s&o dotadas de um
sistema de deteccdo simultdnea de ions, tais como o multiplicador de elétrons na
qual os ions que atingem sua superficie ejetam elétrons que, a cada impacto, ejetam
mais elétrons formando uma cascata (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

1.3.2 Interferéncias em ICP-MS

O ICP-MS nao é livre de problemas, pois durante a analise os metais podem
sofrer significativas interferéncias, as quais podem ser divididas em: interferéncias
isobaricas, interferéncias de ions de dupla carga, e interferéncias poliatdmicas.

A interferéncia isobarica acontece quando dois elementos possuem isétopos
de mesma carga como 'In e '*Cd, "°In e '°Sn, “°Ar e “°Ca. Esta interferéncia
pode ser facilmente corrigida escolhendo para analise outro isotopo livre de
superposi¢ao isobarica, pois a maioria dos elementos possui mais de um isétopo
(SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

A interferéncia por ions de dupla carga acontece com elementos com baixo

poténcial de ionizagédo. O elemento se ioniza duas vezes formando um ion de dupla
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carga (+2) e consequentemente seu espectro aparecera com metade da massa
esperada, podendo gerar perda de sinal e interferéncia com outros elementos. Este
problema pode ser facilmente controlado aumentando a vazdo do gas carregador
e/ou diminuindo a poténcia de radio frequéncia (RF) (GINE-ROSIAS, 1999).

A interferéncia por ions poliatbmicos acontece quando espécies presentes no
plasma reagem entre si formando um novo ion. Esta interferéncia € uma das
principais dificuldades em se trabalhar com amostras bioldgicas, devido a alguns
interferentes como K*, Na*, e CI', presentes nestas matrizes que podem formar ions
poliatdmicos tais como; “°Ar®Na*; “°Ar¥Cl*, *CI'°0; Ar'?C; ¥CI'®0, “Ar¥S;
interferindo por exemplo, na deteccdo dos elementos ®°Cu, As, °'v, *2Cr, ®Ga,
"“Ge . Outro exemplo de interferéncias por ions poliatdmicos pode ocorrer com os
trés isétopos do ferro, **Fe, *°Fe, e °'Fe, que sofrem interferéncia poliatdmica com
varias espécies de argdnio, incluindo °Ar'*N*, ©°Ar'®0*, “°Ar'®OH", respectivamente
(FIELD et al, 2003, MUNIZ et al.1999, TOWNSEND et al., 1998,
AMASIRIWARDENA, et al., 1998).

Uma efetiva alternativa para diminuir as interferéncias espectrais € a
utilizacdo de um ICP-MS de alta resolugado (HR-ICP-MS) (FIELD et al., 2003, MUNIZ
et al.1999, TOWNSEND et al., 1998), o qual permite uma melhor separagao entre as
massas com melhor resolugéo entre os picos (Tabela 2). Contudo, os equipamentos
de alta resolucdo sao ainda de custo muito elevado e em muitos casos ha perda de
sensibilidade quando a operagao ocorre em modo de alta resolugdo. (MONTASER
1998).



Tabela 2: Principais intereferentes na determinagcdo de alguns elementos quimicos

por ICP-MS (MONTASER 1998).
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Isotopo Massa Interferentes Massa
(u.m.a.) (u.m.a.)
2g;j 27,9769284 "N, 28,006148
¥p 30,9737634 “N'O'H 31,005814
%23 31,9720718 0, 31,989829
¥K 38,9637079 BAr'H 38,970557
“Ca 39,9625907 “OAr 39,962383
0K 39,963999
48T 47,9479467 25%%0 47,966986
231N 47,970942
Sy 50,9439625 *cI'®o 50,963767
SCI™N 50,968977
2Cr 51,9405097 “ar'?c 51,962383
*cI'®o™H 51,971592
B¢y 52,9406510 ¥ci'®o 52,960817
*Mn 54,9380463 “OAr'SN 54,962492
ci'®o 54,965062
OArNTH 54,973282
*Fe 55,9349393 “ar'®0 55,057298
BN 57,9353471 “ar'to 57,961542
*Co 58,9331978 “Ar't0'H 58,969368
8cu 62,9295992 “Ar*Na 62,952153
%Zn 63,9291454 25'%0, 63,961901
®Ga 68,9255809 ¥cI'°o, 68,955732
"“Ge 73,9211788 Oartts 73,930251
®As 74,9215955 “ArsScl 74,931236
856 79,9165205 “OAr, 79,924766
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Recentemente, com o desenvolvimento de ICP-MS com celas de colisdo (CC-
ICP-MS) e reacao dindmica (DRC-ICP-MS), a técnica se mostra altamente favoravel
para a determinacdo de muitos elementos em matrizes complexas utilizando
equipamentos de menor custo. (MANTON; ROTHENBERG; MANOLO, 2001,
KOPPENAL; EIDEN; BARINAGA, 2004, BATISTA et al. 2009). A célula de reagao
dinamica (DRC) é um acessorio que pode ser acoplado ao ICP-MS para reduzir
interferéncias espectrais entre ions e moléculas formadas pela combinagdo de
espécies abundantes no gas do plasma, no solvente e na matriz da amostra,
promovendo a reagao ion-molécula entre o gas reativo e as espécies do feixe de
ions. Assim compostos poliatbmicos sofrem transferéncia de ions e geram
compostos que ndo interferem na analise. Um exemplo comum de reacdo é
mostrado abaixo (NEUBAUER; VALLKOPK, 1999):

%CI"®0OH" (interferente na andlise de *Cr) + NH; (gas de reagéo) _, CIO + NH,".

Entretanto, uma alternativa mais simples para a reducdo de possiveis
interferéncias decorrentes da analise direta de amostras clinicas pode ser obtida
pela combinagcdo da diluicdo da amostra, uso de nebulizadores especiais, baixas
taxas de aspiracdo da amostra e calibragdo das amostras por ajuste de matriz, uso
de equacdes de corregcdao e escolha apropriada do is6topo a ser monitorado
(HEITLAND; KOSTER, 20062, HEITLAND; KOSTER, 2006b).
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2-REVISAO BIBLIOGRAFICA

A busca por métodos para biomonitoramento de elementos quimicos
utiizando o ICP-MS vem sendo documentada desde 1988, onde Lyon e Fell
descreveram um método para determinagcéo de Mg, Al, Cr, Fe, Ni, Cu, Zn e Se em
amostras de plasma, urina e sangue, utilizando digestdo em meio acido. Os autores
relataram neste trabalho que a técnica de ICP-MS era uma técnica promissora para
a area clinica, por apresentar maior rapidez de analise, limites de deteccdo menores
quando comparada a outras técnicas analiticas. No entanto, varios problemas de
interferéncias poliatdbmicas foram observados para elementos com massa atémica
inferior a 81 u.m.a.

Em 1995, Alimonti et al. desenvolveram um método para determinagao da
concentragédo de Cr e Ni em amostras de sangue por ICP-MS em pacientes italianos
que apresentavam uma reagao alérgica inesplicavel. Mesmo utilizando digestao por
microondas das amostras, para diminuir a carga de carbono do sangue, foi
necessaria a aplicacdo de equacgdes de correcdo e ainda assim as leituras do
isotopo de niquel 60 (°°Ni) sofriam interferéncia das espécies **CI**Na e **Ca’®0.

Paschal et al. (1995) desenvolveram um método para determinacdo de Pb
em amostras de sangue por diluigdo isotdpica e espectrometria de massas com
plasma acoplado (ID-ICP-MS). Para o preparo das amostras foi utilizada digestao
assistida por microondas em meio acido. Para validacdo dos resultados os autores
analisaram diversos materiais de referéncia (MR), além de comparar os resultados
obtidos entre o método proposto e com utilizagdo de ICP-MS de alta resolugao.
Apesar de uma boa concordéncia entre os valores encontrados pelo método
proposto e os de referéncia nos MRs, o método nao seria muito viavel para analise
em rotina, devido a etapa utilizada de preparo de amostras.

Em 1999, Rodushkin, Odman e Branth propuseram um método para a
determinacao de 50 elementos em sangue por ICP-MS de alta resolugéo (HR-ICP-
MS) utilizando a digestdo das amostras. Para validagdo do método os autores
utilizaram comparagao dos resultados com aqueles obtidos por ICP OES (P, Fe, cu,
Zn e Si) e/ou GF AAS (Cd e Pb). Dos 50 elementos avaliados, 21 apresentaram
resultados com boa concordancia e boa precisdo. Entretanto, uma das grandes

limitacoes deste método esta na utilizacdo de um equipamento de elevado custo.
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Nos laboratoérios clinicos especializados no biomonitoramento existe uma
constante busca pelo desenvolvimento e aplicacdo de métodos mais rapidos e mais
simples para diagndstico de deficiéncia mineral e exposi¢cao a elementos toxicos, ou
seja, métodos que minimizem a manipulacéo e o preparo das amostras. (CDC 2008)
(BARANY et al. 1997, PALMER et al. 2006, HEITLAND; KOSTER, 2006, NIXON et
al., 1996, NIXON et al., 2002). Neste sentido, varios métodos de introducao direta de
amostras clinicas no ICP-MS passaram a ser propostos a partir de 1996 sem a
necessidade de uma etapa prévia de digestdo de amostras.

Nixon et al. em 1996 j4 demonstravam uma preocupacédo no tempo das
analises em rotina de amostras clinicas para fins de diagndstico. Estes autores
propuseram a analise direta de sangue e urina para determinagao de Pb, As, Cd e Tl
por ICP-MS. As amostras eram diluidas 1:10 em HNOs (v/v) e centrifugadas por 5
min. Em seguida, o sobrenadante era analisado diretamente no ICP-MS. Os
resultados obtidos pelo método apresentaram bastante concordancia com os obtidos
por GF AAS para varios materiais de referéncia e de referéncia certificada. Apesar
da preocupagdo com a analise direta, a utilizacdo de uma etapa de centrifugacéo
das amostras exige a operagdo com mais um acessoério o que pode dificultar o uso
deste método em larga escala.

Barany et al. (1997) avaliaram um método para determinagédo de Co, Ni, Cu,
Zn, Ga, Se, Rb, Mo, Rh, Pd, Cd, Sn, Sb, W, Pt, Hg, Tl e Pb em sangue com
introducao direta de amostras no ICP-MS. Neste método, um volume de 1000uL de
sangue era diluido 1:10 em solugao contendo 5g L' de aménia 25% (m/v); 0,5%(v/v)
Triton® X-100 e 0,5g L™ EDTA. Entretanto, apesar do grande nimero de elementos
quimicos estudados, foram obtidos resultados satisfatérios (boa exatiddo e
repetibilidade com analise dos materiais de referéncia) apenas para Cd, Co, Cu, Pb,
Rb e Zn.

Em 2002, Nixon et al. propuseram a utilizagdo de butanol no diluente para
analise direta de amostras de sangue por ICP-MS e determinacédo de As, Pb, Cd,
Hg, e Tl. As amostras de sangue eram diluidas com uma solugéo contendo 2.5%
(v/v) de butanol e 0,5% (v/v) HCI. A utilizagdo de alcoois no diluente permitiu uma
maior eficiéncia de nebulizagdo e diminuiu a formagdo de Oxidos. Isto acontece
porque os alcodis sao mais volateis que a agua, permitindo que mais solventes

organicos entrem no plasma e diminuam as reagdes de transferéncia do carbono,
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promovendo menor quantidade de oxigénio no plasma além de diminuir formacéao de
ArCI" e CaCl" que gera interferéncias na determinagado de "°As.

Também em 2002, Bonnefoy et al. propuseram um meétodo para analise de
Pb em amostras de sangue por ICP-MS. Para isso, amostras de pacientes e
amostras de material de referéncia de sangue foram diluidas 1:45 (v/v) com solugéo
contendo 0,1mg L' NH,OH; 0,1g L™ butanol e 0,1% (v/v) Triton® X-100. A calibragdo
das amostras foi realizada por ajuste de matriz com uma matriz sintética de sangue
contendo 7,5g L™'de NaCl e 0,5g L™ CaCl,.

Nixon et al. (2004) propuseram um método para determinagéo direta de As,
Cd, Pb, Hg, e Tl em sangue e urina por ICP-MS avaliando o uso de cela de reagao
dinamica. As amostras foram diluidas com solugao contendo 2,5% (v/v) de butanol e
0,5% (v/v) HCI e analisadas diretamente no ICP-MS. Os autores observaram que
apenas para a analise de As era necessario o uso de célula de reacdo dindmica
(DRC) para diminuir as interferéncias promovidas por “*°Ar®*Cl* e “°Ca*ClI’,
principalmente em urina.Também foi observado um melhor limite de deteccdo e
melhor precisdo das medidas para o arsénio com o uso de DRC.

Goullé et al. em 2005 propuseram um método de introducdo direta de
amostras de sangue, plasma e urina em ICP-MS com simples quadrupolo para a
determinacdo de 27 elementos em sangue. Para isso as amostras de sangue foram
diluidas 1:10 em 1% (v/v) HNOs3; 0,1% (v/v) Triton®X100 e 0,5% (v/v) butanol. O
método foi aplicado para o estabelecimento de valores de referéncia de elementos
quimicos na populacao francesa.

D’llio et al. (2006) fizeram uso de um DRC-ICP-MS acoplado com um sistema
de desolvatacdo de amostra, para a determinagcao de 17 elementos em amostras de
sangue (Al, As, Ba, Cd, Co, Cr, Li, Mn, Mo, Ni, Pb, Sb, Se, Sn, Sr, V e Zr). Amobnia
foi utilizada como gas de reagao para determinar os elementos Al, Cr, Mn, e V, e O
para determinar As e Se. Os autores observaram diminuicdo das interferéncias e
melhores limites de detecgcdo com o uso do DRC. No entanto, o método proposto
pelos autores sugere uma prévia digestdo das amostras, o que inviabiliza operagdes
de rotina em larga escala. Além disso, a digestdo das amostras ¢ injustificada, ja que
o0 método propde o uso do DRC.

Heitland e Koster (2006) usaram um nebulizador do tipo Babington e cela de
colisdo para introdugao direta no ICP-MS de amostras de sangue diluidas 1:10 (v/v)
com 0,1%(v/v) de Triton®X-100 e 0,5%(v/v) NH,OH, para a determinagdo de 37
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elementos quimicos. Os autores também avaliaram o uso de tubos injetores com
2.5mm de diametro interno, combinado com uma baixa taxa de aspiracido das
amostras (0,4 mL min'1.) para minimizar obstrugdo do bico injetor. No entanto,
devido a baixa diluicdo das amostras, apos 6hs de trabalho ocorria alta formacao de
depodsitos no sistema de nebulizagdo. O uso da cela de colisdo associado aos
procedimentos anteriormente citados possibilitou a aquisicdo de resultados mais
precisos e exatos para a analise de materiais de referéncia. No entanto, varios
laboratérios clinicos ainda ndo dispdem de ICP-MS com cela de colisdo/reacéo Este
acessorio chega a encarecer em cerca de 70.000 ddolares um equipamento de
simples quadrupolo.

Palmer et al. (2006) propuseram um método para determinacéo de Hg, Pb e
Cd em amostras de sangue por ICP-MS utilizando introdugéo direta de amostra. Um
volume de apenas 200uL de sangue foram diluidos 1:50 em solug¢ao contendo 0,5%
(v/v) HNO3; 0,005% (v/v) Triton® X-100, sendo que ajuste de matriz foi utilizado para
calibragdo da amostras. Com isso até 500 amostras de sangue puderam ser
analisadas sem necessidade de limpeza do nebulizador, cones ou lentes. Apesar de
o0 equipamento utilizado ser um DRC-ICP-MS, os autores observaram que nao era
necessaria a utilizagao da cela de reacéo.

A utilizacdo de bases fortes como o hidréxido de tetrametilamonio (TMAH)
para preparo de amostras clinicas vem sendo proposta por varios grupos para
determinacao de elementos quimicos tanto por espectrometria de absorgcao atébmica
com forno de grafite (da SILVA et al., 2003, MARTINS et al. 2002, RIBEIRO;
CURTIUS; POZEBON 2000) quanto por espectrometria de massas com plasma
acoplado (RODRIGUES et al., 2008b, BATISTA et al., 2008). O TMAH promove a
clivagem de proteinas facilitando a solubilizagdo da amostra. Duas recentes
publicacbes de nosso grupo descrevem a vantagem do uso do TMAH para
solubilizar amostras clinicas de unha e cabelo antes da introducéo direta no ICP-MS.
(RODRIGUES et al., 2008b, BATISTA et al., 2008).

Nao s6 o TMAH como outros solventes organicos (metanol, etanol, propanol e
outros) vém sendo utilizados na solucdo do diluente (GOULLE et al. 2005, DA
VEIGA, MAMS; FRESCURA, VLA; CURTIUS AJ; 2000, FEATHERSTONE et al.
2004). Os solventes organicos em geral diminuem a viscosidade de uma amostra,
aumentam a homegeneidade da solugdo, melhoram a nebulizagédo da amostra visto

que reduzem a tensao superficial da solugéo, diminuindo o tamanho das goticulas e
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com isso aumentando a eficiéncia de nebulizacdo. Além desses fatores favoraveis
ao pré-tratamento de amostras clinicas, sabe-se pela literatura (ALLAIN et al. 1991,
LARSEN E. H., STURUP S, 1994) que o carbono no plasma aumenta a intensidade
do sinal de analitos que tenham mais alto potencial de ionizagdo (Tabela 3). Quando
solventes organicos sao introduzidos ocorre a formagao de espécies de carbono no
canal central do plasma e essa populagdo de carbono (C*) e/ou espécies contendo
ions carbono no plasma, juntamente com os analitos a serem determinados, tendem
a sofrer rearranjo permitindo a formagdo de um cation radical mais estavel.
Exemplos de espécies como As, Se e Au que precisdao de alta energia para a
ionizagao (9-10 eV) (Tabela 3) comegam a transferir elétrons para as espécies mais

estaveis que, neste caso, sao espécies contendo carbono.

CO*+M — M"+CO

Da Veiga, Frescura e Curtius (2000) demonstraram que a principal espécie de
carbono formada no plasma de um ICP-MS é o mondéxido de carbono (CO 92,53%;
ArC 7,07%; ArO 0,35%; C, 0,04%) quando metanol foi usado como solvente.

No entanto, a utilizagdo de solventes orgéanicos no diluente deve ser feita com
cautela. A introdugao destes solventes no plasma de um equipamento de ICP-MS é
critica, visto que a alta concentragdo de carbono pode desestabilizar o plasma ou
até mesmo extingui-lo (KREUNING G., MAESSEN F.J.M.J., 1987, KREUNING G.,
MAESSEN F.J.M.J., 1989). Além disso, atomos de carbono ndo oxidados podem
recombinar para formar grafite e a temperatura menor dos cones e lentes pode
facilitar a obstrucao dos orificios dos cones ou mudar a voltagem das lentes idnicas.
Adicionalmente ions poliatdmicos podem ser formados com mais facilidade e podem
interferir, por exemplo, na determinacéo de *Cr (formacdo de Ar*°C'?).

Deve-se considerar que a utilizacdo de um surfactante faz-se necessario
quando se utiliza um solvente orgéanico, pois 0 mesmo muda as propriedades fisicas
do solvente e diminui a obstrucdo de nebulizador, bico injetor, cones e lentes
(BATISTA et al. 2009, DA VEIGA, MAMS; FRESCURA, VLA; CURTIUS AJ; 2000).
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Tabela 3. Valores de energia de ionizagdo para os diferentes elementos quimicos.
(JARVIS; GRAY; HOUK, 1992)

Energia de lonizacéo (eV) Elementos

Li, Na, Al, K, Ca, Sc, Ti, V, Cr, Ga, Rb, Sr, Y, Zr, Nb, In, Cs,
<7 Ba, La, Ce, Pr, Nd, Pm, Sm, Eu, Gd, Tb, Dy, Ho, Er, Tm,
Yb, Lu, Hf, Tl, Ra, Ac, Th, U.
Mg, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Ge, Mo, Tc, Ru, Rh, Ag, Sn, Sb,

7-8 Ta, W, Re, Pb, Bi.

8-9 B, Si, Pd, Cd, Os, Ir, Pt, Po.
9-10 Be, Zn, As, Se, Te, Au.
10-11 P, S, |, Hg, Rn.
11-12 C, Br.

12-13 Xe.
13-14 H, O, CI, Kr.
14-15 N.
15-16 Ar.

> 16 He, F, Ne.
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3-OBJETIVOS

Desenvolver um método de analise direta de sangue por espectrometria de
massas com plasma acoplado (ICP-MS) para determinacdo de Ag, As, Cd, Co, Mn,
Ni, Pb e Se com diluicdo de amostra em meio de hidroxido de tetrametilaménio
(TMAH).

Comparar o meétodo desenvolvido com outros dois métodos analiticos
rotineiramente utilizados para analise direta de elementos quimicos em sangue, por
espectrometria de massas com plasma acoplado (ICP-MS), com relagdo as

caracteristicas analiticas e aplicabilidade em rotina para laboratérios clinicos.
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4-MATERIAL E METODOS

4.1 Material
4.1.1. Instrumentacao

Todas as analises foram feitas utilizando-se um ICP-MS modelo Elan DRC II
(Perkin-Elmer, Norwalk, CT) operando com argénio de alta pureza (99,999%, White
Martins, Brasil). Foi utilizado um nebulizador concéntrico do tipo Meinhard
(Spectron/Glass Expansion, Ventura, CA, USA) e camara de nebulizacdo do tipo
ciclénica. A radiofrequéncia (RF) selecionada foi de 1100 watts no modo pulso e as
lentes operando entre 6 e 9V Os dados das amostras foram obtidos usando 20
varreduras de leitura (sweeps/reading) e 3 replicatas. A vazao de gas no nebulizador
foi otimizada diariamente (0.5 a 0.8 L min™"). A bomba peristaltica operou em uma
rotacdo de 20rpm. Os resultados foram obtidos em contagens por segundo (cps). Na
Tabela 4 sdo mostradas algumas caracteristicas da instrumentagao utililizada, bem
como alguns parametros otimizados diariamente.

Embora o equipamento utilizado disponha de cela de reagao dindmica (DRC-
ICP-MS) para remover interferéncias poliatbmicas, foi utilizado o equipamento no
modo padrao com a valvula de DRC vetada.

Os seguintes isétopos foram selecionados "°As, %’Ag, '"'Cd, **Co, **Mn, *°Ni

208pp, g 82g¢.
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Tabela 4: Instrumentagao e parametros otimizados para o0 método proposto.

Instrumentacao Elan DRC Il (Perkin Elmer SCIEX)

Nebulizador Meinhard

Camara de nebulizagao Ciclénica

Tocha, bico injetor Quartzo

Lentes I6nicas 6-9V

Poténcia de Radio Frequencia (RF) 1100 W

Vazao do gas de Nebulizagao 0,5a 1,0 L min™

Vazdo do gas do Plasma 15 L min™

Vazdo do gas auxiliar 1,2 L min™

Is6topos “As, ""Ag "'Cd, *°Co, **Mn, Ni
2%pp, 82ge,

Interface Cones de Platina

Cone de amostragem 1,1 mm de didmetro do orificio.

Skimmer 0,9 mm de didmetro do orificio.

ICP-MS

Tempo de integracao 2000 ms

Replicatas 3

Leituras 1

Vaz&o 1,0 mL min™

Para fins de comparagédo, 20 amostras de sangue de individuos saudaveis
foram analisadas por duas diferentes técnicas. Essas amostras foram analisadas
utilizando o ICP-MS e também utilizando a técnica de espectrometria de absorgao
atbmica com atomizacdo eletrotérmica (ET AAS), usando um espectrometro de
absorcao atdmica SIMMA 6000 (PerkinElmer, Norwalk, CT, USA) equipado com um
tubo atomizador de grafite THGA (GF AAS), um AS-72 amostrador automatico
(PerkinElmer). Este ultimo equipamento esta localizado no Departamento de
Quimica Analitica da Universidade Estadual Paulista (UNESP). Ld&mpada de catodo
oco (HCL), (PerkinElmer Lumina) foi usada para determinar Pb (283,3 nm) e Mn
((279,5 nm) operando a 20mA. Lampada de descarga de elétrons (EDL)
(PerkinElmer Lumina®) foi usada para determinacédo de Cd (228,8 nm) e Se (196,0
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nm) operadas em uma descarga de 240 e 280 mA, respectivamente. Com resolugao
de 0,2 nm para Mn e 0,7 nm para Cu, Cd, Pb e Se, equipamento foi operado com
argbénio de alta pureza 99,996% (White Martins, S&o Paulo, SP). Para analise de
chumbo e selénio, utilizou-se tubo de grafite THGA previamente revestido com W-Rh

de acordo com o0 método proposto por Zanao et al. (2002) e Zhou et al. (2002)

4.1.2. Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram obtidos da Sigma (Sigma, St Louis, MO
USA), de grau analitico, exceto HNO3; e os alcoois metanol, etanol, propanol e
butanol que foram previamente purificados com destilagdo sub-boiling, utilizando um
destilador de quartzo (Kiurner). Foi utilizada uma solugdo estoque multielementar
contendo 1000 mg L™" de cada elemento além de uma solucgéo estoque de Rh 1000
mg L™! ambas obtidas da PerkinElmer (PerkinElmer, Norwalk, CT, USA).

O preparo das solugcdes e manipulacdo das amostras foi realizado em sala
limpa classe 1000. Agua deionizada de alta pureza (resistividade 18.2 MQ cm) foi
obtida usando um sistema de purificagdo por osmose reversa seguida de um Milli-Q
(Millipore, Bedford, MA, USA). Todas as solu¢cdes foram estocadas em tubos de
polietileno. Todos os materiais utilizados, baldes volumétricos, béqueres, ponteiras,
tubos, foram descontaminados pela imersdo em uma solucao de 10% (v/v) de HNO3
por 24 h e depois foram enxaguados de 3 a 5 vezes com agua Milli-Q e secos em
capela de fluxo laminar antes do uso.

Sangue base de origem ovina foi coletado no biotério central da Universidade
de Sdo Paulo campus Ribeirdo Preto, utilizando tubos de coleta Becton Dickinson

Vacutainer® “

livre de metais” contendo acido etilendiamino tetra-acético dipotassico
(EDTA) como anticoagulante e armazenado por até 30 dias apds coleta em
refrigeragdo a — 80°C.

Os materiais de referéncia utilizados neste trabalho (ICP-07B03 ICP-07B06)
foram produzidos no Institut National de Santé Publique du Quebec, INSP-Québec,
Canada.

Também foram utilizadas amostras de sangue humano coletadas como parte
de um estudo envolvendo elementos trago na populacio ribeirinha da Amazdnia.
Estas amostras foram utilizadas com propdsito de validagdo do método proposto

pela comparacdo de resultados entre duas técnicas diferentes. Estas amostras
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foram obtidas com consentimento dos individuos doadores de acordo com os
procedimentos aprovados pelo Comite de Etica em Pesquisa da FCFRP.

Para analise por ETAAS, utilizou-se solugdo estoque contendo 1000 mg L
de cada elemento (PerkinElmer, Norwalk, CT, USA). As curvas analiticas de
calibracéo analiticos foram preparadas diariamente em intervalos de 0,04 -1; 0,2 — 3;
5—60; 15— 60; pg L™ para Cd, Mn, Pb e Se respectivamente e diluidos em solucéo
0.5% (v/v) HNO3 e 0.05% (v/v) Triton X-100.

4.2. Métodos
4.2.1. Preparo das amostras

4.2.1.1. Método Proposto

Inicialmente, 200 yL de sangue foram incubados com 500 pyL de TMAH 10%
(v/v) e homogeneizadas em vortex e mantidos em repouso a temperatura ambiente
por 10 minutos. Em seguida, a amostra resultante foi diluida para 10 mL (1:50) (v/v)
com diluente contendo 0,05% (m/v) EDTA; 0,005% (v/v); Triton® X-100. A
concentracdo final de padrdo interno (Rh) foi de 10 pg L. O mesmo diluente foi
utiizado para o preparo das solugdes intermediarias multielementar, de
concentragdo 10mg L™, e de padréo interno (Rh) de concentragdo 1.0 mg L™.

Curvas de calibragao foram prepararadas com concentracdes dos analitos de
1; 5; 10; 20 e 50 pg L™ tanto por ajuste de matriz, acresecentando sangue base de
origem ovina diluido 50 vezes, como também em meio aquoso. Ambas foram
preparadas com solugao diluente: 0,05% (m/v) EDTA; 0,005% (v/v); Triton® X-100 ,
e continham padréo interno (Rh) a uma concentracao final de 10 pug L' Um branco

reagente foi utilizado, o qual era composto apenas pelo diluente e padrao interno.

4.2.1.2 Método de Barany e colaboradores (1997)

As amostras foram diluidas 1:10 (v/v) em diluente EDTA 0,5g L"; Triton X-100
0,59 L"; NH3 5g L', e concentracdo final de padrao interno (Rh) foi de 10 ug L™". O
mesmo diluente foi utilizado para o preparo das solugdes intermediarias
multielementar, de concentragdo 10mg L', e de padrio interno (Rh) de

concentracdo 1.0 mg L™
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Curvas de calibragao foram preparadas com concentra¢des dos analitos de 1;
5; 10; 20 e 50 pg L™ tanto por ajuste de matriz, acrescentando sangue base de
origem ovina diluido 10 vezes, como também em meio aquoso. Ambas foram
preparadas com solugdo diluente: EDTA 0,5g L; Triton 0,5g L"; NHs 5g L™, e
continham padrdo interno (Rh) a uma concentracdo final de 10 ug L™ Um branco

reagente foi utilizado, o qual era composto apenas pelo diluente e padrao interno.

4.2.1.3 Método de Palmer e colaboradores (2006)

As amostras foram diluidas 1:50 (v/v) em diluente 00,5 % (v/v) HNO3; 0,005%
(v/v) Triton®X-100, e concentracdo final de padréo interno (Rh) foi de 10 pg L' O
mesmo diluente foi utilizado para o preparo das solugbes intermediarias
multielementar, de concentragdo 10mg L', e de padrio interno (Rh) de
concentracdo 1.0 mg L™

Curvas de calibragao foram preparadas com concentra¢des dos analitos de 1;
5; 10; 20 e 50 pg L tanto por ajuste de matriz, acresecentando sangue base de
origem ovina diluido 50 vezes, como também em meio aquoso. Ambas foram
preparadas com solucao diluente: 00,5 % (v/v) HNO3; 0,005% (v/v) Triton®X-100, e
continham padrdo interno (Rh) a uma concentracdo final de 10 ug L™ Um branco

reagente foi utilizado, o qual era composto apenas pelo diluente e padrao interno.

4.2.1.4 Método proposto utilizando solventes organicos

Inicialmente, 200 yL de sangue foram incubados com 500 pyL de TMAH 10%
(v/v) e homogeneizadas em vortex e mantidos em repouso por 10 minutos. Em
seguida, a amostra resultante foi diluida a 10 mL (1:50) (v/v) com diluente contendo
0,05% (m/v) EDTA; 0,005% (v/v); Triton® X-100; alcool (metanol, etanol, isopropanol
ou butanol) em diferentes concentragdes (1,0% v/v; 2.5% viv ou 50 % viv) e
concentragdo final de padrao interno (Rh) foi de 10 pyg L™ O mesmo diluente foi
utilizado para o preparo das solugdes intermediarias multielementar, de
concentracdo 10mg L™, e de padrao interno (Rh) de concentragdo 1.0 mg L.

Curvas de calibragao foram preparadas com concentracdo dos analitos de 1;
5; 10; 20 e 50 pg L tanto por ajuste de matriz, acresecentando sangue base de
origem ovina diluido 50 vezes, como também em meio aquoso. Ambas foram
preparadas com solucdo diluente: 0,05% (m/v) EDTA; 0,005% (v/v); Triton® X-100;

alcool (metanol, etanol, isopropanol ou butanol) em diferentes concentrac¢des (1,0%
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viv; 2.5% viv ou 5,0 % v/v), e continham padrao interno (Rh) a uma concentragao
final de 10 pg L ™. Um branco reagente foi utilizado, o qual era composto apenas pelo

diluente e padrao interno.

4.2.1.5 Método para analise por ETAAS

Para a técnica de GF AAS, aliquotas de 100 pL de sangue foram diluidas 1:10
em uma solugéo contendo 0,5% (v/v) HNO3 + 0,005% (v/v) Triton X-100. Curvas de
calibracdo em meio aquoso foram preparadas para cada analito contendo o0 mesmo

diluente.
4.3 Validacdo do método proposto

A validagao de um método deve garantir, por meio de estudos experimentais,
que o meétodo atenda as exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados. Para tanto deve apresentar especificidade,
linearidade, intervalo de confianga, preciséo, sensibilidade, limite de detecg¢ao (LD) e
quantificacdo (LQ), exatiddo, adequados a analise (ANVISA 899/2003). A seguir
serao descritos os procedimentos e métodos usados neste trabalho para garantir a

qualidade dos resultados.
4.3.1.Curvas de Calibracéo

A analise quantitativa utilizando a técnica de ICP-MS requer a construgao de
curvas de calibracido diarias, que serao referéncia para converter as intensidades
registradas nas analises das solugbes-problema em concentragdes dos respectivos
elementos. A calibragcdo do ICP-MS exige solugdes de referéncia e curvas para
todos os elementos determinados no trabalho. As curvas analiticas de calibragao
foram construidas com 5 pontos (1 pgL™" ;5 ugL™ ; 10pugL™ ;20 ugL™ e 50

ug L), e preparadas por diferentes diluigdes da solugdo estoque (secédo 4.2).

A Equacéo da reta:

Y=ax+b
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Onde: Y é o numero de contagens (cps), a o coeficiente angular da reta, x é a
concentracao a ser calculada e b é o intercepto.
A partir da construcdo das curvas de calibragéo foi verificada a linearidade do

método.

4.3.2 Linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado. Recomenda-se que a linearidade seja
determinada pela analise de, no minimo, 5 concentragbes diferentes (ANVISA
899/2003).

4.3.3. Precisao

A precisao € a avaliagao da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Repetibilidade
(preciséao intra-corrida) indica a concordancia entre os resultados dentro de um curto
periodo de tempo com o mesmo analista e mesma instrumentagdo (ANVISA 2003).
A precisao indica o grau de concordancia entre os diversos resultados experimentais
obtidos em condigdes de repetibilidade. Assim, “boa precisdo” significa erro
estatistico pequeno, de forma que os resultados apresentam boa repetibilidade
(VUOLO, 1996).

Na analise por ICP-MS a precisdo pode variar com a sensibilidade do
elemento a ser determinado na amostra, uma vez que o erro da leitura é seu desvio
padrdao (SD) determinado por 3 leituras consecutivas. No caso de sensibilidade
muito baixa (proximas do limite de detecgdo) pode levar a desvios elevados
(GONZALEZ; HERRADOR, 2007).

4.3.4 Exatidao
A exatidao é o grau de concordancia entre o valor obtido e o valor verdadeiro

ou mais provavel. Neste trabalho a exatidao foi avaliada analisando um material de

referéncia de sangue e comparando o método proposto com outros dois ja
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estabelecidos (Barany et al. (1997) e Palmer et al. (2006)) em relagdo as
caracteristicas analiticas. A diferenca entre a média dos resultados e a quantidade
real do constituinte no material de referéncia representa a medida da exatidao do
método (GONZALEZ; HERRADOR, 2007). O material de referéncia utilizado neste
trabalho (ICP-07B-03) foi obtido no Institut National de Santé Publigue du Quebec
INSP-Québec, Canada.

4.3.5 Reprodutibilidade

Concordancia entre os resultados obtidos em laboratérios diferentes como em
estudos colaborativos, geralmente aplicados a padronizagdo de metodologia
analitica (ANVISA 899/2003) expressam a reprodutibilidade. Neste trabalho além do
estudo inter-laboratorial foram feitas analises de amostras de referéncia em

diferentes dias.

4.3.6 Limites de deteccéo (LD) e Limites de quantificacédo (LQ)

Além da precisao e exatiddao dos métodos € interessante determinar também
os limites de detecgdo (LD) e quantificacdo (LQ) definidos, respectivamente, pela
International Union of Pure Applied Chemistry (IUPAC,) como a menor concentragao
elementar mensuravel com confiabilidade em um determinado método (IUPAC,
2008), O limite de detecgdo é calculado como 3 vezes o desvio padrdao de 10
replicatas do branco dividido pelo coeficiente angular da curva de calibragdo do
referido analito. O Limite de quantidicacdo € calculado com 10 vezes o desvio
padrdo de 10 replicatas do branco dividido pelo coeficiente angular da curva de
calibracdo. (GONZALEZ; HERRADOR, 2007)
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Primeira fase de estudo

Na primeira fase do trabalho foi avaliado um novo método para a
determinacdo de metais em sangue por ICP-MS utilizando hidroxido de
tetrametilaménio (TMAH) no diluente. A escolha do TMAH foi baseada em trés
recentes publicagdes de nosso grupo, que demonstraram que este reagente é
eficiente na solubilizacdo de amostras clinicas, sem necessidade de uma prévia
decomposicdo assistida por microondas antes da introducdo no ICP-MS
(RODRIGUES et al., 2008a, RODRIGUES et al., 2008b, BATISTA et al., 2008)

5.1.1. Escolha do diluente

Primeiramente, amostras de sangue com diferentes concentragbes dos
analitos foram incubadas com 1mL de solugdo contendo 25% (v/iv) TMAH e
mantidas a temperatura ambiente por 10 minutos. Apds este procedimento, o
volume foi completado para 10mL com agua MilliQ.

Nestas condi¢bes, os numeros de contagens dos analitos no ICP-MS
apresentaram-se muito instaveis. Isto provavelmente ocorreu pela formacao de
hidroxidos causados pelo pH basico com TMAH. Para evitar isso, um agente
quelante, acido etileno diamino tetra-acético (EDTA), foi adicionado nas amostras de
sangue nos estudos subsequentes, como sugerido por Barany et al. (1997).

Subsequentes experimentos foram feitos no intuito de otimizar as
concentragbes de TMAH. Para isso, aliquotas (200 pyL) do material de referéncia
(ICP-07B03) foram incubadas com 500 pL de TMAH em diferentes concentracdes
2,5% (v/v), 5,0% (v/v); 10% (v/v); e 25% (v/v). Depois disso, as amostras foram
diluidas para 10 mL com solugéo contendo 0,1% (m/v) EDTA + 0,005% (v/v) Triton®
X-100 e entdo analisadas diretamente no ICP-MS com calibragdo por ajuste de
matriz. Os melhores resultados (em relagao tanto a exatiddo quanto a precisao) para
todos os analitos em estudo foram obtidas quando as amostras eram incubadas com
10% (v/v) TMAH.
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5.1.2. Avaliagéo da concentragéo de EDTA

Em sequéncia, a melhor concentracdo de acido etileno diamino tetra-acético
(EDTA) no diluente foi avaliada. Para isso, aliquotas do material de referéncia (200
ML) foram incubadas com solugdo contendo 10% (v/v) TMAH durante 10 minutos.
Em seguida, a amostra resultante foi diluida para 10 mL com diferentes solugdes: (i)-
0,01% (m/v) EDTA; 0,005% Triton®X-100 (ii)- 0,02% (v/v) EDTA; 0,005% (v/v)
Triton® X-100; (iii)-0,05% (m/v) EDTA; 0,005% (v/v) Triton®X-100;iv)-0,1% (m/v)
EDTA; 0,005% (v/v) Triton®X-100. Foram encontrados melhores resultados
(exatiddo e precisdao) com o diluente contendo 0,05% (v/v) EDTA; 0,005% (v/v)
Triton® X-100. Concentragbes mais altas que 0,1% (m/v) EDTA n&o foram
avaliadas, visto que era visivel a formacao de precipitados nessas condi¢cdes. Assim,
em todos os estudos subsequentes de validacdo do método as amostras de
referéncia de sangue foram incubadas com 500 uL de solugao contendo 10% (v/v)
TMAH em temperatura ambiente por 10 minutos e ent&do diluidas para 10mL com
solugéo 0,05 % (m/v) EDTA; 0,005 % (v/v) Triton®X-100.

5.1.3. Exatiddo, variagdo das medidas durante varios dias, limites de

deteccdo e aplicabilidade do método.

Nenhuma diferenga estatistica significativa (95% de confianca) foi observada
entre os valores alvo do material de referéncia de sangue (ICP-07B03) e os valores
encontrados pelo presente método aplicando teste-t pareado, o que demonstra a
exatiddo do método proposto. Além disso, a precisdo analisada com base na
variagdo das medidas durante varios dias (n=10) apresentou valores menores que
10%. A Figura 7 mostra os resultados deste estudo para o método proposto (3
replicatas por dia de analise). Os limites de deteccdo do método foram de: 0,008;
0,02; 0,004; 0,009; 0,003; 0,09; 0,04; 0,1 ug L™ para Ag, As, Cd, Co, Mn, Ni, Pb e

Se, respectivamente.
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Figura 7: Estudo do coeficiente de variagdo das medidas em diferentes dias de
analise (n=10) utilizando o método proposto de preparo de amostras com TMAH. O
eixo (x) representa os dias analisados e o eixo (y) representa o valor alvo estabelecido pelo
Material de Referéncia de Sangue ICP-07B03 (média + SD).Em cada dia de anélise foram
feitas 3 replicatas.
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Cabe ressaltar que com o uso do método proposto pelo menos 500 amostras
de sangue podem ser analisadas em 3 dias sem que haja necessidade de limpeza

do equipamento.

5.1.4 Linearidade do método

A Figura 8 mostra as curvas de calibracdo dos analitos em estudo com a
aplicagao do método proposto com TMAH. Na Tabela 5 pode ser observado que os
coeficientes de correlagdo foram sempre superiores a 0,99 (valor minimo aceitavel
pela ANVISA, Resolugao 899/2003).

Tabela 5: Coeficientes angulares e lineares das curvas de calibragdo para o método
proposto.

Analito Coeficiente angular Coeficiente Linear (R)

197pg 3316,19 0,9993
®As 3689,47 0,9999
"cd 3032,05 0,9999
*Co 17612,6 0,9999
*Mn 19393,6 0,9999
ONi 3925,9 0,9999
208 ppy 28669,2 0,9999

825¢ 441.8 0,9999
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Figura 8: Curvas de calibragdo por ajuste de matriz utilizando método proposto.
200uL de sangue foram incubados com 500uL TMAH e diluidos para 10mL em
solugéo contendo: 0,05% (m/v) EDTA; 0,005% (v/v) Triton® X-100.
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5.2 Segunda fase do estudo

Ap6s o desenvolvimento e validacdo do método utilizando TMAH como
diluente, os resultados obtidos foram comparados a aqueles obtidos com dois
métodos ja estabelecidos na literatura e utilizados em rotina em laboratoérios
americanos ou suecos (Barany et al. 1997 e Palmer et al. 2006). Inicialmente, foram
avaliados os efeitos de matriz para a determinacéo dos analitos °As, '"'Cd, ?%Pb,
*Co, **Mn, ®Ni,"”Ag, 3°Se em sangue utilizando os métodos referéncia de Barany
et al. (1997) e de Palmer et al. (2006).

Para este estudo foram preparadas duas curvas de calibragdo: (i)-uma em
meio aquoso e outra (ii)-com ajuste de matriz (utilizando sangue ovino). As Figuras
9, 10 e 11 apresentam as curvas de calibragao nos dois meios para os dois métodos

avaliados.
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Figura 9: Curvas analiticas de calibragdo em meio aquoso ( - ) e com ajuste de
matriz ( - - ) para As, Cd e Co obtidas para o método de Palmer et al. gréafico (a) e
com o método de Barany et al. grafico (b). R é o coeficiente de correlagdo da curva,
y 0 numero de contagens (cps), e x representa a concentragéo.
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Figura 10: Curvas analiticas de calibragdo em meio aquoso ( - ) e com ajuste de
matriz ( - - ) para Pb, Mn e Ni obtidas para o método de Palmer et al. grafico (a) e
com o método de Barany et al. grafico (b). R é o coeficiente de correlagdo da curva,
y 0 numero de contagens (cps), e x representa a concentragao.
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Figura 11: Curvas analiticas de calibragdo em meio aquoso ( - ) e com ajuste de
matriz ( - - ) para Ag e Se obtidas para o método de Palmer et al. grafico (a) e com o
método de Barany et al. grafico (b). R é o coeficiente de correlagdo da curva, y o
numero de contagens (cps), e x representa a concentragao.

As Figuras 9, 10 e 11 mostram os resultados obtidos nesta fase do estudo.
Com a utilizacdo do método de Palmer et al. (2006) ndo foi observada diferenca
significativa entre as inclinagbes das curvas de calibragdo em meio aquoso e com
ajuste de matriz (variacdo < 15%) para todos os elementos em estudo. Entretanto,
para o método de Barany et al. (1997), consideramos que apenas o Pb (Figura 10)
apresentou a mesma inclinacdo para ambas as curvas (CV = 6%). Isto
provavelmente ocorreu devido a menor diluigho das amostras (1:10) (v/v)

empregada neste método em relagdao ao de Palmer et al. (2006) (1:50) (v/v) o que
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potencializa o efeito de interferentes. A principio isto representaria a nao
necessidade de se fazer uma curva de calibragdo em meio contendo a matriz com a
utilizacdo do método de Palmer. No entanto, pela prépria sugestdo dos autores
daquele trabalho que a calibragdo das amostras deveria ser realizada com ajuste de
matriz € por observarmos em nossos experimentos que apds certo numero de
amostras analisadas, as curvas comecavam a mostrar diferengas na inclinagao,
preferimos trabalhar com a utilizagcdo do método de calibragdo por ajuste de matriz
para os dois métodos usados para os estudos de comparacao.

Em seguida, foram calculados os limites de detecgdo para os dois métodos
utilizando as condi¢des instrumentais de nosso laboratorio. A Tabela 6 mostra os
resultados dos limites de detecgdo em comparagdo com aqueles obtidos pelo
meétodo proposto no estudo 1. Pela mesma tabela observa-se que para praticamente
todos os elementos em estudo o método de Barany et al (1997) apresentou limites
de detecgdo mais altos (piores). Cabe ressaltar que, o método proposto neste
estudo com TMAH foi o que apresentou os melhores limites de detec¢do para As,
Mn, Ni e Se. Mesmo assim, os LD obtidos em todos os métodos, demonstraram
sensibilidade suficiente para o biomonitoramento da maioria dos analitos em
amostras de sangue (CDC, 2008, NIGG et al., 2008, BARBOSA et al. 2005).
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Tabela 6. Limites de detecgéo (LD) e de quantificagdo (LQ) para os métodos Palmer
et al. (2006), Baran g/ et al. (1997) e para o método proposto, para a determinagao
dos analitos '’Ag, "°As, **Co, ""'Cd, **Mn, ®Ni, ?%*Pb, %2Se por ICP-MS.

Palmer et al. Barany et al. (1997) Método Proposto
(2006)
Analito LD LQ LD LQ LD LQ
(Mg LY (Mg L™ (ug L (Mg LY (ug L (ng L
Ag 0,005 0,016 0,008 0,027 0,008 0,027
As 0,03 0,1 0,04 0,13 0,02 0,067
Cd 0,006 0,02 0,01 0,03 0,04 0,13
Co 0,005 0,016 0,02 0,06 0,009 0,03
Mn 0,06 0,2 0,11 0,36 0,003 0,01
Ni 0,18 0,6 0,18 0,6 0,09 0,027
Pb 0,03 0,1 0,04 0,13 0,04 0,13
Se 0,3 1,0 0,9 3,0 0,1 0,33

Posteriormente, foram feitos estudos de repetibilidade (no mesmo dia e em
diferentes dias de analise), comparando os resultados encontrados para a analise do
material de referéncia ICP-07B03 entre o método proposto, o método de Barany et al
(1997) e o de Palmer et al. (2006). O material de referéncia (ICP-07B03) foi
analisado pelos trés métodos durante 10 dias e foram construidos graficos do tipo
scatterplot (Figuras 12, 13, 14 e 15), demonstrando a repetibilidade no mesmo dia
(n=3) e a repetibilidade entre diferentes dias de analise (n=10), para os elementos
97pg, ™As, "Cd, *°Co, **Mn, ®Ni,*®Pb e 8Se. Os pontos ndo apresentados no

grafico estiveram fora dos valores aceitaveis do Material de Referéncia.
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Figura 12. Estudo do coeficiente de variagcdo das medidas no mesmo dia de analise (n=3) e em diferentes dias (n=10) para os
métodos de Palmer et al. (a), Barany et al. (b) e o método proposto (c), para Ag e As em sangue por ICP-MS. O grafico mostra a
distribuicdo dos valores encontrados nos diferentes dias de analise. No eixo y encontra-se o valor alvo do Material de Referéncia

de sangue (ICP-07B-03) e seus respectivos desvios (x SD). As médias e desvios-padrao foram calculados com 3 medidas/dia
(repetibilidade) durante 10 dias.
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Figura 13. Estudo do coeficiente de variagcdo das medidas no mesmo dia de analise (n=3) e em diferentes dias (n=10) para os
métodos de Palmer et al. (a), Barany et al. (b) e o método proposto (c), para Co e Cd em sangue por ICP-MS. O grafico mostra a
distribuicdo dos valores encontrados nos diferentes dias de analise. No eixo y encontra-se o valor alvo do Material de Referéncia

de sangue (ICP-07B-03) e seus respectivos desvios (x SD). As médias e desvios-padrao foram calculados com 3 medidas/dia
(repetibilidade) durante 10 dias.
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Figura 14. Estudo do coeficiente de variagcdo das medidas no mesmo dia de analise (n=3) e em diferentes dias (n=10) para os
métodos de Palmer et al. (a), Barany et al. (b) e o método proposto (c), para Mn e Ni em sangue por ICP-MS. O grafico mostra a
distribuicdo dos valores encontrados nos diferentes dias de analise. No eixo y encontra-se o valor alvo do Material de Referéncia
de sangue (ICP-07B-03) e seus respectivos desvios (x SD). As médias e desvios-padrao foram calculados com 3 medidas/dia

(repetibilidade) durante 10 dias.
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Figura 15. Estudo do coeficiente de variagcdo das medidas no mesmo dia de analise (n=3) e em diferentes dias (n=10) para os
métodos de Palmer et al. (a), Barany et al. (b) e o método proposto (c), para Pb e Se em sangue por ICP-MS. O grafico mostra a
distribuicdo dos valores encontrados nos diferentes dias de analise. No eixo y encontra-se o valor alvo do Material de Referéncia

de sangue (ICP-07B-03) e seus respectivos desvios (x SD). As médias e desvios-padrao foram calculados com 3 medidas/dia
(repetibilidade) durante 10 dias.
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Os resultados dessa fase do estudo permitem concluir que o método proposto
e 0 método de Barany et al. (1997) em geral apresentaram melhor repetibilidade
quando comparados ao de Palmer et al. (2006) para a maior parte dos analitos em
estudo. Somente o selénio (¥Se) apresentou menor coeficiente de variagdo entre as
medidas durante os 10 dias de anadlise para o método de Palmer e col. (4,2%) e
melhor exatiddo (média dos valores encontrados 227 pg.L™ + 9.4 pg.L™"', média do
valor de referéncia 228 ug.L ™"+ 14,0 ug.L™), (Tabela 7, Figura 15).

Para o cobalto (59Co), o método mais preciso foi o método proposto que
apresentou menor variagdo das medidas entre dias (3,2 %). No entanto, o método
que apresentou melhor exatiddo para este analito foi o de Barany et al. (1997)
(média do valor de referéncia 8,7 ug.L™" + 1,2 ug.L ™" e média dos valores encontrados
7,8 ug.L"+ 0,23 pg.L™). (Tabela 7, Figura 13)

Para os analitos "’Ag, **Mn, °°Ni, ?®Pb e "'Cd, o método proposto com uso
de TMAH apresentou-se mais reprodutivel e mais exato com coeficiente de variagcéao
das medidas entre dias de 11%, 2,8%, 5,9%, 4,9% e 10%, respectivamente.

Esses resultados podem ser visualizados na Tabela 7 e pelas Figuras 12, 13,
14 e 15.



Resultados e Discussdo| 57

Tabela 7: Analise do Material de Referéncia (ICP-07B03) por trés diferentes
métodos. A média e desvios-padrao (SD) sdo expressos em fungdo da analise do
material em dez diferentes dias em ftriplicata/dia.

Analito Método Palmer et al. Barany et al.
ICP-07B03
TMAH (2006) (1997)
Valor encontrado Valor Valor Valor alvo
) encontrado encontrado
- -1
(MgL™) £ SD (ug LY + SD (g LY + SD (Mg L™) = SDx*
Ag 1,0+0,1 0,6+0,6 0,66 + 0,32 1,12 +£0,32
As 94+0,7 10,0+ 1,2 85+0,7 8,2+3,0
Cd 1,3+0,1 1,2+0,7 1,2+0,2 1,31 +0,28
Co 7,0 +0,1 76+0,6 77+04 87+12
Mn 352+0,4 31,9+2,0 329+25 35,6 +3,5
Ni 3,7+0,2 49+20 42+1,.2 3,3+1,2
Pb 951+1,9 919+5.2 103,7+7,4 100,7 £ 8,9
Se 199+ 6 226 +9 205+ 16 228 + 28

* Desvio-padrao obtido em relagéo a 50 laboratérios participantes do Quebec Multielement External
Quality Assesmente Scheme (QMEAS).

Pode também ser observado na Tabela 7 que para o >As 0 método proposto
apresentou melhor exatidao (variagao 3,4%).

Apesar de o0 método proposto apresentar os melhores resultados de exatidao
para os analitos Ag e Cd para a analise do Material de Referéncia ICP-07B03,
observa-se pelas figuras 12 e 13 altos desvios das medidas para alguns dias de
analise (RSD > 15%). Isto pode ter ocorrido devido as baixas concentracbes desses
elementos no Material de Referéncia em estudo e estarem proximas ao LD (quando
diluidas). Para o selénio foi observado um viés negativo do método proposto em
relacdo ao método de Palmer et al (2006). Isto evidencia que o diluente utilizado no
método de Palmer et al. (2006). pode ser mais apropriado para determinagéo deste
elemento em sangue. (Figura 15)

Com relacdo a aplicabilidade em rotina, dentre os trés métodos avaliados o

método de Barany et al. (1997), por utilizar uma diluicdo de 1:10 (v/v), foi o que
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apresentou a maior obstrugdo do nebulizador e do bico injetor durante um longo
ciclo de analises. Isto leva a necessidade de constantes limpezas e manutengcao do
equipamento antes que uma nova analise seja realizada. O mesmo n&o ocorreu com
os métodos de Palmer et al. (1997) e o método proposto nesse estudo. Este aspecto
demonstra a inviabilidade do uso do método de Barany et al. (1997) para anélise em

rotina.

5.3 Terceira fase do estudo

Como demonstrado por diversos autores, a utilizagdo de solventes orgéanicos
em diferentes matrizes (segéo 2), melhora a intensidade do sinal analitico para As,
Se, Au e Hg quando comparados aos mesmos sinais com diluentes aquosos.
(DRESSLER V. L., POZEBON A. J., CURTIUS A. J 1999, NIXON et. al. 2004, DA
VEIGA, MAMS; FRESCURA, VLA; CURTIUS AJ; 2000).

Nesse intuito, apds a validagdo do método proposto e sua comparagao com
métodos da literatura, foi avaliado o uso de solventes orgénicos (metanol, etanol,
isopropanol e butanol) no diluente. Para isso, utilizamos a mesma metodologia de
preparo de amostras, com a inclusao do solvente organico no diluente, calibragcao
por ajuste de matriz, e anadlise do mesmo material de referéncia dos estudos
anteriores (INSP ICP 07B03).

Os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 8 e 9. Um aumento da
intensidade do sinal analitico foi observado principalmente para os analitos Se e As
com a adigdo do alcool em relagdo ao diluente sem adicdo do solvente orgéanico
(Figura 16). No entanto, os resultados obtidos para os materiais de referéncias (INSP
ICP 03B03 and ICP 03B06) foram piores em relagao a precisédo e exatidao (Tabelas
8 e 9) quando comparado ao método sem o uso de alcoois no diluente (Tabela 10).
Além disso, o constante uso dos solventes organicos no diluente promovia aumento
de compostos de carbono nos cones, levando a obstru¢cao e necessidade de limpeza
frequente, diminuindo, assim, o numero de amostras que poderiam ser analisadas

antes da manutengao do equipamento.
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Tabela 8: Avaliagdo da adigdo de solventes organicos (butanol e isopropanol) para
determinacdo de Ag, As, Cd, Co, Mn, Ni, Pb e Se no material de referéncia de
sangue (INSP ICP 07B03 e INSP ICP 07B06) (valores sdo expressos em pg L™
como média = SD, n=5).

Analito valor

(Material de Alvo + Butanol Butanol Butanol Isopropanol Isopropanol Isopropanol
referéncia) SD 1,0%viv = 25%viv  5,0% Vv 1,0% v/v 2,5% viv 5,0% v/v
Ag (07B 03) 1,12+ 0,32 0,9+0,6 1,0+£0,3 1,0+£0,1 0,4+0,2 259+0,6 2,4+0,1
Ag (07B 06) 4,0+0,5 1,4 0,1 38+14 20+09 43+0,2 4,6 +0,4 6,2+1,2
As (07B 03) 8,2+3,0 7,4+0,2 6,2+0,7 6,7+0,8 5111 58+17 7,1+0,6
As (07B 06) 13,5+2,6 12,2+ 0,1 13,8+0,2 124+15 11,6 £1,0 11,6+1,0 12,8 £2,1
Cd (07B 03) 1,31+0,28 0,85+0,4 0,9+0,1 0,940,1 0,42 + 0,01 0,7+£0,2 0,27 £ 0,10
Cd (07B 06) 14,0+11 12,5+0,9 13,8+1,9 19,0+ 6,4 13,1+£1,6 93+1,2 13,3+£0,7
Co(07B 03) 8,7+1,2 7,8+0,6 7,1+0,9 58+1,5 7,0+0,3 13,1+0,2 8,4+0,6
Co (07B 06) 4,07+0,28 3,00+0,07 3,7+0,5 6,4+0,3 3,5+0,1 3,401 3,7+0,3
Mn (07B 03) 35,6 +3,5 37,9+26 38,3+1,0 40,2 +2,7 36,3+0,1 44,2 +1,1 36,7+5,3
Mn (07B 06) 10,4 +1,2 10,9+ 0,5 14,3+1,2 2477 +2)7 10,9+0,2 11,1+0,9 12,3+£0,2
Ni (07B 03) 3,3+1,2 18,9+ 0,8 9,3+34 8,56+6,5 25+04 25+1,.2 10,2+2.2
Ni (07B 06) 707+156 5,71+0,07 13,3+1,6 103 £ 10 7,7+1,2 12,1+£0,7 155+£2,2
Pb (07B 03) 100,7+8,9 978+1,0 110,9+1,9 98,5+4,9 794 +15 91,9+21 99,9+49
Pb (07B 06) 396 * 26 3687 4035 361 +10 3655 333+2 390 £ 12
Se (07B 03) 228 + 28 192 + 11 223 + 28 168 + 30 174 + 4 169 £ 12 185+ 4
Se (07B 06) 459 + 43 366 + 21 437 £ 20 369 + 46 428 + 11 372+10 429 +£10
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Tabela 9: Avaliacdo da adicdo de solventes organicos (etanol e metanol) para
determinacdo de Ag, As, Cd, Co, Mn, Ni, Pb e Se no material de referéncia de
sangue (INSP ICP 07B03 e INSP ICP 07B06) (valores sdo expressos em pg L™
como média = SD, n=5).

(M';\tne?:glode Valor Alvo Etanol Etanol Etanol Metanol Metanol Metanol
referéncia) +SD 1,0% viv 2,5% viv 5,0% viv 1,0% viv 2,5% viv 5,0% viv
Ag (07B 03) 1,12+0,32 0,901 1,1+02 0,81+0,04 050+£0,02 09+%0,2 0,2+0,1
Ag (07B 06) 4,0+0,55 2,0+0,2 24+05 1,0+0,2 4,7+0,1 5,3+0,5 48+0,2
As (07B 03) 8,2+3,0 6,8+0,3 6,9+0,7 6,4+0,6 6,3+0,3 6,7+0,2 6,9+0,6
As (07B 06) 13,5+2,6 13,6 £0,1 13,3+0,3 13,1+0,2 10,5+ 0,4 11,1+0,1 10,4 £ 0,7
Cd (07B 03) 1,31+0,28 0,75+0,20 1,09+0,38 0,91+0,20 0,900,022 0,80+0,24 0,87+0,36
Cd (07B 06) 14,0 £ 1,1 13,5+0,3 14,3+1,0 12,4 £ 0,2 10,7+0,2 12,2+ 0,1 11,6 £1,0
Co(07B 03) 87+12 7,0+£0,3 8,6+0,1 8,3+0,1 7,0+£0,2 7,903 8,3+04
Co (07B 06) 407+028 325+0,09 35+0.2 3,6+0,1 2,9+0,2 3,8+0,1 2,7+0,1
Mn (07B 03) 356+35 349+03 392+21 40,1 +1,1 358+25 298+04 339+11
Mn (07B 06) 10,4 £1,2 12,8 +0,2 13,4+£0,2 11,1+£0,2 95+0,4 9,3+0,3 10,4 £ 0,1
Ni (07B 03) 33+1.2 4,7+0,2 78+0,5 6,3+0,5 42+14 47+04 76117
Ni (07B 06) 707+156 11,1+0,5 10,1+1,8 9,6+0,9 10,1+1,3 12,8 +0,1 10,7+ 0,8
Pb (07B 03) 100,7+89 1029+12 1014+12 1072+08 894+06 881+12 1029+1,1
Pb (07B 06) 396 + 26 399+ 6 388+7 379+8 314 £10 3575 344+ 3
Se (07B 03) 228 + 28 187 £ 2 196 + 4 19312 183+ 6 187 £ 1 224 + 20
Se (07B 06) 459 + 43 399+8 374+ 7 383+8 342 +4 4119 4135
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Tabela 10. Analise do material de referéncia de sangue (INSP ICP 07B03 e ICP

07B06) com o método proposto sem a utilizagdo dos solventes organicos no
diluente. (valores expressos como média + SD, n=5)

Analitos ICP 07B03 ICP 07B06
Valor Valor alvo Valor Valor alvo
encontrado (Intervalo aceitavel) encontrado (Intervalo aceitavel)

(ng/L) ug/L (Mg/L) Hg/L
Ag 1,0+ 0,1 1,12+ 0,32 36+0,2 4,0+0,55
As 94+07 8,2+3,0 11,56+0,9 13,56+2,6
Cd 1,3+0,1 1,31 10,28 12,6 £0,8 14,011
Co 7,0 £0,1 87+12 42+0,1 4,07 £ 0,28
Mn 352+04 356+3,5 9,7+0,2 10,4 +£1,2
Ni 3,7+0,2 33+1,2 6,9+0,3 7,07 £ 1,56
Pb 95,1+1,9 100,7 £ 8,9 3913 396 + 26
Se 199+6 228 + 28 41910 459 + 43
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5.4 Quarta fase do estudo

Adicionalmente a validagéo, na quarta e ultima fase do estudo, amostras de
sangue de 20 individuos foram analisadas por ICP-MS utilizando o método proposto
e também analisadas por GF AAS para um estudo de comparagcao envolvendo
amostras reais. Quando um estudo envolve comparagéo entre dois métodos ou
técnicas de iguais imprecisdes para amostras humanas, além da construgdo de um
grafico de correlagdo linear, um grafico do tipo Bland-Altman é recomendado, visto
que tal grafico demonstra de melhor forma se ha diferenga entre os valores
encontrados para ambos os métodos ou técnicas estudadas (BLAND E ALTMAN
1989, BLAND E ALTMAN 1995). No grafico Bland-Altman o eixo x representa a
média aritmética dos valores encontrados para os diferentes métodos e o eixo y
representa a diferenca entre os valores encontrados entre os métodos. A linha
tracejada do grafico delimita £ 2SD da média da diferenga dos valores entre as
técnicas (métodos).

As Figuras 17 e 18 mostram a comparagdo dos valores obtidos com o
método proposto, utilizando a técnica de ICP-MS e o método utilizando GF AAS.
Pode-se observar que ndao houve evidéncia de diferencas significativas entre os
valores obtidos pelos dois métodos para a analise das 20 amostras, demonstrando

mais uma vez a confiabilidade do método proposto neste trabalho.
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6-CONCLUSAO

Neste trabalho pode-se concluir que uma simples diluicdo das amostras de
sangue em meio alcalino com hidroxido de tretrametilamdénio (TMAH) é uma boa
alternativa aos métodos que sugerem o preparo de amostra assistida por
microondas, ja que um ganho de tempo de andlise substancial € obtido. Com o
método proposto até 500 amostras podem ser analisadas em cada semana antes
dos procedimentos operacionais de limpeza do ICP-MS. Além disso, a precisdo,
sensibilidade e exatidao foram aprimoradas com o uso do método proposto quando
comparado a dois outros métodos encontrados na literatura.

O TMAH é uma base forte que promove a clivagem de grandes proteinas em
fragmentos menores que sdo melhor dissolvidos, O uso de EDTA nas concentra¢des
de 0,05% também se mostrou favoravel para a estabilizagdo dos analitos na solugéo
em meio basico.

Apesar do método de Barany et al. (1997) apresentar bons resultados de
variacdo das medidas entre diferentes dias, tal método ndo se mostrou eficiente para
0 uso em analises de rotina, pois freqientemente era observada obstrucdo do
nebulizador e deposito de residuos no bico injetor.

O estudo também demonstrou que a utilizacdo de solventes organicos no
preparo de amostra melhora o sinal analitico de As e Se. No entanto, para os outros
analitos houve perda de precisdo e exatiddo. Além disso, para uma analise em
rotina, a utilizagcado de solventes organicos no diluente leva a uma maior necessidade

de limpeza frequente do equipamento.
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