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RESUMO
Por ser um metal muito abundante na crosta terrestre, estamos em contato com o

aluminio a todo momento, pela alimentacdo, medicamentos, materiais
industrializados e até mesmo o ar que respiramos. Nosso organismo elimina
rapidamente o aluminio, porém pacientes em hemodiélise tem a eliminacao
dificultada e ocorre acimulo do metal em varios 6rgéos. Nesses deve-se ter uma
monitorizacéo bioldgica constante do aluminio de acordo com a Portaria 2042 do
MS. O objetivo do trabalho é desenvolver um Procedimento Operacional
Padronizado para dosagem de Aluminio sérico em um Espectrofotbmetro de
Absorcédo Atdmica, equipado com Forno de Grafite Zeeman 640Z - Varian do
Laboratdrio de Pediatria, Setor de Metais do HCFMRP- USP. Relavamos todo o
material utilizado no processo, com HNO3 a 30% overnight e enxaguamos
abundantemente com agua ultrapura no dia das dosagens. As leituras foram
realizadas em um Ambiente Clean, com filtro de alta eficiéncia (HEPA), em sala
com classe certificada de 10000 particulas. Testamos 0s parametros
comprimento de onda, rampa de aquecimento, tubo pirolitico e curvas de
calibracdo. Foram analisadas solucbes para preparo prévio de amostras e
modificadores de matriz. Utilizou-se amostras de soro de um grupo controle de
pessoas saudaveis, doadores voluntarios do préprio laboratério e outro grupo
com uma fracdo de amostras de soros de pacientes da Unidade de Terapia
Renal, dosagens rotineiramente terceirizadas pelo hospital, anualmente, para
validacdo da metodologia. O método desenvolvido proposto como adequado
para a dosagem de Aluminio sérico tem comprimento de onda 396,2 rampa de
aquecimento com 55,0 segundos de secagem 27,0 de pirdlise e 1,7 de
atomizacdo com tubo de grafite plateau. A solucdo para preparo prévio das
amostras foi HNO3 a 6%, Triton X-100 a 0,1% e Antifoam a 0,1% diluindo-se os
soros um para dois e centrifugando dez minutos a 13.000 rpm. O modificador de
Matriz foi o Fostato dihidrogeno de Aménia a 1%. A metodologia apresenta
curvas de calibracdo construidas com “r’ médio igual 0,9989 (linearidade), com
erros intra ensaios de DP= 1,28 e CV= 16,88%. Para exatidao utilizou-se uma
amostra de soro humano da Community Bureau of Reference adquirida da
Comissédo Europeia, com concentracao certificada de Aluminio igual 12,5 pg/L e

incerteza de 3,0ug/L aceito CV= 12%, obtendo-se resultado médio de 12,36 ug/L.

Palavras Chaves: Aluminio, Espectrofotometria de Absorgcédo Atémica -FG
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1 Introducgéo

1.1 O aluminio e suas propriedades fisico-quimicas

O aluminio (Al) é o metal mais comum na crosta terrestre (8,13%). Ele ndo é
encontrado isolado no estado natural, mas na forma de varios silicatos. Desses
silicatos, os mais importantes sdo a bauxita e a criolita. Ressalta-se, ainda, que
alguns compostos de interesse sdo o Oxido, o sulfato, o hidréxido, o fluoreto, o
cloreto e o complexo glicol-aluminio.

O Aluminio na forma elementar € um metal de cor branca prateada caracteristica,
ductil, maleavel, inodoro, bom condutor de calor e eletricidade. Apresenta peso
atdomico 26,98 e numero atbmico 13; pertence, na tabela periddica, ao grupo Il A.
(AZEVEDO; CHASIN, 2003)

Sao conhecidos nove isétopos do Aluminio, com nameros de massa entre 23 e 30,
ocorrendo naturalmente, apenas, os is6topos 27 Al e 26 Al, sendo o primeiro o mais
abundante e 0 segundo o0 mais estavel. Quimicamente, o aluminio caracteriza-se por
ser altamente reativo, ter elevada afinidade para o hidrogénio na fase liquida e por
ter uma forte tendéncia para formar compostos de 6xido de aluminio (Al,O3). O seu
carater anfotero permite-lhe reagir com acidos inorganicos e bases fortes.

A exposicdo a agua, ao oxigénio, e a outras substancias oxidantes leva a formacéao
de uma camada superficial do Oxido de Aluminio, o que confere ao metal alta
resisténcia a corrosdo. (ROSALINO, 2011)

Sao propriedades fisico — quimicas relevantes do aluminio:

-NUmero atébmico :13

-Massa atémica relativa : 26,98

-Ponto de fuséo: 660 °C

-Ponto de ebulicdo : 2.327 °C

-Densidade relativa : 2,70

-Presséo de vapor :1mmHg a 1.284 °C

-Solubilidade : soltvel em alcalis , acido cloridrico e acido sulfarico, e insolivel em

acido nitrico concentrado, acido acético aquecido e em agua fria ou quente.



13

O Aluminio ndo evapora mesmo em altas temperaturas, possui a capacidade de
reduzir cations de muitos metais pesados ao estado metélico. (AZEVEDO; CHASIN,
2003)

1.1.2 Principais usos e aplicacbes

As propriedades fisico - quimicas do Aluminio fazem com que esse metal seja muito
uatil em processos industriais na producdo de ligas, juntamente com o cobre, zinco,
magnésio e manganés. E utilizado na producédo de abrasivos, cimento, plastico e
ceramica. Na industria petrolifera € usado para a remocao de umidade, de vapores e
de gas natural, assim como em certos processos de refino. Muitos paises utilizam o
Aluminio, como o sulfato, nos sistemas de tratamento de agua. Outras aplicacdes
incluem adicdo aos pigmentos de tintas, aos cosméticos e aos alimentos.
(JERONYMO; FUJIMURA,1998)

A utilizacdo de Aluminio é permitida como aditivo alimentar, sendo utilizada no refino
do acucar nas concentracdes de aproximadamente 1,5%. Seu uso na alimentacéo
também pode ser evidenciado no tratamento de agua potavel como agente
floculante, na forma de Aluminio e sulfato de aluminio. (AZEVEDO; CHASIN, 2003)
Além das aplicacdes industriais, alguns compostos de Aluminio tém utilidade
terapéutica em decorréncia de suas propriedades antissépticas, sendo indicados
para uso topico e para a administracdo sistémica, como antiacido, no tratamento de
Ulceras gastroduodenais e no controle da hiperfosfatemia do paciente com
Insuficiéncia Renal Croénica. (JERONYMO; FUJIMURA,1998)

O Aluminio esta presente em algumas vacinas como adjuvante na forma de
hidroxido, fosfato ou hidroxifosfato de aluminio. O adjuvante é acrescentado as
vacinas para aumentar a resposta de imunizacdo e certas vacinas precisam dele

para garantir a sua eficiéncia. (ABAL, 2013)
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1.2. Aluminio e o organismo

O Al é um dos mais frequentes causadores de intoxicacdes por metais, pode alterar
as estruturas celulares, as enzimas e ainda substituir metais co-fatores de atividades
enzimaticas, forma radicais livres e por efeito cumulativo leva a processos
degenerativos. (Pascalicchio, 2002).

A exposicdo humana ao Aluminio é inevitavel. Passa pela presenca natural do
Aluminio na natureza, isto €, nos alimentos, na agua e no ar, e também pela
consciente utilizacdo e introducdo diaria deste elemento pelo homem, nos
medicamentos, no tratamento de agua, produtos de consumo, entre outros.
(ROSALINO, 2011)

Os componentes quimicos do Aluminio ocorrem, em geral, no estado trivalente
(Al *Y). Como um fon trivalente duro, o Aluminio liga-se fortemente aos ligantes
doadores de oxigénio, tais como o citrato e o fosfato. (KLAASSEN, 2012)

O Aluminio néo é distribuido uniformemente pelo corpo. Metade vai para o plasma
sanguineo, da qual 80% se liga a transferrina (proteina transportadora de ferro),
como se o aluminio competisse com o ferro para se ligar a transferrina; os outros
10% se ligam a albumina, 9% se ligam a outras proteinas e 1% constitui 0 aluminio
livre. A outra metade se difunde em fluidos de tecidos extracelulares, similarmente
ao que acontece com outros metais. Nao ha uma distribuicdo uniforme dos
compostos de aluminio, ou seja, cada O0rgdo incorpora o metal em diferentes graus.
O cérebro, por exemplo, incorpora menos Aluminio do que o esperado, levando-se
em conta a sua massa proporcional e vascularizacdo. Ja 0s 0Ss0s incorporam mais
Aluminio do que pode ser explicado, considerando-se sua massa proporcional e
vascularizacao.

A ocorréncia comum do Aluminio nos tecidos do organismo humano tem sido
bastante estudada, portanto, jA € comprovada. O total de Aluminio ligado ao
organismo em humanos considerados saudaveis € algo em torno de 30 a 50mg.

Em pessoas com boas condi¢cdes de saude, com funcionamento renal normal,
observa-se que o Aluminio é assimilado e eliminado dos ossos, competindo com o
célcio para se ligar com as proteinas 6sseas, porém este processo € reversivel ndo

havendo nenhum dano a funcdo 6ssea. Da mesma maneira o Aluminio também
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compete com o ferro na formacédo das hemacias, e similarmente ao que ocorre nos
0SS0s, trata-se de um processo reversivel, ndo ocorrendo anemia ou outro efeito as
células sanguineas. (MENDONCA *, 2003 apud SANTOS, 2009 p.39-40)

Do Aluminio existente no corpo, cerca de metade se liga ao esqueleto e um quarto
nos pulmdes. A maior parte do Aluminio detectado nos pulmdes esta provavelmente
relacionada aos compostos a base de aluminio insolUveis que entram no organismo
através das vias aéreas superiores. Enquanto a maior parte observada em outras
partes do corpo tem sua origem principalmente relacionada a alimentagdo como
fonte de exposi¢céo. (AZEVEDO; CHASIN, 2003)

O Aluminio € neurotéxico em animais de experimentacdo, com grande variacao
entre as espécies e idades. Em animais suscetiveis, tais como coelhos e gatos, a
mudanga patologica precoce mais proeminente € o acumulo de emaranhados
neurofibrilares em neurbnios grandes de muitas regides cerebrais. Isso esta
associado com a perda das sinapses e a atrofia da arvore dendritica. Em outras
espécies das funcbes cognitivas e motora e anormalidades comportamentais sao
frequentemente observadas. (KLAASSEN, 2012)

Ha uma preocupacéao crescente acerca dos efeitos adversos do Aluminio no
desenvolvimento de alteracdes de comportamento . Animais expostos a Aluminio
apresentam dificuldades de aprendizagem e déficit de memoria. Estas alteracoes
foram observadas em gatos, ratos e coelhos. Porém, a utilizacdo de protocolos de
exposicdo bem distintos e um numero reduzido de testes comportamentais nao
possibilita a caracterizacdo das alteracbes comportamentais induzidas por
Aluminio.(SILVA,V.,2005)

A principal via de eliminacdo para o Aluminio € a renal. Em condi¢cGes seguras de
exposicao, as pessoas saudaveis sdo capazes de eliminar a maior parte do Aluminio
absorvido através da filtracdo glomerular. Este mecanismo fisioldgico € bastante
eficiente e protege o individuo contra o acumulo desse metal. Somente nos casos
em que a ingestdo exceder os limites de 100mg/dia, ou quando o rim nao estiver

funcionando adequadamente pode ocorrer retencdo. (AZEVEDO; CHASIN, 2003)

! MENDONCA ,J.K.A., Interacdo do aluminio com anions de baixo peso molecular e alguns dos
aminoacidos presentes no sangue. Tese de Doutorado, UFSM, 2003.
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Em individuos com funcdo renal enfraquecida ou com insuficiéncia renal, todo o
Aluminio absorvido deposita-se no organismo, preferencialmente no tecido ésseo,
onde faz trocas com o célcio. (SANTOS,2009)

A maioria dos casos de toxicidade por Aluminio em humanos é observada em
pacientes com doenca renal crénica ou em pessoas expostas ao aluminio nos locais
de trabalho, sendo o pulméo, 0s 0ss0s e 0 sistema nervoso central os 6rgados mais
afetados. O Aluminio também pode produzir efeitos no desenvolvimento.
(KLAASSEN, 2012)

Nos seres humanos com func¢éo renal normal, a concentracdo desse metal no soro
situa-se normalmente abaixo de 6 pg/L. Os paciente com insuficiéncia renal

apresentam invariavelmente niveis de Al no soro acima desse valor (BURTIS,1998)

1.2.1 A intoxicacao ocupacional por Aluminio

Os trabalhadores que apresentam maior risco de exposicdo ocupacional s&o
aqueles cuja atividade profissional esta ligada a servicos médicos e a outras areas
da saude, impresséo e pinturas, montagens de pecas automobilisticas em varias de
suas etapas (fundicdo, soldagem), fabricacdo de produtos metalicos, papéis e
produtos afins, produtos quimicos e industrias de metal primario. (AZEVEDO;
CHASIN, 2003)

As exposicdes ocupacionais ao metal ocorrem também durante a mineracdo e o
processamento, bem como na solda com Aluminio, a exposicdo a poeira de
Aluminio pode produzir fibrose pulmonar em humanos. (KLAASSEN, 2012)

A exposicdo ocupacional considera principalmente a exposicdo a particulas (em
geral <1 um) que normalmente encontram-se, no processo industrial, associada a
Oleos e solventes cuja acao esta relacionada com a de agentes oxidantes.

(AZEVEDO; CHASIN, 2003)
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1.2.2 A intoxicag&o por Al em pacientes com Insuficiéncia Renal Crénica.

Os pacientes com graus variados de Insuficiéncia Renal tém a via de excrecéo do
aluminio comprometida, tornando-se potenciais candidatos a intoxicacdo crénica.
(JERONYMO; FUJIMURA,1998)

Embora seja mais frequente em pacientes com Doenca Renal Cronica (DRC) em
didlise, a intoxicacdo por Al ja foi descrita na DRC pré-dialitica e em pacientes
transplantados renais. O Al acumula-se em varios tecidos, incluindo osso, cérebro,
glandulas paratiredides e outros 6rgaos. Portanto, as manifesta¢gfes clinicas do seu
acumulo sédo variadas, dependendo do 6rgao afetado, assim como da magnitude da
intoxicacao.

Os principais sinais e sintomas da intoxicagédo aluminica sdo a anemia hipocrémica e
microcitica, a neurotoxicidade aguda (agitacdo, confusdo mental, mioclonia e
convulsdo), a encefalopatia dialitica (disturbios da marcha e fala, apraxia motora,
alucinacdes auditivas e visuais) e a doenca 0ssea relacionada ao Al (Osteomalacia e
Doenca Ossea Adinamica [DOA]). (BARRETO; ARAUJO, 2008)

Uma sindrome neurolégica progressiva tem sido relatada em pacientes em
hemodialise intermitente a longo prazo para o tratamento de faléncia renal crénica.
O primeiro sintoma nesse paciente é a disfuncdo da fala seguida por deméncia,
convulsdes e mioclonia. O transtorno, que costuma aparecer ap0s 3 a 7 anos de
tratamento de dialise, pode ser devido a intoxicacdo por Aluminio. A concentracao
de Aluminio no cérebro, nos muasculos e nos 0Ss0S aumenta nesses pacientes.
(KLAASSEN, 2012)

Na IRC e hemodialise, o Aluminio dietético € inadequadamente eliminado, sendo
depositado no ostedide do osso recém-formado, inibindo a mineralizacéo e levando
a osteomalacia. O quadro clinico é representado por dor éssea difusa, mais grave e
incapacitante que a da osteite fibrosa, com maior risco de fraturas, principalmente de
costelas.(VIEIRA et al,2005)

A osteomalacia, que representa um dos estados de “baixo turnover Osseo”,
caracteriza-se por um excesso de ostedide lamelar ndo mineralizado, estando
ausentes atividade celular e fibrose endostea, e havendo marcada diminuicdo da

mineralizacdo.Tem sido demonstrado que a grande maioria de pacientes em dialise
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e portadores de osteomalacia tem extensos depdsitos 6sseos de Aluminio. O outro
tipo de lesdao de “baixo turnover” 6sseo € a doenca Ossea aplastica ou adinamica,
onde h& baixa formacdo &ssea sem marcado aumento de ostedide nao
mineralizado, podendo estar relacionada ou ndo a acumulo de Aluminio; os casos
com Aluminio aumentado tem pior prognéstico tanto em relacdo a doenca 6ssea
como a mortalidade. (SILVA, L., 1998)
As vias de contaminacgao por esse metal sado a oral, sobretudo pelo uso de quelantes
de fosforo a base de aluminio, e a parenteral, através da agua utilizada no preparo
do dialisato. Outras formas de contaminacao descritas incluem o uso de utensilios
domésticos de Aluminio e solu¢des parenterais. Além disso, o uso de medicamentos
contendo citrato pode facilitar a absorcdo intestinal de Aluminio. (BARRETO;
ARAUJO, 2008)
As altas concentragbes de Aluminio no soro podem estar relacionadas com o
aumento dos niveis do horménio da paratireoide, que se devem ao baixo teor de
célcio no sangue e osteodistrofia, comuns a pacientes com Doencas Renais
Cronicas. (KLAASSEN, 2012)
Os passos importantes na prevencdo e no manejo terapéutico incluem adequado
tratamento da agua por deionizacdo e osmose reversa, a fim de se obter valores
menores que 10 microgramas/litro, substituicdo dos quelantes com Aluminio por
carbonato ou acetato de calcio e desintoxicagcdo com desferroxamina, seja com
doses maiores inicialmente utilizadas ou com doses menores mais recentemente
recomendadas. (SILVA, L., 1998)
A monitorizacdo dos niveis séricos de Aluminio € a forma considerada mais
apropriada para que sejam evitados efeitos téxicos do aluminio em pacientes
submetidos & hemodialise.
O encontro internacional “The Role of Biological Monitoring in the Prevention of Al
Toxicity in man”, organizado pela Comunidade Comum Européia e IUPAC, em
Luxemburgo, 1982, conseguiu estabelecer critérios recomendados para a
manutencédo de pacientes submetidos a dialise. Os critérios sao:

- As concentracdes séricas de Aluminio nunca devem exceder 200ug/l;

- As concentragBes superiores a 100ug/l devem ser reavaliadas e o0s niveis

cuidadosamente monitorados;
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- As concentracdes entre 60 e 100ug/l aparentemente ndo causam problemas aos
pacientes em curto prazo. (AZEVEDO; CHASIN, 2003)
As medicdes do Aluminio sérico apresentam algumas limitacBes e significativas
dificuldades de interpretacdo. O Aluminio sérico representa apenas o Aluminio
presente no espaco extracelular, isto €, em cerca de 5% da massa corporal.
A determinacao dos niveis séricos de aluminio informa-nos mais sobre a exposicao
aguda a este metal do que sobre a respetiva exposicdo cronica. Estas
determinacdes seriadas permitem ainda definir um perfil de aluminemia para cada
doente e acompanhar eventuais variagbes bruscas (indicadoras de exposicao
macica e/ou recente a este metal).
Embora a relevancia deste teste tenha sido, ocasionalmente, posta em causa, pelas
variagbes dos resultados (variacbes inter-testes), e pelas dificuldades na
interpretacdo dos mesmos, ele tem sido utilizado na préatica clinica nefrolégica.
(FERREIRA, 2012)
O teste com desferroxamina (DFO), interpretado de acordo com os niveis de PTH e
estoque de ferro, apresenta uma boa sensibilidade e especificidade para o
diagnostico da intoxicacdo pelo Aluminio. Teste com DFO positivo combinado com
PTH intacto menor que 150pg/mL, com estoque de ferro adequado (ferritina entre
100 e 500ng/mL) tem valor preditivo positivo para Doenca Ossea Relacionada ao
Aluminio. O teste com DFO devera ser realizado anualmente e podera ser repetido
caso 0 paciente apresente pelo menos uma das seguintes situacdes clinicas:
presenca de sinais e sintomas recentes de intoxicacdo aluminica, inicio de
tratamento farmacologico para HPS e antes de PTX e naqueles pacientes com
historia de exposicao recente ao Aluminio.
O teste € feito através de duas coletas de sangue, apds 4h de jejum, para
determinacdo dos niveis séricos de Aluminio, sendo a primeira coleta realizada
antes da 12 sessao e a segunda coleta antes da 22 sessdo de HD da semana. Apos
o término da primeira sessao de HD, infundir DFO na dose de 5mg/kg de peso,
diluida em 100mL de solucdo glicosada a 5% ou fisioldgica a 0,9%, durante 30
minutos. O teste com DFO é considerado positivo se a diferenca (delta) entre a 12 e
22 concentracdo sérica de aluminio for maior que 50ug/L. Para pacientes em dialise
peritonial, o teste com DFO deve ser realizado também com duas coletas de sangue

para dosagem de Aluminio sérico, separadas por um periodo minimo de 5h, durante
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0 qual, a deve ser interrompida (cavidade abdominal vazia). Sabe-se que, nesse
periodo de 5h, a concentracdo de Aluminio sérico atinge seu pico maximo apoés a
infuséo de DFO.

A dose de DFO é a mesma utilizada para a HD e deve ser administrada
imediatamente apds a 12 coleta de sangue. E importante ressaltar que se deve ter
atencdo especial na coleta de sangue e no método utilizado para sua dosagem. Por
ser muito abundante na natureza, existe um risco elevado de contaminacdo da
amostra, gerando resultados falsamente positivos. Para se evitar tal interferéncia, a
coleta deve ser feita em tubo seco livre de metal, enquanto que a dosagem devera
ser feita pela técnica de Espectrofotometria de Absorcdo Atémica, com Forno de
Grafite. Embora o teste com DFO tenha reduzido a necessidade de se realizar
bidpsia 6ssea, essa continua sendo o Unico método para o diagnostico de certeza da
intoxicagdo 0ssea pelo Aluminio. Assim, em caso de suspeita clinica de intoxicagao
por Aluminio associada a um teste com DFO negativo, a biopsia 6éssea deve ser
sempre realizada. A presenca de pelo menos 20% da superficie 0ssea trabecular
recoberta por Aluminio, detectada através da coloracdo por solocromo azurine, é
considerada diagnéstica da intoxicacdo Ossea por esse metal. (BARRETO;
ARAUJO, 2008)

1.2.3 A Doenca de Alzheimer

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma deméncia degenerativa caracterizada por
alteracoes tipicas, destrutivas de neurbnios (emaranhados neurofibrilares e placas
amiléides), e proliferacao de células gliais. (RIBIZZI et al, 2010, tradu¢do nossa)

O fator genético é considerado atualmente como preponderante na etiopatogenia da
DA entre diversos fatores relacionados. Além do componente genético, foram
apontados como agentes etioldégicos, a toxicidade a agentes infecciosos, ao
Aluminio, a radicais livres de oxigénio, a aminoacidos neurotoxicos e a ocorréncia de
danos em microttbulos e proteinas associadas. E interessante ainda salientar que
estes agentes podem ainda atuar por dano direto no material genético, levando a

uma mutagdo soméatica nos tecidos. (SMITH,1999)
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Uma possivel relagdo entre o Aluminio e a Doenca de Alzheimer tem sido motivo de
especulacdo por décadas. Niveis elevados de Aluminio em cérebros com Alzheimer
podem ser consequéncia, e ndo a causa da doenca. A reduzida eficacia da barreira
hematoencefalica na doenca de Alzheimer pode permitir a entrada de mais Aluminio
no cérebro. Além disso estudos recentes tem levantado a possibilidade de que os
métodos de coloracdo em estudos anteriores podem ter levado a contaminacao por
Aluminio. Ha conclus@es conflitantes em estudos examinando o papel do Aluminio
na DA ,entretanto, ha cada vez mais evidencias sugerindo uma ligacdo entre o
Aluminio no cérebro e outras doencas neurodegenerativas. (KLAASSEN, 2012)

Em 2008 foi publicada uma revisdo que demonstrou que 68% dos trabalhos
analisados apresentam o Al como um dos fatores de risco para a DA, comprovando
e descrevendo os mecanismos toxicologicos através dos quais o Al afeta o tecido
nervoso. Neste estudo foi destacado a necessidade de compreender a importancia
dos fatores ambientais, em especial a exposicdo ao Al, como determinantes no
processo saude-doenca da populacéo, realcando seu potencial para afetar, positiva
ou negativamente, 0s processos naturais de envelhecimento. (FERREIRA et al,
2008)

1.3 Diagndéstico na intoxicacédo por Aluminio

O diagnostico da intoxicacdo pelo Al € baseada na determinagcdo dos niveis séricos
basais e apés o teste de DFO. D’ Haese et al propuseram uma estratégia para
diagnostico da sobrecarga corporal de Al que consiste na avaliacdo da presenca de
sintomas clinicos , dosagem de ferritina e do paratorménio (PTH) associada a
determinacdo dos niveis séricos basais do metal e apds o teste de DFO. Os niveis
plasmaticos de Al representaram um guia para se avaliar o risco de sua toxicidade,
sendo especialmente util como um indice de exposi¢édo aguda. (D’ HAESE et al 1995
apud LIMA et al,2001. P 10).

Varias técnicas tém sido descritas para a determinacdo de Aluminio em amostras
biol6gicas mas, segundo os dados disponiveis na literatura, a Espectrofotometria de

Absorcdo Atémica por Forno de Grafite € o método mais apropriado.
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A atomizacdo por Forno de Grafite € mais eficaz que a técnica por chama, sendo
gue um dos motivos que justificam essa eficicia € que para a producédo de atomos
no estado fundamental praticamente toda amostra é aproveitada. Além disso, a
nuvem atdmica formada permanece mais tempo no caminho o6tico, ja que fica
confinada dentro do Tubo de Grafite, devidamente aquecido. Essa técnica atinge
niveis adequados de sensibilidade; os limites de deteccdo alcancados estao na faixa
de ng/L para a maioria dos elementos.

A utilizacdo de pequenos volumes de amostra, sem prejuizo da sensibilidade, e o
nivel de automacao obtido na técnica por Forno de Grafite sdo, também, exemplos
das vantagens que essa metodologia oferece. (JERONYMO; FUJIMURA,1998)

1.3.1 A contaminacdo na determinacéo de tracos de Aluminio

A determinacdo de Aluminio encontra uma peculiaridade que é a necessidade de
controle rigoroso de contaminacdo externa, ja que esse metal € um dos mais
abundantes na natureza e os niveis de sensibilidade exigidos sdo muito altos.
(JERONYMO; FUJIMURA,1998)

A onipresenca do Aluminio se deve principalmente a emissfes antropogénicas em
funcao do seu grande emprego a nivel industrial. Além de seu uso geral como metal,
0 oxido de Aluminio € componente de quase todos os tipos de vidros, e compostos
de Aluminio sdo utilizados como catalisadores na fabricacdo de plasticos. Isto
elimina qualquer possibilidade de encontrar recipientes livres de tracos de Aluminio,
a ndo ser que tenham sido especialmente preparados para isto. (BOHRER,1997)
Podem contribuir para a contaminacdo além dos reagentes e recipientes utilizados
na andlise, po, fumaca, particulas provenientes de paredes, chao, teto, roupas e de
materiais naturais como, por exemplo o pélen.

O problema da contaminacao ja existe a partir da coleta da amostra em funcdo do
tipo de recipiente para a armazenagem, limpeza do mesmo e da presenca de
particulas de poeira no ar. As amostras de sangue acrescentem-se ainda tracos de

Aluminio provenientes da pele do paciente, da utilizacdo de agulhas e seringas e,
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guando necessario, da utilizacdo de agentes anticoagulantes. (GARCIA; GIODA,;
NASCIMENTO, 1996)

A coleta de sangue, por exemplo, em tubo tipo Vacutainer padrao pode contaminar a
amostra em até 60 ng/ml de Aluminio. Isso se deve ao fato que as tampas de
borracha utilizadas nesses tubos tém uma quantidade muito grande de silicato de
Aluminio. (JERONYMO; FUJIMURA,1998)

As principais fontes de contaminacdo s&o recipientes, reagentes e particulas
provenientes do ar. Desta forma a determinacao de tracos de Aluminio comeca pela
escolha do material adequado e sua limpeza, utilizacdo de reagentes de qualidade
ou pré-purificados e a execucdo da analise em ambiente livre de particulas de
poeira.

Recipientes de vidro sdo contra-indicados devido a presenca do 6xido de Aluminio.
Recipientes plasticos devem ser submetidos a uma descontaminagdo por acao de
uma solucdo de lavagem. As mais empregadas sao solucdes de acido nitrico, acido
cloridrico e agentes complexantes como o Acido Etilenodiamino Tetra-acético
(EDTA) para retirar os tracos de Aluminio das paredes dos recipientes.

Um ambiente livre de particulas de poeira é obtido através da utilizacdo de filtros de
ar, instalados de forma a purificar o ar de uma sala ou de um ambiente menor como
uma capela.

Isto é conseguido através da utilizacdo de filtros HEPA (High Efficiency Particulate
Air filter) desenvolvidos nos Estados Unidos durante a Il Guerra Mundial para conter
particulas radioativas.

Adequados para laboratérios de analise de tracos sdo ambientes Classe 100, que
devem, teoricamente, ter uma atmosfera com no maximo 100 particulas de 0,5 pym
por 0,028m?>. De acordo com Howard e Statham os filtros HEPA tem uma eficiéncia
maior do que 99,97% na remocédo de particulas com diametro igual ou maior do que
0,3 um. (GARCIA; GIODA; NASCIMENTO, 1996)
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2 Objetivo

Desenvolver um Procedimento Operacional Padronizado para dosagem de Aluminio
sérico através de Espectrofotometria de Absorcao Atémica com Forno de Grafite no
Setor de Metais do Laboratorio de Pediatria do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (HCFMRP-USP).
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3 Materiais e Métodos

3.1 Instrumental

Para a dosagem do Aluminio foi utilizado um Espectrofotbmetro de Absorcéo
Atdmica (EAA) Zeeman Varian modelo 640Z, com Forno de Grafite, equipado com
amostrador automatico.
Foram realizados alguns experimentos para determinar as condi¢cdes instrumentais
do equipamento para analise de Al. Parametros como comprimento de onda,
programacao de temperatura do forno foram analisados. As condi¢cdes instrumentais
gue apresentaram melhores resultados foram utilizados para todas as analises aqui
descritas e estdo detalhadas abaixo.

Condicdes instrumentais do equipamento:

- Comprimento de onda: 309,3 e 396,2 nm

- Corrente da lampada de catodo oco de Al: 10 mA

- Aparelho: automix

- Resultados: concentracdo em pg/L e replicatas

- Sinal: Peak Height (altura do pico)

- EHT inicial: 291 Volts

- Volume da amostra: 20uL

- Volume total: 25uL

- Tipo gas normal: Argdnio
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Tabela 1 — Rampa de Aquecimento 1 do Forno de Grafite com dez passos

Etapa Temperatura Tempo Fluxo de gés Gas Leitura
(°C) (s) (L/min)
1 85 5,0 3,0 Argobnio N&o
2 95 40,0 3,0 Argobnio Nao
3 120 10,0 3,0 Argobnio Nao
4 1100 10,0 3,0 Argobnio Nao
5 1100 10,0 3,0 Argobnio Nao
6 1100 5,0 3,0 Argobnio Nao
7 1300 2,0 0,0 - N&o
8 2700 0,7 0,0 - Sim
9 2700 1,0 0,0 - Sim
10 2800 1,0 3,0 Argobnio Nao

Tabela 2 — Rampa de Aquecimento 2 do Forno de Grafite com nove passos

Etapa Temperatura Tempo Fluxo de Gas Leitura
(°C) (s) gas
(L/min)
1 85 5,0 3,0 Argbnio N&ao
2 95 35,0 3,0 Argbnio Nao
3 120 10,0 3,0 Argonio N&o
4 1100 20,0 3,0 Argbnio Nao
5 1100 10,0 3,0 Argbnio Nao
6 1100 2,0 0,0 - Nao
7 2500 0,7 0,0 - Sim
8 2500 1,0 0,0 - Sim
9 2500 1,0 3,0 Argonio N&ao
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3.2 Materiais, equipamentos e reagentes

Os reagentes, gases e materiais de referéncia certificados foram utilizados dentro
dos respectivos prazos de validade e estdo especificados abaixo:

- Acido Nitrico 65% PA ISSO Emsure® Merck KGaA

- Acido Nitrico 65% Suprapur Merck KGaA

- Agua Ultra pura, Millipore,18,2 Q/cm

- Antifoam B Emulsion, Sigma® Aldrich Chemie GmbH P.O 1120 A- 5757

- Balanca analitica , Mettler Toledo, AB204

- Baléo volumétrico de 100 mL e 50 mL, Pyrex

- Becker de 80mL, Pyrex

- Centrifuga, CT -500, Cientec

- Dicromato de potassio ( K2Cr207) , Merck

- Erlenmeyer de 125 mL, Pyrex

- Fosfato dihidrogeno de amonia (NH4sH,PO4), Sigma® Aldrich

- Gas Argbnio UP White Martins

- Material de referéncia certificado — BCR- 637 EUROPEAN COMMISSION —
JOINT RESEARCH CENTRE — INSTITUTE FOR REFERENCE MATERIAIS
AND MEASUREMENTS. Concentracao certificada em 12,5 pg/L desvio 3,0.

- Microcentrifuga MSE, Sanyo

- Microtubos de 2,0mL PP Sarsctect e 1,5 mL clear Axygen

- Pipetas de 1 + 10mL, Discovery Comfort Autoclavable HT, 20-200 uL, Thermo
Scientific e 100- 1000 pL, Thermo Scientific

- Ponteiras de 10mL Gilson, 1000uL Axygen Scientific e de 200uL Axygen
Scientific

- Triton X-100 Acros Organics

- Tubo BD Vacutainer® Trace Element Serum 6,0 mL
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3.3 Amostras

Utilizou-se como testes dois grupos distintos:

Grupo N — composto por 21 amostras de soros de pessoas saudaveis doadores
voluntarios do proprio laboratério considerados grupo controle.

Grupo P — composto por 16 amostras de soros de pacientes da Unidade de
Terapia Renal (UTR) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, com graus variados de insuficiéncia renal, desse foi utilizado uma
fracho das amostras que sdo anualmente enviados a um laboratorio de
referéncia.

As amostras foram coletadas em tubo livre de elementos tragos (tampa azul
marinho), depois de retraido o coagulo os tubos foram centrifugados por 10
minutos a 2.500 rotagdes por minuto (rpm) e o soro transferido para tubos de
polietileno em uma “sala limpa” equipada com filtro HEPA. O tempo entre a coleta
e a separacao do soro nao excedeu duas horas, para evitar hemolise.
Posteriormente as amostras foram armazenadas a uma temperatura de -20°C até

0 momento da analise.

3.4 Controle da Contaminacéao

Para minimizar a contaminacdo durante a analise, as seguintes medidas foram
tomadas:

- A agua utilizada em todos os procedimentos foi obtida a partir de um sistema de
purificacdo Mili-Q da Milipore, o parametro utilizado para avaliar a qualidade da
agua foi a resistividade fixada em 18 MQ/cm.

- Todo o material utilizado ja lavado no Setor de Lavagem do HCFMRP-USP foi
descontaminado novamente em uma solu¢do de acido nitrico (HNO3) — PA
Merck a 30% por um periodo minimo de 12 horas (overnight) e enxaguado
abundantemente com agua ultra pura sem contato com papel. Todo material

lavado, foi utilizado no mesmo dia da leitura.
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- Todas as etapas da andlise foram executadas em ambiente clean, equipada
com filtro HEPA (High Efficiency Particulate Air Filter) e classificada pela ISO 7
como classe 10.000 particulas.

- Durante as andlises no EAA, o amostrador automatico era lavado dez vezes
com agua acidificada com HNO3 a 0,3% no intervalo de cada leitura.

- Entre as leituras das amostras, foi lido um “blank”, que era a agua ultra pura,
mais o modificador de matriz naquelas curvas que precisava do mesmo, para

garantir que as amostras e os padrbes nao estavam contaminados.

3.5 Curva de Calibragao

A partir de uma solugcdo concentrada de Aluminio de 1000mg/L TraceCERT
Fluka foi preparada uma solugcédo intermediaria contendo 0,1% de solucéo
estoque de Aluminio e 1,0 % de Acido Nitrico (HNOs) suprapur . Um padréo de
uso 20ug/l foi preparado a partir da solucéo intermediaria, esse foi nomeado de
Padrédo 1. O equipamento faz a diluicdo dos outros padrdes preconizados. Para o

blank foi utilizado agua ultra pura.

Saimiple D Coric pg/L %RSD SD Mean Abs
CAL ZERC 0.00 C. 0.000 0.0482
STANDARD 1 5.00 0.0 0.000 0.1393
STANDARD 2 10.00 0.0 0.000 0.2775
STANDARD 3 15.00 0.0 0.000 0.3900
STANDARD 4 20.00 0.0 0.000 0.4653
Abs _ Mow Rational - Cal. Set §
0.47
0.40 |
0.30 |
0.20 |
=
0.00 |
I T | | U o |
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00
Al ug/L

Figura 1 - Curva de calibrag&o obtida no EAA 640Z.
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3.6 Modificador de Matriz

Duas solugbes foram utilizadas como Modificador de Matriz nos experimentos. A
primeira, denominada Modificador de Matriz nimero 1, € uma solucdo de Fosfato
Dihidrogeno de Amdnia a 1% e a segunda denominada Modificador de Matriz
namero 2, € uma solucéo de Dicromato de Potassio a 0,1%.

3.7 Preparo prévio das amostras

Foram testadas 5 técnicas de preparo prévio de amostras visando a
desproteinizacéo do soro e a diminuicédo das interferéncias na analise.

As solucbes utilizadas para a diluicdo do soro foram denominadas “Solucéo
Diluidora de Aluminio no Soro” (SDAS). Abaixo estdo descritas as formulacfes
das solucdes e as técnicas de preparo de amostra utilizadas.

SDAS 1 — Triton X-100 a 0,1% e HNO3 a 0,07%. As amostras foram diluidas com
essa solucéo nas proporgdes 1:2, 200ul de soro mais 200 ul do SDAS.

SDAS 2 — Triton X-100 a 0,05%, antifoam a 0,05% e HNO3; a 5%. As amostras
foram diluidas com essa solucéo nas proporcdes 1:2, homogeneizadas em vortex
por 10 segundos e centrifugadas a 13000 rpm por 10 minutos.

SDAS 3 — Triton X-100 a 0,1%, antifoam 0,1% e HNO3 a 0,5%. As amostras
foram diluidas com essa solucao nas proporcgoes 1:2.

SDAS 4 — HNO3 a 0,5%. As amostras foram diluidas com essa solu¢do nas
proporcdes 1:2, homogeneizadas em vortex por 10 segundos e centrifugadas a
13000 rpm por 10 minutos.

SDAS 5 — HNO3 a 6%, Triton X-100 a 0,1% e antifoam a 0,1%. As amostras
foram diluidas com essa solu¢cdo nas propor¢des 1:2, homogeneizadas em

agitador por 10 segundos e centrifugadas a 13000 rpm por 10 minutos.
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4 Resultados e Discussdes

O EAA com Forno de Grafite € eficaz para a dosagem de Al no soro pois
consegue atingir niveis adequados de sensibilidade. Essa técnica vem sendo
empregada mundialmente com éxito, mas no Brasil ainda né&o foi utilizada em
todo o seu potencial. Essa pouca utilizacdo talvez possa ser explicada pelas
dificuldades operacionais, falta de treinamento técnico e, por fim, pelo custo
analitico, relativamente elevado. (JERONYMO; FUJIMURA, 1998)

A descontaminacao de todo o material utilizado com HNO3 30%, e 0 enxague
abundantemente com agua ultra pura foi de extrema importédncia para a
minimizacdo da contaminagdo externa. Observamos altos niveis de
contaminacao quando o material ndo era previamente descontaminado.

A lavagem do autoamostrador evita a contaminagéo entre as amostras.

O EAA com Forno de Grafite tem como objetivo fundamental gerar uma
populacdo significativa de atomos no estado fundamental, de tal forma que a
absorcao atdbmica possa ser medida. O processo de obtencdo dos atomos ocorre
em trés estagios, estagio de secagem onde o solvente € removido da amostra,
estagio de carbonizacao, onde sédo removidas as moléculas orgéanicas pesadas e
0 material inorganico e estagio de atomizacdo, no qual os atomos no estado
fundamental sdo gerados em uma zona de pequeno volume e coincidem com o
caminho Optico do feixe de luz da fonte de radiagcdo. Acima consideramos o
processo como dividido em uma sequéncia de trés estagios: secagem,
carbonizacdo e atomizacdo, mas praticamente sdo empregados programas
sequenciais divididos em pequenos multi-estagios (usualmente de 8 a 20). Cada
estagio é isoladamente programado em duracao, velocidade de aquecimento e
temperatura final. O sinal analitico produzido no estagio de atomizacdo é na
forma de pico, muito bem definido. A area ou a altura deste pico podera ser
relacionado com a quantidade do elemento de interesse presente na amostra. Os
resultados e os valores de concentracdo sdo obtidos com a comparacdo das
absorbancias das amostras com os respectivos padrées. (GONCALVES,1988)
Para definir a Rampa de Aquecimento ideal, foram construidas curvas de
calibracdo, com dois modelos diferentes de rampa de aquecimento: a rampa de

aguecimento namero 1, com 55,0 segundos de secagem, 27,0 de pirdlise e 1,7
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de atomizacdo e a rampa de aquecimento numero 2, com 50,0 segundos de
secagem, 32,0 de pirdlise e 2,7 de atomiza¢cdo. Ambas tinham como parametros
comprimento de onda 396,2, tubo plateau e n&o foi utilizado Modificador de

Matriz. Estas podem ser visualizadas nas figuras 2 e 3.

Method: Ai (Zeeman)

Sample ID Conc ug/l Mean Abs
CAL ZERO 0.00 0.0396
STANDARD 1 5.00 0.1410
STANDARD 2 10.00 0.2676
STANDARD 3 15.00 0.3641
STANDARD 4 20.00 0.4574
Abs i New Rational - Cal. Sei 1
0.30 I
0.20} }
!
0.00 i
[N 1 1 T PN
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00
Al pg/L

Figura 2 — Representacdo grafica da Curva de Calibracdo numero 1,
elaborada com a Rampa de Aquecimento 1, comprimento de onda 396,2 e

sem a presenca de Modificador de Matriz.

Method: 2! (Furnace)

Sample ID Tone uglt Mean Abs

CAL ZERC 0.00 5.0018

STANDARD 1 5.00 0.0378

STANDARD 2 10.00 0.0787

STANDARD 2 i5.00 0.1142

STANDARD 4 26.00 0.1549
Abs New Rational - Cal. Se¢

0.1 Srg

0.10_!

0.05
3.00

8 T
G.00 5.00 10.00 15.00 20.00

Figura 3 — Representacdo Grafica da Curva de Calibracdo numero 2,
elaborada com a Rampa de Aquecimento 2, comprimento de onda 396,2 e

sem a presenca de Modificador de Matriz.

Nas figuras 4 e 5 estdo representadas as leituras efetuadas pelo equipamento
durante a construcdo da Curva de Calibracdo. Na figura 5 pode ser observada a
falta de estabilidade do sinal analitico obtido na Rampa de Aquecimento numero
2. Por ser mais estavel, optou-se pela utilizagdo da Rampa de Aguecimento

namero 1 em todas as andlises seguintes.
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Method: Al (Zeeman)

Sample ID Cone pgit Mean Abs
CAL ZERO 0.00 0.03%6
STANDARD 1 5.00 0.1410
Abs CAL ZERO Abs STANDARD 1
0.044] 0.20
i
skl 0.15
0.020] 0401
0.010'} 3
e 0.00 )
0.0007] - ~
i T —r T e—
800 810 820 830 840 847
Time
STANDARD 2 10.00 0.2676
STANDARD 3 15.00 0.3641
Abs STANDARD 2 Abs STANDARD 3
0.34] C.443
Bl 0.30]
0.20
0.20
0107 5
0004 LAY e 0.00 |
- =
1 ] 1] | 1 ) 1 ] 1 i 1
800 810 820 83.0 84.0 847 800 810 82.0 830 840 847
Time Time
STANDARD 4 20.00 0.4574
Abs STANDARD 4 Abs Mew Rationai - Cai. Set 1
055 0.46 ]
0.407]
0307
0207 \ 0.20
000]. Sl SR i COMRSEL 0.00 ]
) b ] | ! PR |
800 810 820 830 840 847 000 500 1000 1500 2000
Time Al ug/L

Figura 4 — Representacfes Graficas da leitura do blank, Padréo de 5,0ug/L,
Padréo de 10,0 pg/L, Padrdo de 15,0 pg/L e Padrdo de 20,0 pug/L na Rampa

de Aquecimento namero 1.
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Sampie ID Conc ug/L Mean Abs
CAL ZERO 0.00 0.0019
STANDARD 1 5.00 0.0378
Abs ’ CAL ZERO Abs STANDARD 1
006 0.0437]
0.005 0.030
0.020 |
0.000 ——W‘/MW 0.0107]
-0.004, 0.000
| 7= | 1§ T 1) T ) | T T 138 R |
80.0 81.0 820 83.0 84.0 84.7 80.0 81.0 82.0 83.0 84.0 84.7
Time Time
STANDARD 2 10.00 0.0787
STANDARD 3 15.00 0.1142
Abs (A d U I STANDARD 2 Abe STANDARD 3
0.089]] 0.127
s 0.100
0.040 | |
L 0.050
0.000 0.000
3 : i
I} ]
80.0 81.0 82.0 83.0 84.0 847 200  81.0 82.0 83.0 84.0 84.7
Time Time
STANDARD 4 20.00 0.154¢
Abs = ______STANDARD4 o Abs New Ratlonal - Cal. Set 1
017 0.1 S S T T Shyawes
N |
|
/ 1
0.10 0.10 o
//
0.00 £ -
] - < . Q.00
800 81.0 82.0 83.0 840 847 0.00 5.00 10.00 1500  20.00
Time Alug/L
b 0.30 0.0023
p20 OVER 0.1584
Abs ) bl Abs
0.008] e e o T, Toe [ —e20 = ]
Sone 0.15 {
/ 0.107} ]
°'°°°H*MW\ 0.05 \
-0.004 | 0.00
I T x i T 1 r
80.0 81.0 82.0 83.0 84.0 84.7 80.0 810 82.0 83.0 84.0 84.7
Time Time

Figura 5 — Representacfes Graficas da leitura do blank, Padréo de 5,0ug/L,
Padréo de 10,0 pg/L, Padrdo de 15,0 pg/L e Padrdo de 20,0 pug/L na Rampa

de Aquecimento namero 2.

Outros testes foram realizados para definir as condicfes ideais do equipamento e

o preparo adequado das amostras. As andlises realizadas e as conclusfes

obtidas serdo relatadas a seguir.

Uma Curva de Calibracdo numero 3 foi construida a partir da Solu¢do Padréao

20ug/L, elaborada com comprimento de onda 309,3, tubo plateau, sem o uso de

Modificador de Matriz e as amostras de soro diluidas com SDAS 1 e SDAS 2,

esse procedimento se mostrou ineficaz. Com essa metodologia observou-se

grande quantidade de interferéncias na dosagem das amostras. Em relacdo ao

SDAS 1,

observou-se uma dificuldade para pipetagem do amostrador
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automatico, durante o dispensar da amostra pois ocorria a formac¢do de espuma
gue impedia que o volume total fosse desprezado no interior do Tubo de Grafite
corretamente e nao se obteve reprodutibilidade.

Nas figuras abaixo estdo representadas a Curva de Calibragcdo niumero 3 e as
dosagens de uma amostra de soro nesta mesma. As interferéncias podem ser
observadas na linha de cor mais clara.

Mathod: Al l7anm=n)

...... Leeman

Sample ID Conc g/l Mean Abs
CAL ZERO 0.00 0.0096
STANDARD 1 5.00 0.1124
STANDARD 2 10.00 0.2309
STANDARD 3 ' 15.00 0.3481
STANDARD 4 20.00 0.4719
Abs New Rational - Cal. Set 4
0.47
0.40 |
0.30]
020}
0.00 |
I i I 1 i
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00
Al ug/L.

Figura 6 — Representacao Grafica da Curva de Calibragdo namero 3,
elaborada com comprimento de onda 309,3 e sem a presenca de Modificador

de Matriz.

Abs

0.18] / 5

010} {

0.00

-0.09

| | |
800 810 80 830 840 847
Time

Figura 7 - Representacdo Grafica da dosagem de uma amostra de soro
analisada na Curva de Calibragdo nimero 3 e diluida com SDAS 1, onde se
pode observar muitos interferentes.
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Abs

0.59 ]
0.40 |
0.20']
0.00 |
= T T T 1
800 810 82.0 83.0 84.0 84.7
Time

Figura 8 - Representacdo Grafica da dosagem de uma amostra de soro
analisada na Curva de Calibracdo nimero 3 e diluida com SDAS 2, onde se
pode observar muitos interferentes.

A Curva de Calibracdo numero 4, foi construida a partir da Solucdo Padrdo
20pg/L, com comprimento de onda 309,3, tubo plateau, sem o uso de
Modificador de Matriz e as amostras diluidas com SDAS 3. Apresentou grande
guantidade de interferéncias na dosagem das amostras de soro e muitos erros
intra-ensaios. Em relacdo ao SDAS 3, ndo houve desproteinizacao.

Nas figuras abaixo estdo representadas a Curva de Calibragdo numero 4 e as
representacdes das dosagens de uma amostra de soro analisada duas vezes
onde pode ser observada a falta de reprodutibilidade do método e a grande

guantidade de interferentes.

Method: Al (Zeeman)

Mean Abs

! Conc pg/L
i:mLlee'f" 0.00 0.0432
{= 2 )
STANDARD 1 5.00 0.1393
TANDARD 2 10.00 0.2775
: 0.3800
15.00 .39
STANDARD 3 o -

STANDARD 4 N
Abs New Rationai - Cal. Set 5
0.47

0.40

o o ' =
0.00 5.00 10.00 15.00 A
Al ug/l

Figura 9 — Representacéo Grafica da Curva de Calibracdo namero 4,

elaborada com comprimento de onda 309,3 e sem a presenca de Modificador
de Matriz.
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Abs

Abs 1.66] /——/A
u. IO_J , J

O Y
0105”,,,// 1 ‘

0.50

0.06 R 0.00] |

i T T

%O 81.0 82‘,0 814.0 8440 84.7I 800 810 82.0 83.0 84.0 847
Time Time

Figura 10 - Representacédo Grafica das dosagens de uma amostra de soro
analisada na Curva de Calibracdo namero 4 e diluida com SDAS 3.

A modificacdo quimica é uma pratica comum em determinacdes por
Electrothermal atomic absorption spectrometry (ET AAS) cuja funcdo é aumentar
a estabilidade térmica do analito e/ou a eficiéncia da etapa de pirolise por
aumento na volatilizacdo da matriz, eliminando, assim, interferéncias provocadas
pela matriz ou concomitantes presentes na amostra. (FROES,2006)

Os Modificadores de Matriz foram inseridos nas metodologias descritas abaixo na
tentativa de estabilizar a analise das amostras de soro e diminuir as
interferéncias, pois o0s resultados obtidos nas condicbes acima nao foram
satisfatorios. Exemplificamos com as Curvas de Calibracdo obtidas com os
Modificadores Fosfato Dihidrogeno de Amdnia a 1% e Dicromato de Potassio a

0,1% e a representacdo da dosagem de uma amostra de soro em ambas.

Method: Al {Zeeman)

Sample ID Conc ug/L %RSD SD Mean Abs
CAL ZERO 0.00 0.0 0.000 0.0443
STANDARD 1 5.00 0.0 0.000 0.0797
STANDARD 2 10.00 0.0 0.000 0.1668
STANDARD 3 15.00 0.0 0.000 0.2874
STANDARD 4 20.00 0.0 0.000 0.3450
Abs New Rationai - Cai. Set 1
0.34
030
0.20
0.10
0.00
f T T T el
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00

Al g/l
Al pg/l

Figura 11 — Representacdo Grafica da Curva de Calibragdo numero 5,
elaborada com comprimento de onda 309,3 e com Modificador de Matriz

namero 1 (Fosfato de Aménia a 1%).
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Figura 12 - Representacdo Grafica da dosagem de uma amostra de soro
analisada na Curva de Calibracdo namero 5 e diluida com SDAS 4.

Niethod: Al {Zeeman)

Sample ID Conc ua/L Mean Abs
CAL ZERO 0.00 0.0486
STANDARD 1 5.00 0.0801
STANDARD 2 10.00 0.1838
STANDARD 3 15.00 0.2689
STANDARD 4 20.00 0.3581
Abs Mew Raticnal - Cal. Set 2
oS

0.36 |

0.30

0.20 |

0.10 ‘

- T T lI

0.00 5,IOO 10.00 15.00 20.00

Al uglL

Figura 13 — Representacdo Grafica da Curva de Calibragdo numero 6,

elaborada com comprimento de onda 309,3 e com Modificador de Matriz
namero 2 (Dicromato de Potassio a 0,1%).

Abs =
2.00 |

150

1.00 | /”_//

050 |

0.007]

Figura 14 - Representacdo Grafica da dosagem de uma amostra de soro
analisada na Curva de Calibracdo numero 6 e diluida com SDAS 4.
Amostras de soros de pessoas saudaveis e de pacientes com insuficiéncia renal
crbnica foram analisadas nas condi¢cdes descritas acima. As concentracdes das
analises de soros de pessoas saudaveis estdo representadas na Tabela 3. Na Tabela
4 ha uma comparacdo das andlises das amostras de soro de pacientes com IRC

realizadas nessa metodologia com os resultados obtidos no laboratério de referéncia,

para onde o Hospital das Clinicas encaminha suas dosagens.



Tabela 3 — Resultados das andlises de amostras de soro de pessoas saudaveis.

Amostra Concentracao de Al em pg/L
N1 5,6
N2 59
N3 5,5
N4 53
N5 6,8
N6 4,4
N7 8,1
N8 2,1
N9 8,1
N10 1,2
N11 2,5

Tabela 4 — Resultados das analises de amostras de soro de pacientes com IRC no
Laboratorio do HC-FMRP e no Laboratorio de referéncia.

[ 1de Al no HC-FMRP [ ]de Al no Lab de
Amostra ug/L Referéncia ug/L
P1 15,1 19,0
P2 4,1 12,0
P3 4,2 16,0
P4 1,6 11,0
P5 6,3 13,0
P6 11,4 21,0
pP7 1,7 6,0
P8 2,7 10,0
P9 10,6 11,0
P10 5,1 12,0

P11 2,5 8,0
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Testes foram realizados utilizando o tubo partition nos comprimentos de onda

309,3 e 396,2, mas com este ndo foi possivel obter uma Curva de Calibragéo.

O comprimento de onda 396,2 e o tubo plateau foram os parametros que
apresentaram melhores resultados, foram construidas 3 Curvas de Calibragdes
em dias diferentes para avaliar a correlagdo linear, a Curva de Calibracdo
namero 7 tem coeficiente de correlacdo linear r=0,9996 , a Curva de Calibracéo
namero 8 r= 0,9977 e a Curva de calibracdo namero 9 r= 0,9999 .Estas estédo

representadas nas figuras abaixo.

Methods Al

Method: Al (Zeeman)

Sample ID Conc pg/L Mean Abs
CAL ZERO 0.00 0.0133
STANDARD 1 5.00 0.0744
STANDARD 2 10.00 0.1633
STANDARD 3 15.00 0.2550
STANDARD 4 20.00 0.3360
Abs = New Rationai - Cai. Set 1

0.34

0.20

0.10

0.00

r().OO 5.60 10.100 15?00 2(100l
Al pg/L

Figura 15 — Representacao Grafica da Curva de Calibragdo namero 7,
elaborada com comprimento de onda 396,2 e sem Modificador de Matriz.

fiethod: Al (Zeeman)

Sample ID Conc g/l Mean Abs
CAL ZERO 0.00 0.0197
STANDARD 1 5.00 0.0789
STANDARD 2 10.00 0.1711
STANDARD 3 15.00 0.2485
STANDARD 4 20.00 0.3162
Abs New Rational - Cal. Set 1
0.3
0.20
0.10
0.00
f T T T 1
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00
Al po/L

Figura 16 — Representacdo Grafica da Curva de Calibragdo numero 8,
elaborada com comprimento de onda 396,2 e sem Modificador de Matriz.
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Method: Al (Zeeman)

Sample iD Conc pg/L Mean Abs
CAL ZERC 0.00 0.0043
STANDARD 1 5.00 0.0838
STANDARD 2 10.00 0.1845
STANDARD 3 15.00 0.2797
STANDARD 4 20.00 0.3794
Abs New Rational - Cal. Set3
0.38
0.30
0.20 |
0.10
0.00
f T T T 1
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00
Al ug/L

Figura 17 — Representagao Grafica da Curva de Calibragdo numero 9, elaborada
com comprimento de onda 396,2 e sem Modificador de Matriz.

Observada a linearidade da metodologia, optou-se pela utilizacdo da Curva de

Calibracdo namero 9. Nessa foi analisada uma amostra de soro preparada com

SDAS 5. O SDAS 5 foi considerado a solucao ideal para o preparo das amostras, ele

diminuiu as interferéncias e estabilizou a amostra. Foi possivel identificar menor

porcentagem de erros intraensaio nesse método. Abaixo € possivel observar a

reprodutibilidade nas dosagens de uma amostra de soro analisadas nessas

condicodes.

O

Abs
0.5ﬂ

0.20 |

.| BRTRSR BRI

|
0.40'] l
|

I 1 I ]
800 810 82.0 83.0 840 847 800 810 820 83.0 840 847

Figura 18 - Representacdo Gréafica das dosagens de uma amostra de soro
analisada na Curva de Calibracdo numero 9 e diluida com SDAS 5, sem
modificador de matriz.

Modificador Fosfato Dihidrogeno de Amobnia 1% foi adicionado a esse

procedimento para auxiliar na estabilizacdo da amostra. Constatamos que ele é

estavel pelo periodo de 60 dias a -20°C e deve ser aliquotado em volumes de 1 ml

para ser descongelado de Unica vez.
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Foram construidas 3 Curvas de Calibragbes em dias diferentes para avaliar a
linearidade do procedimento. O coeficiente de correlagdo das curvas construidas
séo respectivamente: r=0,9977; r= 0,9996 e r= 0,9994.

Method: Al {Zeeman)

Sample ID Conc ug/L Mean Abs
CAL ZERO 0.00 0.0588
STANDARD 1 5.00 0.1490
STANDARD 2 10.00 0.2929
STANDARD 3 15.00 0.4249
STANDARD 4 20.00 0.5471
Abs New Rationai - Cai. Set 4
0.55 /'
040 |
0.20
.00
I I 1
0.00 5.00 10.00 15’00 20%I
Alug/L

]

Figura 19 — Representacdo Grafica da Curva de Calibragdo numero 10,
elaborada com comprimento de onda 396,2 e com Modificador de Matriz
(Fosfato Dihidrogeno de Amonia a 1%)

Method: Al (Zeeman)

Sample ID Cone ug/L Mean Abs
CAL ZERO 0.00 0.0770
STANDARD 1 5.00 0.0976
STANDARD 2 10.00 0.2095
STANDARD 3 15.00 0.3217
STANDARD 4 20.00 0.4215
Abs New Rationai - Cai. Set 7
0.49|
-l
0.40
0.30 |
0.20]
0.00 |
| I I I
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00
Alug/L

Figura 20 — Representacdo Gréfica da Curva de Calibracdo numero 11,
elaborada com comprimento de onda 396,2 e com Modificador de Matriz.
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Method: Al (Zeeman)

Sample ID Cone ug/L Mean Abs
CAL ZERO 0.00 0.0360
STANDARD 1 5.00 0.0966
STANDARD 2 10.00 0.2021
STANDARD 3 15.00 0.3177
STANDARD 4 20.00 0.4138
Abs New Rational - Cal. Set 3
0.417
030
0.20]
0.00
Ak T T T 1
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00
Al ug/L

Figura 21 — Representacao Grafica da Curva de Calibragdo numero 12,
elaborada com comprimento de onda 396,2 e com Modificador de Matriz.

Para avaliar a exatidao, as curvas de calibracdo foram construidas com “r’ médio
igual a 0,9989(linearidade), com erros intra ensaios de DP= 1,28 e CV= 16,88%, e
utilizou-se uma amostra de soro humano da Community Bureau of Reference
adiquirida da Comisséao Europeia, com concentracéo certificada de Aluminio igual a
12,5 ug/L e incerteza de 3,0ug/L, aceito CV= 12%, obtendo-se resultado médio de
12,36 pg/L. Sua primeira analise apresentou replicatas com uma absorbancia média
de 0,2684 e uma concentracdo de 13,07 pg/L, na segunda analise a absorbancia foi
de 0,2380 e a concentracdo de 11,65 pg/L. Feita uma média das concentracdes 0
valor obtido para a amostra certificada no procedimento operacional desenvolvido foi
de 12,36 pg/L.

Apés a constatacdo da exatiddo da metodologia foram analisadas amostras de
pessoas saudaveis e de pacientes com graus variados de Insuficiéncia Renal
Crénica (IRC). As concentracdes e as absorbancias obtidas estdo especificadas nas

tabelas niumero 4 e 5.



Tabela 5 — Resultados das andlises de amostras de pessoas saudaveis

Amostras soros normais

Concentracao (ug/L)

N12
N13
N14
N15
N16
N17
N18
N19
N20
N21

3,35
4,04
4,89
8,90
5,20
8,93

10,45

6,32
8,17
8,98

Tabela 6 — Resultados das analises de amostras de pacientes com IRC
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Pacientes com IRC

Concentracédo de Al em
ug/L no HC-FMRP

Concentracéao de Al em

pg/L no Laboratério de

referéncia
P12 17,4 16,0
P13 11,0 7,0
P14 20,6 21,0
P15 17,1 18,0
P16 21,1 19,0
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Para avaliar o erro intra-ensaio do método foi analisado um “pool” de soros normais,
de pessoas saudaveis, efetuada sete leituras em replicatas dessa amostra e
calculado o Desvio Padrao (DP) igual 1,28 e o Coeficiente de Variagcdo (CV) igual
16,88%.

As leituras das amostras estao na tabela abaixo.

Tabela 7 — Concentracdes das replicatas das amostras de pool de soro normal

Amostra Soro (L) Concentracao em pg/L
L1 8,98
L2 6,66
L3 9,44
L4 8,27
LS 6,58
L6 6,84

L7 6,32
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5 Concluséo

Assim como visto na literatura o equipamento Espectrofotbmetro de Absorcéo
Atdbmica com Forno de Grafite 640Z - VARIAN mostrou-se adequado para a
guantificacdo de Aluminio no soro. Os experimentos realizados nesse trabalho
permitem concluir que o método apropriado para dosagem do Al no soro é com
rampa de aquecimento de 55,0 segundos de secagem, 27,0s de pirdlise e 1,7s de
atomizacao. O tubo do forno de grafite ideal foi o plateau e o modificador de matriz,
o Fosfato Dihidrogeno de Aménia a 1%. . A metodologia apresenta curvas de
calibragdo construidas com “r’ médio igual 0,9989 (linearidade), a solucéo utilizada
para diluir as amostras foi HNO3 a 6%, Triton X-100 a 0,1% e Antifoam a 0,1%, na
proporcao de 1:2 (200ul de soro mais 200ul SDAS 5), homogeneizadas em agitador
e centrifugadas a 13.000 rpm, por 10,0 minutos. A solucdo diluidora para
desproteinizacdo, e a centrifugacdo adequada das amostras, foram de extrema
importéancia para minimizar os interferentes do método.

O risco de contaminacdo € um grande obstaculo a ser enfrentado em todas as
etapas da andlise, por isso todo o material utilizado, deve ser relavado em uma
solucdo de HNO3 a 30%, overnight, e enxaguado abundantemente com agua ultra
pura, sem contato com papel.

A validacao (CV 16,9%) com soros normais e referenciados por outro laboratério e
exatiddo (CV 12,0%) com o material de referéncia adquirido da Comissao Européia,
composto por soro humano da Community Bureau of Reference, teve coeficientes
de variacdo aceitaveis para Espectrofotometria de Absor¢do Atdmica com Forno de
Grafite ficando entre 10,0 e 20,0 %.

O método proposto foi considerado eficaz para a monitorizacdo biolégica do

Aluminio.
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