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Resumo

Vieira, Flavia de Almeida. Estudos sobre o comportamento do
antimoniato de meglumina no corpo humano e em macacos Rhesus. Rio
de Janeiro, 2008. 193p. Tese de Doutorado - Departamento de Quimica,
Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

A administracdo de antimoniais no tratamento da leishmaniose € uma rara
oportunidade para estudar o metabolismo de antimonio e das suas espécies
quimicas no corpo humano. No presente trabalho, a técnica de espectrometria de
massa (ICPMS), acoplada ou nido a cromatografia idonica (IC) e a geracdo de
hidretos (HG), foi utilizada para determinacdo das concentragdes de antimOnio
total e de suas espécies quimicas, Sb(III), Sb(V) e trimetilantim6nio (TMSbV) em
amostras clinicas de pacientes com leishmaniose e/ou de macacos Rhesus
(Mucaca mulatta) tratados com antimoniato de meglumina (AM). Diferentes
regimes terapéuticos foram avaliados, incluindo a administragdo de doses baixa e
alta (5 mg ou 20 mg de Sb(V) por kg de massa corpdrea). A concentracao total de
Sb foi determinada apds a decomposi¢ao de amostras por HNO3/H,0,. Anélises
de especiacdo foram realizadas em amostra de plasma e urina, através do
acoplamento em linha da CI ao instrumento de ICPMS. Duas colunas de troca
anionica PRP-X100 foram utilizadas para a separacio de espécies empregando o
EDTA (eluicdo isocratica: 4,7 mmol L'l, 2,5% v/v metanol, pH 4,7) ou tampao de
EDTA/fosfato (elui¢io com variagdo abrupta de eluente: 1* eluente — 20 mmol L™
EDTA + 2 mmol L™, pH 4,5; 2* eluente — 50 mmol L™ (NH,),PO4, pH 8,3) como
fase movel. As caracteristicas de desempenho de todos os métodos foram
avaliadas e serdo apresentadas. Testes de estabilidades mostraram que as espécies
de antimonio estudadas sdo suficientemente estiveis permitindo andlises de
especiacdo dentro de 24 horas apds a coleta. Em humanos, assim como em
macacos Rhesus, as concentragdes de antimOnio em amostras de urina e/ou
plasma coletadas apdés o periodo de administracdo de AM, mostraram uma rapida
cinética inicial de excrecdo (t;» ~ 3 dias) da droga, seguida de duas fases mais

lentas. Determinou-se concentracdes de Sb significativamente maiores em fragdes
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de hemdcias do que nas amostras de plasma correspondentes, com exce¢do da
fase inicial de administracdo da droga (primeiras 12 horas). A bioreducio de
Sb(V) a Sb(II) foi observada e confirmada como um importante processo
metabdlico durante a fase de eliminagdo. Nenhuma evidéncia de formacdo de
TMSb (V) foi obtida em nossos estudos. As concentragdes de antimdénio em
amostras de tecidos de macacos Rhesus coletadas aproximadamente 60 dias apds a
ultima administracdo de AM foram maiores na tiredide, seguida por figado e baco.
As concentragdes no figado foram pelo menos 1000 vezes maiores que a
concentracdo basal. Amostras de cabelos/pelos e unhas de pacientes e simios
tratados com AM também apresentaram altas concentracdes, as quais
corresponderam ao histérico de administragdo da droga e também mostraram que
a incorporacdo de Sb nestes tecidos € acumulativa, mesmo apdés o fim da
administracio de AM. Em cabelos, mesmo apdés mais de 300 dias do fim do

tratamento as concentragdes de Sb ndo retornaram ao nivel basal.

Palavras-chave

antimOnio; antimoniato de meglumina, especia¢cdao, [CPMS, leishmaniose
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Abstract

Vieira, Flavia de Almeida. Studies on the behavior of meglumine
antimoniate in the human body in Rhesus monkeys. Rio de Janeiro,
2008. 193p. PhD Thesis - Departamento de Quimica, Pontificia
Universidade Cat6lica do Rio de Janeiro.

Clinical applications of antimonials in the treatment of leishmaniasis are a
unique opportunity to investigate the metabolism of antimony and its species in
the human body. In this work, inductively coupled plasma mass spectrometry
(ICPMS), without or in combination with ion chromatography (IC) and flow
injection hydride generation (FI-HG), has been used for the determination of total
antimony concentrations [Sb] and three of its expected species, Sb (III), Sb (V)
and trimethyl antimony (TMSb"), in clinical samples of leishmaniasis patients
and/or of rhesus monkeys (Mucaca mulatta) treated with meglumine antimoniate
(AM). Different drug administration schemes were evaluated, including low and
high dose administration (5 mg or 20 mg of Sb™* per kg of body mass). Total [Sb]
was assayed after wet decomposition of the samples by HNO3/H,0O,. Speciation
analysis was performed on plasma and urine samples using IC on-line coupled to
the ICPMS instrument. Two PRP-X100 anion exchange columns were used for
species separation employing EDTA (isocratic elution: 4.7 mmol L", 2.5% viv
methanol, pH 4.7) or EDTA/phosphate buffer (step elution: 1* eluent - 20 mmol
L' EDTA + 2 mmol L KHP, at pH 4.5; 2" eluent - 50 mmol L' (NH4),HPO, at
pH 8.3) as the mobile phases. Performance characteristics of all methods were
evaluated and are presented. Stability tests showed that all studied antimony
species are sufficiently stable to allow speciation analysis within 24 hours after
collection. In humans, as well as in rhesus monkeys, the concentrations of
antimony in urine and/or plasma samples measured after the administration period

of MA, showed rapid excretion kinetics (t;, ~ 3 days) of the drug followed by two
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slower ones. Significantly higher concentrations of [Sb] were measured in
erythrocyte fractions than in corresponding plasma samples, excepting the very
initial phase of drug administration (first 12 hours). Bio-reduction of Sb>* to Sb**
was observed and confirmed as an important metabolic process during the slow
elimination phase. No evidence for the formation of TMSb" was so far obtained
in our studies. Antimony concentrations in tissue samples of rhesus monkeys 60 d
after the last AM administration were highest in thyroid, followed by liver and
spleen. Liver concentrations were at least 1000 times the basal concentrations.
Hair and nail samples from treated patients and monkeys had also very high Sb
concentrations, which matched drug administration history and showed also that
incorporation of Sb into these tissues is continuing, even after ceasing AM
application. In human hair, more than 300 days are required for the return of

antimony concentrations to basal levels.

Keywords

Antimony; meglumine antimoniate; speciation; ICPMS; leishmaniasis
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Figura 4: Mapa de distribuicAio de 90% dos casos de
Leishmaniose (OMS, 2002).

Figura 5: Casos notificados de LTA no Brasil entre 1980 e 2005
(fonte: MS, 2007).

Figura 6: Cromatogramas de duas espécies de Sb em solugcdes
aquosas. Os sinais correspondem a 2 ng de antiménio para
cada espécie injetada na coluna PRP-X100, Hamilton. a) EDTA
1 mmol L™; b) EDTA 2,5 mmol L™"; ¢c) EDTA 4 mmol L™; d) EDTA

10 mmol L.

Figura 7: Tempo de retencao ajustado versus concentracao de
EDTA.

Figura 8: Fator de retencao versus concentragdo de EDTA.

Figura 9: Cromatograma das espécies de Sb (V) e Sb(lll) em
solugdes aquosas. Os sinais correspondem a 3 ng de antiménio
para cada espécie injetada na coluna PRP-X100, Hamilton, com
o eluente EDTA 4 mmol L™! com metanol 2,5% v/v (pH 4,7).

Figura 10: Cromatogramas de trés espécies de Sb em solugdes
aquosas. Os sinais correspondem a 1 ng de antimbénio para
cada das trés espécies injetadas. Sample read delay 30s. EDTA
pH 4,7 empregado como fase mdbvel, nas seguintes
concentragdées: a) 1 mmol L'; b) 4 mmol L™"; ¢) 6 mmol L™;
d) 10 mmol L™"; e) 18 mmol L™; f) 24 mmol L.
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Figura 11: Cromatogramas das espécies de Sb em solugcdes
aquosas empregando-se o eluente &cido ciantrico 3 mmol L™
(pH 4,7). Sample read delay: 30s. Espécies injetadas: a) Cs,
TMSb; b) Cs, Sb(V) c) Cs, Sb(lll);  d) nao foi injetada nenhuma
espécie, as espécies retidas de Sb foram eluidas com EDTA 4
mmoL L', pH 4,7. A espécie catidnica Cs* foi utilizada como

marcador do tempo morto.

Figura 12: Cromatogramas das espécies de Sb em solugcdes
aquosas, empregando-se o eluente acido cianurico 3 mmol L™
(pH 7,0). Sample read delay: 30s. Espécies injetadas: a) Cs,
TMSb; b) Cs, Sb(V) c) Cs, Sb(lll);  d) nao foi injetada nenhuma
espécie, a espécie retida (Sblll) foi eluida com EDTA 4 mmoL L
' pH 4,7. A espécie catidnica Cs* foi utilizada como marcador do

tempo morto.

Figura 13: Cromatogramas das espécies de Sb em solugcdes
aquosas, empregando-se o eluente acido ciantrico 3 mmol L™
(pH 10,0). Sample read delay: 30s. Espécies injetadas: a) Cs,
TMSDb; b) Cs, Sb(V) c) Cs, Sb(lll); d) Cs, TMSb, Sb(lll) e Sb(V). A
espécie catibnica Cs* foi utilizada como marcador do tempo

morto.

Figura 14: Cromatogramas das espécies de Sb em solugcdes
aquosas utilizando-se o eluente &cido ciantrico 3 mmol L7 |
perclorato 2,5 mmol L™, acetonitrila 2% (pH 9,0) . Sample read
delay: 30s. Espécies injetadas: a) Cs, TMSb; b) Cs, Sb(V) c) Cs,
Sb(lll); d) Cs, TMSb, Sb(lll) e Sb(V). A espécie catidnica Cs" foi
utilizada como marcador do tempo morto.

Figura 15: Cromatogramas tipicos obtidos nas condi¢des
otimizadas do método B. a) urina fortificada com 3 ng de
antiménio para cada espécie injetada na coluna; b) antimoniato

de meglumina (fator de diluicdo = 10”); sample read delay 55s.

Figura 16: Cromatogramas da droga diluida em solucao aquosa
(fase moével: EDTA 4 mmol L' + MeOH 2,5% v/v, pH 4,7): a)
droga diluida (fator 107); b) droga diluida (fator 10°) em solucéo
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aquosa, fortificada com 20 pg/L de Sb(V); c) droga diluida (fator
10°) em solugdo aquosa, fortificada com 20 pg/L de cada espécie
de Sb

Figura 17: Cromatograma das espécies Sb(lll) e Sb(V) em urina.
Os sinais correspondem a 1 pug L™ de Cs, e 20 pg L' de cada
espécie inorganica de antimdnio. Condi¢cdes operacionais:
coluna PRP-X100 (Hamilton, EUA); fase mével de EDTA 4 mmol
L + MeOH 2,5% v/v, pH 4,7; vazdo 1,5 mL min”; volume de
injecdo 100 uL; ELAN 5000 (PerkinElmer-Sciex, EUA); Poténcia
1300 W; sample read delay 35 s.

Figura 18: Variagdo das é&reas normalizadas de espécies
inorganicas de antiménio em funcao do tempo decorrido entre o
preparo das solugdes (urina fortificada com as espécies

inorganicas de antiménio) e da sua medida.

Figura 19: Curva de absorcao/eliminacdo de antimbnio em
plasma ou hemacias apos aplicacdo de dose uUnica de AM em
macacos Rhesus tratados com dose baixa (a,c) e com dose alta
de AM b (b,d); plasma (a,b); heméacias (c,d).

Figura 20: Grafico de concentragdo de Sb em plasma versus
concentracdo de Sb em papa de hemacias no ensaio de
aplicagdo unica de AM em macacos rhesus tratados com: a)
dose baixa (n=24) e b) dose alta (n=22).

Figura 21: Grafico In [Sb] em plasma versus tempo em macacos
Rhesus tratados com a) dose baixa de AM e b) dose alta de AM.

Figura 22: Variagbes na concentragdo de Sb em amostras de
plasma e hemacias com o tempo: a) em amostras de plasma
coletadas de macacos distintos tratados por dose baixa e dose
alta de AM; b) em amostras de papa de heméacias coletadas de
macacos distintos tratados por dose baixa e dose alta de AM; c)
em amostras de plasma e papa de hemacias coletadas de um
mesmo macaco tratado por dose baixa de AM; d) em amostras

de plasma e papa de hemacias coletadas de um mesmo macaco

125

125

134

137

137

139


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0321084/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0321084/CA

tratado por dose alta de AM; e) em amostras de plasma e papa
de hemacias do grupo de macacos tratado por dose baixa de
AM; f) em amostras de plasma e papa de hemacias do grupo de
macacos tratado por dose alta de AM.

Figura 23: Grafico de concentracdo de Sb em plasma versus
concentracdo de Sb em papa de hemacias de amostras
coletadas durante e apés o tratamento com AM com regimes
terapéuticos diferentes: a) de dose baixa (n=123) e b) de dose
alta (n=126).

Figura 24: Cinética de eliminacdo de antiménio: a) fases de
eliminacdo em regime terapéutico com dose baixa de AM; b)
fases de eliminacdo em regime terapéutico com dose alta de
AM; c) grafico de In [Sb] em plasma versus tempo em regime
terapéutico com dose alta da 2% e 3® fases de eliminagéo.

Figura 25: Variagdo da concentracdo média de Sb em pelos de
macacos Rhesus (n = 6) coletadas antes, durante e apds o
tratamento com baixa e alta dose de AM. a) escala logaritmica e
b) escala decimal.

Figura 26: Grafico de concentragcdo média de Sb em tecidos de
macacos Rhesus tratados com antimoniato de meglumina por
regimes terapéuticos de dose baixa e dose alta. As
concentracdes correspondem aos niveis determinados 60 dias

apos da ultima aplicacao da droga.

Figura 27: Cromatogramas mostrando diferentes espécies de
Sb em plasma de macacos tratados por dose alta (Sb": 20 mg
kg' d) de AM. As amostras foram coletadas apés a) 2 ; b) 3; c)
6 e d) 10 dias do fim do tratamento.

Figura 28: Cromatogramas mostrando diferentes espécies de
Sb em plasma de macacos tratados por dose baixa (Sb¥: 5 mg
kg d') de antimoniato de meglumina. As amostras foram
coletadas apés a) 2 ; b) 3; c) 6 e d) 10 dias do fim do tratamento.

Figura 29: Curva de eliminacdo de Sb antes, durante e depois
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do tratamento com AM de integrante do grupo de dose alta
continuo. Paciente com LTA; feminino; 26 anos; 64 Kkg;
tratamento continuo com 20 doses cada uma de 1215 mg Sb (V)
/ dia. a) em urina; b) em urina com escala logaritmica; ¢c) em
sangue total e plasma; d) correlagdo das concentracées de Sb

no plasma versus sangue total.

Figura 30: Curva de eliminacdo de Sb antes, durante e depois
do tratamento com AM de integrante do grupo de dose alta em
série. Paciente com LTA; masculino; 57 anos; 70 kg; tratamento
em 2 séries com 12 e 8 doses, respectivamente, cada uma de
1215 mg de Sb (V) / dia com intervalo entre as séries de 31 dias.
a) em urina; b) em urina com escala logaritmica; c) em sangue
total e plasma; d) correlagdo das concentracbées de Sb no

plasma versus sangue total.

Figura 31: Curva de eliminacdo de Sb antes, durante e depois
do tratamento com AM de integrante do grupo de dose baixa
continuo convencional. Paciente com LTA; feminino; 19 anos; 53
kg; tratamento continuo com 25 doses cada uma de 267,3 mg
Sb (V) / dia. a) em urina; b) em urina com escala logaritmica; c)
em sangue total e plasma; d) correlacdo das concentracdes de
Sb no plasma versus sangue total.

Figura 32: Curva de eliminacdo de Sb antes, durante e depois
do tratamento com AM de integrante do grupo de dose baixa em
série. Paciente com LTA; masculino; 63 anos; 63,5 Kkg;
tratamento em 3 séries com 10 doses cada uma de 324 mg Sb
(V) / dia, com intervalos entre as séries de 10 e 13 dias,
respectivamente. a) em wurina; b) em urina com escala
logaritmica; c¢) em sangue total e plasma; d) correlagdo das
concentracdes de Sb no plasma versus sangue total.

Figura 33: Curva de eliminacdo de Sb antes, durante e depois
do tratamento com AM de integrante do grupo de dose baixa
continuo de curta duracdo. Paciente com LTA; masculino; 16
anos; 66,8 kg; tratamento continuo com 10 doses cada uma de
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324 mg Sb (V) / dia. a) em urina; b) em urina com escala
logaritmica; c¢) em sangue total e plasma; d) correlagdo das
concentragcdes de Sb no plasma versus sangue total.

Figura 34: Variacado da concentracdo de Sb em cabelos e unhas
de pacientes com LTA antes, durante e apds o tratamento com
dose alta de AM. a) Paciente do grupo de dose alta continuo;
masculino; 23 anos; 64,3 kg; tratamento continuo com 20 doses
cada uma de 1215 mg Sb (V) / dia. b) Paciente do grupo de dose
alta em série; feminino; 44 anos; 58 kg; tratamento em 2 séries
com 8 e 12 doses, respectivamente, cada uma de 1134 mg de
Sb (V) / dia com intervalo de 24 dias.

Figura 35: Variacdo da concentracdo de Sb em cabelos e unhas
de pacientes com LTA antes, durante e apds o tratamento com
dose baixa de AM. a) Paciente do grupo de dose baixa continuo;
feminino; 22 anos; 49 kg; tratamento continuo com 30 doses
cada uma de 259,2 mg Sb (V) / dia. b) Paciente do grupo de
dose baixa em série; masculino; 63 anos; 63,5 kg; tratamento
em 3 séries com 10 doses cada uma de 324 mg Sb (V) / dia,
com intervalos entre as séries de 10 e 13 dias, respectivamente.
c) Paciente do grupo de dose baixa continuo de curta duracéo;
masculino; 25 anos; 63,2 kg; tratamento com 10 doses cada
uma de 324 mg de Sb (V) / dia.

Figura 36: Cromatogramas de amostras de urina coletadas apds
a concluséo do tratamento de AM (sample read delay igual a
55s). a) 20 horas apds a ultima aplicacdo de AM (fator de
diluicdo = 100x); b) 55,6 horas apds a ultima aplicacao de AM
(fator de diluicdo = 10x). Paciente com LTA do grupo de dose
baixa em série; masculino; 63 anos; 63,5 kg; tratamento em 3
séries com 10 doses cada uma de 324 mg Sb (V) / dia, com

intervalos entre as séries de 10 e 13 dias, respectivamente.

Figura 37: Variagdo da razdo entre Sb (lll) e Sb-total em urina

de paciente com LTA apés a conclusao do tratamento com AM.
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Lista de Abreviaturas e Simbolos

AAS - espectrometria de absorgao atbmica

AM — antimoniato de meglumina

CE - eletroforese capilar

CLAE (ou HPLC) - cromatografia liquida de alta eficiéncia
CMP — concentragdo maxima permissivel

DIN — nebulizagcao com injecao direta

EOF — vazao eletroosmotica

FIA — analise por injegcao em fluxo

HG — geracéao de hidretos

HEN — nebulizador de alta eficiéncia

IC (ou CI)- cromatografia ibnica

ICPMS - espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
ICP-OES - espectrometria de emissao éptica com plasma indutivamente
acoplado

ID —diluicao isotdpica

IUPAC — Uniao Internacional de Quimica Pura e Aplicada
k — fator de retencéo

LC — leishmaniose cutanea

LD — limite de detecgao

LM — leishmaniose mucosa

LTA — Leishmaniose Tergumentar Americana

LV — leishmaniose visceral

MRC - material de referéncia certificado

MS — Ministério da Saude

OMS - Organizacdo Mundial de Saude

t12 = tempo de meia vida

Tmax = tempo para alcangar a concentragao maxima

tr =tempo de retencgdo ajustado

to = tempo morto

UV-vis — ultravioleta e visivel


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0321084/CA




