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1
Introducgao

Na década de 60, Rosenberg e colaboradores investigaram o efeito da
aplicagdo de campo elétrico no crescimento de bactérias Eschericchia coli e,
para isso, utilizaram eletrodos de platina, pois ndo acreditavam que este metal
influenciaria na cultura destas bactérias. Eles notaram a formagédo de longos
filamentos bacterianos, que cresciam rapidamente, chegando a atingir um
comprimento até 300 vezes maior que o normal, horas depois do campo elétrico
ter sido desligado. Apesar deste crescimento, Rosenberg observou a inibigdo do
processo de divisdo celular, ou seja, o crescimento se dava sem que houvesse
multiplicacdo do numero de células. Quatro anos mais tarde, este mesmo grupo
de pesquisadores publicou um artigo, definindo derivados de platina como uma
nova classe de agentes antitumorais’. Apés muitos estudos, Rosenberg e
colaboradores concluiram que a principal substancia que inibia a divisdo celular
da bactéria Eschericchia coli, sem impedir o crescimento das células, era a
cisplatina (Figura 1). Curiosamente, a cisplatina tinha sido preparada pela

primeira vez um século antes dos experimentos de Rosenberg.
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Figura 1. Férmula estrutural da cisplatinaS.

Em 1977, Einhorn e Donahue descreveram o uso de drogas a base de
platina no tratamento de pacientes com cancer testicular. Neste estudo, 80% dos
pacientes atingiram remissdo completa e 20% uma remissdo parcial’. No ano
seguinte, a cisplatina foi oficialmente aprovada para o uso clinico pela FDA
(Food and Drug Administration).

Atualmente, a cisplatina é uma das drogas antitumorais de maior utilizagao

no mundo, possuindo efetividade no tratamento de cancer testicular e ovariano e
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contribuindo para o tratamento de outros tantos tipos de tumores malignos como
carcinoma orofaringeo, carcinoma cervical, linfoma, osteocarcinoma, melanoma
e neuroblastoma. Apesar de sua larga utilizagdo, a quimioterapia com cisplatina
possui desvantagens que incluem nefrotoxidade e neurotoxidade, além de
alguns tumores apresentarem resisténcia natural & droga®.

Desde entdo, diferentes substancias analogas da cisplatina tém sido
sintetizadas e testadas experimentalmente, para a verificacdo e estudo de sua
citotoxidade e potencial uso para o tratamento clinico com células tumorais,
originando uma grande diversidade de novas substancias, algumas das quais

estdo mostradas na Figura 2.
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Figura 2. Férmula estrutural dos analogos de platina de 22 geracgao: carboplatina (a),
oxaliplatina (b) e nedaplatina (c). Fonte: WONG e GIANDOMENICO (1999).
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A busca por novos derivados de platina tem como objetivo o
desenvolvimento de novas drogas que tenham sucesso no tratamento de
tumores resistentes a cisplatina, a diminuicdo dos efeitos colaterais no
tratamento quimioterapico, e a possibilidade de administracdo das doses
medicamentosas por via oral, o que possibilitaria menor desconforto para o
paciente durante a quimioterapia®>®. O actimulo no organismo, distribuicio e
biotransformagao desses derivados de platina sido determinantes no
comportamento fisiolégico dessas drogas. Assim, a determinacao exata de
baixos niveis de platina em amostras clinicas € um pré-requisito para o
entendimento da farmaco-cinética, da farmacodindmica e metabolismo desses
derivados de platina, e a determinagédo confiavel da concentragdo de platina
nessas amostras pode desempenhar um grande papel no acompanhamento do
tratamento e no desenvolvimento de novas drogas. Ao mesmo tempo que
derivados de platina apresentam-se como quimioterapicos no tratamento de
certos tumores, outros de seus compostos apresentam-se toxicos, e até
cancerigenos, e dai a necessidade de avaliagdo da exposicdo humana a estas
espécies, seja ela ocupacional ou ambiental. Isto implica também na avaliagcéo e
identificagdo de indicadores bioldgicos, e na necessidade de métodos analiticos
simples, rapidos, acessiveis e confiaveis para o monitoramento de platina em

amostras de fluidos e tecidos humanos.
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1.1.
Monitoramento Biolégico

Em 1984 um acordo entre o Programa Ambiental das Nagdes Unidas
(UNEP), a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) e a Comunidade Econdémica
Européia (CEE) definiu o conceito de Monitoramento Biolégico como a “medic&o
e quantificacdo de substancias quimicas, ou de seus metabdlitos, em tecidos,
fluidos, secrecbes, excrecdes, ar expirado ou em quaisquer combinacdes,
conduzidas para avaliar exposicbes e riscos a saude, comparadas a uma

referéncia apropriada”’

. O monitoramento biolégico tem como principal objetivo
prevenir a exposicao excessiva aos agentes toxicos, evitando efeitos nocivos,
agudos ou crbénicos. O monitoramento possibilita a deteccdo de alteragdes
precoces no sistema biolégico e, em consequéncia, a atuagcao imediata quando
os efeitos ainda sdo reversiveis®.

Em se tratando de monitoramento biolégico referente a exposicdo a
platina, vém sendo observados graves efeitos na salude de pessoas que
trabalham na mineragao, refino ou processamento industrial de derivados de
platina. Da mesma forma, pacientes submetidos a tratamento quimioterapico
com derivados de platina, bem como funcionarios que administram essas
drogas, estdo expostos a altas concentragcbes de platina. Logo, sdo necessarios
métodos analiticos adequados para o monitoramento de platina em amostras
clinicas, apropriados para as diferentes substancias contendo o metal. Este
monitoramento pode ser efetuado através da analise de amostras n&o invasivas,
por exemplo, urina, cabelo ou saliva, ou invasivas, como sangue ou tecidos
advindos de biopsias. A escolha do procedimento analitico para a determinagao
da platina depende tanto do tipo de amostra em questdo, como da faixa de

concentragdo esperada.

1.1.1.
Analise de urina: monitoramento biolégico

A determinacao de platina em urina tem sido utilizada em varios estudos
relativos a exposicdo ocupacional, tendo sido encontradas concentragdes altas
desse metal resultantes de exposi¢cao. Com relagao ao uso de medicamentos, a
quantidade de metal absorvida pelo organismo depende da intensidade de
exposicao e do metabolismo, no corpo humano, da substancia na qual a platina

esta presente. Conhecer a relagdo entre efeito-dosagem e dose-resposta é
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fundamental para se estimar riscos, pois a concentracao critica de platina varia
entre os individuos.

Em comparacdo com outros tipos de amostras, a manipulagcdo e o
armazenamento de amostras clinicas, feitos previamente a pré-tratamento e
andlise instrumental, s&o extremamente criticos, podendo influenciar
sobremaneira o resultado analitico final. Nos fluidos bioldgicos, por exemplo, os
metais ndo se encontram apenas como simples ions hidratados em solucéo, e
deve-se considerar o complicado equilibrio com ligantes monodentados, a
cinética de seus complexos em solugdo aquosa e a existéncia de diferentes
estados de oxidagao, aspectos estes todos tipicamente associados a derivados
de platina. Embora tanto a concentragdo em urina quanto em sangue fornegcam
uma avaliagdo da exposigcdo a platina, a urina apresenta as vantagens de mais
facil amostragem e estocagem, além de exigir menor esforgo no pré-tratamento®.

Entretanto, como qualquer outro procedimento laboratorial, a analise de
urina necessita ser cuidadosamente realizada e apropriadamente controlada,
utilizando procedimentos padronizados de coleta, armazenamento e analise. A
coleta da urina produzida em um periodo de 24 horas pode permitir o calculo da
taxa de excrecdo de um elemento ou substéncia e ser relacionada com a
exposicao ou com a quantidade absorvida pelo organismo. A concentragdo de
metal na urina pode ser normalizada pela densidade ou pela concentragao de
creatinina na amostra, uma vez que as concentracbes podem variar com o
volume de urina excretado. Em relacdo a coleta, a urina deve ser colhida em
recipiente descartavel, sendo geralmente utilizados frascos de polietileno. O
recipiente deve apresentar boca larga, para facilitar a coleta da urina por
paciente de ambos os sexos. Este deve ser corretamente identificado com
etiqueta, cuja aderéncia resista ao processo de refrigeragao®.

Apos a coleta, as amostras de urina devem ser apropriadamente
armazenadas até a analise. Dificilmente consegue-se obter uma urina livre de
bactérias; assim, a refrigeragdo (1-4 °C) ou o congelamento das amostras é
importante, uma vez que reduz o crescimento bacteriano, responsavel pelo
favorecimento de formacao de precipitado que dificulta a analise. A formacgao de
precipitados, na forma de uratos e fosfatos, pode provocar a remogao de ions
metalicos por adsorgdo, oclusdo ou inclusdo. A amostra pode ser ainda
esterilizada pela utilizacdo de uma pequena quantidade de bactericidas
quimicos, como azida de soédio ou acido nitrico e cloridrico (1% v/v), que
previnem o crescimento bacteriano®. Entretanto, em contrapartida, a adigdo de

preservantes pode levar a contaminagao da amostra, especialmente no caso da
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analise de tracos ou subtracos. Dai, as substancias utilizadas como bactericidas
devem ter pureza adequada. Se ainda assim perceptivel, esta contaminagao,
pode ser compensada por um branco contendo o preservante na mesma
concentragao que a amostra. Mas, deve se ter em conta que, ainda que o branco
compense esta contaminagao, o empobrecimento do limite de deteccao estara
sempre presente.

Poucos sao os estudos existentes relativos a estabilidade da platina em
solucdo. Foi relatado que amostras de urina, contendo platina na faixa de
concentragdo de 50 a 150 ng mL™" podem ficar & temperatura ambiente por até 8
horas, sem apresentar qualquer variagcdo significativa no seu valor de
concentracdo’®. Algumas drogas derivadas de platina podem manter-se estaveis

por até 14 dias em solucdo aquosa, a temperatura ambiente"'?

mas, se
expostas a luz fluorescente, a concentragdo de cisplatina diminui 50% em 24

horas.

1.2.
Pré-tratamento de amostra: determinagao de platina em amostras
clinicas

Muitas técnicas instrumentais modernas requerem, previamente a
analise, a dissolugdo completa das amostras'®. Logo, o pré-tratamento das
amostras é uma etapa importante na determinagdo de platina em amostras
clinicas. A escolha do método de dissolugado depende da faixa de concentragao
do analito a ser determinado, e da natureza e da quantidade de amostra
disponivel. O pré-tratamento da amostra pode ser efetuado por uma simples
diluicdo, desproteinacéo, extracdo acida, digestdo por via umida ou via seca ou
por extracao em fase sélida (SPE), entre outros.

No caso de fluidos biolégicos contendo altas concentragcbes de platina,
geralmente uma simples diluigdo da amostra com solugao de acido nitrico 1-2%
viv é suficiente, diminuindo a concentracdo de sélidos dissolvidos ao nivel
necessario. Em alguns casos, no entanto, a digestdo da amostra é necessaria.
Messerschmidt et al.'® realizaram a decomposicdo de sangue, plasma e urina
com acido nitrico, acido cloridrico e acido perclérico em um digestor de alta
pressdo (DAP), com um aumento gradual da temperatura até 320°C, para
posterior detec¢cao por voltametria adsortiva. Ja a mineralizacdo da amostra por
via seca, a 500 °C por 24h, seguida da dissolu¢ao do residuo com agua régia ou

acido nitrico, foi utilizada na determinacdo de platina em soro e urina por GF
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AAS (espectrometria de absorgdo atémica em forno de grafite)'®. Em relagdo a
digestdo por via umida, sdo citados o tratamento de amostras bioldégicas com
acido nitrico concentrado, seguido de aquecimento até fervura com peréxido de
hidrogénio 3% por 3-5min'® ou ainda o tratamento com &cido perclérico’, com
posterior deteccao por GF AAS e ICP MS (espectrometria de massas com fonte
de plasma indutivamente acoplado). Ja a digestdo com aquecimento por
microondas foi usada para mineralizar amostras bioldgicas, previamente a
determinagao de platina por ICP OES (espectrometria de emissdo atbmica com

fonte de plasma indutivamente acoplado)'® e ICP MS™.

1.3.
Técnicas instrumentais utilizadas na determinagcao de platina total
em amostras biolégicas

A literatura revela grande variedade de técnicas instrumentais utilizadas
para quantificar platina em diferente tipo de matrizes. A escolha da técnica se
justifica, freqliientemente, pelos niveis de concentracdo do analito na amostra,
disponibilidade de equipamento e custo das determinacoes.

Métodos imunoquimicos ou eletroanaliticos, como por exemplo, os
métodos voltamétricos, tém sido utilizados na analise de varios tipos de
amostras em laboratérios clinicos. Ja para a determinagéo de platina, destacam-
se como favoritas as técnicas de espectrometria atémica: espectrometria de
absorcdo atébmica (AAS), espectrometria de massas com fonte de plasma
indutivamente acoplado (ICP MS), e espectrometria de emissdo atébmica com
fonte de plasma indutivamente acoplado (ICP OES). A analise por ativagao por
néutrons (NAA) e a analise por ativagao radioquimica de néutrons (RNAA)
também tem sido utilizadas. Outras técnicas espectrométricas, tais como a
espectrometria de fluorescéncia atdbmica induzida por laser e espectrometria de
fluorescéncia por raios-X, também tém sido utilizadas em determinacdes de Pt

em amostras clinicas?.
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1.3.1.
Espectrometria de massas com fonte de plasma indutivamente
acoplado (ICP MS)

O ICP MS é uma das ferramentas analiticas mais poderosas para a
determinacdo de metais traco em diversos tipos de amostra. Desta forma, ela
vem sendo utilizada para a quantificacdo de tragos ou ultra tragos de platina em
amostras clinicas, como urina, sangue, plasma, plasma ultrafiltrado, soro, DNA e
tecido animal. A técnica de ICP MS é altamente sensivel, exata e relativamente
rapida na sua aplicacdo. No entanto, uma das principais limitacbes sao as
interferéncias espectrais e a necessidade de baixo conteudo de sélidos nas
amostras.

A determinacéo direta de Pt em fluidos biolégicos por ICP-MS é possivel,
mas problematica, jd que a grande quantidade de sélidos dissolvidos nessas
amostras pode causar problemas no nebulizador e na tocha. Por exemplo,
amostras de urina tém sido centrifugadas para remover os sedimentos antes da
diluicdo®. Mais ainda, métodos de digestdo por via Umida com aquecimento
convencional?', por microondas®, ou fotdlise com ultravioleta® 2* 2* foram
sugeridos como procedimentos preparatérios para amostras de fluidos e tecido
bioldgicos.

A determinacao de Pt, apds o tratamento com drogas a base deste metal,
€ uma importante aplicagdo da analise por ICP MS em fases clinicas (fase | e
fase II) ou estudos farmacocinéticos®?®. O ICP MS vem sendo utilizado na
investigacdo de interagcbes de drogas a base de platina com o DNA e outras
biomoléculas?. A técnica tem sido aplicada também em estudos farmaco-
cinéticos de longo prazo de drogas & base de platina®. Cassetta et al.?
determinaram platina em soro e liquido cérebro-espinhal de pacientes tratados
com cisplatina por ICP MS e os resultados apresentaram boa concordancia com
os obtidos por GF AAS. Bettinelli*® determinou Pt em fluidos biolégicos de
pacientes tratados com drogas a base de platina por ICP MS. Os limites de
quantificagao encontrados para o plasma, plasma ultrafiltrado e urina foram de

1,0;0,1 e 2,0 uyg L™, respectivamente.
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1.3.2.
Espectrometria de emissao atomica com fonte de plasma
indutivamente acoplado (ICP OES)

ICP OES tem sido utilizado na determinacdo de platina em amostras
clinicas. No entanto, estudos recentes tém alertado quanto a baixa sensibilidade
e grande volume de amostra requerido por esta técnica. De qualquer modo,
trata-se de uma técnica poderosa e popular para a analise de amostras clinicas
em geral.

Miname et al.®' verificaram que o cadmio causa interferéncia no sinal de
platina na andlise de vértebras de animais e figado. Em amostras clinicas
contendo cadmio, a platina ndo pode ser determinada por ICP OES. Moratizzoni
et al** determinaram, com sucesso, quantidades minimas de platina por ICP
OES no plasma de pacientes com cancer de pulmao e submetidos ao tratamento
radioterapico e baixas doses de cisplatina. Um aumento na sensibilidade foi
relatado por DiNoto et al.'® na determinacdo de Pt por ICP OES em plasma,
apos digestdo acida, quando foi empregado o nebulizador ultra-sénico no lugar

do nebulizador pneumatico convencional.

1.3.3.
Ativacao por Néutrons (NAA)

A NAA ¢é uma ferramenta apropriada para a determinacao de tragos de
platina em amostras clinicas. Devido ao fato do procedimento em NAA envolver
0S nucleos e nao os elétrons, a platina pode ser determinada
independentemente do seu estado fisico ou quimico. Este método pode ter
limites de deteccido inferiores a partes por trilhdo. No entanto, algumas
limitagbes, tais como disponibilidade de fontes de néutrons, interferéncia
espectral, métodos de preparagdo de amostras trabalhosos, alto custo e
preocupacdes com a seguranca, tornam a NAA uma técnica dificil de ser
aplicada em analises de rotina.

Um método por NAA usando Au'®® foi empregado para determinacéo de
platina em trés materiais de referéncia certificados (musculo e figado bovinos e
rim suino), sendo que apenas o figado bovino continha niveis de platina acima
do limite de detecgéo (2 ng g”')*. Os niveis de platina em tecido neural de ratos,
macacos e pacientes humanos tratados com cisplatina foram quantificados por

NAA**% mas nenhuma relacdo entre a dose administrada e a concentracgéo de
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platina foi encontrada®. Zeisler et al.*® utilizaram NAA para estabelecer o valor
da linha de base e o tempo de permanéncia de platina em amostras de figado e
sangue humanos, com limites de detecgdo em nivel de nanomol e subnamol,

respectivamente.

1.3.4.
Voltametria Adsortiva (AV)

A voltametria adsortiva é um método bastante sensivel para a
determinacao de Pt em amostras clinicas. Antes da década de 80, as técnicas
de espectrometria atbmica ndao eram sensiveis o suficiente para determinar
platina em amostras de sangue, urina, cabelo e fezes humanos®. Naquela
época, os métodos polarograficos eram a melhor opgdo para a analise de
amostras contendo platina ao nivel do pug L™ ""'° No entanto, recentemente, a
combinacdo de DAP (digestdo em alta pressdo) com a voltametria adsortiva
possibilitaram a deteccdo de platina em amostras clinicas em niveis de pg L™ "7,
sendo, portanto tdo sensivel quanto o ICP MS.

Para minimizar a interferéncia da matriz organica, que pode facilmente
ocorrer nos eletrodos, as técnicas de redissolugdo normalmente exigem a
decomposig¢ao completa da amostra clinica. A digestao por via seca de amostras
de sangue e urina em mufla'’, a digestdo acida em vaso fechado® e a fotdlise
com radiagdo ultravioleta de amostras de sangue®, estdo entre os métodos de
preparacdo de amostra. Interessante observar que o método eletroquimico
demonstrou maior sensibilidade que a determinacao instrumental por ICP MS,
apoés a digestdo por microondas®, enquanto Messerschmidt et al*'
desenvolveram um método de determinagao de Pt em amostras de urina por AV
e encontraram limites de detecgéo 0,2 ng L. Assim, a voltametria adsortiva tem
sido amplamente sugerida para a determinacdo de platina em amostras de

sangue e uring'%'7:39414243
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1.3.5.
Espectrometria de Absorgao Atomica (AAS)

A espectrometria de absorcdo atbmica € uma das técnicas
espectrométricas mais utilizadas na determinacdo de metais traco em amostras
biolégicas™, e esta técnica, certamente, vem sendo aplicada na determinagao de
platina em amostras clinicas. A espectrometria de absorcédo atdmica por chama
(FAAS) nao é sensivel o bastante para a determinagéo direta de baixos niveis de
platina comumente associados a estas amostras. Por outro lado, a
espectrometria de absorgao atdmica em forno de grafite (GF AAS), devido a sua
alta sensibilidade e baixos limites de deteccao, é especialmente adequada para
analise de amostras clinicas.

Desde a proposta inicial de Alan Walsh, ha cinco décadas, até os dias de
hoje, a espectrometria de absorgcdo atdbmica, quer seja com atomizagdo por
chama ou atomizacgéao eletrotérmica, obteve avangos instrumentais significativos,
que tornaram a técnica mais sensivel e robusta. Algumas dos mais importantes
avancgos ocorridos ao longo do desenvolvimento da técnica de forno de grafite,
no que diz respeito a minimizagdo de interferéncias, sao: os tubos de grafite
revestidos com grafite pirolitico, com plataforma e aquecimento transversal, que
permitem uma melhor isotermicidade na etapa de atomizagdo; a corregado de
fundo baseada no efeito Zeeman, que possui vantagens como corre¢éo do fundo
exatamente na mesma linha de leitura do sinal atémico, além de usar somente
uma fonte de radiacdo, nao necessitando, por isso, de alinhamento,
diferentemente do que ocorre com o corretor continuo; os detectores com
resposta rapida, para se obter o sinal integrado verdadeiro; utilizacdo de
modificadores quimicos, geralmente um sal inorganico, fazendo com que a
matriz possa ser destruida em temperaturas mais elevadas sem a perda do
analito, permitindo maior simplificagdo da matriz. Estas inovagdes instrumentais
e outras foram consolidadas por Slavin e colaboradores em 1981, resultando no
conceito STPF (Stabilized Temperature Platform Furnace), que sdo um conjunto
de pré-requisitos instrumentais e operacionais que asseguram uma condigdo
analitica adequada para garantir determinacoes livres de interferéncia no forno
de grafite.

Entre as técnicas espectroanaliticas, a GF AAS ocupa uma posicao de
destaque devido a elevada sensibilidade, seletividade, a pequena quantidade de
amostra necessaria para realizar a analise e a possibilidade de tratamento

térmico da amostra durante o programa de aquecimento, tornando possivel
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introduzir amostras com matrizes complexas, ou até mesmo na forma sélida ou
de suspensdes. A grande quantidade de métodos analiticos bem estabelecidos,
a facilidade de operagdo do equipamento e o alto grau de automacgdo dos
espectrémetros modernos também contribuiram para a grande aceitagdo desta
técnica.

Por suas caracteristicas, os procedimentos de preparacao de amostras
podem ser, em GF AAS, relativamente simples: a diluicdo agua ou acido diluido

tem sido usada, com eficiéncia, na analise de fluidos biolégicos humanos, tais

45,46 10,29,45,46,47

como urina®, plasma*“®, soro® e sangue , quando as concentracdes
de platina sao suficientemente altas, sendo desnecessaria a pré-concentragao
das amostras. A reducao de efeitos de matriz pode ser alcangada pela adi¢cao de

Triton X-100 a amostras assim diluidas'®*

. Ja outros autores preferem a
digestao acida de fluidos e tecidos bioldgicos para se obter resultados analiticos
precisos?’. Entretanto, vale notar que os niveis de platina em fluidos biologicos
de pacientes em tratamento sio altos o suficiente para que a determinacao por
GF AAS seja feita apds a simples diluicdo da amostra®.

Em GF AAS, um interessante procedimento para melhorar os limites de
deteccdo diz respeito a introdugdo multipla de amostras. Neste sentido,
Vouillamoz-Lorenz et al' desenvolveram e validaram um método para
determinacao de Pt em plasma humano, plasma ultrafiltrado e urina de paciente
sob tratamento quimioterapico com JM216 (droga oral de platina) por GF AAS,
aumentando a sensibilidade pelo aumento do volume de amostra injetado (150
ML), através de trés adigdes sucessivas no tubo de grafite, cada uma com sua
prépria etapa de secagem, seguido por um periodo de atomizagao prolongado.
Os limites de quantificacdo encontrados para o plasma, plasma ultrafiltrado e
urina foram 5, 10 e 50 pg L', respectivamente. Warmerdan et al*
desenvolveram e validaram um método de determinagédo de platina em plasma,
plasma ultrafiltrado, saliva e urina de pacientes sob tratamento com carboplatina,
também com determinacgao instrumental por GF AAS, sendo que, neste caso, 0
pré-tratamento da amostra envolveu uma simples diluicdo com solu¢gdo mista de
NaCl 0,15 mol L' e HCI 0,20 mol L e calibracdo externa, com solugado de
calibracado preparada em plasma ultrafilirado livre de Pt, utilizando carboplatina.
Os limites de deteccdo encontrados para plasma, plasma ultrafiltrado, saliva e
urina foram 10, 40, 5 e 50 pg L, respectivamente. Ja Brouwers et al.*
desenvolveram e validaram um método de determinagédo de platina em plasma e
plasma ultrafiltrado de pacientes sob tratamento com oxaliplatina, com o0 mesmo

tipo de pré-tratamento da amostra. Os limites de quantificacdo encontrados para
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o plasma e o plasma ultrafiltrado foram 50 e 30 ug L™, respectivamente. Thotill et
al.®® compararam GF AAS e ICP MS na determinacdo de Pt em plasma, tecidos
e ossos de animais sendo que os resultados obtidos por ambos os métodos

apresentaram boa concordancia.

1.3.6
Espectrometria de Absorcao Atomica de Alta Resolugao com Fonte
Continua (HR-CS AAS)

Como dito anteriormente, a AAS € atualmente uma técnica largamente
difundida e empregada para a determinacdo de elementos trago nas mais
diversas matrizes. Esta técnica utiliza basicamente o principio de que atomos
livres (fase gasosa), gerados em um atomizador, sdo capazes de absorver
radiacdo de frequéncia especifica, emitida por uma fonte espectral, e a
quantificagdo obedece desta forma, a lei de Beer. Em instrumentos
convencionais, usualmente uma fonte de radiagdo especifica para cada
elemento (fonte de linhas) é utilizada, o que implica que apenas as linhas do
proprio elemento sao emitidas pela fonte. Entretanto, na década de 1990, as
dificuldades associadas ao uso de fontes continuas em AAS foram superadas e

o primeiro modelo comercial de um instrumento deste tipo foi langado em 2004°".

1.3.6.1
Instrumentacgao

A grande aceitacao da técnica de AAS se deu apéds a introdugado do uso
de lampadas de catodo oco (HCLs) como fontes de radiagdo. Estas lampadas
emitem linhas espectrais bem estreitas, de intensidade estavel e como emitem
linhas apenas do elemento componente de seu catodo, o sistema de
monocromatizagao se torna bem mais simples, uma vez que s6 precisa eliminar
as linhas nao ressonantes do mesmo elemento, juntamente emitidas®?. Assim, a
substituicdo das HCLs por uma fonte continua, sem alteragdo das outras partes
do instrumento, n&o é adequada.

Vérias vantagens dos instrumentos de absor¢do atbmica com fonte de
linhas (LS AAS) podem ser enumeradas, tais como: o desenho relativamente
simples e barato, uma vez que ndo ha necessidade de monocromadores de alta

resolucéo; a alta seletividade e especificidade devidas ao uso de uma fonte de
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linha especifica para determinado elemento; reduzidas interferéncias espectrais
ocasionadas por sobreposicdo de linhas de outros elementos, principalmente
comparada a espectrometria de emissao atébmica, uma vez que ha um numero
significativamente menor de linhas de absorgéo que de emissdo™.

Entre as limitagbes inerentes a LS AAS, a mais freqlientemente
mencionada é o fato de ser uma técnica limitada a determinagdo de um
elemento por vez, o que torna o procedimento relativamente tedioso se um
grande numero de elementos deve ser determinado em um conjunto de
amostras. Além disto, esta técnica requer uma colegdo de lampadas, que tém
vida util limitada®.

Um novo conceito foi desenvolvido para a espectrometria de absorgao
atdbmica, usando como fonte de radiagdo uma lampada de arco curto de xendnio
de alta intensidade, um monocromador duplo de alta resolugdo denominado
DEMON (Doublé-Echelle Monochromator) e um transdutor constituido por um
arranjo linear de dispositivos de carga acoplada (CCD)*'. Na figura 3, tem-se a
representacdo esquematica de um espectrometro de absor¢cdo atdbmica com

fonte continua de alta resolugao.

atomizador (chama
ou forno de grafite)
2 3

2
I el _
A ——— —q —_3
-
‘.\. {_,

W detector A

lampada de arco
curto de xendnio

mocromador de
alta resolucio

Figura 3. Representacdo esquematica de um HR-CS AAS. Fonte: WELZ*.

Em um equipamento de fonte continua, € necessaria uma fonte de
radiacdo muito mais potente do que em LS AAS, para garantir que a radiagao
seja intensa em cada comprimento de onda especifico. A lampada de arco curto

de xenbnio é operada a uma poténcia de 300 W, e é constituida por dois
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eletrodos de tungsténio com uma distancia de 1 mm entre eles. A intensidade
desta ldmpada excede, desta forma, a fonte de linha convencional em pelo
menos 1 a 3 ordens de magnitude em toda a faixa espectral coberta pela AAS.
Embora os arcos sejam instaveis, seu posicionamento é ativamente corrigido por
um sistema de hardware e software especiais, garantindo que o feixe de
radiagdo esteja constantemente incidindo no centro do atomizador e,
subseqiientemente, para a fenda de entrada do monocromador®'.

O monocromador duplo de alta resolugdo consiste de um prisma que
funciona como um pré-dispersor para a separagcao do espectro de interesse e
uma rede de difragdo echelle que fornece a alta resolugéo do intervalo espectral
selecionado. Para a selegdo do comprimento de onda de interesse, ambos
componentes (prisma e rede de difragdo) sdo movidos por motores. Além disso,
o0 equipamento inclui um sistema ativo de estabilizacdo de comprimentos de
onda, tomando como referéncia linhas espectrais de uma lampada de neénio®'.

Uma das caracteristicas importantes do software utilizado nos
equipamentos propostos para AAS com fonte continua é a correcdo automatica
para todos os eventos que sao “continuos” dentro da faixa espectral observada,
isto &, que influenciam todos os pixels da configuracdo do transdutor (um
dispositivo com arranjo de carga acoplada — CCD) da mesma maneira. A
suposicdo mais importante para este tipo da correcao € que as variagdes na
intensidade da fonte continua ocorrem ao mesmo tempo e na mesma
intensidade para toda a pequena escala espectral de aproximadamente 0,3 nm
que é gravada quando um sinal analitico € gerado. Essa gravagao simultanea é
garantida pelo uso da disposi¢ao linear do CCD com 512 pixels fotossensiveis,
que convertem simultaneamente os fotons incidentes em fotoelétrons e os
armazenam durante todo o tempo da iluminagao. O perfil de carga armazenado
para todos os pixels é entdo, simultaneamente amplificado e digitalizado. Esse
sistema garante que variagdes proporcionais na intensidade sejam convertidas
precisamente em mudangas proporcionais nos sinais digitalizados para cada
pixel individualmente. Isso significa que todos os eventos que sdo gravados de
maneira idéntica por todos os pixels podem ser corrigidos, ou seja, descontados
do sinal gravado pelo pixel utilizado para a medida da linha do elemento que

esta sendo determinado®.
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1.3.6.2
Correcgao de Fundo

A medicao e a correcao de fundo sempre foram os maiores desafios para
todas as técnicas espectrométricas® (Figura 4). Como é impossivel medir
somente a absorcao atémica, é necessario medir a absorc¢ao total e em seguida
a absorcao de fundo, entao a diferengca da primeira pela segunda fornece a

absorgao atébmica liquida.

[HE DREAM OF THE SPECTROCHEMIST

TO LOOK UNDER THE LINE

Figura 4. “The Dream of the spectrochemist — to look under the line”. Fonte: WELZ®’.

A maior limitacdo da LS AAS corresponde ao fato da absorcdo ser
medida apenas sobre intervalos espectrais consideravelmente estreitos,
correspondentes a largura da linha atémica emitida pela fonte de radiagao, o que
restringe consideravelmente a informacgao disponivel sobre o ambiente espectral.
Assim, o fundo deve ser determinado em uma segunda medig¢ao.

Os principais sistemas comercialmente disponiveis para a corre¢cao de
fundo s&o a correcéo por fonte continua (geralmente utilizando uma lampada de
deutério), o pulso de alta corrente da fonte primaria (corregdo Smith-Hieftje) e a
correcao de fundo pelo uso do efeito Zeeman.

Corretores continuos, como a lampada de deutério, ndo corrigem no
exato comprimento de onda, o que € um problema quando o fundo é estruturado
(espectro molecular gasoso), podendo haver sobrecompensacédo. Além disso,

essa técnica de correcdo de fundo esta limitada a fundos com valores maximos
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de até 0,5 unidades de absorvancia e aos comprimentos de onda que caem
dentro da faixa de emissao da |ldmpada utilizada, (que vai de 200 a 350nm, no
caso da lampada de deutério) e requerem um alinhamento 6tico perfeito das
duas fontes.

O corretor Smith-Hieftje consiste na aplicagdo de duas correntes (uma
alta e outra baixa) na lampada de catodo oco. Na corrente alta ocorre o
fenbmeno da auto-absorgéo que leva a um alargamento da linha (simulando uma
fonte continua). Nesse estagio é medida apenas a absorvancia de fundo. Na
corrente baixa o comportamento da lampada de catodo oco é o normal (emissao
de linhas bastante estreitas) e ha leitura da absorgéo de fundo mais a especifica
do analito. A diferencga entre as leituras leva ao sinal apenas do analito. Devido
ao tempo que a corrente alta € aplicada ser baixo, a vida util das ldmpadas néao &
significativamente reduzida. O grande problema, neste caso, é quando a
absorcado de fundo varia rapidamente com o tempo, uma vez que a leitura do
analito e do fundo nao sao obtidas ao mesmo tempo. Além disso, permanece o
problema dos fundos estruturados, além de haver uma significativa queda da
sensibilidade, pois parte do sinal especifico é lido como fundo.

A correcao de fundo pelo uso do efeito Zeeman é mais eficiente do que
as duas anteriores, uma vez que corrige maximos maiores que uma unidade de
absorvancia, € utilizdvel em qualquer faixa do espectro, corrige o fundo
exatamente no mesmo comprimento de onda que o da linha de absor¢cdo do
analito, permitindo a correcao de fundos estruturados, e prescinde do uso de
duas lampadas, eliminando assim, os problemas de alinhamento. No entanto,
esse tipo de correcdo também apresenta suas limitagdes: a perda de
sensibilidade para linhas que nado se desdobram totalmente sob a atuagdo do
campo magnético, menores limites de detecgao, ja que a intensidade do sinal
analitico que alcanga o detector € mais atenuado em relagdo ao sistema com
corretor de deutério, e uma perda mais rapida de linearidade, por causa do efeito
“rollover”. Além disso, tal como nos casos anteriores, o sinal de fundo ndo é lido
ao mesmo tempo que o sinal especifico, o que seria o ideal, ja que o fundo pode
variar rapidamente com o tempo. Ha, ainda, a possibilidade de sobreposi¢cao de
linhas, se alguma linha atdémica estiver muito proxima a do analito sofrer a agao
do campo magnético com suficiente intensidade. Finalmente, ha que se
considerar que algumas moléculas gasosas, com numero impar de elétrons (PO,
por exemplo), podem ter suas bandas deslocadas, sob a agao do campo.

A espectrofotometria de absor¢cdo atébmica de alta resolugdo com fonte

continua (HR-CS AAS) oferece varias vantagens sobre a LS AAS, em termos de
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correcao de fundo, ja que a combinagdo do sistema dispersor com a disposigéo
linear do CCD (transdutor de arranjo de carga acoplada), revela o ambiente
espectral da linha analitica sobre uma escala aproximadamente 0,20 nm com
alta resolucao, ou seja, toda a regido espectral nas vizinhangas da raia analitica
torna-se “visivel”, possibilitando muito mais informacdes do que as obtidas por
instrumentos convencionais de AAS. O sistema permite varias possibilidades
para corrigir a absor¢éao de fundo, seja ela resultante de um fundo continuo, de
um espectro de excitacdo eletrébnica com estrutura fina rotacional, ou de um
elemento concomitante, reduzindo-se o risco de erros devido a interferéncias
espectrais praticamente a zero. Mais ainda, o arranjo de carga acoplada permite
uma correg¢ao simultanea real da radiacdo de fundo nas proximidades da raia
analitica e o software possibilita a armazenagem de espectros de referéncia, por
exemplo, de espectro de absor¢do molecular com estruturas rotacionais finas, e
a subsequiente identificagdo e subtragdo deste do espectro de uma amostra,
usando-se um algoritmo dos minimos quadrados, sendo assim possivel a

correcdo de fundos estruturados®'.

1.4
Outras Técnicas

Aucélio et al.>® desenvolveram um método para a determinacdo de
ultratracos de platina em amostras ambientais, urina e sangue por
espectrometria de fluorescéncia atdmica induzida por laser (ETA-LEAFS), um
método extremamente sensivel. Como fonte de excitacdo foi empregado um
laser de vapor de cobre com alta taxa de repeticao de pulsos para interrogar
mais eficientemente os dtomos de platina gerados no forno de grafite. Em urina,

1.8 determinaram

foi alcancado um limite de deteccdo de 30 ng L™". Randford et a
platina por RMN 1D e 2D de 500MHz em amostras de urina de um paciente
colhidas antes e depois do tratamento com carboplatina. Observaram que
apenas metade da quantidade de platina total na amostra apresentava-se na
forma da droga intacta. Um instrumento de fluorescéncia por raios-x (XRF) foi
usado para a medigédo de platina em tumores de cabega e pescogo in vivo, cuja
resposta a cisplatina é freqlentemente imprevisivel. O limite de detecgao

encontrado foi de 9 mg L™ para 2 cm de profundidade®’.
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