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4
Procedimentos

41.
Amostragem e estocagem de amostras

A coleta de urina deve ser feita levando-se em consideragdo as variaveis
que possam influir na concentracao de espécies em estudo, como hora do dia,
periodo de exposi¢cao ao medicamento etc. Uma possibilidade é a coleta por um
periodo de 24 horas, quando o paciente acorda, devendo a bexiga ser
completamente esvaziada. Como n&o era o objetivo do trabalho um estudo
toxicoldgico, ndo se levou em consideracédo estas questbes. As amostras
coletadas de individuos que nao foram sujeitados ao tratamento a base de
drogas de platina foram coletadas e armazenadas em tubos de polipropileno
com capacidade de 50 mL, a temperatura de 4°C, até sua utilizagao posterior. O
maior prazo entre coleta e uso foi de 7 dias. Estas amostras foram tomadas de
individuos de diferentes idades e sexo, tentando caracterizar as diferentes
variagdes na matriz a serem encontradas no caso de um estudo toxicologico.
Amostras de urina de um paciente sob tratamento quimioterapico com cisplatina
foram recolhidas em frascos plasticos esterilizados e guardadas em freezer (-4

°C), uma vez que precisavam ser estocadas por um periodo prolongado.

4.2.
Metodologia

4.2.1.
Otimizagao multivariada nos estudos com GF AAS

Planejamentos estatisticos de experimentos ou planejamentos fatoriais
sao ferramentas muito importantes para otimizagcao de sistemas, pois fornecem,
com uma menor quantidade de experimentos, uma maior quantidade de
informagdes e indicagbes sofre a influéncia das variaveis estudadas. A

metodologia classica, normalmente empregada, se baseia no estudo separado
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de cada variavel experimental, mas pode ser ineficiente na determinagcdo das
condicdes 6timas de um dado sistema, pois as interacdes entre as variaveis sao
desprezadas®. Determinar a influéncia de um ou mais fatores sobre um outro
fator de interesse em um sistema é um dos problemas mais comuns em
experimentos. O sistema atua como uma fungao, desconhecida em principio,
que opera sobre os fatores e produz como saida as respostas observadas. Ha,
entdo, que se descobrir essa fungcao, ou pelo menos obter uma aproximacao
satisfatéria para ela®.

Um experimento no qual a resposta variavel € medida por todas as
possiveis combinacgdes dos fatores, em dois niveis diferentes, € conhecido como
um planejamento fatorial completo. Esse planejamento detecta e estima todas
as interagoes dos fatores, o que nao pode ser feito pelo método univariado. Além
disso, se os efeitos dos fatores forem aditivos, o planejamento fatorial requer,
para fornecer um resultado com a mesma precisdo, uma quantidade menor de
medidas (2, no qual k € o numero de fatores) em relagdo ao método univariado.
Muitas sao as variaveis a serem otimizadas na determinagao de platina em urina
por GF AAS; assim, escolheram-se apenas as variaveis que, por conhecimento
prévio, eram as mais importantes, sendo estas: a natureza e a concentracido do
do diluente, o fator de diluicdo,o volume de amostra injetada no forno de grafite,

as temperaturas de atomizagao e de pirdlise e a rampa de atomizacao.

4.2.2.
Procedimentos de calibragcao nos estudos com GF AAS

Apo6s o estudo de otimizagcdo das variaveis, procurou-se investigar os
efeitos multiplicativos de matriz na resposta analitica e a possibilidade de
calibragdo com solugdes analiticas aquosas utilizando sais inorganicos de
platina. Portanto, fez-se a comparacao das inclinagdes de curvas de calibragao
aquosas obtidas com cloreto de platina, carboplatina e cisplatina, assim como,
curvas de adicdo de analito em diferentes amostras de urina livres de platina.
Estas curvas foram preparadas pela diluicdo 1+1 das amostras de urina com
solugcdao de HNO; 0,4% v/v, contendo crescentes quantidades de platina, de tal
forma que as concentragbes finais nas amostras foram 40, 80, 120, 160 e
200 pg L.
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4.2.3.
Estudos de exatidao em GF AAS

Para a obtencao de resultados analiticos confiaveis, faz-se necessario a
validacdo da metodologia analitica desenvolvida, entendendo-se como validagéo
de um método o processo de comprovagao de que 0Os requisitos para uma
aplicagdo ou uso especificos pretendidos foram atingidos. A validacdo de um
meétodo necessita da analise de materiais de referéncia certificados, de modo a
permitir a comparagao dos resultados obtidos com os valores certificados ou
pela comparagao com outros provenientes de um procedimento independente e
validado. Devido a falta de materiais certificados disponiveis para o presente
trabalho, um estudo da exatiddo do método desenvolvido foi realizado,

utilizando-se para isso métodos comparativos.

4.2.4.
Efeito do uso da solugao mista de NaCl e HCI nos estudos com GF
AAS

Foi realizado um estudo adicional sobre o efeito do uso da solugdo mista
de NaCl e HCI como diluente, buscando-se minimizar as possiveis interferéncias
de matriz. A avaliagdo de seus resultados foi investigada através de estudos de
recuperacao. Para tal, uma urina livre de platina foi dividida em quinze aliquotas,
fortificadas com a urina 3 do paciente sob tratamento quimioterapico, em trés
niveis diferentes, 100, 400 e 800 pg L™.

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

Como a espectrometria de absorcdo atdmica na chama apresenta baixa
sensibilidade para platina, o fator de diluicdo da amostra foi sempre 1+1,
utilizando-se uma solugédo acida como diluente. A injecdo direta das amostras
nao é indicada, pois leva a uma grande formacido de incrustagbes sdlidas no
queimador, comprometendo a analise. O acido escolhido foi o0 HCI, mais indicado
que o HNOj;. A otimizacdo da sua concentracdo foi realizada de modo
univariado, observando-se os parametros de curvas de adicdo de analito em trés
urinas distintas. A vazao de acetileno e a altura do queimador foram ajustadas

para se obter um maximo de sinal de absorvancia.
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4.2.6.
Otimizacdo multivariada das condicées da chama e da altura do
queimador nos estudos com CS-HR F AAS

Fez-se um planejamento multivariado D-optimal para definir as condi¢des
da chama (vazbes dos gases) e a altura do queimador a ser usada; tomou-se
como resposta a soma dos coeficientes angulares das curvas de adigdo de
analito em trés urinas diferentes e o desvio padrao relativo (RSD%) entre essas
inclinagdes, buscando-se, desta forma, alcancar a maior sensibilidade possivel
em condicbes onde as curvas de adicdo de analito das diferentes urinas

apresentassem a menor diferenga de inclinagao.

4.27.
Procedimentos de calibragdao nos estudos com CS-HR F AAS

Apds o estudo de otimizagdo das variaveis, procurou-se investigar os
efeitos multiplicativos de matriz na resposta analitica e a possibilidade de
calibracdo externa, com solucdo de calibracdo preparada em uma urina
qualquer, livre de platina, utilizando sais inorganicos de platina. Portanto, fez-se
a comparacao das inclinacbes das curvas de adicao de analito com PtCl,,
carboplatina e cisplatina em diferentes amostras de urina livres de platina. Estas
curvas foram preparadas pela diluicado 1+1 das amostras de urina com solucao
de HNO;3; 2% v/v contendo crescentes quantidades de platina, de tal forma que

as concentragdes finais nas amostras foram 1, 2, 3 e 4 mg L.

4.2.38.
Estudos de exatidao

Oito amostras de urina do paciente sobre tratamento quimioterapico com
cisplatina foram analisadas pela metodologia proposta. O fator de diluicdo foi de
1+1 utilizando como diluente HCI 2% v/v. A curva de calibragdo externa foi
construida, utilizando uma amostra de urina livre de platina. Os resultados

obtidos foram comparados com aqueles derivados de um método independente.
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