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Resumo

Costa Junior, Anilton Coelho da; Campos, Reinaldo Calixto de; Luna,
Aderval Severino. Estudo da determinacao de platina proveniente de
compostos oncoliticos em urina por técnicas oéticas de
espectrometria atdmica. Rio de Janeiro, 2007. 111p. Dissertagdo de
Mestrado - Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catdlica do
Rio de Janeiro.

Devido a sua capacidade de inibicdo do processo de divisdo celular,
complexos de platina tém sido empregados na quimioterapia do cancer desde o
final da década de 60, sendo a cisplatina e a carboplatina as formas mais
utilizadas. Estudos farmacocinéticos e a estimativa da quantidade de platina
acumulada no organismo durante o tratamento quimioterapico ou devido a
exposigdo ao metal tém sido alvo de grande interesse. Logo, sdo necessarios
meétodos analiticos adequados para o monitoramento de platina em amostras
clinicas, apropriados para essas diferentes substancias. No presente trabalho,
foram desenvolvidos procedimentos analiticos rapidos, simples e exatos para
determinacgao direta de platina, na forma de cisplatina e carboplatina, em urina
humana, utilizando a espectrometria atdmica. No caso da absor¢cdo atdbmica em
forno de grafite, o programa de temperatura, o volume de amostra e a
concentragao do diluente (HNO;) foram definidos por um planejamento
composto central. Nas condicdes otimizadas, os resultados obtidos pelo
procedimento proposto ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas daqueles obtidos por procedimentos comparativos independentes,
na analise de amostras de urina de paciente submetido ao tratamento com
cisplatina. A calibracao foi realizada por adicdo de analito, com PtCl,. Com a
adicao de NaCl ao meio diluente, os efeitos multiplicativos de matriz puderam ser
contornados, permitindo a calibragdo externa com solugdes de calibragio
preparadas no mesmo meio que o branco, utilizando sais inorganicos de platina.
Melhor sensibilidade também foi obtida, e recuperacbes de 98+4% foram
observadas para os varios niveis de concentracdo estudados, assim como
coeficientes de variacao de 1 a 10%, tanto para a cis como para a carboplatina.
O limite de detecgdo (n=10, k=3) foi de 4 ug L de Pt na amostra original. A
espectrometria de absorcao atdmica com fonte continua de alta resolugédo na
chama (HR-CS F AAS) também foi estudada. As condigbes da chama foram
definidas por um planejamento multivariado D-optimal, tomando-se como
resposta a soma dos coeficientes angulares das curvas de adi¢gdo de analito em
trés urinas diferentes, assim como o desvio padrao relativo dessas inclinagoes.
O limite de deteccédo foi de 55 ug L’ (n=10, k=3), na amostra original, em P},

cerca de uma ordem de grandeza melhor do que aquele obtido utilizando-se um
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equipamento de fonte de linhas. Calibragao externa, com solucdes de calibragéo
em urina livre de Pt, utilizando sal inorganico de platina (PtCl,), foi possivel, e os
resultados obtidos por HR-CS F AAS ndo se mostraram significativamente
diferentes  daqueles encontrados por procedimentos comparativos

independentes.

Palavras-chave
Urina, platina, GFAAS, HR-CS F AAS, cisplatina, carboplatina.
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Abstract

Costa Junior, Anilton Coelho da; Campos, Reinaldo Calixto de; Luna,
Aderval Severino. Determination of platinum derived from anti-cancer
drugs in urine samples by atomic absorption spectrometry. Rio de
Janeiro, 2007. 111p. Dissertacdo de Mestrado - Departamento de Quimica,
Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

Platinum coordination compounds have been used in cancer chemotherapy
since the late 1960s. Cisplatin and carboplatin are the most common platinum
based drugs used in cancer treatment. Pharmacokinetics investigations, the
determination of the body burden during the treatment as well as the baseline
levels of platinum in humans has attracted great interest. Thus, accurate
analytical methods for fast and easy platinum monitoring in clinical samples are
necessary. In the present work, atomic spectrometric methods for the direct
determination of platinum as cisplatin and carboplatin in human urine were
investigated. In relation to Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry the
optimum temperature program, sample volume and diluent concentration were
defined by a central composite design optimization. Analyte addition with PtCl,
was used for calibration, and no statistically significant difference was observed
between the results obtained by the proposed and comparative procedures in the
analysis of a set of urine samples. Multiplicative matrix effects were overcome by
adding NaCl to the diluent solution. External calibration with PtCl, in blank
matched medium was then possible. The recoveries were 100+1%, and the
coefficient of variation ranged from 1 to 10%. The limit of detection (LOD) was 4
ug L™ of Pt in the original urine sample. High resolution continuous source flame
atomic absorption spectrometry was also investigated. The flame conditions were
optimized by a multivariate D-optimal design, taking as response the sum of the
analyte addition calibration slopes and their standard deviation. The LOD was 55
ug L™ (n=10, k=3), in the original sample. Matrix matched external calibration with
PtCl,, was possible, and the results obtained by the proposed procedure were
also in good agreement with those obtained by independent comparative

procedures.

Keywords
Urine, platinum, GFAAS, HR-CS AAS, cisplatinum, carboplatinum.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0521432/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0521432/CA

Sumario

1 Introducéao

1.1. Monitoramento Bioldgico

1.1.1. Analise de urina: monitoramento biolégico

1.2. Pré-tratamento de amostra: determinacao de platina em amostras

clinicas

1.3. Técnicas instrumentais utilizadas na determinagao de platina total

em amostras biolégicas

1.3.1. Espectrometria de massas com fonte de plasma indutivamente

acoplado (ICP MS)

1.3.2. Espectrometria de emiss&o atdmica com fonte de plasma

indutivamente acoplado (ICP OES)

1.3.3. Ativagao por Néutrons (NAA)

1.3.4. Voltametria Adsortiva (AV)

1.3.5. Espectrometria de Absorgao Atémica (AAS)

1.3.6 Espectrometria de Absorgao Atdmica de Alta Resolugcao
com Fonte Continua (HR-CS AAS)

1.3.6.1 Instrumentacao

1.3.6.2 Correcao de Fundo

1.4 Outras Técnicas

2 Objetivos

3 Parte experimental
3.1. Equipamentos

3.2. Solugdes, Reagente e Materiais

4 Procedimentos

4.1. Amostragem e estocagem de amostras

4.2. Metodologia

4.2.1. Otimizagdo multivariada nos estudos com GF AAS

4.2.2. Procedimentos de calibragao nos estudos com GF AAS

17

20
20

22

23

24

25
25
26
27

29
29
32
34

35

36
36
37

38
38
38
38
39


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0521432/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0521432/CA

4.2.3. Estudos de exatidao em GF AAS

4.2.4. Efeito do uso da solugcdo mista de NaCle HCI nos estudos
com GF AAS

4.2.5. Efeito da concentracdo do acido nos estudos com CS-HR F AAS

4.2.6. Otimizacdo multivariada das condi¢cdes da chama e da

altura do queimador nos estudos com CS-HR F AAS

4.2.7. Procedimentos de calibragao nos estudos com CS-HR F AAS

4.2.8. Estudos de exatidao

5 Resultados e discussoes

5.1. Estudos com GF AAS

5.1.1. Otimizacao multivariada

5.1.2. Procedimentos de calibracao

5.1.3. Linearidade e limite de detecg¢ao

5.1.4. Estudos de exatidao

5.1.5. Efeito do uso da solugao mista de NaCl e HCI
5.1.5.1. Estudos de calibragao

5.1.5.2. Estudos de recuperagao

5.1.5.3. Parametros analiticos de mérito

5.2. Determinagao de Pt por espectrometria de absorgao atémica
de alta resolugdo com fonte continua na chama
5.2.1. Efeito da concentracao do acido

5.2.2. Otimizacao multivariada

5.2.3. Procedimentos de calibracéo

5.2.4. Parametros analiticos de mérito

5.2.5. Estudos de exatidao

6 Conclusoes

7 Referencias bibliograficas

40

40
40

41
41
41

42
42
42
73
77
79
81
81
82
84

86
86
88
97
98
101

102

104


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0521432/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0521432/CA

Lista de Tabelas

Tabela 1 - Variaveis estudadas com os respectivos niveis no
planejamento fatorial fracionario 2’

Tabela 2 - Combinacéao entre as variaveis e os respectivos
resultados de absorvancia, para a medida de 200 pg L-1 de Pt

em urina, no planejamento fatorial fracionario 272

Tabela 3 - Estimativa dos efeitos e coeficientes para o planejamento
fatorial fracionario 27

Tabela 4 - ANOVA para o planejamento fatorial fracionario 272
Tabela 5 - Variaveis estudadas com os respectivos niveis no
planejamento fatorial completo 2*°

Tabela 6 - Combinagdes entre as variaveis e os respectivos
resultados de absorbancia no planejamento 2*°

Tabela 7 - Estimativa dos efeitos e coeficientes para o planejamento
fatorial completo 2*°

Tabela 8 - ANOVA para o planejamento fatorial completo 2*°
Tabela 9 - Variaveis estudadas com os respectivos niveis no terceiro
experimento

Tabela 10 - Combinacgbes entre as variaveis e os respectivos
resultados de absorvancia no terceiro planejamento

Tabela 11 - Estimativa dos efeitos e coeficientes para o terceiro
planejamento

Tabela 12 - ANOVA para o terceiro planejamento

Tabela 13 - Variaveis estudadas com os respectivos niveis no
planejamento composto central

Tabela 14 - Combinacgdes entre as variaveis e os respectivos
resultados de absorvancia no planejamento composto central
Tabela 15 - Estimativa dos efeitos e coeficientes para o planejamento
composto central

Tabela 16 - ANOVA para o planejamento composto central

Tabela 17 - Coeficientes de regressao para o planejamento
composto central

Tabela 18 - Faixa dos valores estudados e o valor critico

Tabela 19 - Programa de temperatura otimizado

42

43

45
47

48

49

52
53

55

56

59
61

62

62

65
66

67
72
73


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0521432/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0521432/CA

Tabela 20 - Inclinagdes das curvas de adigéo de analito (ug L™'s™)

em urina e razdes de inclinacio entre estas curvas e a curva

aquosa (mamostra/maq)

Tabela 21. Inclinagdes das curvas de adigdo de analito (ug L™'s™)

em urina e razdes de inclinacio entre estas curvas e a curva

aquosa (Mmeio/Myg), Utilizando Triton X-100

Tabela 22. Andlise da variancia para o ajuste do modelo linear

aos dados que geraram a figura 17

Tabela 23. Concentragdes de platina total (mg L™') em amostras de urina
de um paciente submetido ao tratamento quimioterapico com cisplatina,
determinadas pela metodologia desenvolvida neste trabalho e por
metodologias comparativas

Tabela 24. Andlise da variancia para o ajuste do modelo linear aos

dados que geraram a figura 20

Tabela 25. Variaveis estudadas com os respectivos niveis na primeira
rodada do planejamento D-optimal

Tabela 26. Combinagdes entre as variaveis e os respectivos resultados de

absorbancia na primeira rodada do planejamento d-optimal

Tabela 27. ANOVA para a primeira rodada de experimentos do planejamento

D-optimal tomando-se a soma das inclinagdes das curvas de adicéo de
analito em urina como resposta e ajustando o modelo linear

Tabela 28. ANOVA para a primeira rodada de experimentos do
planejamento D-optimal tomando-se o desvio padrdo das inclinagdes

das curvas de adicdo de analito em urina como resposta e ajustando

o modelo linear

Tabela 29. Variaveis estudadas com os respectivos niveis na segunda
rodada do planejamento D-optimal

Tabela 30. Combinagdes entre as variaveis e os respectivos resultados de
absorbancia na segunda rodada do planejamento D-optimal

Tabela 31. ANOVA para a segunda rodada de experimentos do
planejamento D-optimal tomando-se a soma das inclinagdes das curvas de
adicao de analito em urina como resposta e ajustando 0 modelo quadratico
Tabela 32. ANOVA para a segunda rodada de experimentos do
planejamento D-optimal tomando-se o0 RSD% das inclina¢des das

curvas de adi¢ao de analito em urina como resposta e ajustando

0 modelo quadratico

76

76

78

80

85

88

88

89

90

91

92

93

94


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0521432/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0521432/CA

Tabela 33. Analise da variancia para o ajuste do modelo linear aos dados
da variagao da absorvancia com a concentragao de platina em urina
utilizando o equipamento de HR-CS AAS

Tabela 34. Analise da variancia para o ajuste do modelo linear aos dados
da variagao da absorvancia com a concentragao de platina em urina
utilizando o equipamento de LS AAS

Tabela 35. Concentragdes de platina total (mg L™') em amostras de urina
de um paciente submetido ao tratamento quimioterapico com cisplatina
determinadas pela metodologia desenvolvida neste trabalho e pelas

metodologias comparativas

100

100

101


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0521432/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0521432/CA

Lista de Figuras

Figura 1. Formula estrutural da cisplatina

Figura 2. Férmula estrutural dos analogos de platina de 22 geragao:
carboplatina (a), oxaliplatina (b) e nedaplatina (c)

Figura 3. Representagcédo esquematica de um HR-CS AAS.

Figura 4. “The Dream of the spectrochemist — to look under the line”
Figura 5. Diagrama de Pareto no planejamento fatorial fracionado 27
Figura 6. Diagrama de Pareto no planejamento fatorial completo 2*°
Figura 7. Comparacao das curvas de nivel: (a) curva de nivel
referente ao segundo planejamento e (b) curva de nivel referente

ao terceiro planejamento

Figura 8. Diagrama de Pareto para o planejamento composto central
Figura 9. Valores observados x valores previstos

Figura 10. Valores previstos x residuos.

Figura 11. Valores observados x residuos.

Figura 12. Superficie de Resposta: (a) BxC, E fixado no valor critico;
(b) BxE, C fixado no valor critico e (c) CxE, B fixado no valor critico
Figura 13. Perfil dos valores previstos/otimizados e da desejabilidade
para o planejamento composto central

Figura 14. Curvas de calibragdo de platina na forma de Pt** em 4gua
() e em urina com solugéo de HNO; (m). Condi¢des de analise
conforme tabela 19

Figura 15. Curvas de adi¢cao de analito em urina, com Pt na forma de
PtCl, (#), carboplatina (m) e cisplatina (). Condigbes de analise

conforme tabela 19

Figura 16. Curvas de adi¢cdo de analito em diferentes amostras de urina,

com a platina adicionada na forma de Pt**; (#) urina 1, (m) urina 2,
( )urina 3, (x)urina 4, (*) urina 5, (¢) urina 6, (>) urina 7, (-) urina 8,

(--)urina9 e ( )urina 10. Condi¢des de analise conforme tabela 19.
Figura 17: Variagao da absorvancia integrada com a concentracao
de platina (na forma de Pt*

descritas na tabela 19 (y = 0,3064, R? = 0,994)

) em urina, utilizando GF AAS, nas condi¢bes

17

18
30
32

46

54

60
67
68
69
69
71

72

74

75

75

78


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0521432/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0521432/CA

Figura 18. Curvas analiticas de platina em solugdo aquosa de NaCl

0,15 mol L' e HCI 0,20 mol L' e em diferentes amostras de urina diluidas
1+1 com NaCl 0,30 mol L' + HCI 0,40 mol L™ () PtCl, em solugao
aquosa; (m) PtCl, na urina 1; () PtCl, na urina 2, (x) PtCl, na urina 3,

(71) PtCl, na urina 4, () PtCl, na urina 5, (+) PtCl, na urina 6, (-) PtCl,

na urina 7, (--) PtCl, na urina 8, () PtCl, na urina 9, () PtCl, na urina 10,
() cisplatina na urina 1, () cisplatina na urina 2, ( ) cisplatina na urina 3,
() cisplatina na urina 4, (+) cisplatina na urina 5, (-) cisplatina na urina 6,
(--) cisplatina na urina 7, (=) cisplatina na urina 8, ( * ) cisplatina na urina 9,
(x) cisplatina na urina 10, (1) carboplatina na urina 1, () carboplatina na
urina 2, (+) carboplatina na urina 3, (-) carboplatina na urina 4,

(--) carboplatina na urina 5, (m) carboplatina na urina 6, ( A) carboplatina na
urina 7, (x) carboplatina na urina 8, ( ') carboplatina na urina 9 e

(#) carboplatina na urina

Figura 19. Relagao entre as concentragdes recuperada e de fortificagao,
para niveis entre 100 e 800 ug L™ de Pt (y = 0,993x, R? = 0,999)

Figura 20. Faixa linear de platina em solugdo contendo NaCl 0,3 mol L™

(y = 0,00064x, R? = 0,955)

Figura 21. Curvas de calibragao de platina inorganica em agua (¢)

e em diferentes amostras de urina: urina 1 (m), urina 2 () e urina 3 (x);
diluente HCI 1% v/v

Figura 22. Curvas de calibragdo de platina inorganica em agua (¢) e em
diferentes amostras de urina: urina 1 (m), urina 2 () e urina 3 (x);

diluente HCI 2% v/v

Figura 23. Grafico de desejabilidade para a primeira rodado do
planejamento D-optimal

Figura 24. Curva de nivel da soma das inclinagbes das curvas de adi¢ao de
analito em funcéo da vazao de acetileno e da altura do queimador para a
segunda rodada de experimentos do planejamento D-optimal

Figura 25. Curva de nivel da soma das inclinagbes das curvas de adigédo de
analito em funcéo da vazao de acetileno e da altura do queimador para a
segunda rodada de experimentos do planejamento D-optimal

Figura 26. Grafico de desejabilidade para a segunda rodada de
experimentos do planejamento D-optimal

Figura 27. Curvas de calibragao de platina inorganica solugao de

82

83

84

87

87

91

95

95

96


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0521432/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0521432/CA

HCI 1% v/v (#) e em urina diluida 1+1 com HCI 2% (m) 97
Figura 28. Curvas analiticas das trés espécies de platina em diferentes

amostras de urina. (e) PtCl; na urina 1 (m) PtCl; na urina 2, () PtCl,

na urina 3, (x) PtCl, na urina 4, (71) PtCl, na urina 5, () PtCl, na urina 6,

(+) PtCl, na urina 7, (-) PtCl, na urina 8, (--) PtCl, na urina 9, ( ) PtCl,

na urina 10, ( ) cisplatina na urina 1, () cisplatina na urina 2, () cisplatina

na urina 3, () cisplatina na urina 4, () cisplatina na urina 5, (+) cisplatina

na urina 6, (-) cisplatina na urina 7, (--) cisplatina na urina 8, (») cisplatina

na urina 9, ( © ) cisplatina na urina 10, (x) carboplatina na urina 1,

(I1) carboplatina na urina 2, (¢) carboplatina na urina 3, (+) carboplatina

na urina 4, (-) carboplatina na urina 5, (--) carboplatina na urina 6,

(m) carboplatina na urina 7, ( A) carboplatina na urina 8, (x) carboplatina

na urina 9 e (| ) carboplatina na urina 10 98
Figura 29. Variagao da absorvancia com a concentragéo de platina

(na forma de Pt**) em urina utilizando: HR-CS AAS (m) e LS AAS () 99


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0521432/CA




