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RESUMO

Alteragdes quimicas em amostras de sangue de individuos podem estar relacionadas
a comorbidade ou a exposi¢cao a substancias toxicas. Dentre os elementos quimicos,
mercurio ao promover toxidade aos sistemas cardiaco e nervoso. Atualmente, os seus
niveis de concentragéo crescem decorrente de agdes antropogénicas e por emissdes
naturais, por isso a quantificacdo do Hg em sangue humano pode atuar como
biomarcador de doengas, o que demanda uma técnica analitica altamente sensivel
como a Espectrometria de Absorgao Atdmica com Vapor Frio - CVAAS. Assim, esse
trabalho teve como objetivo a implementacdo de um método para a determinagéo
mercurio total em sangue humano, assegurando-se da qualidade do procedimento
analitico por meio de ensaio de recuperagao com amostras dopadas e aplicando-se o
método para quantificar o elemento quimico em solugcbes de amostras cedidas. A
rotina de determinacgao foi estabelecida a partir da modificagdo do meio quimico a
partir de solugdes de acido cloridrico e de hidroxilamina, incluindo a preparagao de
diversos brancos analiticos para a estimativa de limites de deteccdo e de
quantificagdo. O ensaio de recuperacgéo consistiu na dopagem de amostra de sangue
com solugdo de Hg 0,6 ug L. O limite de detecgao e quantificagido foram 0,3 ug L' e
2,9 ug L, respectivamente, enquanto a recuperagao média obtida foi 84%, indicando
que o presente estudo de implementar CVAAS para a determinacdo de mercurio em
sangue humano. Os valores determinados estiveram entre 2,9 ug L' e 42, 8 ug L™
nas amostras de sangue humano. De acordo com os resultados foi aplicado um
tratamento quimico adequado nas amostras; brancos analiticos garantiram
confiabilidade metodolégica, e o ensaio de recuperagao possibilitou um método
alternativo a validagdo do método. Mais ainda, recomenda-se uma futura investigagéo
das concentracbes de Hg das amostras testes de sangue humano. Pois foram
encontrados valores estar cerca de 29 vezes superiores aos valores de referéncia

encontrados na literatura.

Palavras-chave: CVAAS; Biomarcador; Hg; Sangue.



ABSTRACT

Chemical alterations in blood samples may be related to either comorbidity or exposure
to toxic substances. Among the chemical elements, Mercury provides toxicity to the
cardiac and nervosous system. Nowadays, its levels of concentration are growing due
to anthropogenic activities and natural emissions, in which the Hg detection in human
blood can act as a biomarker for illnesses, which demands a highly sensible analytical
technique such as the Cold Vapor Atomic Absorption Spectrometry - CVAAS.
Therefore, this work aimed at the implementation of a method for determining the
complete amount of mercury in human blood, assuring the quality of the analytical
procedure by means of recovery assay with spike samples and the application of the
method for quantifying the chemical element in teste sample solutions. The
determination routine was established by the modification of chemical ways through
chloridric acid and hydroxylamine solutions, including the preparation of diverse
analytical blanks for the estimation of detection and quantification limits. The recovery
assay consisted of the spiking of a blood sample with a Hg 0,6 ug L' solution. The
limits of detection and quantification were 0,3 ug L' and 2,9 ug L, respectively, while
the mean recovery was 84%, indicating that the present study was able to implement
CVAAS for determination of mercury in human blood. The determined shown values
were recognized between 2.9 uyg L' and 42, 8 yg L' in human blood samples.
According to the results an adequate chemical treatment was applied the analytic
blanks guaranteed the methodological reliability, the recovery assay provied na
alternative method to the method validation. Moreover, it is recomended turther
investigation of the Hg concentrations of the human blood test samples because of the

values 29 times superior to the reference values found elsewhere.

Keywords: CVAAS; Biomarker; Hg; Blood.
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1. INTRODUGAO

Durante a pandemia, percebeu-se a necessidade de biomonitoragdo humana,
nao s para oligoelementos, mas outros biomarcadores para o entendimento da
doenca. Esse acompanhamento consiste em verificar as concentracbes dos
elementos quimicos nos seres humanos, avaliando o estado nutricional e alteragbes
metabdlicas, principalmente no caso de exposi¢gdes agudas e cronicas a substancias
toxicas (NBI, 2023).

Ao combater processos inflamatérios desencadeados, o corpo diminui
substancialmente os niveis de eletrolitos, vitaminas e minerais essenciais do sistema
imunologico (XU et al., 2020), afetando diretamente o funcionamento do organismo,
sendo importante também a avaliagdo de elementos toxicos como mercurio-Hg (DA
SILVA; DA COSTA; SILVA, 2019).

Mercurio possui relevancia para a saude humana, considerado pela
Organizagao Mundial da Saude (OMS) como uma das substancias mais preocupantes
em escala global (GIBB, 2008). Estudos mostram que Hg pode ocasionar efeitos
adversos a saude humana, devido as suas propriedades fisico-quimicas, afetando os
sistemas central, imunolégico, cardiaco e hormonal, por exemplo (SELIN, 2014; KIM;
KABIR; JAHAN, 2016).

Portugal (2022) desenvolveu um método de biomonitoragdo humana com nivel
de biosseguranca adequado para determinagao de As, Ag, Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni,
Pb, V e Zn no sangue humano. Neste trabalho, evidenciou-se a necessidade de
implementagdo de um método analitico para a quantificagdo de outros elementos

quimicos toxicos como mercurio.

No entanto, a determinacdo desse elemento quimico requer um método
sensivel, pois ha altos riscos de contaminagdo nas amostras devido a caracteristica
de dispersao de Hg na atmosfera e as baixas concentracdes presentes nas matrizes
biolégicas. Além disso, a determinagdo de Hg envolve manipulacdo de reagentes e

preparagao de padrdées de modo a garantir confiabilidade dos resultados analiticos.

Dentre as técnicas analiticas empregadas para a determinagcdao de Hg em
amostras de sangue, destaca-se a Espectrometria de Absor¢cao Atdmica com Vapor
Frio — CV-AAS (GUILHEN, 2010) por apresentar boa sensibilidade em nivel de
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concentragdo em ug L™'. Diante ao exposto, o presente estudo teve como objetivo
implementar um método espectrométrico de Absorgdo Atdmica com Vapor Frio para
a biomonitoragdo de mercurio total em sangue humano. Os objetivos especificos

foram:

e Validar o procedimento analitico adequado a partir de ensaios de recuperagao de
sangue dopado com mercurio,

e Aplicar a metodologia para quantificar Hg em amostras testes de sangue.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Mercurio (Hg) € um metal toxico encontrado na crosta terrestre, ar e agua. Em
Condi¢cdes Normais Atmosféricas de Temperatura e Pressdao — CNATP, esse
elemento quimico é encontrado no estado liquido, condicdo adversa aos demais
metais. Sua determinacdo com nivel metrolégico adequado necessita de cuidados

analiticos excepcionais, 0 que corrobora a realizagdo dessa pesquisa cientifica.

2.1. PARTICULARIDADES QUIMICAS

Pertencente ao grupo 12 (2B) e localizado no 6° periodo da tabela periddica,
Hg possui—numero atébmico de 80 protons e apresenta massa atOmica relativa

200.59 u, como ilustra a Figura 1.

Figura 1 Mercurio na Tabela Periddica.

Configuragdo eletronica [Xe]6s24fl45d0
H 80 He
Massa atémica 200.59u
Li Be H g Estados oxidativos +1, +2 B C N 0 F Ne
Mercrio Ver todas as propriedades
Na Mg Al Si P S cl Ar
K Ca 5S¢ Ti v Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn Ga Ge As Se Br Kr
Rb Sr Y Zr Nb Mo Tc Ru Rh Pd | Ag Cd In Sn Sb Te I Xe

Cs Ba > Hf Ta w Re Os Ir Pt Au Tl Pb Bi Po At Rn

Fr Ra L) Rf Db Sg Bh Hs Mt Ds Rg Cn Nh Fl Mc Lv Ts Og

* la Ce Pr Nd Pm | Sm Eu Gd Tb Dy Ho Er Tm Yb Lu

* | Ac Th Pa u Np Pu Am | Cm Bk cf Es Fm Md No Lr

Fonte: Adaptado de PubChem (2023).

Mercurio esta presente em todo ecossistema, devido a alta volatilidade, sendo
convertido para o estado gasoso, podendo ainda, ser encontrado em diferentes
Numero de Oxidagdo (NOX) como Hg° (fundamental), Hg*? e Hg2*? (inorgéanicas),
MeHg e diMetilHg (organicas), que sao inter-conversiveis no ambiente como

apresentados na Tabela 1 (PENDIAS, 2016). E possivel encontrar Hg em diferentes
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estados oxidativos, decorrentes de sua interacdo com o ambiente. Além disso, cada

forma possibilita diferentes efeitos sobre a saude humana (OMS, 2019).

Tabela 1 Estados do oxidativos de mercurio e suas caracteristicas.

Nome

Formula Caracteristicas

Mercurio metalico

Mercurio mercuroso

Mercurio mercurico

Dimetilmercurio

Metilmercurio

Mercurio em seu estado fundamental é
utilizado nas industrias tecnolodgicas,
extracdo mineral de ouro e, antigamente foi

muito utilizado na odontologia.

Ambos os cations sao utilizados pelas
Hg2*" industriais como desinfetante, antisséptico,
pigmentacéo, aplicagcdo em baterias e em
explosivos. Entretanto, o estado mercuroso
Hg?* € pouco estavel em sistemas naturais,

favorecendo o mercurico.

O mercurio por meio de atividades
(CHay2Hg* microbiolégicas liga-se ao grupo metila,

formando o estado organico.

O metilmercurio é o estado mais perigoso
dentre os estados, pois € a forma mais
CHsHg o o .
toxica devido a sua capacidade de ser

bioacumulado pela ingestao de alimentos.

Fonte: Adaptado Guzman (2020).

Atualmente, os niveis de concentracdo de Hg apresentam crescimento

significativo oriundos do desenvolvimento das atividades antropogénicas e de vias

naturais (responsaveis por liberarem mais de 2,7.103 toneladas ao ano até o século

XXI) (FRANCISCO, 2021). Mercurio possui um grande potencial toxicolégico aos

seres, capaz de desestabilizar biotas, desencadeando efeitos toxicos (RICE et al.,
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2014). A acumulacao de mercurio pode ocasionar, portanto, diversos efeitos adversos
aos sistemas respiratorio, imunoldgico, central e cardiaco, por exemplo (GIBB, 2008).
Esse elemento quimico possivelmente maximiza os efeitos adversos a saude; assim,

pode contribuir para o desenvolvimento de agentes infecciosos.

2.2. DISPONIBILIDADE AMBIENTAL

Mercurio é encontrado no ambiente por meio de ag¢des naturais como
intemperismo das rochas e solos, atividades vulcanicas, minas de mercurio e
superficies aquaticas (GUZMAN, 2020). Porém, as atividades antropogénicas estio
elevando o nivel de concentragdo de Hg no ambiente, principalmente a geragéo de
energia, queima de combustivel féssil, processos e produtos industriais com o
emprego do elemento quimico para a fabricagcdo de lampadas, até mesmo o
amalgama aplicado na odontologia, combustdo de combustiveis fdsseis,

desmatamento e mineragao do ouro nos garimpos (DASH, 2013).

O ciclo biogeoquimico de Hg (Figura 2) descreve as varias rotas de
caminhamento no ambiente (BRASIL, 2011). Dentre elas, pode-se observar que Hg
oriundo de emissdes naturais e antropogénicas contamina a atmosfera, a agua e o
solo (FRANCISCO, 2021). Ainda que encontrado em baixos niveis de concentracéo,
mercurio representa uma ameaca aos seres vivos. Sua disponibilizacdo depende de
fatores fisicos, quimicos e biologicos, favorecendo diferentes estados oxidativos
podendo comprometer a biota. Esse metal pode permanecer até um ano disponivel
no ar atmosférico, depositando-se nos solos e ambientes aquaticos (BRITO; DE
HOLANDO; MOREIRA, 2021).
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Figura 2 Ciclo biogeoquimico de mercurio.

1.000 2.000
Hg?° Transporte He! e
atmosférico ng+ & Hg ng Hg >
P
3.000
T Deposigdo | T~p.
2.000 [\

Hg* €— Hg* €4—P MEHg

[/

Me-HE offp HE” =P Hg’

I I Todos os fluxos em ton/ano

Total de Hg mobilizado para a atmosfera
Me-Hg d=—pp Hgz® dfm=Pp Hgo anualmente: 5.000 t

; | Total de Hg mobllizado para a atmosfera
5“—"’"’"’—’"_” i Hgs K na era pré-antropogénica: 1600 t

Legenda: Hg® = mercurio elementar, Hg?* = mercurio divalente, HgS = sulfeto de
mercurio e MeHg = metil-mercurio

Fonte: Brasil (2011).
Para exemplificar a biodisponibilidade de metilHg em ambientes aquaticos, o
mecanismo metilcobalamina (vitamina B12), € capaz de trocar o seu grupo metila para
Hg?*. A troca do grupo neste caso pode produzir metilHg e dimetilHg (Equagéo 1 e 2),

disponibilizando mercurio para o ambiente. (WHO, 2020).

CH; — By, + Hg?** + H,0 - CH3;Hg* + H,0 + B, (1)
CH; — By, + CH3Hg' - (CH3), Hg + H,0 + By, (2)

A disponibilidade e metilagdo de mercurio desperta preocupacgéo, pois atinge
diversos ambientes e, consequentemente, os seres humanos, ocasionando efeitos
adversos ao metabolismo celular (SOUZA; MORASSUTI; DE DEUS, 2018). A Figura 3
apresenta as transformacgdes quimicas do mercurio quando disponivel no ambiente
(BISINOTI; JARDIM, 2004).
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Figura 3 Transformagbes quimicas do mercurio.

(Atmosfera)

CH, + C,H, <2 (CH,),Hg 92, Hgo

/

Agua

Hg «—> Hg» «— CHHg' (Agua)
mecs ¢ bivalves PlﬁllCtOHS

(Sedimento)

BaLtL rias Bactérias

Hg' «—— CH,Hg* «—» (CH,),Hg (CH,),Hg

N

Hg,”* ——————» Hg?* "« » Hg°
L 4

Fonte: Bisinot e Jardim (2004).

De acordo com o Programa de Meio Ambiente das Nagdes Unidas, a
disposi¢cao do mercurio nas estagdes de monitoramento do ar no globo terrestre indica
locais com maiores indices como esta representado na Figura 4.

Figura 4 Areas com fluxo do mercdrio.
A e ZoVillum _

Zeppefm e
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Egbert?"ﬂl':-:- - : Lundbbﬁcﬁbp- Hf'largr_l_err_ti MtWaImguan oMt Bhanghm
. T S s
/R Calhave. | ! 1 Mt Allag s
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Cape Paint
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Fonte: UNEP (2018).
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A contaminacgao por Hg pode ocorrer por meio de formas direta, decorrente das
substancias presentes no meio ou indireta, ocasionada pela ingestao de alimentos
contaminados, principalmente, pela ingestdo de animais aquaticos que sofreram
acumulagao de mercurio. Portanto, a populacao esta exposta a diferentes espécies
de Hg que ocasionam danos a saude, principalmente metilHg, que atua no sistema

nervoso e pode levar a problemas neuroldgicos graves (GIBB, 2008).

No Japéo, em 1950, foi evidenciada a perda de coordenagao motora de animais
e 0s animais também afetaram as pessoas, especificadamente as que faziam grande
consumo de derivados marinhos (WHO, 1976). O caso da contaminagao por mercurio
ocorreu na Baia de Minamata, quando residuos de produtos quimicos foram
despejados nas aguas da baia, que contaminou a fauna marinha e,
consequentemente, a populagdo que se alimentava dos animais marinhos da regiao
(KWON et al., 2020). Apos a contaminacgao, altos niveis de concentragdo do mercurio
foram detectados na regido, aproximadamente 1.043 pacientes foram a 6bitos e um
total de aproximadamente 12.127 pessoas doentes, além da vida marinha ter sido
comprometida, apresentando altos valores de mercurio devido a capacidade de

absorgao e metilagao dos organismos aquaticos (BISINOTI; JARDIM, 2004).

Mercurio apresenta uma longa meia-vida em sistemas bioldgicos, causando
danos irreparaveis a saude. A exposigdo de mercurio acarreta severos danos
neurolégicos devido a sensibilidade de certas regides do cérebro aos efeitos toxicos
do elemento quimico, podendo ocasionar fadiga, irritabilidade, disturbios
neurologicos, levando até o 6bito (EKINO et al., 2007). Desde o envenenamento de
Minamata, um extenso banco de dados epidemioldgico, e estudos com animais
examinaram as relagdes entre exposicdes a mercurio e efeitos sobre os resultados de

saude por meio de ensaios de biomonitoragao.

2.3. BIOMONITORACAO DE MERCURIO EM SANGUE

A biomonitoracdo quantifica e avalia a exposi¢cdo de organismos vivos a
substancias quimicas, enquanto, aplicada em amostras humanas, como cabelo, urina
ou sangue, permite a avaliacao de impactos de elementos quimicos toxicos nos
ecossistemas (PALMER et al., 2006). A disponibilidade pode ocorrer no organismo de

acordo com o tamanho, habitat e alimentagdo (O’'CONNOR et al., 2019).
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O sangue humano ¢é o principal biomarcador das concentragdes internas, uma
vez que eventos biologicos sdo decorrentes das concentragbes encontradas no
sangue ou urina (BRITO; DE HOLANDO; MOREIRA, 2021). Dentre os elementos
quimicos, os niveis de mercurio encontrados em sangue podem sinalizar eventos
adversos a saude (AWATA et al., 2017). A Tabela 2 relata a incidéncia de mercurio

no ambiente nos ultimos anos.

Tabela 2 Levantamento da literatura sobre a quantificagdo de mercurio no ambiente

e fatores associados.

Referéncia Regiao Destaque
. . Concentragdo de mercurio em mulheres e recém-
Santos (2007) Para, Brasil. ¢ ur !
nascidos.
Nova lorque, Concentragéo elevada concentragdo de mercurio em
Mckelvey et al (2007) Estados Unidos sangue na populagéo que consome peixes e frutos
da América. do mar.
Kuno (2010) Séo Pa.ulo, Niveis de mercurio em sangue de homens e
Brasil. mulheres.

UNEP (2018)

Brito; De Holando;
Moreira (2021)

Vicentini (2020)

Sanei et al (2021)

Estimativa global.

Amazonia, Brasil.

Rio de Janeiro,
Brasil.

Atacama, Chile.

Consumo de peixes e frutos do mar associado a altos
valores de mercurio em seres humanos.

Efeitos toxicolégicos de Hg em humanos e animais,
associados aos sistemas nervosos, cardiovasculares
e outros.

Determinou concentragdo de Hg em sangue materno
e de corddes umbilicais.

Fontes de combustiveis, produgéo de insumos
industriais s&o processos que contribuem para
elevados niveis de concentragdo de mercurio no
ambiente.

Fonte: O autor (2023).

A avaliagao de elementos tragos em matrizes biolégicas como sangue contribui

para o entendimento dos impactos de Hg no ambiente (PALMER et al., 2006). Como
a concentracdo pode depender do organismo, trabalhos de biomonitoracdo com
sangue sdo empregados para monitorar e associar a exposicao de Hg entre os seres

vivos em niveis de fluidos biolégicos (PALMER et al., 2006).
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Na literatura brasileira, Santos (2007) determinou a concentracédo de Hg em
sangue entre mulheres e recém-nascidos na Regido do Para, destacando que ha
necessidade do mapear a area de abrangéncia. Mckelvey et al (2007) verificou a
concentragéo superior a 5 ug L' em uma amostra populacional da cidade de Nova
York, estimando que os niveis de mercurio apresentaram valores maior a trés vezes
superiores ao nacional. Kuno (2010) analisou amostras de sangue de homens e
mulheres da regido metropolitana de Sdo Paulo e determinou concentracdo média de
4,30 ug L.

O consumo de peixe e frutos do mar esta fortemente ligado aos altos valores
de concentragcao determinados em sangue de individuos que consomem derivados
marinhos (UM ENVIRONMENT, 2018). De acordo com as concentragdes endogenas,
Brito; De Holando; Moreira (2021) indicou que Hg é toxico para humanos e animais,
ocasionando impactos nos sistemas nervosos e cardiovascular, por exemplo. No ano
de 2018, o Programa de Meio Ambiente das Nagdes Unidas divulgou em seu relatério
um estudo comparativo das concentragdes de mercurio em sangue em individuos de
73 paises diferentes (UNEP, 2018).

Vicentini (2020) determinou concentragdo de mercurio 13, 3 ug L' em sangue
materno e os respectivos corddes umbilicais de maes participantes. Sanei et al. (2021)
estimaram que fontes de combustiveis e produgcdo de insumos industriais sao
processos que contribuem aumento dos niveis de mercurio no ambiente. Moon et al.
(2022) desenvolveram uma série de investigacbes na Coreia do Sul, associando

doencas metabdlicas a exposigao de mercurio.

2.4. TECNICAS ANALITICAS PARA A QUANTIFICAGCAO DE MERCURIO

Ha diversas técnicas espectrométricas aplicaveis a quantificacdo de Hg como
a Espectrometria de Absorcdo Atdmica - Atomic Absorption Spectrometry (AAS),
aEspectrometria de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado - Inductively
Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP MS), a Espectrometria de Emissao Otica
com Plasma Indutivamente Acoplado - Inductively Coupled Plasma Optical Emission
Spectrometry (ICP-OES) e a Espectrometria de Fluorescéncia Atémica - Atomic
Fluorescence Spectrometry (AFS) (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).
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ICP-MS e ICP-OES sao técnicas analiticas rapidas e sensiveis, porém
demandam um alto custo capital e operacional (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009)
e apresentam interferéncias de espécies oxidantes extinguindo os sinais (GARCIA;
FIGUEROA; LAVILLA, 2006; LONG et al., 2012). Comumente, a determinacdo de
elementos-tracos é principalmente realizada por meio de AAS devido a rapida leitura,

exatidao, precisao e baixo custo comparado com as demais.

A técnica AAS consiste na deteccéo de atomos gasosos no estado fundamental
gerados por um atomizador e uma fonte que emite a radiagcdo eletromagnética
especifico do Hg (BORGES, 2005). A técnica consiste basicamente em: 1) fonte que
emite radiagcdo com comprimento de onda do analito; 2) atomizador, responsavel pela
promog¢ao do nivel energético; 3) monocromador, responsavel pela sele¢ao espectral.
A Figura 5 apresenta o esquema convencional de AAS com seus principais
componentes (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).

Figura 5 Esquema de um Espectrometro de Absorgéo Atdmica.

- Feixe de referéncia
Lampada de

catodo oco
\ Atomizador
Wl L == > ?
/ / /
Recortador  jogo de espelnos  Monocromador Detector Leitor

Fonte: Adaptado Holler, Skoog e Crouch (2009).

A fonte de radiagao mais aplicada na AAS é uma lampada especifica, composta
por um anodo de tungsténio e um catodo contendo um filamento do metal do analito,
e um gas inerte (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009). A Iampada (Figura 6) produz
uma radiagdo com linha espectral continua do elemento, que incidira sobre os atomos
da amostra e em seguida ocorrera a absor¢cdo no mesmo comprimento de onda da

radiacao.
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Figura 6 Lampada de catodo oco.
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Fonte: Adaptado de Hsoller, Skoog e Crouch (2009).

O equipamento utiliza comprimentos de onda especificos, em que uma
diferenca de potencial é aplicada na lampada de catodo oco, promovendo a ejegao
dos atomos do elemento quimico de interesse. O atomizador é responsavel pela
promogao dos atomos de Hg no estado gasoso, estado no qual o atomo fica suscetivel
a absorver a radiagdo eletromagnética, transitando do estado fundamental ao
excitado. O processo de atomizagao aplica uma fonte energética sobre a amostra
proporcional a concentragao do analito da amostra; os atomizadores de chama, grafite
e quartzo originam variagdes analiticas pela técnica de absorg¢ao atbmica (HOLLER,;
SKOOG; CROUCH, 2009).

O monocromador realiza a selegdo dos comprimentos de ondas que devem
chegar ao detector, diferindo-o das linhas absorvidas, decodificando-as para energia
elétrica e transmitindo a informacgao para a leitura (SOUZA; MORASSUTI; DE DEUS,
2018). O componente isola o fluxo de radiagdo pelo atomizador, em que redes de
difracdo decompde em comprimentos de onda discretos, facilitando a conversao no
detector da radiacdo luminosa incidente, em que Fotomultiplicadores aceleram uma
série de impulsos voltaicos, funcionando como uma rede de amplificacao, registrando
a absorbancia do analito na amostra (WELZ; SPERING, 1999; BORGES; CURTIUS;
WELZ, 2005).

O espectrémetro pode ser ainda aperfeicoado, utilizando diferentes formas de

atomizagcdo como chama, forno de grafite e tubo de quartzo ou pela geracao de
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vapores em condigdes ambientais por tratamento quimico, dando origem as técnicas
de absorgao atbmica com chama (F), forno de grafite (GF), com tubo de quartzo (QTA)
e a geragao de hidretos (HG) (WELZ; SPERING, 2004; DA SILVA; DA COSTA; SILVA,
2019). A seguir sera destacada a Espectrometria de Absor¢do Atdmica acoplada a

geracgao quimica de vapor (CVAAS).

2.5. CVAAS

As principais técnicas analiticas aplicadas a quantificagdo de elementos-trago
necessitam que a amostra esteja em solugao para que o analito soluvel no meio seja
determinado, exceto pelo GFAAS que permite a analise direta de sdlidos. Entretanto,
para a determinacado do mercurio em solugao, devido a sua volatilidade, é necessaria
uma etapa de digestdo em vaso fechado para diminuir o risco de contaminagao e
perdas de analito e uma técnica analitica capaz de converter o analito presente na
amostra a forma volatil. Nesse sentido, a técnica de geragao de Vapor frio - Cold Vapor
Generation (POTES, 2018). A técnica se torna amplamente difundida, uma vez que
apresenta algumas vantagens, como compatibilidade com diversas técnicas
espectrométricas (AAS, AFS, ICP-OES, ICP-MS); eficiéncia na seletividade,
reduzindo possiveis interferentes; tendo em vista que separa o analito em funcéo aos
seus estados oxidativos (POHL, 2004; YIN; LI; JIANG, 2011)..0 procedimento por
geracao quimica de vapor (Figura 7) pode ser dividido em etapas: 1) geracédo de
vapores atdmicos, com reagao quimica favorecendo o estado gasoso; 2) o transporte

do analito; 3) Hg no atomizador para outros analitos como As, Se e Te, por exemplo..
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Figura 7 Espectrometro de Absorgao Atdmica com Geragao de Vapor.
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Fonte: Potes (2018).

A técnica analitica conhecida como “vapor frio” ocorre em duas etapas: a
geragao do vapor atbmico (meio reacional) e o transporte ao detector. O método é
bastante sensivel e convencionalmente empregado para determinagdo de mercurio
(POTES, 2018) por evitar a perda de analito e contaminagdes externas. Entretanto, a
geracgédo da espécie de Hg® necessita de tratamento quimico especifico cuja conversao
quimica de Hg*? a Hg® ocorre por meio da redugao com o emprego do tetrahidroborato
(Equacéo 3 e 4) ou cloreto estanhoso (Equacéao 5) (DOS SANTOS et al., 2005).

BH*- + H" + 3H.0 — B(OH)3 + 8H (3)
M ™) + H > MH" + mH* (4)
M2+ + Sn2* > M? + Sn* (5)

O tetrahidroborato em meio acido produz hidréoxido de boro e hidrogénio
monoatdmico, sendo responsavel pela derivacdo do hidreto, em que M expressa o
estado de oxidagao do analito, capaz de interagir com o hidrogénio livre formando o
hidreto. Entretando, o procedimento abordado pelo trabalho utilizou o cloreto
estanhoso, sendo responsavel pela redugdo do analito Hg*? em Hg® (ALZAHRANI et
al., 2023).
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3. MATERIAL E METODOS

Portugal (2022) desenvolveu um método de biomonitoragdo humana com nivel
de biosseguranca para analises quimicas de oligoelementos em sangue humano.
Entretanto, evidenciou-se a necessidade de implementagao de técnica analitica para
quantificacdo de mercurio em amostras de sangue humano. A implementacéo da
técnica de CVAAS necessita de uma etapa de descontaminacdo da vidraria, e
validagdo do método para garantir a qualidade do procedimento analitico a partir de

ensaios de recuperagao.

3.1. DESCONTAMINACAO DA VIDRARIA

As vidrarias utilizadas para o acondicionamento das amostras sofreram uma
descontaminagéao rigorosa. Seguindo o procedimento estabelecido no CRCN-NE, as
vidrarias e demais materiais foram descontaminados por imersdo em uma solugao
aquosa de detergente Extran® neutro a 5% por de 24 horas, posteriormente lavados
com agua Ultrapura (Millipore; resistividade especifica maior que 18,2 MQ cm a 25
°C); em seguida foram imersos em uma solug¢ao de acido nitrico (HNO3) a 10% por 24

horas e enxaguados com agua ultrapura, abundantemente.

Uma solugao de dicromato de potassio (K2Cr207) foi adicionada aos frascos por
aproximadamente 1 hora sob aquecimento a 70°C. Apds o resfriamento, os materiais
foram lavados com agua Ultrapura abundantemente e, em seguida, foram lavados
com uma solucdo de permanganato de potassio (KMnOas) e agua ultrapura em
abundancia, sendo aptos para utilizagdo no acondicionamento dos reagentes,

solugdes padroes de Hg para curvas analiticas e solugdes de amostras.

3.2. PREPARAGCAO DE BRANCOS ANALITICOS

Os brancos analiticos foram preparados contendo todos os reagentes utilizados
na analise, pois sdo de fundamental importancia para o controle estatistico da
qualidade. A analise dos brancos analiticos permite detectar interferentes do analito e

de outras espécies na amostra (MOURA, 2018).

Para isso, os brancos foram preparados pela adicdo de 4 mL de HNO3 destilado
em tubos de centrifuga estéreis de 50 mL. Foram agitadas e deixadas em repouso por
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24 h no interior de uma capela de fluxo laminar. Ao fim do repouso, os brancos foram
submetidos a um processo de tratamento quimico com auxilio de um banho
ultrassénico (Figura 8), o mesmo procedimento aplicado por Portugal (2022) para o
tratamento quimico de amostras de sangue de pacientes hospitalizados em Unidades

de Terapia Intensiva — UTI.

Figura 8 Banho ultrassonico - Elma Elmasonic P-180H.

Fonte: O autor (2023).

Os tubos foram dispostos em suportes para a imersao na cuba do equipamento
(Figura 9), em que o tratamento ocorreu em 3 ciclos com duracdo de 1 hora a

temperatura de 80°C, sob frequéncia de 37 kHz.
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Figura 9 Processo do banho ultrassénico.

e |

Fonte: O autor (2023).

Posteriormente, os recipientes foram deixados em descanso até atingir o
equilibrio térmico. Apds o resfriamento, as solugbes dos brancos analiticos foram
direcionadas para a etapa de condicionamento de reducéo do analito. Para esse caso,
uma aliquota com 1,2 mL de hidroxilamina 30% (v/v) foi adicionada aos tubos de
centrifuga estéries de 15 mL, sendo transferidos 2 mL da amostra. Em seguida, foi
adicionado 1 mL de &cido cloridrico 12 mol L' e avolumada a solugdo com agua
ultrapura o volume final de 8,0 mL. As solugdes foram diretamente encaminhadas para
analise por CVAAS.

3.3. CVAAS

Para a determinagdo de mercurio nos brancos analiticos, utilizou-se do
espectrometro AA 220 FS da VARIAN® com Geragéo de Vapor VGA 77 da Agilent®
(Figura 10). O equipamento foi calibrado com solugbes secundarias (Merck ®) de
concentragdes conhecidas do elemento de interesse — padrdes analiticos internos

para construgdo da curva analitica com pontos de 0,3, 2,1, 4,16,1,8,2e 10,2 ug L.
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Figura 10 Espectrofotdmetro de Absorgcédo Atdbmica Acoplado ao Vapor Frio -
spectrAA 220 FS da VARIAN® com Geragao de Vapor VGA 77 da AGILENT®

Fonte: O autor (2023).

Os parametros instrumentais (CV AAS) para determinag¢des de mercurio estao
descritos na Tabela 3. Argdnio (Ar) foi utilizado como gas de arraste com pureza de
99,999% e uma célula de quartzo. O volume de aspiragao dos reagentes foi ajustado
em 2 mL por minuto, enquanto o das solugbes das amostras foi aproximadamente 8

mL por minuto.
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Tabela 3 Parametros operacionais do CV-AAS.

Parametro Ajuste

Gas de arraste — Argonio Vazao do Gas 75,0 mL min™’
Tempo de gravagéo 60 s

SnCl2 25% em HCI 20% Vazao de 2,0 mL min’
Agua ultrapura Vazéo de 2,0 mL min’
Amostra Vazao de 8,0 mL min’
Comprimento de onda 253,7 nm

Fonte: O autor (2023).

3.4. PARAMETROS ANALITICOS

No Brasil, a confiabilidade de ensaios analiticos segue o sistema de creditagao
do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO), um sistema
de Gestao e certificacdo ABNT NBR ISO/IEC 17011 (INMETRO, 2020). E necessario
que os laboratérios possuam formas avaliativas criteriosas para expor a capacidade
de execucdo de ensaios, os quais confiram confiabilidade aos valores obtidos
(INMETRO, 2020). Com a necessidade da validacdo, o presente estudo realizou
verificacbes detalhadas, qualificando o procedimento e laboratério ao ensaio
realizado. Para demonstrar a capacidade analitica para determinagcédo de mercurio
total em sangue por CVAAS, foram aplicados ensaios seguindo os parametros de

credibilidade analitica conforme mostra a Tabela 4.
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Tabela 4 Parametros de validac&o para a determinacéo de elementos tragos.

Analise de elementos

Parametros Qualitativo
quimicos tragos
Precisao - X
Seletividade X
Tendéncia/recuperagao -
Robustez X

Sensibilidade/ linearidade / faixa de trabalho -

Limite de deteccéao X

X X X X X X

Limite de quantificagcao -

Fonte: INMETRO (2020).

3.4.1. Linearidade

A linearidade do procedimento foi inicialmente observada pela analise grafica
em fungdo da concentracdo de mercurio nos padrdes internos pela absorbancia da
leitura, observando-se a equagéo por meio de ajuste de regressao linear simples
(NOVAIS, 2015). Os padrdes internos foram produzidos a partir de solugado de Hg de
1000 mg L' de alto nivel metroldgico, respeitando-se a faixa de trabalho entre 0,2 e
12 ug L. A faixa de concentragdo para a curva analitica tipica para a metodologia foi

baseada no ensaio, em que 4 curvas analiticas testadas.

3.4.2. Limite de detecgao e quantificagao

A caracterizagdo pelo desempenho do procedimento aplicado ao ensaio
analitico garante a capacidade de detecgao e de quantificagdo do procedimento. O
minimo valor detectavel verificou a minima concentragcéo de Hg estimada na amostra,
considerando os riscos (INMETRO, 2020). No presente estudo, o LD foi calculado
segunda a Equacéo 8.

LD =X+ts (8)

em que, X é a média dos valores dos brancos da amostra, s é o desvio padrdo médio
dos brancos da amostra e t é o valor da distribuicao de Student (INMETRO, 2020). O

minimo valor quantificavel testou a menor concentragao aceitavel do analito
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encontrada nas solugbes das amostras com exatidao (INMETRO, 2020), e foi

calculado de acordo com a Equacéo 9.
LQ=X+5.s (9)

em que X é a média dos valores obtidos em repeticdes do branco, s € o desvio padrao
dos brancos (INMETRO, 2020).

3.5. ENSAIO DE RECUPERACAO

Devido a falta de material de referéncia para a quantificagdo de mercurio em
sangue humano, o presente estudo desenvolveu o método capaz de reproduzir dados
confiaveis, garantindo exatiddo e precisdo. O método alternativo foi baseado na
dopagem de amostras de sangue humano com concentragdes conhecidas do analito
(VICENTINI, 2020). O estudo verificou a repetitividade e a recuperagao apresentada
do método correlacionando a leitura em 10 amostras fortificadas com concentragdes

conhecidas (solugéo padrao de estoque) de Hg.

Ap6s aprovado no Comité de Etica de Pesquisas (Anexo |). O volume
necessario de sangue foi tomado em pulsao intravenosa com seringa estéril de 10 mL
de participante da pesquisa cientifica. Para as 10 amostras, foram retirados 1 mL de
sangue e diretamente em 4 mL de acido nitrico destilado (65%) contido em tubos de
centrifugacéo de 50 mL. Cada amostra é composta por dois tubos contendo 2 mL de
sangue. Todo o procedimento foi realizado em uma capela de fluxo laminar. Apds isso,
foram adicionados 0,6 ug L' em cada tubo utilizando 14 pyL de uma solugdo padrao
de 1000 mg L' Hg (Merck). Os tubos foram homogeneizados e passaram pelo
tratamento quimico e condicionamento quimico aplicado na Sec¢ao 3.2. Os valores
recuperados considerados confiaveis ao método sdo estabelecidos em fungao dos

niveis do analito (AOAC, 2016), conforme mostra a Tabela 5.
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Tabela 5 Recuperacao do analito em fungédo da concentragao.

Intervalo de
Analito (%) Fracdo Massica (C) Unidade Recuperagcéo média
(%)
100 1 100% 98 — 102
10 10 10% 98 — 102
1 102 1% 97 - 103
0,1 103 0,1% 95 -105
0,01 104 100 mg kg™’ 90 - 107
0,001 10°° 10 mg kg™ 80-110
0,0001 106 1 mg kg’ 80-110
0,00001 10”7 100 pg kg™ 80 -110
0,000001 108 10 ug kg™’ 60 - 115
0,0000001 107 1 ug kg™ 40-120

Fonte: Adaptado de AOAC (2022).

O calculo da recuperacao foi realizado de acordo com a Equagao 10 para
avaliar os efeitos e interferéncias de matriz em termos de exatidao e precisao,

enquanto os valores preconizados para esse ensaio encontram-se na Tabela 5.

R J0 (%) = Valor observado X 100%
ecuperagao i) = Valor esperado ° (10)

A capacidade de recuperacao do meétodo analitico mensura o desenvolvimento
do procedimento aplicado, pode-se usar a recuperagao como fator de correcédo —
multiplicativo (BRASIL, 2011). Testes de confiang¢a foram realizados para demonstrar
a capacidade de quantificacdo do método incluindo incertezas e o limite de confianca.
Ainda que, a validacdo metodolégica do ensaio permite processar os dados
estatisticamente, garantindo uma rota alternativa de avaliacdo da precisao e exatidao.
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3.5.1. Avaliacio estatistica

Para a analise dos dados observados pelo presente trabalho, teste z (Equagao
11) garantiu a concordancia entre os valores obtidos e o valor de referéncia com 95%

de confianga.

(11)

em que, X é o valor quantificado, U é o valor de referéncia e o Su é o desvio
padrao do valor de referéncia. Neste trabalho, devido a falta de materiais de referéncia
com concentragdes de Hg, o valor médio proveniente do ensaio da recuperacgéo e a
estimativa de incerteza analitica expandida em nivel de 95% de confianca. O método

avaliativo seguiu os critérios, de acordo com a INMETRO (2020) (Tabela 6).

Tabela 6 Critérios de Decisdo “Z”.

indice z Resultado
|z| =2 Resultado satisfatorio
2<|z| <3 Resultado questionavel
|z| 2 3 Resultado insatisfatorio

Fonte: Adaptado de INMETRO (2020).

Os resultados das medi¢des visaram avaliar o grau de concordancia entre o
resultado determinado e o valor do padrao interno (VIM, 2012), considerando as fontes

de incerteza relacionadas exclusivamente a preparagdo das amostras.

3.5.2. Estimativa da incerteza

Para a determinacdo da incerteza analitica, foram estimadas as incertezas
individuais para precisao e exatidao a partir dos resultados do ensaio de recuperacao,
que foram combinadas e expandidas em nivel de 95% de confianga de acordo com o
procedimento descrito conforme o EURACHEM / CITAC Guide CG (ELLISON;
WILLIAMS, 2012).
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3.6. ESTUDO DE CASO

Para a avaliacdo da aplicabilidade do método, solugbes de amostras foram
gentilmente cedidas. Lira (2021)" realizou a coleta de sangue em individuos, cuja
pesquisa cientifica foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa desta Instituicdo
(CAAE 36784520.5.0000.5200 e Parecer n°® 4.306.921, ambos no Anexo 1). Toda a
pesquisa foi executada dentro das normas a Resolucdo do Conselho Nacional de
Saude CNS N° 466/12. Os dados e materiais do estudo' permanecerdo sob
responsabilidade do coordenador da pesquisa. A coleta das amostras seguiu todos os
protocolos de seguranga estabelecidos por Portugal (2022) para a amostragem de
sangue humano em UTI. Foi desenvolvido um protocolo devido aos riscos de
contaminagao, a coleta das amostras se processou utilizando kit de coleta sanguineo,
compostos por seringas estéreis de 3 mL, alcool 70% (v/v), algodao e curativos.
Anteriormente a coleta, aos tubos foi adicionado acido nitrico destilado 65% (p.a)
(HNOs3), procedimento este que inativa patégenos (PORTUGAL, 2022).

Foram cedidos aproximadamente 122 mL de solugcdo de amostras,
proporcionando 61 analises, respeitando o carater restrito das amostras. As solugdes
de brancos analiticos preparadas com essas amostras também foram cedidas. O
procedimento consistiu na mudanga do meio quimico conforme a Sec¢ao 3.2 para

posterior analise de acordo com a Segéao 3.3.

T LIRA, M. B. G. Biomonitoragdo de oligoelementos em sangue e cabelo de profissionais de salide
assintomaticos e/ ou recuperados da COVID-19. Seminario de Tese |. Programa de P6s-Graduagéo
em Tecnologias Energéticas e Nucleares — PROTEN, UFPE/CNEN, 2021. Dados nao publicados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste topico, sdo apresentados os resultados das analises quimicas, os
parametros avaliados seu respectivo controle estatistico da qualidade e o
desempenho metodoldgico para determinagao de mercurio total em sangue utilizando

a Espectrometria de Absorgao Atdmica com Geragao de Vapor Frio — CVAAS.

4.1. QUALIDADE DO PROCEDIMENTO ANALITICO

A qualidade do procedimento analitico para a determinagdo Hg em sangue total
requer parametros confiaveis e estaveis, sua capacidade foi demonstrada a partir da
analise estatistica, assegurando a confiabilidade dos resultados obtidos. Os critérios
de desempenho, incluindo linearidade, seletividade, brancos analiticos, precisao,

exatidao e repetitividade.

4.1.1. Brancos analiticos

O controle estatistico da qualidade dos brancos analiticos € de extrema
importancia para obtencado de dados metroldégicos confiaveis. Os ensaios com branco
analitico permitem identificar possiveis influéncias de outras espécies nas amostras e
tragcos de analito encontrados no meio externo em reagentes utilizados ao
condicionamento das amostras (MOURA, 2018). O ensaio identificou concentragdes
de mercurio em brancos analiticos por CVAAS (realizadas no segundo semestre do
ano de 2022).

A Tabela 7 mostra os valores de concentragdo de mercurio nos brancos
analiticos entre junho e setembro de 2022. O desempenho do método empregado. O
teste z (Equacéo 11) corroborou para que as observagdes estabelegcam confianga ao

procedimento.
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Tabela 7 Concentragéo de Hg (ug L) em brancos analiticos obtidos por CVAAS.

Sequéncia de leituras  Concentragéo (ug L)

29/06/2022 0,307
06/07/2022 0,350
12/07/2022 0,305
19/07/2022 0,280
26/07/2022 0,356
02/08/2022 0,310
09/08/2022 0,370
16/08/2022 0,326
23/08/2022 0,386
30/08/2022 0,309
06/08/2022 0,350
13/08/2022 0,305
20/08/2022 0,280
27/08/2022 0,386
05/09/2022 0,310
12/09/2022 0,370
Média 0,331
Desvio-padrao 0,036
Coeficiente de variacao 10,7%

Fonte: o autor.

A Figura 11 mostra os valores de indice z para os brancos analiticos
preparados entre junho e setembro de 2022, em que todos os resultados se

encontraram entre -2 e 2.
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Figura 11 indice z calculados para os brancos analiticos preparados entre junho
e setembro de 2022

Fonte: O autor (2023).

Os valores detectados de mercurio nos brancos indicam que ocorreram falhas
no condicionamento quimico das amostras possibilitando estudos futuros aos niveis
de mercurio disponiveis na atmosfera; além da determinacdo das concentragdes de
Hg em reagentes utilizados na digestao e reducédo do analito. A estatistica z permitiu
verificar que mesmo com a presenca do elemento nos brancos analiticos todos os
pontos estiveram em niveis satisfatérios.

Os parametros empregados para validacdo do método demonstram
capacidade para a quantificacdo de Hg em sangue por CVAAS. Segundo o
procedimento, foi determinado o minimo valor detectavel ao método de 0,3 ug L' e
quantificavel igual a 2,9 ug L', os valores obtidos neste estudo foram coerentes,
apresentando desvio padrao de 3% indicativo fundamental para o controle de

qualidade.

4.1.2. Linearidade

A faixa de concentragao foi definida observando valores médios de mercurio

ambiente e em seres humanos. O teste avaliou 4 diferentes curvas com



40

concentragdes entre 0,2 e 12,0 ug L-". A Tabela 8 apresenta valores de concentragao

esperada, absorbancia (ABS) e concentragdo ajustada para as curvas analiticas de

Hg avaliadas.

Tabela 8 Concentragao esperada, absorbancia (ABS) e concentragao ajustada para

curvas analiticas de Hg.

Curva Concentragcao Concentragao ) _
analitica esperada ABS ajustada Residuo Razdo

1,0045 0,0090 1,0456 -0,0411 0,96

4,0493 0,0374 3,9458 0,1035 1,03

1 7,0615 0,0687 7,1421 -0,0806 0,99
11,4909 0,111 11,4720 0,0189 1,00

0,2120 0,0024 0,1816 0,0304 1,17

0,4297 0,0053 0,4300 -0,0003 1,00

2 0,6430 0,0081 0,6698 -0,0268 0,96
0,9315 0,0118 0,9868 -0,0553 0,94

1,4256 0,0164 1,3808 0,0448 1,03

0,2144 0,0099 0,1786 0,0358 1,20

0,4798 0,0236 0,5483 -0,0685 0,88

° 0,7872 0,0335 0,8155 -0,0283 0,97
0,9496 0,0362 0,8884 0,0612 1,07

0,3128 0,0288 0,2164 0,0964 1,45

2,1312 0,0497 1,9785 0,1527 1,08

4,1285 0,0781 4,3729 -0,2444 0,94

4 6,1400 0,1006 6,2699 -0,1299 0,98
8,2000 0,1261 8,4198 -0,2198 0,97

10,2318 0,1435 9,8868 0,3450 1,03

Fonte: O autor (2023).

Aos valores observados, a linearidade foi estudada a partir dos melhores

pontos observados em 4 curvas analiticas entre 0,2 e 12,0 ug L', excluindo-se o zero

da curva de calibragcédo e pontos fora do controle. Os valores permitiram identificar a

melhor faixa de trabalho. A Figura 12 apresenta a linearidade das curvas testadas e

ajustes lineares realizados das curvas analiticas para a determinagéo de Hg.
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Figura 12 Ajustes lineares das curvas analiticas para a determinagao de Hg.
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A melhor faixa de trabalho foi determinada entre 0,3 e 10 ug L', apresentando

valores confiaveis e coeficiente de correlagédo 0,99 e r? >0,99. Os resultados estiveram
de acordo com o recomendado pela INMETRO (2020), indicando coeréncia a leitura,

excluindo erros associados ao método com relacao a linearidade.

4.2. ENSAIO DE RECUPERACAO

A seletividade foi testada com intuito de garantir para que ndo houvesse

comprometimento nas analises decorrente do efeito de matriz. O procedimento

avaliou a capacidade da recuperagao da técnica analitica, a qual adicionou mercurio

nas amostras de sangue para a concentragdo estimada em 0,6 uyg L. Os valores

recuperados e esperados estdo na Tabela 9, assim como os resultados de

recuperacao em %.
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Tabela 9 Concentragdes de mercurio em amostras dopadas.

_ Concentragao Concentragao
Leitura Recuperacéo (%)
obtida (ug L) esperada (ug L")
1 0,5403 0,6188 87%
2 0,5259 0,6327 83%
3 0,4305 0,4810 90%
4 0,5310 0,5648 94%
5 0,3948 0,5480 72%
6 0,4287 0,5324 81%
7 0,4984 0,5821 86%
8 0,5425 0,6781 80%
9 0,5620 0,6821 82%
Média 0,4949 0,5911 0,84
Desvio padrao 0,0609 0,0676 0,0635

Fonte: O autor (2023).

Com os valores observados, foram calculados os valores de indice z (Figura
13) para constatar que o procedimento alcancou condi¢cdes satisfatérias e a
capacidade de gerar resultados exatos e precisos. Os valores calculados ficaram entre
-2 e 2 que, combinado ao resultado de recuperagdo entre 60-115%, indicaram a

qualidade na determinacao de Hg segundo a AOAC (2022).
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Figura 13 indice z calculados para as amostras de sangue dopadas com Hg para a
avaliagao da recuperacgao.
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Fonte: O autor.

4.3. ESTUDO DE CASO

Na Tabela 10, sdo apresentados valores médios, maximos € minimos para as
concentragbes de Hg determinadas nas 61 solugbes de amostras analisadas por
CVAAS, assim como o coeficiente de variagdo (CV%) e a incerteza analitica
expandida em nivel de 95% de confianga. Como esperado, a variabilidade foi grande,

atingindo CV de 81% para a faixa de concentragdo de Hg de 2,90 a 42,8 ug L.

A média da concentragcdo de Hg nas solugdes das amostras de sangue foi
14,1 ug L, contudo, a distribuicdo estatistica da Figura 14 foi bastante diferenciada,
nao tendo distribuicdo aproximada a normalidade em nivel de 95% de confianca.
Algumas amostras apresentaram concentragdes inferiores ao minimo valor
quantificavel, porém foram evidenciados valores superiores na ordem de 42,8 ug L.
As concentragdes de mercurio no sangue indicam a magnitude da exposicédo a este
elemento quimico toxico aos seres vivos (O’CONNOR, 2019). Considerando fator de
diluicdo médio (FD =7) tipico para as analises de sangue total, a maxima
concentragéo obtida seria 286 ug L', o que se tornaria cerca de 29 vezes maior que
o valor proposto por Mahaffey et al. (2009) entre 0 e 10 ug L.
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Tabela 10 Estatistica descritiva dos resultados obtidos para Hg nas amostras

Estatistica descritiva Resultados obtidos
Média (ug L") 14,1
Maximo (ug L) 42,8
Minimo (ug L) <2,90
CV% 81
n 32
Incerteza (%) 21
LD 2,9
N 61

CV% = coeficiente de variagao total; n = numero de amostras com concentracao

superior ao limite de detecgdo (LD) estimado em 2,9 ug L
Fonte: O autor (2023).

Figura 14 Histograma das concentragdes obtidas de Hg nas solu¢des das amostras
cedidas pelo LECC/CNEN
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Fonte: O autor (2023).
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A partir dos dados acima, o presente estudo demonstrou a capacidade de
determinagdo de Hg em sangue total, porém, devido ao Comité de Etica em Pesquisa,
nao se permitiu compilar os dados dos individuos, pois sdo de porte exclusivo do
coordenador da pesquisa de carater restrito (CAAE 36784520.5.0000.5200 e Parecer
n°® 4.306.921, ambos no Anexo 1).

Ainda assim, foi possivel comprovar a aplicabilidade do método proposto por
Portugal (2020) para, inclusive, a quantificagdo de mercurio em sangue humano
expressou carater de biosseguranga para analises quimicas de Hg em sangue
humano. A analise de brancos analiticos corroborou para o estudo da metodologia,
ainda que nao haja dados de materiais de referéncia do elemento em sangue humano,
0 ensaio de recuperagdo garantindo confianga analitica permitindo o estudo das

concentragcdes de mercurio.
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados deste trabalho, sobre a implementagcdo da
Espectrometria de Absor¢cao Atdmica com Vapor Frio aplicada a determinacao de
mercurio em sangue humano realizado no Centro Regional de Ciéncias Nucleares do

Nordeste, foi possivel evidenciar e concluir que:

e O estudo validou o procedimento analitico adequado para um tratamento quimico
nas amostras de sangue com seguranga no procedimento e confiabilidade dos

resultados;

e Ensaios analiticos adequados a partir de sangue dopado com mercurio
possibilitaram a verificagdo de recuperagao ao mercurio presente nas amostras; e
comprovou a quantificagdo de Hg em solugdes de amostras de sangue total,
recomendando-se uma futura investigacao dessas concentragdes, pois existem
valores que podem estar muito superiores aos valores de referéncia

disponibilizado pela OMS.
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ANEXO 1

HOSPITAL OTAVIO DE
FREITAS/ SES

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titule da Pesquisa: Biomonitoragio de oligoelementos em sangue e cabelo de profissionsis de saide
assintomaticos efou recuperados da COVID1S

Pesquisador: Lais de Carvalho Santos Bezerra
Area Tematica:

Versio: 1

CAAE: 36784520.5.0000.5200

Instituigdo Proponente: SECRETARIA DE SAUDE

Patrocinador Principal: COMISS5AO MACIONAL DE ENMERGIA MUCLEAR
MINISTERIO DA CIEMCIA, TECHOLOGIA E INOVACAD

Coordenagdo de Aperfeicoaments de Pessoal de Nivel Superior

DADODS DO PARECER

Homero do Parecer: 4.306.821

Apresentagio do Projeto:

Bem apresentado com bases tedricas para o desenvolvimento do estudo

Objetive da Pesguisa:

Mapear os oligoelementos de profissionais de saude sem a presenca da infeccdo pelo coronavinus

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos sao baixos, com a venopuntura sendo a principal agdo que o pesquisado sofrera

Comentarios & Consideragoes sobre a Pesquisa:

Reconhecer niveis de cligoelementos em relagdo com a fempestade metabolica ocasionada pelo

COroNEWins

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Tados cometamente preenchidos

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Projeto aprovado

Consideragées Finais a critério do CEP:

Endersgn:  Fu3 Agniglo Guimardes SiN Zala CEP Departaments Pessoal

Balrro:  Tejlpkd CEP: 50.520-640
UF: PE Municiplo: RECIFE
Telefona: (B1)3132-B635 E-maill:

ceg.hofi@saude. pa_gov.br
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixe relacionados:

FREITAS/ SES

Qo ™

Tipe Dacumento Arguivo Pastagem Autor Situagdo
Informagtes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P 18082020 Aceito
do Projeto ROJETO_1615188 pdf 18:20027
Projeto Detalhade [ | proj_.pdf 18082020 |Lais de Carvalho Aceito
Brochura 18:18:57 |Santos Bezersa
Investigador
Folha de Rosto rosto_pdf 18M82020 |Lais de Carvalhao Aceito
18:18:57 |Santos Bezemrs

Owiros lattes_mbgl. pdf 18/08/2020 |Lais de Carvalho Aceito
18:18:38 | Santos Bezemra

Owiros lattes_wmp._pdf 18/08/2020 |Lais de Carvalho Aceito
18:18:12 | Santos Bezemra

Owiros lattes_gbcn. pdf 18/08/2020 |Lais de Carvalho Aceito
18:14:52 | Santos Bezemra

Owiros lattes_losb. pdf 18/08/2020 |Lais de Carvalho Aceito
18:14:26 | Santos Bezemra

Owiros lattes_ejf. pdf 18/08/2020 |Lais de Carvalho Aceito
18:14:00 | Santos Bezemra

Owiros cart_aprese__pdf 18/08/2020 |Lais de Carvalho Aceito
18:10:24 [ Santos Bezemra

Duiros quest. pdf 18/08/2020 |Lais de Carvalho Aceito
15:01:18 [ Santos Bezemra

Duiros cart_crmec.pdf 18/08/2020 |Lais de Carvalho Aceito
15:00:34 [ Santos Bezemra

Outros confid.pdf 18M8/2020 |Lais de Carvalho Aceito
15:00:00 [ Santos Bezera

Outros carts_anun.pdf 18M8/2020 |Lais de Carvalho Aceito
14:58:41 Santos Bezera

Brochura Pesquisa | proj_.docx 18M8/2020 |Lais de Carvalho Aceito
14:50:08 | Santos Bezemra

TCLE / Termos de | tole_.pdf 18M8/2020 |Lais de Carvalho Aceito

Assentimento / 14:58:23 | Santos Bezemra

Justificativa de

Auséncia

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Méo

Endarego;  Rua Agriglo Gulmardes SiN Sala CEP Departamenta Pessoal

Balrro:  Telipk
UF: PE

Munilciplo: RECIFE

Telefone: (B1)3152-8635

CEP:  50.920-640

E-mall:

cep.hafifsauce.pe_gov.br
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Assinado por:
Fermando Luiz Cavaleanti Lundgren
(Coordenador(a))

Enderagn:  Fu3 Apriglo Guimardes SiN Sala CEP Departaments Pessoal

Balrro:  Tejlpis CEP. 50.920-540
UF: PE Municiplo: RECIFE
Telefone: (B1)3152-8635 E-mall: cep.hafsaude.pegov.or
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