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RESUMO

Neste trabalho foram avaliados métodos de preparo de amostra visando a
posterior determinacdo de bromo e iodo por espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) em saliva. Neste sentido, foram
avaliados os métodos como a combustdo iniciada por micro-ondas (MIC),
dissolucéo assistida por radiacdo micro-ondas e a analise direta da saliva (ap6s
centrifugacdo da amostra). Assim, tipos e concentracdes de solucdes foram
avaliadas com o intuito de selecionar a solucdo mais adequada aos métodos
avaliados. Para a MIC, foram utilizados 0,2 mL de saliva e 300 mg de celulose
microcristalina, e os analitos foram absorvidos em uma solugdo de NHsOH
50 mmol L. Os limites de detec¢do (LD) foram de 0,08 e 0,03 pg mL?, para
bromo e iodo, respectivamente. Na dissolucdo assistida por radiacdo micro-
ondas, foram dissolvidos 2 mL de saliva em uma solugédo de NH4OH 25 mmol L
!, LDs inferiores aos da MIC foram obtidos, na ordem de 0,005 pug mL™ para
bromo e 0,001 pg mL*? para iodo. Quando realizada a centrifugacdo das
amostras, ndo foi possivel obter recuperacbes quantitativas para iodo. Os
métodos baseados na MIC e na dissolucéo assistida por radiacdo micro-ondas
mostraram-se adequados para a determinacdo de ambos os analitos,

apresentando adequada exatidéo, precisao e baixos LDs.

Palavras-chave: Preparo de amostras, saliva, ICP-MS, bromo, iodo.



ABSTRACT

In this work, sample preparation methods were evaluated for the further
determination of bromine and iodine by inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS) in saliva. In this sense, methods such as microwave-
induced combustion (MIC), microwave assisted dissolution and direct analysis of
saliva (after sample centrifugation) were evaluated. Thus, types and
concentrations of solutions were evaluated in order to select the most appropriate
solution to the evaluated methods. For MIC, 0.2 mL of saliva and 300 mg of
microcrystalline cellulose were used, and the analytes were absorbed in 50 mmol
L NH4OH solution. The limits of detection (LOD) were 0.08 and 0.03 uyg mL™* for
bromine and iodine, respectively. In the microwave assisted dissolution, 2 mL of
saliva were dissolved in a solution of 25 mmol Lt NH4OH, LODs lower than the
MIC were obtained in the order of 0.005 ug mL"! for bromine and 0.001 ug mL*
for iodine. When the samples were centrifuged, it was not possible to obtain
guantitative recoveries for iodine. The methods based on the MIC and microwave
assisted dissolution were suitable for the determination of both analytes,

presenting adequate accuracy, precision and low LDs.

Keywords: Sample preparation, saliva, ICP-MS, bromine, iodine.



1 INTRODUCAO

As disfun¢des na glandula tireoide tém sido cada vez mais recorrentes
pela deficiéncia ou excesso dos niveis de iodo no organismo, o qual € um
elemento essencial ao organismo humano, sendo o precursor para a sintese dos
hormonios tireoidianos, a triiodotironina (Ts) e a tiroxina (T4). Diversos estudos
tém demonstrado a importancia dos niveis dos horménios tireoidianos para o
bom funcionamento do organismo humano e, também tém elucidado os fatores
gue podem interferir na producdo hormonal. Nesse sentido, € demonstrado que
o bromo, embora ndo apresente uma funcao fisiolégica bem conhecida e seu
mecanismo de acdo no organismo ser desconhecido, este elemento pode
interferir na producgéo de hormonios tireoidianos por apresentar uma similaridade
quimica com o iodo (SMITH et al., 2002; BENSENOR et al., 2011;
VANDERPUMP, 2011; PAVELKA, 2016).

Com relacéo a determinacdo das concentracfes desses elementos no
organismo, as amostras biologicas sdo interessantes ferramentas para o
biomonitoramento do estado de saude no organismo (POZEBON; DRESSLER,;
CURTIUS, 1999; BARBOSA JUNIOR et al., 2005). Apesar de algumas matrizes
biolégicas, como o0 sangue e a urina serem consolidadas para esse tipo de
avaliacdo, a determinacdo de elementos essenciais e ndo essenciais em saliva
ainda é bastante restrita. A saliva tem se destacado no ramo da pesquisa, por
ser denominada como um filtrado diluido do sangue, e por esse motivo,
apresentar informacdes dos niveis de elementos no organismo. Outro fator que
merece destaque para a avaliacdo desta amostra, € a simplicidade de
coletagem, estocagem, transporte e manuseio (BARBOSA JUNIOR et al., 2005;
URBANOWICZ et al., 2017).

Para a determinacéo de bromo e iodo, a maioria das técnicas de analise
necessitam geralmente que a amostra seja introduzida na forma de uma solucgéo
compativel com a técnica de determinacado, fazendo-se necessaria a realizacao
de uma etapa de preparo de amostra previamente a analise. O preparo de
amostras para posterior determinacédo de halogénios torna-se um desafio, uma
vez que a digestao por via umida, comumente utilizada como método de preparo
de amostra ndo € adequada para a determinacdo desses elementos, visto que

em meio acido podem ocorrer perdas por volatilizacdo. Neste sentido, métodos
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de preparo de amostra envolvendo o uso de solugdes alcalinas, a combustao da
amostra e sistemas fechados tém sido discutidos com o intuito de obter solugdes
que fornecam recuperacdes quantitativas para bromo e iodo e que sejam
compativeis com diferentes técnicas de determinagdo (KRUG, ROCHA, 2016).
A determinacao de bromo e iodo foi realizada por espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), por apresentar elevada seletividade
e baixos limites de deteccado, permitindo a determinagédo de bromo e iodo em
niveis traco (KNAPP et al., 1998).

Os métodos avaliados para o preparo da saliva foram a combustdo
iniciada por micro-ondas (MIC), a dissolucéo assistida por radiagdo micro-ondas,
e ainda, a andlise da amostra apds o processo de centrifugacao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta revisdo bibliogréfica esta dividida em cinco partes principais. Na
primeira delas, é introduzida uma abordagem acerca da glandula tireoide e suas
possiveis disfuncfes. Na segunda parte, sdo abordados alguns aspectos gerais
sobre o bromo e o iodo. Na terceira parte € discutida a importancia da avaliacdo
elementar em amostras biologicas de origem humana, com uma abordagem
especial para a amostra de saliva. Posteriormente, na quarta parte, € realizada
uma descricdo sobre os métodos de preparo de amostra comumente utilizados
para a subsequente determinacéo de halogénios em amostras biologicas, sendo
dada maior atencdo para os métodos utilizados na execucédo desse trabalho. E
para finalizar, na quinta parte, sdo abordadas técnicas de determinacao
comumente utilizadas para a determinagdo de bromo e iodo, sendo dada uma

especial atencao a técnica utilizada neste trabalho.
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A glandulatireoide e suas disfungdes
A tireoide é uma das maiores glandulas existente no corpo humano,
apresentando o formato de borboleta por ser formada por dois lobos, como pode
ser observado na Figura 1. Essa glandula, situa-se na parte anterior do pescoco,
abaixo da regidao conhecida como Pomo de Adao, pesando em torno de 15 a 25
g (SBEM, 2015).

Figura 1. Localizacdo da glandula tireoide (Adaptado de GUYTON, A. C.; HALL,

J. E. Tratado de Fisiologia médica).
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Glandula Tireoide

A glandula tireoide é responsavel pela producdo de dois importantes
horménios que atuam na regulacdo do metabolismo do corpo, a triioditironina
(T3) e a tiroxina (T4). Esses hormonios diferenciam-se apenas pela quantidade
de iodo presente em suas estruturas moleculares, nas quais o Tz apresenta trés
atomos de iodo, e o T4 apresenta quatro atomos de iodo, conforme pode ser

observado na Figura 2.

Figura 2. Estrutura molecular da (A) Tz e (B) T4 (Adaptado de MURRAY et al.

Harper — bioquimica ilustrada).

E] Trilodotironina (T)) . Tiroxina (Ts)
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A formagcdo dos hormonios tireoidianos se inicia no reticulo
endoplasmatico e no complexo de Golgi das células epiteliais cubdides, os quais
secretam a tireoglobulina, uma glicoproteina formada por cadeias de tirosinas.
As tirosinas sdo 0s principais substratos que se combinam com o iodo,
provenientes da corrente sanguinea, pela enzima peroxidase formando
monoiodotirosina (MIT) e diiodotirosina (DIT), ficando armazenados no coldide
da célula. Quando a glandula recebe estimulagéo para secretar os hormdnios, a
enzima peroxidase faz o acoplamento de duas moléculas de DIT, formando o Ta,
e 0 acoplamento de uma MIT com uma DIT para formar o Tz. ApOs serem
secretados pela célula, estes sdo transportados através da corrente sanguinea,
geralmente pela proteina globulina ligadora da tiroxina (TBG), para os receptores
nucleares, os quais sao especificos apenas para o horménio Ts. Deste modo, as
moléculas de T4 séo convertidas em Tz (forma ativa) pela enzima 5—iodinase,
através do processo de desiodacdo (GUYTON; HALL, 2006; CONSTANZO,
2007). E importante mencionar, que o estimulo da producdo de Tz e T4 é
realizado pelo hormdnio estimulante da tireoide (TSH), produzido pela hipofise e
liberado apds a producdo do hormdnio liberador de tireotrofina (TRH) pelo
hipotalamo (CONSTANZO, 2007).

Os horménios da tireoide apresentam diversas funcdes fisiologicas e
essencialmente modulam processos metabdlicos de proteinas, lipideos,
carboidratos e vitaminas. Ainda, associado as rotas metabolicas, os hormonios
tireoidianos também afetam a sintese e a degradacdo de outros hormonios e
atuam em fatores de crescimento, influenciando diretamente na sinalizacéo
hormonal (SMITH et al., 2002). Entretanto, alguns fatores estimulantes ou
inibidores, podem afetar a atividade da glandula tireoide, fazendo com que esta
produza hormbnios em excesso ou insuficientes. Estes fatores podem estar
associados a niveis aumentados ou diminuidos de proteinas como a TBG, bem
como da imunoglobulina estimulante da tireoide, ou a fatores como a deficiéncia
de iodo, deficiéncia da enzima deiodinase ou ingestdo excessiva de iodo, uma
vez que este elemento pode estar presente na corrente sanguinea, geralmente
através da alimentacdo (CONSTANZO, 2007).

Tendo em vista que a falta ou a deficiéncia de iodo no organismo causam
algumas desordens na producdo dos hormdnios tireoidianos, pode-se citar duas

disfuncdes que estdo totalmente relacionadas com a deficiéncia ou a falta deste
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elemento no organismo, o hipotireoidismo e o0 hipertireoidismo. O
hipertireoidismo ocorre por existir elevadas concentracdo de Tz e Talivre na
corrente circulatoria, geralmente associadas a doenca de Graves, uma doenca
autoimune resultante da producédo de anticorpos que estimulam os receptores
de TSH e produzem a secrecao excessiva de hormoénios da tireoide. Dentro dos
sintomas relacionados ao hipertireoidismo, pode-se citar a perda de peso,
fraqueza muscular, irritabilidade, ansiedade, taquicardia, tremores, disturbios do
sono, mania e depressao (SMITH et al., 2002). O tratamento do hipertireoidismo
€ geralmente realizado por farmacos disponiveis no mercado ou pelo tratamento
com iodo radioativo. Ainda, a retirada da glandula tireoide associada a
suplementacado € uma alternativa para este disturbio.

O hipotireoidismo é resultante da deficiéncia de iodo no organismo,
gerando a producado diminuida dos horménios da tireoide. Essa doenga pode
estar relacionada a tireoide de Hashimoto (doenga autoimune), cirurgias para
hipertireoidismo, deficiéncia de iodo ou niveis de TSH aumentados
(CONSTANZO, 2007). Os sintomas relacionados a producéo diminuida de Tz e
Tano organismo sédo fadiga excessiva, sonoléncia, ganho de peso, intolerancia
ao frio, fraqueza, dor nas articulacdes e musculares, pele seca e queda de cabelo
(DELANGE, 1994). Para o tratamento do hipotireoidismo, € indicado a
levotiroxina sodica, a forma sintética do horménio produzido naturalmente pela
glandula, realizando a reposi¢cao hormonal através da suplementacdo com este
farmaco. Esse farmaco € indicado por permitir uma acdo farmacoldgica
constante e um tempo de acao prolongado, fazendo-se possivel a administracao
de uma dose Uunica diaria (ANVISA, 2015). Com base em estudos
epidemiologicos, cabe destacar que o hipotireoidismo é mais recorrente que o
hipertireoidismo. Ainda, pode-se citar que em ambos o0s casos, as mulheres
geralmente sdo mais acometidas que os homens (BENSENOR et al., 2011;
VANDERPUMP, 2011).

Ainda se tratando da importancia dos niveis de iodo no organismo
relacionados a producdo dos principais horménios tireoidianos, bem como da
suplementacao de iodo com farmacos que fazem a suplementacdo de forma
sintética, ressalta-se que o bromo pode interferir no metabolismo dos horménios
tireoidianos e de algumas atividades enzimaticas. Isso estad relacionado,

geralmente pela similaridade quimica do bromo com o iodo (PAVELKA, 2016).
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Nesse sentido, faz-se necesséria a determinacdo da concentragdo de bromo e
iodo no organismo humano, uma vez que estes elementos podem indicar o bom

funcionamento da glandula.

A atividade do bromo e iodo no organismo humano

O bromo e o iodo sdo elementos quimicos da familia dos halogénios que
fazem parte da composi¢do de importantes hormonios e secregdes sintetizados
pelo corpo humano. Ainda, podem ser incorporados no organismo através da
alimentacao, suplementacdo, meio ambiente, e também devido a relagdo com
alguns habitos, como por exemplo, o tabagismo.

O bromo néo apresenta funcéo fisiologica bem conhecida, uma vez que o
seu mecanismo de acao no organismo € desconhecido (ROMARIS-HORTAS et
al., 2012). Entretanto, estudos demonstram que o bromo é fundamental para a
formacdo do colageno IV, proteina importante para o desenvolvimento dos
tecidos (MCCALL et al., 2014). O bromo também é um hipnético sedativo e
contribui para a ativacao de algumas enzimas do organismo (MORI et al., 2012;
REN et al., 2013). Apesar disso, ndo existem relatos na literatura quanto aos
niveis ideais em que este deve ser encontrado no corpo humano. Entretanto,
guando trata-se da deficiéncia deste elemento no organismo, tem sido relatado
gue este pode estar associado ao retardo no crescimento e a insénia. Enquanto
gue ao seu excesso, estdo associados dores de cabeca, broncoespasmos,
disturbios gastrointestinais, fadiga e tolerancia a atividades fisicas
(KOHLMEIER, 2003). Ainda, € relatado que quando na forma de bromato (BrOa4
), apresenta efeito carcinogénico para o ser humano. Ademais, € relatado que o
bromo pode interferir no transporte de iodo para a glandula tireoide, competindo
pela captacdo do iodo pela glandula (VOBECKY; BABICKY; LENER, 1996;
DEANGELO et al., 1998; DELKER et al., 2006).

Com relacdo ao iodo, este € um elemento essencial ao organismo
humano, sendo recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 1996)
uma ingestdo de iodo de 150 ug dia? para adultos e adolescentes e 90 ug dia?
para criancas de 1 a 12 anos. Além destes niveis de ingestéo diaria de iodo para
criancas e adultos, ainda é indicado o consumo de 35-40 ug dia* para criancas

menores de 1 ano de idade (DELANGE, 1994). Dentre os principais efeitos
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relacionados a concentragdes inadequadas de iodo no organismo humano estéo
o badcio e cretinismo endémico, mortalidade infantil, infertilidade, aborto, retardo
mental, problemas neuromusculares e nanismo. Ainda, os problemas mais
comumente relacionados a falta ou ao excesso de iodo no organismo € o
hipotireoidismo e o hipertireoidismo, respectivamente, na qual influencia
diretamente na producdo diminuida ou em excesso dos horménios excretados
pela glandula tireoide (DELANGE, 1994; WHO, 2007).

Assim, faz-se necessario o conhecimento da concentracdo de bromo e
iodo no organismo humano, tendo em vista que para o bromo, os mecanismos
de acdo no organismo ainda nédo sao bem elucidados. Para o iodo, apesar de
existirem recomendacfes de niveis de ingestdo diarios (WHO, 2007), é
importante o conhecimento da concentracao deste elemento no organismo, visto
gue em niveis inadequados, pode gerar uma série de disturbios. Ainda, quando
relacionados estes dois elementos, pode-se ressaltar o que vem sendo descrito
por alguns autores quanto a similaridade quimica destes, interferindo em alguns
processos do organismo humano (VOBECKY; BABICKY; LENER, 1996;
PAVELKA, 2016).

Uso de amostras biologicas na avaliagcdo do estado de saude humana
A andlise de amostras biolégicas vem sendo ha alguns anos, um dos
principais indicadores sobre o estado de saude humana, visto que, estas
apresentam um papel importante para o biomonitoramento de elementos e
moléculas essenciais e ndo essenciais do organismo humano. Desta forma,
guando a analise € realizada com éxito, os resultados podem ser utilizados no
diagndstico, progndstico e tratamento de doencas, além de servirem como uma
forma de avaliar o estado de saude de uma populacdo exposta a toxinas e a

ambientes poluidos (PARSONS et al., 2006; BARBOSA JUNIOR et al., 2005).
O sangue € a principal amostra bioldgica utilizada para a avaliacdo do
estado de saude do organismo humano, uma vez que é o responsavel pelo
transporte de substancias importantes para o bom funcionamento do organismo,
tais como glicose, proteinas, hormonios, vitaminas, sais minerais, dentre outros.
Entretanto, o sangue apresenta complexidade quando refere-se a sua coleta
invasiva, tendo em vista 0s riscos que pode trazer ao individuo, a instabilidade

dos constituintes da amostra quando refere-se a armazenagem, bem como
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durante a manipulagdo da amostra. Diante disso, outras matrizes biologicas tém
sido avaliadas com o objetivo de substituir a andlise do sangue e a utilizacao de
coletas invasivas para a avaliagdo do estado de saude do organismo humano
(BARBOSA JUNIOR et al., 2005).

Dentre as amostras obtidas por coletas ndo invasivas pode-se citar o
cabelo, a unha e a saliva. Estas amostras apresentam como principal vantagem
a facilidade de estocagem, transporte e manuseio. Quando refere-se ao cabelo
e as unhas, estas tém sido amplamente estudadas no ramo da toxicologia, uma
vez que os analitos ficam disponiveis na matriz por um longo periodo de tempo,
guando comparado ao sangue ou a saliva (POZEBON; DRESSLER; CURTIUS,
1999; SEIDEL et al., 2001; BARBOSA JUNIOR et al., 2005; SANINOV;
ANISIMOV; DROBYSHEYV, 2016). Entretanto, quando relacionado a anélise da
saliva, muitos estudos demonstram a correlacdo das concentracdes de
elementos, atividade enzimatica e até mesmo da diminuigdo do fluxo salivar com
determinadas patologias, disturbios e habitos (TOMITA et al.,, 2010; CHENG;
REES; WRIGHT, 2014; CHOJNOWSKAA et al., 2018).

A saliva tem recebido destaque no ramo da pesquisa, principalmente pela
coleta da amostra ser indolor, de baixo custo e relativamente facil, tendo em vista
gue o proprio individuo pode realizar a coleta, sem sofrer constrangimento. Esta
tem sido utilizada como uma amostra biolégica em potencial para o diagnostico
de uma série de enfermidades por ser considerada por muitos pesquisadores
como um filtrado diluido do sangue (URBANOWICZ et al., 2017). Entretanto, &
valido mencionar, que apesar de ja existirem algumas metodologias para coleta
e armazenamento deste tipo de amostra, ainda existe uma série de incertezas
guanto a representatividade destes resultados quando a concentracdo €
correlacionada com o excesso ou a falta dos elementos no organismo, tendo em
vista que as concentracdes elementares podem estar associadas a fatores
exdgenos, alimentacao e alguns habitos.

E valido destacar que um maior enfoque vem sendo dado para a
determinacdo de metais essenciais e ndo essenciais em saliva, sendo restrito o
namero de trabalhos que visam a determinacédo de ndo metais. Com isto, faz-se
necessaria a determinacdo e o conhecimento das concentracfes de halogénios

no organismo humano, para que assim, possa ser relacionado quanto a sua
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auséncia ou a toxicidade no organismo humano (BARBOSA JUNIOR et al., 2005;
WANG,; DU; ZHENG, 2008; OLMEDO et at., 2010).

Uma abordagem acerca da saliva: Propriedades, aspectos gerais e
técnicas utilizadas para a determinacdo de bromo e iodo

A saliva € um dos principais fluidos produzidos pelo corpo humano e é
constituida por uma variedade de eletrdlitos, incluindo sédio, potassio, calcio,
magnésio, bicarbonatos e fosfatos. Na saliva, também s&do encontradas
substancias organicas estruturais (estaterrina, aglutinina, lactoferrina, gustina e
sialina), enziméticas (amilase, fosfatase acida, estearase, lisozima, peroxidase,
adidrase carbonica e calicreina) e imunoldgicas (imuglobulina salivar e
secretora), além de produtos nitrogenados (uréia e amonia). Entretanto, 94-99%
da saliva é composta de agua, o que a torna um fluido diluido e que pode
apresentar baixas concentracdes dos componentes citados (KAPLAN; BAUM,
1993; HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001; ALMEIDA et at., 2008; CARPENTER,
2013; CHOIJNOWSKAA et al., 2018).

Assim, € valido ressaltar a importancia dos elementos e compostos
organicos presentes na saliva quanto a sua funcao, visto que desempenham
diversas atividades essenciais. Os bicarbonatos e fosfatos, por exemplo, atuam
na regulamentacédo do pH e ativam a capacidade de tamponamento exercida
pela saliva. As mucinas, imunoglobulinas e enzimas contribuem para a limpeza,
metabolismo da placa dentaria e ainda, proporcionam a acao antibacteriana
exercida pela saliva. O calcio, fosfato e algumas proteinas, atuam na
solubilizacdo, bem como, na desmineralizacdo e remineralizacdo da saliva.
Assim, a saliva torna-se um fluido de grande importancia para o organismo
humano, tendo em vista 0s minerais, cCoOmpostos organicos e micro-organismos
gue fazem parte da sua composicao e que contribuem para a remocao de
bactérias, o tamponamento do pH da saliva, e em geral para a contribuicdo da
salde bucal (KAPLAN; BAUM, 1993; HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001;
CARPENTER, 2013).

Como mencionado anteriormente, apesar da saliva ser constituida
aproximadamente por 99% de agua, este fluido é descrito como ndo newtoniano,

uma vez que a viscosidade diminui com o0 aumento do cisalhamento dos
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alimentos, durante a mastigacao. Na pratica, isto permite que a saliva possa ser
facilmente espalhada sobre as superficies orais. Esta € uma funcéo importante
para a saliva, tendo em vista que nas superficies da mucosa oral ocorrem as
primeiras interagcdes com 0s micro-organismos ainda na cavidade bucal
(HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001; CARPENTER, 2013). Outra fungéo
importante apresentada pela saliva é a formacao do bolus juntamente com as
propriedades umectantes mencionadas acima. Estas propriedades permitem a
incorporacao da saliva nos alimentos para aglomerar as particulas previamente
trituradas. ApGs a mastigacao, um bolo alimentar é formado pela acédo da lingua
e, com a acao da saliva, € lubrificado para passar através da garganta, onde
receptores sensiveis ao toque determinam se o bolo alimentar esta pronto a ser
engolido (ALMEIDA et at., 2008).

A saliva é secretada principalmente por trés pares de glandulas anexas
exocrinas, a glandula parotida, glandula submandibular e glandula sublingual.

Na Figura 3, séo apresentadas a localizacéo destas glandulas na cavidade bucal.

Figura 3. Vista lateral da cavidade bucal e localizacdo das glandulas salivares

maiores (Adaptado de http://www.anatomiadocorpo.com).

Sublingual Parétida

Submandibular

Além das glandulas maiores, existem glandulas salivares menores, que
ocupam a submucosa na maior parte da cavidade oral. As glandulas salivares
sdo oOrgaos efetores, que quando recebem estimulos neurais, produzem e
liberam uma quantidade de fluidos e eletrélitos para o organismo. O volume de

saliva translocado por dia através das glandulas salivares aproxima-se de 20%
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do total do volume plasmatico (PAPACOSTA; NASSIS, 2011). Entretanto, este

estimulo so é influenciado por fome, estimulos olfatérios, dor e alteracdes
hormonais relacionados a gravidez, menopausa, ou a alguns medicamentos de
estimulo, podendo assim, alterar o fluxo salivar normal (APS; MARTENS, 2005).

A saliva contribui com a digestao inicial do amido, ainda na cavidade
bucal, auxiliando a formacgé&o do bolo alimentar. Isto ocorre pela presenca e acao
da enzima digestiva a-amilase, também chamada de ptialina, na qual tem por
funcdo fazer a quebra do amido em glicose, maltose e oligossacarideos. Esta
enzima ainda serve como indicador do funcionamento das glandulas salivares,
contribuindo com 40-50% da proteina salivar total produzida pelas glandulas. A
maior parte desta enzima (80%) é sintetizada nas parétidas e o restante nas
glandulas submandibulares. A agao da a-amilase € inativada nas por¢des acidas do
trato gastrointestinal e, consequentemente, limitada a cavidade bucal
(ALMEIDA et at., 2008).

A atividade da a-amilase salivar tem sido demonstrada como um potencial
biomarcador para diversas disfuncdes do organismo como obesidade, diabetes,
sindromes metabolicas e periodontites. Ainda, tem sido relatado que a atividade
fisica aumenta a atividade da enzima e que o estresse diminuiu a atividade da
a-amilase na saliva (NAKAJIMA, 2016; HARIRIAN et al., 2018). Em um
estudo realizado com ratos tireoidectomizados, foi possivel observar que a
estimulacdo da producdo de saliva pode ser diminuida, bem como, a
concentracdo de proteinas totais na saliva, sugerindo uma dependéncia dos
horménios tireoidianos para a producéo de saliva (LIMA et al., 2008). Contudo,
cabe salientar, que existem poucos trabalhos na literatura que relacionem a
avaliacdo da atividade da a-amilase com as disfuncdes na glandula tireoide.

Assim, a saliva torna-se uma amostra biolégica em potencial para avaliar
0s niveis de elementos e moléculas presentes no organismo humano, uma vez
que esta apresenta fracdes de compostos presentes no sangue, bem como
demonstra as condicdes fisiologicas do organismo. As glandulas salivares
apresentam um alto fluxo sanguineo e assim, compostos metabdlitos sdo
secretados na saliva por diferentes mecanismos, incluindo a difusédo passiva, 0
transporte ativo e a ultrafiltracéo, além de ser a principal responsavel pelo inicio
do processo digestivo (LLENA-PUY, 2006; ALMEIDA et at., 2008). Na literatura,

existem alguns relatos que correlacionam a concentracéo de elementos traco na
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saliva com diferentes habitos, doencas, idade e consumo de drogas (JIMENEZ-
REYES; SANCHEZ-AGUIRRE, 1996; DIAZ-ARNOLD; MAREK, 2002;
PEDERSEN et al., 2002; SILVA et al., 2005; LLENA-PUY, 2006; SUGIMOTO et
al.,, 2010; SAVINOV; ANISIMOV; DROBYSHEV, 2016; URBANOWICZ et al.,
2017). Entretanto, pesquisas que visam determinar as concentragbes de
elementos em nivel traco em amostras de saliva ainda recebem pouca atencao
pelo fato das baixas concentracdes dos analitos neste tipo de amostras. Além
disso, fatores exdgenos como alimentacao, ingestdo de medicamentos e alguns
habitos podem influenciar nas concentragfes destes elementos na saliva. Cabe
salientar que um maior enfoque vem sendo dado para a determinacao de metais
essenciais e nao essenciais (POLES et al., 2016; WANG; DU; ZHENG, 2008),
sendo restrito 0 numero de trabalhos que visam a determinacdo de ndo metais,
guando relacionado ao bromo e iodo, neste tipo de amostra.

A determinacg&o de bromo e iodo na saliva tem sido comumente realizada
por técnicas eletroforéticas, cromatograficas e potenciomeétricas. Previamente as
analises, as amostras sdo submetidas a uma etapa de centrifugacao, visando
separar a fase aquosa da fase mucosa da saliva e analisa-se 0 sobrenadante
com o intuito de minimizar as interferéncias durante a etapa de determinacéo
(TENOVUO; MIKINEN, 1976; SADECKA; POLONSKY, 2003; XU et al., 2008;
MORI et al., 2012). Entretanto, embora esta seja uma forma rapida de pré-
tratamento e bastante utilizada para a determinacdo de elementos traco em
saliva, na fase decantada pode conter analitos ligados a matriz organica da
amostra que ndo foram liberados para o sobrenadante analisado,
comprometendo a exatiddo dos resultados (ZAMPERINI et al., 2013; SAVINOV;,
ANISIMOV; DROBYSHEYV, 2016). E valido destacar que ndo foram encontrados
na literatura, trabalhos que avaliam criteriosamente a representatividade das
concentracfes de bromo e iodo na saliva apos a etapa de centrifugacdo com a

concentracdo dos analitos na amostra total.

Preparo de amostras
Com excecdo das técnicas que permitem a andlise direta, é importante
mencionar que quando almeja-se a determinacdo de metais e ndo metais, a

maior parte das técnicas requerem que a amostra seja introduzida no
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equipamento na forma de uma solugéo adequada. Desta forma, geralmente, faz-
se necesséria a realizacdo de uma etapa de preparo de amostra, sendo esta, a
etapa da sequéncia analitica mais suscetivel a erros e a problemas que podem
comprometer a exatidao dos resultados (FLORES, 2014; KRUG; ROCHA, 2016).
Ainda, cabe ressaltar que ndo existe um método de preparo de amostra
universal, fazendo-se necessario avaliar o tipo de matriz, natureza da amostra,
o0 analito a ser determinado bem como, a técnica de determinag&o utilizada.

Para a determinacdo de ndo metais, principalmente quando trata-se dos
halogénios, a etapa de preparo de amostras é considerada um desafio, uma vez
gue estes elementos apresentam instabilidade em meio acido, e podem formar
compostos volateis e serem assim perdidos (FLORES, 2014; KRUG; ROCHA,
2016). Ainda, a utilizacdo de acidos concentrados ou a combinacao de acidos
com reagentes oxidantes comumente utilizados nessa etapa, podem causar
problemas com as técnicas de determinacdo como a cromatografia de ions (IC),
a potenciometria com eletrodo ion seletivo (ISE) e a espectrometria de massas
com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), técnicas comumente utilizadas
para a determinacdo de halogénios. Outro fator que deve ser levado em
consideracao pelo uso de acidos concentrados é o aumento significativo dos
brancos analiticos, bem como o0 aumento dos limites de deteccéo (LDs), uma vez
gue para as solucdes serem analisadas faz-se necessaria a realizacdo de
elevados fatores de diluicdo, com o intuito de minimizar as possiveis
interferéncias (MELLO et al., 2013; MESKO et al., 2016).

Neste sentido, uma alternativa para o preparo de amostra visando
posterior determinacdo de halogénios, é a utilizacdo de solucdes alcalinas.
Nébrega et al. (2006), propde o uso de reagentes fortemente alcalinos como uma
alternativa para preparo de amostras envolvendo um grupo apreciavel de
analitos em diferentes matrizes. Dentre os meios comumente utilizados, pode-
se citar as solucdes de hidréxido de tetrametilaménio (HTMA), aminas terciarias
sollveis em agua e bases fortes. Tendo em vista que as solu¢des alcalinas sédo
meios comumente descritos para extracdes ou dissolucdes alcalinas, é
necessaria uma especial atencao na etapa de determinacdo, uma vez que pode
nao haver a disponibilizacdo quantitativa dos analitos.

Ainda, deve-se levar em consideracao, que a matriz da amostra pode ser

um interferente, uma vez que estes sdo métodos de preparo de amostras nao
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destrutivos, na qual maior parte da matriz da amostra permanece em solucéo.
Assim, uma alternativa a estes possiveis inconvenientes, € a combustéo iniciada
por micro-ondas (MIC). Na MIC, as matrizes organicas séo oxidadas pela agéo
direta do oxigénio, sendo assim, convertidas quase que na totalidade aos seus
produtos de combustéo (CO:z e H20), o que minimiza as interferéncias durante a
determinacdo dos analitos. Além disso, os analitos sdo absorvidos em uma
solucdo adequada as caracteristicas do elemento, bem como a técnica de
determinacao utilizada para a quantificacdo dos elementos (BARIN; FLORES;
KNAPP, 2006; FLORES et al., 2007).

Assim, nos itens subsequentes serdo abordados os métodos de preparo
de amostras que utilizam solugBes alcalinas, bem como as técnicas de
combustdo em sistema fechado, em especial a MIC, tendo em vista que este
método vem sendo comumente usado para o preparo de amostras para posterior

determinacdo de halogénios.

Preparo de amostras com solugdes alcalinas

Como mencionado anteriormente, 0 uso de solucdes alcalinas para o
preparo de amostras para subsequente determinacdo de halogénios, tem sido
uma alternativa simples e eficiente para métodos baseados na extracdo ou
dissolucéo da amostra. Ainda, pode-se ressaltar que o uso de meios alcalinos
pode melhorar o desempenho de técnicas que sofrem por efeito de memoaria
devido a acidez residual, além de fornecer métodos relativamente simples e mais
seguros, e permitir o uso da radiacdo micro-ondas sem ocasionar a mudanca no
estado de oxidacdo dos analitos (NOBREGA et al., 2006).

As solucgdes alcalinas como o carbonato de aménio e hidréxido de amonio,
bem como o HTMA tem sido os meios mais utilizados para o preparo de amostras
visando a determinacdo de halogénios (NOBREGA et al., 2006; COSTA et al.,
2015). O uso destes reagentes no preparo de amostras vem demonstrando uma
série de vantagens, na qual merece destaque, a possibilidade de obter
recuperacfes quantitativas para aqueles elementos que apresentam
instabilidade em meio &cido. Cabe salientar, que quando associado a sistemas
fechados de preparo de amostras e ao uso do aquecimento por radiagdo micro-

ondas, o0 método apresenta menores valores de brancos analiticos, minimiza a
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possibilidade de perda dos analitos por volatilizagdo e apresenta rapidez e
eficiéncia na extracdo ou dissolucdo dos analitos (NOBREGA et al., 2006;
FLORES, 2014). Apesar do uso de sistemas fechados utilizando solucbes
alcalinas associado ao aquecimento por radiacdo micro-ondas ja ter sido
utiizado para o preparo de amostras de matrizes biologicas visando a
determinacdo de halogénios (POZEBON; DRESSLER; CURTIUS, 1999), ainda
nao existem relatos acerca da sua utilizacdo para o preparo de amostras de

saliva.

Combustéo iniciada por micro-ondas

A combustéo iniciada por micro-ondas (MIC) foi proposta com o objetivo
de associar vantagens da decomposi¢ao por via umida com o aquecimento por
radiacdo micro-ondas, com as vantagens das técnicas de combustdo em
sistemas fechados (FLORES et al., 2004). Dentre as vantagens, pode-se citar 0s
baixos valores de brancos analiticos, reducdo no tempo de preparo, uso de
frascos que suportam altas pressbes, possibilidade do uso de quantidades
elevadas de amostra, bem como o uso de uma pequena quantidade de
reagentes (MESKO, 2008).

Na MIC, a queima da matéria organica € iniciada pela incidéncia da
radiacdo micro-ondas em um papel filtro previamente umedecido com uma
solucdo ignitora (NHsNOs 6 mol L) em frascos fechados e pressurizados com
oxigénio. As amostras sdo geralmente decompostas na MIC, na forma de
comprimidos ou envoltos por um filme de polietileno, dispostos na base de um
suporte de quartzo, conforme apresentado na Figura 4. Apos a combustéo, os
analitos sao liberados e posteriormente, absorvidos em uma solucao apropriada.
Ainda, uma etapa de refluxo pode ser aplicada por meio da continuacdo do
programa de radiacdo, podendo permitir recupera¢des quantitativas dos analitos
(FLORES et al., 2004).

Figura 4. Frascos de quartzo e suporte empregados na combustao iniciada por
micro-ondas (Adaptado de PEREIRA, 2014).
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Em relagdo a forma como é introduzida a amostra no sistema, cabe
destacar que a utilizacdo de comprimidos tem sido utilizada para amostras
sélidas, pois traz como beneficio a facilidade no manuseio e a minimizagao de
valores de brancos. Entretanto, quando utilizado amostras com alto teor de
umidade, como a saliva, faz-se necessario que estas sejam envoltas por
capsulas ou filmes de polietileno, dispensando o uso de prensas de alta pressao
e diminuindo os riscos de perdas por adesao. Ainda, para a decomposicdo de
amostras com alto teor de umidade, auxiliares de combustdo, como a celulose
microcristalina, tem sido utilizados para promover a combustdo completa da
amostra (COSTA et al., 2015).

Outra vantagem apresentada pela MIC é a possibilidade de escolher a
solucéo absorvedora mais adequada para a absorcéo e estabilidade dos analitos
e para com a técnica de determinacao utilizada. Assim, ao encontro do que foi
mencionado anteriormente, para a quantificacdo de halogénios, a possibilidade
da escolha da solucdo absorvedora possibilita 0 uso de solucdes alcalinas
diluidas, e até mesmo de agua (FLORES et al., 2007; 2014; 2016; RONDAN et
al., 2018). Para bromo e iodo, as solucdes comumente utilizadas na MIC tém
sido NH4OH e (NH4)2COs, uma vez que diminuem a possibilidade de formacéo
de espécies volateis por estabilizar os elementos. Além disso, propiciam a
obtencédo de solu¢des compativeis com a maioria das técnicas de determinacao
(COSTA et al., 2015; MESKO et al., 2017; SILVA et al., 2017; TORALLES et al.,
2017; RONDAN et al., 2018).
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De acordo com o que vem sendo relatado na literatura para a
determinacdo de halogénios, a MIC vem sendo aplicada em amostras com
diferentes tipos de matrizes, como carvao (FLORES et al.,, 2007), coque de
petroleo (PEREIRA et al., 2008), amostras farmacéuticas (BARIN et al., 2016;
MESKO et al., 2017), alimenticias (COSTA et al., 2015; MESKO et al., 2016;
COELHO JR et al., 2017; SILVA et al., 2017; RONDAN et al., 2018), dentre
outras (FLORES, 2014; KRUG; ROCHA, 2016). Entretanto, apesar da MIC ter
aplicagdo para diversos tipos de matrizes, ndo existem relatos na literatura
guanto a utilizacdo deste método para o preparo de amostras de saliva. Cabe
salientar, que em um estudo recente Costa et al. (2015), propés um método de
preparo de amostras de mel, utilizando a MIC para a digestdo das amostras
visando a posterior determinacdo de bromo e iodo. Tendo em vista que o mel
apresenta um elevado teor de umidade (18%), a celulose microcristalina foi
utilizada como auxiliar de combustdo. Recuperacdes adequadas foram obtidas
para bromo e iodo utilizando NH4OH (50 mmol L) e (NH4)2COz (50 mmol L1).
Assim, a MIC torna-se um método promissor para o0 preparo de amostras

biologicas de saliva, visando a posterior determinacédo de bromo e iodo.

Técnicas de determinacéo de halogénios

Algumas técnicas de determinacdo podem ser utilizadas para a
guantificacdo de bromo e iodo como, por exemplo, a ICP-MS, a IC, a ISE, a
espectrometria de fluorescéncia de dispersdao de raios-X (EDXRF), a analise
instrumental por ativacao de néutrons (NAA) bem como os métodos titrimétricos.
Entretanto, a escolha da técnica a ser utilizada, depende do tipo de amostra, do
analito e da concentracao do analito a ser determinado (KNAPP et al., 1998).

Dentre as técnicas de determinacdo mencionadas, a ICP-MS vem sendo
amplamente utilizada para a determinacdo de bromo e iodo em amostras
biolégicas, e destaca-se por apresentar a capacidade de determinacao
multielementar com elevada seletividade, sensibilidade e seus baixos limites de
deteccdo (KNAPP et al., 1998). Apesar desta técnica apresentar diversas
vantagens, a ocorréncia do efeito de memaria pode dificultar a determinacéo de
bromo e iodo por ICP-MS. Neste contexto, a utilizacdo de solugdes alcalinas

durante o preparo de amostras além de possibilitar uma maior estabilidade para
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bromo e iodo, também minimiza possiveis efeitos de memdria. Ainda, esta
mesma solucéo utilizada para o preparo das amostras, pode ser utilizada para a
lavagem do sistema de introducdo da amostra, contribuindo para a reducédo
desse efeito (NOBREGA et al., 2006; MESKO et al., 2010).

Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado
A técnica de ICP-MS tem como principal vantagem a possibilidade de
realizar uma analise multielementar com elevada sensibilidade. A técnica se
baseia na geracdo de ions positivamente carregados (M*) em um plasma de
argbnio. Geralmente, as amostras séo introduzidas através de um nebulizador,
na forma de uma solucédo, ao longo da passagem da amostra pelas diferentes
zonas de aquecimento do plasma, esta € seca, vaporizada, € 0S seus
constituintes sdo atomizados, excitados e ionizados. Nesse processo,
geralmente, sdo geradas espécies carregadas positivamente, as quais sao
direcionadas por um sistema de lentes para o analisador de massa, onde séo
separadas de acordo com a sua razdo massa-carga (m/z), no analisador de
massas, e finalmente conduzidos até o detector, na qual a corrente elétrica

medida é convertida em contagens por segundo (MONTASER, 1998).

Para a determinacédo de bromo e iodo, apesar da técnica apresentar uma
série de vantagens, uma atencao especial deve ser dada devido a possibilidade
de algumas interferéncias espectrais e nao-espectrais (BU; WANG; HALL,
2003). Para a determinacdo de bromo por ICP-MS, por exemplo, alguns
cuidados devem ser tomados devido a possibilidade da formacédo de espécies
poliatbmicas no plasma que podem interferir na determinacdo do analito. Dentre
essas, pode-se citar a interferéncia poliatdmica 38Ar*°AriH referente ao is6topo
“Br, bem como a interferéncia “°ArzH, referente ao isétopo 8'Br. Cabe salientar
gue estas interferéncias podem ser oriundas da interacdo com 0s gases
utilizados durante a etapa de determinacao.

Para a determinacéo do iodo, ndo existem problemas relacionados com
interferéncias poliatbmicas para o isétopo %I, entretanto, especial atengdo deve
ser dada ao efeito de memoria, proveniente da formacao de espécies volateis
desse elemento na camara de nebulizacdo e no nebulizador (MONTASER,

1998). Ainda, algumas interferéncias podem estar atribuidas a presenca de



31

carbono e sais em solucgédo, tendo que vista que pode haver o acumulo de sais
na interface do equipamento, interferindo na ionizagdo e no transporte de
elementos para o espectrometro de massas (MONTASER, 1998). Assim, tendo
em vista que os efeitos da matriz e os reagentes utilizados durante esta etapa
podem ocasionar em resultados inexatos, uma especial atencao deve ser dada

a etapa de preparo de amostra.
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo descritos 0s reagentes, equipamentos e amostras
utilizados durante o desenvolvimento deste trabalho, bem como, os
procedimentos realizados para a coleta e o preparo de amostras para a posterior
determinacdo de bromo e iodo.

Os métodos de preparo de amostras avaliados foram a combustdo
iniciada por micro-ondas (MIC) e a dissolucao assistida por radiagdo micro-ondas
para o preparo das amostras, para a subsequente determinagao de bromo e iodo
por ICP-MS. Além disso, também foi avaliada a centrifugacdo da saliva
previamente a analise. No procedimento de preparo de amostra por MIC, foram
avaliados distintos volumes de saliva, massas de auxiliar de combustdo e
solucbes absorvedoras em diferentes concentracdes. Para a dissolugéo
assistida por radiacdo micro-ondas, também foram avaliadas distintas solucbes
dissolutoras em diferentes concentracdes e tempos variados de irradiagdo com
micro-ondas.

Cabe ressaltar que a determinacdo de bromo e iodo por ICP-MS foi
realizada no Laboratério de Analises Quimicas, Industriais e Ambientais da
Universidade Federal de Santa Maria, com o apoio do grupo coordenado pelo
Prof. Dr. Erico M. M. Flores, visto que este equipamento n&o é disponibilizado
pela UFPel.
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Instrumentacao

Para o preparo das amostras foi utilizado um forno com aguecimento por
radiagdo micro-ondas modelo Multiwave 3000® (Anton Paar, Austria), com
capacidade de preparar até 8 amostras por procedimento. O equipamento possuli
sensores de pressao e temperatura na sua cavidade para 0 acompanhamento
destes parametros durante o programa de aquecimento. Quando realizada a
dissolucdo assistida por radiagdo micro-ondas foram utilizados frascos de
politetrafluoretileno modificado quimicamente (PTFE-TFM), com volume interno
de 100 mL e condi¢cdes maximas de poténcia, temperatura e pressdo de 1400
W, 260 °C e 60 bar, respectivamente; enquanto que para a MIC, foram utilizados
frascos de quartzo, com volume interno de 80 mL e condi¢gBes méaximas de 1400
W de poténcia, 280 °C de temperatura e 80 bar de pressao. Para o procedimento
de MIC, ainda foram utilizados suportes de quartzo para a introdu¢géo da amostra
no sistema de combustdo. Na Figura 5 sdo apresentados o A) forno de micro-
ondas, B) o rotor, bem como os frascos que podem ser utilizados por este
sistema, C) de quartzo e D) de PTFE-TFM e o E) suporte de quartzo utilizado no

procedimento de MIC.

Figura 5. (A) Forno de micro-ondas (Multiwave 3000%), (B) rotor equipado com
oito frascos para o preparo das amostras, (C) frasco de quartzo
utilizado na MIC, (D) frasco de PTFE-TFM utilizado no método de

dissolucéo e (E) suporte de quartzo utilizado no procedimento de MIC.

Todas as amostras foram pesadas em uma balanca analitica modelo
AY220 (Marte, Brasil) com resolucdo méaxima de 0,0001 g e carga maxima de

220 g. O pH das solucdes foi medido através de um medidor de pH modelo mPA-
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210 (Tecnopon, Brasil). Quando realizada a centrifugacéo da saliva, foi utilizada
uma centrifuga modelo 80-2B (Daiki, Brasil). Um banho de ultrassom modelo
USC-2800 A (UNIQUE, Brasil), com frequéncia de 40 kHz, foi empregado para
a descontaminacao dos papéis filtros e invélucros para as amostras, utilizados
na MIC, bem como da celulose microcristalina, utilizada como auxiliar de
combustdo neste mesmo procedimento. Em todos os procedimentos foi
empregada agua ultrapura (resistividade até 18 MQ cm) obtida através de um
sistema de purificacdo modelo MegaUp (MegaPurity, Coréia do Sul). Uma capela
de fluxo laminar, classe 100, modelo CFLH — 09 (Veco, Brasil) foi utilizada para
a secagem e manuseio de vidrarias e materiais diversos utilizados durante os
procedimentos.

A determinagéo de bromo (m/z = 79) e iodo (m/z = 127), foi realizada por
ICP-MS utilizando um espectrometro modelo NexION 300X (Perkin-Elmer,
Canada) equipado com um nebulizador concéntrico (Meinhard Associates,
Estados Unidos), uma camara de nebulizacdo do tipo ciclonica (Glass
Expansion, Inc., Estados Unidos) e uma tocha de quartzo (Glass Expansion,
Inc.), com tubo injetor de quartzo (2 mm d.i.). Os parametros instrumentais
utilizados para as determinacfes, como voltagem da lente ibnica e alinhamento
da tocha foram otimizados conforme recomendado pelo fabricante.

A determinacdo de carbono nas solucdes absorvedoras, dissolutoras,
bem como nos centrifugados, foi realizada por espectrometria de emissao Optica
com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) modelo Spectro Ciros CCD
(Spectro Analytical Instruments, Alemanha). O equipamento foi utilizado na
configuracéo axial e com sistema 6tico selado, sendo equipado com camara de

nebulizacdo de duplo passo e nebulizador do tipo cross-flow.

Reagentes
Como solucdo absorvedora ou dissolutora foram avaliadas diferentes
concentracfes de hidroxido de amdnio preparadas a partir de uma solucéo de
NH4OH (27% de NHs em H20, Synth, Brasil). Adicionalmente, no método de
dissolucéo assistido por radiacdo micro-ondas, foi avaliado o uso do hidréxido
de tetrametilamoénio (HTMA) na concentracdo de 110 mmol L preparada a partir

de uma solucdo de HTMA (25% em agua, Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Uma
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solucéo de nitrato de aménio 6 mol L™, foi utilizada para dar inicio ao processo
de combustéo e esta solucao foi preparada a partir do sal de NH4aNOsp.a. (Merck,
Alemanha). Todos os materiais utilizados neste trabalho foram descontaminados
com &cido nitrico 10% (Synth) e 4gua ultrapura.

Como auxiliar de combustéo na MIC, foi utilizada celulose microcristalina
de grau farmacéutico com o intuito de auxiliar na decomposi¢édo da amostra. A
agua de elevada pureza usada neste estudo foi destilada, deionizada em coluna
de troca ibnica e purificada em um sistema de purificacdo conforme descrito no
item 3.1. Oxigénio (White Martins, Brasil) com pureza de 99,999% foi utilizado
para a pressurizacdo dos frascos de decomposi¢cao por MIC. Argbnio (White
Martins, Brasil) com pureza de 99,998% foi utilizado para as determinagdes de
bromo e iodo por ICP-MS e carbono por ICP OES.

A curva de calibracdo para as determinagdes de bromo e iodo por ICP-
MS foi preparada a partir da dissolugédo dos sais de Kl (Merck) e KBr (Merck).
Por outro lado, a curva de calibracédo para a determinacédo de carbono por ICP
OES foi preparada a partir da dissolucao de acido citrico (Merck) em HNO3s a 5%
v vt (Merck). Além disso, uma solucéo de itrio (1 mg L, SPEX Certprep, EUA)

foi usada como padréo interno para determinacdo de carbono.

Materiais Diversos

Os filmes de polietileno, bem como, os papéis filtro utilizados no método
de MIC foram descontaminados pela imersédo em HNOs 10% em banho
ultrassoénico por 10 minutos, lavados com alcool bidestilado, seguido da lavagem
com agua ultrapura e, posteriormente, secos em capela de fluxo laminar. A
celulose microcristalina utilizada como auxiliar de combustao, foi previamente
descontaminada pela imerséo em HNO3s 10%, sonicada durante 20 minutos e
filtrada. Posteriormente, a celulose microcristalina foi imergida em &lcool
bidestilado, sonicada por mais 20 minutos, filtrada a vacuo e seca a 60°C em
estufa até a secagem completa.

Os frascos de PTFE-TFM e de quartzo, bem como os suportes de quartzo,
utiizados na MIC, foram descontaminados com HNOs concentrado sob
aquecimento em forno micro-ondas conforme o seguinte programa de

aquecimento: i) 1400 W por 10 min e ii) 0 W por 20 min (etapa de resfriamento).
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Posteriormente, o mesmo procedimento foi realizado utilizando agua ultrapura,
previamente a combustdo ou dissolu¢do da amostra, para eliminar os residuos

de acido.

Amostra

Para os estudos iniciais e avaliacdo do método mais adequado para o
preparo da amostra, foram utilizadas salivas doadas por 4 voluntarios. Assim,
cerca de 20 mL de saliva foram coletadas em frascos de polipropileno pelos
préprios voluntarios. Os voluntarios estavam em jejum por no minimo 8h e
realizaram 3 enxagues da cavidade bucal com agua ultrapura. Posteriormente,
as amostras de saliva dos voluntarios foram misturadas e homogeneizadas com
0 intuito de obter um maior volume de amostra (totalizando 74 mL) para a
avaliacdo dos métodos de preparo de amostra. As amostras foram mantidas em
um congelador a -4 °C até que fossem realizadas todas as avaliagdes.

Apés avaliados os parametros dos métodos de preparo de amostras
desenvolvidos, esses foram aplicados para amostras de 2 individuos que
apresentavam disfun¢des na glandula tireoide, bem como de 3 individuos que
declararam néo apresentar disfuncdo na glandula tireoide, todos do sexo
feminino. As amostras foram identificadas (do numero 1 ao 5) e armazenadas
em congelador na mesma temperatura citada anteriormente. As amostras
avaliadas de individuos que apresentam disfuncéo na tireoide sao oriundas de
voluntarios com disfuncéo no estado hipotireoideo e do sexo feminino, tendo em
vista a maior incidéncia desta disfuncdo em mulheres. Os individuos que
apresentam a disfuncdo na tireoide realizam o tratamento com levotiroxina
sbédica em diferentes concentracdes. Ainda, cabe destacar que a idade dos
individuos avaliados em ambos 0s grupos, variou de 21 a 30 anos de idade.
Estas informac¢des foram obtidas através do preenchimento de um formulario, o
gual contou com o consentimento do doador para a coleta da amostra, bem como
com a disponibilizacdo de dados como a idade, sexo, se apresenta disfuncao na
glandula tireoide, e quais os medicamentos utilizados.

Cabe salientar que todos os parametros realizados, tanto para a coleta,
guanto para os procedimentos realizados com as salivas dos diferentes

individuos, foram previamente aceitos pelo Comité de Etica em Pesquisa da
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Universidade Federal de Pelotas, sob o niumero de parecer 2.292.445, em
ANEXO.

Métodos de preparo de amostras avaliados para saliva
Como métodos de preparo de amostras de saliva, a MIC, a dissolucdo
assistida por radiacdo micro-ondas e a centrifugacdo foram avaliadas visando a
posterior determinacé&o de bromo e iodo por ICP-MS. A seguir, seguem 0s itens

relacionados aos procedimentos utilizados.

Combustéo iniciada por micro-ondas

Em um primeiro momento, a introdugdo das amostras de saliva no sistema
de combustao foi avaliada. Desta forma, as amostras de saliva foram misturadas
com celulose microcristalina e envolvidas em filmes de polietileno na forma de
involucros. Para isto, a propor¢cao entre o volume de amostra de saliva (0,05 a
0,5 mL) e a massa de celulose microcristalina (100 — 500 mg), foi avaliada. Apés
a obtencéo dos involucros contendo a amostra e celulose microcristalina, estes
foram dispostos na base do suporte de quartzo, na qual continha um disco de
papel filtro previamente umedecido com 50 pL de NH4NOs 6 mol L. Em um
segundo momento, foram adicionados 6 mL da solucdo absorvedora no interior
do frasco de quartzo e o suporte contendo a amostra foi inserido no frasco,

conforme apresentado na Figura 6.
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Figura 6. (A) Frasco de quartzo contendo a solucéo absorvedora e suporte de
quartzo e (B) suporte de quartzo contendo a amostra na forma de
invélucro e o papel filtro umedecido com 50 pL de NHsNO:s.

Posteriormente, os frascos foram fechados, fixados ao rotor,
pressurizados com 20 bar de Oz, conforme apresentado na Figura 7. Para a
pressurizacao dos frascos, uma ponteira de PTFE foi posicionada no orificio da

tampa dos frascos de combustéo utilizado para a entrada e liberacdo dos gases.

Figura 7. Fracos de quartzo fechados, fixados no rotor e sendo pressurizados

com oxigénio.
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Por fim, colocou-se a capa de protecéo no rotor e o sistema foi submetido

ao programa de irradiacdo, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Programa de irradiagcéao utilizado no processo de combustéo iniciada

por micro-ondas.

Etapa Poténcia (W) Tempo de permanéncia
1 1400 50 s

2 1400 5 min

3* 0 20 min

Taxa de aumento de pressao: 0,8 bar s, temperatura maxima: 280 °C e pressdo maxima: 80
bar; *Etapa de resfriamento.

Apés a combustdo das amostras, as solucbes resultantes foram
avolumadas a 20 mL com &gua ultrapura e armazenadas para a posterior
determinacao. Outro parametro avaliado na MIC foi a solu¢ao absorvedora, para
isto, foram realizados ensaios de recuperacdo nas solucdes avaliadas (agua
ultrapura e NH4OH nas concentracdes de 50 e 100 mmol L?). Foram realizados
ensaios de recuperacao adicionando 50% da concentracdo de bromo e iodo
determinadas previamente na amostra utilizada para as otimizacoes.

E importante destacar que parametros como massa de papel filtro
utilizada como auxiliar para o iniciador de combustao, a concentracao e o volume
de NH4NOs, bem como a presséo de O2 utilizada no desenvolvimento do método
foram baseados em trabalhos anteriores (FLORES et al., 2004; MESKO, 2008).

Dissolucéo assistida por radiacdo micro-ondas
No procedimento de dissolugéo assistida por radiacdo micro-ondas, foram
transferidos de 0,5 a 2 mL (correspondente a 50 a 2000 mg) de amostra para
frascos de PTFE-TFM, onde posteriormente foram adicionados 6 mL de solucéo
(Agua ultrapura, NH4sOH nas concentracdes de 25, 50 ou 100 mmol Lt ou HTMA
110 mmol L1). Apds a adicdo da amostra e da solucéo dissolutora, os frascos
foram fechados, fixados ao rotor e submetidos ao programa de irradiacdo com

micro-ondas, apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2. Programa de irradiacao utilizado na dissolugéo assistida por radiagéo

micro-ondas em sistema fechado.

Etapa Poténcia (W) Rampa (min) Tempo de permanéncia (min)

1 1000 Soul0 -
2 1000 - 3, 5,10, 20 ou 50
3* 0 - 20

Taxa de aumento de pressédo: 0,5 bar s, temperatura maxima: 240 °C e pressdo maxima: 60
bar; *Etapa de resfriamento.

Cabe salientar que foram avaliados diferentes tempos de rampa (5 ou
10 min) e tempos de permanéncia (3, 5, 10, 20 ou 50 min) no programa de
irradiacdo. As solucdes e o programa de aquecimento foram selecionados com
base em estudos publicados na literatura (KNAPP et al., 1998; COSTA et al.,
2015). Quando utilizado a dissolucdo com HTMA, houve a limitacdo da
temperatura maxima de extracao para 90 °C, para evitar riscos de degradacao
do reagente (KNAPP et al., 1998).

As solucdes obtidas apds o término do programa de irradiagcdo foram
transferidas para frascos de polipropileno e aferidas a 20 mL com agua ultrapura.
As determinacfes dos analitos foram realizados por ICP-MS. Foram realizados
ensaio de recuperacdo adicionando 50% da concentracdo de bromo e iodo

determinadas previamente na amostra utilizada para as otimizacoes.

Centrifugacao
Para o processo de centrifugacdo da saliva, cerca de 5 mL da amostra
foram transferidos para frascos de polietileno na qual foram centrifugados a 3500
rpm durante 10 min. ApGs este procedimento, foi coletado 1 mL do sobrenadante
para a analise por ICP-MS. Este procedimento foi baseado no trabalho de Wang
et al. (2008).

Determinacao de bromo e iodo por ICP-MS
As solucdes obtidas apos os diferentes métodos de preparo de amostras

foram analisadas por ICP-MS para a determinagcdo de bromo e iodo. Para a
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apresentadas na Tabela 3.
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ICP-MS foram utilizadas algumas condi¢cbes operacionais,

Tabela 3. Parametros operacionais para a determinacdo de bromo e iodo por

ICP-MS.
Parametros ICP-MS
Poténcia do gerador de radiofrequéncia (W) 1300
Vazao principal de argénio (L mint) 18,0
Vazao auxiliar de argénio (L min-t) 1,2
Vazao de argbnio do nebulizador (L min-t) 0,95
Céamara de nebulizacéo Ciclbnica

Nebulizador

Cones de amostragem (sampler and skimmer)

Lente ibnica

Tempo de permanéncia no detector (ms)

Is6topos (m/z)

Conceéntrico
Pt
Autolens on

50
798y, 127]

Com relacdo a calibracdo do equipamento, cabe salientar que esta foi

realizada por meio de solucbes preparadas a partir de solucdes estoque de

bromo e iodo. As curvas utilizadas para a calibracdo foram preparadas na faixa

de concentracdo de 0,1 a 1,0 pug L para iodo e 1,0 a 10,0 ug L para bromo.

Estas solucbes de calibracdo do equipamento foram preparadas no meio de

NH4OH 10 mmol L*, conforme solucdes utilizadas durante o preparo de

amostras.
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Determinacao de carbono por ICP OES

A determinacdo de carbono foi realizada por ICP OES, com o intuito de
avaliar a eficiéncia da combustdo, dissolucdo e do procedimento de
centrifugagcéo, bem como para avaliar a compatibilidade das solugbes para
posterior analise por ICP-MS. Previamente a determinagdo de carbono, as
solugdes foram purgadas com argonio durante 2 minutos para expulsar o CO:2
dissolvido, a fim de que o mesmo néo interferisse na analise (NOVO et al., 2018).
Na Tabela 4, sdo apresentadas as condi¢cdes operacionais utilizadas no ICP
OES.

Tabela 4. Parametros operacionais para a determinacdo de carbono por ICP

OES.
Parametros ICP OES

Poténcia (W) 1400
Vazao principal de argdnio (L mint) 14,0
Vazao auxiliar de argonio (L min-t) 1,0
Vazao de argbnio no nebulizador (L mint) 1,0
Camara de nebulizacéo Duplo passo
Nebulizador Cross-flow
Vista de observacao Axial

Para a calibracdo do equipamento, foram utilizadas solu¢cdes padréo
preparadas a partir de solucbes estoque de carbono. A curva utilizada para a
calibracéo foi preparada na faixa de concentragdo de 25 a 250 mg L*. A linha de

emissao monitorada foi 193,091 nm.

Limites de deteccao
Os LDs dos diferentes métodos de preparo de amostra também foram
parametros avaliados. Estes foram calculados através de uma equacao indicada
pelo Inmetro, que utiliza o branco da amostra para a obtencdo do LD. O calculo
utilizado esta apresentado na Equacado 1, onde x € a média das medidas do

branco da amostra; t € um fator numeérico oriundo da distribuicdo de Student, que
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depende do nivel de confianca exigido e do nUmero de graus de liberdade (n-1).
O s é o desvio padrdo das medidas do branco da amostra (INMETRO, 2010).

LD = X + t(r-1,1-0).S (EQuacéo 1)

ApoGs a obtencdo dos LDs através da Equacao 1, onde utilizou-se um t
igual a 3, fez-se a converséo considerando os fatores de dilui¢cdo, se necessario,
as aferi¢cOes realizadas, bem como os volumes de amostra utilizados em cada

método.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos para
as andlises descritas no capitulo 3 (Materiais e Métodos), os quais possibilitaram
o desenvolvimento e avaliagdo de diferentes procedimentos de preparo de
amostras de saliva para a subsequente determinacdo de bromo e iodo por ICP-
MS. A discussdo dos resultados foi subdivida conforme os diferentes
procedimentos avaliados. Assim, seréo apresentados e discutidos os resultados
obtidos ap6s o preparo das amostras por MIC, dissolucdo assistida por radiacédo

micro-ondas e centrifugacao.
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Métodos de preparo de amostras

Preparo da amostra por combustao iniciada por micro-ondas

Em um primeiro momento, foi avaliada a forma de introdugéo da amostra
no sistema de combustéo, tendo em vista que a maior parte dos trabalhos por
MIC utiliza a amostra na forma sélida, e que a saliva € um fluido biol6gico viscoso
e 0 seu elevado teor de umidade poder prejudicar o processo de combustao.
Assim, conforme descrito na literatura, auxiliares de combustdo vém sendo
misturados na amostra com o intuito de fornecer mais energia para a combustéo
completa da amostra. Um exemplo de auxiliar de combustdo é a celulose
microcristalina, que tem sido o reagente mais utilizado como auxiliar de
combustdo por ser de facil aquisicdo, manipulacdo e descontaminacao,
resultando em baixos valores de brancos analiticos (COSTA et al., 2015). Neste
sentido, as decomposic¢des por MIC foram realizadas envolvendo esta mistura
de amostra de saliva com a celulose microcristalina em filmes de polietileno,
conforme descrito no item 3.5.1 (Materiais e Métodos).

Para o desenvolvimento do método, foi realizada a otimizacao de alguns
parametros como o volume de amostra, bem como a massa de auxiliar de
combustao. Isto foi realizado com o objetivo de evitar um aumento excessivo de
pressao durante a combustdo, que pudesse danificar o sistema, bem como de
obter menores LDs. Também foi avaliada a solu¢cdo absorvedora mais adequada
para a absorcéo dos analitos, visando a posterior determinacéo de bromo e iodo
por ICP-MS. Nos itens 4.1.1.1 e 4.1.1.2 sado apresentados os resultados
referentes a otimizacdo do volume de amostra e da solucdo absorvedora,

respectivamente.

Otimizacédo do volume de amostra
Tendo em vista que maiores quantidades de amostra resultam em
menores LDs, o volume de saliva a ser decomposto por MIC foi um parametro
avaliado. Como discutido anteriormente, a amostra apresenta um alto teor de
agua em sua composicédo, assim, para ser realizada a decomposicao por MIC,
necessita-se da utilizagdo de um auxiliar de combustdo. Desta forma, também
foi realizada a otimizagdo da massa da celulose microcristalina utilizada no

processo de combustéo.
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O menor volume de amostra avaliado foi 0,05 mL e a menor massa de
celulose microcristalina avaliada foi de 100 mg. O volume de amostra foi
aumentado em incrementos de 0,05 mL e a massa do auxiliar de combustao foi
aumentada em 100 mg. Cabe destacar que durante este estudo, houve o
acompanhamento do aspecto da solucdo absorvedora ap6s a combustdo, bem
como da pressdo atingida ap6s o processo de combustdo com as diferentes
proporcdes de volume de amostra e massa de auxiliar de combustao avaliada.
Na Tabela 5 s&o apresentados os resultados referentes a otimizag&o do volume

de amostra e de celulose microcristalina para a decomposic¢éo por MIC.

Tabela 5. Volume de saliva e massa de celulose microcristalina utilizadas para

a decomposicéo por MIC.

Massa de auxiliar

Volume de amostra (mL) Aspecto da solucéo
de combustéo (mg)
0,05 100 Limpido
0,05 200 Limpido
0,1 200 Limpido
0,2 200 Escuro
0,2 300 Limpido
0,3 300 Escuro
0,3 400 Escuro
0,3 500 Escuro

Como observado na Tabela 5, o volume maximo de amostra possivel de
ser decomposto misturado com o auxiliar de combustéo foi de 0,2 mL de saliva
com 300 mg de celulose microcristalina, obtendo uma solucéo limpida e sem

picos de presséo durante o processo de combustdo. Pode ser observado
também, que volumes maiores de amostra ndo foram possiveis de serem
decompostos, mesmo quando a massa do auxiliar de combustdo foi aumentada.

Com o objetivo de aumentar o volume de amostra a ser decomposto,
0,3 mL de amostra foram misturados com 300, 400 e 500 mg de celulose
microcristalina, além da adicdo de 50 pL de NH4NOs 6 mol L (iniciador de

combustao) no interior do invélucro, para auxiliar a queima durante o processo



47

de combustdo. Entretanto, foi observado que mesmo assim, ndo foi possivel
decompor volumes maiores de amostra. Este fato pode estar associado ao teor
de 4gua presente na amostra. Assim, o volume maximo de saliva possivel de ser
decomposto por MIC foi de 0,2 mL de amostra misturados com 300 mg de

celulose microcristalina.

Tempo de igni¢cao e combustéo
Para a verificagcdo do tempo de ignicdo e combustdo da amostra, foi
realizado um corte frontal na capa de protecdo dos frascos e através desta
abertura, foi possivel visualizar o processo de combustdo. Este estudo foi
realizado com o intuito de observar o tempo de ignicdo, bem como o tempo da
duracédo da combustéo. Para realizar esta visualizacdo, nao foi utilizada a capa
de protecao do rotor, como pode ser observado na Figura 8, e foi realizada uma

modificacao no software do equipamento.

Figura 8. Adaptacédo da capa de protecédo e modo de visualizacdo da combustéao.

Quando avaliado o método de combustdo da amostra, o tempo de igni¢éo
foi de 6 £ 1 s. O mesmo tempo de ignicdo ja foi observado por outros autores
para diferentes amostras (MESKO et al., 2010), o que indica que independente
da amostra e da celulose microcristalina avaliada, o tempo de ignicdo da amostra
se da pela interacdo da radiacdo micro-ondas com a solugcdo de NHsNOs,
responsavel pela oxidacdo do papel filtro. Entretanto, quanto ao tempo de

combustdo da amostra, foi possivel observar que a duragdo da combustdo é
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proporcional a massa de celulose microcristalina utilizada como auxiliar de
combustdo, podendo variar conforme a amostra avaliada. Neste sentido, o
tempo de combustdo da saliva utilizando as condi¢gbes otimizadas (0,2 mL de
amostra e 300 mg de auxiliar de combustéo) foi de 21 + 3 s.

O programa de irradiagdo micro-ondas utilizado na combustdo das
amostras de saliva, descrito na Tabela 1 (item 3.5.1, Materiais e Métodos) foi
selecionado, conforme proposto em trabalhos realizados anteriormente
(HATWIG et al., 2014; COSTA et al.,, 2015). Cabe destacar que a presséo
maxima atingida pelo sistema durante a otimizacdo foi 31 bar, cerca de 40% da

pressdo maxima recomendada pelo fabricante (80 bar).

Otimizacédo da solucéo absorvedora para a determinacéo de bromoe
iodo apo6s a MIC

Para que fosse selecionada a solucdo mais adequada para a absorgéo de
bromo e iodo apdés a decomposicdo das amostras de saliva por MIC, foram
estudadas solugées de agua ultrapura e NHsOH 50 e 100 mmol L%, sendo estas
tltimas, avaliadas conforme destacado em outros trabalhos na literatura
(HARTWIG et al., 2014; COSTA et al., 2015; SILVA et al., 2017; RONDAN et al.,
2018). Assim, apos conhecidas as concentracfes de bromo e iodo apds a
combustdo das amostras com ambas as solucdes, ensaios de recuperacao
foram realizados com o intuito de avaliar a solu¢éo absorvedora mais adequada,
sendo adicionado na amostra previamente a decomposicdo, 50% das
concentracfes conhecidas a partir de uma solucdo padrdo. Na Figura 9 séo
apresentadas as recuperacoes obtidas para bromo e iodo na amostra de saliva
apo6s a decomposicao por MIC, utilizando agua ultrapura, NH4OH 50 e 100 mmol

Lt como solucéo absorvedora e subsequente determinacédo por ICP-MS.
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Figura 9. Recuperagdes para B bromo e O iodo em amostras de saliva,
decompostas por MIC e determinadas por ICP-MS, apos a adicao

de solucao padrao com 50% da concentracao inicial.
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Como pode ser observado na Figura 9, as recuperacgdes foram
guantitativas para bromo, entre 94 e 97%, para todas as solu¢cbes avaliadas, e
os desvios padrao relativos (RSDs) foram entre 3% e 6%. Entretanto, foi possivel
observar que para o iodo, quando utilizado agua como solucdo absorvedora, nédo
obtiveram-se recuperac¢des quantitativas, sendo esta em torno de 76%. Quando
utilizada as solucbes de NHsOH 50 e 100 mmol L%, foi possivel obter
recuperacdes satisfatérias para este elemento, em torno de 97%. Este fato pode
estar associado ao pH da solucdo absorvedora apds o processo de combustéo
da amostra, tendo em vista que este fator influencia na estabilidade dos
elementos no meio, principalmente quando refere-se ao iodo. Assim, o pH das
solucdes foi determinado para avaliar este comportamento, observando-se que
o pH quando utilizada dgua como solucdo absorvedora foi em torno de 3, e
quando utilizado NH4OH 50 ou 100 mmol L* foi em torno de 7. O carbono
dissolvido apds a MIC foi sempre inferior a5 mg L. Assim, a solucéo de NH4OH
50 mmol L*foi selecionada como solucédo absorvedora, visto que é a solucédo
mais diluida que possibilitou a recuperacao quantitativa de ambos os elementos.

Apds a combustdo da amostra, foi possivel obter concentragbes de 2,94 £+ 0,12
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pug mL? para bromo e de 0,178 + 0,008 ug mL* para iodo e RSDs sempre

inferiores a 3%.

Brancos analiticos e limites de deteccéao

Conforme discutido anteriormente, a celulose microcristalina foi utilizada
como auxiliar de combustdo na MIC e isto poderia influenciar nos LDs, tendo em
vista que a utilizacéo deste auxiliar poderia elevar os brancos. Entretanto, com a
realizacdo de uma etapa de descontaminacdo da celulose microcristalina, foi
possivel obter baixos valores de branco, os quais foram cerca de 1 ug L para
bromo e 0,3 ug L para iodo. Cabe salientar, que os baixos valores de branco,
também podem estar atribuidos ao uso de frascos de quartzo utilizados para a
decomposicdo das amostras, bem como ao uso de solugdes diluidas para a
absorcao dos analitos. Assim, apos a determinacdo dos analitos por ICP-MS,
foram obtidos baixos valores de LDs, como pode ser observado na Tabela 6.

Tabela 6. Limites de detec¢cdo de bromo e iodo, obtidos por ICP-MS apoés MIC,
utilizando 0,2 mL de amostra, 300 mg de celulose microcristalina e

NH4OH 50 mmol L* como solucéo absorvedora.

Elemento Limite de deteccéo (ug mL™)
Br 0,08
I 0,03

Assim, é possivel observar que os baixos LDs podem estar associados ao
uso de um sistema fechado durante a etapa de preparo de amostras, ao uso de
solucdes diluidas e aos baixos valores de branco. Cabe salientar que as
concentragcfes obtidas para ambos os analitos apds a decomposicdo por MIC
foram utilizadas como valores de referéncia para as demais avaliacbes por
dissolucéo assistida por radiacdo micro-ondas e centrifugacao. Isso foi realizado
tendo em vista que a MIC é considerada o estado da arte para o preparo de
amostras organicas visando a determinacdo de bromo e iodo por diferentes
técnicas de determinacdo (FLORES et al., 2004).
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Preparo da amostra por dissolugédo assistida por radiagdo micro-

ondas

A dissolucao assistida por radiacdo micro-ondas utilizando solugdes
alcalinas, também foi um método de preparo de amostras avaliado visando a
determinacao de bromo e iodo em saliva por ICP-MS. Este método foi avaliado,
tendo em vista que € um dos métodos mais simples e rapido de preparo de
amostras quando se trata da determinacdo de halogénios em amostras
biolégicas (MESKO et al.,, 2016). O método de dissolucdo torna-se uma
alternativa interessante para o preparo de amostras de saliva principalmente
guando associado a radiagdo micro-ondas e a um sistema fechado de preparo
de amostras, pois fornece uma maior frequéncia de analise, minimiza possiveis
perdas por volatilizagdo e contaminagéo, reduzindo os valores de branco e
potencializa a eficiéncia do processo pelas elevadas temperaturas e pressdes
atingidas pela solucdo no sistema.

Para o desenvolvimento do método, foram otimizados alguns parametros,
tais como a solucédo dissolutora mais adequada, o volume de amostra e o
programa de aquecimento por radiacdo micro-ondas, visando a posterior
determinacdo de bromo e iodo por ICP-MS. No item 4.1.2.1 sao apresentados
os resultados referentes a escolha da solucéo dissolutora, bem como do volume

de amostra utilizado.

Avaliacdo da solucéo dissolutora e otimizacdo do volume de
amostra
Em um primeiro momento, as amostras de saliva foram submetidas ao
procedimento de dissolucdo assistida por radiacdo micro-ondas utilizando agua
ultrapura, HTMA 110 mmol L* ou NH4OH em diferentes concentracdes (25, 50
ou 100 mmol L), de acordo com estudos anteriores (HARTWIG et al., 2014;
COSTA et al, 2015). O método de dissolucdo foi realizado conforme o
procedimento descrito no item 3.5.2 (Materiais e Métodos).
Para selecionar a solucdo mais adequada para o preparo de amostra de
saliva por dissolucdo assistida por radiacdo micro-ondas, foi realizada a
determinacao de bromo e iodo por ICP-MS. O volume de amostra utilizado nesta

primeira avaliacao foi 0,5 mL, e o programa de aquecimento consistiu em: i)
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rampa de 10 min até 1000 W, ii) 2000 W por 50 min e iii) 0 W por 20 min (etapa
de resfriamento). Apds avaliadas as diferentes solugbes dissolutoras, o0s
resultados obtidos pelo procedimento de dissolugao foram comparados com o0s
resultados obtidos apds o preparo da amostra por MIC. Isto foi realizado, tendo
em vista que a MIC é um método destrutivo e que foi comprovada a exatiddo do
método através dos ensaios de recuperacao. Na Tabela 7 sdo apresentadas as
concentracbes de bromo e iodo determinadas por ICP-MS apds o preparo da
amostra por dissolucdo assistida por radiacdo micro-ondas, utilizando as
diferentes solu¢Oes dissolutoras avaliadas.

Tabela 7. Concentracdo de bromo e iodo apdés o preparo de amostra por
dissolucéo assistida por radiagdo micro-ondas, utilizando diferentes
solucdes dissolutoras, e posterior determinacao por ICP-MS (média

+ sd, ug mL1, n=3).

Solucéo Br I

Agua ultrapura 2,90+0,34 0,170 + 0,025
HTMA 110 mmol L* 3,24 +0,14 0,188 + 0,010
NH4OH 25 mmol L* 3,19+£0,18 0,185 + 0,008
NH4OH 50 mmol L* 3,19+£0,12 0,187 £ 0,008
NH4OH 100 mmol L* 3,04+£0,14 0,178 £ 0,011
MIC* 2,94 +0,12 0,178 +£ 0,008

*Valores de referéncia

Como pode ser observado na Tabela 7, durante a avaliacdo das solu¢cées
utilizadas para o preparo de amostra por dissolucao assistida por radiacdo micro-
ondas, as concentracfes de bromo e iodo ndo apresentaram diferencas
significativas quando utilizadas diferentes solu¢des dissolutoras (ANOVA/teste
Tukey, nivel de confianca 95%). Entretanto, quando utilizado 4gua como solucao
dissolutora, os RSDs foram superiores (12 e 15% para bromo e para iodo,
respectivamente) quando comparado com os RSDs obtidos utilizando solu¢des
alcalinas (iguais ou inferiores a 6% para ambos os analitos). Ainda, quando
comparados os resultados obtidos através da dissolucédo assistida por radiacéo

micro-ondas, com as diferentes solugdes dissolutoras, com os resultados obtidos
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por MIC, foi possivel observar que as concentracdes de bromo e iodo, ndo
apresentaram diferencas significativas (ANOVA/teste Tukey, nivel de confianca
95%). A partir destes resultados, pode-se concluir que o método de dissolucéo,
apresentou exatidao adequada e que n&o ocorreram interferéncias relacionadas
a matriz da amostra, durante a etapa de determinagédo. Cabe destacar, que todas
as solucdes avaliadas durante o processo de dissolucao, foram adequadas para
a determinac&o de bromo e iodo em saliva. Sendo assim, a solugédo de NH4OH
25 mmol L foi selecionada para estudos posteriores, tendo em vista que é a
solucdo mais diluida dentre as solucdes alcalinas avaliadas, contribuindo para
uma menor geracao de residuos, bem como, por apresentar baixos RSDs para
ambos os analitos.

Apoés selecionada a solugcao dissolutora mais adequada para o preparo
das amostras de saliva visando a posterior determinacéo de bromo e iodo por
ICP-MS, foi avaliado o volume maximo de saliva que poderia ser solubilizado
com o objetivo de obter menores LDs. Neste sentido, foram avaliados 1 e 2 mL
com o mesmo programa de aquecimento utilizado na avaliacdo da solucéo
dissolutora. Durante estas avaliacdes, foi principalmente levado em
consideracao o aspecto da solucéo resultante e a concentracédo dos analitos. Foi
possivel observar que com o aumento do volume de amostra, ndo houveram
diferencas significativas entre as concentracdes de ambos os analitos avaliados
(ANOVA/teste Tukey, nivel de confianca de 95%). Vale destacar, que mesmo
com o aumento do volume de amostra para 2 mL, o aspecto da solucdo

resultante manteve-se limpido, como pode ser observado na Figura 10.



54

Figura 10. Aspecto das solugBes obtidas apds a dissolucdo assistida por
radiacdo micro-ondas, de 0,5 a 2 mL de saliva, utilizando NHsOH

25 mmol L* como solucéo dissolutora.

A patrtir deste estudo, o volume de 2 mL de amostra foi selecionado para
estudos posteriores, tendo em vista a obtencdo de menores LDs quando
comparado com os menores volumes de saliva avaliados. Ainda, cabe ressaltar
gue volumes maiores de saliva ndo foram avaliados, pelo fato da dificuldade em
coletar elevados volumes de amostra, por parte dos voluntarios, para a aplicacao

do método.

Avaliacdo do programa de irradiacdo com micro-ondas

Tendo em vista o elevado tempo do programa de radiacdo com micro-
ondas, este parametro foi avaliado com o intuito de diminuir o tempo de preparo,
tornando maior a frequéncia de analise do método. Assim, apds estabelecer a
solucdo dissolutora e o volume de saliva mais adequado para o método de
preparo de amostra por dissolucdo assistida por radiacdo micro-ondas, o
programa de aquecimento foi avaliado. Inicialmente, foi utilizada uma rampa de
10 min até a poténcia de 1000 W para avaliar o comportamento da pressao do
sistema durante a dissolucdo da saliva, levando em consideracdo que quando

utilizado sistemas que suportam elevadas pressdes e temperaturas, pode haver
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um aumento repentino da pressao durante 0s primeiros minutos de aquecimento.
Apéds observar que ndo houveram picos de pressdo durante a dissolugdo das
amostras, esta rampa foi diminuida para 5 min até alcancar a poténcia de 1000
W. Posteriormente, outro parametro otimizado foi o tempo de permanéncia da
radiacdo micro-ondas em 1000 W. No programa utilizado anteriormente, o tempo
de permanéncia era igual a 50 min e desta forma, foram avaliados os tempos de
20, 10, 5 e 3 min. Na Figura 11, sao apresentados 0s aspectos das solucdes

obtidas apés os diferentes programas de aquecimento.

Figura 11. Aspecto das solucfes obtidas apos a dissolucédo de 2 mL de saliva
utilizando NH4OH 25 mmol L* como solucéo dissolutora; rampa de
aquecimento de 5 min até 1000 W e permanéncia da radiacdo micro-
ondas de (A) 3 min,(B) 5 min, (C) 10 min, (D) 20 min e (E) 50 min.

Como pode ser observado na Figura 11 A e B, as solu¢des obtidas quando
utilizados tempos inferiores de permanéncia da radiacdo micro-ondas (3 e 5 min),
apresentaram um aspecto viscoso, bem como, a presenca de espuma nha
solucdo. Entretanto, quando utilizados tempos de permanéncia superiores a 10
min (Figura 11 C - E), foi possivel observar um aspecto limpido. O aspecto da
solucéo pode estar diretamente relacionado com a temperatura maxima atingida

durante o programa de aquecimento, como pode ser observado na Figura 12.
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Figura 12. Temperaturas atingidas durante a dissolugéo de 2 mL de saliva com
NH4OH 25 mmol L1, em diferentes tempos de permanéncia em 1000
W.
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Na Figura 12, pode ser observado que a partir de 10 min de permanéncia
com a radiacdo micro-ondas, temperaturas mais elevadas foram atingidas,
guando comparado com temperaturas menores ou igual a 5 min. Assim, &
possivel inferir que em temperaturas mais elevadas, provavelmente podem ter
ocorrido transformacbes quimicas, bem como a degradacdo de alguns
compostos da matriz da saliva, diminuindo o aspecto viscoso e a presenca de
espuma.

A partir desta avaliacdo, as solucdes resultantes utilizando os tempos de
permanéncia da radiacdo micro-ondas de 10, 20 e 50 min foram analisadas para
avaliar a concentracdo de bromo e iodo. ApOs a analise das dissolucdes, foi
possivel observar que as concentracdes de ambos os analitos ndo apresentaram
diferencas significativas (ANOVA/teste Tukey, nivel de confianca de 95%), e os
RSDs para ambos os analitos foram inferiores a 4%. Assim, o programa de
aguecimento constituido por uma rampa de aquecimento de 5 min até alcancar
0s 1000 W de poténcia, a permanéncia da radiagcdo micro-ondas por 10 min em
1000 W e a etapa de resfriamento em 0 W por 20 min, foi selecionado como o
mais adequado para o preparo de amostra de saliva para posterior determinacgao
de bromo e iodo. Vale mencionar que a solucéo final utilizando os parametros

otimizados apresentou o carbono dissolvido inferior a 300 mg L e, diante disso,
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essas solugdes, assim como as obtidas apés a MIC, apresentaram
compatibilidade com a determinacéo de bromo e iodo por ICP-MS.

ApoGs estabelecer as condicdes mais adequadas, foram realizados
ensaios de recuperacao, adicionando 50% e 75% das concentracdes de bromo
e iodo previamente determinadas por ICP MS, antes da dissolu¢cdo da amostra
usando as condicdes selecionadas. As recuperacdes para ambos os analitos
variaram de 97 a 100%, e os RSDs foram inferiores a 5%, indicando a exatidao

do método de dissolucdo proposto.

Andlise da saliva ap6s centrifugacao

Tendo em vista que a centrifugacdo da amostra de saliva € a forma
comumente utilizada para a posterior determinacdo elementar na amostra, este
procedimento foi realizado, conforme descrito no item 3.5.3 (Materiais e
Métodos). Vale mencionar que o sobrenadante apresentou o carbono dissolvido
de 1000 mg L' e o aspecto viscoso. Assim, para ser introduzido no
espectrometro de massas, foi necessario diluir a amostra 30 vezes, previamente
a determinac&o, com o intuito de obter uma solucao limpida, com baixo teor de
carbono e que fosse compativel com a técnica de determinacéo. Os resultados
obtidos para bromo e iodo em saliva, apés o procedimento de centrifugacéo
foram comparados com a concentracdo dos analitos obtidos apés o preparo de
amostras por MIC e por dissolucdo assistida por radiagdo micro-ondas. Na

Tabela 8 sédo apresentados os resultados para esta avaliacao.

Tabela 8. Concentracdo de bromo e iodo em saliva por ICP-MS, apoés diferentes

métodos de preparo de amostras (média + sd, pg mL?, n=3).

Método Br I
Centrifugacéo 3,03+0,13 0,097 + 0,005

Dissolucao assistida por radiagcdo micro-

3,19+0,18 0,185 + 0,008
ondas

MIC 2,94 +0,12 0,178 + 0,008

Conforme mostrado na Tabela 8, as concentracbes para bromo né&o
apresentaram diferengas significativas quando comparado a centrifugagéo com

os diferentes métodos de preparo de amostra, por MIC e por dissolucdo assistida
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por radiagdo micro-ondas (ANOVA/teste Tukey, nivel de confianca de 95%).
Porém, com relagdo ao iodo, foi possivel observar que a concentracdo deste
elemento foi inferior aquelas obtidas apds o preparo das amostras por MIC e
dissolugcéo assistida por radiacdo micro-ondas. Isto pode estar relacionado a

disponibilizagdo nao quantitativa deste elemento para a solugéo analisada.

Comparacdo entre os diferentes métodos de preparo de amostra
avaliados

Tendo em vista os resultados apresentados, pode-se observar que 0s
métodos de MIC e por dissolucdo assistida por radiacdo micro-ondas foram
adequados para o preparo de amostras de saliva para posterior determinacéo
de bromo e iodo por ICP-MS. Quando refere-se a centrifugacdo da amostra,
apesar de ser um procedimento mais rapido e simples para posterior analise de
saliva, este ndo mostrou-se adequado para a subsequente determinacdo de
iodo. Além disso, um fator limitante para a aplicacdo deste método de
centrifugacéo foi a necessidade de sucessivas diluicbes para a posterior analise
por ICP-MS, o que prejudicou na determinacdo dos analitos tendo em vista a
baixa concentracédo destes na amostra.

Com relacdo a MIC, quando comparada a métodos de dissolucéo, esta
apresenta como vantagem a oxida¢do da matéria organica, a qual pode ser um
interferente durante a etapa de determinacéo. Entretanto, quando utilizada uma
amostra com alto teor de umidade, como é o caso da saliva, faz-se a
necessidade do uso de um auxiliar de combustdo. E, ainda assim, para obter
uma decomposicdo eficiente, o volume de amostra utilizado para ser
decomposto foi limitado. Assim, a MIC e a dissolucdo assistida por radiacéao
micro-ondas mostraram-se adequadas como métodos de preparo de amostra
para a posterior determinacdo de bromo e iodo em saliva por ICP-MS. Cabe
salientar, que apesar da dissolucdo ndo oxidar a matéria organica da amostra,
como € o caso da MIC, este ndo foi um fator que interferiu nas determinacoes,
tendo em vista que 99% da composicdo da saliva € agua e o teor de carbono
dissolvido foi adequado para a determinacao de bromo e iodo por ICP-MS (< 300
mg L) (ALMEIDA et at., 2008; CARPENTER, 2013). Ainda, pode-se salientar

gue a utilizacdo de um sistema fechado e que suporta elevadas pressoes e
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temperaturas pode ter contribuido para a obtencdo de resultados quantitativos
para os elementos avaliados, tendo em vista a minimizacdo de perdas por
volatilizacao e os baixos valores de brancos analiticos.

Com base nos resultados previamente discutidos, amostras de saliva de
5 voluntarios foram preparadas por ambos os métodos de preparo de amostras
desenvolvidos, para a posterior determinacdo de bromo e iodo por ICP-MS. Os

resultados sao apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Comparacéo entre as concentracdes de bromo e iodo apds o preparo
de amostras por MIC e por dissolugéo assistida por radiagdo micro-
ondas em amostras de 5 individuos. Determinagdo por ICP-MS

(média * sd, pg mLt, n = 3).

Dissolucao assistida por

MIC
Voluntério radiacdo micro-ondas
Br I Br I
1* 251+0,15 0,132+0,011 2,60 = 0,07 0,120 +0,003
2* 1,09+£0,09 0,069 £ 0,006 1,20+ 0,04 0,074 £ 0,002
3 3,60+050 0,105+0,014 4,21 +0,19 0,121 + 0,007
4 2,27 0,08 0,202 0,020 2,17 +£0,02 0,180 + 0,004
5 481+0,32 0,272 +0,016 5,14 + 0,22 0,250 £ 0,010

*individuo com disfuncéo na glandula tireoide

Como pode ser observado na Tabela 9, as concentracdes de bromo e iodo
nao apresentaram diferencas significativas entre os métodos de preparo de
amostras desenvolvidos, quando esses foram aplicados para as cinco amostras
avaliadas (ANOVA/teste Tukey, nivel de confianca de 95%). Esses resultados
indicam que ambos os métodos sdo adequados para o preparo de amostra de
saliva. Contudo, € possivel observar que as concentracées de bromo e iodo na
saliva dos individuos avaliados variou em uma ampla faixa, de 1,09 a 5,14 ug
mL-! para bromo e de 0,069 a 0,272 ug mL* para iodo. Isto pode estar associado
a diferentes habitos, alimentacéo e fatores exdgenos.

Deste modo, tendo em vista as vantagens dos métodos e dos resultados

obtidos, foi possivel concluir que a MIC e a dissolugdo assistida por radiacdo
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micro-ondas mostraram-se adequadas para a posterior determinacdo de bromo
e iodo em saliva por ICP-MS. Assim, levando em consideracdo que para o
procedimento de dissolugdo ndo necessita-se de um auxiliar de combustéo e
gue este apresenta facilidade em relacdo a manipulacdo da amostra, este
procedimento torna-se uma alternativa mais simples para o preparo de amostra
de saliva visando a posterior determinacdo de bromo e iodo. Além disso,
interferéncias relacionadas a matriz ndo foram observadas durante a
determinacdo de bromo e iodo por ICP-MS.

Ainda, foram calculados os LDs para os diferentes métodos de preparo de
amostra avaliados. Na Tabela 10, sao apresentados os LDs para cada método

avaliado para o preparo da amostra de saliva.

Tabela 1. Limites de deteccéo para bromo e iodo obtidos por ICP-MS apds os

diferentes métodos de preparo de amostras.

Métodos de preparo de amostra Limite de deteccéo (ug mL™)
Br I
Centrifugacéao 0,007 0,0008
Dissolucao assistida por radiagcdo micro-
0,005 0,001
ondas
MIC 0,08 0,03

Como pode ser observado na Tabela 10, os LDs obtidos para a dissolucao
assistida por radiacdo micro-ondas foram bastante inferiores (0,005 e 0,001 ug
mL-! para bromo e para iodo, respectivamente) com os obtidos por MIC (0,08 ug
mL-* para bromo e 0,03 ug mL*para iodo, respectivamente). Isto ja era esperado,
tendo em vista o volume de amostra utilizado nos diferentes procedimentos, bem
como a influéncia do uso da celulose microcristalina como auxiliar de combustao
na MIC. Na MIC foi utilizado um volume de amostra 10 vezes menor (0,2 mL) ao
utilizado na dissolucéo assistida por radiacdo micro-ondas (2 mL). Com relacéo
ao procedimento de centrifugacao, os LDs foram considerados baixos (0,007 ug
mL1e 0,0008 ug mL*para bromo e para iodo, respectivamente), uma vez que

foi realizada apenas a diluicdo do sobrenadante. Entretanto, n&o foi possivel
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obter resultados quantitativos para iodo, o que torna este procedimento inviavel
para a determinacéo sequencial dos analitos, conforme discutido anteriormente.

Neste sentido, os métodos de preparo de amostras utilizando a MIC e a
dissolugéo assistida por radiagdo micro-ondas, mostraram-se adequados para o
preparo de amostras de saliva, pois possibilitam a obtencdo de uma solugéo
compativel com a técnica de determinacdo e apresentam exatidao e precisao

adequada.
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5 CONCLUSAO

Com base nos estudos realizados, pode-se desenvolver dois métodos de
preparo envolvendo a MIC e a dissolugédo assistida por micro-ondas para a
determinacdo de bromo e iodo em saliva por ICP-MS. Por meio de ambos 0s
métodos, foi possivel a obtencdo de baixos valores de branco, bem como
adequados LDs. Entretanto, os LDs obtidos para MIC foram superiores quando
comparado aos da dissolucdo por radiacdo micro-ondas, tendo em vista o0s
menores volumes de amostras que foram cerca de dez vezes menores
comparados com o procedimento utilizando a dissolugéo assistida por radiagéo
micro-ondas.

Vale mencionar, que ambos os métodos desenvolvidos para o preparo de
amostra de saliva apresentaram caracteristicas importantes para a aplicagcdo em
analises de rotina como, por exemplo, a seguranca ao analista, elevada
frequéncia de analise (8 amostras simultaneamente) e o tempo reduzido de
preparo da amostra. Tendo em vista que se trata de um sistema fechado,
possibilita a obtencdo de baixos valores de branco e adequados LDs para a
determinacdo de bromo e iodo em saliva. Ainda, a possibilidade do uso de
reagentes diluidos possibilita a adequabilidade a determinacéo de bromo e iodo
por ICP-MS, além de contribuir com uma menor geracao de residuos, conforme
preconizado pela quimica verde.

Nesse sentido, cabe destacar que foi observado que existe uma variacéo
entre as concentracfes de bromo e iodo nas salivas avaliadas e que estes
estudos podem ser aplicados para umnumero maior de saliva de individuos
visando a correlacdo dos niveis de de bromo e iodo no organismo, bem como
para verificar se a concentracdo desses elementos sofrem alteracbes pela

disfuncéo da glandula tireoide.
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Numero do Parecer: 2.292.445

Apresentacao do Projeto:

Diante do crescente interesse na determinacdo de elementos essenciais e nao-essenciais em amostras
biolégicas de origem humana, especial atengao tem sido dada ao desenvolvimento de métodos que
possibilitem a obtengao de informagoes confiaveis a respeito da concentracao destes elementos. Nesse
sentido, a pesquisa visa contribuir com o desenvolvimento de métodos com relevancia cientifica, tecnolégica
e inovadora para atender as demandas atuais da sociedade. O tema da presente proposta vem ao encontro
da necessidade de informagdes quanto a presenga de elementos essenciais e nao-essenciais no organismo
humano, podendo levar a informagdes que auxiliem no diagnéstico de diversas doengas, muitas delas com
reconhecido aumento de casos como, por exemplo, o hipo e hipertireoidismo. Além disso, o projeto propoe
uma interface entre a area da quimica e das ciéncias biolégicas. Esse trabalho visa desenvolver métodos de
analises para a determinacao de elementos essenciais e nao-essenciais em amostra biolégicas obtidas por
coletas nao-invasivas. Serao utilizados cabelos, unhas e salivas de voluntarios, dentre estes, alunos de
graduacao e pés-graduagao em quimica da UFPel que serao convidados pessoalmente para participar da
pesquisa. E previsto uma amostragem de no minimo 20 pessoas, sendo que esse nimero de participantes
contempla o nimero de amostras necessarias para o desenvolvimento dos métodos de andlise. Cabe
salientar que o projeto nao tem como foco a
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avaliagdo do estado clinico dos participantes, sendo a participagao destes restrita apenas ao fornecimento
das amostras, as quais serdo necessarias para o desenvolvimento e otimizagdo dos métodos propostos. A
etapa de amostragem sera realizada respeitando-se os aspectos éticos envolvidos, os quais constam nos
termos de consentimento livre e esclarecido e confidencialidade. Ap6s a coleta, as amostras de cabelo,
saliva e unha serdo imediatamente identificadas e mantidas em ambientes apropriados no Laboratério de
Controle de Contaminantes em Biomateriais (LCCBio), nas dependéncias do Centro de Ciéncias Quimicas,
Farmacéuticas e de Alimentos (CCQFA) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Apés a otimizagao do
método, alguns individuos podem ser convidados a doar amostras para estudos de aplicabilidade do
método. Neste caso, pode ser que grupos com mais de 20 individuos seja necessario. Serdo avaliados
métodos de preparo de amostras visando a posterior determinagao elementar, tais como a combustao
iniciada por micro-ondas e métodos de digestao com aquecimento convencional ou assitidos por micro-
ondas, ultrassom e ultravioleta. Em todos os métodos serao avaliados diferentes parametros, tais como a
massa de amostra, solugdes digestora ou absorvedora, programa de incidéncia da radiagao micro-ondas,
dentre outros. Além disso, métodos que se baseiam na dissolugdo e extragao com solvente utilizando
aquecimento convencional, micro-ondas e ultrassom serao avaliados. Parametros como temperatura,
quantidade de amostra e tempo de aquecimento serao otimizados. Ainda, de acordo com a necessidade,
poderao ser avaliados outros métodos de preparo de amostras, os quais serao selecionados no decorrer da
pesquisa. As determinacoes serdo realizadas utilizando diferentes técnicas de determinacao que
apresentam elevada sensibilidade, tais como as espectrométricas, potenciométricas e cromatogréaficas. As
condicdes operacionais para a determinagao utilizando estas técnicas serao selecionadas de acordo com a
recomendacao de cada fabricante e serao adequadas visando melhores resultados (exatidao e precisao)
sempre que necessario. Para a escolha da técnica de determinagéo, serdo considerados parametros como
sensibilidade e possiveis interferéncias, bem como o custo de aquisi¢cdo e manutengao. A exatidao dos
métodos, sera avaliada utilizando materiais de referéncia, quando disponiveis, com ensaios de
adicao/recuperagao dos analitos e/ou por comparacao com outros métodos. A analise dos dados sera feita
apenas com critérios empregados na area de quimica analitica, sendo possivel estabelecer uma validagao
quando cabivel.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Desenvolver métodos de andlise adequados e confiaveis para a determinagao de
elementos essenciais e nao-essenciais para o organismo em amostras biolégicas humanas obtidas através
de coletas nao-invasivas.
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Objetivo Secundario: Avaliar métodos de preparo de amostra utilizando ondas ultrassénicas, radiagao micro-
ondas e ultravioleta visando a posterior determinacdo elementar; Investigar métodos de preparo de
amostras que sejam compativeis a determinacao das concentragoes de elementos essenciais e nao
essenciais para o organismo em amostras biol6gicas ndo-invasivas de origem humana através de diferentes
técnicas de determinagdo com elevada sensibilidade; Fornecer informagdes quanto a concentragdo
elementar em amostras biol6gicas ndo-invasivas de origem humana; Desenvolver pesquisa na interface
entre a quimica e as ciéncias bioldgicas; Estabelecer protocolos de amostragem visando a determinacao
elementar de amostras biolégicas obtidas por coletas nao-invasivas em humanos; Desenvolver métodos de
analise adequados para avaliar a concentracao de elementos quimicos em diferentes populagdes, garantido
que seja possivel realizar a correta interpretacao dos resultados; Desenvolver e aplicar ferramentas para a
determinagao de halogénios, como, por exemplo, o iodo, considerando a importancia em avaliar sua
ingestao, assim como o funcionamento da glandula tireoide; Promover a formagao de recursos humanos em
nivel de pés-graduagao através da orientacao de mestres e doutores na area de desenvolvimento de
métodos analiticos para determinagao elementar em amostras biolégicas junto ao Programa de Pds-
Graduagao em Quimica e do Programa de Pés-Graduacao em Bioquimica e Bioprospecgao da UFPel;
Promover a formagao de recursos humanos em nivel de graduacao através da orientagao de alunos de
iniciacao cientifica; Divulgar os resultados através da submissao de artigos para revistas cientificas
indexadas com reconhecimento internacional e através da submissao de trabalhos para congressos da area.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

- Com relagao aos riscos: “Os voluntarios serao orientados sobre possiveis riscos inerentes ao procedimento
de coleta das amostras. Uma vez que se trata de uma coleta nao invasiva e nao necessita do uso de
seringas ou agulhas, nao ocasiona ao voluntario os riscos de dores, edemas e derramamentos. E valido
mencionar que o Unico risco que podera causar ao voluntario é o constrangimento pelo contato durante a
coleta da amostra, que embora seja minimo, pode levar ao voluntario desistir de participar da pesquisa.”

- Com relagao aos beneficios: “Os métodos propostos neste estudo devem permitir a amostragem de uma
quantidade adequada de cabelo, saliva e unhas, por meio de procedimentos nao-invasivos e sem o uso de
reagentes adicionais. Os métodos propostos apresentardo elevada sensibilidade, exatidao e precisao. O
estudo em questdo tem como principais vantagens frente as amostras
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obtidas por coletas invasivas, a simplicidade de coleta, estocagem, transporte e manuseio. Além disso, é
importante mencionar a praticidade e a possibilidade de fazer amostragens simultaneas, além de reduzir

consideravelmente a geragao de residuos e minimizar riscos de contaminagao. Os métodos de andlise

propostos poderao ser utilizados com confiabilidade em estudos posteriores de diversas areas do
conhecimento com o intuito de avaliar a concentragao dos elementos em pessoas com diferentes patologias,

habitos, expostas a ambientes contaminados, dentre outras".

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Serao desenvolvidos novos métodos de andlise levando em considerac@o as peculiaridades de cada
amostra e dos elementos que se deseja determinar. A partir do desenvolvimento do método, visa-se a

determinagao dos halogénios (bromo (Br), cloro (Cl), fltor (F) e iodo (l)), bem como do enxofre.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:
OK

Recomendacoes:
OK

Conclusédes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
OK
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