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Materiais e Métodos

5.1.
Instrumentacao principal utilizada neste trabalho

5.1.1.
Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado

Os equipamentos utilizados no presente trabalho foram o modelos ELAN 5000 e
ELAN 6000, ambos da firma PerkinElmer-Sciex (EUA). Os dois aparelhos estavam
equipados com uma cdmara de nebulizacdo ciclonica, mod. Tracey (Glass Expansion,
Austrdlia) e um nebulizador concéntrico, mod. “conikal” (Glass Expansion, Austrélia),
operado com uma bomba peristaltica (modelo Minipulse, Gilson, Franca). As condi¢des
operacionais relevantes do ICPMS, utilizadas em todos os ensaios realizados, encontram-se
resumidas na Tabela 15. As condicdes especiais de cada ensaio serdo mencionadas
posteriormente, no capitulo 6. Interferéncias espectrais (simples ou poliatbmicas) nas
massas dos isétopos medidos (me, 1236 ¢ 133Cs), causadas pelas matrizes das amostras
utilizadas neste estudo, ndo foram significativas nesta regido de massas e,
conseqiientemente, ndo foram necessdrias corre¢des matematicas.

Diariamente, o desempenho do ICPMS foi otimizado pela aspiracdo de uma solugao
analitica contendo antiménio na concentracio de 10 pg L. Os parimetros ajustados
durante o processo de otimizacdo didria (daily set up) foram o alinhamento e distancia
tocha-amostrador, assim como, a vazao do gas nebulizador. A otimizagao tinha a finalidade
de se obter sinais analiticos altos e estdveis para os is6topos '*'Sb e '**Sb, associados 2
baixa formac¢do de 6xidos de antimodnio (mel(’O e 1% Sb16O) e reduzida emissao de fundo
(m/z=220).

Na geracdo de hidreto foi empregado um sistema de injecao em fluxo, mod. FIAS-
200, acoplado a um amostrador automdtico AS-90, ambos da PerkinElmer (EUA) e

conectado ao espectrometro Elan 5000.
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Tabela 15: Equipamentos e pardmetros operacionais utilizados em ICPMS.

Espectrometro de massa
Isétopos medidos
Amostrador/skimmer

Vazéao de argbnio do
plasma

Vazao de argbnio auxiliar

Vazéao de argbnio do

tipo quadrupolar
121Sb, 1238b, 13303, 103Rh, 115|n
Platina
15,0 L min™

1,00 L min™

otimizado diariamente

nebulizador (0,800 - 0,950 L min™)
ELAN 5000 ELAN 6000
Poténcia (W) 1400 1300
% de Oxidos (CeO/Ce*) <3,0% <25%
% de lons bivalentes <1,5% <1,2%
(Ba?*/Ba*)
Sensibilid%gg rtll'pica para 70.000 cps /10 pg L™ 160.000 cps /10 ug L™
Sensibilid?gE éipica para 25.000 cps /10 pg L™ 60.000 cps /10 pg L™
Fundo (background) 250 cps* 20 cps
em m/z =220

* com detector ja muito antigo (1993)

5.1.2.
Espectrometria de emissao optica com plasma indutivamente acoplado

A grande maioria das determinacdes de antimonio foi realizada por ICPMS,
entretanto, algumas amostras com concentracao mais elevada do elemento foram analisadas
por espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES). O
equipamento utilizado foi o modelo Optima 4300 DV (PerkinElmer, EUA), equipado com
uma camara de nebulizacdo ciclonica (Glass Expansion, Austrdlia) e um nebulizador
concéntrico tipo Meinhard, operando com uma bomba peristaltica (modulo Minipulse,
Gilson, Franca). As condi¢des operacionais relevantes do ICP OES, utilizadas em todos os

ensaios, encontram-se resumidas na Tabela 16.
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Tabela 16: Parametros operacionais utilizados em ICP-OES.

Poténcia 1500 W
Vazéo de argbnio do 15,0 L min”
plasma
Vazéo de argdnio auxiliar 0,20 L min™
Vazéo de argbnio do 0,800 L min™
nebulizador
Shear gas Ar comprimido
Taxa de aspiracao 1,50 mL min™
Replicatas 3
antiménio (Sb) enxofre (S)
Linhas analiticas (nm) 206,836; 217,582; 231,146 181,975

5.1.3.
Cromatografia idnica

As experiéncias de cromatografia io6nica foram realizadas empregando-se,
inicialmente, uma coluna de troca anionica PRP-X100 (150 mm x 4,1 mm d.i., Hamilton,
EUA). Esta coluna, confeccionada em aco inoxiddvel, é preenchida por uma resina de
poliestireno divinil benzeno (PSDVB) com grupos funcionais de trimetil amo6nia. O
tamanho médio das particulas em que se compde a resina € de cerca de 10 pm.
Posteriormente, empregou-se a coluna de troca anidnica de maior comprimento PRP-X100
(250 mm x 4,1 mm d.i., Hamilton, EUA).

O sistema de HPLC consistiu de uma bomba cromatogrifica isocratica LC-200
(PerkinElmer, EUA), equipada com uma valvula injetora manual (Reodyne modelo 77251,
EUA) e uma alca de amostragem de 100 pl, em aco-inox. A saida da coluna
cromatograifica foi acoplada diretamente ao nebulizador do ICPMS. Todas as conexdes
foram feitas por meio de tubos de PEEK (poliéter-éter-cetona), com didmetro interno de
0,010 polegadas. Foi utilizado o filtro de linha Upchurch Inline Solvent Filter A-314
(UpChurch Scientific, Inc, EUA) para proteger a coluna contra a entrada de material
particulado, freqiiente em amostras de urina. As amostras foram introduzidas no injetor por
meio de seringa descartdvel, estéril-atoxica-apirogénica de 1,0 mL (Injex, Brasil). A

valvula injetora era acionada, manualmente, apds 5s do inicio da seqiiéncia de medi¢do do
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ICPMS. A quantificacdo da area dos sinais cromatograficos foi realizada com auxilio do

software Origin 6.0 (Microcal Software INC., EUA).

5.2.
Solucoes e reagentes

As solucdes analiticas foram preparadas a partir de reagentes de alta pureza (no
minimo, qualidade pro andlise) por diluicdes adequadas com dgua deionizada (>16
MQcm), previamente destilada e deionizada e, quando necessério, acidificadas por HNOs
(Merck, p.a., bi-subdestilado). Todas as solu¢des analiticas e amostras injetadas na coluna
cromatografica foram desgaseificadas em banho de ultra-som por 12 minutos, antes da
andlise.

As solucdes utilizadas na confeccdo de curvas analiticas foram preparadas a partir de
uma solucdo-estoque acidificada (HNO3; 3%) de 1000 mg L' de antimdnio (SbCls, Merck,
Titrisol) e diluida adequadamente com 4gua deionizada no dia da andlise. Solugdes-
estoque de 1000 mg L' de rédio ("®Rh) e indio ('"In) foram utilizadas como padrdo
interno e preparadas a partir da solucao padrao monoelementar de cada elemento (Merck)
por diluicdo em HNO; (3%) ou dgua. A solucdo analitica de 1000 mg L de césio foi
preparada a partir de uma solu¢do padrdo de carbonato de césio (Merck, prod.
n0.102610.0100), por diluicdo adequada com d&gua deionizada e ajuste final da
concentracdo de HNO; para 0,5% (v/v) com HNOs; (bi-subdestilado). As solucdes estoque
de 1000 mg L de Sb(III) e Sb(V) foram preparadas em dgua deionizada, a partir dos
sais tartarato de antimonio(Ill) (C4sH4KO;Sb.0,5H,0) e antimoniato de potdssio
(KSb(OH)s), ambos da firma Merck (produtos no. 1.08092.0250 e 1.05110.0100,
respectivamente). A solucdo estoque de 1000 mg L' de TMSb foi preparada em agua
deionizada, a partir do sal dicloreto de trimetilantimonio (Sb(CH3);Cl,), da firma Sigma-
Aldrich (produto no. 557102-15).

As dilui¢des posteriores das solucdes analiticas supra citadas (Cs, Sb-III, Sb-V e
TMSb) foram realizadas no proprio eluente, e sempre no mesmo dia da andlise
cromatogréfica.

Uma solucdo de EDTA (4cido etileno diamino tetra acético) foi o eluente utilizado no

método A (vide Tabela 20), preparada a partir da dissolu¢ao do reagente Merck Titriplex II
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(p.a.). O metanol da firma J. T. Baker (no. 9070-02) foi utilizado como modificador
organico na fase movel deste método.

Diversos eluentes e modificadores foram testados na fase de desenvolvimento de uma
metodologia cromatogifica para andlise de especiacdo de antimonio, tais como: 4cido
ciandrico (C3H3N303), 98% da firma Aldrich (céd. 18,580-9), acetonitrila (CH3CN) da
Merck (1.00003.1000) e perclorato de potassio (KClOy).

Também foram utilizados como eluentes (método B) uma solucao de KHP (potdssio
hidrogenoftalato, CgHsKO,, Merck, c6d. 1.01207.0500) e de fosfato monodcido de amdnia
[(NH4),HPO4, Merck, c6d. 1.01207.0500). Diariamente, o pH dos eluentes foi ajustado
com NH,OH e HNO;

Nas metodologias de decomposi¢cdo de amostras clinicas e bioldgicas utilizou-se
acido nitrico (sub-bi-destilado) e peréxido de hidrogénio 30%, Suprapur® (Merck,
1.07298.1000). Empregou-se o borohidreto de sdédio (NaBH4, Vetec, c6d. 634) como
agente redutor, estabilizado com hidréxido sédio (NaOH, Merck, 1.06495.0250), na
metodologia de HG-ICPMS.

Na validagao do procedimento para determinacdo de antimdnio total foram utilizados
os seguintes materiais de referéncia: amostra de urina certificada “Urine Metals Control 2”
(Lyphocheck ®, Bio-Rad, lote 69402), amostra de sangue bovino do programa de ensaios
de proficiéncia para chumbo em sangue do Instituto Adolfo Lutz (2007), amostra de dgua
do teste de proficiéncia organizado pela National Association of Testing Authorities,

NATA, (Elements in Water, sub-programa 78, relatério nimero 476, 2005).

5.3.
Metodologia para determinacao de Sb-total em amostras clinicas e
biolégicas

5.3.1.
Determinacao de Sb-total em fluidos biolégicos

A metodologia utilizada para a decomposicdo (digestdo) de fluidos bioldgicos
(sangue total, plasma e urina) consistiu em um ataque 4cido a quente (Tabela 17). Para
amostras de pacientes com leishmanioses e de macacos Rhesus, coletadas antes da

aplicacdo da droga, e de voluntdrios sadios, foi realizada uma dilui¢do minima de amostra
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de 1:10 v/v. Foi adicionado o padrdo interno (‘"

In) na dilui¢do final, para posterior
determina¢do de Sb por ICPMS pelo modo quantitativo com calibragdo externa. Para todas
as outras amostras de fluido biol6gico, as diluicdes foram feitas conforme a concentragao
esperada do analito (1:100, 1:1000, ou mais). Cabe ressaltar, que em todas as dilui¢des, o
fator de diluicao a ser empregado no modo quantitativo do ICPMS foi corrigido pela massa

da amostra do fluido biolégico (e nao pelo volume).

Tabela 17: Metodologia de digestao acida para amostra de fluidos biolégicos.

Etapas no processo de digestao

—

Pesagem de 1,00 mL de amostra em tubo de polipropileno rosqueado com tampa.
Adicao de 2,00 mL de HNO; (65% m/m)
Digest&o acida, com tubo fechado, em bloco digestor durante 16 h a 80 °C

4) Resfriamento a temperatura ambiente.
5) Adicao de padrao interno e diluicdo ao volume final de 10,00 mL ou maior (50 mL
ou 100 mL), dependendo da concentragdo do Sb na amostra.
5.3.2.

Determinacao de Sb-total em cabelos e unhas

O procedimento utilizado para lavagem e digestdo de amostras de cabelos e unhas foi
o mesmo que o laboratério de ICPMS da PUC-Rio vem empregando rotineiramente e esta
resumida na Tabela 18. Para a andlise das solugdes resultantes foi empregada uma
metodologia para determinacdo quantitativa, por calibracdo externa, de 39 elementos,
incluindo o Sb, j4 descrita anteriormente (Miekeley et al., 1998; Fortes, 1999; Carneiro et
al., 2002). Foram as seguintes razdes porque ndao apenas o Sb foi determinado nestas
amostras: (1) os pacientes mostraram um interesse de receber, gratuitamente, uma avaliacao
completa (mineralograma) da amostra cedida, (2) o conhecimento da composi¢ao
inorganica mais abrangente da amostra poderia auxiliar, eventualmente, na avaliagdo do
estado de satide do paciente, e (3) os resultados do grupo dos pacientes, antes do inicio do
tratamento, serviriam para melhorar os bancos de dados sobre a composi¢c@o inorganica de

cabelo e unha, especialmente deficiente quanto a dltima matriz.
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Tabela 18: Metodologia de lavagem e digestdo de cabelos e unhas.

Etapas na preparacao da amostra

Lavagem sucessiva do cabelo com acetona/agua deionizada/acetona em
banho de ultra-som.

Secagem a 60 °C em estufa.

Digestao de 0,250 g da amostra com 2,5 mL de HNO; (sub-bi-destilado)
em tubo de polipropileno fechado (50 mL) por 12 horas a temperatura
ambiente.

Continuagao do processo digestivo por 2h em bloco digestor a 80°C.

Adicao de 1,0 mL de H,O, (Suprapur®) e aquecimento em bloco digestor
a 80 °C por 15 minutos

Apos resfriamento, diluicdo ao volume final de 25 mL.
Diluicdo adequada da solucao (6), com adicdo prévia de indio (In) ou
rodio (Rh) como padrao interno.

5.3.3.

Determinacao de Sb-total em tecidos (6rgaos de macacos)

97

Todos os tecidos foram liofilizados e macerados. Apds digestdo dcida (Tabela 19),

determinou-se a concentracdo de Sb total por ICPMS pelo modo quantitativo com

calibracdo externa. Apds as dilui¢des necessarias da amostra filtrada (0,45 pum) com 4gua

.. .~ - 11 P . . . - .
deionizada e adicdo de padrdo interno ( °In), a andlise foi realizada por aspiracao direta e

nas condicdes resumidas na Tabela 15. Cabe ressaltar, que o fator de diluicdo, a ser

utilizado no célculo das concentragdes finais, foi corrigido pela massa da amostra do tecido

apos liofilizacao (“base seca”).

Tabela 19: Procedimento para digestao de tecidos.

Etapas no preparo das amostras de tecido biolégico

Digestao de 0,250 g da amostra com 5,0 mL de HNO; (sub-bidestilado)
em tubo de polipropileno rosqueado (50 mL) por 12 horas a temperatura
ambiente.

Continuagéo do processo digestivo por 3 h em bloco digestor a 80°C.

Adicao de 2,0 mL de H,O, (Suprapur®) e aquecimento em bloco digestor
a 80 °C por 10 minutos

Apos resfriamento, diluicdo a volume final de 20 mL.

Diluicdo adequada da solugéo (4), com adicao prévia de indio (In) ou
rodio (Rh) como padrao interno.
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5.4.
Metodologias para determinacao das espécies de Sb em amostras clinicas

5.4.1.
Metodologias para determinacao das espécies de Sb em amostras de plasma
e urina

Foram utilizadas duas metodologias de IC-ICPMS para andlise de especiacao de Sb
em amostras clinicas, aqui denominadas: método A ou B. Para andlise de amostras de
plasma de macacos Rhesus utilizou-se 0 método A, com as suas caracteristicas resumidas
na Tabela 20. Amostras de urina de paciente com leishmaniose tegumentar americana
foram analisadas, seguindo-se o método B (Tabela 21). No ultimo caso, as amostras de
urina foram coletadas ap6s o final do tratamento, durante quatro dias consecutivos e
imediatamente apds a micturi¢io, estando o paciente no préprio Laboratério de ICPMS da
PUC-Rio. Em ambos os métodos, as amostras e as solugdes analiticas utilizadas na
calibragdo foram sempre diluidas com o préprio eluente. No mais, foram empregados os

parametros de operagdo descritos no sub-capitulo 5.1.3 (pdgina 93).

Tabela 20: Metodologia de analise de especiagado de Sb por IC-ICPMS (método A).

Cromatografia iénica

Coluna PRP-X100 (150 mm x 4,1 mm d.i., Hamilton, EUA)
Fase movel EDTA 4 mmol L + metanol 2,5% v/v (pH 4,7)
Vazio 1,50 mL min™
Volume de Injegéo 100 pL

ICPMS
Instrumento ELAN 5000 (PerkinElmer-Sciex, EUA)

Isbtopos monitorados 1215b, '%35p e '**Cs (marcador do tempo morto)
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Tabela 21: Metodologia para andlise de especia¢do de Sb por IC-ICPMS (método B).

Cromatografia ibnica

Coluna PRP-X100 (250 mm x 4,1 mm d.i., Hamilton,
EUA)
Fase moével Eluente A: 20 mmol L™ EDTA + 2 mmol L™
KHP, pH 4,5
Eluente B: 50 mmol L™ (NH,),HPO,, pH 8,3
Vazao 1,50 mL min™
Volume de Injecao 100 pL
Programa de eluicao
Etapa Tempo (minuto) % eluente A % eluente B
0 0,0 100 0
1 1,4 100 0
2 8,1 0 100
3 2,0 100 0
ICPMS
Instrumento ELAN 5000 (PerkinElmer-Sciex, EUA)
Is6topos monitorados 1219, 1233b, *Cs

5.4.2.
Andlise de especiacao em antimoniato de meglumina por HG-ICPMS

No presente estudo, todos os pacientes voluntdrios com leishmaniose tegumentar
americana, assim como, os macacos Rhesus inoculados com Leishmania brazilienses foram
tratados com Glucantime® (antimoniato de meglumina, Aventis Farma Ltda., Sdo Paulo,
Brasil). A droga, apresentada em ampolas de 5 mL, contém, segundo o fabricante, 0,3 g de
antimoniato de N-metil glucamina, equivalentes a 0,081 g de Sb(V) por mL de solugao.

A metodologia de HG-ICPMS para a determinacdo de Sb(IIl) aplicada em
antimoniais pentavalentes estd apresentada na Tabela 22. A espécie quimica Sb(IIl) foi
determinada a partir da reacdo com o agente redutor borohidreto de s6dio (NaBH, 0,4%
m/v, VETEC cd6d. 634). Devido as altissimas concentracdes de antimdnio no farmaco
(cerca de 80.000 mg L), e para evitar as incertezas relacionadas com a alta dilui¢io
necessdria para utilizacido da técnica de ICPMS, empregou-se a espectrometria de emissao

Otica com plasma indutivamente acoplado (Tabela 16) para determinacdo do antimodnio
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total. A concentracdo da espécie Sb(V) foi calculada pela diferenca entre o antimdnio total
e o Sb(II). Os dados de desempenho analitico desta metodologia foram determinados
anteriormente (2001a). O limite de detec¢do para quantificacao da espécie de Sb(III) é igual

20,002 ug L.

Tabela 22: Metodologia para determinagao de Sb(lll) por HG-ICPMS em Glucantime®.

Etapas/parametros do procedimento

1) Diluicdo da droga no minimo 10°vezes com agua deionizada.

2) Para determinagao de Sb(lll) utiliza-se como agente redutor o NaBH,
(0,4%), estabilizado em NaOH (0,05%) e preparado no dia da analise.

3) As vazoes do carreador (HNOs, 3% v/v) e do redutor sdo de 10,0 mL
min" e 6,0 mL min™, respectivamente.

4) Foi utilizada uma alca de amostragem de 200 uL e um separador gas-
liquido de membrana (Teflon: 0,2 um)

Programa de operacional do FIAS 200

Etapa Duracdo  Bomba 1 Bomba 2 Posicdo da
(s) (Amostra) (HNO; e valvula rotatoria
NaBH,)
Pré-amostragem 10 120 50 1
1 10 120 0 1
2 (medigao) 20 0 120 2
3 (lavagem) 10 60 0 1

5.5.
Testes de estabilidade das espécies de antimoénio

Para o teste de estabilidade, em urina, das espécies de Sb disponiveis para este estudo
(Sb-III, Sb-V, TMSb), uma amostra de 9.3 mL foi fortificada com 200 pg L' de cada
espécie e com 10 pg L de césio. Esta urina fortificada foi dividida em quatro aliquotas de
mesmo volume (2,5 mL) e estocada em tubo de polipropileno com capacidade para 15 mL.
Os tubos foram mantidos dentro do congelador da geladeira (temperatura cerca de -4 °C e
retirados somente na hora da andlise para a dilui¢do adequada (1+9) com o eluente EDTA.
As andlises por IC-ICPMS (método A) foram realizadas imediatamente apds o preparo da
urina da fortificada (ty), 4 horas apds o preparo (t;), 8 horas (t;) e 24 horas (t3). Este

intervalo de tempo estabelecido para avaliar a estabilidade das espécies nesta matriz foi
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considerado suficiente, pois o tempo entre a coleta da(s) amostra(s), em geral no Hospital
do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC) da FIOCRUZ, e a andlise delas no
Laboratério de ICPMS da PUC-Rio nunca ultrapassou o tempo maximo de 24 horas,

quando se pretendia andlises de especiacao de antimodnio.

5.6.
Grupos de amostragem

Com o objetivo de compreender o metabolismo do antimOnio em organismos Vvivos,
realizou-se o monitoramento de antimdnio total e de suas espécies quimicas antes, durante e
apés o tratamento com antimoniato de meglumina em macacos Rhesus e pacientes

voluntarios com leishmaniose tegumentar americana.

5.6.1.
Estudo terapéutico com macacos Rhesus inoculados com Leishmania (V.)
braziliensis

Neste projeto, utilizaram-se 13 macacos Rhesus (Macaca mulatta) adultos fémeas
(n=11) e macho (n=1) do Servico de Primatologia da Fiocruz, pesando de 4,95 a 8,62 kg.
Os simios foram infectados com formas amastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis.
A inoculagao foi realizada por via intradérmica na regido supraocular.

O primeiro grupo de amostragem (n=6) foi constituido por macacos Rhesus que
receberam uma dose didria de Sb(V) de 20 mg kg™'. (dose alta padrdo); o segundo grupo de
amostragem (n=6) foi tratado com 5 mg kg g (dose baixa em investigacdo). Um terceiro
“grupo” de amostragem foi constituido por um tnico macaco, que ja tinha sido tratado
anteriormente com AM e submetido no presente estudo novamente ao tratamento com dose
alta.

Os trés grupos de macacos receberam dose didria da droga, administrada por via
intramuscular durante 21 dias consecutivos. Durante o projeto, os animais foram alojados
individualmente em jaulas. Foram coletadas amostras de sangue e pelos de macacos com
leishmaniose antes, durante e apds o tratamento. As amostras de pelos foram coletadas a
cada 14 dias até a eutandsia do animal. As amostras de sangue foram coletadas no primeiro

dia de tratamento 2, 6, 12 e 24 horas ap6s a administracio de AM. Ap6s o primeiro dia de
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tratamento, as amostras de sangue foram coletadas duas vezes por semana, sempre as
segunda-feira e sexta-feira. Porém, ap6s 61 dias do inicio do tratamento as amostras eram
coletadas semanalmente. Cabe ressaltar, que os intervalos entre as coletas foram
determinados de forma que estresse imposto aos animais fosse minimizado, obedecendo-se
o tempo necessdrio para a recuperacdo dos animais entre as coletas de sangue e
respeitando-se os dias e hordrios de manutencdo das gaiolas.

A coleta de sangue em tubos Vaccutainer® heparinizados sempre foi realizada apds a
anestesia do animal com cloridrato de quetamina por via intramuscular. Os tubos foram
centrifugados a 3000 rpm por 15 minutos para obten¢do de papa de hemécias e plasma, que
foram condicionados separadamente em tubos de polipropileno. As amostras foram
armazenadas em freezer a — 20 °C até o dia da andlise.

Orgios foram coletados apés a eutandsia dos animais. As necropsias ocorreram nos
dias 75, 75, 78 e 79 ap6s o inicio do tratamento. Os tecidos removidos foram: adrenais,
baco, bulbo, coracdo, bexiga, cerebelo, cérebro, célon, estdbmago, figado, ganglios axilares
e inguinais, pancreas, pulmdes, timo, rins, vesicula, tire6ide, dente, medula 6ssea, muisculo
(quadriceps), osso (costela), pele, pelo e unhas. Os fragmentos dos tecidos foram pesados e
armazenados a -20 °C até o dia da anlise.

A determinacdo de Sb-total foi realizada em plasma, papa de hemdcias, pelos e
orgdos dos macacos por ICPMS. A andlise de especiagdo por IC-ICPMS foi feita em
amostras de plasma coletadas 22, 23, 26 e 30 dias ap6s o inicio do tratamento. Estes dias
correspondem aos primeiros pontos de coleta apds o final da administragdo da droga. Estas
amostras foram analisadas logo depois da coleta e a preservacdo foi feita apenas com gelo

durante o transporte (caixa de Isopor) até o inicio das andlises.

5.6.2
Estudo terapéutico com pacientes com leishmaniose tegumentar americana

Foram selecionados pacientes do ambulatério do Centro de Referéncia em
Leishmanioses - Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC) - Fundagdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ). Independentemente da dose didria administrada, os pacientes foram
agrupados de acordo com o respectivo regime terapéutico determinado pela equipe médica

do IPEC.
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Grupo de dose alta com tratamento continuo: O primeiro grupo de amostragem (n=3)

foi constituido por pacientes com LTA tratados com dose didria de Sb(V) de 20 mg
kg (dose alta padrdo) administrada por via intramuscular durante 20 dias consecutivos.

Grupo de dose alta com tratamento em série: O segundo grupo (n=2) foi constituido

por pacientes com LTA que receberam também a dose alta padrdo por via intramuscular,
entretanto em duas séries de aplicagdes. A primeira série do primeiro paciente ocorreu
durante 12 dias consecutivos e a segunda série durante 8 dias consecutivos, com um
intervalo entre as séries de 31 dias. A primeira série do segundo paciente ocorreu durante 8
dias consecutivos e a segunda durante 12 dias consecutivos, com um intervalo entre as
séries de 24 dias. Originalmente, estes pacientes seriam submetidos ao regime continuo
com dose alta, porém, devido a ocorréncia de efeitos adversos, o tratamento foi
interrompido na primeira série e posteriormente finalizado.

Grupo de dose baixa com tratamento continuo convencional: O terceiro grupo (n=6)

foi de pacientes tratados com Sb(V) de 5 mg kg'1 d"' (dose baixa em investigacio) de AM
por tratamento continuo, constituido de doses didrias de AM administrado por via
intramuscular durante 30 dias consecutivos. Em trés dos seis pacientes nao foi necessdria a
aplicacdo de 30 doses, pois a equipe médica do IPEC considerou que eles entraram no
critério de cura em 25, 28 e 29 dias ap6s o inicio do tratamento.

Grupo de dose baixa com tratamento em série: O quarto grupo de pacientes (n=3) foi

tratado com Sb(V) de 5 mg kg d” (dose baixa em investigacdo) por administracio de MA
em série, constituido de séries compostas de doses didrias de antimoniato de MA
administrado por via intramuscular com aplicacdes em dias consecutivos; com intervalos
entre as séries. O primeiro integrante deste grupo foi submetido ao tratamento em série
convencional, constituido de 3 séries compostas de doses didrias de MA durante 10 dias
consecutivos; com intervalos entre as séries de 10 e 13 dias, respectivamente.

Os outros dois pacientes foram tratados com duas séries. Um deles foi submetido a
duas séries compostas de 30 doses didrias consecutivas com um intervalo de 43 dias entre
as séries. A primeira série do terceiro paciente também foi de 30 doses didrias, porém a
terceira série teve apenas 8 aplicagdes de MA em dias consecutivos, com um intervalo de

29 dias entre as séries.
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Grupo de dose baixa com tratamento continuo de curta duragdo: O quinto grupo de

amostragem (n=2) foi constituido por pacientes com LTA tratados com 5 mg kg™ d”! (dose
baixa em investiga¢ao) de MA por tratamento continuo, constituido de doses didrias de MA
administrado por via intramuscular durante 10 dias consecutivos. Originalmente, estes
pacientes seriam submetidos ao tratamento continuo em série convencional, porém como a
equipe médica do IPEC avaliou que eles ja se encontravam dentro do critério de cura, nao
foi necessdria a realiza¢ao das outras 2 séries subseqiientes.

Sempre que possivel, foram coletadas amostras de sangue, urina, cabelos e unhas
nestes pacientes antes, durante e apds o tratamento. Os intervalos de coleta e os tipos de
andlise realizados se encontram na Tabela 23.

Cabe ressaltar que nem sempre foi possivel seguir rigorosamente o intervalo de coleta
estabelecido, devido a problemas “técnicos” (p.ex., feriados, adequag@o do cronograma de
coleta aos dias de atendimento do Ambulatério de LTA do IPEC, falta do paciente no dia
da consulta marcada, resisténcia a coleta de sangue, especialmente em pacientes
masculinos, ou a coleta de unhas, especialmente em pacientes femininos).

As amostras de sangue (cerca de 5,0 mL) foram coletadas a viacuo em trés tubos
heparinizados, na sala de coleta do laboratério do IPEC. Dois tubos eram centrifugados no
laboratério do IPEC para obtencdo do plasma sangiiineo (cerca de 2,0 mL). As amostras de
urina foram coletadas em dois frascos de coleta universal para este tipo de amostra. O
primeiro frasco era destinado para a dosagem de creatinina realizada pelo laboratério de
Bioquimica do IPEC. E o segundo frasco foi destinado para a determina¢cdo de antimonio
pelo laboratério da PUC-Rio.

As amostras clinicas foram transportadas para a PUC-Rio em caixa de isopor com
gelo. Estas amostras eram estocadas no congelador da geladeira ou freezer -20°C (de
acordo com a disponibilidade do laboratério) até o dia da anélise.

As amostras de cabelo, uma mecha da nuca (aproximadamente 0,25 g), e de unhas
dos dez dedos das maos foram coletadas para dosagem de antimoénio. A coleta foi feita no
ambulatério do IPEC utilizando-se tesoura de aco inoxiddvel, e o material foi
acondicionado em sacos de polietileno devidamente etiquetados. As amostras de cabelo
foram coletadas de acordo com as normas recomendadas pelo Hair Analysis

Standardization Board (Carneiro et al, 2002).
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Procedimento

Coleta de urina (1)’
Dosagem de creatinina (1)

Determinacao de Sb total em
urina (2)

Coleta de Sangue (1)

Determinagao de Sb total em
sangue (2)

Coleta de Plasma (1)

Determinagao de Sb total em
plasma (2)

Coleta de cabelo (1)

Determinagao de Sb total em
cabelo (2)

Coleta de unha (1)

Determinacao de Sb total em
unha (2)

Pré-

tratamento
X
X

X

10 20 30 40 50 60 80 110 140

X X X X X
X X X X X
X X X X X
X X X X X

230

(1) Procedimento realizado na FIOCRUZ; (2) Andlises feitas na PUC-Rio; (*) As amostras
de urina foram a primeira do dia, com exce¢ao do primeiro dia de coleta. No primeiro dia
de consulta o paciente recebeu um kit com caixa de isopor, gelo e dois frascos de coleta
universal para urina devidamente identificados com o dia da coleta. Na consulta
subsequente, o paciente entregava as amostras coletadas, e recebia mais dois frascos de

coleta de urina.
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