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ESTUDOS " I N VIVO" E "IN VITRO" DO ACIDO 2 , 6 - D I I S O -
PROPIL FENILCARBOILMETIL IMINODIACÉTICO MARCADO
COM 9 WTc ( D I S I D A - 9 l B T c ) *

Diana Yolanda F r e i r e Mart inez , Marycel F i g o l s de Barboza, Emiko Mu
ramoto, Setsuko Sa to Achando e Cons tânc ia Pagano Gonçalves da S i l v a

RESUMO
99m

Foi realizado um estudo "in vivo" e "in vitro" do DISIDA- Tc a

nível hepatobiliar. Avaliou-se a ligação às proteínas plasmaticas e a '

que fração ocorre esta ligação. 0 coeficiente de partição em n-octa

nol/sol. salina foi de 0,41 demonstrando a lipofilicidade do composto.'

As imagens obtidas em ratos indicam o comportamento de distribuição bio

lógica assim como a eliminação do radiofarmaco na forma inalterada a ní

vel hepatobijiar.

"IN VITRO" AND "IN VIVO" STUDIES OF 2,6-DIISOPROPYL-FENIL-

CARBOILMETHYL IMINODIACETIC ACID LABELED WITH ""Tc (DISI-

DA- " mTc)

ABSTRACT

99m
The "in vivo" and "in vitro" studies on DISIDA- Tc at the hepa-

tobiliary level were made. The binding of DISIDA- Tc to plasmatic

proteins and the fraction at which this binding occurs were determined.

The distribution coefficient in n-octanol/saline solution was

0.41 showing the lipophilicity of the compound.

The images in rats show the biological distribution as well as

the hepatobiliary clearance of the radiopharmaceutical under its

unmetabolized form.

INTRODUÇÃO

Dado o desenvolvimento recente de agentes hepatobiliares marcados
99m - -

com Tc, ha busca constante de radiofarmacos que permitam melhorar a

qualidade de imagens na sua aplicação em Medicina Nuclear.

Muitos complexos de Tc tem sido propostos para esse fim, in- '

cluindo a pericilina (6), tetraciclina (4), ácido mercaptobutírico (7),

piridoxilideneglutamato (1). e mais de 30 derivados do ácido iminodiacé

tico (IDA) (2). Entre os derivados, os mais utilizados na atualidadade'

são 2,6 dimetil IDA (HIDA), 2.6 dietil IDA (EHIDA), 2,6 diisopropil '

(•) Trabalho apresentado no II Congresso Geral de Energia Nuclear - Rio

d"; Janeiro, de 23 a 26 de abril de 1988.

(1) Bolsista da IAEA Dirección General de Energia Nuclear - Guatemala.
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IDA (DISIDA) e para-butil IDA (BIDA) pela fácil disponibilidade na forma

de conjuntos de reativos liofilizados (9).

As propriedades ideais de um radiofárroaco para obter imagens das'

vias biliares são: rápida extração do sangue pelo fígado, baixa excreção

urinaria, rápida excreção pelo conduto biliar, não ser reabsorvido pelo

intestino e ser de fácil preparação.

Esses derivados do IDA apresentam uma captação elevada pelo fígado

e um transito rápido para as vias biliares, sendo as vezes excretado pe-

lo rim, diminuindo assim, a eficiência e qualidade do ensaio.

Existem vários fatores que intervém na diminuição da excreção re -

nal da droga, a saber: aumento do peso molecular, formações de complexos,

aumento da lipofilicidade e ligação as proteínas plasmaticas. (6, 11, 13

15).

0 HIDA tem peso molecular 367, com terminações lipofílicas e hi- '

drofilicas separadas consideravelmente. A quelaçao com Tc provavelmen

te forma um dimero, decrescendo a natureza hidrofilica do grupo carboxi-

lico e duplicando o peso molecular do composto. A substituição do grupo'

metil pelo etil aumenta o peso molecular e a lipofilicidade e, a substi-

tuição pelo grupo 'para' modifica a polaridade. Subramanian e col. <2) '

BRIAN o c oi. { \2) demonstraram que ao substituir o grupo metil pelo

isopropil há aumento do peso molecular e da lipofilicidade (coeficiente1

de partição octanol/água do metil IDA = 0,038). Isto implica na elevação

da captação biliar e na redução di excreção renal.

Devido a essas diferenças nas propriedades químicas e no comporta-

mento biológico dos diversos derivados do IDA, nós propusemos fazer um

estudo 'in vitro' e 'in vivo1 do DISIDA- Tc, a nível hepatobiliar.

MATERIAIS E MÉTODOS

Disida- Tc: o 2,6 diisopropil IDA utilizado neste estudo foi '

sintetizado e preparado na forma de conjuntos de reativo liofilizado na

Divisão de Radiofarmácia do Departamento de Processamento do IPEN-CNEN/'

SP. (5).

Cada frasco liofilizado contém 20mg de DISIDA e 0,5 mg de SnCl . •

H O como agente redutor do ion pertecnetato. A marcação foi realizada '

adicionando-se 3 a 5ml de uma solução de TcO eluido de um gerador de
99 99ID 4

Mo- Tc, produzido no Departamento de Processamento do IPEN-CNEN/SP;'

o pH do complexo formado foi 5,5.

A pureza radioquímica foi determinada por meio de cromatografia as

cendente em papel Whatman ns 3, após 30 minutos da marcação, para favore

cer a formação de bicomplexos (3), usando como solvente, metanol 85% e '

cloreto de sódio 30%, que separa adequadamente o Tc hidrolizado ou coloi
de e o TcO (livre).

4

Animaisr foram utilizados ratos adultos da raça Wistar com peso mé

dio de 250 gramas mantidos no Biotério do IPEN-CNEN/SP, os quais foram '

anestesiados com uma solução de uretana (100 mg/ 100 g de peso corporal)

por via intraperitoneal.
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Ligação as proteínas plasmaticas:

A porcentagem de ligação as proteínas plasmaticas foi determinada
9yrn

'in vitro' em soro de ratos injetados com 100 jiCi de DISIDA- Tc, in-

travenosaraente. As amostras de sangue foram obtidas por punçao cardíaca

5, 10 e 30 minutos apôs a dose administrada; o soro foi separado por '

centrifugaçao e as diferentes alíquotas foram submetidas a dois procedi

mentos analíticos: a. precipitação de proteínas com ácido tricloroaceti

co (TCA 10%); b. eletroforese em gel de poliacrilamida para verificar*

em qual fração das proteínas o radiofarmaco se encontra ligado.

a. Precipitação de proteínas com ácido tricloroacetico (TCA 10%):

A 400 fil do soro adicionaram-se 400 pil de TCA 10% para precipitar as '

proteínas plasmaticas. A radioatividade total do soro foi determinada '

num contador gama, tipo poço ABBOTT (ANSR) automático. A seguir o soro
o

foi centrifugado a 3000 rpm durante 15 min. a 4 C e o sobrenadante foi

descartado e o precipitado retomado com NaOH 4N para manter a geometria

de contagem nos tubos. A radioatividade foi contada novamente e a % de

ligação calculada de acordo com a seguinte expressão:

, , ~ . cpm precipitado
% (ligação) --•• — — - - x 100

cpm precipitado + cpm sobrenadante

b. Eletroforese em gel de policril£ lida: A fim de verificar em '

qual fração das proteínas plasmaticas o radiofarmaco esta ligado, rea-

lizou-se uma cromatografia em gel de poliacrilamida com amostras de so-

ro obtidas aos 5, 10 e 30 min.

Foram analisados paralelamente o comportamento eletroforetico da:

ai albumina- Tc, bj DISTDA- Tc para confirmar a corrida (Rf) da '
99m

albumina e do DISIDA- Tc, no mesmo sistema.

A técnica utilizada baseou-se no trabalho de Davis (3) que consis

te em semear 10 |il das amostras em cclunas de gel de policrilamida de

12 x 0,5cm, usando-se tampão tris-Glicina 0,4 M, pH 8,3, 250 V durante
o

90 minutos a 4 C.

Todas as amostras foram feitas em duplicatas. Para revelar as pro

teinas utilizou-se uma solução de Ponceau S em TCA 5%, que da uma colo-

ração azul proporcional a concentração. Cada coluna de gel foi cortada'

em 18 segmentos de 0,5 cm e a radioatividade destes foi medida num con-

tador gama automático ABBOTT (/NSR).

Estabilidade 'in vivo' da DISIDA- " Tc:

Um grupo de 10 ratos Wistar foram submetidos a uma cirurgia abdo-

minal com o intuito de canular o coledoco e coletar a bilis. Injetaram-

se intravenosamente 100 jiCi de DISIDA- Tc e amostras biliares foram

coletadas aos 5, 15, 30, 60 e 90 minutos após a administração do traça-

dor. Estas amostras foram analisadas por cromatografia ascendente em pa

pel Whatman n9 3 (8 x lcm) nos sistemas metanol 85% e cloreto de sódio'

30% a fim de verificar a estabilidade deste produto através desta via.

Um 'pool' do conteúdo biliar marcado de acordo com a metodologia'
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acima mencionada, foi reinjetado intravenosamente em 3 ratos Wistar, pa-

ra estudar o comportamento a nivel hepatobiliar.

Paralelamente, outro grupo de ratos (controle) foram injetados por

via intravenosa com 100 (iCi de DISIDA- Tc. Realizaram-se estudos com-

parativos de distribuição biológica entre estes deis grupos de animais,'

por meio de tintilografia linear seriada, m m cintiladcr da Nuclear Chi-

cago (Pho-Dot) a partir de 5 minutos da administração do traçador.

Determinação de coeficiente de partição:

0 coeficiente de partição foi determinado no sistema n-octanol- '

agua/scl.salina, onde o octanol é o solvente hidrofobice e a solução sa-

lina hidrofilico.
99m

Diluiram-se 50 (il de DISIDA- Tc eir. 5 ml de solução salina. A '

1 ml desta mistura adicionou-se 1 ml de n-octanol agitando-se por 1 min.,

centrifugou-se durante 5 min. a 3000 rpm. As fises foram separadas e foi

determinada a radioatividade em 10 nl de cada fase, num contador gama.

0 coeficiente de partição foi determinado pela relação de medida '

da atividade em n-octanol e sol. salina.

cpm n-octanolCoeficiente de partição =

RESULTADOS E DISCUSSÃO

cpm sol. salina

Pureza radioquimica: nos controles radioquimices realizados per '

cromatografia ascendente em papel apôs 30 minutos de reação, obteve-se

eir media 95% de pureza radioquimica.

A porcentagem de ligação as proteínas plasmaticas calculada nos di

ferentes tempos (5, 10 e 30) estão ilustrados na Tabela I

TABELA I

Tempo (min.) % Ligação

5 77,35

10 69,78

30 44,22

Observa-se aos 5 minutos uma ligação de 77,35% decrescerde a 44,22%

aos 30 min.

Estes resultados estac ilustrados nc grafico I.
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GRAFICO I
X

ligação
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5 10 30 fmpo
(min)

Porcentagem da ligação â» proteínas

piasmatica*

N& eletroforese em gel de pcliacrilamida revelou-se que a DISIDA-
Tc encontra-se ligada às proteinas plasmáticas, na fração da albumina

(15), cerco esta ilustrado no graficc II. Esta afinidade reduz a captação
renal, estando em concordância com os trabalhos de Smith e col. (11).

Os. resultados da estabilidade da DISIBA- Tc em bilis de ratos '
nos diferentes tempos, mestra que após 9C min. 94,11% de complsxo DISI -
DA- Tc permanecer.de inalterado. (Tabela II).

TABELA II

Tempo
(min.)

DISIDA- """Tc TcO

5

15

30

60

90

95,09

94,37

92,72

94,04

94,11

4,91

5,63

7,28

5,96

5,89
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Nas figiras I e II apresentam-se os mapas realizados em ratos inje

taf*js intravenosairente com o conteúdo biliar marcado, e com DISIDA- Tc.

respectivamente- 0 estude comparativo entre os dois grupos de animais '

evidencia a estabilidade 'in vivo' da droga, o que sugere que ela foi ex

cretada na sua forma radioquimica original, nao sofrendo dissociação r.em

metabolizaçao (14). Nao foi observada a concentração de radiofarmaco no

estômago e baço, que são sities de captação do íon TcO e Tc hidrolizado
4

ou coloide, respectivamente.
0 coeficiente de- partição octanol/scl. salina obtido (0,42), estão

de acordo cem os, trabalhos de Molter e Kloss, (10).

Na tabela III estão ilustrades os resultados des coeficientes de '

partição encontrados.

TABELA III

Produto
i

DISIDA- " mTc

X octarol

28,86

X sol.

71

salina

,14

C

•0

.P.

,41

•media de 6 determinações.

CONCLUSÃO

Pelos resultados obtides neste estudo, foi demonstrado que o DISI-

DA- Tc é transportado pelas proteínas plasmáticas, principalmente pe-

la albumina, quando injetade intravenosamente em ratos. 0 coeficiente de

partição em n-octanol/sol. salina foi de 0,41, demonstrando a proprieda-

de lipcfílica de composto.

As imagens obtidas nos dois grupos de animais, indicam um comporta

mento de distribuição biológica similar, confirmando que o mesmo não é '

metabolizado a nível hepatobiliar.
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