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partir do acompanhamento de pacientes com Leischmaniose

Tegumentar Americana (LTA), monitorados pela andlise de cabelo
apds administracdo, via muscular, de antimoniato de N-metil glucamina,
este estudo visa verificar a validade de utilizar-se cabelo humano como
monitor biolégico. A técnica de espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplada (ICP — MS) foi utilizada na quantificacdo de
antiménio total. Foram coletadas e segmentadas (+ 1,5 cm) amostras
de cabelo, em toda a extensdo (+ 20 cm), de cinco pacientes voluntdrias,
com tratamento concluido hd mais de seis meses. O procedimento
tipico para combate da enfermidade corresponde a 30 injecdes
sucessivas com doses didrias de 5 mg de antiménio por kg de peso
corporal (dosagem baixa). Os resultados obtidos neste estudo
apontam que amostras de cabelo podem ser utilizadas como indicador
bioldgico para antiménio, revelando o historico de um tratamento e/ou
de uma intoxica¢do acidental ou proposital.
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INTRODUCAO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doenga
cronica da pele e da mucosa oro-nasal, causada por vdrias espécies de
protozodrios do género de Leishmania encontradas em quase todos os pai-
ses americanos. O homem €, em geral, um hospedeiro acidental e, no local
da picada do flebotomineo, desenvolve-se uma lesdo cutdnea primdria cuja
apresentacdo clinica depende da espécie do parasita ¢ da resposta contra
ele. A apresentacdo clinica mais comum € a forma cutinea localizada, ca-
racterizada como ilcera cutdnea tnica, que tende a cura espontinea
(MARZOCKI; SCHUBACH; MARZOCK]I, 1999). Utilizado no tratamento
das leishmanioses, o antimdnio (Sb) € um elemento ndo essencial e apresen-
ta comportamento toxicolégico semelhante ao arsénio e ao bismuto. Sua
forma trivalente € mais téxica que a forma pentavalente, sendo que as espé-
cies inorganicas sdo mais toxicas que as organicas. Em humanos, a forma
trivalente estd presente nas células vermelhas do sangue, enquanto que a
forma pentavalente permanece no plasma sangiiineo e € assim excretada
mais facilmente (RAHMAN et al, 2000).

De acordo com as recomendacdes atuais da Organizacdo Mundial
da Saide (OMS), deve-se tratar os pacientes de leishmaniose cutinea e de
mucosa com doses de 20mg Sb**/kg/dia, até a dose maxima didria de 850mg,
via intramuscular ou endovenosa, e por um periodo minimo de quatro sema-
nas. J4 o Ministério da Satde recomenda tratar os pacientes de leishmaniose
cutinea com doses de 10-20mg Sb**/kg/dia, durante 20 dias e, para os que
apresentam leishmaniose na mucosa, doses de 20mg Sb**/kg/dia, durante 30
dias. Em ambos os casos, ndo ha limite didrio recomendado. No Rio de
Janeiro, doses de 5mg Sb>*/kg/dia vém sendo utilizadas com sucesso
(OLIVEIRA-NETO et al, 1997).

Durante as trés dltimas décadas, a determinagio de elementos-trago
em cabelo vem recebendo continuo interesse na ciéncia biomédica e do
meio ambiente (ELINDER et al., 1994 ; TAGLIARO et al., 1998 ; FLORES
et al., 2001). O principal enfoque estd nos efeitos fisiolégicos dos metais
toxicos e essenciais para o organismo humano (AMATO, 1997). Os resulta-
dos das medic¢des sdo interpretados em relacdo aos niveis do estado
nutricional, diagndstico de doengas, intoxicagdes sistémicas e/ou
monitoramento de exposi¢des ambientais, embora essas interpretacSes ain-
da apresentem controvérsias. Dependendo do metabolismo "mineral" do
corpo humano, a transferéncia de elementos téxicos para o cabelo pode ser
considerada, por um lado, como uma forma de excrecdo dos elementos-
trago (KATZ; CHATT, 1998). Por outro, a origem de elementos-traco no
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cabelo pode ser exdgena e, assim, sua concentragio pouco contribui na rela-
¢do entre os seus niveis com os de outros tecidos bioldgicos.

Sendo um tecido bioldgico, o cabelo apresenta uma caracteristica
peculiar: ele acumula elementos menores e trago durante a sua formacao e
esses emergem com ele (semelhante as unhas), além de ser formado em
periodo relativamente curto de tempo (em um individuo adulto, a taxa de
crescimento no escalpo € de aproximadamente 1,2 + 0,3 cm ao més). Deve-
se considerar, ainda, que o cabelo € um tecido facilmente coletado, armaze-
nado e analisado por uma variedade de técnicas analiticas (MORTARI, 1997).
Amostras de cabelo vém sendo utilizadas como monitor biol6gico para uma
diversidade de aplicagdes (STEVENS, 1983; RAHMAN et al., 2000), in-
cluindo a avalia¢do do nivel nutricional, estudos sobre a exposi¢do ambiental,
o diagnéstico clinico e o controle de "doping" (KINTZ, 1998) em atletas,
refletindo ndo s6 a exposicdo atual a qual o individuo estd submetido, como
também aquela em que ele foi sujeito hd um tempo remoto
(DIAS CARNEIRO, 1999). A quantidade do elemento absorvido depende
da sua concentrago instantinea nos fluidos do corpo (sangue, linfa, fluido
extracelular) (CAMPBELL et al, 1981).

Em geral, as aplica¢des visam a comparagio de resultados obtidos
entre dois grupos distintos: grupo problema versus grupo controle. Avalia-
se, na maioria das vezes, sob o contexto da influéncia cultural (tipo de ali-
mentacdo), geografica ou exposi¢do ocupacional no ambiente de trabalho
ou de habitagdo. O presente trabalho, nesse sentido, inova na metodologia
empregada, cuja proposta € compreender o acompanhamento prospectivo e
retrospectivo de um grupo de pacientes submetidos a coletas de amostras
de cabelo apds conclusdo de um tratamento - pacientes com quadro clinico
confirmado de LTA, tratados com antimoniato de N-metil glucamina. Como
o antimdnio, elemento estudado, ndo apresenta concentragdo significativa
na dieta alimentar (concentragdo "normal” de Sb no cabelo de pessoas nio
expostas: < 0,03 pg.g') (MIEKELEY; DIAS CARNEIRO; PORTO DA
SILVEIRA, 1998), espera-se observar os efeitos de absor¢do e excregdo
nas amostras de cabelo com maior clareza.

E objetivo principal deste estudo acompanhar pacientes de LTA ap6s
o tratamento com medicamentos a base de antimdnio, monitorando os niveis
de concentragdo desse elemento em amostras capilares, com o propdsito de
verificar a validade de se utilizar cabelo humano como monitor biolégico.
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METODOLOGIA

A técnica de ICP-MS foi utilizada, exclusivamente, na determinagio
de antiménio. Cabe ressaltar também que as metodologias e os procedi-
mentos desenvolvidos neste trabalho foram previamente encaminhadas e
apresentadas ao Comité de Etica e Pesquisa da FIOCRUZ, seguindo as
normas do Conselho Nacional de Saidde - Ministério da Saide, Resolugdo
196, de 10 de outubro de 1996, recebendo deferimento (protocolo n° 098/99).

Amostragem

As amostras de cabelo foram coletadas em pacientes de LTA volun-
tarios, recrutados no ambulatério do Centro de Referéncia para Diagnéstico
de Leishmaniose da Fundagdo Oswaldo Cruz - FIOCRUZ-RJ/Instituto de
Pesquisa Clinica do Hospital Evandro Chagas (IPEC), no periodo de abril
de 1999 a junho de 2001. Os pacientes foram diagnosticados e tratados com
antimoniato de N-metil glucamina, conforme as rotinas usuais do referido
centro (5 mg Sb/dia/kg de peso corporal). Participaram do trabalho 5 pacientes
voluntérias do sexo feminino, com quadro clinico confirmado e submetidas
ao tratamento de LTA. No recrutamento, nao houve critérios de exclusio
de pacientes por faixa etdria, sexo ou hébitos alimentares. As amostras fo-
ram obtidas dessas voluntdrias, que tinham cabelos compridos (20cm ou mais),
com tratamento finalizado h4, no minimo, 6 meses. Foram coletadas amos-
tras rente ao couro cabeludo e em toda a extensdo dos fios, com o objetivo
de segmentar e analisar, posteriormente, cada segmento com aproximada-
mente 1,5cm. A coleta foi feita no ambulatério do IPEC e as amostras fo-
ram acondicionadas em sacos de polietileno, devidamente fechados e
etiquetados, até serem pré-tratadas e analisadas.

Quantificacdo de Antiménio Total

Para a realizagdo deste estudo foi utilizado o espectrdmetro de mas-
sa modelo ELAN 5000 (Perkin-Elmer/Sciex, Norwalk, CT, USA). O instru-
mento € do tipo "quadrupolo” com resolu¢io de massa de 0,6 a 0,8 u (unida-
de de massa atdmica). O equipamento foi otimizado diariamente (alinha-
mento e distincia tocha-amostrador; vazdo do gas nebulizador), aspirando-
se uma solucdo analitica mista contendo os elementos Mg, Rh, Ba e Pb
(10pg.L"). Essa solugd@o também foi utilizada para verificar a sensibilidade
do equipamento: a aspiragdo de 10ug.L"' de '“Rh resultava, tipicamente,
em taxa de contagem > 60.000 cps, mostrando sempre um desempenho
superior a0 minimo estabelecido pelo fabricante (40.000 cps). Niveis de
6xidos foram conferidos pela aspiragdo de uma solugdo contendo 10ug.L"!
de '“°Ce, sendo que a razio CeO/Ce* apresentou sempre valores inferiores
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a 3%. Para monitorar a formagdo de fons bivalentes, uma solugdo com
10ug.L' de '**Ba foi aspirada e a razdo Ba*/Ba* apresentou sempre valores
inferiores a 3%. Os parAmetros operacionais relevantes da técnica sdo mos-
trados na TABELA 1.

TABELA 1 - ParAmetros operacionais utilizados na determinagao de antiménio total
utilizando ICP-MS (ELAN 5000, PerkinElmer - Sciex).

Parimetro ICP-MS (nebulizacéo
convencional)

poténcia (W) 1050

vazdo de Argonio (L/min) 0,95 (nebulizador)

(L/min) 15,0 (plasma)

1,0 (auxiliar)
nebulizador e taxa de Meinhard com cdmara
aspiragao ciclénica: 1,0mL.min"
m/z do analito e do 121G, '23Sb, 5In (PI)
padréo Interno (PI)
amostrador/ "Skimer" platina

Reagentes de alta pureza foram utilizados no preparo das solugdes
analfticas e das amostras. Em todos os procedimentos utilizou-se: d4gua Milli-
Q (>16MQcm), previamente destilada e deionizada, HNO, (Merck, p.a.,
bi-subdestilado) e H,O, (Merck, suprapapur®, 30% v/v). A partir de uma
solugdo estoque de 1000mg.L" de antimonio (SbCl,, Merck, Titrisol®) fo-
ram preparadas as solugdes analiticas. O elemento Indio (m/z 115) foi utili-
zado como padrio interno (50mg.L), preparado a partir de uma solugdo
estoque de 1000mg.L"! (solugdo padrdo elementar, Merck) por dilui¢do em
HNO, (3%).

Decomposicdo das Amostras

O procedimento de decomposi¢ido das amostras empregado foi o
mesmo que vem sendo utilizado como rotina no laboratdrio de ICP-MS do
Departamento de Quimica da PUC/Rio (MIEKELEY; MORTARI;
SCHUBACH, 2002; MORTARI, 2001).

Para eliminar possivel contaminagdo exdgena, as amostras de cabelo
foram previamente lavadas 3 vezes com dgua (20 mL), 3 vezes com aceto-
na (p.a) e 3 vezes com 4gua. Todas as lavagens foram feitas por 10 minutos
em banho de ultra-som. Apds a lavagem, as amostras foram secas em estu-
fa, por uma noite, a temperatura aproximada de 60°C. Para 0,25g de amos-
tra de cabelo, adicionaram-se 2,5mL de HNO, (concentrado) em tubo com
capacidade para 50mL (graduado, com tampa de rosca, fundo conico e de
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polipropileno, Sarstedt, Alemanha), deixando-se em repouso por 12 horas, 2
temperatura ambiente. Em seguida, os tubos foram aquecidos a 70°C e
assim mantidos durante 1 hora, em bloco de aquecimento. Posteriormente,
foram retirados e, ao atingirem a temperatura ambiente, adicionou-se 1,0mL
de H,0, (30% v/v) retornando-se ao aquecimento por mais 1 hora. As
amostras foram entdo diluidas com dgua, a 25mL deste total, tomando-se
uma aliquota de 4,75mL a qual adicionaram-se 0,25mL de solucéo do pa-
drdo interno (1000mg.L").

As amostras coletadas das pacientes mulheres com fios de cabelo
longos foram segmentadas em intervalos de aproximadamente 1,5c¢m e la-
vadas posteriormente. A massa de cada segmento teve, em média, de 20 a
30mg e foram processadas da maneira ja descrita, respeitando-se as pro-
por¢des entre massa da amostra e quantidade dos reagentes.

Na determinacdo de Sb por ICP-MS, o modo quantitativo com
calibragdo "externa” foi utilizado. Para a introdu¢ao das amostras, utilizou-
se uma cimara de nebulizagio ciclonica (Glass Expansion, Camberwell,
Austrélia) em conjunto com nebulizador concéntrico tipo Meinhard, opera-
do com bomba peristaltica (4 canais, Gilson, Franga).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Determinaciio de Antimonio (total) em Amostras de Cabelo

A determinagdo de antimonio pela técnica de ICP-MS de baixa reso-
lugdo de massa (quadrupolo) ndo oferece maiores dificuldades experimen-
tais, uma vez que os isGtopos deste elemento (‘2!Sb, a = 57%; '2Sb, a =
43%) sdo pouco sujeitos a interferéncias espectrais (isobdricas, 6xidos,
poliatdmicas). Além disso, a energia moderada do 1° potencial de ionizagdo
do elemento (8,641 eV) permite um bom rendimento de formagio de fons
no plasma. A essas propriedades favordveis soma-se a baixa concentragio
do elemento como contaminante em reagentes quimicos, recipientes, mate-
riais de embalagem e no meio ambiente de laboratérios comuns. Desta for-
ma, limites de detec¢do e de quantificagdo da ordem de ng.L} podem ser
obtidos, mesmo com nebulizadores convencionais e equipamentos mais an-
tigos, como foi o caso deste trabalho.

A curva analitica para antiménio através da técnica de ICP-MS apre-
sentou excelente linearidade, com coeficientes de determinagéo (r?) proxi-
mos a 0,999, nebulizag¢do convencional e limite de detec¢@o para antimoénio
(30, diluigdo 100 vezes) de 0,005 ug.g™'.

Para a determinacdo da repetitividade e da exatiddo da metodologia
utilizada, material de referéncia de cabelo humano (GBW-09101, Shangai
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Institute of Nuclear Research, Academia Sinica) foi analisado. Obteve-se
uma boa recuperagio do analito no material utilizado (95,7 %) - valor certi-
ficado 0,210 ug.g" € 0,201 + 0,006 pg.g"! valor determinado.

Analise retrospectiva do tratamento de LTA pela dosagem de
antimonio em fios de cabelo segmentadosl

Do total de cinco pacientes (3 casos de LTA cutinea, 1 caso de LTA
mucosa e 1 caso de Leishmaniose Visceral, conhecida também como Calazar)
foram avaliados e os resultados plotados em gréficos, conforme Figuras de
1-5. Como a taxa de crescimento do cabelo € aproximada (+ 1,5cm repre-
sentativos do periodo de crescimento de cerca de 30 dias) podendo variar
entre individuos, os periodos de inicio (I) e fim (F) do tratamento indicado
nas figuras foram apenas estimados.

Os gréficos indicam que amostras de cabelo, além de serem excelen-
tes bio-indicadores para o Sb, também refletem o histérico do tratamento
desenvolvido. Entre os casos, chama a atengao o perfil do gréfico da Figura
1, que "espelha" o tratamento (em valores de concentragdo de antimonio)
ministrado em 2 ciclos, com intervalo de 5 meses entre um ciclo e outro.
Verifica-se que, quando a concentragdo mdxima obtida em virtude do 1°
ciclo tende a diminuir, € iniciado o 2° ciclo com novo aumento da concentra-
¢do da droga no cabelo. Nas demais figuras (Figura 2-5), € apresentado o
perfil tipico de tratamento em apenas um ciclo.
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Figura 1- Amostras de cabelo segmentado,(ggietadas rente 2 raiz dos fios, apds
tratamento de LTA. Paciente FSV; feminino; 06 anos; LTA cutinea; 24,4kg; dose de
127,5mg Sb*¥/dia; tratamento em dois ciclos: 1° ciclo 30 dias; 2° ciclo 15 dias. C =
coleta (04/09/00), I1 = inicio do 1° ciclo (09/08/99), F1 = fim do 1° ciclo (07/09/99), 12
=inicio do 2° ciclo (16/02/00), F2 = fim do 2° ciclo (30/02/00).
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Figura 2- Amostras de cabelo segmentado, coletadas rente 2 raiz dos fios, apds
tratamento de LTA. Paciente JFR; feminino; 51 anos; LTA cuténea; 53,8kg; ; dose de

272mg Sb**/dia; 30 dias de tratamento. C = coleta (09/07/01), I = inicio do tratamento
(02/10/00), F = fim do tratamento (31/10/00).
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Figura 3- Amostras de cabelo segmentado, coletadas rente a raiz dos fios, apés
tratamento de LTA. Paciente LTL; feminino; 32 anos; LTA cutinea; 109kg; dose de
850mg Sb**/dia; 20 dias de tratamento. C = coleta (29/11/00), I = inicio do tratamento
(20/03/00), F = fim do tratamento (10/04/00).
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Figura 4- Amostras de cabelo segmentado, coletadas rente a raiz dos fios, ap6s
tratamento de LTA. Paciente IAEG; feminino; 70 anos; LTA mucosa; 57kg; dose de
289mg Sb**/dia; 30 dias de tratamento. C = coleta (1 1/04/00), I = inicio do tratamento
(09/08/99), F = fim do tratamento (08/09/99).
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Figura 5- Amostras de cabelo segmentado, coletadas rente a raiz dos fios, apds
tratamento de LTA. Paciente ASM; feminino; 17 anos; calazar; 46kg; dose de 850mg
Sb*5/dia; 30 dias de tratamento. dose alta (20mg Sb**/kg/dia). C = coleta (09/05/01),
I = infcio do tratamento (11/12/00), F = fim do tratamento (09/01/01).
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A avaliagdo retrospectiva da exposi¢do ao antiménio, por meio da
andlise de segmentos de cabelo, tem importancia pratica também na rotina
clinica, pois nem sempre os pacientes de leishmanioses estdo informados
sobre um eventual tratamento anterior com drogas antimoniais. Tal conhe-
cimento, entretanto, € dtil na definigdo de estratégias (tipo de droga, doses,
intervalos) para uma nova administragfio, em caso de reincidéncia da doen-
ca. Apresenta-se uma nova ferramenta analitica interessante que pode ser
aplicada quando tais dividas persistem.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo apontam que amostras de cabelo
podem ser utilizadas como indicador biolégico para antiménio, apresentando
vantagens sobre as demais amostras biol6gicas (sangue, urina, esperma,
etc.) em virtude da fécil coleta, do facil manuseio, de ndo requerer refrige-
ra¢do e do fécil armazenamento. A andlise de fios de cabelo segmentados
permite revelar o histérico de um tratamento e/ou de uma intoxicagdo aci-
dental ou proposital, com possiveis aplicagdes clinicas e forénsicas.
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