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RESUMO

Manganés & o décimo segundo elemento mais abundante na crosta terrestre. Trata-
se de um micronutriente essencial ao organismo, que quando em excesso, torna-se
prejudicial a saude. Altas concentragdes deste podem ocasionar neurotoxicidade
resultando em sintomas como distonia, tremores, irritabilidade entre outros. No Brasil
ainda néo foi definido o nivel sérico de manganés de referéncia nacional, fazendo com
que sejam utilizadas referéncias internacionais. As referéncias internacionais podem
ser incompativeis com o nivel sérico de manganés de populagbes especificas no
Brasil possibilitando uma interpretacdo errbnea dos dados coletados. Essa
possibilidade torna-se foco de atencao, uma vez que, cada vez mais, se faz necessario
a determinacao dos niveis considerados normais para a populagao brasileira devido
a um aumento consideravel de uso de manganés por trabalhadores de diversas areas,
além da abundancia natural desse metal. Por isso, viu-se a necessidade de se
desenvolver um método de determinagdo de manganés em sangue total. Através do
planejamento experimental foram determinadas faixas de temperaturas 6timas de
pirdlise e atomizacéo e avaliadas tempo de pirdlise e concentragdo de modificador a
ser utilizado no método de forma que o método se tornasse mais robusto e preciso.
A otimizagdo multivariada foi desenhada com o objetivo de se obter maior precisédo
estatistica possivel na resposta analitica e o melhor rendimento do equipamento
assegurando os melhores resultados com desempenho superior. A validagdo do
método foi realizada avaliando-se os parametros de seletividade, efeito residual, efeito
matriz, curva de calibragao, precisao e exatiddo. O método foi considerado seletivo,
pois os resultados de p-valor obtidos pela comparagao entre cada curva construida
com a matriz substituta e a curva construida pela solugado padrao foram maiores ou
iguais a 0,05 indicando que as retas possuiam a mesma origem e a mesma inclinagao
sendo, portanto, paralelas. Na avaliagao dos efeitos matriz e residual, em ambos os
parametros, os resultados foram satisfatorios, demonstrando que ndo ha
interferéncias de reagentes ou da matriz na determinagdo do metal no sangue e que
a autolimpeza do método realizada pelo equipamento utilizado foi suficiente em evitar
residuos em uma proxima analise de amostra. Na linearidade, além da analise do

valor do desvio padrao relativo obtido, foram realizados testes para verificagdo da



homoscedasticidade dos dados gerados pela curva (teste de Cochran), teste para
avaliar a distribuicdo de normalidade dos residuos (Shapiro Wilk) e um teste para
avaliagdo da existéncia de qualquer relacdo de dependéncia entre os residuos
(Durbin-Watson). Todos os resultados obtidos nos testes usados para avalicdo da
linearidade foram considerados satisfatorios sugerindo que o método é linear para
concentragdes superiores a 0,5 ugL™!, sendo adequado para a analise de manganés
em sangue total em humanos. O método também demonstrou ser preciso (preciséo
intra-dia e inter-dia) e exato de acordo com os resultados estatisticos encontrados.
Por fim, foram analisadas algumas amostras de sangue total de voluntarios do proprio
laboratério de andlises toxicoldgicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas com o objetivo de testar a acuracidade e
empregabilidade do método desenvolvido e validado.

Palavras-chave:

Manganés, espectrometria por absor¢do atdmica acoplado ao forno de

grafite, validacdo de método, sangue total.



ABSTRACT

Manganese is the twelfth most abundant element in the earth's crust. It is an essential
micronutrient for the body, which when in excess, becomes harmful to health. High
concentrations of this can cause neurotoxicity resulting in symptoms such as dystonia,
tremors, irritability, among others. In Brazil, the national reference serum level of
manganese has not yet been defined, making international references used.
International references may be incompatible with the serum manganese level of
specific populations in Brazil, allowing for an erroneous interpretation of the data
collected. This possibility becomes a focus of attention, since it is increasingly
necessary to determine the levels considered normal for the Brazilian population due
to a considerable increase in the use of manganese by workers from different areas,
in addition to the natural abundance of this metal. Therefore, there was a need to
develop a method for determining manganese in whole blood. Through experimental
planning, optimal pyrolysis and atomization temperature ranges were determined and
pyrolysis time and modifier concentration to be used in the method were evaluated so
that the method became more robust and accurate. The multivariate optimization was
designed with the objective of obtaining the highest possible statistical precision in the
analytical response and the best performance of the equipment, ensuring the best
results with superior performance. The validation of the method was performed by
evaluating the parameters of selectivity, residual effect, matrix effect, calibration curve,
precision and accuracy. The method was considered selective, since the p-value
results obtained by comparing each curve constructed with the substitute matrix and
the curve constructed by the standard solution were greater than or equal to 0.05
indicating that the lines had the same origin and the same slope and are therefore
parallel. In the evaluation of the matrix and residual effects, in both parameters, the
results were satisfactory, demonstrating that there is no interference from reagents or
matrix in the determination of the metal in the blood and that the self-cleaning of the
method performed by the equipment used was sufficient to avoid residues in next
sample analysis. In linearity, in addition to the analysis of the value of the relative
standard deviation obtained, tests were performed to check the homoscedasticity of
the data generated by the curve (Cochran test), test to assess the normality distribution

of the residues (Shapiro Wilk) and a test for evaluation the existence of any



dependency relationship between waste (Durbin-Watson). All results obtained in the
tests used to assess linearity were considered satisfactory, suggesting that the method
is linear for concentrations greater than 0.5 ugL™", being suitable for the analysis of
manganese in whole blood in humans. The method also proved to be precise (intra-
day and inter-day precision) and exact according to the statistical results found. Finally,
some samples of whole blood from volunteers from the laboratory of toxicological
analysis of the Faculty of Medical Sciences of the State University of Campinas were
analyzed in order to test the accuracy and employability of the method developed and
validated.
Key words:

Manganese, Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry, method validation,
whole blood.
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1 INTRODUGAO
1.1 O Manganés

Manganés € o décimo segundo elemento mais abundante na crosta
terrestre, amplamente disponivel nos solos, rochas e agua sob as formas de 6xido,
sulfato e cloreto, sendo a pirolusita (diéxido de manganés), a forma mais comumente
encontrada na natureza (1).

O manganés é considerado como um micronutriente essencial por ser vital
nao s6 ao cérebro, como para todo o restante do organismo e a inumeras fungdes
metabdlicas e celulares, uma vez que, participa como co-fator de varias enzimas como
arginase, superdxido dismutase, piruvato carboxilase, glutamina sintetase. E
imprescindivel ao metabolismo de proteinas, aminoacidos, lipideos e carboidratos,
producdo de uréia no figado, prevencdo ao estresse oxidativo das células do
organismo, ao processo de mineralizagao 6ssea, formagao da cartilagem, reproducéo,
resposta imune, regulacao das atividades neuronais e a cicatrizagao de feridas (1,2,3).

E na alimentagdo que encontramos a principal fonte de manganés. Esta
presente nas leguminosas, frutas, mexilhdes, vegetais folhosos de cor verde escura,
graos e chas, sendo esses trés ultimos e os cereais responsaveis por um terco da
ingestao de micronutrientes pelo organismo. Em paises orientais, devido ao habito de
consumo diario de cereais, a concentragcdo de manganés presente no organismo
costuma ser maior que em outros paises. Pelos dados mostrados na Tabela 1 é
possivel constatar a variacdo das doses diarias recomendadas em diferentes locais.

Tabela 1: Doses didrias recomendadas de manganés em homens e mulheres em diferentes faixas
etarias de acordo com os 6rgaos de locais diferentes.

Fases Idade IOM (mg/dia) Anvisa NHMRC
(mg/dia) (mg/dia)
Lactentes 0-6 meses 0,003 0,03 0,003
Lactentes 7-12 meses 0,6 0,6 0,6
Criancas 1-3 anos 1,2 1,2 2,0
Criancas 4-8 anos 1, 1,5 2,5
Criancas 9-13 anos (homens) 1,9 1,9 3,0
9-13 anos (mulheres) 1,6 1,9 2,5
14-18 anos (homens) 2,2 2,2 3,5
Adolescentes 14—18 anos (mulheres) 1,6 3,0
Acima de 19 anos (homens) 2,3 2,3 5,5
Acima 19 anos (mulheres) 1,8 1,8 5,0
Adultos
Gestantes Todas as idades 2,0 2,0 5,0
Lactantes Todas as idades 2,6 2,6 5,0

Fonte: Adaptagdo Food and Nutrition Board (FNB)/Institute of Medicine (IOM) (4), 2001; Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) (5), 2005; Australian National Health and Medical Research Council
(NHMRC) (6), 2005.
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De acordo com Agency for Toxic Substances and Disease Registry
(ATSDR), o nivel sérico de manganés compreende a faixa de 4-16 ugL™"' e em caso
de deficiéncia no organismo, apesar de raro, podera ocasionar lesdes na pele,
deficiéncia no crescimento, alteragdes no sistema reprodutor, dificuldades no

processo de cicatrizagado e disturbios metabdlicos (1).

1.1.1 Toxicidade

Manganés, apesar de ser um micronutriente essencial ao organismo,
quando em excesso torna-se prejudicial a saude. Devido ao acumulo do metal em
alguns o6rgéos, os possiveis danos causados sdo: cirrose hepatica, bronquite,
pneumonite, bronquiolite, episddios depressivos, transtornos de personalidade,
deméncia, parkinsonismo secundario (7,8,9).

Por ser um dos metais mais usados na industria (bateria, naval, ago),
agricultura (uso de fungicidas), no transporte (aditivo de combustivel), por estar
presente no meio ambiente e em virtude dos possiveis danos, principalmente ao
sistema nervoso, a exposi¢gdo ao manganés tem sido uma grande preocupagao nos
ultimos anos (4). Além disso, um artigo de revisdo Weiss (10), discute o aumento da
prevaléncia nas faixas etarias mais jovens do mal de Parkinson relacionado com a
toxicidade do Mn e suas implicagdes econdmicas. Em relagdo a pessoas mais jovens
como criangas, apenas o estudo realizado por Wasserman et al. (11) foi identificado.
Nesse estudo, foi avaliada a fungdo cognitiva de 142 criangas de 10 anos de idade
em Bangladesh, que consumiam agua de pogo com concentragdo média de 795 ug
MnL-' de manganés, valor maior que a recomendada pela United States Enviroment
Protection Agency (EPA), de 300 ug MnL"". Ao final, os pesquisadores chegaram a
conclusdo que a ingestdo de alta dose de Mn na agua estava relacionada com a
reducao do desempenho escolar das criangas (11,12).

Viu-se que o cérebro humano € o érgdo com maior susceptibilidade a

intoxicagdo por manganés, possivelmente em raz&o dos neurbnios
apresentarem vida util longa e pela alta demanda de energia, evidenciados através de
sintomas severos (movimentos mais lentos, falta de coordenagdo motora, fraqueza
muscular, lentiddo na fala, tremores semelhantes aos do Mal de Parkinson) e
desordens mentais (13).
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1.1.2 Agrotéxicos e o seu consumo no Brasil

Além das fontes de intoxicagdo por manganés citadas anteriormente, o
metal em questdo, é comumente utilizado em lavouras de soja e esta presente em
formulagdes de fungicidas (maneb, mancozebe).

E interessante observar que existem varios estudos a respeito de niveis
séricos de manganés em regides vizinhas as areas com possiveis contaminagdes
industriais, no entanto ndo foram identificados estudos que analisassem o nivel sérico
de manganés em trabalhadores que fizessem o manuseio de agrotéxicos, o que torna
esse tema, no minimo, interessante quando se trata de contaminagado com esse metal,
pois o Brasil € um dos maiores consumidores mundiais de agrotdxicos sendo sua
utilizagcao bastante difundida nas produg¢des agricolas. Desde o ano de 2004, o uso
dessas substancias aumentou aproximadamente 700%, enquanto no mesmo periodo,
a area agricola aumentou 78% (14).

Diante do quadro crescente do uso de agrotoxicos no Brasil (Figura 1) e,
sendo o0 nosso pais um grande consumidor destes, a verificagao no nivel sérico de
manganés em trabalhadores que manuseiam agrotdéxicos em lavouras é de

fundamental importancia.

Consumo de agrotéxicos e afins (2000 - 2017)
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Fonte: Ibamaf Consolidagdo de dados fomnecidos pelas empresas registrantes de produtos técnicos, agrotdxicos e afins, conforme an. 41 do Decreto 4.074/2002.

Dado awalizados: 25/06/2018

Figura 1: Consumo de agrotoxicos e afins no Brasil, no periodo dos anos 2000 - 2017

Fonte: Instituto Brasileiro do Meio Ambiente ¢ dos Recursos Renovaveis (Ibama), 2000 (15)

Além disso, baseado nos dados do boletim anual 2019 do Ibama (15), o
qual se refere a comercializagdo de agrotéxicos, o mancozeb (fungicida) € o terceiro

mais vendido no pais devido a sua eficiéncia.
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E de acordo com a Embrapa, baseado nos dados da safra de 2019-2020,
Brasil segue como maior produtor mundial de soja (16). Nas lavouras de soja além do
uso de agrotoxicos, € comum a aplicagao de manganés, por ser vital ao crescimento

da planta.

1.2 Niveis de manganés sérico na populagao brasileira

Além do aumento consideravel do consumo de agrotoxicos no pais e do
Brasil ser o maior produtor de soja no mundo, outro fator que despertou o interesse
pelo presente estudo, foi a auséncia de referéncia do nivel sérico de manganés nas
diversas regides e atividades desenvolvidas pela populacéo.

Em conformidade com a ATSDR, o nivel sérico de manganés varia de 4-16
ugL™’, porém como foi citado nesse estudo os valores de manganés no organismo
podem variar de acordo com a cultura e alimentagdo da populagcao e adotar niveis
internacionais poderia gerar resultados equivocados. Dessa forma resolveu-se utilizar
as referéncias de trabalhos publicados com a populagcdo brasileira. Embora os
costumes e a alimentagdo sejam diferentes em todo o Brasil, acredita-se que essa
variagao pode ser menor dentro do territério nacional.

Em um trabalho publicado pela Fiocruz em 2013, a concentragéo de
manganés sérico da populagéo controle usada no estudo foi de 7,61 + 3,22 ugL-' em
sangue (3). Esse valor vem ao encontro do valor declarado por Oliveira e Correia (17)
no estudo realizado para determinagao de cobre, maganés, selénio e zinco no sangue
utilizando absorg¢ao atdmica com forno de grafite. No referido estudo os pesquisadores
afirmam que a concentracdo média de manganés no sangue € menor do que 10 pglL-
'. Em um estudo realizado por Moreira e colaboradores (18) cujo objetivo era a
determinacao dos niveis de exposicado de metais em trabalhadores navais verificou
que os trabalhadores expostos a diferentes fontes de contaminagdo de manganés
nao apresentaram quantidades maiores do que os niveis de seguranga estabelecidos
pela American Conference of Governmental Industrial Higyenists (ACGIH) sugerindo
que as concentragdes encontradas nos trabalhadores estavam préximas as
concentragdes séricas basais. Os valores encontrados pelos pesquisadores variaram
de 2,62 a 13,22 ugL"' sugerindo que o valor médio seria de 7,92 ugL™". Esse valor se
mostrou semelhante com os outros valores citados anteriormente. E ainda em um

estudo realizado por Nunes e colaboradores em 2010 (19), foram avaliados niveis
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séricos de manganés em cinco estados brasileiros em que a média nacional
apresentada foi de 9,6 ugL™", tendo diferencga de valores entre os moradores da regiao

norte e sul do pais.

1.3 Determinagao de manganés sérico em seres humanos

Para analise de metais em material biolégico sdo usadas técnicas como
espectrometro de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP/MS), absorgéo
atdbmica acoplado a chama ou ao forno de grafite.

A técnica do ICP/MS vem sendo utilizada devido a sua capacidade de
analisar varios metais simultaneamente em uma mesma amostra, porém o uso dela
requer maior habilidade do operador, que demanda tempo e custo para treinamento,
além de terem maior custo, a instalagdo e a manutengao do equipamento.

Neste estudo especificamente foi utilizada a espectrometria de absorcao
acoplado ao forno de grafite. Os fatores considerados na escolha do equipamento
foram a sensibilidade da técnica, por trabalharmos com concentragées minimas, na
ordem de micrograma por litro, do material em questdo ser amostra biologica, que no
caso foi sangue total, que geralmente esta disponivel em pequenas quantidades,
determinagao de apenas um metal e o custo da técnica de absorgéo atébmica ser bem

inferior quando comparado ao ICP/MS.

1.4 Espectrometria de Absorgao Atémica

A espectrometria, € um termo usado no estudo das interacdes de diferentes
tipos de radiacdo e a matéria. Esse estudo € baseado na intensidade da radiagéo
oriundo da matéria que esta sendo analisada através de sinais provenientes de
transdutores fotoelétricos ou outros dispositivos eletrdnicos.

Nesse estudo o interesse sera sobre a espectrometria de absorg¢ao
atbmica, mais precisamente aos espectros atdbmicos Opticos, cuja base tedrica é

fundamentada no diagrama de niveis de energia.
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Figura 2: Diagrama de niveis de energia para o Sodio atdmico(a) e
para o ion magnésio (Mg)

Fonte: Skoog DA, 2002 (20)

O Diagrama (Figura 2) demonstra a energia dos varios orbitais atdmicos
representadas por linhas horizontais. No diagrama de energia do metal sédio (Na)
atdbmico (a) & possivel observar orbitais p em dois niveis que se diferenciam muito
pouco em padrdes de energias. No entanto do “spin” dos elétrons presentes criam um
campo elétrico que variam de intensidade de acordo com o sentido de movimentagao
desse, essa movimentagao é especifica para cada unidade molecular criando uma
assinatura eletrénica especifica para cada elemento, como se cada elemento tivesse
um diagrama de energia especifico baseado nas interagdes e movimentagao de seus
elétrons. Esse diagrama de energia compde 0s espectros de emissao atdmica. Em
temperatura ambiente todos os atomos estdo em estado fundamental, no entanto
quando submetidos a uma fonte de energia externa, vibram alcangando orbitais mais
altos, consequentemente quando a energia cessa os atomos retornam ao seu estado
fundamental acompanhados pela emissao de um féton de radiagdo. Na figura 6 essa
foto de radiagao é representada pelas linhas verticais.

Como dito anteriormente, atomos diferentes possuem diferentes niveis de
energia gerando diferentes espectros de emissao atdmicas quando excitados por uma
fonte externa. Nesse sentido, é facil compreender que diferentes fontes de excitagao

também podem gerar diferentes espectros de emisséo atémica. E importante notar
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que para que sejam produzidos espectros atdmicos Opticos, os constituintes de uma
amostra devem ser convertidos em atomos gasosos ou atomos ionizados em um
processo conhecido como atomizagdo (Tabela 2), esse processo € de extrema
importancia em uma analise, pois juntamente com a introdugéo de amostras, definem

a precisao e a exatidao analitica.

Tabela 2: Tipos de atomizadores usados em Espectrometria Atdmica

Tipo de Atomizador Temperatura tipica de atomizacao

Chama 1700-3150 °C
Vaporizagao eletrotérmica 1200-3000 °C
Plasma de argbnio (Plasma ICP) 4000-6000 °C
Plasma de argbnio (Plasma DCP) 4000-6000 °C
Plasma de argbnio (Plasma MIP) 2000-3000 °C

Plasma de descarga de emissao NAO TERMICO
Arco elétrico 4000-5000 °C

Centelha Elétrica 40.000 °C

Fonte: Skoog DA, 2002 (20)

A introdugdo de amostras tem sido considerada um grande problema na
espectroscopia atdbmica, assim varios sistemas de introducdo de amostras foram
criados para transferir uma porcao reprodutivel e representativa de uma amostra em
um atomizador. A forma mais comum de introduzir as amostras em um atomizador é
através de uma solugdo que nesse caso envolvem nebulizacdo da amostra em
solugdo. Nesse contexto existem trés tipos de nebulizadores, os nebulizadores
pneumaticos onde a solugdo da amostra € sugada através de um tubo capilar por um
fluxo de alta pressdo de gas que devido a velocidade divide o liquido em pequenas
gotas de varios tamanhos que, entdo sao levadas ao atomizador. O segundo tipo de
nebulizador € chamado de ultra-sénico, onde a amostra € bombeada para uma
superficie de cristal que vibra a uma frequéncia de 20KHz, produzindo uma
nebulizagdo mais densa e mais homogénea. O terceiro tipo de nebulizador € chamado
de vaporizadores eletrotérmico, que consiste em uma camara fechada através da qual
um gas inerte, normalmente argbnio, leva a amostra vaporizada ao atomizador.

Assim como existem diferentes formas de nebulizar uma amostra, também
existem diferentes processos de atomizagdo. No presente estudo sera investigada a
atomizacao eletrotérmica. Tal atomizagao possui um custo maior quando comparado
as outras técnicas de atomizacdo, no entanto a atomizacao eletrotérmica é mais
sensivel, sendo possivel a avaliacdo de concentracbes menores de metais nas

amostras analisadas. Essa sensibilidade ocorre devido a forma de inje¢cdo de amostra,
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uma vez que a amostra é injetada diretamente no interior do tubo de grafite eliminando
a necessidade de um sistema de nebulizagdo. Além disso a injecao direta da amostra
permite a formacdo de uma nuvem de atomos muito densa ocasionando a maior
sensibilidade caracteristica da técnica. A espectrometria de absorgao atbmica com
atomizacgao eletrotérmica pode ser definida como uma técnica analitica onde um
pequeno volume da solugdo de referéncia ou da amostra (geralmente 10 a 20 L) é
introduzido no interior de um tubo de grafite, que é, entdo, aquecido, de tal forma que
0 solvente da amostra seja evaporado, nesse instante, precursores atémicos s&o
formados no estado sdlido e, em seguida, ocorre a atomizagao do analito. Durante a
atomizagao a nuvem atbmica produzida no interior do tubo € detectada e um sinal é
produzido (21).

A Figura 3 traz o esquema de um atomizador eletrotérmico cujo nucleo é

um forno de grafite.
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Figura 3: a) Atomizador eletrotérmico b) um tubo de cilindro de grafite

Fonte: Skoog DA, 2002 (20)
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E importante notar que no interior no tubo de grafite (Figura 3 b) existe uma
plataforma denominada plataforma de L'Vov que € posicionada na entrada de acesso
da amostra, impedindo que amostra fique em contato com as paredes do tubo. Essa
plataforma serve para proteger a amostra do aumento rapido da temperatura do forno.
Assim, quando o tubo de grafite € aquecido, a amostra sofre evaporagao e incineragao
de forma usual, fazendo com que a atomizacdo ocorra em um ambiente no qual a
temperatura nao varia tdo rapidamente, consequentemente os resultados obtidos no
processo sao mais reprodutiveis. Nesse dispositivo a atomizagdo ocorre em um
cilindro de grafite aberto nas duas extremidades, com uma abertura no meio do cilindro
onde sao inseridas as amostras. O tubo de grafite se ajusta a um par de contatos
elétricos cilindricos, também de grafite, localizado nas duas extremidades do tudo,
esses contatos sdo mantidos em um suporte metalico resfriado a agua. O sistema
possui dois fluxos de gases inertes o fluxo externo evita a entrada de ar externo
durante o processo de incineragao dentro do tubo, o fluxo de ar interno flui para as
duas extremidades do tudo e para fora do suporte central da amostra, tendo por
finalidade, ndo s6 a exclusdo do ar, mas também a eliminagdo dos vapores gerados
pela matriz da amostra, durante os dois primeiros estagios de aquecimento (20).
Dessa forma, a espectrometria de absorgéao atdmica com forno de grafite possui sobre
as outras técnicas analiticas a vantagem de pré-tratamentos quimicos e térmicos da
amostra, que podem ser realizados durante uma ou mais etapas do programa de
aquecimento do forno.

Por isso outra grande vantagem dessa técnica é a possibilidade de se fazer
0 uso da amostra sem a necessidade de fazer um tratamento prévio. Isso se deve ao
fato de fazerem parte do processo as fases de secagem, pirdlise, antes da atomizagao
em si (momento em que ha a quantificagado do metal a ser analisado). Apesar de essas
serem as trés etapas fundamentais do processo, outras duas etapas podem ser
incorporadas no programa de aquecimento do forno e ocorrem apds a atomizacgao.
Normalmente apos finalizada a atomizagéo € inserido um programa para a limpeza do
forno com a temperatura acima da temperatura usada durante o processo de
atomizacao.

Em seguida é adicionado uma etapa de resfriamento que, em muitos
equipamentos, é feita automaticamente, essa etapa é de extrema importancia, pois €

apos o resfriamento do forno que ocorre a proxima injecdo da amostra.



27

Outro fator de extrema importancia a ser considerado sao as caracteristicas
fisicas do tubo de grafite, pois essas impactam diretamente na sensibilidade analitica.
De acordo com o Professor Krug (21) do Centro de Energia Nuclear de Agricultura da
Universidade de Sdo Paulo (USP), o tempo de residéncia dos atomos dentro do tubo
€ diretamente proporcional ao quadrado do comprimento do tubo e inversamente
proporcional ao coeficiente de difusdo, supondo que os atomos sejam perdidos
apenas por difusdo. O que nos leva a crer que quanto maior o tubo maior seria a
sensibilidade analitica. Porém, nessa equagao, um fator de extrema relevancia deve
ser levado em consideragdao, o aquecimento resistivo, pois a corrente elétrica
requerida aumenta com o comprimento do tubo o que poderia prejudicar as rampas
de temperatura durante a analise. Ao avaliar o didametro do tubo observa-se que tal
parametro ndo impacta na difusdo dos atomos em seu interior, porém tubos com
didmetros maiores podem levar a diluigdo da nuvem atbmica, com consequente
diminuicao da sensibilidade. Por analise associativa a diminui¢ao do diametro faz com
gue haja um aumento da densidade da nuvem atémica com consequente elevagao da
sensibilidade.

Porém deve-se levar em conta que o feixe de radiagao deve passar pelo
interior do tubo, sem ser obstruido, para ndo haver uma diminuicdo consideravel da
intensidade da radiagdo que chega ao detector.

Durante os anos de desenvolvimento da técnica de espectrometria de
absorcao atdbmica com forno de grafite foi observado que outros fatores externos
poderiam contribuir de forma positiva na precisao e repetitividade dos resultados. Um
exemplo tipico dessa observacgao € a utilizagcdo de modificadores quimicos.

Segundo o Professor Krug (21), o uso de modificadores quimicos tornou-
se uma parte essencial da espectrometria de absor¢ao atdbmica com atomizagao
eletrotérmica em forno de grafite a tal ponto de o desempenho em relagdo a
seletividade, sensibilidade, precisao, exatiddo e tempo de vida util do atomizador,
depender principalmente da amostra, do programa de aquecimento e do modificador
quimico empregado. O modificador pode tornar o interferente mais volatil ou o
elemento a ser determinado mais refratario. O modificador quimico também pode
aumentar a volatilidade do analito promovendo sua atomizag¢ao antes da vaporizacao
da matriz, proporcionando uma separacao temporal dos sinais de absorcao atémica e
nao atbmica e/ou diminuindo as interferéncias que ocorrem na fase vapor. Os

modificadores também atuam aumentando a volatilidade da matriz, facilitando a
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separacgao das espécies interferentes durante a etapa de pirdlise. Desta maneira, as
interferéncias que ocorrem na fase condensada e/ou na fase vapor, e os problemas
de absorcao de fundo podem ser eliminados ou pelo menos diminuidos utilizando-se

uma modificagdo quimica e programa de aquecimento apropriados.

1.5 Planejamento experimental.

No desenvolvimento do método para a quantificacdo do metal foi utilizada
uma ferramenta estatistica, conhecida como planejamento e otimizagao experimental,
conhecida também como Design of Experiments (DOE), a principio citadas por
agéncias regulatorias da area de industrias farmacéuticas (22,23). Esse permite
avaliar as melhores condi¢des de trabalho, avaliando as variaveis de entrada e as
suas interagcbes e, enquanto estes afetam a resposta. O uso desta ferramenta
apresentou uma grande vantagem por reducdo do numero de andlises, com
otimizagao de tempo e custos.

Neste trabalho, o planejamento fatorial experimental foi utilizado para
determinacao de temperaturas 6timas de pirdlise e atomizagao para determinacao de
nivel sérico de manganés em agricultores utilizando a técnica de GFAAS.

Durante a obtengao dos primeiros resultados foram identificados alguns
problemas relacionados aos sinais de absor¢do medidos durante a atomizacao
eletrotérmica. Devido a velocidade de emissdao dos fotons ser muito rapida o
instrumento n&o proporcionava resposta real das medidas de absorbancia fato comum
aos instrumentos desenhados e planejados para trabalhos em chama e que possuem
o forno de grafite como um acessorio. Esse fato pode ser comprovado devido ao
modelo do equipamento que estava sendo utilizado e pode ser justificado levando em
consideragcao que as medidas de absorbdncia dependem do mecanismo de
atomizacao e das condi¢des do grafite, por isso 0s sinais ndo eram reprodutiveis.

Diante do cenario, surgiu a necessidade de melhorar os resultados atravées
da otimizacdo do método analitico.

O Planejamento experimental consiste em uma metodologia utilizada para
se planejar experimentos, ou seja, para definir quais dados, em que quantidade e em
que condi¢des devem ser obtidos durante a analise em questao, buscando, satisfazer
dois grandes objetivos: a maior precisédo estatistica possivel na resposta analitica e o

melhor rendimento do equipamento. A sua aplicagdo na otimizagcdo do método de
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determinagao de Mn por espectrometria de absorgédo atdbmica usando forno de grafite
€ de extrema importancia para otimizacdo do método assegurando os melhores
resultados com desempenho superior seja em termos de suas caracteristicas
funcionais, como também sua robustez e, consequentemente nas melhores
conclusdes acerca dos experimentos realizados

A aplicacdo da técnica requer uma quantidade exaustiva de calculos,
tornando fundamental o emprego dos recursos de informatica. Dessa forma para
obtencdo das melhores condigdes analiticas para o método foi utilizado o software
Design Expert®.

E sabido que durante um processo analitico existe uma infinidade de
fatores ocorrendo simultaneamente e se relacionando entre si. Dessa forma isolar um
desses fatores com a intengdo de verificar o impacto deste no experimento possui
como unica finalidade definir o motivo daquele fator existir, porém ignorar que os
outros fatores que ocorrem simultaneamente podem influenciar potencializando ou
diminuindo a ag&do daquele fator isolado e condenar a tentativa de otimizagdo do
método em fracasso absoluto. Mediante a essa constatagdo fica evidente que um
modelo estatistico adequado devera ser usado durante o planejamento experimental
possibilitando o maximo de informacgao util com um numero reduzido de experimento,
levando em consideragao que para isso o0 modelo empirico devera ser adotado com
intuito de prever o comportamento do processo estudado com base nas evidéncias
experimentais.

Nesse contexto o primeiro grande erro seria considerar que a estatistica
deveria ser empregada somente durante a avaliagado dos resultados, pois com tudo
que se foi falado até o momento fica evidente que o planejamento de experimentos
em que os dados finais serdao obtidos € o fato principal a ser considerado. Assim a
esséncia de um bom planejamento consiste em projetar um experimento de forma que
ele seja capaz de fornecer exatamente o tipo de informagdo que esta sendo
procurada. Fica evidente que a primeira coisa que precisa ser levantada é o que esta
sendo procurado e conforme escrito anteriormente 0 que se procura com o
planejamento experimental é a otimizacdo do método analitico de determinagao de
Mn com o intuito de se obter resultados precisos e reprodutiveis.

Nesse momento cabe uma avaliacdo interessante que pode trazer
informagdes relevantes ao planejamento proposto, ou seja, € importante avaliar se

todos os fatores relacionados impactam significativamente no resultado. Assim, a
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melhor forma de fazer essa avaliagédo seria a realizagdo de uma triagem usando o
planejamento fatorial de segunda ordem. Porém, para que seja realizado um
planejamento fatorial completo devem ser realizados experimentos em todas as
possiveis combinagdes dos niveis dos fatores. A interpretacdo dos resultados podera
evidenciar ou ndo a interacdo de um determinado fator com outro fator. Caso a
evidenciagao seja positiva o fator avaliado devera constar no quadro de fatores que
influenciam o resultado, caso ndo esse podera ser descartado.

Fica claro que a medida que s&o acrescentados fatores para que sejam
avaliadas as interagdes, fica evidente o aumento do exponencial empregado no
planejamento fatorial.

Quando os fatores sdo muitos, 0 numero de ensaios necessarios para se
fazer um planejamento fatorial 2 completo aumenta rapidamente com k, o nimero de
fatores investigados, ou seja, com o numero de 5 fatores o numero de experimento
seria, no minimo, 2% o que relaciona a necessidade de pelo menos 32 ensaios.

Percebe-se que a complexidade do planejamento experimental esta
associada a dois fatores importantes o primeiro refere-se ao niumero de elementos
que impactam o método e consequentemente estao relacionados ao resultado, pois
esses definem o numero de experimentos atribuidos ao planejamento, o segundo esta
associado a complexidade das interagdes entre os varios fatores presentes, pois essa

esta relacionada ao modelamento da estatistica associada.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Desenvolvimento e validagao de método por espectrometria de absorg¢ao
atbmica acoplado ao forno de grafite para determinagdo de manganés em sangue
total.

2.2 Objetivos especificos

Otimizacdo do método avaliando tempo de pirdlise, temperatura de
otimizagdo e concentragdo de modificador, analisando a influéncia dos fatores sobre
as respostas e definir uma regido robusta de trabalho. (Definir condigdes
experimentais através de planejamento experimental).

Validagdo do método optimizado para determinacdo do nivel sérico de

manganés.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Instrumentagao

Foi utilizado o espectrometro de absorgao atdmica acoplado ao forno de
grafite (GF AAS), modelo ICE Série 3000 da Thermo Scientific, o qual possui
amostrador automatico e corretor de fundo Zeeman e software ICE Solaar. Também
foram utilizadas micropipetas regulaveis de 20 a 200 pL e 100 a 1000 yL da Thermo
scientific/Finnpipette® (Vantaa, Finlandia) empregadas no preparo de solugdes,
sistema de purificagado de agua MilliQ (Millipore — Sao Paulo, Brasil), balanga analitica
(Sartorius CP0225D), equipamento homogeneizador de sangue do fabricante
Hemoquimica.

Os dados obtidos foram tratados utilizando o software Design-Expert®
v10.0.6 (Stat-Ease, Mineapollis, EUA), MS Excel 2016 (Microsoft Co., Washington,
EUA) e a validagao foi realizada no Action Stat v 3.4.124.1308 (Portal Action, Sao
Carlos, Brasil).

Para analise estatistica dos dados foram utilizados os seguintes programas
computacionais: The SAS System for Windows (Statistical Analysis System), versao
9.4. SAS Institute Inc, 2002-2008, Cary, NC, USA.

3.2 Materiais e reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico (PA). A agua de
diluicdo e descontaminacao de material foi previamente purificada pelo sistema Milli-
Q, modelo Academic, acoplado ao Milli-RO, modelo RIOS (Millipore Corporation, GA,
USA). Uma solugéo estoque de 1000 g L foi preparada a partir do concentrado de
1000 g mL-' de manganés para a construgdo das curvas analiticas. No entanto, as
solugdes de calibracdo foram preparadas diariamente em acido nitrico (HNO3) 0,2%
(v v') por diluigbes adequadas da solugdo estoque.

Os reagentes utilizados para o estudo estéao listados abaixo:
e Acido Nitrico (J.T. Baker)
¢ Nitrato de Paladio (PerkinElmer),
e  Triton-X (Synth)

e Nitrato de magnésio (Sigma Aldrich)
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e  Solugdo padrédo de Manganés a 99% de pureza (Specsol)

e Agua MilliQ (Millipore)

e Gas de purga utilizado foi o nitrogénio da White Martins com grau de pureza de
99,999%.

e Solugcdo de lavagem do amostrador automatico utilizada foi uma mistura de
Triton-X 100 0,1% (v v'') em &cido nitrico 0,2% (v v').

3.3 Descontaminacao do Material

Todo o material utilizado na analise das amostras, vidraria e utensilios
plasticos, no caso de ja terem sido utilizados anteriormente, passaram por um
criterioso processo de descontaminacao. Esta etapa pode ser considerada o inicio do
trabalho experimental e adquire grande importancia na analise de tragos de
manganés, pois a eficiente descontaminagcédo do material elimina erros nos resultados
devido a contaminacéo e, consequentemente, na interpretagéo destes.

O processo inicia-se na lavagem abundante com agua corrente e, em
seguida, imersdo em solugdo de Extran (Merck), 5% (v v'') por 24h. No caso de
materiais usados com sangue, existe uma etapa anterior a imersdo em solugao do
detergente neutro, que seria imergir em solugdo de hipoclorito de sodio
(RIOQUIMICA) 1% (v v') pelo periodo de 24h, e, apds, lavado com agua corrente.
Apds a imersao em solugao com detergente € utilizada agua corrente para enxague
e, em sequéncia, imerso em uma solugdo de HNOs (J.T. Baker) 10% (v v') para
descontaminagéao, por um periodo minimo de 48h. Em seguida, ocorre o enxague com
agua deionizada para que depois o material seja armazenado para secagem para ser

utilizado em novos experimentos.

3.4 Amostra sanguinea

As amostras de sangue foram obtidas de colaboradores do Laboratério de
Analises Toxicoldégicas (Labtox) da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), que tiveram uma amostra de 5 ml de
seu sangue coletado em tubos a vacuo proprio para analise de tragos de metais

contendo heparina sédica como anticoagulante.
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As amostras foram armazenadas em refrigeradores em temperatura entre
2-8 °C. O preparo destas para uso na técnica de absorcdo atdbmica foi diluicdo em

solucédo de acido nitrico e triton-x 100 conforme descrito a seguir.

3.5 Desenvolvimento do método

O objetivo do desenvolvimento analitico € estabelecer as melhores
condigdes analiticas, para isso sera preciso definir quais seriam as caracteristicas do
método que poderiam ser alteradas visando uma maior sensibilidade e precisao.
Segundo Douglas A. Skoog (20) existem 5 passos fundamentais para otimizar as
condi¢des analiticas no método de absorgao atbmica com forno de grafite. Os trés
primeiros primeiros passos estao relacionados ao processo de atomizag¢ao, enquanto
os dois ultimos estdo associados ao processo de limpeza do forno. Além disso,
segundo o professor Krug (21) outros fatores externos poderiam contribuir de forma
positiva na precisao e repetitividade dos resultados, tais como a utilizacdo de
modificadores que auxiliam na melhoria do desempenho em relacédo a seletividade,
sensibilidade, precisdo, exatidao e tempo de vida util do atomizador.

Dessa forma o processo de desenvolvimento do método foi baseado nas
seguintes etapas:

Condigoes gerais do equipamento: as condigdes pré-definidas usadas
foram: comprimento de onda de 279,5 nm, fluxo de gas nitrogénio de 0,2 Lmin™,
largura da fenda de 0,2nm. Pré-tratamento: foi realizado um pré-tratamento em toda
a vidraria e material plastico utilizando detergente neutro a 5 % (v v''), acido nitrico a
10% (v v'"), hipoclorito de sédio a 1% (v v') e agua MilliQ para enxague com o objetivo
de remover os metais presentes nesses utensilios. Preparo das amostras:
inicialmente foram feitas tentativas, alterando volumes da amostra a ser injetada, com
diferentes diluicdes desta, 50, 20, 10 e 4 vezes, uso ou nao de modificadores como
nitrato de prata e nitrato de paladio, concentragdes de triton-x 100 a 0,5% (v v'), 0,1%
(v vi"), 0,05% (v v'), todas as diluigdes realizadas em &cido nitrico a 0,2% (v v').
Etapas da analise por GFAAS: o processo de analise é definido por trés etapas.
Secagem: essa etapa € caracterizada para separagdao do solvente, por isso é
aconselhavel que se utilize como referéncia a temperatura de ebuligdo do solvente. A
duracgéo dessa etapa devera ser baseada no volume de amostra injetado e do tipo de

tubo utilizado. Pirdlise: essa etapa € utilizada para eliminar componentes organicos e
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inorganicos da matriz, sem perder o elemento a ser determinado o analito,
considerado, pois, uma etapa de separacdo térmica entre o analito e os outros
componentes presentes na amostra. A pirdlise € considera uma etapa de pré-
tratamento e por isso de grande importancia analitica. Via de regra, quanto maior a
temperatura de pirdlise, melhor a separagao de componentes indesejados e menor o
ruido no sinal. Atomizacdo: nessa etapa € que sédo gerados os atomos no estado
fundamental. A temperatura de atomizagédo deve ser suficientemente alta para gerar
a nuvem atdbmica no menor tempo possivel, mas ndo deve ser exageradamente
elevada para nao deteriorar prematuramente os tubos e os contatos de grafite. Em
resumo o processo de atomizacdo € composto de trés etapas. Na primeira etapa
ocorre a eliminagao do solvente utilizado na diluigdo da amostra e em seguida, ocorre
a remogao da matriz biolégica sem a perda do analito. Apos a eliminagao do solvente
e dos interferentes da matriz, ocorre a formag¢ao de uma nuvem atdémica do metal em
questao, quando é realizada a medi¢cao da quantidade do metal presente na amostra
usada. Isso explica, em partes, o fato de o forno de grafite possuir a capacidade de
quantificar concentragbes reduzidas de metais na ordem de parte por bilhdo
(microgramas por litro). Além do mais, por se tratar de amostra bioldgica, a quantidade
do material utilizado, é fator determinante nas analises. O volume necessario, no caso,
do sangue total, para a quantificagdo € minimo, microlitros. Processo de limpeza: o
processo de limpeza € extremamente importante para garantir que nao haja efeito
residual. Para o processo de limpeza foi determinado um programa do forno com a
temperatura acima da temperatura usada durante o processo de atomizacao. Etapa
de resfriamento. Assim quando o programa de limpeza é finalizado ocorre o
programa de resfriamento, preparando o sistema para uma nova injecdo da amostra.

A tabela a seguir traz a programacéo inicial usada no método para analise

de manganés no sangue:

Tabela 3: Condicodes iniciais do método usado para analise de manganés em sangue total

Secagem Pirdlise Atomizacao Limpeza
(rampa: 10 °Cs™") (rampa: 10 °Cs™") (rampa: 150 °Cs™)
Tempo Temp. Tempo Temp. Tempo Temp. Tempo Temp.
15s 90 °C 20s 900 °C 3s 1800 °C 3s 2500 °C

Durante os testes iniciais observou-se que os resultados melhoravam ou

pioravam com a variagao dessas especificagdes. Foram feitos alguns testes para que
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fosse definido a melhor condigdo analitica. No entanto, pelo niumero de variaveis

optou-se pela otimizagdo do método através do planejamento experimental.

3.6 Planejamento experimental

Neste trabalho, o planejamento experimental foi utilizado para
determinacdo de melhores condigbes de analise de manganés (temperatura de
pirdlise, temperatura de atomizacdo, tempo de cada etapa) em sangue total utilizando
a técnica de GFAAS.

O planejamento foi desenhado com o objetivo de se obter maior precisao
possivel na resposta analitica e o melhor rendimento do equipamento assegurando
os melhores resultados com desempenho superior.

Assim, o primeiro passo para o planejamento experimental foi definir todos
os fatores que agiam sobre o sistema, considerando que fatores seréao as variaveis e
sistema o método analitico capaz de gerar os resultados. Dessa forma foram levados
em consideragdo os fatores de secagem, pirdlise, atomizagédo, além dos fatores
externos a programagao do equipamento. Apds a definicdo desses fatores foi definido
0 objetivo do planejamento experimental, que consiste na determinagao das melhores
condig¢des analiticas baseado na programacao dos fatores relacionados de modo que
os resultados obtidos possuam a menor variagado possivel. Devido ao fato de os
fatores serem muitos, o numero de ensaios necessarios para se fazer um
planejamento fatorial e determinado pela relagdo 2« onde k é o nimero de fatores
investigados.

Os fatores analisados foram temperatura de pirélise (°C), temperatura de
atomizagado (°C), tempo de aquecimento na etapa de pirdlise (segundos) e
concentragdo de modificador (v v-') conforme exposto na Tabela 4. Para cada um
destes fatores foram avaliados os niveis minimo, central e maximo para se verificar a

influéncia destes isoladamente e a interagao entre as variaveis na absorbancia.
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Tabela 4: Fatores e niveis do planejamento fatorial utilizando o GFAAS na analise de manganés
no sangue total

Fatores Nivel Ponto Central Nivel Maximo
Minimo
Temperatura de pirdlise (°C) 800 1000 1200
Temperatura de atomizacgéao (°C) 1400 1800 2200
Tempo de aquecimento na pirdlise (s) 10 20 30
Concentragao do medidor (%v v') 0 0,2(Pd(NO3)y 0,4(Pd(NO3)y
(PA(NO3)2Mg(NO3)2) 0,1Mg(NOs)2) 0,2Mg(NOs)2)

Para o planejamento experimental as condigbes de analise da técnica
foram:

e Comprimento de onda de 279,5 nm

*  Fluxo de gas nitrogénio de 0,2 L min’

e Largura de fenda de 0,2 nm

e Diluicdo da amostra de sangue: 5x em solugéo de Triton-X a 0,01% (v v-

1) e &cido nitrico a 0,2% (v v'")

A Tabela 5 demonstra os testes realizados com as variacdes dos fatores a serem
avaliados.

Tabela 5: Valores de Temp. e tempo de pirdlise, Temp. de atomizacdo e concentragdo de modificador
utilizados no planejamento experimental

Experimento Temperaturade Temperatura Tempo de Concentragdo  Absorbancia

pirdlise (°C) de pirdlise (s) de (média)
atomizagao modificador
(°C) (%v V)

1 800 1400 10 0 0,0470
2 1200 1400 10 0 0,0465
3 800 2200 10 0 0,1145
4 1200 2200 10 0 0,1200
5 800 1400 10 0,4/0,2 0,0130
6 1200 1400 10 0,4/0,2 0,0135
7 800 2200 10 0,4/0,2 0,1130
8 1200 2200 10 0,4/0,2 0,1240
9 800 1400 30 0 0,0480
10 1200 1400 30 0 0,0345
11 800 2200 30 0 0,1185
12 1200 2200 30 0 0,0875
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(Tabela 5: continuacdo)

Experimento Temperaturade Temperatura Tempo de Concentragdo  Absorbancia

pirdlise (°C) de pirdlise (s) de (média)
atomizacgao modificador
(°C) (%v V)

13 800 1400 30 0,4/0,2 0,0150
14 1200 1400 30 0,4/0,2 0,0115
15 800 2200 30 0,4/0,2 0,1205
16 1200 2200 30 0,4/0,2 0,1220
17 800 1800 20 0,2/0,1 0,113
18 1200 1800 20 0,2/0,1 0,1130
19 1000 1400 20 0,2/0,1 0,0200
20 1000 2200 20 0,2/0,1 0,1360
21 1000 1800 20 0 0,1240
22 1000 1800 20 0,4/0,2 0,1020
23 1000 1800 10 0,2/0,1 0,1195
24 1000 1800 30 0,2/0,1 0,1210
25 1000 1800 20 0,2/0,1 0,1190
26 1000 1800 20 0,2/0,1 0,1280
27 1000 1800 20 0,2/0,1 0,1205
28 1000 1800 20 0,2/0,1 0,1215
29 1000 1800 20 0,2/0,1 0,1265

3.7 Validagao analitica

Um método analitico deve ser validado para ser capaz de fornecer
resultados confiaveis uma vez que esses serdao usados para fomentar informacgdes
importantes para um estudo. Segundo o “Guideline on bioanalytical method validation”
da European Medicines Agency (24), todos os métodos usados para gerar resultados
relacionados a saude humana devem ser bem caracterizados e validados de
documentados de forma satisfatéria afim de produzir resultados confiaveis e
reprodutiveis. No Brasil, cabe a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria através da
RDC N° 27, de 17 de maio de 2012 determinar o que deve ser feito para que um

método bioanalitico seja considerado apto para produzir resultados confidveis em
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relagdo a saude humana. Dessa forma, a validacio analitica do método em questao
seqguiu orientagées da RDC27/2012 (25).

De acordo com essa resolucdo um método bioanalitico sera considerado
validado quando for comprovado que é seletivo, que possui baixo efeito residual e
efeito matriz, além de possuir uma curva de calibragdo adequada, e quando os
resultados forem considerados precisos e exatos.

No estudo de validagdo o sangue usado como base para fortificagdo das
amostras foi um pool do sangue de alguns colaboradores do Laboratério de Analises
Toxicologicas (Labtox) do Faculdade de Ciéncias Médicas/Unicamp, analises
preliminares demonstraram que a concentragdo sérica de manganés nesse sangue
variava de 1,3 a 2,5 ygL™' nas amostras individualizadas que compunham o pool.
Dessa forma o valor de concentracdo estabelecido nesse estudo levou em
consideragao o estudo das amostras usadas como branco (pool de sangue dos
colaboradores) e a referéncia média encontrada nos artigos (7,5 pgL™'), assim os
valores usados para a construgdo da curva de calibragio foram 0,5 ugL' 1,5 pgL"
2,5 ugL" 3,5 gL' 4,5 ugL™! 5,5 ugL-! 6,5 ugL-! 7,5 pgL".

Entende-se por seletividade a capacidade do método de diferenciar e
quantificar o analito na presenca de outros componentes da amostra. No presente
estudo a seletividade sera verificada através de uma analise quantitativa, determinada
pela comparagao das inclinagdes de, no minimo, 6 (seis) curvas de adigdo padréo em
6 (seis) amostras de fontes distintas de matriz bioldgica (contendo um nivel basal do
analito) e da curva padrdao em solugdo ou matriz substituta. Para cada curva de
calibragdo serdo usadas 8 concentragdes sendo 0,5 ug L'; 1,5 ugL™"; 2,5 ugL™; 3,5
pugL™’; 4,5 ugL™"; 5,5 ugL™; 6,5 ugL"' e 7,5 ugL'. Cada curva de calibragéo foi
preparada trés vezes totalizando, sendo trés leituras independentes para cada nivel
das curvas, totalizando 180 pontos para avaliacdo desse parametro. O método sera
considerado seletivo quando os resultados de P-valor obtidos pela comparacéao de
cada curva construida com a matriz substituta com a curva construida pela solugao
padrdao forem maiores ou iguais a 0,05 indicando que as retas possuem a mesma
origem e a mesma inclinagcéo e, portanto, sao paralelas.

O efeito residual é o efeito gerado pelo aparecimento ou aumento do sinal
do analito causado por contaminacdo proveniente de amostras analisadas
anteriormente. Esse efeito € muito comum e pode comprometer as analises

posteriores caso néo seja eliminado, ou pelo menos trabalhado em niveis aceitaveis.
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Normalmente esse efeito esta relacionado com a capacidade do equipamento usado
para fazer analise de se autolimpar apds a leitura de uma determinada amostra. Para
avaliacdo desse efeito foram realizadas 3 (trés) leituras da mesma amostra branco,
sendo uma antes e duas logo apos a leitura de uma amostra processada do LSQ. Os
resultados obtidos devem ser 20% inferiores ao resultado obtido para o LIQ.

Todas as vezes que em que uma determinada substancia é analisada
deve-se levar em consideracao as possiveis interferéncias oriundas das substancias
que compde o meio onde essa substancia esta solubilizada, de forma que os efeitos
na quantificacdo possam ser conhecidos e avaliados. Esses efeitos recebem o nome
de efeito matriz e sdo de fundamental importancia na avaliagao da eficacia do método
analitico. Pelo fato da matriz biologica ser sangue total, o efeito matriz foi avaliado
utilizando 6 (seis) amostras de fontes distintas sendo 4(quatro) amostras normais e
2(duas) lipémicas. Foram utilizadas amostras ja processadas nas quais foram
adicionadas amostras nas mesmas concentracbes de CQB e CQA. Para cada
amostra foi obtido o fator de matriz normalizado (FMN) de acordo com a férmula
abaixo.

Resposta do analito em matriz

FMN =
Resposta do analito em solucao

Equacido 1: usada para determinagdo do Fator de matriz normalizado

Para avaliacdo da curva de calibracdo do método foram construidas e
avaliadas trés curvas de calibracdo que incluiram a analise na amostra em branco
(matriz proposta para o estudo) e de 6 determinagbes construidas através da
fortificagdo usando o padrao de manganés. A faixa escolhida para a avaliagdo da
curva de calibragdo sera a mesma utilizada durante todo a validagdo analitica
incluindo amostras com concentragdo de 0,5 ugL™ (LIQ); 1,5 ugL™" (CQB); 2,5 ugL™"
(CQM1); 3,5 ugL™" (CQM2); 4,5 ugL' (CQM3); 5,5 ugL™" (CQM4) e 6,5 ugL™" (LSQ)
compreendida entre o LIQ e LSQ. Para que os resultados ndo sejam alterados pela
passagem for¢cada da curva de calibracdo pelo de origem nao foram utilizados os
pontos referentes ao branco e/ou o de concentracdo zero. Para que a avaliagao da
curva de calibragao seja considerada satisfatoria o desvio padrdo da concentragéo
relacionada o LIQ devera ser menor do que 20%, em relagéo as outras concentragdes
da curva o DPR devera ser menor de 15%, além disso os residuos oriundos da

diferencga entre as concentragdes experimentais e as concentragdes preditoras devera
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apresentar distribuicdo normal e ser homocedasticos. A avaliagao dos coeficientes,
linear e angular devem justificar o modelo matematico usado. Por fim, a inexisténcia
de tendéncia na distribuicdo dos residuos sera considerada um forte indicador de que
a curva de calibracio podera ser considerada validada.

A precisao, por sua vez, sera determinada através da avaliacao intracorrida
e intercorrida. Em cada corrida serdo realizadas 5 replicatas utilizando 8
concentracdes. As concentragdes utilizadas foram as mesmas usadas para avaliagao
da linearidade (0,5 pgL'- LIQ), (1,5 pugL'-CQB), (2,5 ugL' - CQM1), (3,5 ugL™" -
CQM2), (4,5 ugL'- CQM3) (5,5 ugL'- CQA), (6,5 pugL'- LSD), acrescido do (7,5 pugL-
- CQD). Para caracterizar a preciséo intercorridas foram realizadas avaliagbes em
dias diferentes. Para ser considerado preciso o desvio padréo relativo (DPR) n&o
podera ser superior a 20% para a concentragao do LIQ e 15% para as demais
concentracdes.

A exatidao é a capacidade que o método possui de quantificar todo o
material de interesse presente na matriz, dessa forma o método analitico devera ser
capaz de disponibilizar todo o manganés presentes na matriz para que seja analisado
pelo equipamento de absorcdo atdbmica. A exatiddo sera avaliada nos mesmo
formatos que a preciséo, ou seja, com 5 réplicas em pelo 8 concentragdes. No entanto,
a exatidao sera expressa através do Erro Padrao Relativo (EPR) que néo podera ser
maior de 20% no LIQ e 15% nas outras concentracdes. O EPR devera ser calculado
da seguinte forma:

(CME —CN)
_— %
CN

Equagdo 2: Determinagdo do erro padrdo relativo (EPR)

EPR = 100

Onde CME é concentragdo média experimental (Preditor Médio) e CN é a
concentracdo nominal. Para a determinagcdo da CME devera ser construida a curva

de calibragao de cada um dos pontos de cada réplica.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resultados obtidos pela analise experimental.

Foi realizada analise de variancia para significancia de regressao, levando
em consideragdo os seguintes fatores: A — Temperatura de pirdlise, B — Temperatura
de atomizacido, C — Tempo de pirdlise, D — concentracdo de modificador, onde as
hipéteses testadas foram:

HO — inclinagao igual a zero

H1 — inclinacao diferente de zero

Os resultados indicam que a probabilidade F for maior ou igual a 0,05,
aceita-se HO e para valores de probabilidade F menor que 0,05, rejeita-se a hipotese
nula, aceitando-se a hipétese alternativa com 95% de confianca.

Na Tabela 6 a seguir podemos observar como os fatores escolhidos
interferem nos resultados, seja este de forma independente ou interagindo entre eles.

Tabela 6: Resultados da analise de variancia para o modelo quadratico

Soma dos Grausde Meédiados
>
Fatores quadrados liberdade quadrados Valor de F Prob>F

Modelo 0,054 14 0,003895 64,5 < 0,0001
A 0,00005 1 0,00005 0,84 0,3761
B 0,036 1 0,036 604,78 < 0,0001
C 0,0000568 1 0,0000568 0,98 0,3388
D 0,0006242 1 0,0006242 10,43 0,006

AB 0,000001 1 0,000001 0,017 0,899

AC 0,0002481 1 0,0002481 4,15 0,061

AD 0,00015 1 0,00015 2,51 0,1356
BC 0,000009 1 0,000009 0,15 0,7039
BD 0,00164 1 0,00164 27,42 0,0001
CD 0,0001266 1 0,0001266 2,12 0,1679
A2 0,00007257 1 0,00007257 1,21 0,2893
B2 0,004199 1 0,004199 70,19 <0,0001
c? 0,000009855 1 0,000009855 0,16 0,691

D? 0,00007257 1 0,00007257 1,21 0,2893
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Os resultados apresentados para os fatores B, D, BD e B? possuem a
probabilidade F menor que 0,05, sugerindo que estes influenciam sobremaneira a
absorbancia. Os resultados em que a probabilidade € maior ou igual a 0,05
sugestionam que os valores de absorbancia n&o sao significativamente influenciados
por eles.

Através do Diagrama de Pareto, representado pela Figura 4, é possivel
observar os resultados encontrados na Tabela 9. O grafico retrata os fatores mais

significativos que influenciam na absor¢ao, comegando com o de maior influéncia para

O menor.
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Figura 4: Grafico de Pareto: representagao de fatores que interferem na absorbancia

Legenda: B — Temperatura de atomizagdo; BD — intera¢do entre temperatura de atomizacdo e
concentrag¢do de modificadores; B?>— segunda ordem da temperatura de atomizacdo

Foi possivel observar que o fator B, temperatura de atomizacao, é a variavel
que com maior frequéncia interfere no resultado de absorbancia, demonstrando que
os outros fatores ndo influenciam significativamente.

Apods a identificacao dos fatores que mais interferem na absorbancia, a
Figura 5, no qual esta representada a superficie de resposta, nos mostra a influéncia

da tempertura de atomizagcdo e da concentracdo do modificador na resposta da
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absorbancia quando o valor de temperatura e o tempo de pirdlise sao fixados em

800°C, e 10 segundos, respectivamente.
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Figura 5: Superficie de resposta: influéncia da temperatura de atomizacao (B) e da
concentracdo do modificador (D) na resposta (absorbancia), fixando o valor de

temperatura de pirdlise em 800°C e o tempo de pirdlise em 10 segundos.

Observou-se, através da superficie de resposta apresentada acima, que a
temperatura de atomizacgao influencia significativamente a absorbéncia e que a
influéncia da concentracdo de modificador € significativa, mas ndo de forma muito
expressiva, causando maiores alteragdes na absorbancia apenas em temperaturas
mais baixas de atomizacéo.

De uma forma geral, os graficos da figura 6 demonstram nao haver
tendéncias estatisticas observados indicando que os residuos advém de erros
aleatérios como foi proposto pela otimizagdo do método através do planejamento
experimental. No grafico (a) temos indicios sobre o comportamento da variancia dos
residuos com relagdo aos valores ajustados (Predicto), observar-se que, por esse
grafico, ndo é possivel observar tendéncias relacionadas ao residuo.

Quando avaliamos os residuos associado a ordem de coleta (Grafico
b) obtemos indicios da independéncia entre os residuos, pois nao foi observado
nenhum comportamento sistematico do grafico. O grafico (c), por sua vez, indica que

os dados possuem uma distribuicao normal.
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Figura 6: Graficos de diagnosticos através do residuo
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Predicted vs. Actual

a) representacdo grafica dos valores de residuos versus valores experimentais; b) grafico de residuos
versus experimento; ¢) representacdo dos valores de residuos experimentais versus valores teoricos.

Em seguida, através da Figura 7 foi possivel estabelecer a area (em

amarelo), conhecida como Design Space, em que a alteracdo da temperatura de

atomizacao e a concentragdo do modificador ndo impactam significativamente nos

resultados analiticos. Essa informacao € muito importante para o método, pois define

uma area de flexibilizagdo das condigbes analiticas conferindo certa robustez ao

método.
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Figura 7: Design Space — a regido em amarelo representa a faixa de trabalho
dos parametros que oferece melhor resultado do método conferindo uma certa

robustez.
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Baseado nos resultados obtidos com o planejamento experimental, a
tabela a seguir (Tabela 7) demonstra as condigbes utilizadas para programagao do
espectrometro de absorgao atdbmica acoplado ao forno de grafite para analise de
manganés no sangue total dos agricultores.

Tabela 7: Programa de temperatura que resultou nos melhores parametros de quantificacdo de

manganés no sangue por absor¢do atdmica em forno de grafite

Fases Temperatura Rampa (°C) Tempo (s) Fluxo de gas
(°C)
Secagem 90 10 10 0,2Lmin"
Secagem 110 10 10 0,2Lmin™"
Secagem 120 10 10 0,2Lmin™"
Pirdlise 935 150 3 0,2Lmin""
Atomizagao 1946 0 3 0
Limpeza 2700 0 3 0,2Lmin"

As etapas do processo de GFAAS descritas na tabela anterior esta

representada graficamente na Figura 8.

Programa de aquecimento
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Figura 8: Programa de aquecimento para o método de andlise de manganés em sangue total
utilizando GFAAS
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4.2 Resultados obtidos pela validagao analitica

Para execucdo dos testes de validacdo é importante ressaltar que as
concentragdes usadas foram: LIQ (0,5 ugL™'), CQB(1,5 pgL"), CQM1(2,5 ugL™),
CQM2(3,5 pugL™"), CQM3(4,5 ugL"), CQA(5,5 pugL™"), LSQ(6,5 ugL), CQD(7,5 ugL™")

A seletividade do método foi avaliada pela comparagao das inclinagdes de,
6 (seis) curvas de adicdo padrédo em 6 (seis) amostras de fontes distintas de matriz
bioldgica (contendo um nivel basal do analito) e da curva padrdo em solugao ou matriz
substituta. Para a construcido da curva de calibracdo foram usadas 8 concentracdes
sendo 0,5 ugL", 1,5 ugL™", 2,5 ugL™", 3,5 pugL", 4,5 ugL™", 5,5 ugL™", 6,5 gL, 7,5 ugL-
1. Os resultados est&o dispostos a seguir, conforme as Tabelas 8, 9 e 10:

Tabela 8: Leitura da fortificagdo das concentragdes na matriz substituta

Concentracéao Matriz Substituta
0,5 0,099
1,5 0,144
2,5 0,180
3,5 0,237
4,5 0,281
5,5 0,302
6,5 0,339
7,5 0,378

Tabela 9: Resultados obtidos para avalia¢do da seletividade curvas 1,2 e 3

Curva 1 Curva 2 Curva 3
Prep. Prep. Prep. Prep. Prep.2 Prep. Prep. Prep. Prep.
1 2 3 1 3 1 2 3

0,108 0,107 0,108 0,106 0,110 0,108 0,107 0,108 0,111
0,148 0,139 0,143 0,149 0,144 0,140 0,151 0,159 0,161
0,169 0,172 0,265 0,205 0,199 0,202 0,210 0,206 0,199
0,235 0,234 0,238 0,235 0,242 0,238 0,241 0,239 0,239
0,269 0,25 0,274 0255 0,261 0,265 0,258 0,259 0,258
0,302 0,301 0,299 0,294 0,301 0,291 0,297 0,299 0,292
0,330 0332 0,335 0,329 0,330 0,331 0,330 0,329 0,327
0365 0,370 0,368 0,358 0,362 0,364 0,359 0,370 0,369

Tabela 10: Resultados obtidos para avaliacdo da seletividade curvas 4, 5 e 6

Curva 4 Curva b Curva 6
Prep. Prep. Prep. Prep. Prep. Prep. Prep. Prep. Prep.
1 2 3 1 2 3 1 2 3

0,112 0,109 0,112 0,107 0,108 0,11 0,109 0,107 0,110
0,158 0,155 0,154 0,161 0,165 0,163 0,162 0,165 0,158
0,206 0,209 0,198 0,202 0,204 0,204 0,215 0,208 0,212
0,232 0,233 0,241 0,231 0,233 0,233 0,235 0,038 0,241
0,265 0,274 0,274 0267 0,270 0,270 0,268 0,271 0,268
0,290 0,302 0,302 0,301 0,299 0,297 0,305 0,307 0,306
0,330 0,328 0328 0327 033 0,332 0335 0,328 0,332
0,372 0,368 0,372 0,365 0,364 0,371 0,372 0,373 0,369
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Figura 9: Resultados graficos para avaliagao da dispersao na seletividade

Legenda: a) Diagrama de dispersdo das 6 retas; b) Avaliacdo visual da dispersdo em cada nivel; c¢) valor

ajustado das curvas versus matriz substituta.

Serdo considerados seletivos quando as 6 curvas geradas forem
consideradas paralelas a curva construida com a matriz substituta. A comparagao
O Item “c” da

figura 9 traz a sobreposi¢ao das 6 regressdes geradas com a matriz substituta.

ocorrera individualmente com cada uma das seis curvas construidas.

A comparacéo entre as retas foi realizada com objetivo de avaliar possiveis
interferentes causadas pelas substancias presentes na matriz onde se encontra o
manganés. A presencga dessas substancias pode provocar a diminuigdo ou aumento
da absor¢cdo do manganés. Esse aumento ou diminuigdo pode nado ser linear o que
provoca uma mudanga no coeficiente angular de cada reta. O teste de paralelismo
avaliara se houve alteragao no coeficiente angular das retas quando comparados com
a fortificagdo na matriz substituta. A n&o alteragao do coeficiente angular demonstra
que nao houve interferéncia dessa matriz.

O teste de paralelismo sera realizado utilizando o teste F parcial levando
em consideragdo o modelo de regresséao linear inscrito na forma matricial. Para os
calculos foram usados a programacgao do software R-Studio Verséo 3.6.2.

A hipodtese estatistica usada com o nivel de significancia de 0,05.

HO coeficiente angular da Matriz Substituta é igual ao coeficiente angular
da Curva

H1 coeficiente angular da Matriz Substituta é diferente do coeficiente

angular da Curva
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A Tabela 11 demonstra os resultados encontrados na avaliagdo do
parametro seletividade.

Tabela 11: Resultados estatisticos para avaliagdo da seletividade
Teste de Comparacao das regressées com a Matriz Substituta

Regressao GL Soma dos Estat. F P-valor
Quadrados
1 1 3,20009E-31 1,45499 0,29419
2 1 0,000111744 0,592721 0,48431
3 1 2,39795E-30 7,060427 0,05655
4 1 2,39795E-30 1,060427 0,05655
5 1 2,60431E-05 0,465301 0,53206
6 1 1,85742E-04 3,542541 0,12558

Os resultados obtidos para o p-valor de todas as curvas sdo maiores do
que 0,05 indicando que a HO foi aceita. Dessa forma conclui-se que todos as curvas
sdo paralelas a curva construida com a matriz substituta. Dessa forma conclui-se que
0 método analitico é seletivo.

Para avaliagdo do efeito residual (carry over) foram realizadas 3 (trés)
leituras da mesma amostra branco, sendo uma antes e duas logo apds a leitura de
uma amostra processada do LSQ. Os resultados obtidos devem ser 20% inferiores ao
resultado obtido para o LIQ. As Tabelas 12 e 13 demonstram os resultados obtidos na

avaliagao do efeito residual do método utilizado.

Tabela 12: Dados obtidos para avaliacdo do efeito residual (carry over)
Tipo de Amostra Primeira Leitura Primeira Leitura Segunda Leitura

apos o LSQ apoés o LSQ
Branco 0,015 0,021 0,019
LIQ 0,107 NA NA
LSQ 0,380 NA NA

Tabela 13: Resultados obtidos para validac¢ao do efeito residual

Efeito residual Resultado

Primeira leitura 14,02%
Primeira Leitura apos LSQ 19,7%
Segunda Leitura apoés LSQ 17,8%

Os resultados obtidos demonstram o que equipamento de absorcao
atdbmica utilizado possui um sistema de limpeza entre as injegdes que possibilita que
nao haja acumulo de residuo entre uma injegcéo e outra. Dessa forma o método esta
validado para o efeito residual, no entanto € importante ressaltar que esse parametro

sofre pouco impacto do método e mais impacto do equipamento, isso quer dizer que
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os resultados de efeito residual para esse método podem nao ser satisfatérios quando
utilizados em outros equipamentos que nao possuam um sistema de limpeza eficiente.

O efeito matriz foi avaliado utilizando 6 (seis) amostras de fontes distintas
sendo 4(quatro) amostras normais e 2(duas) lipémicas. Foram utilizadas amostras ja
processadas nas quais foram adicionadas amostras nas mesmas concentragdes de
CQB e CQA. Para cada amostra foi obtido o fator de matriz normalizado (FMN)
conforme explicado anteriormente.

As Tabelas 14, 15 e 16 demonstram os resultados obtidos nos
experimentos de avaliacdo do efeito matriz para as amostras 1 e 2; 3 e 4; 5e 6
respectivamente. E a Tabela 17 representa o fator de matriz normalizado de todas as

amostras testadas.

Tabela 14: Resultados obtidos para o efeito matriz, amostra 1 e 2

Meio Concentracio Amostra 1 Amostra 2
Amostra CQB 0,158 0,155 0,160 0,165 0,171 0,159
Diluente CQB 0,085 0,088 0,090 0,093 0,092 0,080

FMN cQB 1,8 1,9
Amostra CQA 0,292 0,297 0,307 0,305 0,301 0,311
Diluente CQA 0,175 0,170 0,181 0,202 0,195 0,199

FMN CQA 1,7 1,5

Tabela 15 Resultados obtidos para o efeito matriz, amostra 3 e 4

Meio Concentragao Amostra 3 Amostra 4
Amostra CQB 0,183 0,175 0,181 0,182 0,195 0,175
Diluente CQB 0,085 0,091 0,095 0,093 0,095 0,098

FMN caB 2,0 1,9
Amostra CQA 0,312 0,299 0,305 0,287 0,295 0,289
Diluente CQA 0,195 0,191 0,201 0,187 0,190 0,185

FMN CQA 1,5 1,5

Tabela 16: Resultados obtidos para o efeito matriz, amostra 5 e 6

Meio Concentragéao Amostra 5 Amostra 6
Amostra CQB 0,175 0,182 0,187 0,195 0,193 0,182
Diluente CQB 0,093 0,090 0,085 0,087 0,085 0,092

FMN CQB 2,0 21
Amostra CQA 0,295 0,202 0,307 0,290 0,285 0,282
Diluente CQA 0,204 0,195 0,201 0,175 0,185 0,180

FMN CQA 1,5 1,6




Tabela 17: Resultado do fator de matriz normalizado
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Amostra FMN Média
Amostra 1 CQB 1,8 1,8
Amostra 1 CQA 1,7
Amostra 2 CQB 1,9
Amostra 2 CQA 1,5
Amostra 3 CQB 2,0 Desvio Padrao
Amostra 3 CQA 1,5 0,2
Amostra 4 CQB 1,9
Amostra 4 CQA 1,5
Amostra 5 CQB 2,0
Amostra 5 CQA 1,5 Desvio Padrao Relativo
Amostra 6 CQB 2,1 13,00%
Amostra 6 CQA 1,6

Para que o efeito matriz seja considerado irrelevante o desvio padrao

relativo dos FMN's devera ser inferior a 15%. No caso em questdo o DPR foi de13%

demonstrando que os resultados obtidos estdo de acordo com os

limites

estabelecidos. Sendo assim considera-se o efeito matriz validado para o método em

questao.

Os resultados obtidos para a avaliacdo da linearidade do método baseado

na curva de calibragcdo encontram-se registrado a seguir, conforme pode ser

observado na Tabela 18.

Tabela 18: Dados obtidos para avaliacdo da linearidade

Concentragao Regressdo Regressdo Regressdo Regressdo Regressao Regressao
1 2 3 4 5 6

LIQ (0,5ug.L™") 0,105 0,075 0,115 0,120 0,087 0,112
CQB (1,5ug.L") 0,135 0,135 0,121 0,151 0,160 0,165
CQM1 (2,5ug.L") 0,150 0,182 0,145 0,173 0,190 0,146
CQM2 (3,5ug.L") 0,190 0,240 0,205 0,251 0,265 0,239
CQM3 (4,5ug.L") 0,260 0,280 0,295 0,300 0,281 0,255
CQM4 (5,5ug.L") 0,301 0,315 0,298 0,315 0,325 0,296
CQMS5 (6,5ug.L") 0,330 0,350 0,365 0,345 0,325 0,334

A seguir esta representada pela Figura 10, o grafico com a dispersé&o dos

resultados obtidos na avaliagdo do parametro linearidade.
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Avaliacéo visual da dispersédo em cada nivel

035
I

|
l

025
l

Box Plot

0.20
B

I I I ! I I I
1-LIQ 2-CQB0  3-CaM1  4-CcQM2  5-CQM3  6-CQA 7-L8Q

Concentractes

Figura 10: Avaliagdo da dispersdo dos resultados obtidos para linearidade

A Tabela 19 apresentada a seguir demonstra os resultados do desvio padrao
relativo de todas as concentragdes utilizadas na regressao linear, que estao todos abaixo do

limite maximo, que se encontra representada graficamente na Figura 15 acima.

Tabela 19: Desvio padrio relativo em cada uma das concentracdes usadas na regressao

LIQ cas cam1 cam2 cam3 cQM4 LsQ
DPR 17,23% 14,16% 11,81% 12,28%  6,50% 3,78%  4,23%
Limmax ~ 20% 15% 15% 15% 15% 15% 15%

Observa-se que todos os desvios estdo abaixo do limite maximo
demonstrando que as amostras trabalham com o nivel desejado de precisao.

Um dos itens utilizados na avaliagado da linearidade foi a verificagdo da
igualdade entre as variancias, conhecido como avaliagdo da homocedasticidade.

O teste empregado para verificagdo da homocedasticidade foi o de
Cochran onde as hipdteses testadas foram:

HO = as varidncias sao estatisticamente semelhantes;

H1 = as varidncias sao estatisticamente diferentes;

Caso o p-valor for maior ou igual a 0,05 aceita-se a hipotese nula (H0), caso
o p-valor seja inferior a 0,05 rejeita-se a hipotese nula e aceita-se a hipdtese
alternativa (H1)

Os resultados encontrados para o teste de Cochran estao representados
na Tabela 20.
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Tabela 20: Avaliagdo da homocedasticidade dos dados
Teste de homocedasticidade - Cochram
Estatistica Réplicas Grau de Liberdade p-valor
0,3164 7 6 0,2515

Conforme visto na Tabela 23, o p-valor € maior que 0,05 adotando o nivel
de confianga de 95%, dessa forma aceita-se HO, concluindo-se que a distribui¢do dos
residuos é homocedastica.

Para avaliacdo da normalidade dos residuos utilizou-se o teste de Shapiro
Wilk onde as hipéteses testadas foram:

HO = os dados possuem distribuicdo normal;

H1 = os dados ndo possuem distribuicdo normal;

Caso o p-valor for maior ou igual a 0,05 aceita-se a hipotese nula (H0), caso
o p-valor seja inferior a 0,05 rejeita-se a hipotese nula e aceita-se a hipotese
alternativa (H1)

Os resultados encontrados para o teste de Shapiro Wilk estdo

representados na Tabela 21.

Tabela 21: Avaliacao da distribui¢ao dos dados
Teste de Normalidade — Shapiro Wilk
Estatistica p-valor
0,97347 0,4287

Conforme visto na Tabela 24, o p-valor € maior que 0,05 adotando o nivel
de confianga de 95%, dessa forma aceita-se HO, concluindo-se que os dados
possuem distribuicdo normal.

Quando o erro do modelo é devido apenas as variagbes comuns de
analises, espera-se que os residuos sejam independentes entre si e tenham uma
distribuicao normal, no entanto quo existe uma tendéncia devido a erros no modelo os
residuos séo considerados dependentes. Essa dependéncia pode trazer impactos nas
amostras analisadas em areas especificas da curva de calibracdo. Para evitar que
erros assim acontegcam, durante a verificacdo da linearidade foi realizado o teste de
Durbin-Watson para avaliagdo da independéncia dos residuos levando em
consideragao as seguintes hipoteses:

-HO: Os residuos sdo independentes

-H1: Os residuos nao sao independentes
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Segue representada na Tabela 22, o resultado da avaliagado de teste de

independéncia dos residuos (teste de Durbin-Watson).

Tabela 22:Tese estatistico para independéncia dos residuos

Teste de Independéncia — Durbin-Watson
Teste Estatistica DW p-valor
Durbin Watson 1,538 0,04505

O p-valor encontrado para o teste de Durbin-Watson foi menor do que 0,05
indicando que a hipotese nula foi descartada fazendo com que a hipotese alternativa
fosse aceita, demonstrando que os residuos nao sao independentes. Porém, ao se
avaliar o grafico de residuo versus a ordem de coleta, em de coleta, ndo é possivel
observar essa dependéncia. Acredita-se que tal dependéncia ocorra em
concentragdes menores do que 0,5 ugL-"'. Pelo fato de se tratar do LIQ, esse achado
nao impacta no resultado da validagdo. No entanto fica estabelecido que o método
nao pode ser utilizado para avaliagdes de concentragdes menores que 0,5 pgL™".

A seguir a Figura 11 que representa o diagrama de dispersao dos residuos

versus ordem de coleta.
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Figura 11: Diagrama de residuos vs ordem de coleta
A figura 11 demonstra que os residuos organizados pela ordem de coleta

estdo dentro do limite esperado, o que pode ser comprovado pela auséncia de pontos
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fora do range estatistico (linha vermelha). Isso demonstra que néo ha tendéncia e que
os residuos sdo independentes.

A determinacdo do coeficiente angula avalia se existe se a relagdo obtida
entre as variaveis independentes e explicativas possuem uma inclinagdo significativa.
Para isso sera usado o teste de anova onde as variancias entre as menores e a
maiores concentracdes devem ser maiores que a soma das variancias encontradas
dentro de cada concentragao

HO = as variancias sao iguais;

H1 = as variancias sao diferentes;

Caso o p-valor seja maior ou igual a 0,05 aceita-se a hipétese nula (H0),
caso o p-valor seja inferior a 0,05 rejeita-se a hipdtese nula e aceita-se a hipotese
alternativa (H1). Nesse caso o interessante € que o p-valor seja menor que 0,05 para
que o HO seja rejeitado e a hipétese alternativa seja aceita.

Os resultados encontrados para a Anova estao descritos na Tabela 23.

Tabela 23: Avaliacdo do coeficiente angular

Anova
Fatores Grau de Soma dos Quadrado Estatistica F  p-valor
Liberdade Quadrados Médio
Conc. 1 0,286936 0,286936 686,53 2,20E-
16
Residual 40 0,0161718 0,000418

O resultado permitiu que o HO fosse rejeitado aceitando-se o H1, isso
demostra que a relagcdo entre as variaveis resulta em uma reta com inclinagao
significativa.

A avaliagédo do coeficiente linear determina se o intercepto da reta obtida
cruza o eixo das variaveis independentes no valor estatisticamente igual a zero,
indicando que para situacdo em que a variavel independente X é nula a variavel
dependente Y também é nula. Dessa forma, para avaliar o coeficiente linear foi
utilizado o teste "t" de student com o nivel de significancia de 5%, sendo testadas as
seguintes hipdteses:

- HO: intercepto igual a zero

- H1: intercepto diferente de zero

No caso de amostras biologicas € esperado que o HO seja rejeitado quando

se trabalha com material isento de matriz pura, como é o caso do trabalho em questéao.
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Segue na Tabela 24 a avaliagao estatistica do coeficiente linear.

Tabela 24: Avaliac¢do do coeficiente linear

Teste t
Predictor Estimativa Desvio Estatistica P-valor
Padrao
Intercepto 0,079092 0,006358 12,44 2,50E-15
Conc. 0,041327 0,001577 26,2

Conforme previsto rejeita-se HO e aceita-se H1, demonstrando que o
intercepto da reta ndo passa pela origem dos pontos.

Os dados obtidos para precisdo estdo apresentados nas Tabelas 25, 26,
27 e 28.

Tabela 25: Dados obtidos para a precisdo no dia 1

Leitura das amostras Estatistica
Concentragdo  Leitura Leitura Leitura Leitura Leitura Média DP DPR
1 2 3 4 5
Branco 0,022 0,016 0,016 0,019 0,015 0,116
Sangue 0,114 0,120 0,114 0,112 0,120 0,116 0,0037 3,2
0,5 0,137 0,135 0,136 0,144 0,138 0,138 0,0035 2,56
1,5 0,10 0,173 0,169 0,182 0,170 0,172 0,0053 3,1
25 0,206 0,206 0,209 0,202 0,204 0,205 0,0026 1,27
3,5 0,229 0,239 0,244 0,231 0,233 0,235 0,0060 2,57
4,5 0,259 0,265 0,274 0267 0,270 0,267 0,0056 2,10
5,5 0,299 0,299 0,302 0,301 0,289 0,298 0,0051 1,74
6,5 0,350 0,330 0,328 0,327 0,335 0,334 0,0094 2,83
7,5 0,392 0,389 0,385 0,386 0,390 0,388 0,0028 0,74

Desvio padrao do primeiro dia 2,24
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Tabela 26: Dados obtidos para a precisao no dia 2

Leitura das amostras Estatistica
Concentragdo Leitura Leitura Leitura Leitura Leitura Meédia DP DPR
1 2 3 4 5

Branco 0,015 0,017 0,019 0,019 0,024
Sangue 0,110 0,115 0,099 0,113 0,116 0,1106 0,006877 6,22
0,5 0,145 0,139 0,143 0,145 0,147 0,143 0,003033 2,11
1,5 0,167 0,163 0,166 0,159 0,164 0,163 0,003114 1,9
2,5 0,196 0,192 0,191 0,189 0,199 0,193 0,004037 2,09
3,5 0,207 0,211 0,217 0,214 0,212 0,212 0,003701 1,74
4,5 0,240 0,255 0,243 0,249 0,240 0,245 0,006504 2,65
5,5 0,268 0,260 0,265 0,261 0,267 0,264 0,003564 1,35
6,5 0,285 0,281 0,301 0,290 0,288 0,289 0,007517 2,6
7,5 0,298 0,308 0,311 0,304 0,296 0,303 0,006387 2,11
Desvio padrao do segundo dia 2,53

Tabela 27: Dados obtidos para a precisdo no dia 3

Leitura das amostras Estatistica
Concentragio Lei:ura Lei;ura Lei;ura Lei;ura Lei;ura Média DP DPR
Branco 0,025 0,015 0,017 0,023 0,021 0,0202
Sangue 0,109 0,11 0,112 0,115 0,109 0,111 0,0025 2,30
0,5 0,131 0,145 0,138 0,128 0,142 0,1368 0,0072 5,26
1,5 0,165 0,171 0,169 0,177 0,181 0,1726  0,0064 3,70
2,5 0,207 0,206 0,209 0,202 0,204 0,2056 0,0027 1,31
3,5 0,225 0,241 0,238 0,231 0,233 0,2336 0,0062 2,67
4,5 0,259 0,267 0,278 0,269 0,271 0,2688 0,0069 2,56
5,5 0,198 0,305 0,295 0,308 0,296 0,2804 0,0464 16,55
6,5 0,347 0,345 0,341 0,328 0,334 0,339 0,0079 2,33
7,5 0,401 0,399 0,388 0,391 0,394 0,3946 0,0054 1,37

Desvio padrao do primeiro dia 4,23




Tabela 28: Resultados para precisao
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Concentragao Leitura Média Estatistica

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Média DP DPR

0,5 0,138 0,162 0,137 0,146 0,014 9,76
1,5 0,173 0,193 0,173 0,180 0,012 6,50
2,5 0,205 0,228 0,206 0,213 0,013 6,16
3,5 0,236 0,262 0,234 0,244 0,016 6,46
4,5 0,269 0,297 0,269 0,278 0,016 5,83
5,5 0,297 0,322 0,280 0,300 0,021 6,98
6,5 0,330 0,354 0,339 0,341 0,012 3,56
7,5 0,388 0,390 0,395 0,391 0,003 0,87
Desvio Padrao Relativo (Precisao intradia) 5,76

Os resultados obtidos para exatidao encontram-se a seguir, representadas
pelas Tabelas 29, 30 e 31.

Tabela 29: Resultados obtidos para avaliacdo da exatidao no Dia 1

Leitura no Absorgao Atomica — Dia 1

Leitura 1 Leitura 2 Leitura 3 Leitura 4 Leitura 5
Branco 0,022 0,016 0,016 0,019 0,015
Sangue 0,114 0,12 0,114 0,121 0,12
0,5 0,137 0,135 0,136 0,144 0,138
1,5 0,17 0,173 0,169 0,182 0,17
2,5 0,206 0,206 0,209 0,202 0,204
3,56 0,229 0,238 0,244 0,231 0,233
4,5 0,259 0,265 0,274 0,267 0,27
5,5 0,299 0,299 0,302 0,301 0,289
6,5 0,35 0,33 0,328 0,327 0,335
7,5 0,392 0,389 0,385 0,386 0,39
Tabela 30: Resultados obtidos para avaliagcdo da exatidao no Dia 2
Leitura no Absorcdo Atomica — Dia 2
Leitura 1 Leitura 2 Leitura 3 Leitura 4 Leitura 5
Branco 0,018 0,017 0,017 0,015 0,013
Sangue 0,133 0,135 0,128 0,137 0,135
0,5 0,162 0,163 0,16 0,162 0,163
1,5 0,189 0,197 0,192 0,188 0,195
25 0,231 0,228 0,227 0,229 0,23
3,5 0,26 0,262 0,263 0,26 0,263
4,5 0,299 0,304 0,294 0,296 0,297
5,5 0,32 0,318 0,327 0,32 0,323
6,5 0,36 0,361 0,351 0,351 0,353
7,5 0,391 0,391 0,393 0,389 0,387
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Tabela 31: Resultados obtidos para avaliacdo da exatiddo no Dia 3

Leitura no Absorg¢ao Atomica — Dia 3

Leitura 1 Leitura 2 Leitura 3 Leitura 4 Leitura 5
Branco 0,015 0,017 0,019 0,019 0,024
Sangue 0,11 0,115 0,099 0,113 0,116
0,5 145 0,139 0,143 0,145 0,147
1,5 0,167 0,163 0,166 0,159 0,164
25 0,196 0,192 0,191 0,189 0,199
3,5 0,207 0,211 0,217 0,214 0,212
4,5 0,24 0,255 0,243 0,249 0,24
5,5 0,268 0,26 0,265 0,261 0,267
6,5 0,285 0,281 0,301 0,29 0,288
7,5 0,298 0,308 0,311 0,304 0,296

A exatiddo foi determinada através do EPR (erro padrao relativo) que é
calculado baseado nas Concentra¢gdes nominais, ou seja, o valor tedrico de cada
concentracio e o valor da concentragdo média experimental, esse valor, por sua, vez
€ determinado através da média do preditor oriundo das equacdes de todas as curvas
geradas para a determinagéo da exatidao. Os valores usados para a determinagéo do

CME e dos preditores que o geraram encontram-se nas tabelas a seguir.

Tabela 32: Dados obtidos no dia 1 para calculo da exatidao
Calculo da Exatidao no dia 1

Concentragdo Regressao Regressao Regressao Regressao Regressao

1 2 3 4 5
0,5 0,137 0,135 0,136 0,144 0,134
1,5 0,170 0,173 0,169 0,182 0,170
2,5 0,206 0,206 0,209 0,202 0,204
3,5 0,229 0,238 0,244 0,267 0,270
4,5 0,299 0,299 0302 0,301 0,289
5,5 0,350 0,330 0,328 0,327 0,300
6,5 0,350 0,330 0,328 0,327 0,345
7,5 0,392 0,389 0,385 0,386 0,390

Intercepto 0,112678 0,117755 0,120303 0,123952 0,114601
Inclinacéo 0,035642 0,034154 0,033892 0,032761 0,034630




Tabela 33: Dados obtidos no dia 2 para célculo da exatidao
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Calculo da Exatidao no dia 2

Concentragao Regressdao Regressdao Regressao Regressdao Regressao
2 3 4 5
0,5 0,162 0,163 0,160 0,162 0,163
1,5 0,189 0,197 0,192 0,188 0,195
25 0,231 0,228 0,227 0,229 0,230
3,5 0,260 0,262 0,264 0,260 0,263
4,5 0,299 0,304 0,294 0,296 0,297
55 0,320 0,318 0,327 0,320 0,323
6,5 0,360 0,361 0,351 0,351 0,353
7,5 0,391 0,391 0,393 0,389 0,387
Intercepto 0,144880 0,148095 0,144589 0,1451184 0,149184
Inclinagao 0,032904 0,032476 0,032821  0,0322976  0,031797
Tabela 34: Resultados da exatidao
Resultados para Exatidao - Valores de desvio padrao relativo (DPR)
DPR - Dia 1 DPR - Dia 2 DPR - Preciséo Limites
intermediaria

12,898 3,846 2,293 20%
-7,119 5,898 3,294 15%
-2,261 1,801 2,549 15%

2,171 1,417 1,436 15%

3,091 3,799 2,305 15%

4,237 1,853 1,531 15%

2,885 1,032 0,679 15%

5,437 0,149 0,655 15%

Os resultados obtidos para exatiddo estdo de acordo com os limites

estabelecidos nesse documento.

Dessa forma como todos os resultados avaliados foram satisfatorios,

entende-se que o método analitico sera considerado apto para determinagdo de

manganés em sangue total.
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5. CONCLUSAO

A utilizagao da técnica de absorcao atémica com forno de grafite mostrou-
se uma escolha correta, ndo s6 pela referéncia de varios trabalhos similares que
demonstraram a utilizacdo dessa técnica com eficiéncia, A utilizagdo do planejamento
experimental, foi essencial para conferir robustez, precisao e acuracidade ao método,
e através dela foi possivel definir as caracteristicas do método para obtencédo dos
melhores resultados.

Essa conclusao pode ser comprovada através dos resultados de validagao
obtidos nesse experimento. A validagao bionalitica mostrou que o método é seletivo e
por isso nao sofre influéncia de outros metais ou componentes presentes na matriz,
os resultados relacionados ao efeito matriz indicam que componentes presentes do
sangue nao interferem nos resultados, além disso a programacgéo de limpeza do
equipamento se mostrou eficiente impedindo que houvesse efeito residual entre uma
injecao e outra. A avaliagdo da linearidade demonstrou que a variavel dependente se
realciona de forma satisfatéria com variavel independente revelando que ndo existe
tendéncias na distribuigdo dos residuos. Esse achado garante que toda o erro
presente nos resultados sdo referentes ao processo analitico e podem ser
considerados aleatdrios. Os resultados encontrados para precisdo e exatidao
corroboram com a conclusao de que o planejamento expeirmental foi essencial para

a definicdo das caracteristicas do método.
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7. ANEXOS

Tabela 35: Valores de Temp. e tempo de pirélise, Temp. de atomizag@o e concentragdo de modificador utilizados no
planejamento experimental

Experimento Temperatura de Temperatura de Tempo de Concentragao de Absorbancia

pirdlise (°C) atomizagao (°C) pirélise (s) modific\:lat;or (%v (média)
1 800 1400 10 0 0,0470
2 1200 1400 10 0 0,0465
3 800 2200 10 0 0,1145
4 1200 2200 10 0 0,1200
5 800 1400 10 0,4/0,2 0,0130
6 1200 1400 10 0,4/0,2 0,0135
7 800 2200 10 0,4/0,2 0,1130
8 1200 2200 10 0,4/0,2 0,1240
9 800 1400 30 0 0,0480
10 1200 1400 30 0 0,0345
11 800 2200 30 0 0,1185
12 1200 2200 30 0 0,0875
13 800 1400 30 0,4/0,2 0,0150
14 1200 1400 30 0,4/0,2 0,0115
15 800 2200 30 0,4/0,2 0,1205
16 1200 2200 30 0,4/0,2 0,1220
17 800 1800 20 0,2/0,1 0,113
18 1200 1800 20 0,2/0,1 0,1130
19 1000 1400 20 0,2/0,1 0,0200
20 1000 2200 20 0,2/0,1 0,1360
21 1000 1800 20 0 0,1240
22 1000 1800 20 0,4/0,2 0,1020
23 1000 1800 10 0,2/0,1 0,1195
24 1000 1800 30 0,2/0,1 0,1210
25 1000 1800 20 0,2/0,1 0,1190
26 1000 1800 20 0,2/0,1 0,1280
27 1000 1800 20 0,2/0,1 0,1205
28 1000 1800 20 0,2/0,1 0,1215

N
©

1000 1800 20 0,2/0,1 0,1265
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e paraquate considerados fundamentais na producao agricola do estado. A aplicacdo dos mesmos é
praticamente anual pela sucessao de cultivos produzidos nesse segmento. A utilizacdo correta dos
agrotoxicos em geral e principalmente dos herbicidas paraquate e glifosato de acordo com as orientagdes
técnicas de preparo e aplicagao dos produtos, ndo tem demonstrado efeitos na salde de agricultores com
contato direto (5,6,7) O estado do Mato Grosso se compde de municipios com grande producdo dessas
lavouras.

Hipotese: Exposicao de longo prazo a multiplos agrotoxicos em agricultores (as) com contato direto sem
orientagéo técnica, organizacao de trabalho e protecéao individual, pode determinar impactos na saude.
Producéo agricola tecnificada, com orientagao técnica, organizagado do trabalho e protecdo individual reduz
exposicdo aos agrotdxicos e evita impactos na saude dos agricultores (as) do estado do Mato Grosso.

Metodologia Proposta: Serdo capacitados profissionais de saiude dos municipios envolvidos para a
realizagdo das entrevistas utilizando ficha de investigagao clinico epidemioldgica padronizada pelo
Programa de Atencao a Saude de Populagdes Expostas a Agrotoxicos da Unicamp. A capacitacao sera de
responsabilidade do coordenador do projeto Prof. Dr. Angelo Zanaga Trapé. Serdo capacitados também a
aplicar o Teste de Audit para alcoolismo.Serdo capacitados 3 bioquimicos de laboratério a ser designado
pelos municipios paraa dosagem da acetilcolinesterase eritrocitaria pelo método EQM sendo que o
equipamento (espectrofotdmetro portatil) ficarda em comodato naquele laboratério.A capacitacao sera de
responsabilidade do Prof. Dr. Paulo César Pires Rosa e da biéloga sanitarista Siomara Jacobucci dretor
adjunto e responséavel técnica do Laboratério de Andlises Toxicolégicas em Matrial Biolégico(LABTOX) da
Faculdade de Ciéncias Médicas(FCM) da Unicamp.A avaliagao clinica além da entrevista sera feita com
medidas de peso e altura para definicdo do Indice de Massa Corporal(IMC) medida de pressao arterial.Sera
coletado sangue para dosagem de marcadores de efeito: hemograma completo, perfil hepatico, perfil renal,
TSH e T4 e confundidores( diabetes esindrome metabdlica), glicemia,colesterol e fragbes.Os casos
considerados suspeitos serdo avaliados por profissional médico a ser designado pelos municipios
envolvidos e as avaliagdes serao feitas seguindo protocolo padronizado pelo Ambulatério de Toxicologia do
Hospital das Clinicas da Unicamp sob coordenagdo do Prof. Dr. Angelo Zanaga Trapé.Os casos de
morbidades identificadas e nao inferidas pelos participantes serdo encaminhadas para os Programas de
Salide da Familia dos municipios envolvidos.A organizacao das equipes de entrevistadores e coletas de
material biolégico e o cronograma sera de
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resonsabilidade das Secretarias de Salude e Agricultura dos municipios envolvidos.Apés a tabulacéo e
analise dos resultados conjunta da coordenagido do projeto com os gestores municipais de salde e
Agricultura sera feita a devolutiva publica aos participantes e municipios.

Critério de Inclusdo: Serao participantes somente agricultores(as) nas faixas de 20 a 40 anos e 40 a 60
anos com exposi¢ao prolongada e contato direto.

Critério de Exclusdo: Serao excluidos agricultores(as) que possam ter trabalhado com agrotéxicos mas sem
contato atual .

Metodologia de Andlise de Dados: Os dados consolidados em planilha Excel serdao encaminhados para
analise e representacao grafica a empresa Diginotas em S&do Paulo-SP.Os dados serdo digitados pelo
software estatistico EpiData versdo 3.1 sendo o banco de dados exportados para analise mediante software
estatistico SPSS(Statistical Package for Social Science) versdo. Seras realizada analise de frequéncia
absoluta, calculo das médias, frequéncia minima e maxima e desvio padréo.

Desfecho Primario: Obter dados reais sobre as condi¢gdes de salde de agricultores(as) com exposi¢ao
prolongada e contato direto com agrotéxicos da regiao.

Desfecho Secundario: Como desdobramento da investigacdo prpor aos gestores municipais e estaduais a
peerspectiva de implantagdo do Priograma de Atencao a Saude de Populacdes Expostas a Agrotdxicos da
regiao Norte do estado e de outras regiées do Mato Grosso.

Objetivo da Pesquisa:

Obijetivo Primario: Avaliar o nivel de exposicdo de agricultores (as) ,com exposi¢do prolongada( mais de 1
ano pelo menos)e de contato direto a agrotdxicos , nas faixas etarias de 20 a 40 e de 40 a 60 anos, sendo
no minimo 90% homens e 10 % mulheres do estado do Mato Grosso.

Objetivo Secundario: Obter dados sobre agrotéxicos mais utilizados, tecnologias de aplicagao, uso de
equipamentos de protecdo individual, comorbidades mais prevalentes
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Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Segundo informagdes do pesquisador:

Riscos: Os riscos sdo minimos de uma puncao venosa podendo mesmo com pressao local e stop blood ter
leve sangramento ou hematoma local.

Beneficios: Oportunidade de gerar dados reais sobre as condicbes de salde de agricultores(as)com
exposi¢cdo prolongada e contato direto em uma amostra significativa da populagdo da regiao(1.000)
avaliando parametros clinicos e laboratoriais nos principais érgaos alvo.Todos os participantes receberao
os resultados individualmente e terdo conhecimento das suas condigées de salude. Todos que apresentarem
alguma alteragcdo de exames ou ser suspeito de efeito relacionado aos agrotoxicos serdo devidamente
encaminhados a exame médico e seguimento clinico nos PSFs dos municipios envolvidos .

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Este protocolo se refere ao Projeto de Pesquisa intitulado "Avaliacdo das Condi¢cbes de Saude de
agricultores com exposicao prolongada e contato direto a agrotéxicos de municipios da regidao Norte do
estado de Mato Grosso", cujo Pesquisador responsavel é o Prof. Dr. Angelo Zanaga Trapé com a
colaboragao dos pesquisadores participante Prof. Dr. Paulo César Pires Rosa, Prof. Dr. Gabriel Fachini, Mei
Ying Wang Carrara e Siomara regina Ferreira Jacobuci. A Instituicdo Proponente é a Faculdade de Ciéncias
Medicas da UNICAMP. Segundo as Informacgbes Basicas do Projeto, a pesquisa tem orgamento estimado
em R$ 150.000,00 com o apoio financeiro da Associacdo Nacional de Defesa Vegetal e o cronograma
apresentado contempla inicio do estudo para 30/07/2016, com término em 10/10/2016. Serdo abordadas ao
todo 1000 pessoas, sendo: 200 participantes do municipio de Lucas do Rio Verde, 200 participantes do
municipio de Nova Mutum, 200 participantes do municipio de Tapurah, 200 participantes do municipio de
Claudia e 200 participantes do municipio de Ipiranga do Norte as intervengdes propostas para todos os
municipios serdo: avaliagdo clinico epidemiologica e coleta de sangue.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Foram analisados os seguintes documentos de apresentacao obrigatéria:

1 - Folha de Rosto Para Pesquisa Envolvendo Seres Humanos: Foi apresentado o documento
"folha_rosto.pdf 03/06/2016 13:15:39" devidamente preenchido, datado e assinado.
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2 - Projeto de Pesquisa: Foram analisados os documentos "mtprojetopesquisa.pdf  03/06/2016 13:17:28" e
"PB_INFORMACOES BASICAS DO _PROJETO_604969.pdf 03/06/2016 13:20:56". Adequado

3 - Orgamento financeiro e fontes de financiamento: Informagdes sobre orgcamento financeiro incluidas no
documento "PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_PROJETO_604969.pdf 03/06/2016 13:20:56" e
e"mtprojetopesquisa.pdf". O projeto conta com o apoio financeiro da ASSOCIACAO NACIONAL DE
DEFESA VEGETAL. Adequado.

4 - Cronograma: Informagdes sobre o cronograma incluidas nos documentos
"PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_604969.pdf 03/06/2016 13:20:56"
e"mtprojetopesquisa.pdf". Adequado.

5 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: Foi apresentado o documento "TCLE02062016.pdf
03/06/2016 13:19:45". Adequado

6- Regulamento do biorrepositério. Adequado

7 - Outros documentos que acompanham o Protocolo de Pesquisa:

* Declaragao de vinculo com a instituicdo (idangeloidentiddade.pdf  03/06/2016 13:19:35)

» carta de intencao de participacao assinada pelo prefeito do municipio de Tapurah (tapurah.pdf
03/06/2016 13:19:25);

« carta de intenc¢do de participagdo assinada pelo prefeito do municipio de Nova Mutum (nova_ade.pdf
03/06/2016 13:19:14);

carta de intencao de participacao assinada pelo prefeito do municipio de Lucas do Rio Verde (ucas_ade.pdf
03/06/2016 13:18:58);

ecarta de intencdo de participacdo assinada pelo prefeito do municipio de lIpiranga do
Norte(ipiranga_adesao.pdf 03/06/2016 13:18:45);

ecarta de intencdo de participacdo assinada pelo prefeito do municipio de Claudia (claudia2.pdf
03/06/2016 13:18:31);

ecarta informando que os exames de dosagem de manganés sérico serdo realizadas e depositas no
Laboratério de Analises Toxicolégicas em Material Biol6gico (LABTOX) da FCM/Unicamp. Os respectivos
municipios serdo responsaveis pelo acondicionamento e envio das amostras ao LABTOX(carta_coleta.pdf
03/06/2016 13:17:55).

Recomendacoes:
1-Retirar do TCLE no item Responsabilidade do pesquisador a frase: "e pela CONEP, quando pertinente."
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Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoées:
Projeto aprovado.

Consideracoes Finais a critério do CEP:
- O sujeito de pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra,
por ele assinado (quando aplicavel).

- O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagao alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuagao do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apds andlise das
razoes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto a descontinuacao, exceto quando perceber risco ou dano nio previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de uma estratégia diagnédstica ou terapéutica oferecida a um dos grupos
da pesquisa, isto é, somente em caso de necessidade de agao imediata com intuito de proteger os
participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificacdo ao CEP e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificacbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovacao
do CEP para continuidade da pesquisa. Em caso de projetos do Grupo | ou Il apresentados anteriormente a
ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma, junto com o parecer aprovatorio
do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apds a data deste
parecer de aprovacao e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolugéo 466/2012 , item XI.2 letra e, “cabe ao pesquisador
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apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Qe ™

mo

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao

Outros biorrepositorio.doc 20/06/2016 |Renata Maria dos Aceito
10:50:56 | Santos Celeghini
Informacbes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 03/06/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 604969.pdf 13:20:56
TCLE / Termos de | TCLE02062016.pdf 03/06/2016 |angelo zanaga trapé | Aceito
Assentimento / 13:19:45
Justificativa de
Auséncia
Declaragao de idangeloidentiddade.pdf 03/06/2016 |angelo zanaga trapé | Aceito
Instituicdo e 13:19:35
Infraestrutura
Declaragéo de tapurah.pdf 03/06/2016 |[angelo zanaga trapé | Aceito
Pesquisadores 13:19:25
Declaragéo de nova_ade.pdf 03/06/2016 |angelo zanaga trapé | Aceito
Pesquisadores 13:19:14
Declaragao de lucas_ade.pdf 03/06/2016 |angelo zanaga trapé | Aceito
Pesquisadores 13:18:58
Declaragao de ipiranga_adesao.pdf 03/06/2016 |angelo zanaga trapé | Aceito
Pesquisadores 13:18:45
Declaragao de claudia2.pdf 03/06/2016 |angelo zanaga trapé | Aceito
Pesquisadores 13:18:31
Declaragao de claudia.pdf 03/06/2016 |angelo zanaga trapé | Aceito
Pesquisadores 13:18:20
Declaragéo de carta_coleta.pdf 03/06/2016 |angelo zanaga trapé | Aceito
Instituicao e 13:17:55
Infraestrutura
Projeto Detalhado / | mtprojetopesquisa.pdf 03/06/2016 |angelo zanaga trapé | Aceito
Brochura 13:17:28
Investigador
Folha de Rosto folha_rosto.pdf 03/06/2016 |angelo zanaga trapé | Aceito
13:15:39

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:

Nao
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CAMPINAS, 28 de Junho de 2016

Assinado por:
Renata Maria dos Santos Celeghini

(Coordenador)
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