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DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAO DE UMA METODOLOGIA DE ANALISE
MULTIELEMENTAR EM AMOSTRAS DE SORO SANGUINEO POR
ESPECTROMETRIA DE MASSA DE ALTA RESOLUCAO COM FONTE DE
PLASMA INDUTIVO

Lucilena Rebélo Monteiro

RESUMO

Este trabalho relata o desenvolvimento e a validagdo de uma
metodologia para a analise elementar em amostras de sangue e soro sangiineo,
empregando-se a técnica de espectrometria de massa de alta resolugdo com fonte
de plasma indutivo. Foram estudadas algumas das figuras de mérito associadas a
técnica, tais como limites de detecgédo instrumental e do método aplicado,
estabilidade das medidas a curto e longo prazo, resolucdo, sensibilidade, precisédo
e exatiddo da técnica. Estas figuras s8c empregadas como pardmetros de
comparacéo do desempenho da espectrometria de massa com fonte de plasma
indutivo com outras técnicas, conforme dados de literatura.

Os principais interferentes espectrais e nao espectrais associados a
matrizes bioldgicas, em especial, soro e sangue total, foram identificados. S&o
discutidas também as condi¢bes de formagdo dos interferentes e algumas das
opcOes para que seus efeitos sejam minimizados.

Conhecidas as principais varidaveis do método de anélise, realizou-se
um estudo de caso, tendo como populagéo um grupo de 23 atletas maratonistas.
Este estudo verificou a validade da metodologia nas avaliagbes nutricionais.
Empregou-se a andlise dos componentes principais na identificagdo de

correlagbes entre individuos em fungdo dos resultados analiticos e do histérico
levantado.



A METODOLOGY DEVELOPMENT AND VALIDATION OF SERUM AND
BLOOD MULTIELEMENTAR ANALYSIS‘ BY INDUCTIVELY COUPLED HIGH
RESOLUTION MASS SPECTROMETRY

Lucilena Rebélo Monteiro

ABSTRACT
This work reports a methodology development and validation of

elementar analysis in whole blood and serum samples, by using the inductively
coupled high resolution mass spectrometry technique. Some figures of merit were
studied, such as instrumental and procedure detection limits, long and short term
stabilities, resolution, sensibility, and the technique precision and accuracy. These
results were compared with available values from the same and other

techniguesfound in current literature.

The main spectral and non-spectral interference associated with
biological samples were also studied, along with, the interference formation rates

and some options to minimize its effects.

Once the analytical methodology variables were found, it was made a
small population assay, with 23 running athletes. This assay evaluate the
methodology reliability in nutritional studies. The principal component analysis was
applied in the individual correlation, in function of metal content in serum and in

function of the clinical profile.



1 INTRODUCAO:

-

O sangue ¢ o principal agente transportador de nutrientes para os tecidos.
Esta propriedade o caracteriza como um importante monitor biolégico’, de tal modo, que a
medicina vem empregando os pardmetros hematolégicos como indicadores clinicos de

critérios de normalidade e toxicidade?.

Nos dltimos anos, tem crescido a necessidade de avaliar-se a concentragédo
de diversos metais no sangue e em suas fragdes™ * %8 Foram identificados os niveis
(Figura 1.1). pelos quais as estruturas bioldgicas expressam-se7'8 e a importancia que os
elementos metalicos exercem na regulagdo destes sistemas. Hoje, sabe-se que o
funcionamento e a regulacdo do metabolismo de tecidos e érgdos ocorre em uitima escala

pela agcdo ativadora ou inibidora de certos metais, em uma série bastante grande de

proteinas.

Deste modo as dosagens de elementos presentes no sangue total, no soro
ou no plasma tem servido ao estudo do metabolismo normal® '° e do efeito de doengas
(diabetes'"); tratamentos médicos (radioterapia'®, quimioterapia®®, dialise®'*, nutricdo
parenteral) e de agentes externos (estresse fisico'> e emocional), sobre o metabolismo

mineral.

Para o desenvolvimento destes estudos é necessaria a implementacéo de

metodologias analiticas que apresentem algumas caracteristicas, tais como:

Empregar pequenas quantidades de amostra;
Permitir o minimo de manipulagdo e preparo da amostra;
* Apresentar elevada sensibilidade;

Permitir medidas com elevada preciséo.




[ Organismos

<Tec1dos e orgaos>

[ Macromoléculas

Moléculas e Precursores >

Figura 1.1: Hierarquia das estruturas biolgicas®.



CAPITULO I: INTRODUCAO 6

A partir destas diretrizes, diversas técnicas e metodologias vem sendo

empregadas nos estudos do contelido de metais no sangue e suas fragdes'®"' "8,

Metodologias envolvendo a espectrometria de absor¢do atdmica, embora
amplamente empregadas, permitem determinacdes a niveis de alguns mg/L. As suas
vantagens s&o principalmente a robustez da técnica, e a grande variedade de métodos de
referéncia disponiveis. Suas limitagdes sao varias, tais como a necessidade de multiplas
dilicdes e calibragbes'®, procedimentos extensos de preparo de amostras e padrées,
elevado consumo de amostra e a ocorréncia de interferéncias de matriz, exigindo

corregdes com modificagdes de matriz, agentes complexantes ou corregbes de

background e de efeito Zeeman®'®.

Com o emprego do forno de grafite, a espectrometria de absorgéo atémica
apresenta melhores niveis de sensibilidade e diminui o consumo de amostra.

Permanecem inalteradas as demais caracteristicas'®?",

A espectrometria de emissdo atdmica com fonte de plasma indutivo permite
determinagdes, mais rapidas, em intervalos de concentragdo mais amplos, que a
espectrometria de absorcdo atémica'®. Entretanto, também fica sujeita a interferentes
espectrais, muitas vezes causados pela propria complexidade do espectro de luz e das

transicdes eletronicas envolvidas no principio da técnica'®.
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Neste cenario, as técnicas nucleares (analise por ativagdo com neutrons'”?°,
diluigao isotépica®, ou envolvendo tracadores radioativos) apresentaram alguma
vantagem, frente as demais, quando em estudos clinicos, principaimente pela precisdo e
sensibilidade que apresentam. As desvantagens destas técnicas, entretanto, decorrem

principalmente dos custos e tempo de analise elevados, que prejudicam sua difusdo e

aplicacéo corrente em estudos populacionais.

Ha ainda que se ponderar quanto ao emprego de is6topos estaveis e
radioativos junto a grupos vulneraveis, como criangas, doentes cronicos ou agudos.
Mesmo estando entre as técnicas que fornecem os resultados mais precisos®?! e os

melhores limites de determinagao, sado colocadas restricbes em seu emprego.

A espectrometria de massas com fonte de plasma indutivo vem se
desenvolvendo nos Uultimos anos uma técnica com as vantagens analiticas de

sensibilidade, precisdo, rapidez e da possibilidade do emprego de tragadores n&o-

radioativos®'”.

Contudo, até meados da década de 90, a espectrometria de massas com
fonte de plasma ainda exibia problemas relativos aos interferentes de massa inerentes
aos analisadores do tipo quadrupolo. Com o emprego dos analisadores do tipo setor
magnético nos espectrometros de massas, os interferentes puderam ser separados, uma

vez que estes analisadores permitem uma melhor resolugao’'®,
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As aplicacBes dos analisadores de massa do tipo setor magnético ja sdo
bastante conhecidas, quando empregados com outros tipos de fontes de ions''é.
Entretanto, quando estes analisadores foram empregados juntamente com uma fonte de

plasma indutivos'®, uma série de vantagens que sempre foram associadas a técnica

analitica ideal foram alcancadas.

Este trabalho ira portando descrever os estudos e resultados obtidos na
andlise de metais em amostras de plasma e sangue total, empregando o primeiro
espectrdmetro de massas de alta resolugdo instalado no Brasil, no Laboratério de

Caracterizagéo Isotépica da Divisdo de Materiais, do Instituto de Pesquisas Energéticas e

Nucleares - |PEN.

Esta técnica permite avaliagbes nutricionais, por meio da determinagéo de
varios elementos, quase-simultaneamente, em amostras consideradas dificeis para outras
técnicas, tais como: amostras de sangue e soro. Entretanto uma das principais vantagens
seria a de permitir analises de forma rapida, em niveis de concentragdo menores que as

técnicas empregadas até o momento.

Devido os baixos niveis de concentragdo alcangado para alguns elementos
que ocorrem no plasma sangilineo em concentra¢des inferiores aos limites de detecgéo
das técnicas hoje disponiveis®'"'®, a técnica de espectrometria de massas de alta

resolugéo com fonte de plasma indutivo foi empregada neste estudo.
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1.1. OBJETIVOS:

1.1.1. GERAIS:

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de uma metodologia para a

determinagcdo de elementos essenciais em plasma sangliineo por espectrometria de

massas com fonte de plasma indutivo.

Aplicagédo da metodologia em um estudo de caso, na avaliagdo da condigéo

nutricional de atletas maratonistas.

1.1.2. ESPECIFICOS:

Definir as condi¢gdes operacionais mais adequadas para matrizes bioldgicas;
Identificar as figuras analiticas de mérito do procedimento de anélise;

Estudar e eventualmente, eliminar ou corrigir a ocorréncia de possiveis

interferéncias espectrais e ndo espectrais;

Aplicar um procedimento de avaliagdo envolvendo estatistica multivariada no

cruzamento de informagdes analiticas com o perfil dos individuos deste estudo.



Il REVISAO DA LITERATURA:
2.1. METAIS PRESENTES NO SANGUE E SORO:

O sangue € uma matriz bifasica, extremamente complexa, com um elevado
conteudo salino e rica em proteinas, para a qual os metais de transigdo ocorrem em
concentragdes muito baixas. As duas fases genéricas® do sangue s&o os elementos

figurados (eritrécitos, plaquetas leucécitos, etc.) e o soro (fluido intersticial).

As matrizes biolégicas ndo apresentam uma composig@o quimica definida.
Complexos mecanismos regulatérios garantem que no sangue estabelega-se um equilibrio
entre centenas de compostos diferentes, muito embora a composi¢ao idnica total sofra
pequenas alteragdes. O equilibrio observado € mantido em diversos organismos vivos de
modo altamente especifico, mantendo uma concentracdo média de determinados

elementos, mesmo quando ocorrem modificacdes na dieta?.

@ Sem o emprego de anticoagulante.



"

2.1.1. ELEMENTOS MAIORES:

Os elementos maiores, em tecidos bioldgicos, s@o aqueles que se

apresentam em quantidades relativas a mg/g, alguns deles s&o o Na, K, Ca, Mg.

Quando se consideram os fluidos bioldgicos intra e extra celulares, os
cétions de sodio e potassio respectivamente s3o os mais abundantes®?* O sédio
representa 90% dos 154mmol/L dos cétions inorganicos presentes no plasma. A
necessidade diéria de sddio é de 130 a 260mmol (8 a 15 g) de NaCl . Sua absorcio é

quase total, e 0 excesso é eliminado pelos rins® %,

O potassic € o principal cation presente dentro das células®. Sua

concentrag8o nos eritrocitos € de 105mmoliL, aproximadamente 23 vezes a concentracéo

no plasma?.

A concentragao destes eletrdlitos, responsaveis pela manutengéo da presséo
osmética das células, em condicdes de saide normal, n&o sofrem modificacdes

significativas em relagéo a hora do dia ou estagbes do ano?*.
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2.1.2. ELEMENTOS TRACOS:

Os elementos ditos tragos sdo 0s que se apresentam em concentragdes nos

elementos ultra-tragos, presentes em concentragdes relativas a ng/g ou menos.

‘ niveis de ug/g®®. Técnicas analiticas com maior sensibilidade tem permitido o estudo de
‘ 2.1.3. ELEMENTOS TRAGOS ESSENCIAIS:

A determinacdo de elementos tracos em amostras bioldgicas tém permitido
' as descobertas das distribuigdes destes elementos nos metabolismos humano e animal®%.
‘A partir destas descobertas designou-se como elementos essenciais, aqueles que séo
.importantes unicamente para a manutengdo da vida e da saide; e que apresentem
' fungbes ligadas ao desenvolvimento e crescimento de um organismozz. Necessariarhente,

a deficiéncia destes elementos ditos essenciais causa danos funcionais, que sé séo

' aliviados com a suplementag&o alimentar™.
‘ A lista completa dos elementos essenciais &€ controversa, pois ha ainda

estudos sobre a toxicidade e essencialidade de alguns elementos que estdo em

desenvolvimento® A classificagéo clinica que € em termos gerais bem aceita € mostrada

.naTABELA1.1.

TABELA1.1: Distribuicdo dos elementos segundo suas caracteristicas clinicas®

. Essenciais: Co, Cr, Cu, Fe, F,1, Mn, Mo, Se, Si, Sn, Ve Zn
N&o essenciais Al Au, B, Bi, Ge, Lie Pt
N&o essenciais e Toxicos Ag, As, Ba, Be, Cd, Hg, Ni, Pb, Sb, Tee TI
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Na TABELA 1.2. sdo citados os intervalos de referéncia de alguns
micronutrientes presentes no soro sangliineo e a seguir cada um destes tem sua fungao e

importancia bioldgica revisadas.

TABELA 1.2: Intervalos de referéncia de alguns elementos presentes no soro

sangilineo.
Elemento Intervalo de referéncia Observagdes Fonte
(ug/L)

Fe 500-1.600 Homens !

400-1.500 Mulheres 2
Cu 700-1.400 Homens %

700-1.600 Mulheres 3
Zn 800-1200 - 38
Cr 0,08-45 - 2
Mn 0,004-0,140 . 2
Ni 0,3-0,9 Individuos normais ¢
Ni 0,7-4,0 Pacientes de Hemodidlise ~ °
Co 0,22-140 - i

Co 0,35 %
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2.1.4. O FERRO:

O ferro € o mais importante elemento essencial presente no nivel de

respiragéo, transporte do_oxigénio e-na-atividade muscular®.

O metabolismo do ferro é cuidadosamente regulado pelo equilibrio
estabelecido entre as espécies de Fe*? (insolavel) e Fe™(soltvel). Quando em excesso, 0
ferro @ armazenado em sua forma insollvel ligado a ferritina. Quando ha demanda de

ferro, este € solubilizado e transportado para as células pela transferrina e captado por

receptores de transferrina.

Pela importancia bioldgica das funcdes que exerce, as deficiéncias de ferro®
se associam a sintomas como anemia, a redugdo da capacidade respiratéria e a

diminuicdo da tolerancia a atividades fisicas.

A principal causa da deficiéncia de ferro € o baixo consumo de ferro na dieta.
A perda de sangue é a segunda causa, mais comum, de deficiéncia de ferro em adultos.
Dai a elevada ocorréncia deste tipo de deficiéncia em mulheres, devido ao sangramento
do periodo menstrual. Sangramentos no trato gastrointestinal sdo também causas de
deficiéncia de ferro entre os homens. Sao também consideradas populagbes vuineraveis a
perda ou a deficiéncias de ferro: as criangas®, adolescentes®®, mulheres gravidas e
atletas’, devido a elevada demanda de ferro causadas por taxas de crescimento ou

atividade fisica superiores a da populagéo em geral.
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DE MAEYER et al. 7, entretanto, relatam que mais de um bilhdo de pessoas

no mundo sofram de anemia e que em pelo menos metade destas a causa seja por

deficiéncia de ferro.

Embora, a importancia do condicdo nutricional do ferro no organismo seja

reconhecida, ainda hoje ndo se tém uma perfeita definicdo dos estagios da deficiéncia de

ferro.

VERCELLOTTI® relata os estagios preliminares, em que ha baixas reservas
de ferro. Uma segunda fase seria a deficiéncia de ferro até atingir estagios avangados de

anemia, com o0 severo comprometimento da eritropoiese.

HASTKA et al?® utiizam como indicadores da deplecdo de ferro a
concentracdo de hemoglobina, a contagem de hemacias, os niveis de transferrina e
ferriina no soro, bem como os niveis de zinco-protoporfirina nos eritrocitos. Estes
parametros identificam principalmente trés estagios, também definidos por HASTKA et

a® : 0 de deficiéncia ou deplegdo de ferro, o de ferro-deficiéncia na eritropoiese e o de

anemia.

Estas diferengas ténues sao particularmente importantes de se identificar em
populagdes vuineraveis, devido as elevadas solicitagdes metabdlicas envolvidas, assim

como em pacientes de doengas que atingem os 6rgaos responsaveis pela producdo

sanglinea e regulacéo do metabolismo.
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Entre atletas que fazem uso de suplementagcdo mineral, ha o risco oposto,
pois o excesso de ferro também esta associado & hemocromatose, a doencas coronarias®

e a alguns tipos de cancer’,

No sangue total, as concentragbes de ferro sdo elevadas, deste modo a
espectrometria de absorgdo atdmica com chama ou com forno ou a espectrometria de

emissdo com fonte de plasma indutivo s&o mais adequadas a sua determina¢&o?%.

Com o emprego de espectrOmetros de massas do tipo quadrupolo com
fonte de plasma indutivo, VANHOE et al.*' relatam a ocorréncia de interferentes (“°Ar'®0)
na massa 56, a do is6topo mais abundante do ferro, e em menor escala na massa 57

(“Ar'®0"H). Portanto, seria necessario o estudo com a espectrometria de massas de alta

resolucéo.

MOENS et al.** foram os pioneiros na separacdo dos interferentes com o
emprego da espectrometria de massas com dupla focalizagdo no estudo das figuras de
mérito da técnica no que se refere a amostras de soro. Entretanto, ha ainda uma lacuna

entre a disponibilidade do recurso analitico e sua aplicagdo em estudos clinicos e de

populagéo.
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2.1.5. 0 COBRE

O cobre é um elemento essencial para as fungbes celulares de todos os
organismos vivos®®. Complexantes bioldgicos mostram uma grande afinidade com o cobre,

tanto que a concentragéo deste metal livre em fluidos bioldgicos é muito baixa™.

e s e et

A sua forma disponivel biologicamente esta ligada a albumina, a peptideos e

As fungdes bioquimicas do cobre estdo associadas a cuproenzimas
especificas, tais como, a Cu-Zn-superéxido dismutase, o citocromo ¢ oxidase. A sua

este se ligue a transferrina. A sua importéncia é tal que a concentracdo de ferro

L e
<

necessaria para manter os niveis normais de hemoglobina sdo dependentes da

concentragcdo de cobre na dieta.

No soro, a concentragédo de cobre é de aproximadamente 100ug/L e cerca de
90% esté associado a ceruloplasmina®. Modificagdes desta concentragdo sdo relatadas™
N — —— T T
em pacientes com cancer, e com as Sindromes de MENKES e WILSON®, linfomas,

infecgbes, reumatismo, artrite e nefrose. Em mulheres gravidas a concentragdo de cobre

pode dobrar em relagéo ao valor normal.

b Disfun¢bes metabdlicas, de causa genética, cujos sintomas principais s&o

as alteragcdes da absorgédo e da excregéo do cobre.
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Como a regulagdo da sua concentragéo é feita através do figado, disfungbes

deste 6rgdo também alteram sua concentrag&o no soro>>.

As deficiéncias de cobre estdo associadas a desnutricio e em geral levam a
anemia pela interferéncia que causa do processo de oxidagéo do ferro e na formacgéo da

hemoglobina. Por isso, em casos de anemia quando se administra ferro, hd sempre uma

pequena dose associada de cobre.

Vérias técnicas® ja foram empregadas no estudo do metabolismo do cobre,
tais como a espectrometria de absor¢éo atdmica, espectrometria de emissao com fonte de
plasma e detecgdo de emissdes gama dos isétopos **Cu e ®*Cu. Na espectrometria de
massas € comum o emprego do ®cu enriquecido, pois sdo relatadas interferéncias sobre

amassa do is6topo de massa 63, causadas pela espécie “°Ar*Na.
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2.1.6. O ZINCO:

O zinco &€ um elemento essencial cuja fungéo bioldgica estd associada a

sintese do DNA e do RNA®, Este metal é o sitio ativo de mais de 120 enzimas®’, tais

T

—~ ~

como, anidrase carbdnica, DNA polimerase, RNA polimerase, t-RNA sintase,
transcriptase, fosfatase alcalina, oxidoredutase e transferase. No caso especifico da
anidrase carbdnica, o zinco corresponde a 0,33% de seu peso molecular, e a fungéo

principal desta enzima é a eliminagéo do CO, do corpo humano.

A maior parte do zinco esta presente nos eritrécitos na forma de anidrase
carbdnica, uma pequena porgéo fica em equilibrio no plasma. Deste modo a concentragéo
do zinco no sangue total e nas hemacias é pelo menos 10 vezes maior que no soro™.
VERSIECK e CORNELIS® fizeram uma revis8o dos niveis de zinco, entre outros
elementos, relatados por diversos pesquisadores, e citam a hemolise como a principal

causa de resultados inconsistentes.

A determinagdo da concentragdo do zinco no soro & o parémetro mais
amplamente empregado na avaliagdo da condigdo nutricional®. A determinacgao do zinco
contido nos eritrécitos, no sangue total, ou nos cabelos ndo sdo bons indicadores da

condicdo nutricional recente, pois estes niveis dependem de um prolongado ciclo

metabolico™®.
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Um outro recurso bastante empregadoc em avaliagbes metabdlicas é a
determinagéo da razéo Cu/Zn do plasma. Segundo PRASAD®, um aumento desta razéo

em pacientes que apresentam tumores, indica uma alta atividade tumoral e um baixo

progndstico.

Segundo, PRASAD®, as deficiéncias de zinco estdo associadas a dietas

inadequadas de proteinas; e um fator de predisposigéc € o consumo predominante de

vegetais.

Os niveis de zinco sdo constantes em individuos saudaveis(ver tabela 1.2.),
entretanto, modificagbes destes niveis s@o relatados em condicdes de estresse,

alcoolismo, infeccbes crénicas e infarto do miocardio.

Em casos de deficiéncia acentuada de zinco foram observados® retardo de
crescimento, hipogonadismo, desordens imunoldgicas e neuro-sensoriais, uma anormal

adaptagé@o ao escuro e nos homens, impoténcia.

Contudo os quadros mais dificeis de se identificar sdo as deficiéncias

intermediarias de zinco, pois as zonas de transigdo ainda ndo estio bem definidas®.
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2.1.7. O CROMO:

Este elemento ¢ essencial no metabolismo de lipideos e carboidratos*.
Dietas insuficientes de cromo levam a sintomas semelhantes ao da diabetes e a doencas
cardiovas_c’lﬂa_[_gszz. Estudos recentes comprovaram beneficios da inclus@o deste elemento
na dieta em pacientes hipoglicémicos, tratados com insulina ou hipoglicémicos orais*.

Séo relatados também o aumento de receptores de insulina com a suplementacéo de

cromo*®.

Perdas anormais de cromo ocorrem em condigdes de estresse, traumas ou

exercicios fisicos, assim como em dietas com elevado consumo de aglicar refinado*.

A absorcgo do cromo é dita inversa®®, pois quanto maior a dose menor a

absorgéo.

ANDERSON? relata que, embora, beneficios tenham sido observados em

alguns grupos, para individuos saudaveis nenhuma modificacdo foi observada na

toleréncia a glicose.

VALLERAND et al.*' relatam um aumento na perda urinaria de cromo apés
exercicio fisico. Observou-se também que individuos condicionados a corrida

apresentaram perdas menores que em individuos néo treinados, provavelmente por uma

deplecéo prévia desenvolvida.
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2.1.8. 0 MANGANES

Diferentemente do ferro, zinco e do cobre, que s&do classificados como
elementos Sisgggiais_pelas_ evidéncias clinicas de suas deficiéncias, o mangggg_s__jgi_
aceito como /c—:-/lgmeﬂr]tfq_ﬂe_s_g@c_iglgqm base na dependéncia de certas enzimas quanto a
presenca_do-manganés-como cofator®. Uma destas enzimas é a R-Globulina, de atuagao

\v . - r’ N
especifica a ponto de diferenciar os cations +3 do *>Mn do *Fe*?.

A concentragdo de manganés é regulada pela agdo de hormonios e a
administragdo de estradiol eleva os niveis de Mn no sangue. As maiores concentracdes de

Mn séo encontradas em tecidos ricos em mitocondrias associado a superdxido dismutase,

0 que leva a baixos niveis no soro.

Relatos da deficiéncia de manganés, em voluntarios, descrevem sintomas

como a perda de peso, dermatite, retardo no crescimento de pelos e unhas e niveis de

colesterol e trigliceridos diminuidos*.

Intoxicagbes também foram relatadas em mineradores ocupacionalmente
expostoszz. Os sintomas relatados envolvem distirbios psiquiatricos, como esquizofrenia e

desordens neurolégicas semelhantes a Mal de Parkinson®.
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2.1.9. O NIQUEL:

O niquel é considerado um elemento téxico, sendo reconhecido como um
agente carcinogénico. Niveis elevados de nique! so relatados® em quadros de infarto do
miocardio, artrite reumatdide e em paciente submetidos a hemodidlise regular. Nos
pacientes de hemodialise e em roedores tratados com NiCl, s3o observadas desordens®

como peroxidagdo de lipideos, danos celulares e & imunidade humoral e

hiperprolactinemia.

Em individuos saudaveis o niquel € eliminado pela urina, bile e cabelo®.
Muito pouco se conhece do metabolismo de remogédo deste elemento do sangue, e
estudos em pacientes de hemodialise indicam que o niquel néo € totalmente removido do

corpo por este tipo de tratamento®. Este fato sugere que o niquel esteja ligado a grupos

protéicos, em especial a é-histidina®.
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2.1.10. O COBALTO:

O cobalto é essencial em humanos somente como parte integrante da
vitamina Biz(cobalamina)?, e esta deve ser suplementada na dieta pois a flora intestinal

ndo sintetiza a vitamina Bj» a partir do cobalto livre. Nenhuma outra fungéo biolégica é

atribuida ao cobalto®.

O intervalo de referéncia do cobalto em amostras de soro é bastante
amplo**, provaveimente por efeitos de contaminagao e problemas de detecgéo de algumas

técnicas. Usualmente o valor relatado € de 0,10 a 0,35ug/L36.
2.1.11. OUTROS ELLEMENTOS:

Outros elementos estudados neste trabalho tem sua fungbes bioldgicas ou

caracteristicas detalhadas no decorrer do texto, na se¢ao de resultados e discussoes.
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2.2. ESCOLHA DA TECNICA

A metodologia utilizada nesse trabalho permite a quantificacdo direta de
alguns elementos em niveis de concentragdo que outras técnicas atuais ndo permitem.
Mais que isso, permite a medida com tal precisdo que permite a identificacéo de pequenas
variagbes do conteido de elementos. Essa informagdo & de particular interesse
emestudos de avaliag¢do nutricional nas amostras de soro sangliineo. Desse modo, a
precis@o e a exatiddo da medida séo fundamentais na diferenciagio entre dois valores de

concentragao na ordem de grandeza de alguns ,z.:g.L“.

CREWS e COLABORADORES avaliam a absor¢édo e 0 metabolismo de
micronutrientes e elementos tragos, empregando a espectrometria de massas com fonte
termo-iénica, por bombardeamento de elétrons e com fonte de plasma indutivo. Algumas
revises bastante amplas s@o encontradas na literatura' %, BARNES® se refere a
ocorréneia de interferentes espectrais na espectrometria de massas com fonte de plasma
indutivo de baixa resolugédo como uma limitacéo a seu emprego. Varias das sugestdes em
superar esses efeitos sdo possiveis, algumas tratam de separagdes quimicas, a utilizagéo
de gases especiais no plasma, muito recentemente 0 emprego de plasmas “frios” e

apenas uma das abordagens possiveis seria a da utilizacdo de analisadores de massa

mais eficientes, como os de setor magnético.
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Entretanto, ha que se considerar que nas técnicas descritas acima, a grande
maioria dos trabalhos buscam concentragbes totais de alguns elementos para a
verificagdo das faixas de normalidade. Nesses trabalhos as faixas de normalidade
corresponde a uma faixa ampla de concentragdo. Para a identificagdo de um individuo
normal a elevada preciséo ndo é um dos requisitos da técnica podendo ser em alguns
casos da ordem de 1mg.L‘1(TABELA1.2: Ver pagina 13). Entretanto com técnicas que
apresentam essas precisdo, a diferenciagdo de dois individuos normais, que apresentem

caracteristicas diferentes de condicionamento fisico ou de dieta &€ improvave!.

Na diferenciagdo de dois valores de concentragdo muitos proximos
(diferencas de alguns ,ug.L'1) a precisdo da medida é fundamental. Além desse fator outros
fatores desejados estéo relacionados a rapidez analitica, a acessibilidade a composicéo
isotépica e 0 emprego deste recurso na certificagdo de resultados'®*?*, aos limites de

detecgéo baixos, a permitir a analise de pequenos volumes de amostra®* %,

Quanto a espectrometria de massas de alta resolugdo com fonte de plasma
indutivo disponivel no IPEN, poucos s@o os trabalhos atualmente disponiveis relativo a

46

amostras clinicas ™, em particular para soro sanglineo e sangue", e praticamente

nenhum havia sido editado na época de execugdo da parte experimental.

Entretanto as caracteristicas gerais da técnica que se encaixaram no perfil
desejado e levou a crer que essa seria a mais adequada a determinagcdo de diferencas

nutricionais sutis em um grupo de atletas maratonistas com um perfil fisico e clinico muito

similar.



il REVISAO DA LITERATURA

3.1. ESPECTROMETRIA DE MASSA COM FONTE DE PLASMA INDUTIVO:

3.1.1. HISTORICO:

A fisica de plasma comegou a se desenvolver com o estudo de descargas
aplicadas a gases a baixa pressdo. O primeiro a reconhecer as propriedades dos gases
ionizados foi LORD RAYLEIGH*, em 1906, ac discutir 0 modelo de THOMSON do &tomo
observando comportamentos “coletivos” de elétrons. LANGMUIR, em 1928, foi o primeiro
a empregar a palavra plasma***®. Embora mais recentemente, o termo plasma tem sido

aplicado a qualquer volume de gas ionizado, em que a carga total seja zero*®%%°",

Segundo GREEN* até o final da década de 30 a fisica de plasma nao teria
sido competitiva o bastante com outras descobertas da época, de modo a despertar um
interesse maior. Entretanto, plasmas gerados por descargas elétricas de forma direta,
capacitiva e indutiva também foram bastante estudadas®’. MAVRODINEANU e HUGHES®®
realizaram experimentos de excitagdo de gases a baixa press@o para analises

espectroscépicas entre 0os anos de 1891 e 1963.

Contudo, a transicdo de plasmas em sistemas fechados a baixa presséo,
para sistemas abertos a pressdo atmosférica demoraria ainda vinte anos®’. BABAT é
52,54,55,

citado por diversos autores como pioneiro, por em 1941, conseguir manter um

plasma induzido a pressdo atmosférica. Diferentemente dos outros tipos de plasma, este
ndo exigia a conversdo de um gas, em um condutor, via contato direto com uma fonte de

carga. Por este motivo este tipo de descarga foi inicialmente descrita como “high

frequency electrodless discharge”™?
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Novamente, a estabilizagdo da fonte de plasma induzido levaria outros vinte
anos, principalmente pelo atraso no desenvolvimento de métodos e materiais que
garantissem o isolamento térmico e elétrico do sistema®. Sendo assim REED®, em 1961,
relataria a obtengdo de uma fonte de plasma indutivo, em fluxo, a pressdo atmosférica,

cuja produgao, inducao, estabilizagcao e confinamento seriam controladas.

A aplicacao de plasmas induzidos como fontes de excitagdo, junto a emisséo
atdmica foi concebida ainda na década de 60, principalmente por GREENFIELD® e
FASSEL®®. Sendo o mecanismo de geragio do plasma induzido descrito posteriormente
por GREENFIELD® juntamente com uma ampla revisédo do surgimento & aplicacao de
diversos tipos de plasma como fonte espectroscopica®®'. Entre os anos de 1964 e 1974,

as condicbes de operacao dos plasmas indutivos ndo sé foram melhor entendidas, como

também, em termos préticos padronizadas®.

A aplicagéo de plasmas indutivos junto a espectrometria de emissdo foi
empregada pela primeira vez durante os anos 70%2 Em 1974, o primeiro modelo comercial
de um espectrémetro de emisséo optica com fonte de plasma indutivo foi lancado pelo
Applied Research Laboratoy (Sunland, Califérnia), imediatamente seguido por um

instrumento Jarrell Ash da Division of Fisher Corporation Walthon, Mass>>%2,

Ainda nos anos 70, a espectrometria de massa ensaiava 0s mesmos passos
que a espectrometria de emissdo optica®®, com outras fontes de plasma, que nao as

indutivas® ® tais como a termo-idnica ou a de centelha, montadas no interior camaras de

vacuo®*SS,
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Entretanto mantinha-se a concepgéo de que uma fonte de ions a presséo
atmosférica seria incompativel com os sistemas de alto vacuo dos analisadores de
massa’>. Principalmente, pela necessidade de um sistema de interface muito mais

complexo que o utilizado pela espectrometria de emissao Optica.

O desenvolvimento de interfaces em um ou dois estagios de vacuo, através
de cones de cobre permitiu que uma populagéo significante de ions fosse levada as

analisador de massa e detectada®®, assim nasceu a espectrometria de massa com fonte

de plasma indutivo.



CAPITULO IIl: ESPECTROMETRIA DE MASSA COM FONTE DE PLASMA INDUTIVO 30

3.1.2. O PLASMA:

O plasma é comumente definido como um gas que apresenta uma populagéo
de ions positivos e elétrons livies em concentragdo consideravel®® . Contudo esta
definicdo, no sentido fisico, tem sido descrita como insuficiente®, pois qualquer gas, em

maior Ou menor grau, sempre apresenta certa ionizagéo®™ "° "7,

A definicdo mais completa68 coloca o plasma como sendo um gas quase

neutro de particulas carregadas e neutras que exibem um comportamento coletivo .

A expresséo do comportamento coletivo se refere ao fato de que ha uma
interdependéncia entre as condi¢gbes locais e remotas do plasma, havendo inclusive uma
dependéncia no que se refere a extensdo desta ionizagéoes. Particularmente, algumas
propriedades observadas em plasmas de diversas naturezas, deram sustentagdo ao

49, 51

modelos que explicassem as interdependéncias . As principais propriedades sob o

aspecto da espectrometria de emissdo ou de massa, s80 as seguintes: a emissdo de
radiagdo, a quase-neutralidade elétrica, e a frequéncia de Interagdes****®® diferentes das

exibidas por gases ionizados.

"Ha que se observar, entretanto, que neste texto a abordagem feita, trata o
plasma como uma fonte de ions. Deste modo, ndo s8o feitas consideragées magneto-
hidrodindmicas sobre a fisica do plasma. Pois, embora disponha-se de uma vasta
lteratura, inclusive no que se refere a plasmas indutivos de argbnio, acredita-se que esta

discuss@o ndo seja compativel com a aplicag@o aqui presente.
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31.3. TEORIA DE PLASMA:

Neste texto, pela aplicagdo espectroscopica, o plasma € visualizado como
um sistema particulado. Sendo assim & freqliente que fungdes de distribuicdo de estados
atbmicos sejam empregadas na previsdo de como atomos e ions estejam presentes, nos
diferentes estados excitados possiveis*® %' ¢ A partir destas fungdes de distribuigdo

torna-se possivel modelar o fluxo de particulas, momento e energia no plasma, através

dos coeficientes apropriados.

Estes modelos s&o descritos em fungéo das condi¢des termodindmicas dos
sistemas fisicos. Muitos modelos ndo descrevem adequadamente os diversos processos

em um plasma indutivo, mas asseguram a compreensao de outros mais adequados.

Dois modelos bastante conhecidos sdo descritos abaixo:

a. Equilibrio Termodinamico Completo:

Diversos autores ddo um tratamento matematico amplo e detalhado, para a
quanto as condigbes de ocorréncia do equilibrio termodinamico completo. Dentre estes,
VAN DER MULLEN", faz uma revisdo dos mecanismos e balangos adotados no

estabelecimento do equilibrio termodinamico completo, e seus desvios > 677374

O equilibrio termodinamico completo assume que o transporte de energia no
pasma indutivo se da como um sistema primario (bobina de indugédo) de um
fransformador, que permite a total absorgdo da energia incidente pelo sistema secundario,

49, 51, 73

no caso o préprio plasma . Assume portanto, que nao ocorrem processos de

iradiagdo de energia. Assume portanto que o plasma se comporta como um corpo negro

perfeito, e que em seu interior ndo ocorrem processos secundarios de transporte de



CAPITULO Ili: ESPECTROMETRIA DE MASSA COM FONTE DE PLASMA INDUTIVO 32

energia51. Néo sado considerados gradientes de temperatura no corpo absorvedor, e o

plasma teria uma temperatura homogénea.

Assim a energia cinética de todas as particulas obedeceriam a
DISTRIBUICAO DE MAXWELL , em um sistema de colisdes elasticas. Os graus de
lberdade do sistema, para rotagdo, vibragdo, dissociagdo, excitacdo e ionizagdo seriam
previstos pela EQUACAO DE SAHA-BOLTZMAN. As interagdes onda particula
obedeceriam a EQUAGAQ DE PLANK 7> 7,

Com a condigdo de equilibrio termodinamico completo atendida, uma vez
conhecida a composi¢ao e a presséo sob a qual se forma o plasma, a temperatura pode

ser usada como o parametro que define a distribuicdo de energia do sistema®'4®: 73,

Mesmo sendo um modelo bastante simples o Equilibrio Termodinamico
Completo € um conceito teérico que serve apenas como uma aproximagdo, pois em
qualquer plasma real sao encontrados desvios das condigdes de Equilibrio
Termodindmico*®’®. Visto o exemplo de plasmas luminosos, tais como os plasmas
indutivos, que s&o irradiadores, 0 que derruba a cadeia de equilibrios assumida. Portanto,

na pratica, o modelo do equilibrio termodinamico completo nao é aplicavel.



|
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b. Desvios do Equilibrio Termodinamico Completo:

Os desvios ou as violagbes das condi¢des do Equilibrio termodinamico em
geral s80 observados por trés fatores’: A influéncia de forcas externas na manutencéo e
imitagdo do plasma; o escape de radiagdo do proprio plasma como limitador espacial; e a

presenga de gradientes de temperatura e gradientes de densidade das espécies no

plasma.

As limitagbes s&o decorrentes do proéprio sistema real, onde é facil observar

que”):

+ Particulas diferentes respondem diferentemente, a processos de colisdo elasticas, ou

Nao;

+ A emissao de fétons é intensa, e irreversivel, sendo uma componente consideravel na

perda de energia do plasma;

* O transporte de particulas € decorrente da diferengca de concentragdo entre as

espécies.

Entretanto, uma aproximagéo bastante comum, € a que o Unico equilibrio
reeimente irreversivelmente quebrado seja o de PLANK. Esta considerag&o transforma o

Equilibrio Termodinamico Completo em Equilibrio Termodinamico Local*® 3" 74,

Assim, a zona de transferéncia de energia do indutor € mantida em Equilibrio
Termodindmico, e as demais zonas seriam regides transientes de retorno ao gas neutro.

Nestas condigdes dois tipos de fendmenos podem ser observados: ionizagbes e

recombina(;ﬁes75'76.
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. 3.1.4 CONSTITUINTES DO PLASMA INDUTIVO:

As fungdes de distribuicdo de estado nas condigbes de equilibrio visam
muitas vezes a previsdo das espécies constituintes do plasma. Algumas das principais

espécies previstas por estas fungdes sdo as seguintes:

a. Espécies Neutras:

Pela propor¢do que € introduzido no plasma, a maior espécie neutra
pesente, & o argdnio, segundo NIU e HOUK'™®, em uma densidade de 1,5X10'®
stomos.cm™, seguido por 4tomos de oxigénio provenientes da solugdo aquosa introduzida
no plasma. Os atomos de oxigénio estdo a uma proporcdo variavel entre 4,9X10'® a
8,6X10" atomos.cm™, dependendo da condigdo de nebulizagdo, e assumindo-se uma

dissociagdo da agua, formando H e O, sem grande eficiéncia de ionizagao.

b. Espécies ionicas:

Nas condi¢des habituais de plasma, as espécies ibnicas mais abundantes
sd00 Ar', H', e O, muito embora a eficiéncia de ionizagdo do argénio, do hidrogénio e do
oxigénio sejam baixas. Outros elementos com potenciais de ionizagdo menores que o do
argdnio, hidrogénio e oxigénio sdo mais eficientemente ionizados. Para os elementos de
potencial de ionizag&o inferior a 8eV a extensdo de ionizagdo varia entre 90 e 100%’. O

mesmo & valido para espécies duplamente ionizadas(M?*)"".

Os ions dupla carga formados a partir de atomos neutros de elementos de
baixo potencial de ionizag@o (Potionizagao<15€V), tais como Ba, Sr, Pb, Cs e terras raras,

chegam a uma proporgao de 3 a 10%, dos ions de simples carga75’77.
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Interferéncias causadas por halogénios e por elementos de elevado potencial

de ionizagao s&o freqiientemente relatadas’"’.

No que se convencionou ser um solvente tipico (1%de HNO3; em agua), os
principais fons positivos obtidos sao principaimente ® 7% ArH*, Ar', H;0*, H,O', NO*,
0, N, HO', Ary", ArH', ArO”", ArOH", ArN* "7 originarios do gas de formacdo do

plasma e da matriz carregadora.

Segundo NIU e HOUK", a descrigéo genérica do espectro de massa dos
elementos estudados consiste principalmente em ions de carga simples, monoatémicos,
ou ions oxidos de carga simples, mantendo sempre em termos de ocorréncia a

abundancia relativa isotépica dos elementos que o constitui.
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3.1.5. FORMACAO E MANUTENCAO DO PLASMA:

O plasma de argdnio induzido usado como fonte espectroscopica, descrito
neste texto, tem sua aplicagéo junto a analisadores de massa, e portanto apresenta uma
disposicéo horizontal®. O plasma é gerado no interior de um conjunto de trés tubos

concéntricos de quartzo, denominado de tocha®® (FIGURA 3.1)

A tocha comumente usada se baseia no desenho de SCOTT e FASSEL®, e
consiste em um tubo externo de 18mm de didmetro e 100mm de comprimento. em seu
interior estdo dois tubos concéntricos de 13 e 1,5 mm de didmetro internos’. Estas
dmensdes definem o fluxo de argdnio, que sustenta o plasma e resfria a tocha. As

entradas mais externas de gas sdo tangenciais, criando assim um fluxo vorticular’.

O tubo central introduz a amostra no plasma e seu fluxo é longitudinal. Na
lubulagdo externa € introduzido o gas refrigerante que protege as paredes da tocha e age

como 0 gas suporte principal do plasma®. O fluxo auxiliar previne a ponta de introduc&o

de amostra contra fus&o®’.

Na extremidade da tocha, é posicionada uma bobina (espiral) de indugéo

eletromagnética, sobre a qual se aplica um campo magnético oscilante na faixa de

adiofreqiiéncia, em geral de 2 a 80 MHz"".



O lil: ESPECTROMETRIA DE MASSA COM FONTE DE PLASMA INDUTIVO

37

6000 K

7000 -~ \x\\

8000 seconai™

region

9000 ,///IWL/N\\\\

10000

A _ A\'\
/ , / ~ torch

gas & sample aerosol ‘{

tirebail

(b)

induction coil

eddy currents

ra
v

coolant injector gas / - _,”_ / \
-

7

‘x;‘

!

i
I
{
'z
i

e w \

e

induction =
coil ““k:”“" :

P

magnetic field

(c)

- e e

argon flow

FIGURA 3.1: Configuragdo da (a) e (c) tocha e das (b) zonas de temperatura

120,



CAPITULO Hil: ESPECTROMETRIA DE MASSA COM FONTE DE PLASMA INDUTIVO 38

Uma centelha fornece os primeiros elétrons livres, pois na condig¢ao inicial o
gés neutro de suporte ndo é condutor. Esta centelha é gerada por uma fonte externa em

uma agulha introduzida na tocha, na qual € aplicado um potencial elevado.

Estes elétrons gerados na centelha séo acelerados pelo campo magnético na
mesma diregdo das correntes de indugdo, e passam a formar correntes circulares, e a
energia é transferida das particulas para os atomos neutros por colisdo. Neste instante o

ivre caminho médio & pequeno, e como a taxa de coliséo é alta, ha o favorecimento dos

. mecanismos de excitagdo e ionizagao’”.

A trajetéria dos ions formados € resultante de duas componentes: a
componente circular gerada por correntes indutivas na bobina e a componente linear
gerada pelo fluxo de gas. A trajetdria resultante € descrita como um deslocamento

heliocoidal®®. Uma vez formado, na saida da tubulagdo, devido a estrutura do conjunto da

ticha e de seu arranjo dentro do campo magnético, 0 plasma assume uma aparéncia

toroidal®®"®.
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34.6. PROCESSO DE INTRODUGAO DA AMOSTRA E EXTRAGAO DOS iONS

A amostra é levada ao nebulizador por meio de uma bomba peristaitica. Um
fuxo de gas argbnio em alta velocidade produz um fino aerossol da solugdo a ser
analisada. As gotas maiores s&o removidas da camara de vaporizagdo garantindo que
somente as de menor dimens&o sigam o percurso pelo canal central (axial). Ao atravessa-
lo as goticulas sdo secas e vaporizadas. Neste instante ainda sob a forma molecular,

ocorrem 0s processos de atomizagao e ionizagdo progressivamente.

Um dos aspectos mais criticos & a extracdo dos ions formados no plasma.
Para que seja obtida uma maior eficiéncia de extragdo e transmiss&o de ions, sdo também
requeridos movimentos dos ions através de um campo eletromagnético em condigbes
gssencialmente livres de colisdes. Para tanto, o livre caminho médio (distancia média

percorrida entre duas colisdes) aumentar de 10™* ecm, no plasma para cerca de 1m ou mais

naregidao de vacuo.

Os ions sdo extraidos formam um feixe que € acelerado em uma sucesséo
fe estagios. A extragdo dos ions se da inicialmente, na chamada interface de
amostragem, composta pelo cone amostrador e por um cone se denominado“skimmer”. A
fincdo da interface de amostragem é garantir que, mesmo com um grande nimero de

ins gerados no plasma, somente uma fragdo destes seja extraida para as camaras

iferenciais de vacuo.

E através do cone amostrador, que a porgdo mais central do plasma flui

‘frmando uma cauda bem definida. A porgéo exterior do vortex do plasma é defletido para

fora do amostrador, e ndo é coletada.
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As caracteristicas do espectro de massa dependem da posicdo relativa de
coleta dos ions. O sinal do ion analito € maximo quando o orificio de amostragem é
wlocado de 1 @ 2 mm depois da zona inicial de radiagé@o. A localizagdo mais sensivel, ou
seja, a que fornece a maior quantidade de ions M+ é bem definida, mostrando o maximo

de intensidade, para todos os elementos, na mesma posicéo relativa.
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32. OS ANALISADORES DE MASSA:

A espectrometria de massa teve seu comego com o estudo de particulas
edementares. THOMPSON obteve feixes de raios positivos e deformou suas trajetérias
frmando  parabolas®™. Desta maneira, THOMPSON estabeleceu que as particulas
positivas eram fragmentos de massa remanescentes de atomos ou moléculas neutras, dos
quais um ou mais elétrons haviam sido arrancados®®. A partir destes experimentos surgiu
3evidéncia de que o Nebdnio apresentava duas formas isotopicas, de massas 20 e 22.
Esta foi a primeira indicag@o da ocorréncia de is6topos entre elementos estaveis, visto que

‘o conceito ja& existia para elementos radioativos.Em 1920, foram determinadas as
|

‘abundéncias dos isétopos de Mg, Li, K, Cae Zn.

Segundo FARMERY, o termo espectrémetro de massa pode ser aplicado a
alquer dispositivo capaz de separar ions gasosos segundo sua razao massa/carga. De
aordo com a teoria proposta por THOMPSON, a separagdo pela razdo massa carga é
htida pela aplicacdo de um campo elétrico ou magnético. Deste modo os analisadores de
‘massas empregam estes tipos de campos ou ambos®. Uma divisgo genérica feita por
FARMER, denomina os espectrémetros de massas em estaticos e dindmicos, justamente

jrestes empregarem campos magnéticos e elétricos respectivamente.

No espectrometro de massas ideal de FARMER®' os ions s3o gerados,
ssparados e detectados sem colisbes com outros ions ou moléculas. Na pratica é
rcesséria uma atmosfera de 10° Torr, para que esta condicdo seja atingida. Nesta

wndigdo de presséo o livre caminho médio é longo quando comparado com a trajetoria do

fon.
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Os analisadores do tipo estaticos seguem o principio de que os ions sdo

defletidos, quando estdo sob a agdo de campos magnéticos®.

A passagem de particulas carregadas através de um campo magnético

(FIGURA 3.2) resulta em uma trajetéria circular cujo raio é dado pela equagéo 3.1.

I3

Feixe de ions ions m4/zy Ma/z> Mslz;

Figura 3.2: Esquema da separacao de ions com razdes massa/carga diferentes.

1
r='§ 2V — Eqg. 3.1.

Onde V é a voltagem de aceleragéo dos ions , B & a intensidade do campo

megnético e m/z a razdo massa carga do ion considerado.

Deste modo, quando um feixe de ions de energia cinética uniforme é
elerado em um campo magnético, 0s ions emergem em trajetérias diferentes em funcéo

ks diferengas na razo massa carga. Este € o principio de funcionamento dos

malisadores de massa.

Em termos praticos, para obter a separagdo dos ions pela raz8o massa

taga, neste tipo de analisador s&o modificados a intensidade do campo magnético (B) ou
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0 potencial (V), o restante das varidveis sdo constantes de construgdo de cada

instrumento.

Em 1934, HERZOG e MATTAUCH estudaram as propriedades de
focalizag@o dos ions em meio a campos magnéticos e elétricos e chegaram a EQUACAO
GERAL DA FOCALIZAGAO®. Este estudo possibilitou o projeto e a construcdo de
dversos tipos de analisadores de massa em diversas geometrias, inclusive os

malisadores de alta resolugdo, também chamados de dupla focalizag@o, aplicado neste

. astudo.
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3.2.1. ANALISADORES DO TIPO QUADRUPOLO:

Este tipo de analisador consiste em quatro superficies cilindricas ou semi-
clindricas (FIGURA 3.2.) nas quais s&o aplicados potenciais alternados, que formam um
sistema comumente conhecido como quadrupolo. As intensidades dos potenciais
aplicados em cada polo sdo ajustadas, de modo a permitir que um dado ion, que
apresente uma relagcdo massa-carga m/z, seja acelerado na dire¢do z em uma trajetéria
estavel e ultrapasse a regido do quadrupolo. Qualquer outro ion de relagdo massa-carga
(dferente da ajustada tem uma trajetéria, na diregdo z, instavel e colide contra um dos

pdlos, ou € expuso para fora da regido de agdo dos campos.

FIGURA 3.3. Esquema geral dos analisadores de massa do tipo

qadrupolo®

A resolucéo alcangada por este tipo de analisador de massa é da ordem de
# 0,7uma, ou seja, sdo separados ions com diferenca de massa superiores a este

wor”. Esta resolugao limita 0 emprego destes analisadores a espectrometria de massa

tementar.
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Segundo a classificacdo de FARMER®', o analisador do tipo quadrupolo é
um analisador de massa dindmico, pois suas condi¢gdes de potenciais elétricos variam

frasticamente em ciclos.

Segundo WHITESZ, o analisador do tipo quadrupolo seria mais um filtro de
massas, pois ndo ha focalizacdo de trajetdrias ou dispersdo de massas, € sim uma

pequena faixa de valores de m/z que tem suas trajetérias estaveis.
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322. ANALISADOR DE MASSA DO TIPO SETOR MAGNETICO E
ELETROESTATICOS:

Os analisadores de massa do tipo setor magnético consistem em um
magneto sobre o qual é aplicada uma corrente. Neste processo & gerado um campo
magnético que sera o responsavel pela separagdo dos ions. Neste caso, as varreduras de
massa s&0 mais lentas pois a variagdo da corrente que gera o campo deve ser feita

“lentamente devido a indutancia do campo magnético.

Os analisadores eletroestaticos consistem em uma tubulagdo curva sobre a

al sdo aplicados potenciais, geradores de um campo elétrico responsavel pela

separagdo dos ions.

Entretanto estes analisadores sao chamados de simples focalizagdo e ndo
Lpermitem separar ions de diferentes cargas que também apresentem-se com diferentes
eergias cinéticas®. Deste modo, foram empregados sistemas de dupla focalizagdo que
tizam analisadores eletroestaticos e magnéticos®'®, para se obter um feixe de ions
fcalizado direcionalmente, para uma dada razdo massa/carga mesmo quando as

tnergias sao diferentes.

O analisador magné’(ico82 elimina divergéncias angulares do feixe de ions e
'ermite a focalizagao direcional deste; e o analisador eletroestatico permite a focalizagéo e
03uste de velocidades. No analisador eletroestatico sdo focalizados ions com a mesma

massa que apresentam diferentes velocidades.

Os primeiros espectrédmetros de dupla focalizagdo foram construidos por

WTTAUCH® e HERZOG % DEMPSTER®® BAINBRIDGE e JORDAN®. O instrumento
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& MATTAUCH e HERZOG?® consistia em um analisador de massas de configuragdo
tetroestatica —magnética com capacidade de focalizar qualquer massa entre as do Boro e

8 do Uranio, com o simples ajuste do campo magnético.

NIER¥ desenvolveu mais tarde um modelo de espectrémetro de massas de
dupla focalizagcdo que mereceria mengéo por ser de pequeno porte € mais competitivo em
trmos de sensibilidade e resolugdo, empregando um setor magnético. Estas
‘wracteristicas foram alcangadas pela alta estabilidade do potencial de aceleragdo e do
tampo magnetico. O instrumento desenvolvido por NIER foi ainda notavel por permitir a

wibragdo em fungdo de massas conhecidas ja inseridas no seu ciclo de varredura de

ampo e por ter sido o primeiro a apesentar uma detecgao inteiramente elétrica ao invés

de por chapa fotografica.

Os analisadores de massa do tipo setor magnético alcangam uma resolugéo
de até 5.000, enquanto sistemas de dupla focalizagdo chegam até a 50.000 unidades de
resolug,éoaz. Com este poder de resolugdo as primeiras aplicagdes deste tipo de analisador
e massa foi na separagdo de fragmentos de ions de moléculas organicas. Apenas
rcentemente® foram colocados no mercado os primeiros equipamentos de alta resolucéo

om aplicag@o elementar, como o empregado neste trabalho.



IV. CASUISTICA E METODOS:
4.1.PROTOCOLO EXPERIMENTAL DO ESTUDO DE CASO:

O estudo de caso foi realizado com 23 amostras de soro sangiiineo
de atletas maratonistas, em continuagdo a um projeto conjunto com o
Departamento de Nutrigdo Experimental da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
- USP. As etapas de Decisdo de Critérios de Selegdo, Selegdo, Coleta,
Levantamento de Dados Antropométricos, Questionamento sobre a Dieta e
Acompanhamento dos Atletas ficou a cargo do M.Sc. José Wilder Peralta Vasquez

e da Profa. Dra. Célia Colli.

O procedimento de coleta é o empregado em rotina no Laboratdrio
de Nutrigdo Experimental. Dados adicionais sobre os individuos e amostras estdo
disponiveis no trabalho de Vasquez'®. As informacdes empregadas neste trabalho
para a avaliagdo do grupo de estudo sdo mostradas na TABELA 4.1 A selecéo dos
individuos foi feita no periodo no primeiro semestre de 1996. Os critérios de

selecdo dos atletas estipularam as seguintes caracteristicas:

* Que fossem individuos de ambos os sexos;

* Que praticassem atividade fisica regular na cidade de Sao Paulo, Ribeirdo
Pires, Campos do Jordao e Santos;

* Que participassem de maratonas regularmente nos Gitimos 12 meses;

* Que estivessem em fase pré-competitiva.
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Apds a selegéo dos individuos, e até duas semanas antes de uma
competicdo, as amostras de sangue foram coletadas e fracionadas. Parte das
amostras foram destinadas a andlise dos parametros hematoldgicos
(Hemoglobina, % de saturag&o da transferrina e ferritina sérica), realizados pela
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — USP. O restante foi cedido ao Laboratério
de Caracterizacdo Isotdpica/lPEN para a realizagcdo deste estudo. As amostras
foram entdo preparadas de acordo com o procedimento descrito na segdo 4.2.5.
Foram determinadas as concentragdes elementares de 33 nuclideos de elementos
essenciais e toxicos, por espectrometria de massa de alta resolugédo com fonte de

plasma indutivo (HR-ICP-MS), em condi¢des operacionais e de resolugéo

otimizadas.

Os valores de concentragdo obtidos foram avaliados por
procedimentos de analise multivariada descritos a seguir. Estes resultados foram

cruzados com os dados disponiveis sobre o histdrico pessoal e clinico de cada

atleta.
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TABELA 4.1: Nomenclatura adotada e os dados relevantes referentes a este

trabalho(VASQUEZ"®).
individuo | Sexo  Idade Hb Sat. Transf.  Ferritina N°de Anos de
g/dL % ng/mL provas/ pratica
ano esportiva
01 M 29 14,7 32,5 41,4 3 7
02 M 26 14,4 435 16,4 3 7
03 F 31 13,5 37,9 21,0 2 14
04 F 34 13,5 55,8 37,6 1 6
05 F 38 12,3 27.8 11,9 5 16
07 M 33 15,2 28,5 222 3 12
08 F 33 14,7 27,9 49,9 1 9
09 M 30 15,6 28,9 52,3 2 -
10 M 30 14,9 33,1 82,7 2 9
11 M 31 15,4 64,8 116,6 1 8
12 F 21 14,0 70,4 38,0 1 1
13 M 34 14,0 20,3 46,0 5 11
14 M 38 15,0 20,8 355 4 10
15 M 31 14,3 29,0 136,5 4 9
16 M 36 14,0 448 30,2 4 12
17 M - 15,5 247 58,2 - -
18 M 30 16,6 47,5 73,5 5 5
19 M 32 15,7 24,3 23,1 2 10
21 M 35 15,9 43,0 70,5 5 10
23 M 32 15,4 23,7 67,3 3 17
25 F 35 12,5 33,5 8,9 4 13
26 F 34 13,6 34,4 46,8 3 8
29 M 32 15,5 36,2 19,3 5 10
Média 31,9 15,13 34,10 53,86 3.4 9.1
Masculina +3,0 0,72 +11,99 +33,95 1,3 +3,7
Média 32,3 13,44 41,10 30,59 2,4 9,4
Feminina 15,4 $0,83 +16,01 116,59 +1,6 5,0
Média 32,5 14,62 36,30 46,77 3.1 9,2
Total 3,7 +1,08 113,37 131,32 11,4 14,1
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4.2, MATERIAIS E METODOS:
4.2.1.INSTRUMENTAL:

Neste estudo todas as analise foram realizadas empregando-se um
espectrometro de massa de alta resolugdo com fonte de plasma induzido, modelo
ELEMENT, Marca FinninganMAT. A configuragdo deste equipamento é descrita

com maiores detalhes a seguir®®:

a. Sistema de Introdugcdo de Amostras: Este sistema consiste de uma bomba
peristaltica (Gilson, Franga); nebulizador pneumatico do tipo Meinhard, camara

de expanséo do tipo SCOTT (FIGURA 4.1);

b. Fonte de ions: Consiste de tocha do tipo FASSEL, bobina de indugdo, sistema

de refrigeragdo e gerador de radiofrequéncia (FIGURA 4.1);

¢. Sistema de interface: Este € o primeiro estagio de transico entre a regido do
plasma, a pressao atmosférica e o detetor, a alto vacuo. Consiste do cone de

amostragem, do Skimmer cone e de uma bomba de vacuo (FIGURA 4.2);

d. Sistema de focalizagéo de ions: Neste sistema situam-se mais trés estagios de
vacuo. S&o encontrados também dois quadrupolos responsaveis pelo ajuste do
feixe de ions e as lentes de focalizagdo e extracdo responsaveis pela

aceleragdo dos ions. Este sistema se encerra na chamada fenda de entrada

(FIGURA 4.2)
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e. Analisador de massa ou setor magnético: O analisador de massa tem
geometria NIER-JOHNSON Reversa, que consiste em um setor magnético e
um analisador eletroestatico. A voltagem normal de aceleragdo é de 8kV.

Nesta regido do espectrémetro séo separados os ions pela razdo massa carga

(FIGURA 4.3);

f. Sistema de Detecgéo: Este consiste de um diodo de conversdo de sinal e uma
multiplicadora de elétrons secundaria (SEM). Os ions colidem com o diodo,
sendo convertidos em elétrons, os quais sdo acelerados até a SEM. Deste
modo a corrente que chega até a SEM é convertida em sinal que é convertido
e relacionado, mais tarde, a uma dada concentra¢do. A SEM opera em dois
modos: O analdgico, pelos quais os elétrons secundarios atravessam 7 diodos
e que deve ser empregado para sinais mais intensos; € 0 modo de contagens
onde os elétrons secundarios passam por 19 diodos, que deve ser empregado

para sinais menos intensos (FIGURA 4.3);

g. configuracdo de Hardware e Software: O instrumento é todo controlado através
de uma estacdo de trabalho, com sistema operacional WINDOWS NT, e

gerenciada pelo software de trabalho ELEMENT NT v.1.6.
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4.2.2. REAGENTES

No preparo de solugdes elementares e multielementares foram
empregados padrdes SPEX, contendo o elemento de interesse a uma

concentragdo de 1000mg/L, ou solugbes multielementares SPEX (CLMS-1 e

CLMS-2) a uma concentragdo de 10mg/L.

O meio de preparo das solugdes € 0 branco de analise consistiu de

uma solugéo de HNO3; (MERCK, Suprapuro) diluido 1+99 em volume com agua.

Toda a agua empregada no preparo de solugbes e na lavagem foi

deionizada e purificada por osmose reversa (Milli-Q).
4.2.3. SOLUCOES SIMULADAS:

As amostras reais de soro sangiineo tem um elevado contelido de
sais dissolvidos e de proteinas. Desta maneira foram empregadas na simulagéo
da matriz solugées de NaCl a 0,0001; 0,001; 0,01; 0,1; 1 e 10g/L e de albumina

a 0,0063;, 0,063 e 0,63 g/L de modo a reproduzir a concentracdo daqueles

compostos.
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4.2.4. CURVAS DE CALIBRACAO E ADICAO:

As curvas de adigdo foram preparadas de acordo com a TABELA
42. Nos estudos de precisdo foram preparadas quatro curvas diferentes. As

curvas de calibragao foram preparadas de modo similar, sem a adicdo da amostra.

TABELA 4.2: Demonstrativo da preparagio das curvas de adigédo.

Adicao Ar A1+5; A+Sy; A+S3 A+S,
Volume de Amostra diluida 1+9(mL) 1 1 1 1 1
Solugéao Padrdo 100ppb(mL) 0 0,2 0,5 1,0 2,0
HNO3 1%(mL) 9 8,8 8,5 8 7
Volume Final(mL) 10 10 10 10 10
Concentragao final(ug/L) 0 2 5 10 20

4.2.5. AMOSTRAS REAIS:

Por ICP-MS, a andlise de qualquer fragio do sangue sem diluigdo é
quase impossivel, devido aos efeitos extremos de supressdo de sinal, causado
pelo  elevado contetdo de sais dissolvidos e de proteinas®®. Portanto é
recomendada uma etapa de diluigdo. Procedeu-se com a amostra real uma série
de diluicdes, de modo que as faixas de concentragéo atingidas coincidissem com

& faixas das solugdes simuladas. Para isso os fatores de diluigdo aplicados foram

de 1:10, 1:100, 1:250 e 1:500.
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4.3. ANALISE ESTATISTICA:

A avaliacdo dos dados decorrentes da analise multielementar em
amostras de soro sangiliineo de um grupo de atletas pode ser considerada
complexa devido a matriz de dados associados ao sistema. Um numero X de
individuos cada um correspondendo a uma amostra com Z elementos de interesse
medidos em N replicatas corresponde a uma estrutura de experimento de XxZxN
resultados. Nesse estudo essa matriz A teve 621 resultados (23x9X3). Portanto a

fim de superar este problema foi empregada a anélise de dados via componentes
principais®*®% Este método  determina o numero de componentes
independentes responsaveis por variagdes no sistema e reduz o numero de
dados a estes componentes®. A primeira componente responde pelo
comportamento geral do grupo, sem considerar desvios individuais. As outras

componentes determinadas respondem por variagbes diversas, inclusive as

individuais.

O objetivos da aplicagdo deste método foi o de ldentificar as fontes
de variagdo individuais que incidem sobre o grupo de estudo e separa-las das

caracteristicas de grupo, a fim de meihor classificar os individuos.

A analise de dendrogramas (clusters) e a analise multidimensional
empregada na redugdo aos componentes principais, fez parte do programa SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences, Chicago, IL, USA). Este método é
paticularmente conhecido por auxiliar no reconhecimento de padrfes de

comportamento ndo previsiveis (unsupervised pattern recognition techinque)®.
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A anélise aplicada constituiu-se de duas etapas:

Na primeira foi feita a determinagdo dos componentes principais e
sua representacdo. Nesta fase sdo identificadas (a) amostras ou medidas
andmalas (b) as relagcdes entre as variaveis medidas e (c) relagbes e
agrupamentos entre amostras. Na segunda etapa sao propostos os modelos que
expliquem tais comportamentos. Uma descri¢do mais detalhada do modelo

matematico empregado foi realizada por SCARMINIO%,

As amostras do estudo de caso tiveram seus valores de
concentragdo avaliados, para a identificagdo dos componentes principais. Foi
determinado, em cada amostra um total de 33 nuclideos. Deste modo cada
amostra € representada por um ponto em um espago de 33 dimensdes. Os

pardmetros empregados sdo alguns dos empregados por SCARMINIO%:

°* Todos os dados foram autoescalonados, de modo a se obter

média zero e variancia igual a um.

* A medida de similaridade é dada pelo quadrado da distancia

euclidiana.

De modo a se obter uma configuragdo mais simples de variaveis
resultados em concentracdo ou intensidade) ou de objetos (amostras ou
individuos) foi aplicada a técnica da rotagdo VARIMAX, que consiste na
parametrizagdo dos dados e na mudanga dos eixos de referéncia para a

expressdo em uma matriz de dados mais simplificada.
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4.4, DETERMINAGAO DA ESTABILIDADE DE MEDIDA:
4.4.1. CONSIDERAGOES GERAIS:

Este experimento serviu na avaliagéo da flutuagdo do sinal, inerente
a0 instrumento de medida, em condi¢gdes constantes a curto e longo prazo. Para
a avaliagdo da estabilidade de sinal € necesséria a descrigdo do procedimento de

aquisicdo do sinal e da estatistica de contagens de uma medida.

O espectro de massa é composto diversos picos, e a quantificagdo
destes e feita pela integral da area correspondente. A area de um pico qualquer
sera o produto da regido de massa [d(m/z)] desejada pela altura do sinal de cada
canal de aquisigéoss. Os valores normais sdo de 15 canais por unidade de massa

e de uma integragdo de 80% da regido de massa do pico®. Este valor

correspondera a uma aquisi¢éo de dados.

A medida ser4, portanto, a média interna de um dado nimero (#) de
aquisicdes correspondentes a ( p) passagens do magneto por todo o intervalo de
massa, vezes (r) corridas efetuadas sobre uma massa especifica. Uma medida é

considerada como determinacdo independente efetuada em um intervalo de

tempo de alguns milisegundos.

Este valor da média interna é fornecido, de acordo com a Equagéo
41, juntamente com seu desvio absoluto pelo software, Element NT verséo 1.6

(Finningan MAT) de gerenciamento do instrumento. O desvio da média interna
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muitas vezes é tratado como a estabilidade interna da medida, ou como

percentual de repetibilidade da medida®.

_ 2
= =1

¥ Eq. 4.1

N
onde n = p *r (NUmero de medidas internas)

¥, = Integral da area sob o pico de uma aquisigéo.
y, = Media interna das aquisigdes ou medida.

A estabilidade externa é avaliada através do desvio da intensidade

de sinal de um conjunto (m) de medidas de uma mesma solugdo, em intervalos de

tempo da ordem de minutos ou horas.

A partir deste conjunto de medidas é obtida uma média externa
calculada conforme a Equagéo 4.2 e seu desvio padrio relativo. Pois de um modo
geral 0 desvio padrao relativo expressa a incerteza da medida. No caso de m

medidas, 0 desvio padré@o expressa a estabilidade externa ou o percentual de

repetibilidade entre medidas®.

Al

|
~.
n
—

Eq. 4.2

3
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onde: m= numero de medidas independentes no tempo.

y . = Média externa das intensidades de sinal, no intervalo de

tempo ¢, nas condig¢des c.

Como somente o desvio padrdo nao expressa as tendéncias
assumidas pelo sinal, foi efetuada uma analise dos residuos (diferencas) das

medidas em relagao a média externa, segundo a Equagac 4.3.

O emprego da analise dos residuos é relativamente simples, por em
condicdes normais de operagdo, os residuos apresentarem uma distribuicdo
aleatéria. Sendo facilitada a identificagdo de “outliers” ou da ocorréncia de um

efeito significativo sobre as medidas, pois ha uma alteragdo em sua distribuigao.
R =y~ Eq. 4.3

Onde: R = Residuo no instante i

4.4.2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL.:

Acompanhou-se a intensidade dos sinais obtidos de 38 nuclideos a
uma concentracao elementar de 10ug/L, nos modos de baixa e média resolugéo.

Esta solugdo multielementar foi nebulizada continuamente durante nove horas.
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Nas primeiras duas hora foram feitas medidas a cada 5 minutos.
Nas horas seguintes os intervalos foram de 15 minutos. Todas as medidas foram

realizadas nas condigdes instrumentais otimizadas.

Desta forma, a estabilidade a curto prazo consistiu da aquisicdo de
medidas externas (m=19), no intervalo de tempo de 0 a 120 minutos. A

estabilidade a longo prazo consistiu da aquisicdo de medidas externas no intervalo

de tempo de 120 a 540 minutos (m=29).

Todas as medidas foram realizadas nas condi¢des instrumentais
otimizadas. No modo de média resolugdo, ndo se estabelece valor limite para a

estabilidade a longo prazo, devido a necessidade de recalibragbes de massa mais

frequientes®®,
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4.5. LIMITE DE DETECGAO:
4.5.1. CONSIDERACOES GERAIS:

O limite de detecgéo (Lp) € definido como a menor concentragédo do
analito, que se diferencie com razoavel confianga do nivel do branco®™® % Esta
figura de mérito & dependente da técnica e também das condigbes laboratoriais,

portanto € um dos requisitos para a validagao de métodos.

Para o célculo do Limite de detecgdo, seguiu-se a recomendagéo do

Analytical Methods Commitee®, empregando-se a Equagéo 4.4.
L, =k*t, , %S, Equagdo 4.4

onde t € o valor da distribuigéo t para um dado limite de confianga (&)

e para um dado grau de liberdade do experimento (¥) € S, € o desvio padrdo

médio de 10 determinag¢des independentes do branco. O valor do intervalo de
confianga estipulado para estes experimentos foi de 95%, em 10 determinagdes,

para 0s quais kXt-0,05: 9) € igual a 3.

Esta recomendacéo é feita pelo Analytical Methods Commitee® a fim
de que a probabilidade de se obter um resultado falso-positivo empregando este
procedimento é quase igual a zero. Desta maneira pretende-se impedir que um

nido de qualquer origem seja quantificado como sinal do analito.
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Apesar do limite de detecgdo ser um valor tedrico, tém-se com ele
uma avaliagdo conjunta da relagdo sinal/ruido, da sensitividade e da estabilidade

de medida, para a técnica. Além de permitir comparagdes entre laboratérios, para

a mesma técnica.

Neste trabalho, aplicou-se a Eq. 4.4., do limite de deteccdo em
contagens por segundo, para que este fosse expresso em unidade de
concentragdo. Para obter-se esta unidade é necessaria a divisdo pelo valor da
sensibilidade (S)Q8 de cada elemento (Equacao 4.5.).A sensibilidade corresponde

também a inclinagéo da reta de calibragéo.

yp——yb

X, Equagédo 4.5

S =

Onde y, € a intensidade do padréo, y, a intensidade do branco e x, a

concentragdo do padréo.
4.5.2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL.:

Foram preparadas e medidas 10 solu¢des de HNO3 1%(branco) e
10 solugdes multielementares de concentragéo 10ug/L. Para cada medida foram
realizadas 10 aquisi¢des. A leitura dos brancos foi intercalada com as solugbes
padroes. As medidas foram feitas em dois modos de resolugado (R=300 e R=3000).

Este procedimento foi repetido a, pelo menos, cada seis meses de operagao.
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4.6. AVALIACAO QUANTO A OCORRENCIA DE INTERFERENTES:
4.6.1. INTERFERENCIAS NAO ESPECTRAIS:

Os interferentes ndo espectrais s&o alguns dos principais causadores
de erros de medida, associados a técnicas que empregam plasma de argbnio

indutivo como fonte de ions.

Em geral, as interferéncias ndo espectrais decorrem de efeitos fisicos
Causados pela proporgdo de sélidos dissolvidos na solugdo de medida'®, por

esta razdo sdo também chamados de Efeitos de Matriz.
As principais consequéncias destes efeitos sao:
a. Mudancas na eficiéncia de nebulizagao'**%";
b. Mudancas na taxa de formac&o dos ions no plasma'®'e;
¢. Mudangas no transporte de ions até o analisador de massa.

Diversos trabalhos descrevem o0s processos e a teoria destes

efeitoS102,1 03, 104‘

Nesta etapa do trabalho, pretende-se avaliar o fator de diluigdo
aplicado na amostra, a ser introduzida no instrumento, de modo a evitar estes
¢feitos descritos acima. Portanto, algumas abordagens s&o necessaérias, tais
como: a simulagéo de matriz, o estudo de comportamento com amostras reais e

da reciprocidade da relagéo de calibragdo:
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a. Simulacao da Matriz:

As solugbes simuladas foram preparadas conforme o descrito na

secéo 4.2.3. com a adigao de In a uma concentragao final de10ug/L, como padrao

interno.

As solugbes simuladas foram medidas e os valores de intensidade
obtidos foram comparados com os valores de intensidade de solugdes padrédo sem
0 meio de simulagdo. Foi admitida uma variacdo de sinal compativel com o

esperado pelos experimentos de estudo da estabilidade de sinal.
b. Estudo do comportamento de amostras reais:

As amostras reais foram preparadas de acordo com 0 descrito na
secao 4.2.5. A cada diluigdo, foram efetuadas medidas e calculadas as

concentragbes aparentes, pela comparagdo com as intensidades obtidas para

uma curva de calibragao externa.

Procurou-se entéo identificar uma faixa de concentragdo para a qual
ndo fossem observados efeitos de supressdo, interferentes espectrais e que

proporcionasse condigdes satisfatorias de quantificagao.
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c. Reciprocidade da curva de calibracéao:

Algumas matrizes favorecem a ocorréncia de diferengas significativas
no sinal do analito, expressas nas relagdes de calibragdo'®'%, prejudicando

resultados quantitativos.

As diferengas na relag@o de calibragdo ocorrem por que em geral os
métodos instrumentais sdo relativos. Assim sendo, o processo de quantificagdo
depende que resultado da analise da amostra seja igual ao reultado de um
padrdo de mesma concentragcdo. Caso isso ocorra, a amostra pode ser
quantificada a partir daquela curva de calibragdo. Caso contrario, ndo havendo

reciprocidade na relagéo de calibrag@o, outros procedimentos analiticos devem ser

adotados, tais como a adigéo de padréo.

Este efeito pode ser faciimente identificado, pois comparando-se a
curva de calibragao (padrdes) com uma curva de adicao (padrbes + amostra) dois

comportamentos podem ser observados:

* Uma diferenga significativa na inclinagéo das retas de calibra¢@o e adigao, para

a qual ha efeitos de matriz alterando o resultado da medida,

* ou a igualdade nas inclinagéo das retas, para a qual ndo ha efeitos de matriz

alterando o resultado da medida.

De modo estudar este efeito, foram preparadas quatro curvas de

adicdo de padrdes e de calibracio, de acordo com o descrito acima.
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4.6.2. AVALIAGAO DE INTERFERENCIAS ISOBARICAS:

Este experimento visou estimar a influéncia dos interferentes

espectrais sobre o sinal obtido sobre o analito.
a. Estudo das razées isotdpicas:

A composicao isotdpica natural entre os isétopos de um dado
elemento mantém uma proporcionalidade, que é denominada abundancia
isotopica natural. Excetuando procedimentos especificos para a modificagdo desta
razdo, tais como o enriquecimento isotépico, o valor da composigdo natural se
mantém constante'”. Sendo assim, a composicdo isotdpica natural pode ser

empregada como indicador da ocorréncia de interferéncia espectral, e como

indicador da exatiddo da medida'®

Em se tratando da analise por espectrometria de massa, quando é
observado um desvio em relagdo a razdo natural acentuado, esta modificacdo

pode ser atribuida a formacéo de espécies interferentes, sobre a massa de um

dos isétopos avaliados.

Deste modo, foram medidas as razdes isotopicas dos elementos de
interesse em presenga de uma amostra real 100 vezes diluida, e esta foi
comparada com a razdo isotdpica natural esperada. Nesta avaliagcdo foram
levados em conta a precisdo com que a medida foi efetuada e o desvio entre 0

valor obtido e o valor esperado, para os modos de baixa e media resolugéao.
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b. Avaliagdo do espectro de massa no modo de média

resolucédo:

Com o espectrdmetro de massa de dupla focalizagdo empregado
neste estudo, alguns dos interferentes podem ser separados com o emprego do
modo de média resolugdo. Deste modo pode-se verificar exatamente qual € o

interferente que esta sendo formado se sobrepondo ao sinal do analito.

Neste trabalho, empregou-se a medida da razado isotdpica como
mecanismo de confirmag¢do dos resultados na avaliagdo da ocorréncia de

interferentes espectrais’®,

A aplicagdo do modo de média resolugdo permite que sejam
separados nuclideos com diferenga de 0,1 u.m.a. Deste modo foi estudada a

separagé@o de analitos e interferentes, com estas diferencas de massa, presentes

no plasma sangiiineo.

Foi estudada a presenga de interferentes sobre os sinais de alguns
nuclideos, 'tais como: Cr, Fe, Zn, Cu, V e Mn. Deste modo foram preparadas
solugdes multielementares nas seguintes concentrag8es 1,10, 25, 50 e 100 ug/L e

amostras diluidas 10, 100 e 250 vezes.
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4.7. VERIFICAGAO DA EXATIDAO DA MEDIDA:
a. Sangue Total (IAEA-A-13)

Utilizou-se a amostra de referéncia IAEA-A-13 fornecida pela
Agéncia Internacional de Energia Atdmica. Esta amostra de referéncia foi obtida a
partir do sangue total e tem origem animal (Anexo 1), podendo, entretanto, ser
empregada na validagdo da metodologia de analise de sangue humano. O

procedimento de preparo da amostra para a medida esta descrito a seguir.

Sete fragbes de aproximadamente 0,5g do padrdo IAEA-A13 (sangue
total) foram tomadas e digeridas em 10mL de HNO; concentrado, a temperatura
ambiente. Apos a digestdo, procedeu-se uma diluicdo 1:100 em baldo volumétrico.
Uma fragdo foi empregada no ensaio de umidade. Apb6s as medidas, as

concentragdes foram calculadas em base seca (Umidade=2,23%).

As fragdes foram medidas empregando-se 0 mesmo método utilizado
para a analise das amostras reais. Os valores de concentracdo obtidos foram
comparados com os valores certificados. No caso dos elementos, que nao
dspunham de valor de referéncia, foram medidos mais de um isétopo, quando
disponivel, a fim de confirmar os resultados. As concentragdes elementares

obtidas a partir das medida isotépicas independentes foram entdo comparadas.
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b. Soro Sangiiineo(SERODOS):

Este & um padrao de soro sangilineo humano (Anexo Il). Conforme o
descrito pelos fabricantes, durante o procedimento de preparo e certificacio,
alguns dos elementos foram adicionados ao soro a fim de atingir o limite de
determinagdo das técnicas empregadas. A concentracdo destes elementos néo

corresponde portanto ao intervalo de referéncia em humanos.

Dez fragbes de 0,1mL da amostra de referéncia SERODOS foram
tomadas e diluidas com HNO3; 1% a um volume final de 10mL. O procedimento de

medida adotado foi idéntico ao descrito acima para o padrao IAEA-A-13.



V. RESULTADOS E DISCUSSAO:
51. ALGUMAS FIGURAS DE MERITO:

5.1.1. ESTABILIDADE

Na TABELA 5.1, s&o apresentadas as flutuagdes de sinal individual
de alguns dos isotopos estudados, a curto prazo, nos modos de baixa e média
resolugdo. Os valores de estabilidade a curto prazo obtidos neste trabalho
(FIGURA 5.1) foram concordantes com os recomendados pelo fabricante®® | que
admite uma flutuagcdo de sinal menor que 2,5% a curto prazo (1hora). Estes
valores também concordaram com os obtidos por outros autores, que encontraram
uma flutuago de 3 a 4%, com o mesmo sistema de nebulizagdo' 314117

No modo de média resolugdo, o fabricante®® ndo estabelece valor
imite para a estabilidade a longo prazo, devido a necessidade de recalibragbes de
massa mais freqlientes.

A estabilidade a curto prazo, no modo de média resolugdo (FIGURA
5.2), apresenta valores que variam entre 5 e 10%, pois esta é dependente da
calibragdo de massa, da resolugdo efetiva no momento da medida e da menor
fransmisséo de ions nesta condi¢do. O efeito da transmissdo de ions ocorre no
formato do pico, pois em baixa resolugéo o pico se apresenta alargado com um
platd, para o qual o sinal € menos influenciado por flutuagdes na altura. Enquanto

que em média resolugdo o pico é estreito e agudo, portanto qualquer aiteragéo na

sua altura leva a varia¢des no sinal.
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TABELA 5.1: Intensidade de sinal e desvios obtidos para alguns

glementos na avaliagéo da estabilidade a curto prazo para uma solugéo contendo

10ug/L de cada elemento.

Modo de baixa resolugéo

Modo de média resolugéo

Intensidade STD

(cps) (cps)

“Cr 1993160
*Mn 2381124
Fe 237723
56F e

*Co 2232684
“Cu 1116586
“Zn 650777
®Zn 353578
g4 53930
"ed 1226200
®In 5525044
"Ba 6475893
®pp 6041291
By 10281688

44620
41179

3333

36452
18429
11052
5932
1278
16137
75690
135292
107444

240915

2,24
1,73

1,40

1,63
1,65
1,70
1,68
2,37
1,32
1,37
2,09
1,78

2,34

Intensidade STD

61715

68581

54422

486

445

427

428

47030

225805

244143

431

438

3636

5907

6370

42
35
22
21

1338

7917

4323
27

23

RSD

(%)

5,89

8,61

11,71

8,72
6,90
5,09
4,88
2,84
3,51
1,77
6,37

5,42
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A distribuicdo de frequéncia da estabilidade de sinal dos elementos
estudados (n=38) teve um valor médio de desvio (TABELA 5.1) que correspondeu
2 2,20% (R=300) e a 5,93%(R=3000) a curto prazo e a 2,89%(R=300) a longo
prazo. Os maiores desvios observados foram de 5,76% (Li); 11,71% (Fe)e 6,03%
(Li) para as mesmas condi¢des, respectivamente.

Além da influéncia da resolugédo sobre a estabilidade da medida foi
observada também uma dependéncia com a massa do elemento estudado.
Elementos de maior massa tém um sinal maior, e a flutuagdo de sinal relativa é
menor. Para elementos de menor massa ocorre o efeito inverso. Este efeito j& era
esperado devido a propria natureza dos processos de ionizagdo e extracéo.
Durante a ionizagéo os atomos menores sofrerem uma maior difusdo no plasma
que 4tomos maiores'’. Por sua vez, na extragdo os ions maiores, a0 serem
acelerados apresentam uma maior energia cinética (em fungéo da prépria massa)
eapresentam portanto uma melhor transmissao até o detetor.

A flutuagado de sinal convertida para concentragao em todo o tempo
considerado do experimento foi menor do que 1ug/L, mesmo quando se
considerou a maior variagdo de sinal. Esta tendéncia observada nos resultados
pode ainda ser corrigida com procedimentos de recalibragdo, em intervalos de
tempo regulares. Portanto os valores de estabilidade observados s&o compativeis
tom a repetibilidade requerida a procedimentos quantitativos, € com os valores

rlatados por FELDMAN''® e MOENS'"", para a técnica.
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5.1.2. LIMITE DE DETECGAO

Alguns dos valores obtidos para os limites de detecgéo e os valores
disponiveis na literatura para ICP-QMS e ICPAES, expressos em concentragéo
sdo mostrados na TABELA 5.2.

O limite de detecgdo esta associado & condigdo de medida''®. Deste
modo, assim como tém-se um limite para um elemento para uma determinada
inha de emissédo, na espectrometria de emisséo; tém-se um limite de detecgéo
para cada isétopo medido, na espectrometria de massas.

O menor limite de detecgao é obtido para o isdtopo mais abundante
(.e. Cr, Cd, In); exceto quando ha interferentes associados a ele (i.e. ®Fe). Este
efeito ocorre simplesmente por diferenciagdo na estatistica de contagens, o
isdtopo mais abundante tera um sinal associado maior.

Efeito semelhante ocorre entre 0s mesmos is6étopos, em condigbes
dferentes de resolugcdo. Sabe-se que na média resolugdo ocorre uma menor
tansmissdo dos ions formados®®, portanto observa-se um comprometimento do
imte de detecgdo com o aumento da resolugdo, onde a concentragdo minima

detectavel aumenta, como ja era esperado. Este efeito pode ser melhor

observado na FIGURAS.3.
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Figura 5.3: Limites de detecgéo em ug/L obtidos em duas condigdes de
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TABELA 5.2:Valores dos limites de detecgio obtidos (R=300 e R=3000) e alguns

valores disponiveis na literatura, em ug/L.

Limite de detecgéo Limite de Limite de
HR-ICPMS Detecgéo Detecgéo
Elemento Nuclideo R=300 R=3000 ICP-QMS ICP-AES
119,120 *
Mg “Mg 0,23 0,71 0,71
Cr “Cr 0,08 0,10 0,50 4
3cr 0,13 0,35 10
Mn >Mn 0,12 0,08 3 0,3
Fe “Fe 0,62 1
*®re 2,51 25
Co *Co 0,01 0,08 0,3
Cu *Cu 0,04 0,22 9
®cu 0,04 0,27 20 3
Zn Zn 0,12 0,53 2
4 0,14 0,72 4
Zn 0,37 2,39
®zn 0,13 0,70
Rb *Rb 0,01 0,07 8 05
Cd ™Cd 0,06 0,09 0,2 2
Med 0,01 0,06
"2¢q 0,01 0,05
"4cd 0,01 0,05
In In 0,01 0,04
"SIn 0,004 0,02 0,06
Tl 7 0,001 0,01 0,05 22
Pb “®Pb 0,02 0,14 0,2 27
W7py, 0,02 0,16
2Bpy, 0,02 0,09

Todas as técnicas empregaram sistemas de nebulizagdo pneumatica, *Limite de

detecgao expresso por elementospara a linha de emissao mais sensivel.
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Para a mesma técnica observa-se uma certa variagdo nos valores
dos limites de detecgao. Isto ocorre devido a condigdes ambientais dos diferentes
laboratérios, as aplicagdes associadas e a rotina do laboratério. Este
comportamento também ficou evidenciado com as repeticdes deste experimento.

Comparando-se os valores obtidos com os disponiveis na literatura,
pode-se perceber que os espectrdmetros de massa de dupla focalizagéo,
permitem a obtengéo de limites de deteccdo menores (uma a quatro ordens de
grandeza) que os encontrados empregando-se espectrdmetros de massa do tipo
quadrupolo; ou espectrometros de emissdo atdmica, para as mesmas condigbes
de nebulizagao.

Quando s&o necessarios limites de detecgdo menores um recurso

que pode ser empregado por todas estas técnicas € a modificagdo do sistema de

120

nebulizagcdo <. Os nebulizadores recomendados a fim de melhorar os limites de

deteccdo sdo o micro-concéntrico e o ultra-sénico.
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5.1.3. AVALIAGAO QUANTO A OCORRENCIA DE
INTERFERENTES:

5.1.3.1. Interferéncias nao espectrais:

a. Simulag¢do da Matriz:

Para o estudo do efeito matriz foram empregados solugdes
simulados contendo NaCl e albumina, conforme o descrito anteriormente. Os
sinais relativos obtidos para alguns elementos, nestes meios simulados séo
mostrados nas FIGURA 54 e 55 E observada uma supressdo de sinal

significativa a 10g/L de NaCl (28,29%) e a 0,63g/L de albumina(78,16%). Este

121

comportamento era esperado “’ e indica diferengas de sinal das solugdes amostra

¢ de solugdo padréo.

A diminuicdo na taxa de aspiragdo, 0 aumento da viscosidade'®,
mudangas no tamanho de gota da névoa levada ao plasma'® sdo relatadas por
DAMS' como as causas destes efeitos de supressdo de sinal. Esse
comportamento poderia ser corrigido simplesmente com o emprego de padrbes
internos'®. De acordo, com o que foi observado, a influéncia sobre as
intensidades de sinal é igual para todos dos elementos estudados (FIGURAS 5.4
¢ 5.5). Outro efeito observado é causado pelo aumento da concentragdo das
solugdes nebulizadas é a mudanga nas condigdes de ionizagdo'®. Tal como
BEAUCHEMIN''® observou, ha uma diminuigio da temperatura do plasma que
fesfavorece a ionizacdo de elementos de altos potenciais de ionizagdo frente a

giementos de baixos potenciais.
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figura 5.4: Comportamento do sinal em termos relativos (%) para alguns elementos em meio de NaCl a
diferentes concentragdes.
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O efeito de perda de energia no plasma explica a diferenca de
comportamento observada nos meios de NaCl e albumina para o Mg e parao Pb .
Pois em meio de NaCl 10g/L, a supresséo do sinal de magnésio era da ordem de
aproximadamente 55%, enquanto que para os demais elementos foi de 15 a 30%.
Em meio de albumina, composta em sua maioria por carbono (elevado potencial
de ionizagdo), a supressédo do magnésio foi de aproximadamente 60%, estando na
faixa de 80 a 85% para os demais elementos. O mesmo ocorreu com o sinal de
Chumbo, 0 que evidencia que esse é um efeito associado ac potencial de
ionizagdo e ndao somente a massa do elemento.

OLESIEK'® propde que em meios com maior quantidade de sais e
compostos dissolvidos a gota formada é maior, o nimero de gotas transportadas
diminui, @ as que chegam ao plasma sofrem um dessolvatagdo mais lenta. A
consequiéncia direta desta mudanga na cinética de transporte ocorre sobre a taxa
de aquecimento, que diminui. S&o formados, portanto, ions em menor
quantidade. Além disto, como ha uma quantidade maior de atomos da matriz que
captam energia do plasma em outros processos que n3o o de ionizagéo122. Isto
causa diminuicdo da intensidade de sinal para todos os elementos. Estas

proposicdes’ %118

explicam os resultados obtidos neste experimento. Estes efeitos
foram corrigidos e/ou minimizados com o emprego de padrdes internos'Z, tal
como 0 mostrado nas FIGURAS 5.6 e 5.7.

A corregdo com padrdo interno permite que o sinal normalizado

mostre uma pequena (ou nenhuma) diminuigdo, quando em meio de NaCl 10g/L

(3.27%) e de albumina a 0,63g/L (7,55%), com excegao ao sinal do magnésio.
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A corregdo empregando indio como padrdao interno permite a
comparacado do sinal dos varios elementos, tanto em solugdes diluidas quanto em
meios muito concentrados. Para o sinal do magnésio normalizado, como se
observa na FIGURA 5.7, a diminuigdo da intensidade do sinal de magnésio em
meio de NaCl é muito superior a sofrida por outros elementos, e muito menor em
" meio de Albumina. Esta diferenciagédo ocorre inclusive quando o sinal é corrigido
com o padréo interno.

Segundo OLESIEK'® uma das explicacdes para o comportamento
dos sinais de magnésio e chumbo, se situa nos potenciais de ionizagdo mais
baixo, que leva a supressdo de sinal em presencga de sddio (FIGURA 5.7), e que
favorece sua ionizagdo quando em presengca de uma maior quantidade de
carbono( FIGURA 5.6).

Outra causa da diminuicdo de sinal pode ser atribuida a efeitos
espago carga, onde o Mg, como um ion leve é repelido mais facilmente do plasma,
pela grande nuvem de ions de sédio formados, difundindo-se, e tendo seu sinal
suprimido. Diversos autores'?*12%128.127 gascrevem a fuga e o espalhamento de
gléetrons no plasma o que gera repulsdo entre ions positivos, como a possivel
causa de efeitos espaco-carga. Este efeito'®® nada mais é que a difusdo de ions
mais leves para fora da regido de coleta de ions (skimmer) quando em presenca

de ions pesados mais abundantes.
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Estes efeitos sdo observados com ¢ aumento de massa do elemento
majoritario da amostra e com a diminuicdo de massa do analito. Ou seja um
analito de menor massa que o elemento majoritario da matriz, é facilmente
desviado da zona de coleta, enquanto que o elemento mais pesado da matriz é
coletado sem modificar sua trajetéria. Neste caso as massas do magnésio e do
sodio sdo muito préximas, e a acdo deste efeito ocorre principalmente pela
proporgao com que os elementos de apresentam no plasma.

Estes efeitos ndo espectrais sdo decorrentes de mudangas na
transmiss@o dos ions da fonte ao analisador de massa, e estas sdo mais dificeis
de se comprovar , pois 0 sinal medido se refere aos ions que atingem o detetor de
massa € ndo aos ions coletados do plasma. Entre a extracdo é a medida ha uma
série de etapas de aceleragéo e deflexado que favorecem ions de maior massa.

Nesse trabalho a proposicdo que estd sendo feita € de que a
normalizacdo do sinal de magnésio pelo sinal de indio em concentragbes mais
elevadas, ndo se mostrou adequada. Possivelmente esse efeito & explicado pela
repuls@o entre as cargas formadas no plasma, tal como o que ja foi descrito em
iteratura'2°.

Em presenca de albumina a supressdo de sinal do magnésio é
menor que a dos demais elementos, provavelmente por que o efeito de repulsdo
de cargas & menor (hd um numero menor de ions positivos gerados pela matriz
devido o alto potencial de ionizagdo do carbono) e a ionizagdo do magnésio é
favorecida devido ao seu baixo potencial. Essa é a proposi¢ao escolhida como a

melhor para explicar o comportamento observado na FIGURA 5.7.
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b. Estudo do comportamento em amostras reais

Segundo FALK e COLABORADORES'' a analise de qualquer
fragdo do sangue sem diluicdo, por ICP-MS é impossivel, devido aos efeitos
extremos de supressao de sinal. Este tipo de amostra contém concentragbes de
cloreto de sédio constantes a 0,9g/L e de proteinas a aproximadamente 63g/L®
130.

Foram feitos ensaios para a verificagdo sobre quais os fatores de
diluicdo que deveriam ser empregados as amostras reais, e esses ensaios foram
baseados nos dados encontrados na literatura'>®. Desta forma, foram aplicados
diferentes fatores de diluigho as amostras reais (Fgiuigao=10, 100, 250 e 500 vezes)
¢ analisadas. Foram entdo calculadas as concentragdes aparentes de cada
solugao.

Na FIGURA 5.8., sdo mostradas as concentragdes aparentes de
zZinco em uma Unica amostra, empregando-se os fatores de diluicdo mencionados.
Para um fator de diluigdo igual a 10, observou-se uma severa alteragéo do valor
de concentragdo aparente em relagdo a concentragdo esperada e real. Quando
gmpregou-se um fator de diluicdo de 500 vezes, a incerteza da medida para os
diferentes isétopos foi superior a obtida em outras diluigdes.

Estudou-se também a formagao dos ions éxidos para cada diluigdo a
partir do acompanhamento das massas do ?®Pb e de seu 6xido (*®*Pb'€Q).

Observou-se que em dilui¢des menores a formagéo dos ions éxidos é superior.
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Este efeito também tem sua origem na cinética de formagao de ions,
pois com uma maior concentragédo de amostra sendo introduzida no plasma, a
energia destinada a quebra de ligagdes, atomizagdo e ionizagdo, por elemento
diminui. Diminuem portanto os ions(M*) e atomos livres(M).

Ha também os efeitos de recombinagéo, e com estes a formagéo de
oxidos(MQO™). Deste modo a relagdo MO'/M* previsivelmente tende a aumentar
com o0 aumento do fator de diluicdo, tal como o mostrado na FIGURA 5.9.

Portanto, o intervalo de diluicdo adotado neste trabalho, | foi de 100
att 250 vezes, por ndo exibir uma supressdo de sinal significativa e por
proporcionar uma menor formagado de ions-6xidos. Os fatores de diluigdo mais
adequados sdo também concordantes com o ensaio que empregou solugdes

simuladas e com o comportamento observado por DAMS'.



O V: RESULTADOS E DISCUSSAO 94

0.98 T T 0.30
0.96 + T 0.25

0.94 + T 0.20 £

3

©

£

1

092 + 1.0.15 g

[

=

5

0.9 7 1010 @
0.88 - T 0.05
0.86 : . ‘ : 0.00

10000 1000 100 10

Fator de diluicdo da amostra
—®-|n/Pb —*—PbO/Pb




CAPITULO V: RESULTADOS E DISCUSSAO 95

¢. Reciprocidade na relagédo de calibracédo:

Dois procedimentos de calibragdo foram utilizados, as curvas de

calibragdo normais e as curvas de adi¢gdo de padrdes.

As concentragles das amostras calculadas por meio das curvas de
calibragdo foram comparadas com as obtidas por meio das curvas de adigcdo
(FIGURA 5.10)'%

Nao foram observadas diferengas significativas entre estes valores.
Para todos os casos estudados, vale a equacdo Xcal=Xad, aproximada. Na
TABELA 5.3 s3o listados os coeficientes das regressdes linear e polinomial de 22
ordem obtidas para os elementos estudados.

Pode-se, portanto, considerar que as curvas de adicdo é de
calibraco apresentaram uma correlagdo linear significativa. Embora, o modelo
wliinomial tenha apresentado um coeficiente de correlacdo (R?) bastante proximo
da unidade, também é possivel observar que o coeficiente de 2° ordem muito
| pequeno (a=0), um comportamento tipico de sistemas lineares'%.

Portanto o procedimento de calibrag&o por curva simples sem adi¢do
¢ adequado na quantificagdo das amostras de soro diluidas 100 vezes. Este
wmportamento ja era esperado e se mostrou concordante com os resultados dos
experimentos de simulagd@o da matriz, com NaCl e albumina.

Na FIGURA 5.11 observa-se ainda que os desvio padrao relativos
s medidas de cada um dos pontos das calibragdes exibem o comportamento

geral esperado para concentragdes neste nivel de concentragio.
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,TABELA 5.3: Regressdes aplicadas as curvas de calibragéo externa(Xcal) versus

as de adicdo de padréo(Xad).

|
;
2 24Mg
;51\/
| “Cr
“Cr
“Cr
"Mn
®Co
i
| i
"Cu
*Cu

64Zn

n

 Nuclideos  Regressé&o Linear Simples

Regressao Polinomial de ordem 2

y=ax+b y=ax>+bx+c

a b R? a b c R?
0,9801 07522 0,9641 -0,0378 1,7277 -0,5276 0,9995
1 0,2626 0,9998 0,0007 0,9856 0,2915 0,9998
1,2847 0,0992 10,9882 0,0294 0,862 0,6162 0,9997
1 -0,0002 0,9999 - - ; ]
1,0011 -0,008 0,9909 - - - .
0,9071 11,2662 09796 -0,0219 1,3608 0,2236 0,9975
0,9997 10,0022 09972 0,0017 0,9654 0,077  0,9973
1 0,0003 0,9988 - - - .

1 0,0001 0,9994 - - - .
0,9994 0,0041 0,9989 - - - .
0,9999 0,0004 0,9986 - - - -
1,0062 -0,0576 0,9956 - - - i}
09925 0,0557 09864 -0,0172 1,3592 -0,8194 0,9959
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5.1.3.2. Interferéncias espectrais:

Esta etapa da parte experimental visou avaliar a influéncia dos
nterferentes sobre o sinal dos analitos de interesse em baixa resolugéo, e qual
seria a validade na utilizaggdo da média resolugdo na separagdo destes
nterferentes. Deste modo os experimentos realizados mostraram as seguintes
respostas:

‘a. Avaliacdo do espectro de massa no modo de média resolucéo:

Uma curva de calibragdo (branco, 10, 50 e 100ug/L) foi medida
untamente com amostras diluidas 10, 100 e 250 vezes. Foram obtidos os
Iespectros de massas dos analitos e de seus interferentes esperados. O método de
.medida empregado teve como janela de integracdo 500% da regido de massa
sujeita a ocorréncia de interferéncias espectrais. Por exemplo para o 2Cr e seus
erferentes **Ar'*N* + “°Ar'2C* | a regido de massa medida foi de 51,92 a
5,98u.m.a conforme o mostrado na FIGURA 5.12. A TABELA 5.4 mostra a
dassificagdo adotada quanto a presenga ou auséncia dos interferentes estudados.
Onde designou-se os interferentes de acordo com a nomenclatura abaixo:

* RESOLVIDO: quando o pico de interferente que péde ser

separado do analito por meio do emprego da média resolugao;

* AUSENTE: quando o interferente poderia ser separado com o
emprego da média resolugdo, mas que ndo foi observado nas
condigbes de diluicdo adotadas;

* CORRIGIDO:; O interferente que independente do tipo de

amostra, da concentracdo da solugdo padrdo ou amosira,
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permaneceu constante durante todo o tempo de aquisi¢gdo, em

média resolugdo. Deste modo uma simples subtragdo permite a
eliminagcdo de seus efeitos, e que portanto permite que a medida
do elemento de interesse possa ser efetuada em baixa

resolugéo, apenas com um limite de detecgdo maior.
* NAO RESOLVIDO: O interferente que mesmo com o emprego da

média resolugdo ndo € separado do analito.

Este dltimo tipo de interferente ndo foi estudado nesta fase. Os
analitos que ocorriam juntamente com este tipo de interferente tem seu modo de

andlise descrito em detathes em se¢des posteriores.
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TABELA 5.4: Nuclideos e interferentes estudados no modo de média resolugéo.

Nuclideo Interferéncia Condicio dos interferentes
>Cr FAr°N,*N°0"°0 Resolvidos
2¢r “Ar'2c, 5CI"0'H Resolvidos
o ¥cI'®o Resolvidos
*cr “Ar“N, *Ci®o'H Resolvidos’
% Fe “ar'®0,%ca'®0 Resolvidos
" Fe “Art®o ' Resolvidos
¥Co “pr 80'H, ®Ar 2 Na Ausente
®cu “ArPNa, Ausente
% 7Zn ¥3,, %5'°0,, Resolvidos
®cu #3'%0"°0 Resolvidos
% Zn %8 %0,,%s"0 "0 Resolvidos
8 7n %560, , *s'°0"%0 Corrigido
zn “ariN'%0, Clyt, Resolvidos

"Aseparagio de espécies moleculares “isébaras” é muitas vezes possivel em fungdo de suas diferengas de
massa, tanto que os interferentes foram separados dos analitos de massa 54, Entretanto a separagéo de
gementos “isobaros”, tais como o >*Cr do **Fe n#o & possivel com a resolugdo que este sistema dispde. Isto

gcorre por que a diferenga de massa é igual a diferenga de um préton para um neutron.
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O emprego da média resolugéo, permitiu a separacao e identificagdo

da maioria dos interferentes, tal como o ja descrito por outros autores'®' 2. Pode-
se observar na FIGURA 5.12, que as alturas dos picos do elemento de interesse
aumenta com o aumento da concentragao do padréo. E que o pico do interferente
aumenta com o aumento da concentragdo da matriz, quando estes sdo formados
por elementos presentes em quantidades significativas na amostra. Como por

exemplo os interferentes formados por espécies de C, S, H, Na, Ca, Mg, etc.
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b. Estudo das razées isotépicas’:

Amostras de soro sangliineo diluidas 100 vezes foram analisadas de
modo a incluir os intervalos de massa dos diversos isétopos de Cr, Ni, Zn e Cd,
em baixa e média resolugdo. Os resultados das medidas de raz&o isotopica?, em
baixa € média resolugdo estdo mostrados na TABELA 5.5. Com base nestes
valores, pode-se perceber que medidas realizadas em baixa resolu¢do, ficam
sujeitas a interferéncias espectrais severas para os elementos de massa atémica
intermediaria (Cr, Ni, Zn) conforme o0 mostrado na FIGURA 5.13. Para estes
mesmos elementos, as medidas realizadas em média resolugdo permitem a
separagdo dos interferentes, e fornecem resultados mais exatos e precisos da
rizdo isotdpica natural, resultados semelhantes foram obtidos por BEGEROW
SDUNEMANN'®, STURUP et al.™* e por RIONDATO et al. **°.

Entretanto, para elementos que ndo estdo sujeitos a interferentes
sobaricos a melhor estratégia € o emprego da baixa resolu¢do, pois a média e a

dta resolugdes apresentam uma menor transmissao de ions.

'A estatistica de contagens(n=100) deste experimento permitiu resultados de
nzdo isotdpica aproximados. Experimentos com maior preciséo necessitam de um

nimero de aquisi¢oes superior (n=2000), e n&o foram o objeto deste estudo.
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TABELA 5.5: Razdes isotopicas obtidas em diferentes modos de resolugio, para

uma amostra real.

Modo de Baixa Resolugdo  Modo de Média Resolugédo

Nuclideos Razéao s%(%) d**(%) Razao s*(%) d**(%) Razédo

Obtida Obtida Natural
Criycr? 6,13 3,80 3055 842 738 4,54 8,82
Ni%8/Ni®° 5,37 6,17 10543 2,50 407 437 2,62
NiPE/Ni®? 28,32 2,76 4895 19,11 217 0,51 19,02
Ni®%/Ni®2 5,64 253 2239 769 6,12 579 7,27
Zn®zn%® 1,83 494 509 1,74 6,84 0,00 1,74
n%zn%® 2,55 7,02 1,36 2,50 8,87 3,26 2,59
Zn%/zn®® 1,39 343 6,18 1,43 328 335 1,48
cd'cd’’ 0,94 4,41 3,41 0,97 177 0,12 0,98
cd"%cd'™ 0,42 3590 372 0,43 644 086 0,43
cd'icd™ 0,44 461 0,22 0,44 564 0,32 0,45

's € a precisdo de 6 determinagdes, ** d é o desvio percentual relativo calculado

em relacdo as razdes naturais
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5.2. VERIFICACAO DA EXATIDAO DA MEDIDA:

5.2.1. SANGUE TOTAL (IAEA-A-13)

Uma das etapas de validacdo da metodologia de andlise
multielementar em amostras de sangue, foi a de analise de material certificado
segundo o procedimento testado até entao.

Deste modo foram analisadas as amostras certificadas, preparadas
conforme o descrito na se¢éo 4.7 e os resultados obtidos foram comparados com
os valores certificados.

A fim de se comparar estes valores, seguiu-se a recomendagdo de

De BIEVRE, et. AL'™® pela qual os valores obtidos (X ts) e os valores

| ,
\certlﬁcados (Vaiw & Viecomendaao & Viee) devVEm  ser considerados concordantes

- quando:

a média do valor obtido se situa entre o valor maximo e o minimo

recomendado (V. £ X ¢V, )€

in ~
* o desvio padrédo (sigma) da medida nao for maior que o desvio

existente entre 0 valor recomendado e seus valores limite

S R}
(VR V.V #1).

¢ comendado min max VRe comendado

|
Os resultados obtidos para Mg, Cu, Zn, Rb, Se e Pb (R=300)

\
1[FlGURA 5.14] e para Mg, Fe, Cu, Zn, Rb e Se (R=3000) [FIGURA 5.15]
[tconcordaram com o valor certificado(ver TABELA 5.6).

As precisbes internas e externas foram compativeis com valores

|

interiores observados para solugdes padréo durante o teste de estabilidade.
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Foram calculados os desvios padréo (s) e os desvios em relagdo ao

valor certificado (X-VRsecomendado), Para os isétopos de Zn, nas duas condigdes de
resolu¢do. Embora ambas as condigbes de resolugdo tenham apresentado valores
compativeis com o valor certificado, e que as precisées tenham sido similares, é
possivel observar, conforme a FIGURA 5.16, que os desvios em relagdo ao vaior
certificado foram maiores para a condi¢éo de baixa resolugéo.

Este desvio embora pequeno era esperado, devido a formagéo de
interferentes ja discutidos anteriormente(se¢do 5.1.3.2).

As concentragdes obtidas de Ni ndo concordaram com os valores
recomendados (TABELA 5.7), e ndo concordaram entre si para diferentes isétopos
(“Ni e 5Ni).

BARANY'®" também observou uma variabilidade grande e n&o
gsperada por se tratar de um padrao certificado, foi encontrada para os valores de
concentracao de Ni, conforme a TABELA 5.7. Para alguns elementos analisados
ndo foram encontrados valores de referéncia disponiveis, entretanto os resultados
|das medidas se mostraram reprodutiveis (°'V e "°As) efou compativeis com as
composi¢oes isotépicas naturais esperadas (Sr, Ag e Tl), conforme ¢ mostrado na

TABELA 5.8.
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Figura 5.15: Comparagao entre os valores certificados e os valores obtidos de concentragdo, em condigdo de média resolucao



CAPITULO V: RESULTADOS E DISCUSSAO

111

TABELA 5.6: Valores de concentragéo obtidos que concordaram significativamente

com os valores certificados do padrao IAEA-A-13(todos os valores estéo expressos

em pg/q).
=300 R=3000
lsétopo  X* g™ X+ s* Valor Limites Barany'®
xg/g  po/g pglg  uglg  Certificado  uglg
1919
Mg24 24,10 1,03 90,81 235 99 81-138
Fe54 1028 19 - - 2400 2200-2500
FeSo ~ - 2481 34
Fe57 - - 2184 67
Cub3 436 0,08 3,54 027 43 3,7-4.8 410
Cu65 3,94 0,11 3,62 0,35 0,20
Zn64 15,20 0,26 13,56 0,82 13 12-14 13,30
Zn66 1415 (0,32 13,18 1,19 1,90
n67 1332 042 1345 0866
Zn68 14,99 0,21 13,59 0,97
Rb85 2,07 0,05 204 0,13 23 1,7-3,7 2,50
Rbg7 1,98 0,07 187 0,17 +0,60
Pb206 0,22 0,02 - - 0,18 0,14-0,30 0,18
Pb207 0,26 002 - - +0,10
Pb208 0,23 0,01

*As concentracdes elementares estéo expressas para cada isétopo empregado na medida.

* preciséo da medida
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TABELA 5.7: Valores de concentragdo obtidos na analise do padrio IAEA-A-13
gue ndo concordaram significativamente com os valores certificados (todos os

valores estéo expressos em ug/g)

Baixa Resolucéo Média Resolugéo
lsétopo X* s X* s Valor Certificado  Limites
polg  wolg #9/9 £919 £9/g 1alg
Se77 22,88 1,13 25,68 4,73 0,24 0,15-0,31
Se82 - - - - 32,048
Ni62 1,74 0,70 - - 1 0,6-1,4

*As concentragdes elementares estdo expressas para cada isétopo empregado na medida.

** precisdo da medida.

TABELA 5.8.: Valores de concentragao obtidos na andlise do padrao IAEA-A-13

para 0os quais ndo se dispde valores certificados (todos os valores estdo expressos

em xg/g).

Baixa Resolugéo Média Resolugéo
Isétopo  X* s** X* il

#9/9 199 #9/g #9/g
V51 2,23 0,24 - -
As75 3,02 0,39 3,23 0,79
Sr86 0,24 0,10 0,17 0,06
Sr88 0,23 0,09 0,21 0,03
Ag107 0,06 0,04 0,07 0,03
Ag109 0,06 0,04 0,07 0,05
TI203 0,007 0,005 0,007 0,006
Ti205 0,007 0,005 0,010 0,007

*As concentragdes elementares estdo expressas para cada is6topo empregado na medida.

** precisdo do método, incluindo desvios de pesagem diluigdo e medida.
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5.2.2. SORO SANGUINEO(SERODOS)

As amostras do padrdo certificado SERODOS foram preparadas
conforme descrito na seg¢ado 4.7.b e os critérios para avaliagao da concordancia
entre os resultados obtidos e os valores certificados'®® foram descritos na secéo
5.2.1.

Os resultados obtidos pelo método adotado neste trabalho para "Li,
*Mg, Cu, ®°Cu %2zn, “Zn e ®®Zn (R=300) e para *Ca, *'Fe, ¥Fe, ®cu, *Cu,
%7n %2zn, ¥Zn e ®zn (R=3000) foram concordantes com o valor de certificado do
padrao SERODOS, conforme as FIGURAS 5.17 e 5.18.

Os valores de concentragdo discordantes do valor certificado foram
encontrados para o “Ca, *’Fe e **Zn em baixa resolugdo(R=300). Este tipo de
resposta ja era esperada em fungdo de interferentes isobaricos associados a
estas massas. Dentre os interferentes mais abundantes na matriz e no plasma; e
que seriam esperados na massa deste nuclideos estéo respectivament;a:
120160160' 40Ar1601H e 323160160.

Diversos elementos para os quais ndo se dispunha de valores
certificados também foram medidos em condigBes de baixa e média resolugédo. Os
resultados obtidos para os nuclideos destes elementos podem ser vistos na
FIGURA 5.19. Dentre estes apenas o *Mn(LR e MR), o **Co(LR e MR) e o ®Ni
(LR e MR), ®*Ni(MR) foram concordantes entre si nas duas condicdes de
resolucéo. Este comportamento serve como indicador de que o valor obtido nas
duas condi¢des de resolucédo é livre de interferentes e préximo do real.

Os resultados do °'V, do 52Cr e do %°Cr, .obtidos nas condigdes de

baixa e média resolugdo, mostrados na FIGURA 5.19, discordaram entre si,
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devido a ocorréncia de interferentes (*Ar'2C'H;*°Ar'2C:  “°Ar'2C'H,
respectivamente). Em média resolugéo esses interferentes séo resolvidos, logo o
que se observa é que as concentragdes calculadas para o °'V, 0 %Cr e 0 *Cr em
média resolugdio sdo mais baixas e concordantes entre si no caso do >*Cr e o 53Cr.

Neste caso, passam a ser considerados os valores obtidos em
média resolugdo, como os valores de referéncia nesse trabalho para %'V, %Cr, e
3cr.

Na FIGURA 5.20 podem ser observados os nuclideos estudados
somente no modo de baixa resolugdo, por ndo estarem sujeitos a interferéncias
espectrais. Dentre estes, os resultados obtidos para Sr*® e Sr*® e para Pb2,

Pb?"e Pb?®® concordaram significativamente, entre si.
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TABELA 59. Valores de concentragdo obtidos que concordaram

' significativamente com os valores certificados do padrio de soro SERODOS.

: Baixa Resolugédo Média Resolugao

lsétopo X* S** X* S** Valor Limites

' 2g/g 2alg xalg Halg Certificado ualg

Holg

W 744,04 30,62 - - 703,50 619,50-787,50

|
“Mg 2139,38 92,62 - - 1940 1710-2170
“Ca 5720,00 179,31 4106,68 539,25 4850 4360-5340
Fe 193,20 13,62 107,10 13,53 120,00 94,80-145,00
%Fe - - 105,14 8,66 120,00 94,80-145,00
SCu 131,17 5,07 98,81 8,90 118 100-135
®Ccu 127,87 5,40 105,79 10,02 118 100-135
%47n 60,65 509 29 69 525 41  32,80-49,20
%7n 41,39 4,71 28,39 3,14 41  32,80-49,20
8Zn 39,93 502 20,90 2,58 41  32,80-49,20
%7n 31,62 3,62 34,09 5,95 41  32,80-49,20

*As concentragdes elementares esto expressas para cada is6topo empregado na medida.

** precisdo do método incluindo desvios de medida e diluigdo
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5.3. ESTUDO DE CASO:

O estudo de caso visou a aplicacdo da metodologia desenvolvida
empregando amostras reais (soro de atletas maratonistas), onde a principal
infformagéo a ser obtida é a diferenciac@o de caracteristicas individuais e de grupo
da precisdo da técnica analitica.

O estudo de caso consitiu na analise de amostras de soro sanglineo
de 23 atletas maratonistas, em fase pré-competitiva. Estas amostras foram
analisadas empregando-se a metodologia desenvolvida de espectrometria de
massas de alta resolu¢cdo com fonte de plasma indutivo.

Para este estudo foram determinados um total de 37 nuclideos e 23
amostras em um total de 57 medidas. Na interpretac@o dos resultados analiticos e
clinicos desta matriz de dados foi empregada a metodologia de analise
multivariada de redugio aos componentes principais. Esta metodologia consiste
na identificacéo de relagbes existentes em uma matriz de dados compiexa, e na
expressdo desta matriz através dos componentes principais de variagdo dos
sistema®®. Neste estudo de caso foi a reducdo aos componentes principais foi
aplicada aos valores de concentragéo de alguns elementos presentes no soro
sangliineo de atletas maratonistas. A motivagdo principal do emprego desta
metodologia foi verificar sua validade em estudos de populagdo e identificar
correlagBes entre as concentragbes de metais no soro sangliineo e entre a

condigao fisica e clinica dos atletas.
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5.3.2. INDIVIDUOS:

Neste formato da analise foram buscadas as similaridades e variagdes no
grupo de individuos selecionados. Portanto pretendeu-se identificar basicamente (i) o
padrao genérico do grupo , (ii) similaridades decorrentes de caracteristicas em comum
entre individuos (sexo, dieta, niumero de maratonas/ano, etc.), (iii) correlagdes e
diferengas que posteriormente, servirdo a comparagdes com outros grupos (criangas,
lactantes, adultos sedentarios, etc.).

Nesta etapa foram consideradas como caracteristicas dos individuos as
informacbes disponiveis do trabalho de Vasquez' referentes ao sexo, freqiéncia da
pratica esportiva, nimero de participa¢gdes em maratonas por ano, e alguns parametros
hematolégicos (Ferritina, Transferrina saturada e hemoglobina). Estes valores séo
reproduzidos na TABELA 4.1.

Os valores de concentragdo dos metais presentes no soro sangiiineo dos
atletas medidos pela andlise por espectrometria de massas de alta resolugdo com fonte
de plasma indutivo sdo mostrados na TABELA 5.10. Os valores de concentracdo dos
nuclideos medidos estéo situados no intervalo de referéncia esperado (Ver TABELA 1.2),
e sua preciséo foi compativel com resultados obtidos por outros autores para a mesma
técnica'1®1221381%7 A todos os resultados obtidos constam do ANEXO IlI. Na classificagéo
em clusters trés analises foram feitas conforme a seguinte seqiiéncia:

LINK1: Concentragdo de metais em todos os individuos foram relacionados
com o0 método de “linkage between groups”

LINK2: Os “outliers” encontrados foram eliminados, e relacionados com o
método de “linkage between groups” e

LINK3: Os “outliers” encontrados foram eliminados, e relacionados com o

método de WARD',



Tlabela 5.10: C-,Tncentragéo média(ug/L), desvio padréo(ug/L) e desvio padréc relativo (%) de alguns eleme;tos presentes no
soro sangiineo dos individuos considerados no estudo de caso.

Ca V' Cu Zn As Se Rb Fe

15.319,63 51.575,48 296,02 930,84 1.756,30 245,80 1.796,98 357,39 1.001,2¢

86,69 1.667,27 11,52 7.83 96,59 4,02 29,74 9,95 28,3t

0,57 3,23 3,89 0,84 5,50 1,64 1,66 2,78 2,8

2 Média 16.787,83 53,725,32 283,88 1.152,29 1.524,38 239,63 1.737,57 352,81 3.155,8:
S 179,63 800,71 6,80 5,39 94,39 1,01 12,05 3,61 76,2¢

RSD(%, 1,07 1,49 2,39 0,47 6,19 0,42 0,69 1,02 2,4.

i 3 Média 16.360,39 55.903,72 287,41 1.411,25 1.502,63 254,33 1.749,02 316,11 2.049,11
s 133,16 1.233,99 9,16 6,61 95,49 2,52 20,90 6,78 82,31

RSD(%) 0,81 2,21 3,19 0,47 6,35 0,99 1,19 2,14 2,5

4 Média 19.016,49 54.945,30 254,08 1.371 ,4-"7 1.672,49 232,92 1.681,63 324,57 2.144,9¢
s 238,10 641,71 13,83 12,03 164,93 6,03 57,40 1,30 131,31

RSD(%) 1,25 117 5,45 0,88 9,86 2,59 3,41 0,40 8,12

' § Média 17.536,97 53.745,80 230,35 1.444,68 1.409,66 231,09 1.692,56 412,18 740,55
S 404,94 1.189,43 15,66 33,26 195,62 8,57 29,70 10,11 36,44

RSD(%) 2,31 2,21 6,80 2,30 13,88 3,71 1,75 2,45 4,92

] 1 Média 18.472,97 54.988,07 188,94 987,49 1.104,55 201,15 1.551,06 296,80 886,8¢
s 1.261,49 3.892,18 8,78 69,78 176,30 9,74 75,86 18,28 152,6¢€

RSD(%) 6,83 7,08 4,64 7,07 15,96 4,84 4,89 6,16 17,21

8 Média 18.925,84 65.205,66 185,41 994,11 1.581,40 198,70 1.482,59 334,16 800,1%
S 729,50 1.883,55 3,40 42,61 57,93 3,82 38,76 13,50 14,71

RSD(%, 3,85 3,41 1,83 4,29 3,66 1,92 2,61 4,04 1,84

9 Média 19.036,87 68.289,58 209,22 1.273,46 1.346,29 193,38 1.511,17 369,00 1.412,2¢
S 527,29 2.214,29 12,74 46,40 93,98 8,84 61,20 8,43 25,9C

RSD(%) 2,77 3,24 6,09 3,64 6,98 4,57 4,05 2,28 1,82

10 Média 20.410,01 72.869,03 258,67 1.148,48 1.900,22 227,22 1.779,83 391,85 1.910,5C
S 995,49 2.887,86 6,09 56,19 117,12 6,78 57,31 15,90 83,6¢

RSD(%) 4,88 3,96 2,35 4,89 6,16 2,98 3,22 4,06 4,38

it Média 19.452,40 67.092,61 251,81 991,21 1.357,80 212,27 1.596,15 338,60 2.601,38
s 568,36 2.404,29 13,26 38,14 47,68 10,67 85,11 10,18 125,7¢

RSD(%) 2,92 3,58 5,26 3,85 3,51 503 . 5,33 3,01 4,83

1 Média 17.594,66 63.587,13 266,71 918,59 1.418,25 221,037  1.635,64 292,35 2.486,5C
S 60,29 650,51 2,52 17,11 40,03 1,22 13,07 3,03 9,51

RSD(%) 0,34 1,02 0,95 1,86 2,82 0,55 0,80 1,04 0,38

3 Média 16.535,10 66.470,49 276,69 1.340,15 1.422,84 22220 1.697.55 487,35 1.895,99
S 393,20 1.346,78 3,07 32,19 68,67 3,05 27,70 9,22 73,33

RSD 2,38 2,03 1,11 2,40 4,83 1,37 1,63 1,89 3,87

i Média 21.276,81 95.294,66 300,78 1.411,50 25.105,95 230,07 1.750,73 431,80 2.636,42
s 226,74 998,64 2,80 24,65 54,35 2,13 20,38 6,12 41,42

RSD(%) 1,07 1,05 0,93 1,75 0,22 0,93 1,16 1,42 1,57

' i Média 19.958,23 81.462,30 282,54 1.030,63 14.116,50 222,73 1.692,70 453,00 2.239,88
S 790,84 4,047,486 9,66 41,32 577,16 7.73 83,09 17,26 304,78

RSD(%) 3,96 4,97 3,42 4,01 4,09 3,47 491 3,81 - 13,61

# Média 20.073,84 78.349,95 267,55 1.183,62 19.732,38 212,84 1.612,99 423,22 1.948,65
s 508,79 2.523,05 6,23 32,99 315,76 4,93 51,74 11,69 173,10

RSD(%) 2,53 3,22 2,33 2,79 1,60 2,32 3,21 2,76 8,88

I Média 19.641,34 69.693,64 269,52 1.067,83 3.642,65 213,37 1.635,81 437,18 2.623,50

! S 344,87 305,56 5,45 5,18 316,11 4,05 50,58 6,38 420,73
RSD(%) 1,76 0,44 2,02 0,49 8,68 1,90 3,09 1,46 16,04

18 Média 21.204,01 67.949,41 247,74 1.057,35 3.236,08 201,16 1.535,83 343,39 1.743,51
s 353,71 447 44 5,67 38,17 337,01 3,45 26,04 7,78 80,99

RSD(%) 1,67 0,66 2,28 3,61 10,41 1,72 1,70 2,27 4,65

I Média 20.096,5‘7 67.667,39 257,82 732,80 2.370,21 211,85 1.645,90 319,89 2.774,80
s 848,10 3.052,93 8,08 437 32,19 11,76 70,88 10,20 181,22

RSD(% 4,23 4,51 3,51 0,60 1,36 5,55 4,31 3,19 6,53

i Média 20.113,88 71.793,52 259,32 1.812,90 2.455,29 218,01 1.646,58 465,51 1.365,25
S 461,84 874,18 13,23 26,08 59,89 7,93 68,12 9,18 149,22
RSD{% 2,30 1,22 5,10 1,44 2,44 3,64 4,14 1,87 10,83

Iy Média 20.806,55 70.587,34 242,74 1.026,98 1.348,38 207,91 1.583,63 375,45 883,15
S 461,92 1.405,09 8,86 29,98 101,98 7,32 4257 12,30 82,63

RSD(% 2,22 1,99 3,65 2,92 7,56 3,52 2,69 3,28 9,36

1 Média 20.401,67 74.693,77 260,92 1.019,53 1.531,72 228,02 1.756,74 298,65 1.434,68

s 300,38 1.280,06 1,07 31,50 196,23 0,88 7.80 7.91 60,25

RSD(%) 1,47 1,71 0,41 3,09 12,81 0,39 0,44 2,65 4,20

[ Média 20.753,07 73.138,72 238,83 1.022,44 1.705,52 213,23 1.632,97 32417 971,59

s 287,38 402,61 0,45 6,02 73,65 0,02 0,93 4,99 6,88

RSD(%) 1,38 0,55 0,19 0,59 4,32 0,01 0,06 1,54 0,71

il Média 18.149,28 65.918,19 211,97 1.007,67 1.545,94 188,27 1.448,56 283,41 690,17

S 685,36 2.781,53 5,44 28,84 60,70 7,33 22,05 8,79 65,65

RSDQ;A! 3,78 4,22 2,57 2,86 3,93 3,90 1,52 3,10 .8,05




lhela 5.10: Concentragdo média(mmol/L), desvio padrdo(mmol/L) e desvio padrio relativo (%) de alguns elementos
presentes no soro sanguineo dos individuos considerados no estudo de caso.

[~
3
11
=

Mg Ca VvV Cu Zn As Se Rb Fe
Média 783,16 1.665,09 4,97 18,02 63,04 2,92 20,84 4,29 31,
'is0s S
s RSD(%)
= Média 774,10 1.590,96 4,93 17,76 27,77 2,93 20,85 4,16 30,
b S
1irs RSD(%
= Média 712,59 1.351,88 5,03 19,16 24,09 3,12 21,40 4,09 29,
: S
oo ! RSD(%
’ Média 802,49 1.701,31 4,88 17,11 29,46 2,84 20,60 4,19 30,
S

wooll RSD(%,
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a. Andlise do LINK1

Nesta etapa foram considerados 23 individuos distribuidos em 57
replicatas e 33 nuclideos, para a andlise de similaridade.. As concentragdes dos
metais presentes no soro dos individuos considerados foram expressas em ug/L e
podem ser observadas na TABELA 5.10. Foram entdo obtidos o dendrograma e a
correlagéo entre o primeiro e o segundo componente principal, mostrados nas
FIGURAS 5.23 e 5.24, respectivamente. Estas duas figuras exibem alguns
padroes obtidos para os quais séo feitas as seguintes consideragdes:

(i) Primeiramente, s@o reconhecidas as amostras que apresentam
um comportamento anémalo em relagdo ao grupo. Na FIGURA 5.23. pode ser
observado um grupo de amostras com alto grau de dissimilaridade em relagdo ao
restante do grupo (AMSb, AM15a, AM15b, AM15c, AM14 e AM16b). O mesmo é
observado em relagdo aos valores dos respectivos componentes principais, como
pode ser observado na FIGURA 5.24. Particularmente nesta figura percebe-se que
estas amostras ndo se ajustam ao centro de alta densidade. Estas amostras foram
portanto consideradas como “outliers”, por serem dissimilares das demais. As
replicatas da amostra correspondente ao individuo 15 foram reprodutiveis e
portanto ha duas hipéteses a se considerar. a primeira de uma contaminag¢do na
amostragem, ou armazenamento, e a segunda de um comportamento individual

realmente diverso do grupo.
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Dendrogream using Average Linkage (Between Groups)

Rescaled Distence Cluster Conbine

CLSE 0 ] 10 15 20 25
Label Num 4+ -4 + + + +
AM11A 2

AR11C 4

AM1ZB 6

AM19C 24

AM12X 5

M12c 7

AN18B 20

Amiac 21

AN19A 22

AM19B 23

AMOA 55 '

AM13A 8

AM13C 10

AM13B 9

234 30

anz3ac 32

AM21B 28

AN23B 31

A21C 29

AM25A 33

ABz5D 34

AB29R 38 -

AM29C 40 T
AMZ6A 36

AM26B 37 :

AN29B 39 - :

LE17A 16 —
ARL7B 17 -

ANLTC 18

Af18A 15

MsA 47

LMSB 4B

AMSC 49 ]
AM8A 52

p.i:To 54

AN7B 51

iMeB 53 .
AM7A 50

AM25C 35 -
Ry S
AM4A 44

am4c 46

M 43

M2 A 41

AMZB 42

Am1A 25

AM4p 45

AM21A 27

AH10A 1

FIGURA 5.23: Analise do LINK 1 (no detaihe amostras dissimilares)
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FIGURA 5.24: Cruzamento dos componentes principais.
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b. Anélise do LINK2 e do LINK3:

Nestas andlises foram considerados 19 individuos, em 51 replicatas
e 33 nuclideos. Estas etapas s&o consideradas um refinamento da etapa anterior,
pois apenas os individuos de maior similaridade sdo incluidos. As seguintes
observagdes foram feitas:

No LINK2 foram encontrados trés grupos (FIGURA 5.25) de acordo
com o grau de similaridade mostrado: 2i,2ii, 2iii (este grupo dividido em subgrupos
aeb). No LINK3 foram encontrados dois grupos (FIGURA 5.26) de acordo com o
grau de similaridade mostrado: 3i e 3ii (este dividido em quatro subgrupos a, b, c e
d). Nestes LINKS néo foram considerados outliers os comportamentos divergentes
entre replicatas. |

Independente do método empregado na analise dos clusters, o
agrupamento observado levou a resultados iguais, conforme o mostrado nas
TABELAS 5.11 e 5.12. As diferengas observadas entre os resultados dos dois
métodos esta associada ao grau de similaridade entre as amostras, e ndo com a
inter-relagdo destas, pois a seqliéncia das amostras permaneceu igual. Portanto
as diferencas s&o atribuidas as diferengas dos procedimentos de calculo de
similaridade pelos métodos e nado as diferengas individuais. Outra consideragdo
importante vem do fato de ter sido possivel encontrar caracteristicas
predominantes nos grupos e subgrupos, acima das flutuagdes do método de

anélise quimica, e dos ruidos que normalmente se tem neste tipo de estudo.
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Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)

Rescaled Distance Cluster Conbine

CASE [a] 5 10 15 20 25
Label Num  +- + + + + +

2iiia

FIGURA 5.25: Analise do LINK2.
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Dendrogram using Ward Method

Rescaled Distance Cluster Corbine

FIGURA 5.26: Analise do LINKS3.
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TABELA 5.11: Padrdes de comportamento observados considerando-se o LINK 2.

Grupo Subgrupo Individuos
2i - 1,2,3,4,5,8 Maioria dos individuos do sexo
feminino, Ferritina <30ng/mL,
"Hb<14,0g/dL.
2ii - 17, 18, 19, 21, Sexo masculino, Hb>15,5g/dL
2iii a 13, 25 Hb<14,0 g/dL
2iii b 7,9, 11,12, 23, 26,29 Em geral praticantes a mais de 10

anos, e participantes de mais de 3
maratonas por ano.

TABELA 5.12: Padrdes de comportamento observados considerando-se o LINK 3.

Grupo Subgrupo Individuos Caracteristicas Predominante
3i - 1,2,3,4,5,8 Maioria dos individuos do Sexo feminino,
Ferritina <30ng/mL, "Hb<14,0g/dL.
3ii a 17, 18, 19, 21 Sexo masculino, Hb>15,5g/dL
3ii b 13, 25 Hb<14,0g/dL
3ii c 23, 26 Em geral praticantes a mais de 10 anos, e
3ii d 7,9, 11,12,29 participantes de mais de 3 maratonas por

ano.

Obs: Na denominac¢é&o de grupos adotada faz-se referéncia ao LINK (2 para o

LINK2) e 0 niimero de clusters encontrados (j, ii , etc.).
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c. Analise dos componentes principais:

Na andlise dos componentes principais com rotagéo foram extraidos
7 componentes que explicaram no total 88,1% da variancia do sistema. Na analise
dos dois primeiros fatores pode-se visualizar os grupos e subgrupos encontrados
pela analise de clusters, 0 que confirma a interpretagéo anterior.

Os individuos classificados como 2iii ou 3iic ou 3iid sdo considerados
como os que seguem o perfil mais uniforme entre os atletas maratonistas de elite.
A distribuicdo de seus componentes pode ser utilizada como o padrido de
reconhecimento (“fingerprint”’) do grupo de estudo ou da populagdo, na
comparagdo com outros grupos. Quando estiverem disponiveis dados de um
nimero mais significativo de atletas, podera entdo se dispor do “fingerprint” real
dessa populagdo em estudo.

Quando comparados aos limites considerados como normais para os
elementos medidos apenas para o ferro e para o zinco foram encontrados valores
divergentes. Sete dos 23 individuos estudados apresentaram valores de
concentragcdo de ferro abaixo dos normais. Outros sete individuos apresentaram
valores acima dos normais das concentragbes de zinco, alguns desses foram
considerados “outliers” pela analise multivariada.

As concentragdes de Magnésio e calcio, como o esperado, foram
mais ou menos constantes, pois esses elementos tem fungao de eletrélitos.

Os valores de concentragdo do cobre foram normais para todos os
individuos estudados. Nao houve valor de referéncia de normalidade para

comparagéao de outros elementos (V, As, Rb, Se).



VI. CONCLUSOES:

As figuras de mérito estudadas (estabilidade, imite de detecgdo
precisdo e exatidao) foram compativeis com os valores esperados para a técnica
de espectrometria de massa de alta resolugdo com fonte de plasma indutivo; e
com a aplicacéo pretendida na avaliagdo nutricional e toxicolégica de elementos

metalicos no sangue e soro.

O emprego da média resolugdo permitiu a separagdo de sinais de
alguns nuclideos de seus principais interferentes espectrais, permitindo a

superagéo de um limite imposto a técnicas de baixa resolugéo.

Devido a sensibilidade da técnica, a diluigdo das amostras permitiu

. solucionar problemas decorrentes de interferentes ndo-espectrais.

O método de anadlise por espectrometria de massa de alta resolugdo
com fonte de plasma indutivo permitiu a determinagbes com precisdo e exatidao
adequadas a determinagdo de elementos tragos (Mg, Fe, Cu, Zn, Rb e Pb) em

padrbes certificados de sangue total e soro sangiiineo.;

No estudo de caso, foi possivel distinguir variagdes individuais de
flutuagcbes analiticas decorrentes da medida, e identificar correlagbes entre as
concentragdes obtidas e as informagdes clinicas disponiveis. Estas correlagbes
nao seriam evidentes sem o emprego da andlise multivariada. Isto torna esta

metodologia particularmente adequada a estudos populacionais.
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Embora a técnica analitica, a espectrometria de massas de alta
resolugdo com fonte de plasma indutivo, tenha sido adequada ao objetivo
proposto neste trabalho, ha que se considerar alguns aspectos que ainda nao

foram citados:

E necessario o controle ambiente mais rigido onde sdo realizados os
experimentos, e a qualidade dos reagentes e da agua empregados na diluicédo é
fundamental para o sucesso das analises. Estes requisitos s&o importantes tal
como nas demais técnicas, mas 0os niveis de concentragéo a que nos referimos é

menor que o encontrado nas demais técnicas analiticas.

Outro aspecto a se considerar € o0 custo elevado da analise
decorrentes dos fatores ja citados, e outros como o valor inerente ao instrumental
e os custos associados a estrutura fisica necessaria a qualidade dos resultados
(controle de temperatura, consumo de reagentes com alto grau de pureza,

consumo de gases e os custos de mao-de-obra qualificada).
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Information Sheet

CERTIFIED REFERENCE MATERIAL, A-13
(Concentration of trace and minor elements

in freeze dried animal blood.)

Description of the material

Fresh beef blood obtained from a slaughter-house was freeze dried
(-AOOC) in vacuum. A batch of 40 kg of the dry residue was powdered in
a plastic ball-mill, sieved on a nylon sieve to a grain size < 300 pm and
homogenized by mixing in a rotating plastic drum for 70 hours. Aliquots
of 25 g of the final material were filled into plastic bottles.

In order to assure a long-term conservation of the material, all .
samples in the sealed bottles were sterilized by gamma-ray irradiation

(6 Co), using a dose of 2.5 Megarads.

Homogenelty was checked by determining the concentrations of
potassium and zinc by instrumental neutron activation analysis in several
sub-samples taken from one bottle and comparing the results with those
for sub-samples taken from various bottles chosen at random. By applying

F and t tests is was found that the results did not differ significantly


http://MEw.ayHAPo.mioE

-2 -

and that this material could be consldered homogeneous for sample weights

_lessthan 200 mg.
/})44.(1*{'.,

The water content of the alr-dried material as determined by drying
at 85°C to a constant weight was found to be 3.5%Z. As, however, the
molsture content may have varled with chaqges in the amblent humidity and
temperature, 1t was recommended that the water content of this material
be always determined in a separate sub-sample (not that taken for

analysis) by drylng for 40 -~ 48 hours at 85°c.

All results are expressed on a dry-weight basis.

Establishing of certifled values

The basls for establishing the certified concentration values of
trace elements was the interlaboratory comparison organized by the IAEA
in 1981/82. The wedian values and thelr confidence 1intervals, calculated
for the 1ntercomparison results, were accepted as certified values if
they fulfilled some testing criteria. 1In general, the testing criteria
were based on the following data: reasonable confidence interval of the
median depending on a concentration level, number of results, number of
analytical methods wused, agreement between the results obtained by

various methods, and number of outlying results.

The exact description of the results of the intercompafison and of
the criteria used for their qualification may be found in the Report No.
IAEA/RL/98, March 1983.

The certified concentration values are established in Table 1. The
values which have not fulfilled the testing criteria required for the
certification, for which,  however, a high probability exists that thelr
true values are contained in the given confidence intervals, are listed

in Table 2 as non-certified information values.
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Important note

The analysts using the Certified Reference Material V-9 are kindly

requested to communicate thelr meaningful analytical results on this

materlial to:

Analytical Quality Control Service
International Atomic Energy Agency
Laboratory Selbersdorf

P.0.Box 100, A-1400 Vienna, Austria

These results can be used in the future for the updating of the
dértified values which are the best estimates as of March 1983. As

usual, the origin of these additional results will be kept confidential.



Table 50

Certified concentration values of elements

in the IAEA's Freeze Dried Animal Blood (A-13)

Element Units Concen- Confidence
tration* limits** .
Br ue/eg 22 19 = 24
Ca we/s 286 226 + 332,
Cu ve/sg 4.3 3.7 4.8
Fe . mg/g 2.4 2.2 + 2.5
K wg/g 2.5 2.1 %+ 2.8
Na mg/g 12.6 11.6 + 13.5
Rb uglg - 2.3 1.7 + 3.1
S - mglg 6.5 5.9 % 7.0
Se we/g ~ 0.24 0.15 % 0.31
Zn . 4glg 13 12 * 14

* Expressed on dry-weight basis.

** Confidence limits at a gsignificance level of 0.05



Table 2

Non-certified information values for concentrations of certaln elements

in the IAEA's Freeze Drled Animal Blood (A-13)

Element Concentratlon* Confidence limits
' ug/sg vg/g

Mg 99 81 + 139

Ni 1 0.6 = 1.4

P 940 680 + 1120

Pb 0.18 0.14 % 0.30

¢ Expressed on dry welght basis.



ANEXO I



B D0 o 1000 891 CEIYERITEINTSY
oW 672-6v1 1 681 1680 | WeudEINZ XEDCX
Ve 00 S +81-021 = wuRw sueog
Do 60248 ) 28 gvd-OdD NYRNH
W GO LA T8I0t 758
oww BOTLEL [ 443 POUIGN BIUSIRIBN puRISUt SoOUEOAT |
TSI TOLEST BOC | AIBLOBUOBN SIEL e
WAPQUUBRY
w oot Hut 90r-282 s Sg) wend Uy 16Uy
W 00 D 280°682 TTL AIPWOIEUTBN — buuueg
W00 B +9¢-162 [ anel Puelsul KL L
w00 04 9608 08"
[l 018605t 095 g | weyoenis ¥epoy
W DO D H € 5T | AuowdBudeN ele, ! :H””WWMM _—M 0oL Mnrmﬂww” WNNM ._".Mﬂn_“..nhz-m ::J;t(l:z
wmis | coosnl col oomeen] st ol [P SO ] e
w00} Ao THI-LZY HX +AOU0IRUCEY, Bley I”M”“:(Um@“ ™ OQTME 27 0520 %0 TRI0ICeT 1% M T
W ot B vzivzg | eo: £0  vent-eury 285uLu808 £ ﬁo%o,._mwm: mm W.w%om wom m 158070 DTRW ZU3 sebuuuscg D
1w 001 Bw [ [ Aisisoisyden Bugueg _wsokioy o oW 162-v86 1 889 2V (109 | weuseis xepoy
W 001 Dw Ogi-r 96 BDL | AiowOUBeN 8IEY VRWDDE "% 001 Bw S¥1-201 S0
10 001 oW 20010 252 18usBuG=+, ~Bhuueg  waoibolden o £0'B-P6S 669 spagoes ustxg vewwoeg
wiootdw | gie0t £9 ANOLDIGT. 0] W 001 SYiZ0t | 9% TieGuutpy
W 001 ow 101-€ + v ANSUWIOIBUOS] “Dunues @ Loy Noww EOP-PES (73] Dubd - HOD wBuuysog
wr 00§ D 081-021 ] RGN ) e BT1-201 oL
1= 001 Dw DBi-021 0 ABuOROeN TDunieg -y Oy ouwsw v9Lv9S *39 dvd-GOD
[ o0s B DY 1852 3 FURwOUeN Bty WO | [y 8v1-601 G HA-495 |
W 00 oA 6234028 [O3 ALSUNOUTEN @18y 96; (oW CZe-809 9L 7 BSRUINCO NYWNH
W 001w | PE2-BY L [ ANSWOBUCON @By vewnoes vb| W 001 B rrl - 901 [143
W 004 W QcZ-val L WDI Juenb-guiy whi (oW 06'2-06S »5'0 DOUISKY EURILIBY DUBISU #SOONMD)
o O L /Dw §2¢1-066 802 D51 IWBnD-pur, ob; ang unbuuLey I
wisyuueN Howrn 028-Etr i3 -soirva
s po1 Bw £BL-C61L R vbi _juenb-eury se5ULIeOR v O D01 oW Y2255 1 061
[ o0 Bul (R 70 AT i ownt 86261 | gat sy weunoeg
WL 001w SIri-LBE | 66it LN 56 UOUERIRIGIeE
D0 ow FRGY N TGN g NYROH Y i 001 Bw e | IO "Dy
T O Tovees yown Sii-s08] 186 !sa_xziﬁ...aa NYANH  euuneesn
X 61 vebuIe - | ) VAHANGE e
L UL 5z e D.”Eaﬂ.i(‘me i w001 /B 183-0°8L £04 vonendoesd sye 81561040
w00 Hw £ozs-s8 | 0201 05t uebuse -y ob Vioury fak 1% BT dVe-Q0HD RIS Am
Qi Buuueg G0N / H.M
. sbunroudsoud
u.: 001 Aw —o%n.”“ %Mm w1 webwey-ing DueIsYl :ag.u..ou _,s._om..ﬁ o w J. w .mm oc uvouEndossd e
b 9DI05'6 [ winaOter-t b L v o\nw:-m.‘lllﬂ.
*. 916512 IS wNQoID)- i1 6 -
A SRTHYZ | 61" OaD- 0 w001 Bw rsr9sC{ vor woaENdoRsd Sue aISeHOUD
. LTSS 469 wngy yoww TTLS58D 'L dYd-0OHD punIsy| -0+
BAC § NEEIULY | fw 001w 602-5¥4 )
Ho4 OSOINNED noww SCS-4LE 45 dYd-00AD [ Weydepi3 ¥epoy
Ui $ISOI0V00109(7 BUEISH weiold w00 LA ZB1-92i 51 UURW JJSOR
W 00} ui S0s-15c| 82r pown OLyd2E ] WBT Avd-OOHD MYRnH .
L1oww ocokol 620 4V ERM | whuIETNT wepoN w001 AxE 7] =3 mo
1 O ot 8r 0L L toy IS8 MOIKD A2 ue GURY USO8 Jroun L6'rSvL (Y43 POUBINW EIVSI* St pumsul eSO
ouny 8206101 vZo S¥deseaun Ao V) WequUT
W+ 004 Bt 10%78C | ocY w Ay zzerz] B9z JI50-unuszz s0BLuupog v32
Voww too-ize | 920 | powen edueseiey pustsul ooy un Wi 001 oW Or08iC| 620
[Bwngbw | 1018i8( 118 yourt vEODIC) S6¢ 10D wEsEIDT NYWNH
1w 00t B 9122T: re w001 /Pw N0oID] 1P P
poww 8s£-02¢ 6e 2 @SPEIN | WPIDRIND YEDON ot 652614 e JOIT-MSSRIINr puesi gty
WM bw SCI1S€ ] ¢ ti W 001 W 0C18.0] 660
w00} S L7441 orz yrown 02T CL 691 oueh g | wayoeng xepoy
s veecot | 66t Apaitdarunn vewwoeg o 001 A 080C50| 990
WNE bur Lie6ss EON mowrt JEL-ZEe £11 100y WISSEAWRT
w001 [ €51 w001 Db SRR 660 (7]
i G766 1 fe7 NYHNH iAmun 021 €1 €91 PIBOIONNG -1 NYWNKH
g bd €2 Bu. LG Iy PR TO L4850 B0 o
s 00 b t ST e Y stosgeog owd §21-€41 (238 1017 wsSER R pues wrumg
P Bres.t ) aaf NynOw WO CTERE | iry
¥ L0E b tti-s0e % Ot Jhal 0281 8 1 vt | ueesl wsessounig HYWNH
e 10 4 a2 78T L8 PR 4 wond 1S STRE | 257
P goreez |l RICH | v B B _ran | fhd veser | e | wsad nsercumsig pueisul wnusnate
saninsua) Q_Cﬂm._o 2uunoy sjuaNISUs) Q_Cﬂm.-o aunnoy
s
obues olue)
panuLed | anep paunusen anep
siun wowreew | 1850 | Srsheuy it POy oy JunSUO D Shun wranivPy | 1a0e) | SISARUY JO POUNYY yeay RRINSIRTY

S§S3USNONIJUI (BIUAI0T JNO BINJ 10U SBOP 1537 St UBAE 20wrs whues juaned
yiws Bunpom usus DSADIGWIS SVONTEIBIC 8Y) SN D) JODSIDE 51 B 'SSIBULBABN
swabbes peatidoe yO4 uns DBISE) UBYN. SBIPOGHVE Ji/i-AIH bue usliue woepnt g
snueaN 10 SiNsss sAeSau aned £30Q0E3S o Sunnquiuos uoweuap PeoYq UIEs
"SJOUDD UBWING PRIDSIRS AIINJ3IED JO PODIQ B WOJ) PAUIBIQO U3ag SBU (SOJ0H3S

suonneaald

8,02 01 dn aseasoul ABw SaNIBA 3y}

'SINOU gF INOGE URQW SSZNIGRIS SSEIBUGSIUD SuNeNIY "LONNIISUOSS) Jaye SNy 2
ueyl JeES DPASO 2Q 10U PINOUS (SOAOKES ‘aspieydsoud suiexie Suitya)sp 204
‘payads AiBuIpuodsa.00

aie sanea Aesse eyl ‘vonezipaels Jeye slaissod st ebesn sdep g1 (mow
£E0°0} prae ouade e,z°0 j0 1w Q'S W dusinudodl sy Bunnusuoses Ag pasenpe
S| UOBZIQELS "HE {RJINBU B 1B SaSE8IID Aliunap eseleudsoyd pioe Jo AlAnde ayl

‘@SN 210)3Q WINLBS Damew) xuw Aynjasel (D.0g-) #suo
UBZ0)} pUE SUOIDG DUl PBPIAID B UBD L SOODEIS PeASsIP Ausal ‘paunbal i

‘gbesn s Aep
B 40} Junowe AJeSsasau ey Buiaowas PpuE adeid xep B Wi 2ilog feutbuc aus Huuols
puawiuesa: em (wigrung) bl Woy 1981040 01 pue USHBUWEILOD JUSARIE O} JBDIO U

"sAep 0} ise?| 18 )0} D,8-T 1B

81QBIS /8 SOQOHIS PAANNISUOIA: th SIUBLOAWDD BY]

‘abexoed eyl vo pawwd atep voyesdxe

sUYl MUN BIQBSN B4R SIWUBILCD By ‘(D.B-2) Jolesebuds B ul pauadoun pPaJoIs )|
Amaeisebeias

‘Bunuen oAy “BxeUS

100 og “Gunelos 10 Butxoar ‘Buims (NBIBS AQ '8INSOD AUl PUT XSBY 8wt ol Buuayoe
s esuelsgns peajossipun Aue xiw Aubnoiout pue eaossio AlR1aidwod uayl
‘samnuny

OF 15e8] 1P 40) 'S IO PA.BIOIC 'DUEIS Ci MOJIE PUBR AMjasTd jeia DYl &S00
FE1A BUD JO SJUBIUOD U O) JB1EM PBINISIDAL JO 1 0 § Buedid Al@1EINDDY

‘@OURISQNS 841 JC SSOJ AUE PIOAR O] AljNJ3JED IBIA QWOQOIWW oy wed)

fesNdoA) ey Supniisuosey

asq) 10} suoonNsu|

‘sounepinb yyg sy 0 SuIpioode peubisse Lsag Sey BbuURs PBMONE LINLIXBW
syl - gey U} PUR s8I ©PAUD AEND uMO Ul PaULLIBED
©i9% Senjea [EUOHIPDY “(seunepPind MyB ou (o 1 xipubddy) uoneinsp Bisswuned
winunyews oyl = enea eb1vy eyl AQ Deisinomes esem (Syser enpeuput Joj)
gbue: pemojie wnuaxew ey A ou: -* suoHeL aagejqUEND 40 101UCD
Anenb J0; (g JewwexerEsepUng) JlANUBY eJepey UBLIPD aul JO FIUNDD
EoIpan (B18UST) 8ul 0 suondnuisul 8y 0} Bumicdor (aNvLSNL Aoteioqe eoipen
8 U1 LONBILEWNDO(] PUR UDNEBZIDIEPURIS JO; INIISU] By JO Jeyeq UC SaLO)IEIOQE]
1eo8ds Ag paubisse esem «S0Q0H3S W sentea eduaze)es puk sabses pedAl prog syl

sanjep jabie ] pue -soualajey

1eaiboouled pue 1Ietuoy

uaaMIBG BUILIDIOG W) w1 1o dbues PLIOU BQesTaw ArSEa By L1 BsE SILBLODWIOD
U JO SBNIAIDE PUE UDNENUIDLDD BUI 1BY] OF Sluswalddns AQ pascasow uasq aaey
SIVRUOOWOD @Y JO SANIANDE DUL SUDBTAUINUOD PWNS "WSLIRINSEIW SANIGW) U]
SPOUIRW PIIPWIOINE LUT JPNUPY: 6 ADTINDIR HUP UMSEaud #U) 10)U0D

Ol pash 3g APw 3} wWruas uruwnNy )o UCTWOD utundus
Ui WMas Uowing UG Pasen Whuss joNud rsieaun

asn pue sauadoiy

<568
1S6EL  TON-1BD

azis sbeyoed

WXz
wexg



T T st 2 S ey, T - A S o IRt vepaorm 0]
/ i vn ce-zug | BSY] Dk e vepoy
wnH ~ e
ue Be/APESINL | un ciso] owe] o.sz  whwmmed|  sekeg
121208 v Cezsvi| vBi| .82 e
vn 949891 | 192) D.0¢ ~r-AxoQied B
. . . J&D0Y 9isreL | OCr
v ser-65z) ezel oo  tHuwmnol]| wymnM . owr o592 ese Sdvd-owosp-g
Ow.ihlesg 'mm~c—“.CUNh -ﬁ‘ﬂﬂ.ﬁw‘waﬂ Torez oL
" " . .. n Z5°2-10°S 79 LoRIOSOE WOIY pueIsul e
vn sezt s ) vei] 2.5z fhummod puzsul vweniot eAw Tri-221 <01 weotng
ﬁ Mvow.ww M mmw W. msN 150 ca:.n.cc__ VIOURY £ri-22t SEi {1205D1) 351 NEPONM
g . oUW eaw rei-BLL 92
m 291-666] L€ 9. 28 B—MMZGQU(Z NYNNH  oww 1811 921 {1enpu) 351 WewNdeq
) upe § voniput Avaw vvi-L21 ED
vn ecezsy| s6s| oSz ounui __.oﬂ-n.wu BA-XD | owsw pvi-221 ot1 (1904m) 359 YAON
neaw voL-rCi (32} CIETE
vn cre-eet | szz) out “uduaeesn WEDON Jnownts et A wrseub
HS. [yt [t S0LL¥8] 58 | O.52 PeIBADE-OYN e MM”,NS wm" sl NYROH
wnd Y4 K] s L1501 vmwAzuy 2ebuvusog HS1 wn ¥21-201 | OF} 2.0C powsw ‘puBis Aouny 8c1-22t ori o)
o ] g BoL SeTUUTPY v ocz-99l | 612 3. € adte) 3 ¢] NYRNK Terws 9TI0Zt )
._-u i Ma w.”uﬂm Mw u._ 2901 UnwAZUZ »Buuuscg Ofl ve..zuaa..wuﬁz o Vioww pe1021 2 [ pueisul wroos
voud rozzzL ) et opeury xepoxN mn z01-268 | s9| o.82 100 'IN90 pumIsul  eveui: sunees oy xm.w.nnq [ (enou) wewBL
#7001 /50 TZ45L0| 660 [ ez WRLREXS VioAw o.m.nu.u M u ~28t L
vowd 251596 | 221 vid ey unwdzuz sbuuueon v1d [l Blzy | 2265] O estomounous Xepo) e .
[y 86982y 9§ [T T 98CT O “M:Ehc mMMM“ MM H (espul 35 vewxoeg
vouy 906955 | 1 2 oizz | 66z oA sul bl
25 nmn.m 1 I98) UNWAZUD sebuuuecg ot 1 m o= 3. oY Enﬂc:d«L pousu 6z mém.v 88y (o) 381 YAON
trowd §SI-EL6 ] B2 suuowy 2eDOY eLd [us) -SS6¢ | 9008} D52 -owgwisking | sebuvueog WEAW wmﬁwwm Y| coam“noﬁe_#
W DO, 42§~ EST S9Y unbyUURH 8zl SuOLD IHD Werw ;,Hm Ty nnm Eaoen 4 L
nubu L5est ] sov | £ iee; vnwAzuz wbuuusog 10 €1 m ~orif | £y o1 14 “onphaling DUBISUI___ SSRIISBUIOUD) VoW 16'Y61Y .m.w Y oure;
[ M..omﬂ 21wy €65 T WU wese 3 nesw cos6Zr| v -
i 2LLTLY E6S 9L LU o oc .
S0 Vrwhruz — ,...“M it} m 995E9E | 8O Dalt . u_nu.wo_ POy o cosezy] s [—— J— wnesmog
RUTRY L5$-B6C 85y | M reey unwizuy rbusueog S W vé1-92t | osL 5482 uid & 001w ﬂN.mMM“m ssv c“.snvnkoE [TTEE]
SoH Pt m sorssz| seel D.e€ bow o | NYmNM llhﬂne.._s oLy Lv Mo a2,
R syzgol] voz 1983 Unwizu3 ebiniiseog BoK o) POZTEL | 691 ] D52 001, §LsEcy| 66
s N m ream | sz .00 poww pums [ e S8t -9l 191 e1epakowoudsoud NVYHNNH
W oresrs| ze9 J150L UnwAZVS Buuueog WS4 v ozrrzz| Lve] D.zt Woowo0 | NYWNH WooLAw {ELSTET ] 05y
% 001750 Zve . 671 o7y - — et 0D 1SV O 29°1 €T} 5 DOUISW BOUBIDIOW puBISU} $TLUOUOSOUL
[ reeri| s x " 5 Mo DOIoW | C61BEt| B4 ToReNg
oL oagy eseI0sURY - .
W 0010 TS2 - 551 Y3 T oRobg | vy powew pues -ounwe Jpouny 6L02501 990 VeTRLLOS YEDON
wiby L2420 02 1991 UnwAzy3 swbuuueog ol w LozseL | 12t 2.62 K0 ONOCT oumeu sreUvtsy R ER 284 0T
Fend CEARTABEL s A e ] Ciocact $605:0] S¥0 Powon enaomdx NYNOK
ot €010 00 188§ UnwAZUD sbusuecg 0807 vn P 6546 ! SEY s L€ DRINOIOS) WOPONM KO0LOWw | 24T ”
W 00% 00C - 002 | 052 vy — o epsomoey | ouny 0570020 090 | pouwew esveseey pumsu _ wrseuben
LYY 0£-0Z 052 | adv e umudzuly 2Buuuecy adv wm 154-101 [243 .82 <y wivg neaw SIL-i80 0
m Soviic| Ov .52 CTE)] srouw g1-1-160 1 eot {1oe0) IS YAON
I3 m LE-1Tr | 976 S. 08 "dNd~2D eAw 01°-98°0 ®6°0 -
mmD»Q SIUOWIOH ) epe6ce | v2e| D.s6 ey it NYRNH 1oww oui9e0 ] ee0 DOUSYY SOURISIRY pueIsyl wnngry
TodND] 1B00L DN 2rC - v [x"H
m EYI-T56 [ 133 .52 SOWOWOoNTL! voun 21900 906 DO LWANLIRLNYY NYNOH
U0 BepLIOD) 398 wm rei62i | et .00 Hueydoms KoedeD
D D 0 041 m socco2 | 5T D L€ H-QIORD-2 NYRNH #uoQ /O 6Lt 98¢ | voudiosqe sieuoqED Supug
Ansnueys o) 0 AISCOS UBULSY) (ONDQ [l Tri-y've [1%3 D 82 Gd3 OSEALY PURISY]  eTmAwY-Budy wowsl 9C695 60l weteubey DUBISU| U JBLL
UN0RD | wewRDg m £oz-2el | 89t out d epOY “uro.h e zer 4 84p ozRkDURY Eo..-vqx
- . wewmeng 2281 > eI
m O0SCEE| Zir]DoE duwuwidng | yeOON v i8] Sh | o.5 SG..umu.z.a [y wmm.m.um _Nmm T IR
ﬁ m“w..mmw “.,wm w.. wm HonooD m £92121) sz oz %60 OO0 NYWOH vioust Zyzest] ooz POUON-BYD NYNNH
omwAzuy o2} PORSL PURS ssERYdsOud w003 /o SYL-EvE 0zt [
m wiope| ozl o2 hnsndl Il vapamand] m \ovw6) otil D.52  Woowog oumsy ey viowr oszoun | suz poulepy-suzoLes pumsu vosy
3 ua!i.e._w 2buneog n oty | tve| o [ MWooIAA | STI00L | Wit
o Jmen] mloe omeoi] omm en s S | ema ey, s s
e kW A%
T3 weomx3 m Ly2-L6l | 681 fe X~ 4 ~puid . : X
<§: ow.an: 188 | 2. 28 <—w1mAnKd wooN m corzoel coel o.sr gauwu NYNNH .._no“.“ n«o%.ﬂuwm o«% et S
> 168 | O 8¢ m 66c16t | DT 3 Houny 661 R
wm 06¢C-¥52 e | 2.06 m 0E-1v2 ] 90C w. 0 Powew pms % 0015w ] noww..wunm wMM fr2000) 350 YAON
n TR oo v n SEric] vorl D26 WRONDO| WVANM ouny 856698 | 906 | uoaeay anewonos veunoeg
1 NEX . . 106
m reeiz| 92| 2.0t powsw pums porge Udd 2vv) WI00IAw | 696LC |  VeT
¥ roveor | cer Ssc woowoa|  wymn m cura| oez] .52 Wooypo|  pumsu  oumm euwey T B PO Zid] NYROH
=1 > - r~ szoesz
podew Pows -':oooiﬁ “__34 wwﬁvﬂwm “ww W Man o -"-AH [ IAOUAL 2°16C I8 $9% PALON IV pumsSU BOVOND
m s e | wmz|s.e 0 o¥9g oumsn omoey N NYRDH 1 503w BEHE [
Boges puks [ gviewepe | m sz | et 52 A Suwsoxd lu.el.e.o..l_ 5 260" 2 Wit STRUesry wepoy
wm SR IR | .52 X0 O¥og oumty - suoney wm itwzey | siv w oLE  PoH W LdN-T pums oY c..:.omm." wno M.Wo.“ Mm M .i-n.w!; st YAON
HOBHD [ [~ 001 /oW
v 021084 ort] 0.5z vo.._nu o DSyl gga!ﬂz n el Erf 2% i _..%o.o.m." % w“ u M H (120100) 361 YAON
- b D -1 2 -
%90 A s wn scezvl szs| 9.zt iﬂiﬁ.ﬁ Nynn o W 00LAN | BB 6606 | 6B oo o] vven sweog
powew pumis L wm 995582 8y .52 “sirudsoud o 101 Lrowys 8y 2202 (144 WORPUIUOIS I D0 NYANH
wn wrerr] coc| ose 100 2 oy oreummo - . : FRIRUTSOug nopLow 1 ZEE0 [ ¥6'E
NOQ m L6688 | Sy pa J¥4 4 Wapuden-D puTIsLy POy Youn $rT-10T e Doy S3useiey puIsur wnioen
sauwiAzu Az
. 3 sawAzug sjuaniisuo) sjuebiou] pue sayh1oa109(3
ot
stuws abus
wun wnwnwy “—u-i> SRAWLY 1O Poens - A pouwed | onwe
1 r WerunROD i A
»ey N Wousxmy | jebrey STCARUY 1O DOYeV wey AenIasUOD) B wnunzew | rebie; SEARUY 10 DOUISH 01 usruns: e



http://50.fi

ANEXO III



18086 6¢GS9l ce29ck GSVELL SvELLL  1G'e8bl  cLLLLL 60098k  L'Z€LL €0'0/8L L'0SSL 89 €L  ge'eiyl  (WW)louz
G6'CLLL  G6'GZ8L  1e'8Z€l ZTO'0ZZL 8502l 8e'8ELL  6.'/6LL  10'€99L Z6'VSLL  10°G68L  S8'GYOL  Z6'G6PL  1'99G1 (4W)oguz
gL'ovel L0'9.21 ¥L'9SC)L 61828 60058  S8°C88 LY'8L6  E€v'eSe  Zv'vle  B0'YB0L  68°LS6 ig'ov6 61268 (aweond
90'0Z8L GL'[96L ZL'006L 80'SLZZ 98'0ZpPZ 9G'€Z8Z ¥O'CELZ TG'68SZ 66°L8VC  S'OL6L v2'908  6€'c8.  80L8 (¥w)gged
6°08¥ 16'26F GZ'e8Y 9l'T6Z  ITY'68Z  Lb'GAC  98'0EE  €L'0SE  Z8'vEE  G8'I6E  9Z6YE  66'62€  ¥Z'ECE (¥Ngeay
60'LL0L GE'OZLL 22'G69L 1G'EE9L  vO'6vOL  LL'€Z9L €GOSl Z¥'PBOL  G'IVSL €8'6LLL 9G'€LGL 60'GeVL el'6ErL  (¥)L/9S
€2'c2z €2'sez  vi'sle 91Tz 8iee €9'6le  LP'O0Z  6G'PZZ  9.'60Z  ¢T'lTZ  90'T0Z G661l GG'v61L (d)sLsv
ZT'620L  8TYO9L  B8T'OBLL  TO'TiEL VE'GSOL  66'8.FL  G'ebOL ¥9'0651 ¢8'SG0L LL'WOLL SO'T6YL  vL'POVL  ¥B'OEVL (¥1)L9uz
$0'ZZLL  pL'OE8L €€'S0EL  S¥'98PL  SIGLI g'alol 88'0vilL 28'8S/L LL'€LLL  TZ'006L 19'6€9L 9L'€ZSL  28'08SL (¥4oguz
v'e0cl 19'€/CL  v¥'leCL ZP'ET6 65668  L1TE6 19296  ZZ'GE0L  p2'0.6  ep'8KLL  ¥L'8E0L €.'686  98'€S6 (¥ megnd
95'vL2 jc'oge  €'6LZ 8.'09¢ GL'v9Z 6L'69C  6.'8¥C lg'ggz  Ze'obe /9’86  8E'88I 14511 181 (dMSA
GE'86859 G0'2L089 90'9GSS9 LL'VLIS9 E£V'€98Z9 Z'€ZIYO €9'0LZSO £6'20869 L2'85T99 €0°698Z. C9'890.G 8l'ovesS L1'Z0oges (MPYED
96'CPEOL 228691 LO'V/ZOL 9'65G4L  L'09GLL  LZ'¥99/L T.'I668L 9'6800Z  18'69Z6L L0'0LPOZ €8'8L961L L0'v668L €9'v9L8L (MTPZbN
€19 €iq gie (45 ziq cie L2 Lia Lie ote 82 89 ge
ov'LbLlL  C'606 P0'9EEL  SP'LLOL  €E€TISL  LO'OLLL  9T'oSvL  6'L€ElL  gl'9lel  eevi 80'0LE€L PL'6LLL  L9'€TS (¥w)Louz
65'¥PZZL €9'896  8L'6OYL 18'STZL  €L'18GL  €L'€e8L  GL'e¥SL  ¥O'LESL LZ'ISPL  op'eeSt  8L'6Ebt  89'lesL  €e'esZl  (YW)oguz
gr'666  6¥'v.8  ¥B'LOEL OL'GYPL  L'6.EL 8LlGEL  1€'82€L gT's0EL  LPLBEL  ZE'LLLL  ZLCLLL 6288 . 8C'6.8 (aw)eonD
v8'v66 ~ ¥6'82.  99'/9. ZL'669 - [8'PS.  8'2.0C  #9'96ZZ 6G'G90Z LL'6YOT GL'O¥BE LG'GOPZT  Z'I86 £'izol (uwaged
€L'60¢ 98'€8z Ge'TO¥ GS'cey  S9'Liy  G0'9ZE  €9'€ZE  €0'vee LL'ole  9g'sSe  9Z'0SE  SE0SE  Zv'poE (dMssay
L'v091 Zv'i6vL 66199 18°0ZZL - 62'G69L [6'8/9F 9'GZOi Le'ovLL  zO'ebLL  G0'6ZLL  60°9VZL  10'8L8L  S6'GLLL (d1LL98
¥0'802  9Z'v6l /8'1%¢  Z8'8ee  8G'C?eT  62'2eC  €2l2C  ST6ET  €E£'vSe 16'8€C  ve'ove  v9'8vZ  S6'ZhT (d1SL8Y
8'v0LL  19'8/8  S9'6LEL  L'L0LL L6'sPyL  LS'10LL  wL'TLYL  LebL BL'9/€L  ¥P'OSVL 18'LOEL 2S6'889L 65'G6LL (4)L9uz
12'6ZZL 88'6.6  EL'E€EPL TL'€0CL PL'ZT6GE 9'C98L b2°/8GL  19'L9GL €9'TOSL  TL'I6SL  €9'/G¥L  9'vest z9'sleL (41oguz
€8'060L  G1'8€E6 Li'6LyL  82'Zerl  99'Tepl  9L°I8EL  v'bLEL Gz'ssel  GZ'LibL  1°9GLL sy'svil B8E'9E6  £€'GZ6 (aveonD
v1°G61 €228l c9'zie  zi'9ge gTve lZ'ope 18'S¥T €0'0L2 \v'/8C L0642 89'88C  9L'POE  /18°28C (¥MISA
GZ'0vLLS 88'SETTS 68'C8.ZS #'GL0SG  L'6LE€S  9S'9PSSS 1L'6L0SS 2T9'692PS TL'C06SS LG'LBZKS €L'6SLES LP'PSLZS +S'9680S  (MTYED
86'V9C6L 96'08SLL 8°LZL1L  $8'G/6LL 8Z'ISPLl 61261 £6'GG681 /P'vi8BL 6£'09E9L G8'PLEYL 1809991 €£'852SL €6'08€SL  (MT)pebW
9 e g9 sq ge o q ye ge cq Ze iq e

~/Bn wa ‘0sED 8P OPNISd OU SOPEISPISUOD SONPIAIPUI SOp oaulnbues 010s ou sajuasald siedw sunbje ap epipaw ogdenuasuod



12°609F G9°l0EL Gv'96¥L Gzeshl 19°/vZlL 8LWZyl 98'CY¥E 6.€89L ¢€L'80bC 88CHOZ €GCSPZ  29'GL0€ 9L'606€  (MIN)L9uZ
£9'0ZLL 6Z'66TL €T'60SL 69'8TZL G8'GSEL  L6'OLEL  Li'Sv¥E  S6'T6LL  LL'OLEZ 6'0ELT  6L'G0ST  L6'G80E  §S'606€  (MW)9guz
[9'0¥6  20'2€6  PL'606 9T'TZ6  L0'G68  PL'EZ6  68LI8  T'9e8 z6'soze  LE€L19  vY'LL9 1259 ¥y'9v6 (4Wegno
£'eshl LE'Z0EL  2P'e8YlL 6E'129  28'T78LL  PT'SY8  bL'9EGL  L6'€6TL  €0'G9ZL  pL'¥BOZ  18'9G92 ov'essz  80'9LLL  (MW)9Ged
¥G'L0€ l0'96Z  6£'262  v¥'SLE  Gl'ege  GL'/8E L6'¥Sy  80'LLP  €S'0LF  TL'6ZE  85'0CE  9€'60€E  SL'2YE (¥1Mseay
8E'6G/L 28'29LL 96'ZvZL 8L'LO9L 60'GESL Z9'VL9L  89'L6SL SZ'SZOL  28'CZLL  €2'20LL 8v'899L  8p'99GL  96'9eS5t  (MT1)iLeS
l0'ZZZz  2¥'8eZ  €9'82C  G66'20C2 LS00  Z'SkZ gZ'cie  GL'vie S0z L'vee ig'0Lc  ¥9'00C  60°L02 (dsLSVY
86'6¥GL S2'20ZL 9Z'LOVL  E¥'LLLL  TT'STZL  vT'v6ZL  9Z'C00E 8 LPOL  /8'€86L LE'Z6LL G9'TLIT Cv'Z09C Sv'evze  (d1)iouz
o6'8Z.1 L'9EEl  6V'0ESE 15°'8€ZL  C9'99EL  ObvL L'682¢  €0'€08L Gl'€l2Z 9'G96L  €6'6L€Z 1G'Se8  Ze'szoe (¥)osuz
6.'G50L G8'€00L ¥6'866  €5'800F +8'0L0L 8S'L90L 69'¥C6  8.'8¢6  ZT'GLSE G8'GEL  8'LZL 9.'veL lo'ggol  (WDEIND
€0'292 ¢¥8'09Z  6'65C G6'6€c  9'6€C 99'z6z  9L'6vc  6L'tsZz  Zv'viZ 19'692  86'6SZ  88LvZ  S¥'OVC (dDISA
¥2'8909L 20'9L¥v. GS'9ESEL L0'SG90. O'6VI69 YE'/G6LL L'9G0LL EY'VOSLL €¥'6GLZL €T'EE80L L¥L2ZPI9 vS'Lvive 68'Trvi9  (WUvYED
€2'9690C 66'7L¥0Z 61'G600Z 1562042 ¥¥'SL20Z L'viLLZ  60°€2961L 19'8LL0Z #6'6€S0Z GL'810LC ¥'Ge66L  S.'ove6l 9'66802  (W1)r2bw
§29 SZ9 sze €22 €29 gee 120 129 ize 619 619 6le 812
vy'c60€  LL'60LE ZL'OLOZ  ¥6'69LL 80026  SZT'SOLE p'GLOE  v.'8€9E  Z1'Zle8L 99°16Z0L S8'vPEEL L6'pEBYL 98°'0.962 (MW)i9uz
LY'6EZE 6V'VBZE 9O¥'L60ZT Lv'TvZl 6£'920L 86'€08E 80¥E 82'666€ P6°0¥Z6L €0'80€0L GS'86GPL T'Z€TLL  Sv'8e89Z  (MW)9guz
16'GL6  €'v68 66'69¢L 89°0eZi 9'99LL  €2'186 12’146 Lv'e66  G8'vZLL  8L'0V6 l9'tzol  vZ'1G6  80°09el  (MW)ESND
6L'6/0L SO'¥ESL L6'L¥PL GE'00VL . OV'VEEL TT'B0LE b¥'TLEZ ¥B'88ET  G9'8¥6lL  $S'096L  LL'vELE  v6'v9ST  gv'9ese  (HW)eGed
TL'LSE LE'08C  76'0LE  G6'69€  VL'09E  Ev'8EY  S8'Zyy  LZ0Ey  ZZ'€Ty  Z6'€oV L'eey 16'19F  g'ieY (¥1)ssqy
6V 1951  €¥'60GL OF'2OGL 29'22S) . CP'EvPl  L¥'TIOL  ¥B'€69L  LLL09) 66'CL9L  ¥2l9.L ZTL'E09L G2'20ZL €20SLL (¥NLL98
S9'v0C  SL'.L6l LLi'toz  8z's6k  L'e8L  GE'GLZ  90'9lz  1L'80C  ¥8'Clz  €0'0eT €9'vIT  €§'€Zz  L0'0€T (dNsLsY
g'0rLz  eg'lllT 1Z'628L 26°/86  69'0S8 L6'LLPE 80'6L62 VE'LIGE GE'ZLOBL GL'LBLOL L8'YEGEL €6'029vL 66'8.52T (Y1)i9uz
v'ecoe LQ'ey0E  ¢L'6202 GL/80L ¥'GC6 LE'LLLE  8Y'Z8ZE 60'v/8E 8E'TELBL G8'ELZLL GL'666VL 6'GELQL  §6°G0LSZT  (M1)99uz
#9'8901L  18'v10L  GLEL 10'z8Z) 8e'eeTL  TS'¥I0L  LL'G90L  8'€L0L  Z9'€8il  SO'LLOL  PO'LZ0L  18°266  S'Livi (¥eond
ve'eGe  z8'zve  L6'l2T 12’60 6¥'96L 91'69Z  Gl'SLZ  9Z¥9Z  GS'l0Z  GL'88Z  8E'LLZ  80'88C  81'00€ (dDISA
6'06289 EF'VLI89 L9VELOL S6'66889 €1'PEBS9 T8'96569 88'SE00L ZT'8YY69 G6'6VEBL 6'89vZ8 €G'900LL 9¥'LI6YB 99'¥6CS6  (WIYYED
€0'26GSLC_ v'0ZLIZ LZ'EL¥6L Sp'98L6L G6'0S¥BL  L6'v9S6L 8L002 90'L¥E6L ¥8'€2002 vb'82y0Z 81L'GPO6L  L0'LOPOZ 18'9/21Z  (¥1)pebw
8iq gie 62 64 - 1 L9 19 e 91q §{9 Sid sie vie

~1/6n wa ‘osed 8p OpN)Sd OU SOPEISPISUOD SONPIAIpUL sOp oaujnbues 010s ou sajuasald siejdw sunbie ap epipaw ogdenusdouon



£'8bSL  PP'0ESL  GE0/¥L  68°06SF G2/6/L  (HIN)l9uZ
Ze'L09L 96'80GL 9S‘0PSL  86'289L 9LLS8L  (MW)9guZ
86'vE6  P'€S6 og'126  9l'6z6  vi'6l8  (MN)E9nD
eviL v9'028  /6'62. G¥'9/6  TL'996 (d)eged
20'c6C  cTy'i8T  8L'slz  L'lze ¥9'02¢e (d1)g8ay
GL'g9rL 89'vTyl P¥8TSYL  €9'ce9l  le‘zeor  (YNLZes
85'064  €5'SBL  L1'Z8L yz'erz  iZ'ere (d)sisv
62'9cPlL  £2'lZvb  22'99€L  GL'SLSL  LL'09SE  (M)louz
¥2'6661 96'86GL €6'62bL ¥P'€G9L 66261  (Y¥)eguz
96'220L 20'9Z04 Z¥'¥i6  L'9Z0L 8si'slor (¥eond
GL'GLZ  80'Glz  69'¢0Z GL'6eC  L§'gET tS)IET
86'L€069 20'12059 9B6'GB9E9 P'€TYEL €0'PS8ZL (WTMveD
$0'¥Z88L 2Z0'0/L8L 62'€SYLL 22'95602 98'6¥50Z (¥ 12BN
629 629 628 929 gze

~1/6n ws ‘osed 8P OpN}se ou SOpeISPISUOD SONPJAIPUI sop oauinbues 010s ou sajuesald siejaw sunbie ep epipaw oBSeUSIU0Y)

TTV N Vo T T



	0000100
	0000200
	0000300
	0000400
	0000500
	0000600
	0000700
	0000800
	0000900
	0001000
	0001100
	0001200
	0001300
	0001400
	0001500
	0001600
	0001700
	0001800
	0001900
	0002000
	0002100
	0002200
	0002300
	0002400
	0002500
	0002600
	0002700
	0002800
	0002900
	0003000
	0003100
	0003200
	0003300
	0003400
	0003500
	0003600
	0003700
	0003800
	0003900
	0004000
	0004100
	0004200
	0004300
	0004400
	0004500
	0004600
	0004700
	0004800
	0004900
	0005000
	0005100
	0005200
	0005300
	0005400
	0005500
	0005600
	0005700
	0005800
	0005900
	0006000
	0006100
	0006200
	0006300
	0006400
	0006500
	0006600
	0006700
	0006800
	0006900
	0007000
	0007100
	0007200
	0007300
	0007400
	0007500
	0007600
	0007700
	0007800
	0007900
	0008000
	0008100
	0008200
	0008300
	0008400
	0008500
	0008600
	0008700
	0008800
	0008900
	0009000
	0009100
	0009200
	0009300
	0009400
	0009500
	0009600
	0009700
	0009800
	0009900
	0010000
	0010100
	0010200
	0010300
	0010400
	0010500
	0010600
	0010700
	0010800
	0010900
	0011000
	0011100
	0011200
	0011300
	0011400
	0011500
	0011600
	0011700
	0011800
	0011900
	0012000
	0012100
	0012200
	0012300
	0012400
	0012500
	0012600
	0012700
	0012800
	0012900
	0013000
	0013100
	0013200
	0013300
	0013400
	0013500
	0013600
	0013700
	0013800
	0013900
	0014000
	0014100
	0014200
	0014300
	0014400
	0014500
	0014600
	0014700
	0014800
	0014900
	0015000
	0015100
	0015200
	0015300
	0015400
	0015500
	0015600
	0015700
	0015800
	0015900
	0016000
	0016100
	0016200
	0016300
	0016400
	0016500
	0016600

