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1. INTRODUCAO

Bromo e iodo sdo elementos que desempenham importantes funcdes
fisiolégicas no organismo humano (ROMARIS-HORTAS et al., 2012). Entretanto,
h& uma linha ténue entre a essencialidade e a toxicidade desses elementos. As
disfuncbes na glandula tireoide, por exemplo, sdo efeitos parcialmente
relacionados a concentragbes inadequadas de bromo e iodo no organismo
humano e afetam 4% da populacdo mundial (BSEM, 2019). Contaminantes
globais emergentes, frutos de atividades antropogénicas realizadas em grande
escala, contribuem para a presenca desses elementos no organismo humano
(MALARVANNAN et al., 2013). Contudo, o mecanismo de acdo do bromo e do
iodo no organismo humano, a mobilidade e as rotas metabodlicas desses
elementos ainda seguem uma incégnita. A andlise de amostras biolégicas pode
ser uma alternativa para a busca dessas informagdes. Atualmente, amostras
biolégicas obtidas através de coletas ndo invasivas vém sendo amplamente
propostas como biomarcadores para contornar as desvantagens da coleta,
manipulacdo e analise do sangue (NOVO et al., 2019a; 2019b; MESKO et al.,
2019). Cabelo e unha sdo amostras que apresentam diversas vantagens frente a
outras amostras obtidas de forma néo invasiva, como a saliva e a urina, dentre as
quais pode-se citar a simplicidade durante a coleta, a elevada estabilidade e a
possibilidade de refletir em parte o estado metabdlico de longos periodos.

A andlise de amostras bioldgicas pode auxiliar a estabelecer relacbes
importantes entre elementos quimicos, doencas e contaminacfes ambientais.
Contudo, apesar da crescente demanda atual, a determinacdo de bromo e iodo
em amostras biolégicas é um grande desafio analitico, visto que esses elementos
podem ser perdidos na forma de suas espécies volateis; estdo presentes em
baixas concentracbes em amostras biolégicas e ha, geralmente, pouca
disponibilidade de amostra para a realizacdo da analise (MELLO et al., 2013). A
espectrometria de massa de plasma acoplada indutivamente (ICP-MS) é uma
importante ferramenta analitica que apresenta elevada sensibilidade e
seletividade para a determinagdo de bromo e iodo nas mais diversas matrizes
(MELLO et al., 2013; NOVO et al., 2019a; 2019b). A capacidade de determinacgao
multielementar associada ao sistema de nebulizacdo convencional garante a
introducdo rapida, facil e eficiente da amostra no equipamento utilizando um
minimo volume de solucdo. Contudo, a determinacdo de bromo e iodo por ICP-
MS é considerada um desafio, pois demanda que a amostra esteja na forma de
solugdes livres de interferentes, o que nem sempre € uma tarefa trivial (MELLO et
al., 2013; NOVO et al., 2019a; 2019b). Métodos convencionais de digestao e de
extracdo nem sempre fornecem solugbes totalmente compativeis com a
determinacdo de bromo e iodo por ICP-MS. A acidez e o carbono residual
prejudicam de maneira incontestavel a exatiddo dos resultados.
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A combustdo iniciada por micro-ondas (MIC) pode ser uma alternativa
promissora para a posterior determinacdo de bromo e iodo em amostras
bioldgicas por ICP-MS. A eficiente oxidacdo da matéria organica pelas elevadas
temperaturas atingidas (aproximadamente 1500 °C) em sistema fechado e a
utilizacdo de solugbes diluidas corroboram para obtencdo de solucbes
compativeis com os elementos e com as técnicas de determinacdo (NOVO et al.,
2019a). O uso de materiais inertes auxilia na obtencdo de baixos limites de
quantificacdo (LOQs). Recentemente, métodos analiticos utilizando a MIC foram
propostos para a posterior determinacdo de halogénios e enxofre em cabelo e
saliva pelo nosso grupo de pesquisa e ambos foram muito bem aceitos pela
comunidade cientifica (MESKO et al.,, 2019; NOVO et al., 2019a; 2019b). No
entanto, ainda existe uma caréncia de métodos adequados para a determinacao
de bromo e iodo em unhas humanas. Assim, considerando a demanda atual, esse
estudo teve como objetivo desenvolver um método para a determinagédo de bromo
e iodo em unhas humanas. A MIC e a ICP-MS foram propostas para essa
finalidade e unhas humanas de voluntarios foram analisadas para demonstrar a
aplicabilidade do método proposto.

2. METODOLOGIA

Unhas das méos (pesando individualmente entre 6 mg e 30 mg) de oito
voluntarios, sem nenhum tipo de restricdo, foram coletadas em saldes de beleza
de Pelotas (RS). As amostras foram coletadas por um profissional do saldo com
uma tesoura de aco inoxidavel e armazenadas em um frasco de polietileno. Outra
porcdo de unhas homogeneizadas (aproximadaemnte 5 g) foi utilizada para as
otimizacdes do método. As amostras foram lavadas com acetona e agua (3
vezes), secas a temperatura ambiente e armazenadas em frascos de polietileno
(NOVO et al., 2019a). As amostras foram moidas em moinho de facas. O projeto
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFPel (parecer: 2.251.932).

Os métodos de preparo de amostras foram realizados em forno Multiwave
3000® (Anton Paar, Austria). Na MIC, unhas humanas (30 mg a 100 mg), envoltas
em filme de polietileno e seladas por aguecimento, foram colocadas na base do
suporte de quartzo contendo um disco de papel de filtro previamente umedecido
com 50 pL de NH4NOs (6 mol L1). Os suportes foram introduzidos nos frascos de
quartzo contendo 6 mL da solucao absorvedora - agua ultrapura ou NH4OH (25,
50 ou 100 mmol L) - selecionadas de acordo com estudos anteriores (MELLO et
al., 2013; NOVO et al., 2019a; 2019b). Os frascos foram pressurizados com 20
bar de oxigénio e o programa de irradiacdo microondas utilizado foi 1400 W por 5
min (combustéo e refluxo) e 0 W por 20 min (resfriamento). A temperatura e a
pressédo foram limitadas a 280 °C e 80 bar, respectivamente. Na extragdo e na
digestdo, 100 mg de unha e 6 mL da solugdo extratora (100 mmol Lt de NH4OH
ou 110 mmol Lt de hidréxido de tetrametilaménio - TMAH) ou digestora (14 mol L-
1 de HNO:s) foram transferidas para frasco de politetrafluoretileno (PTFE-TFM®). O
programa de irradiacdo micro-ondas foi rampa de 5 minutos até 1000 W,
permanecendo 1000 W por 30 minutos e 0 W por 20 minutos. A temperatura e a
pressao foram limitadas a 260 °C e 60 bar - exceto para TMAH em que a
temperatura foi limitada a 90 °C evitando a sua degradacdo (NOVO et al., 2019a).
As solucdes foram avolumadas até 20 mL com &gua ultrapura. Bromo e iodo
foram determinados por ICP-MS e carbono por ICP OES.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, o comportamento da combustdo da unha foi cuidadosamente
avaliado para evitar danos ao sistema causados pelas chamas e pela presséo
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durante a combustdo. Para isso, 100 mg de unhas humanas, finamente
cominuidas, foi a quantidade maxima utilizada considerando a disponibilidade
desse tipo de amostra. Como resultado, a combustdo da unha foi considerada
completa e segura, considerando a intensidade de chama e a pressao alcangada
no sistema de digestao (30% do limite de pressao recomendada pelo fabricante).

A solucdo mais adequada para a absorver bromo e iodo apés a combustédo
da unha foi avaliada. A concentracdo de bromo néo variou significativamente para
todas as solugcbes avaliadas. Entretanto, o desvio padrdo relativo (RSDs)
utilizando agua (Br: 11,26 + 1,82 ug g, RSD: 16%) e a solugdo de 25 mmol L de
NH4OH (Br: 10,95 + 1,09 ug g, RSD: 10%) foi superior quando comparado com o
obtido utilizando 50 mmol L'* de NH4OH (Br: 10,55 + 0,84 ug g*, RSD: 8%) e 100
mmol Lt de NH4OH (Br: 10,23 + 0,65 ug g, RSD: 6%). A concentracédo de iodo
utilizando agua (I: 1,84 + 0,46 ug g+, RSD: 25%) foi inferior quando comparado
com a concentracéo utilizando as solu¢cdes de NH4OH. Ademais, o RSD utilizando
25 mmol Lt de NH4OH (I: 2,84 + 0,048 ug g, RSD: 17%) foi superior quando
comparado com os obtidos utilizando 50 mmol Lt de NH4OH (I: 2,73 + 0,20 ug g
1, RSD: 7% ) e 100 mmol L* de NH4OH (I: 2,66 = 0,21 ug g*, RSD: 8%). Os
elevados RSDs e a concentracao inferior de iodo utilizando algumas solugdes
estdo relacionados com a instabilidade de algumas espécies de halogénios em
meio acido (NOVO et al., 2019a; 2019b). O pH final das solu¢bes utilizando agua
e 25 mmol L de NH4OH foi sempre inferior a 3, enquanto que o pH da solugéo
utilizando 50 mmol L* e 100 mmol L* de NH4OH foi sempre superior a 7. Assim, a
solucéo de NH4OH 50 mmol L foi selecionada para as demais avaliacées.

A exatiddo do método proposto foi avaliada através de ensaios de
recuperacdo em dois niveis (50% e 100% da concentracdo original de bromo e
iodo na amostra), utilizando adicdo de solucdo padrdo, sendo alcancadas
recuperacbes de 95% a 102%. Quando ensaios de recuperacdo utilizando a
mistura de 25 mg de material de referéncia certificado (CRM NIST 8435, leite
integral em pd) com 75 mg de unha foram realizados, recuperacdes que variaram
de 93% a 99% foram obtidas. O RSD foi sempre inferior a 8%. O baixo teor de
carbono dissolvido (< 5 mg L) e o carater alcalino das solucdes evitaram as
interferéncias durante a etapa de determinacao. Diante disso, os LOQs do método
proposto (MIC e ICP-MS) foram 0,1 pg g* e 0,03 pg g para bromo e iodo,
respectivamente, permitindo a sua determinacgéo ultra-traco dos analitos em unha.

O desempenho da extracdo e da digestdo assistidas por radiacdo micro-
ondas foi investigado e comparado ao da MIC. As solucdes obtidas apds a
extracdo apresentaram uma coloragdo amarela, mesmo ap0s a realizacdo de uma
etapa adicional de filtracdo, indicando a presenca de particulas solidas residuais.
A presenca de carbono dissolvido (4605 + 867 mg L utilizando 100 mmol L de
NH4OH, e 3583 + 146 mg L™ utilizando 110 mmol L** de TMAH) exigiu uma etapa
de diluicAo adicional previamente a etapa de determinacdo (10 vezes) [teor
maximo de carbono deve ser inferior a 400 mg L (NOVO et al., 2019a; 2019b)].
As solugbBes obtidas apos a digestdo, apesar de apresentarem um aspecto
limpido, sem particulas solidas residuais e com teor de carbono dissolvido
relativamente baixo (273 + 72 mg L), apresentaram elevada acidez residual
necessitando de uma etapa adicional de ajuste de pH com NH4OH e de diluicdo
(10 vezes) previamente a etapa de determinagdo. Os LOQs obtidos utilizando a
extracdo (3 pg g* para bromo e 4 ug g* para iodo com 100 mmol L de NH4OH e
6 nug g* para bromo e 4 pg g* para iodo com 110 mmol L'* de TMAH) e a digestéo
(2 ug g para bromo e 0,4 pg g* para iodo com 14 mol L' HNO3z) foram mais
elevados aos obtidos utilizando a MIC (considerando determinacao por ICP-MS).
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Apesar da concentracdo de bromo apdés a extracéo ter sido similar a obtida
apos a MIC, o RSD ap0s a extracdo foi bastante superior (20%) quando
comparado ao da MIC (8%). A concentracédo de iodo na unha apés a extracao foi
sempre inferior aos LOQs. A concentracdo de bromo e iodo apds a digestéo foi
sempre inferior quando comparada a concentracdo obtida apds a MIC e isso pode
estar relacionado a perdas dos elementos na forma de suas espécies volateis.
Assim, a MIC foi considerada adequada para a posterior determinacdo de bromo
e iodo em unha por ICP-MS. Apés as otimizacdes, oito amostras de unhas
humanas foram analisadas utilizando o método proposto. A concentracdo dos
analitos nas amostras avaliadas variou de 1,17 pug g* a 3,16 ug g* para bromo e
de 0,22 ug g* a 0,72 pg g* para iodo e isso, provavelmente, esta relacionado a
diferentes habitos, exposi¢cdo ambiental e condicbes de cada organismo. Vale
mencionar que o estado clinico das voluntarias ndo foi avaliado. Os resultados
apenas indicam que a concentracdo desses elementos em amostras biolégicas
deve ser investigada para avaliacdes nutricionais, ambientais, medicinais e etc.

4, CONCLUSOES

A MIC pode ser considerada uma excelente alternativa como método de
preparo de amostras para a posterior determinacdo de bromo e iodo em unhas
humanas por ICP-MS. Uma solucao totalmente compativel com a ICP-MS permitu
a determinacao ultra-traco de bromo e o iodo. As diversas vantagens do método
analitico proposto podem ser utilizadas em anélises de rotina e também podem
ajudar a esclarecer algumas duvidas relacionadas as suas rotas metabdlicas.
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