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A B S T R A C T

-.8 /H—h-a-fr been studied /the kinetics of heparin in

Zr;normal Wistar rats using the radioactive tracer Zr;

cThe labeled and purified Cr-heparin was injected

into rats intravenously and by intraperitoneal injection

cin measuring the radioactivity of organs it was

possible to conclude that the tissues rich in mast cells,

liver and spleen» were found to take up the greater amounts

of heparin.\

The curve that represents the logarithm of the

concentration of heparin versus time is biexponential. The

half-lives of the two exponential were determine^
- --r-'^'T ,-•'.'->fc**~

------ - - - — &K/^

'The volume of distribution, the rate constant and

the renal clearance were determined by the values of the

plasma levels and urinary excretions,.

(lhe biological half-time, the turnover rate and the

turnover time were determined by measuring the residual

radioactivity of the total body and urinary excretions.
4íi th the data obtained from the mentioned experiments

a compartmental model was performed in wtifcfithe plasma is the

central compartment for the distribution of the drug, exchanging

with another extraplasmatic compartment and finally the drug

being stored in reticulo endothelial system cells, (QJJ (J^ j.
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C A P I T U L O I

INTRODUÇÃO

I.I - A Heparina e sua ação farmacolõgica

Em 1916 Mc LEAN* ' estudando as propriedades coagtj[

lantes sangüíneas de substâncias extraídas de fígado e cora-

ção de animais, descobriu uma substância biológica que inibia

a coagulação do sangue e deu-lhe o nome de heparina. Os esta-

dos continuaram ate que E.JORPES em 1935 demonstrou ser a he-

parina um polissacarTdeo sulfatado (35) podendo ser instanta-

neamente neutralizada pela protamina (uma proteTna altamente

alcalina)* ' e finalmente introdu2iu-a na terapia. 0 uso m£

dico da heparina deriva de suas propriedades anticoaguiantes

sendo utilizada nos casos de tromboses em pacientes com pro-

blemas cardTacos e certos tipos de cirurgia com circulação ex̂

tracorporea.

Apesar do emprego de anticoagulantes por via oral,co_

°o no caso de derivados de cumarinas e indandionas» nada se
r*ve1a tão potente em senso farmacolõgico como a heparina, pois

seu efeito inibidor se faz sentir em quase todas as fases do

*squema de coagulação sangüínea tanto "in vivo" como "in vi-



ESQUEMA DA COAGULAÇAO SANGUTNEA*8)

Fase I - Formação da t rombopias t ina piasmat ica
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y

pUquetas

heparina-

Fator de Christmas
(Fator IX)

Antitrombopiastina

Ac.-Globulina(Fator V)

Trombopiastina *-

;*
w*

Fase II

Heparina

Formação da trombina

FTgado

Protrombina

Trombopiastina

Ca

tecidos

plasma (fase I )

Ac.-Globulina (Fator V)

F a t o r VII

Trombina

Fase I I I - Conversão de fibrinoginio em fibrina

Fibri nogenio

+ TrombinaJ
i

<- —Heparina* + antitrombina

Fibrina

Legenda: -> promove
••> i n i b e
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Conforme a representação esquematizada da coagula -

ção sangüínea, dentro dos moldes aceitos internacionalmente ,

o fenômeno da coagulação envolve a ação de algumas enzimas

que existem na corrente circulatória mas só são ativas quando

se desencadeia o processo: quando um vaso sangüíneo ê inju -

riado, rompe-se o endotélio, ficando exposta uma camada de co_

ligeno. Este, por sua vez, atrai plaquetas, formando um agre_

gado frouxo que posteriormente vai ser convertido no coágulo,

pela fibrina. 0 mecanismo de formação da fibrina, implica n£

ma cadeia de reações interrelacionadas^ ''"'.

A série de reações pode ser provocada também "in vî

tro", colocando-se o sangue em contacto com superfícies ümi -

das carregadas negativamente, por exemplo, o vidro ou fibras

de colágeno.

No esquema representado, as reações são iniciadas

pelo chamado fator XII ou fator de Hageman sob o efeito de

contactos superficiais. Ativam-se sucessivamente: fator XI

(tromboplastina piasmãtica antecedente), fator IX fator de

Christmas), fator VIII (anti-hemofílico) e fator X (fator de

Stuart-Prower); este, na presença de lipídeos das plaquetas ,

de Ca + + e do fator V, cataliza a conversão da protrombina em

trombina. Nessa cadeia de reações interfere a presença de he_

parina, inibindo a formação da tromboplastina.

Na segunda fase de reações, se dã a transformação da

protrombina em trombina, em presença de ions Ca++ e ação do

fator V (Ac-Globulina), que aumenta a formação da trombina e

Provavelmente grande parte dessa ação inibidora se dã na for-
mação da tromboplastina. A trombina, uma vez formada, age
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en2imaticamente convertendo o fibrinogenio solúvel em fibrina.

A ação da heparina nesta fase é realizada por meio de uma as-

sociação heparina-cofator plasmãtico, neutralizando a trombi-

na.

Quimicamente, a heparina pertence ao grupo dos mucp_

polissacarTdeos; seu caráter ãcido é bastante acentuado e po-

de ser vista como o ãcido orgânico mais forte presente no or-

ganismo dos mamíferos. E bem solúvel na água, pouco solúvel

no álcool e dextrorotatõria. A forma química de heparina sÕ-

dica ê bastante utilizada em preparações farmacêuticas. Pos-

sui um caráter heteropol issacarTdeo especial e alto peso mole_

cular (6.000 a 25.000), "a heparina não se constitui num úni-

co composto químico, mas numa serie de compostos de diferen -

tes comprimentos de cadeia e peso molecular, apresentando pois

unidades repetidas de sacarídeos e grupos funcionais simila -

As análises de heparina purificada revelam a preser^

ça de três monossacarídeos fundamentais na cadeia: d-glicosa-

mina, ácido d-glicurônico e ácido L-idurônico. A proporção

molecular dessas hexoses é aproximadamente: 1 mol de d-glico_

samina = 1 mol de (ácido d-glicurÔnico + ácido L-idurÔnico/ '.

Esses monossacarídeos unem-se por ligações covalen-

tes alfa-glicosídicas, nas quais sõ os grupos hidroxila 1 e

4 estão envolvidos, conduzindo aos correspondentes dissacarí-

deos, os quais constituem as unidades repetitivas da heparina
e cada um deles contém resíduos sulfato na forma de sulfona"m^
d* e, sulfatos ligados na forma éster.
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Figura 1

ácido d-glicurônico e
d-glicosamina em con-
jugação a-d(l-»-4)

icido L-iduronico e d-
glicosamina em conjuga_
ção a-L(l->4)

Os dissacarideos sulfatados dão origem a cadeia po-

lissacaridea da heparina por subseqüente conjugação d-glicosjí

dica estereoregular (1̂ -4) de acordo com a FiguraiA.

• !

coo

NHSOjO" H oso2o

o~

Figura IA- Estrutura química da heparina

E importante considerar que, as heparinas possuem

uma alta especificidade ligada i fórmula estrutural. Qualquer
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rudança, mesmo pequena na estrutura, por exemplo, uma conjuga_

cio è anomérica em vez de a entre as unidades resulta num ma-

terial inativo fisiologicamente.

Apesar de esforços no sentido de serem obtidas hepa_

rinas por via sintética destinadas a uso clTnico, resultados

negativos têm sido logrados. Para uso terapêutico, utilizam-

-se heparinas retiradas de tecidos animais a saber: pulmões

de boi, mucosa intestinal de suinos (33)

A heparina existente nos tecidos animais está asso-

ciada covalentemente a proteínas, de modo que a extração com-

porta remoção das unidades proteicas seja por hidrõlise alca-

lina ou enzimãtica* '. Alem disso, a presença de heparina

nos tecidos esta associada ã existência de outros componentes

com propriedades químicas e físicas similares o que exige mé-

todos de purificação e análise muito acurados. Mesmo assim ,

os produtos vendidos comercialmente não apresentam perfeita

uniformidade nos resultados das determinações de C, H, N e S

bem como nas percentagens de ácido urônico, hexoseamina, ace-

tila e outros componentes analisados* i\°o).

Quanto ã estabilidade biológica da heparina, ainda

não foram encontrados exemplos característicos de enzimas nos

tecidos animais, aptas a degradar a heparina' '. A inativa-

ção conseguida, tratando-se soluções contendo heparina com

extratos de fígado de mamíferos, foi atribuida a capacidade

Apresentada pela heparina de ligar-se a proteína e não a de-

Çradações catalizadas por alguma encima específica do fígado.

Ha contudo, microorganismos da flora intestinal ca-

Pa2es de produzir "heparinases" e uma bactéria do solo: "Fia-
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vobacteri urn heparinium" possível de crescer em um meio de cul_

tura contendo heparina, degradando-a por meio da ação de uma

sulfamidase e glicosidase, dando como subprodutos, oligossaca_

rídeos<"».

No organismo dos mamíferos a heparina ocorre natu -

ralmente e esta contida nos grânulos de certas células chama-

das mastócitos histõgenos' '' ', que são numerosas especial-

mente no tecido conjuntivo frouxo e ao longo da trajetória dos

vasos sangüíneos. A maneira de evidenciar a heparina em tais

formações celulares é" a coloração rosa característica que se

forma sob a ação do corante azul de toluidina; essa colora -

çSo é conhecida com o nome de metacromasia' K Sob condi-

ções normais o plasma humano apresenta de 0 a 15 yg/ml de he-

parina' '. Contudo, em casos de choque peptônico ou anafil£

tico verificou-se aumento temporário de heparina no sangue cir

culante de ratos e cães^ '* '. Em casos de urticaria pigmeji

tosa, quando hã expressivo aumento do número de mastõcitos e

em casos de mastocitomas, não hã heparinemia.

Parece improvável que a função fisiológica da hepa-

rina seja a de manter a flui dez sangüínea, sendo que sua pro-

priedade anticoaguiante seria apenas uma característica fisio_

15g1ca<35>.

Outro fator importante do ponto de vista fisiológi-

co, é o poder antilipemico da heparina. E sabido cie os plas^

•*s de animais após refeição gordurosa, apnesentam-se ricos em

Hpoproteínas de baixa densidade e em quilomicra. A presença

de heparina clarifica essas formas lipêmicas de plasma; a he-

Pârina combinaria com 1ipoproteínas e facilitaria a hidrõlise
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mãtica(
1O'<35'.

A associação de heparina com proteínas plasmaticas

jã foi estudada por alguns autores* ' que, por meio de técni_

cas eletroforéticas detectaram complexos heparTnicos com a?»

6 e Y globulina e com fibrinogênio. 0 fator IV das plaquetas

sanguTneas é" considerado o maior agente anti-heparínico do
(69)sangue* '.

1.2 - Estudos farmacolõgicos com auxílio de radioisotopos

Quando se tem em mente o estudo farmacolõgico de uma

droga, devem ser levados em conta alguns fatores essenciais re

lacionados com a ação da droga no animal. Um dos fatores a.

ser posto em relevo i a ação transportadora do sangue, primor^

dial sob o ponto de vista fisiológico dos organismos e impor-

tante no caso de drogas que necessitam deslocar-se do ponto

de entrada ate o local de ação.

0 sangue e a linfa se constituem no compartimento

central de partida de onde as drogas são distribuídas aos te-

cidos, sofrendo a devida biotransformaçao e sendo finalmente

excretadas^13).

De acordo com BRODIE* ' o esquema de distribuição

das drogas segue a seguinte composição:
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biotransformação

A entrada de uma droga no compartimento central, o

sangue, segue uma interação droga-proteTna. Considerando-se

a seqüência:

Fase celular do sangue - Fase proteica - Fase aquosa-

durante o fenômeno de absorção da droga, o des/ocamento se da-

ria da direita para a esquerda e, durante a difusão o proces-

so se daria da esquerda para a direita do esquema.

Ocorrendo a uma substância estar ligada a proteínas

na corrente circulatória, há necessidade primeiramente de ha_

ver uma liberação da droga na fase aquosa para depois difun -

dir-se fora do leito vascular^29^.

A distribuição da droga vai sendo progressivamente

efetuada para os espaços extracelulares ate alcançar os rece£

tores específicos.

Segundo ARIENS e SIMONIS^2' o diagrama de transfe -

de uma droga seria o seguinte:

Dose Transferência

da droga

concentração na

biofase
interação
droga-re-
ceptor

estímulo
relacio_
namento

efeito
espera-
do

efeito
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apresentam um esquema geral de ab

sorção, distribuição e excreção de drogas:

intestino ~

fezes

ri. fígado mT plasma "zrt_ espaços J

urina metabol i tos

ar

Para se estudar a cinética de fãrmacos no organis-

mo, é importante ser levado em conta o fato da biotransforma-

ção; os metabolitos também podem apresentar ainda algumas pr£

priedades farmacodinamicas e possuir uma cinética da droga

inicial (13) Além disso, os métodos que empregam elementos

radioativos como traçadores, não distinguem em geral o produ-

to íntegro daquele degradado, considerando os resultados obt^

dos como um todo. Esse problema pode ser visto como um fator

bastante importante que deve ser levado em conta com a caute-

la e o senso crítico necessários, antes de ser idealizado um

modelo cinetico.

0 ponto de partida para o estudo da cinética de drp_

gas pode ser obtido com a determinação da curva de decaimento

Dlasmãtico* *}[oi.)^ tarefa essa que se torna muito facilitada

vom o emprego de traçadores isotõpicos. Os dados obtidos são

lançados em grafico e a curva resultante deverá ser analisada,

o que poderá refletir a presença de uma exponencial ou mais.

A partir dos dados possíveis extraídos da curva, p£
<Jer"s«-ã decidir sobre o tratamento matemático apropriado além

f
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de conduzir a outros informes, a saber:. Volume de Distribui-

ção Aparente da droga e determinação de Coeficientes de

Transferência1

1.3 -Objetivos.

A hcp~rina,de largo uso .era terapêutica,constitui-se nura importan-

•r f'rnnco para o qual poucos estudos cinéticos são encontrados na

I iter.itura.

7To intuito de se dar mais uma contribuição aos estudos farmaco-

l*ricos e cinéticos dessa droga,utiliza-se neste trabalho,a hepari-

• . rr.rcada COK J Cr,isotopo este que apresenta meia-vida suficien-

•r-T.te lon£jri(27,8 dias ) para permitir c. realisaçao de experimentos

Tr. esne produto de lenta metabolização.

•̂ e-.lisaruB-se experimentos de distribuição "biologic:;, da hepririna

*r en ratos 7istar por meio da análise de captação pelos diferen-

• r ,ír_~os e n ciiversos intervalo s de tempo,após injeção endovenosa

• -r-"-reritonesl dp droga.

r "̂ rr-balho tem ainda a finalidade de obtenção de dados farmacoci-

"•"ÍCCG,& s&."ber:Curva de Decaimento Plasmático,Volume de Distribui-

- " -'-P-rente,Coeficiente de Depuração Renal e Pluxo Renal.Finalmen-

r.-i-- r.xiy: ilio d'i .-:nálise coropartimental determinam-se os Gcc-ric:. cui

Transferencia entre os comp.irtinontos,fceia-vid& Bioló̂ io:-.,

•y:- êe P.er.ovpçSo,Tempo rédio de Ferm^nêr^cia,
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C A P T T U L O II

ANALISE COMPARTIMENTAL

Os organismos vivos são essencialmente constituídos

por sistemas dinâmicos que se interrelacionam; os seres vivos

têm necessidade de manter um constante intercâmbio com o meio

exterior, absorvendo materiais, distribuindo-os conveniente -

mente em suas células, degradando-os de forma adequada e por

fim excretando o indesejável. Todos esses mecanismos estão

em equilíbrio dinâmico e são responsáveis pela integridade bio

lógica de cada indivíduo.

Um traçadorpode ser entendido como sendo um elemen-

to ou substância que, sendo ministrado a um ser vivo, entra

em contacto com os constituintes desse organismo, mantendo-se

identificável e indiferençável, podendo reproduzir com fideli_

dade o comportamento do organismo sem contudo influencia-lo' \

0 estudo farmacológico de muitas drogas tem sido

Possível graças ao auxílio de traçadores isotõpicos represen-

tados por substâncias marcadas com átomos radioativos^ '.

II.l - Farmacocinitica

E definida como sendo o estudo da transferência de

*ro9as no organismo. 0 uso de traçadores radioativos permite
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dade do radioisõtopo na

do sistema.

a determinação da variação da ativiaaae ao raa

unidade de tempo nos diferentes compartimentos

0 "compartimento" pode ser entendido como constitu-

indo uma parcela de material de um organismo que se comporta

como se fosse um componente homogêneo e distinto, cineticamen_

te. Ele pode ou não corresponder a um determinado espaço fi-

siológico (62)

Uma "fase" é um sistema de elementos semelhantes

que estão em equilíbrio entre sT; caso sejam introduzidos na

fase elementos homólogos, estes tenderão com o tempo a serem

distribuídos nela de modo uniforme' '.

0 equilTbrio dinâmico da fase é mantido por alguns

processos que podem ser reversíveis e irreversíveis. Os prî

meiros referem-se a processos que permitem a movimentação dos

constituintes no interior da própria fase entre um comparti -

mento e outro, dentro das normas de um equilTbrio de distri -

buição; os irreversíveis so tendem a uma direção na movimen-

tação dos constituintes das fases.

Os estudos matemáticos da compartimentalização fo-

ram extensamente tratados por diversos autores^9M''H24)(45)

(53)(66)

Na análise compartimental, o sistema biológico ê

suposto ser constituido por um número finito de compartimen -

tos. Cada compartimento é* caracterizado por duas proprieda -

essenciais*66*:

a) Homogeneidade - as partículas pertencentes a um compar^

timento apresentam o mesmo comportamento;
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b) Linearidade - a eliminação de uma substância de um com

partimento obedece a um processo de primeira ordem, is_

to i, a quantidade de substância que sai do coíí.parti -

mento na unidade de tempo é proporcional ã quantidade

de substância presente nele.

Estas hipóteses implicam que o modelo matemático que

descreve a evolução no tempo das substâncias marcadas e um sis

tema de equações diferenciais lineares de primeira ordem' com

coeficientes constantes* '.

Seja um sistema de £ compartimentos cujo esquema ge-

ral esteja assim representado:

23

Unir:

fiít)

Considerando-se o i-êsimo compartimento pode-se de-

atividade ou quantidade de substância marcada exis_

tente no i-esimo compartimento no instante t_.

coeficiente ou constante de transferência; repre -
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'oi

senta a fração da substância marcada contida no j-

ésimo compartimento que é transferida na unidade de

tempo para o i-ésimo compartimento.

coeficiente ou constante de eliminação; representa

a fração da substância marcada contida no i-ésimo

compartimento que é transferida na unidade de tempo.

koi ni
= k oi

n
+ z kJi

â

A evolução no tempo da quantidade de substância mar-

cada no i-ésimo compartimento e dada pela equação diferencial:

dffít)

- - k n ^ ( t ) + i
dt j = l

com ft(t=O) = f.(0)

considerando-se um modelo n-compartimental descrito por um

sistema de r̂  equações diferenciais.

II.2 - Curva de Decaimento Plasmatico

As medidas de radioatividade registradas nas amos-

tras plasmáticas, nos tempos determinados, são representadas
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da

curva traçada, pode-se lançar mão do "peeling «(29) (64,) ou da

análise realizada por programa de computador; desse modo con-

segue-se a equação representativa do decaimento plasmático da

droga estudada.

II.3 - Volume de Distribuição Aparente

0 Volume de Distribuição Aparente representa o £

me liquido no qual a fase seria distribuída se, em todos os

compartimentos, a substância estivesse na concentração do com

partimento no qual são feitas as medidas de radioatividade ,

quando se usa traçador radioativo (45)

0 volume de Distribuição Aparente (Vd) é dado pela

fórmula:

''•if.' " ,í

.fta

XQ i a atividade introduzida inicialmente
v
0 é o volume injetado

x i a concentração do traçador por unidade de volume quando
em equilíbrio

Se V for muito menor que Vd a equação resulta:

Vd
eq
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0 calculo do Volume de Distribuição Aparente da fa-

se, como é definido, não fornece necessariamente um dado fisio

lógico significativo.

Vd_ corresponderia realmente ao volume de distribui^

ção da fase, se a concentração *ea/
ml de liquido fosse a mes-

ma em todos os compartimentos.

Sendo x = a C e sendo por definição o idênti-

ca em todos os compartimentos, e natural que x varia de um

compartimento a outro em função das diferenças de concentra -

ção da substância correspondente (45)

o Í a atividade especifica da droga injetada

do em equilíbrio.

eq

sendo que N =
eq

£ é a concentração da substancia por unidade de Vp_

lume de Distribuição Aparente.

II.4 - Coeficiente de Depuração Renal

Supondo o plasma o precursor direto dos rins, pode-

mos representar o seguinte modelo:

P(t) -
plasma

u(t)
urina
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Entende-se por Coeficiente de Depuração Renal o coe_

ficiente de transferência entre o plasma e rins, isto i, a

fração da substância marcada que i depurada pelos rins na uni_

dade de tempo1 '.

A evolução da quantidade de traçador no compartimen_

to urinirio 5 dada pela equação diferencial:

dü(t)

dt
kP(t) com U(t=o)=ü

Integrando-se a expressão anterior do instante zero

ao instante t, tem-se:

kí P(t)dt

0

como P(t) = A,e" 1 + A«e 2 como é" apresentado em V.4 ,

segue que:

1 t.
P(t)dt =

o o
A2e"

b2*dt

portanto,

'(t-t,)

+ -X- (l-e"b2tl)
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A partir dos dados experimentais de excreção urina-

ria acumulada e da curva de decaimento plasmãtico ajustada i

possTvel determinar um valor médio para os coeficientes de de_

puração renal:

n
E

U(ti)

ir =
P(t)dt

n
E

onde n i o numero de observações.

II.5 - Fluxo Renal (Clearance renal)

0 transporte total de uma substância de uma região

do sistema A (o sangue em geral) a outra região B (urina no

caso), e expresso como sendo um volume de A_ contendo a quar.ti_

dade transferida na unidade de tempo' '. 0 Fluxo Renal e

calculado muitipiicando-se o Volume de Distribuição Aparente

V£ pelo Coeficiente de Depuração Renal F

Fr = "R" Vd
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II.6 - Cálculo da Meia-vida Biológica (T b í o l /2)

Considerando-se o corpo inteiro do animal como um

único compartimento que elimina sua atividade por intermédio

da excreção urinaria, pode-se determinar que uma curva expo -

nencial do tipo Ae" é suficiente para reproduzir os dados

experimentais de corpo inteiro.

Obtendo-se o valor de b_, encontra-se o valor da Meia-

vida biológica. Esta pode ser definida como sendo o interva-

lo de tempo necessário para que o número de partículas presen_

tes em cada tempo num único compartimento seja reduzido ã me-

tade como resultado de um processo que não seja o decaimento

radioativo isotopico (11)

Tbiol. / 2 In 2/b

II.7 - Taxa de Renovação (Turnover rate)

E a fração do traçadorque abandona um compartimento

ou sistema na unidade de tempo. Constitui-se no próprio va-

lor da constante de troca b_ que também é chamada "rate cons -

tant" e e expressa em h" ' '.
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II.8 - Tempo Médio de Permanência ou Tempo de Renovação

("Mean time" ou "turnover time")

E o tempo médio que uma partTcula permanece em algij

ma região do sistema. E o equivalente ao intervalo de tempo

necessário para que a quantidade de substância transferida den

tro ou fora da região no estado estacionãrio seja numericamen_

te igual ã quantidade presente na região. Para um sistema de

um sõ compartimento obedecendo cinética de primeira ordem, o

Tempo de Renovação é a reciproca da constante de troca b} '.
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C A P l T U L O III

PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

III.l - Considerações gerais

Considerando-se como base fundamental do programa

de experimentações o estudo cinético de heparina com auxílio

de um traçador radioativo, fazia-se necessário numa etapa ini_

ciai desenvolver estudos que permitissem a definição de parâ-

metros do comportamento farmacologico da heparina no animal

escolhido, que no caso presente foi o rato.

A marcação da heparina com um isõtopo radioativo se_

ria o primeiro passo a ser ensaiado; a literatura descreve aj_

gumas marcações de heparina com H como os trabalhos de BARLOW

ecol.^ '; a marcação S, feita biologicamente "in vivo" em

animais, foi empregada em muitos trabalhos referentes a dis -

cribuição biológica e cinética<14> < 1 6) <17> <27> < 3 9 H 4 4 > <«9) .

no entanto, os resultados desses trabalhos têm que ser revis_

tos face as falhas apresentadas devido a labilidade "in vivo"

dos grupos sulfato da heparina^ 1 4^ 1 7^ 5 0^.

KULKARNI e col. * ' apresentaram marcação de hepari^

na com mTc com a finalidade de mapeamento do coração e ar-
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terias, dando pouca atenção a problemas cinéticos. Justamen-

te por causa da meia-vida curta do mTc, esse radioisõtopo

não ê recomendado para estudos cinéticos de uma droga com as

caracterTsticas 'da heparina.

Grande parte dos trabalhos publicados que se ocupa-

ram de cinética da heparina, fazem dosagens da droga por meio

de provas biológicas de coagulação sangüínea" '* '* '* '
152)
v '; os valores obtidos, ou seja, a curva de decaimento pla£

mãtico monoexponencial com um sõ valor de T/2, e o Volume de

Distribuição Aparente deduzido, dizem respeito somente ã fun-

ção anticoagulante da heparina.

A literatura registra ainda um trabalho* ' em que

a heparina ê dosada em plasma humano com métodos quTmicos; a

curva de decaimento plasmãtico traçada e bi-exponencial e é

calculado o Volume de Distribuição Aparente.

51

0 emprego do Cr para marcação de heparina foi de-

senvolvido por VARGA e col.' ' resultando em um produto es-

tável, sem perda da potência biológica, atividade anticoagu -

lante e propriedades fTsico-quimicas de metacromasia. As var̂

tagens do Cr como traçador isotõpico para estudos cinéticos

de heparina residem nas seguintes caracterTsticas:

a) emissão gama monoenergetica de 0,320 meV, de fácil de-

tecção com elevada eficiência, possibilitando medidas

"in vitro" e "in vivo";

b) meia-vida de 27,8 dias, permitindo o estudo por longo

tempo de um produto como a heparina, cuja eliminação o_r

gânica obedece a um critério de lenta metabol ização.
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57,Além do que foi exposto, o Cr é produzido rotinei_

ramente no "Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares" de

São Paulo.

Em nossos trabalhos experimentais procuramos cole-

tar dados com a finalidade de escolha de um modelo cinético

compatível. No início planejou-se a administração do produto

marcado no compartimento plasmãtico e medidas de decréscimo

de atividade no compartimento de entrada, o plasma. Depois,a

captação de radioatividade pelos diferentes órgãos do animal

e finalmente o decréscimo da atividade corpõrea em função do

tempo, complementada pela avaliação da radioatividade elimina_

da nas excreções urinãrias e fecais.

Os procedimentos experimentais nos permitiram a

apreciação de dados cineticos, a saber: Curva de decaimen-

to plasmãtico, Volume de Distrib#uição Aparente, Coeficiente

de Depuração Renal, Fluxo Renal (Clearance), Meia-vida Biolõ^

gica, Taxa de Renovação (Turnover rate), Tempo Médio de Perina

nência ou Tempo de Renovação e Analise Compartimental.

- 51
III.2 - Planejamento quanto a detecção da radiação do Cr

Além das medidas efetuadas em detectores usuais pa-

ra amostras de sangue, plasma e Órgãos, teríamos que plane-

jar aquelas da atividade corpÓrea residual. Esta precisaria

^er medida de forma independente de sua distribuição no cor-

Po inteiro do animal e em animais vivos. Fez-se necessário eji

recorrer a um sistema de medidas com as características dos
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conhecidos contadores de corpo inteiro, desenvolvidos já ha

algum tempo, destinados a estudar contaminações radioativas acji

dentais, absorção de alimentos, fãrmacos, micronutrientes e

finalmente para estudos cinéticos í 2 2 ) í 4 0 ) í 4 2 )< 4 3H 5 6).

Nosso plano experimental não se enquadrou no estabe_

lecimento da natureza quTmica da atividade registrada, seja

nos Órgãos, tecidos, corpo inteiro ou excretas, nas diferen -

tes fases de contagens. A literatura nos aponta apenas dessul/s

tação comprovada da molécula^ ' apôs entrada no compartimen-

to plasmatico e eliminação também de heparina Tntegra na uri-

na"4'.

r

III.3 - Escolha do animal para os experimentos

0 rato foi escolhido por causa da facilidade de ob-

tenção e manuseio. 0 número mínimo de seis ratos foi estabe-

lecido em cada prova, porque amostras dessa magnitude são su-

ficientes para um tratamento estatístico satisfatório.

Desde que procuramos esclarecer os principais crit£

rios que nos levaram ao estabelecimento de um plano de traba-

lho, podemos discorrer sobre o desenvolvimento de cada fase

realizada.
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C A P I T U L O IV

MATERIAIS E MÉTODOS

IV.1 - Reagentes e soluções empregados

- Sal sodico de Heparina "Sigma", Estados Unidos. Extrai-
da da mucosa intestinal de suínos. Atividade biológica
158,1 U/mg.

- Sal sõdico de Heparina "Fluka", Suiça. Extraida de mem

bros anteriores de suínos. Atividade biológica 140 U/mg.

51 51

Cr: solução de Crtlg. Produção: Instituto de Pes-
quisas Energéticas e Nucleares. Atividade especTfica:
22 a 28 mCi/mg de Cr.

- 51Cr: solução de 5 1 C r C l r "Union Carbide", Estados Uni
dos. Atividade especTfica 50 a 109,3 mCi/mg de Cr.

- Sal sõdico do ácido- Eti leno Diamintetracético (E.D.T.A.),
p.a., Qeel, Brasil.

- Álcool EtTlico absoluto, p.a., E.Merck, A.G., Alemanha.

- Sephadex G-50, fino, Pharmacia, Uppsala, Suécia.

- Cloreto de Crõmio III, p.a., J.T.Baker, Estados Unidos.

- Cloreto de Sódio p.a., J.T.Baker, Estados Unidos.

- Hidróxido de Sódio p.a., J.T. Baker, Estados Unidos.

- Azul de Toluidina, E.Merck, A.G., Alemanha.
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- Acetona p.a., E.Merck, Alemanha.

(28)
- Solução anticoagulante de oxalatosV£""' consistindo nu-

ma mistura de Oxalato de amônio, p.a., J.T.Baker, Esta-
dos Unidos; Oxalato de Potássio p.a., J.T. Baker, Esta^
dos Unidos.

- Éter etTlico p.a., E.Merck, Alemanha.

- Papel cromatografico "Whatman n° 3MM", W.R. Balston ,
Inglaterra.

•:ãmf-'.

r 1

IV.2 - Material biológico

Animal utilizado: "Rattus norvegicus albinus", li-

nhagem Wistar, machos, pesando 280g - 46 g; fêmeas pesando

234g - 34g. Os animais receberam durante todos os experimen-

tos, ração comercial e água "ad libitum".

IV.3 - Equipamentos

- Cintilador de poço com cristal de Nal(Tl) de 3 polega -
das, Nuclear Chicago, Estados Unidos.

- Curiõmetro "Mediae", Nuclear Chicago, modelo 6362, Esta_
dos Unidos.

- Centrifuga "Sorval" GLC-1, Estados Unidos.

- Contador de Corpo Inteiro: adaptação para animal de pe_
queno porte, do Renograma, Nucleopan 4K Siemens, Aktiem
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gesellschaft, Alemanha. Detectores de cristal de

Nal(Tl), medindo 2x2 polegadas. Colimadores utilizados:

a) um colimador de abertura elTtica cujos diâmetros são:
13;8xl2,2 cm;

b) um colimador de abertura circular de 13,8 cm de diâ-

metro. A distância do cristal ã abertura de cada co_

limador é de 15,7 cm.

Gaiola Metabõlica: idealizada por Zucas e col.v ' que
facilita o controle rigoroso das urinas e fezes elimina_
das, apresentando um Tndice de confiança de 97%.

SI

IV.4 - Técnica de marcação e purificação de heparina com
51Cr

51A marcação da heparina com Cr baseou-se nos traba

'lhos de VARGA e col. (59) utilizando a capacidade do átomo de

crômio em formar complexo estável com a heparina.

Colocaram-se em balão de 50 ml, 9 mg de heparina em

solução de CrCl3 (volume cerca de 1 ml) com 2 mCi de ativi-

dade e atividades específicas variando de 22 a 109,3 mCi/mg de

Cr. Juntaram-se 5 ml de álcool absoluto e a mistura foi re-

fluxada em banho-maria a 80 C durante 30 minutos. Ao fim

desse tempo o balão foi desconectado, retirado do banho e adap_

tado a um tubo de vidro por onde circulou um jato de ar até a

completa evaporação do álcool, operação que durou 15 minutos,

aproximadamente. Adicionaram-se 4 ml de água destilada, 3 ml

de solução de Ê.D.T.A., 0,02M e aqueceu-se novamente em ba-

nho-maria a 50°C. 0 pH foi elevado a valor 7 com solução de
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NaOH IN.

51

Após a marcação da heparina com Cr, a remoção do

Cr não complexado ao mucopol issacarídeo foi efetuada por pejr

colação da solução em uma coluna de vidro com as dimensões de

44 cm de altura por 1,3cm de diâmetro, contendo Sephadex G-50

fino. 0 gel de Sephadex foi previamente equilibrado com água

destilada e a eluição da mistura percolada foi igualmente feî

ta com ãgua destilada.

Trinta amostras de 2 ml foram coletadas em tubos de

ensaio, mantendo-se a vazão da coluna em 0,3 ml/minuto.

De cada tubo foi retirada uma alTquota e levada ao

cintilômetro de poço com cristal de Nal(Tl), Nuclear Chicago.

!' A

IV.5 - Controle de pureza da heparina - Cr

As amostras com contagens expressivas, contendo he-
51parina marcada com Cr, foram selecionadas para controles

radioquimicos, com a finalidade de se determinar o teor de

Cr livre e posterior utilização em ensaios biológicos.

Para o controle radioquimico usou-se a técnica de

cromatografia ascendente em papel cromatografico Whatman n°3 MM

e como solvente empregou-se a mistura ãlcool-ãgua (60:40)^ '.

Cada fita de papel de 21x2 cm foi semeada com a solução elui-

da correspondente ao pico heparina - Cr adicionando-se solu-

ção de EDTA-Cr como carregador. Este foi preparado misturan-

do-se partes iguais de solução de EDTA 0,02M e solução de
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CrCl-a 0,02M; a mistura foi deixada em banho-maria a 50 C por

5 minutos, tempo suficiente para a formação de EDTA-Cr.

Após a corrida do solvente, as fitas foram revela -
51

das para se conhecer a posição da heparina- Cr e a

do EDTA^tr.

posição

A localização da heparina foi feita com solução ace_
/ 26 ̂

tônica de azul de toluidinav '; a posição de EDTA-Cr pode

ser vista sem revelador, pois a coloração violeta caracterís-

tica desse produto possibilita sua vizualização.

A contagem de,toda a extensão da fita foi feita

apôs dividi-la em pedaços de 1 cm. 0 gráfico traçado apôs a

contagem de cada divisão da fita, revelou a presença de dois

picos de maior contagem, coincidindo o primeiro com a locali-

zação da heparina revelada pelo azul de toluidina, e o segun-

do coincidindo com a cor apresentada pelo EDTA-Cr.

IV.6 - Preparação da solução de heparina marcada com Cr

para ser injetada nos animais.

A serie de amostras de heparina- Cr eluidas e ana-

lisadas cromatograficamente foram selecionadas para serem in-

jetadas. Utilizaram-se apenas amostras contendo no máximo

IX de Cr não combinado S heparina.

Estas amostras foram reunidas, medidas em CuriÔme -

tro para avaliação da atividade em milicuries e a solução re-

sultante foi tornada fisiológica com adição de NaCl.
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Colocou-se em seguida heparina não marcada para per̂

fazer o total de atividade biológica a ser injetada: 94 U/ra-

to nas injeções endovenosas e 110 U/rato nas injeções intrape_

ritoneais.

IV.7 - NTveis plasmaticos e distribuição biológica

IV.7.1 - Injeção endovenosa de heparina- Cr

Destinaram-se 16 grupos de 6 ratos machos para os

experimentos de dosagem de nTveis plasmaticos e captação de

heparina marcada com Cr pelos órgãos e tecidos. Primeira -

mente, os animais foram pesados e anestesiados com éter em mãs_
51cara aberta; 0,25 ml de solução de heparina marcada com Cr

(10 pCi - 15 »Ci)com atividade de 0,11 a 0,16 yCi / Unidade ,

foi injetada na artéria dorsal do pênis de cada rato. Colhe-

ram-se amostras de sangue, por punção cardíaca, nos seguintes

tempos apôs injeção endovenosa: 3-5-10-20-30-40-50-60-90 minu_

tos e 2-3-5-17-24 horas. Cerca de 2 ml de sangue foram cole-

tados de cada animal e colocados imediatamente em vidros coji

tendo 0,2 ml de solução de oxalatos* ' previamente evapora -

da; 1 ml do sangue oxaiatado foi introduzido em tubo especTfi^

co para avaliação do respectivo hematõcrito e posterior ava-

liação do volume piasmãtico de cada rato.

Um volume exatamente medido do sangue oxalatado foi

levado ao contador de cristal de Nal(Tl) para medida de radi£

atividade; em seguida foi centrifugado a 2000 rotações por mî
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para separar o plasma. Este por sua vez foi também leva_

30 ao contador para medida de radioatividade, sendo anotado

seu exato volume.

Terminada a coleta de sangue, os animais foram sa-

crificados para retirada dos seguintes órgãos: fTgado, cora-

ção, rins, estômago, pulmões, baço, parte do intestino gros-

so, parte do intestino delgado, pancreas e uma porção do mús-

culo das patas trazeiras. Os Órgãos apôs a extração, foram Ia

vados, esvaziaram-se os conteúdos gástrico e intestinal e fi-

nalmente foram secos em papel de filtro, pesados e medidas ãs

atividades em tubos de plástico nos contadores de cristal de

Nal(Tl). As contagens de sangue, plasma, órgãos e tecidos

foram acompanhadas de um padrão constando da mesma dose inje-

tada nos animais. Manteve-se a mesma geometria para as conta_

gens do padrão e amostras.

As atividades dos órgãos foram medidas nos tempos

acima citados e ainda após 48 e 168 horas.

IV.7.2 - Injeção intraperitoneal de heparina- Cr

Nove grupos de seis ratos fêmeas foram utilizados

para dosagem de níveis plasmaticos e captação de radioativida^

de nos órgãos e tecidos, após injeção intraperitoneal de hepa^

fina marcada com Cr. Da mesma forma que para injeção endo-

venosa, os ratos foram primeiramente pesados, mas não foram

Anestesiados para a injeção, tendo sido contidos manualmente.
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A solução de heparina- Cr com atividade específica

de 0*09 a 0,14 yCi por Unidade, foi injetada intraperitoneal^

mente em cada animal, num volume de 0,5 ml e atividade de 10

a 15 pCi/rato.

ApÓs injeção intraperitoneal, os animais foram ane£

tesiados com éter em mascara aberta para coleta de sangue nos

tempos determinados, sendo essa coleta feita por punção car-

díaca. Os tempos decorridos entre a injeção e a coleta de

sangue, órgãos e tecidos foram: 15 e 30 minutos; 1-2-4-6 e

24 horas. 0 sangue (cerca de 2 ml) colhido, foi igualmente

oxaiatado e parte colocado em tubo próprio para medida do he-

matÕcrito. A amostra de sangue de volume exatamente avalia -

do, foi levada ao cintilador de poço com cristal de Nal(Tl) p£

ra medida de radioatividade e em seguida centrifugado da mes-

ma forma como feito anteriormente para separação do plasma. Este

também foi contado para medida de radioatividade e anotado exa_

tamente seu volume.

Os órgãos foram igualmente retirados para avaliação

das medidas de radioatividade, tendo sido tratados como no ca_

so de injeção endovenosa. Utilizou-se um padrão de contagem

nos mesmos moldes jã descritos em IV.7.1.

Os órgãos e tecidos ainda foram retirados para con-

tagem após decorridas 48 e 120 horas da injeção por via intra_

peritoneal.
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IV.8 - Medidas de volume sangüíneo e plasmãtico

A volemia de cada rato foi determinada aplicando-se

a seguinte fórmula:

Volemia = Peso do animal x 0,0528

: • "J

A formula assinalada bem como o fator a ser multi -

plicado ao peso de cada animal estão contidos em obra especia_

Hzada (1) que abrange dados hematolõgicos sobre ratos.

0 volume plasmãtico foi calculado pela seguinte fôY

.un<60>:

Volume plasmãtico = Volemia(ml) x (100 - hematõcrito real)
100

Hematõcrito real = Hematõcrito lido no tubo x 0,91 x 0,96 (60)

IV.9 - Medidas de corpo inteiro

Sete ratos machos foram injetados endovenosamente ,

conforme descrito em IV.7, com 0,6 ml de solução de hepari -

na- Cr com atividade especTfica de 0,11 a 0,16 pCi / Unidade,

perfazendo uma quantidade total de 73 Unidades por rato.

Cada rato foi mantido, individualmente, em gaiola me

tabõlica durante um período de até 432 horas apôs a injeção .
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Cada rato após a injeção era imediatamente levado ao contador

de corpo inteiro para se ter um padrão de contagem igual a

100« da atividade injetada. Os animais continuavam a ser cor̂

tados a cada 24 horas. Os dois detectores registravam separa_

damente a serie de contagens efetuadas, permitindo a obtenção

de duas séries de medidas de radioatividade, independentemen-

te.

Os colimadores, munidos de sistema de movimentação

multidirecional, foram colocados bem junto as paredes da gaip_

la e sempre no mesmo local. Através das grades da gaiola fo-

ram introduzidas placas de papelão, de forma a limitarem a po

sição do animal bem em frente aos detectores sem molestar em

tempo algum, os ratos que estavam sendo contados.

ApÕs terem sido feitas as medidas de radioatividade

dos animais, contava-se também um padrão, que consistia em

um frasco de vidro, de volume e forma aproximada ao de um ra-

to de 280 g, preenchido com ãgua e contendo a mesma dose inje_

tada. As contagens desse padrão eram feitas em diversas posi^

ções p*,ra simular os locais que os ratos ocupavam eventualmeii

te ao se movimentarem nas gaiolas. Esse padrão também repre-

sentava 100% da atividade injetada.

IV.10 - Coleta das fezes e urinas. Medidas d*, atividade

As fezes e urinas foram separadas quantitativamente

no sistema da gaiola metabolica. A cada 24 horas recolhiam-

-se as urinas e fezes, mediam-se os volumes das urinas, que

por sua vez eram levadas a um cintilador de poço com cristal
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de Nal(Tl) para medidas de radioatividade.

As fezes eram secas em estufa a 40°C, moidas em gral

e pesadas, introduzidas nos tubos de plástico para contagens

e levadas ao cintilador para medidas de radioatividade.

0 padrão de medida para os excretas constituiu-se em

um tubo de contagem com a mesma dose injetada nos ratos.

IV.11 - Programas de Computador empregados nos cálculos

matemáticos

IV.11.1 - "Statistical Analysis System SAS-76"

Em computador IBM/370-155 foi utilizado o programa

SAS-76 para os cálculos estatísticos relativos aos dados expe_

rimentais obtidos quanto â distribuição biológica de hepari-

na- Cr em ratos.

A curva de decaimento plasmãtico da heparina- Cr iji

jetada por via endovenosa foi ajustada pelo emprego do método

iterativo Gauss-Newton de mínimos quadrados não linear, dispp_

nível no programa SAS-76. E apresentado ainda um quadro de

análise de variância aplicado aos parâmetros de um modelo não

linear.

0 cálculo da Meia-vida biológica da heparina marca-
51

da com Cr a partir da equação apresentada em II.6, teve seu

ajuste numérico obtido pelo General Linear Model - GLM dispo-

nível nó programa SAS-76. Foi feita a análise da variância
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empregando-se o teste F (Fischer) e a estimativa dos parâme

tros em que foi aplicado o teste •i'(Student).

IV.11.2 - "Simulation Analysis and Modeling. Cõdi^

go SAAM 25 Í 6 ).

il

0 programa foi desenvolvido por BERMAN e WEISS e

foi empregado para a determinação do valor numérico dos coefj_

cientes de transferência a partir do conhecimento da evolução

da substância marcada, a heparina- Cr, em determinados pon-

tos do sistema biológico, considerando o modelo compartimen -

tal escolhido.
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C A P Í T U L O V

t£SUlTADOS

51
V.I - Marcação e purificação de heparina com Cr

51
As marcações de heparina com Cr, seguindo-seo me_

(59)
todo descrito por VAR6A e col.v ' foram satisfatórias, com

rtndimentos em torno de 70%, o que foi confirmado por anãli -

les crotnatogrãficas antes da purificação.

A purificação da heparina- Cr em colunas de Sepha-

dex G-50 fino, é representada pela curva de eluição, na Figu-

re 2, onde se nota a presença de dois picos de radioatividade:

o primeiro, com nTveis de atividade mais altos, refere-se a

heparina- Cr e o outro pico corresponde ao Cr sob forma de

*DTA-51Cr.

51

V.2 - Distribuição biológica de heparina- Cr, apôs inje-

ção endovenosa e intraperitoneal.

A distribuição biológica, correspondente a captação

por órgãos totais e por grama de Órgãos e tecidos, de hepari^

na 51 Cr esta apresentada nas Tabelas 1 , 2, 3 e 4 em que são
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discriminadas as distribuições após injeção endovenosa e in

traperi toneal.

••i

V.3 - Níveis sangüíneos e plasmaticos de heparina- Cr

apôs injeção endovenosa e intraperitoneal

i
VI

A radioatividade no sangue e plasma, conforme está

apresentada nas Tabelas 5 a 8, após injeção endovenosa e in-

traperi toneal de heparina- Cr, 5 dada em porcentagem por mi-

lilitro, tendo como referência o padrão (item IV.7.1) que é

contado simultaneamente. Para o calculo da radioatividade no

sangue total determinou-se a volemia de cada animal e, para o

cálculo da porcentagem de radioatividade no plasma total uti-

lizou-se o volume plasmãtico de cada rato.

V.4 - Curva de decaimento plasmãtico da heparina- Cr in-

jetada via endovenosa

Os dados obtidos em porcentagens de radioatividade

no plasma, nos tempos fixados apôs a injeção endovenosa de he_
51parina marcada com Cr, ajustados pelo programa citado em

IV.11.1 foram esquematizados em um gráfico e a curva da Fig£

ra 3, corresponde ã soma de duas exponenciais cuja fórmula pc>

de ser assim representada:

" b 2 *P(t) = + A 2e"
b2* (§)
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Figuro 3 — Curvo d* d*eoim«nto ploimotico, opéi injtc'o «ndovtnota



TABELA 1 - Porcentagem de Radioatividade nos órgãos totais de ratos Wistar: Injeção endovenosa de heparina- Cr

Tenpos(h)

0,05
0,08
0,16
0,33
0,50
0.(6

-0,83
1,00
1,50
2.00
3,00
6,00

17,00
24,00
48,00

168,00

fígado

20,55 •
47,65 *
64,77 -
66,66 -
73,84 t
84.53 -
82,47 í
69.54 i
58.27 -
60,65 -
60,53 -
65,45 -
59,43 -
58,49 -
$6,73 -
84,19 -

2,62
6,36
6.00
9,88
7.53
6.38
6.06
9.47
6.19
6,01
6.43
6.16
6.84
3.57
6,19
8.94

Coração

0,19
0.15
0.06
0.05
0.04

0.03 -
0.02 -
0,03 •

0,06
0,06
0.06
0.07

0.05 Í
0,05

0.03 i
0,02 Í

•
4

4

4

4
4
6
4

4

4

4

5
4

3
3

0.05
0,08
0,01
0,01
0,01
x 10"3*
x IO*3*
x IO*3 '
0.01
0.01
0,01
0.01
x IO'3*
0.01
x 10'3*
x IO'3*

Pulmões

0.58

0,48

0.39

0,32

0.22

0.24

0.36

0,20

0.27

0.34

0,34

0,25

0,20

0.19

0.21

0.18

* 0.10

- 0.09

lo.i i
* 0.07
- 0.04
- 0,05
- 0,14
- 0,06
* 0,05
- 0.09
Í 0.14
* 0.07
• 0,03
- 0,06
- 0,04
*• 0 ,07

Baço

0,79

1.20

1,20

1.17

0.84

1.24

0,82

1.04

2.23

2.21

2.10

2.24

2.35

1,32

1.36

2,02

- 0,36

t-0.23

- 0.33

*- 0.18
1 0,20

• 0.30
Í0.34
- 0,44
1 0,21
- 0.30
- 0,41
í 0,34
1 0.30
* 0.24
• 0.16
2 0.33

Rins

1.72
1.77
0.58
0.43
0.31
0,29
0.20
0.27
0,85
1.04
0,92
M2
0.88
1,26
0,74
0,41

Í

i
i
4

i
4

4

4

4

t
4

4

J
4

4

4

0,79
0,32
0,08
0,05
0.01
0,04
0.02
0,05
0.16
0.17
0,16
0,18
0,09
0,08
0,08
0,11

Pancreas

0.14
0.13
0.06
0,04

0.02- *
0,03

0.01 -
0.02 -

0,06
0,06
0,08
0.08
0.12
0,03
0,07
0,07

i
4

4

4

5
4

1
4
4

4

4

4

4

4

4

4

0,05
0,02
0,02
0.01
x IO"3*
0.01
x 10"3*
x 10"3*

o.oz
0.01
0,02
0,02
0.05
0.02
0,01
0.03

Estômago

0,14

0.27

0.11

0.06

0.04

0,04

0.03

0,04

0.09

0.18

0.10

0,09

0.11

0.12

0.06

0,03

- 0,05

- 0.05

- 0,06

- 0,01

- 0,01

* 0,01

1 2 x 10"3*

i o.oi
• 0,01
* 0,10
- 0,03
- 0,02
* 0.02
t 0,01
io.oi
Í 3 x IO"3*

Os dados apresentados nessa forma visam dar maior precisão nos resultados numéricos

i

ro
i



TABELA 2 - Porcentagem de Radioatividade
endovenosa de heparina ''Cr.

por g de órgãos e tecidos de ratos Wistar: injeção

Tínjoth)

0.05

0.08

O.U

0,33

O.SO

O.M

0,81

1.00

1.S0

2.00

1.00

(.00

17,00

24,00

48,00

U8.O0

Head

1.82 *

4.72 1

(.St!

7.04 í

1.18 Í

49.99'-

3,ts t

7.81!

S.57Í

(.1(!

(.37!

8.(8!

S.4«!

(.14 •

S.32Í

8.9S!

a

0.33

O.W

0.S9

1.(1

1.25

0.59

O.»2

1.43

1.31

0.(1

1.31

1.70

1.29

0,83

0,82

l.St

Coração

0.21

0.17

0.08

0.06

O.ÓS

0.04

0.03

0.04

0,07

0,07

0.C8

0.03

0,05

0.08

0.02

0.03 !

! 0.06

! 0.14

! 0.01

! 0.01

! 0.02

! 0.01

- 0.01

! 0.01

! 0.02

! 0.01

! 0.03

! 0.02

! 0.01

! 0.02

! 0.01

4 x 10*'*

foliões

0.36

0.40

0,31

0.22

0,17

0.20

0.27

0.15

O.U

0.21

O.i»

0.18

0.11

0.16

0.14

0.12

í 0.07

! 0,10

! 0.07

Í0.06

! 0.02

! 0.02

t 0.11

io.os
Í0.04

Í0.04

• 0.01

! 0.07

! 0.01

•-0,08

! 0.04 '

! O.OS

Baç«

1.21 !

1.S-!

' 1.78 í

et. *

0.17 !

1.94 í

1.13!

1.(0 !

2.83!

1.07 í

2.84 í

3.49!

3.03!

1.69 í

1.67 !

2.S2*-

1

0.36

0.56

0.35

0,33

0.18

0.59

O.<9

0.69

0,22

0.45

0.57

0.98

0.93

O.<(

0.50

0.52

Kins

1.C3Í

1.13!

0.35 !

0.26 !

0,21 -

0.20 !

0,12 !

0.18'

• 0.Í6Í

0.57 *

0,56 !

0.71 t

' 0.Í9Í

O.» -

0.33!

0.24 *-

0 . »

0.23

0.03

O.üS

0,03

0.03

o.cj

0.C3

0.1S

0.03

O.U

c.n
0,05

0.37 •

0.0<

0.07

Intestino

0.08 !

O.io!

0,03 !

0.03 1

0.02 • 4

0.02 í 2

0,01 ! 1

0,02 í

0,0«!

0.08 !

0,06 !

0,07 !

0,06 !

0.11 !

0,03 !

: 0,02 !

0.02

0,03

0,01

0,01

, 10"'*

. 10"'*

X 10"'*

0.01 . .

0,01

0,04

0,02

0,02

0.01

0,02

4 x 10-3*

0,01

Instesting

O.ll!

0.15 í

0,05 !

O.OS*

0.04!

0,04 !

0.02 ! (

0.04!

0.10 !

0.10 !

0,12 !

0.12 í

0.12 !

0,11 !

0.04 ! 3

0.06 !

1 delgado

0.05

0.03

0,01

0,01

0,01

0,01

x 10*'*

0,01

0,01

0.01

0,05

0,02

0,02

0,01

X 1 0 * ' *

0.02

Pancreas

0,15

0.16

0,06

0,05

0.03 !

0,04

0,02 !

0,03

0.08

0,10

0.11

0.12

0.14

0,14

0,09

0,09

! 0,05

! 0,04

! 0,02

! 0,01

S , 10*'*

í 0,01

S x 10*'*

! O.OI

! 0.03 '

! 0,02

! 0,05

! 0.05

! O.OS

! 0,01

! 0,02

! 0.03

Eslõaago

0.12 • 0,03

0, l ( ! 0,04

0,07 ! 0,04

0,04 * 0,01

0.03 ! S x 10"'*

0.03 - 0,01

0.02 ! 2 x 10*'*

0.03 ! 4 x 10*'*

0.05 ! 4 x 10*'*

0.11 ! 0,06

0,08 ! 0.04

0.07 í 0.02

0.07 ! 0.02

0,08 ! 0,01

0,03 ! 5 x 10"'*

0,02 ! 1 x 10"'*

Kúscuio

0,18 ! 0.12

0,06 ! 0,02

0.01 ! 1 x 10*'*

0.01 í 3.1 IO*3*

S x IO*3 ! 2 x IO"3*

S , IO*3 t 3 , 1 0 * 3 *

S x IO"3 í 2 x IO*3*

0.01 ! 0,01

0.01 ! 0,01

0,01 ! 4 x 10*'*

0,01 ! 6 x IO*3*

0,02 ! 5 x IO*3*

O.Ol"! i x IO"3*

0.01 ! 6 x IO"3*

0.01 í 2 x IO*3*

0.01 ! 4 x 10"'*

IO
I

*3&x-'i;-Uii-»-.iri.-v ~i-"Mf II



51,TABELA 3 - Porcentagem de Radioatividade nos Órgãos totais de ratos Wistar: injeção intraperitoneal de heparina Cr

Tempos
(h)

Fígado Coração Pulmões Baço Rins Pancreas Estômago

0,33 - 0,11

0,36 - 0,20

0,25 0,16 - 0,06 0,02 - 0,03 0,02 - 4 x IO"3*

0,50 0,50 í 0,09 0,03 * 4 x 10~3* 0,08 - 0,01

1,00 4,90 - 3,24 0,11 - 0,04

2,00 16,29 í 4,54 0,11 ± 0,03

4,00 19,81 - 3,67 0,08 ± 4 x IO"3* 0,29 - 0,15

6,00 4,82 - 5,19 0,03 - 0,02 0,08 - 0,07

24,00 4,17 - 0,57 0,03 - 0,01 0,09 - 0,01

48,00 2,05 - 0,23 0,01 - 3 x IO"3* 0,05 - 0,04
«

120,00 2,01 - 0,31 0,01 - 5 x IO"3* 0,04 - 0,01

0,01 - 0,01 0,14 - 0,04 0,01 - 5 x IO"3* 0,02 * 0,01

0,03 - 5 x IO"3* 0,37 í 0,06 0,02 - 5 x IO"3*

0,40 * 0,21 1,16 - 0,33 4,88 - 2,56

0,02 - 0,01

0,49 - 0,29

0,65 i 0,191,05 i 0,17 0,96*0,28 6,80*2,92

1,39*0,44 1,02*0,18 4,87*1,57 0,83*0,17

0,28 * 0,41 0,36 * 0,14 0,03 * 0,01 0,04 * 5 x 10"3*

0,27 * 0,03 0,87 * 0,26 0,18 * 0,20 0,08 * 0,01

0,11 * 0,02 0,39 * 0,02 0,03 * 0,01 0,03 * 5 x 10"3*

0,11 * 0,02 0,49 - 0,10 0,04 * 0,01 0,03 * 4 x 10~3*

*0s dados apresentados nessa forma visam dar maior precisão nos resultados numéricos

I
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TABELA 4 - Porcentagem de Radioatividade por g de órgãos e tecidos de ratos Wistar: injeção intraperito-
neal de heparina Cr

Ttapot (h)

0.25

0.50

1.00

2.00

4.00

6.00

24.00

48.00

120.00

PT,

0.02

0.07

0,77

2.43

2.88

0.67

0.51

0.31

0.26

*

•

t

t
•

•

t
•

•

0

0.01

0.01

0,56

0.7<

0,67

0.71

0.04

O.OS

0.03

Coracio

0.01 * 3 x IO"3*

0,03 * 0.01

0.14 - 0.05

0,16 * 0,04

0.13 - 0.02

0.04 t 0,02

0.04 t o.OI

0.02 - 5 x 10*3*

0,07 t o,i2

Pulmões

0,01 • 5 x 10'3*

0,04 t 0,01

0.20 t 0.08

0.30 - 0,14

0,33 * 0.27

0.05 * 0.05

0.06 - 0.01

0,03 Í 0.03

0,03 - 0,01

Bsço

0,02 i 0,01

0.13 - 0,19

0.69 - 0.39

2,12 * 0.72

1,97 * 0,49

0,12 - 0,02

0,32 - 0,03

0,19 * 0.06

0,14 t 0,07

Rins

0.09 -

0.24 t

0,73 1

0,69 Í

0.69 Í

0.2Í Í

0,60 •

0,26 -

0.33 i

0.03

0,03

0,20

0.19 •

0.18

0.08

0.22

0,03

0.06

tnstestino Grosso

0,01 * 0,01

0,03 * 4 x IO"3*

0,21 i 0.10

0,25 - 0,05

0,19 - 0,03

0.05 *- 0,05

0.04 i 6 x 10"3*

0.03 Í 2 x 10"3*

0,02 t 4 x 10"3*

Insteitino

0.01 •

0,03 -

0.17 1

0.22 Í

0.22 t

0.11 Í

0.06 i 5

0,03 -

0,03 • 5

-

Dtigido

0,01

0.01

0,09

0,06

0,03

0,11

x 10"3*

0,01

x IO"3*

Pincreis

0.01 i 7 x 10*3*

0,02 *• 0.01

5.82 í 1.Í7

.8,86 - 4,70

5.95 t 1,59

0.04 - 0,01

0,19 t 0,20

0,05 - 0,02

0,04 t o.OI

Estômago

0,01 - 0,01

0,03 - 0.01

0,32 - 0.18

0,52 * 0,12

0.53 - 0.13

"0.03 * 3 x 10*3*

0.05 - 5 x 10"3*

0.02 t 5 x 10"3*

0.02 - 0,00

Músculo

0.01 * 4 x IO"3* í

0.04 i 0.01 1

0.18 - 0.24 1

0,09 - 0,04 \

0,03 Í 5 x 10"3#

0,04 - 0.03 1

0.08 * 0.06 [

0.08 - Q.02 ;

0.03 - 0.0) i

I

cn

_J
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TABELA 5 - Porcentagem de Radioatividade no sangue de ratos
~ 51

Wistar: injeção endovenosa de heparina- Cr.

Tempo (h)_

0,05

0,08

0,16

0,33

0,50

0,66

0,83

1,00

1,50

2,00

3,00

6,00

17,00

24,00

Porcentagem/ml

1,60 -

1,71 í

0,66 -

0,44 í

0,24 -

0,21 -

0,11 -

0,18 -

0,22 -

0,21 -

0,15 -

0,09 -

0,03 * 5,15 x

0,06 -

0,33

0,33

0,07

0,06

0,05

0,02

0,02

0,05

0,05

0,03

0,05

0,02

IO"3 (*>
0,01

(*)Os dados apresentados nessa forma visam dar maior precisão
nos resultados numéricos.

TABELA 6 - Porcentagem de Radioatividade no sangue de ratos
51

Wistar: injeção intraperitoneal de heparina- Cr.

Tempo (h)

0,25

0,50

1,00

2,00

4,00

6,00

24,00

Porcentagem/ml

0,06

0,11

0,46

0,92

0,43

0,06

0,07

- 0,04

* 0,02

- 0,24

- 0,46

- 0,06

í 0,04

- 0,02
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TABELA 7 - Porcentagem de Radioatividade no plasma de ratos

Wistar: injeção endovenosa de heparina- Cr

Porcentagem/mlTempo (h)

0

0
0

0
0

0

0
1

1
2
3

6

17
24

,05

,08
,16

,33

,50
,66

,83
,00

,50
,00
,00

,00
,00
,00

3,65
2,87
1,21
0,79
0,42
0,36

0,16
0,25

0,36
0,35
0,22

0,16

0,05
0,10

- 0,43
- 0,45
- 0,14

- 0,12
- 0,08
- 0,03

- 0,02
- 0,07

- 0,06
- 0,05
- 0,07

- 0,05

- 0,01
- 0,01

TABELA 8 - Porcentagem de Radioatividade no plasma de ratos
51Wistar: injeção intraperitoneal de heparina- Cr

Tempo (h)

0,25
0,50
1,00
2,00

4,00
6,00
24,00

Porcentagem/ml

0,11 -
0,18 -
1,35 -
0,83 -

. 1,13 í
0,12 -
0,13 -

0,06
0,03
0,60

0,55
0,61
0,07
0,04
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V.4.1 - Estimativa dos parâmetros

0 programa empregado no computador nos permitiu co-

nhecer os valores de A, e Ap» (termos exponenciais para t=0 )

e os valores dos coeficientes exponenciais b, e b2; a estatTs_

tica descritiva correspondente, apresenta o valor do desvio

padrão e intervalos de confiança:

Parâmetros Valor
estimado

0,39

5,68

0,14

11,00

Desvio
Padrão

0,05

0,28

0,06

0,78

Intervalo de confiança 95%

limite limite
inferior superior

0,29

5,12

0,01

9,45

0,49

6,24

0,26

12,54

•..;>£}'?•

Substituindo-se os valores descritos acima na equa-

ção (§) temos:

P(t) = 0,39 e~°' 1 4 t + 5,68 e"11,00t

V.4.2 - Analise da Variãncia:

Fonte de
Variação

Modelo
Resíduo
Total não cor
rígido "~
Total corrigido

Grau de
liberdade

4
80

84
83

Soma dos
quadrados

143,07
3,10

146,17
95,33

Quadrado
médio

35,77
0,04
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V.4.3 - Calculo do T/2 de cada exponencial

Com os dados obtidos na equação (§) podemos calcu-

lar o T/2 de cada exponencial ou seja, o tempo necessário pa-

ra que a porcentagem da radioatividade contida no plasma seja

reduzido ã metade.

T/2 =

T/2 =

T'/2 =

T'/2 =

In2/b]

0,693/0,

In2/b2

0,693/11

14

,00 =

5

0

,09

,06

horas

horas

V.4.4 - Cálculo do Volume de Distribuição Aparente

Na equação (§) fazendo-se £ igual a zero obtem-se a

concentração no instante inicial P(0) = Aj + Ag.

P(0) = 0,39 + 5,68 = 6,07% / ml de plasma.

t

Se a quantidade injetada correspondeu a 100% da do-

se temos:

Vd = 100
6,07

= 16,47 ml (45)
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V.5 - Cálculo do Coeficiente de Depuração Renal

0 coeficiente médio de depuração renal, calculado

conforme foi exposto em II.4, a partir dos dados experimentais

da excreção urinaria acumulada (Tabela 10) e os dados da cur-

va plasmãtica ajustada (Tabela 9), i representado pela fórmu-

la:

n

Coefiente médio de Depuração Renal ¥ = 0,12 - 0,02h

TABELA 9 - Dados da curva plasmãtica ajustada pelo programa
SAS-76

Tempo (h) % de radioatividade/ml de plasma

observado calculado

0,05

0,08

0,16

0,33

0,50

0,66

0,83

1,00

1,50

2,00

3,00

6,00

17,00

24,00

3,65

2,87

1,21

0,79

0,42

0,36

0,16

0,25

0,36

0,35

0,22

0,16

0,05

0,10

3,48

2,52

1,14

0,38

0,27

0,26

0,25

0,25

0,24

0,23

0,21

0,17

0,07

0,04
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TABELA 10 - Coeficientes de depuração renal calculados

Tempo (h)
% de dose na excre coeficiente de de-
çao urinaria acuinu puração renal
lada k^h' 1)

18
42
66
90

162
186
210
234
258
330
354

378
402
450

3,95
4,57
5,04
5,39
6,06
6,33
6,64
6,84
7,03
7,42
7,59
7,72
7,93
8,13

0,08

0,08
0,09
0,10
0,11
0,11

0,12
0,12
0,13

0,13
0,14
0,14
0,14
0,15

ir
V.6 - Calculo do Fluxo Renal ("Clearance" renal) Fr.

Conhecendo-se o Coeficiente Médio de Depuração Re -

nal e o Volume de Distribuição Aparente podemos calcular o

Fluxo Renal Fr.

Fr k x Vd
-1F r = 0 , 1 2 h -1 x 1 6 , 5 0 ml = l , 9 3 m l / h
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V.7 - Calculo da Meia-vida biológica T. . , /2

: / • &

Com dados obtidos nas medidas de radioat iv idade no

corpo i n t e i r o e excreções ur inár ias (Tabelas 11 e 12) calcula-

-se a Meia-vida b io lóg ica . •i

T M o ]/2 = ln2/b

b foi calculada conforme indicado no item II. jR, obten-

do-se:

a) Estimativa dos parâmetros

Parâmetro Valor estimado Desvio Padrão

In A

b

4,55 4 x 10 -3

1,45 x IO"4 1,6 x IO"5

1130,35

9,15

PR>|t|

0,0001

0.0001

b) Análise da Variância

Fonte de
Variação

modelo

resíduo ,

to ta l
(corr igido)

Grau de 1i_ Soma dos Quadrado
berdade quadrados médio

1

81

82

0,02856

0,02762

0,05620

0,0286

0,0003

F

83,78

PR>F

0,001

Coeficiente de correlação múlt ipla: R = 0,508
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Para a Meia-vida biológica teremos

Tbiol. / 2 In2/b

T b i o l./2 = 0,693/1,45 x K)"4

T b i o l / 2 4779 h -199 dias

V.8 - Calculo da Taxa de Renovação ("turnover rate") Tr

Tr = b = 1,45 x 10"4h"1

V.9 - Cálculo do Tempo Médio de Permanência ou Tempo de

Renovação Tm ("Mean time" ou "turnover time")

Tm = l/b = 1/1,45 x 10"4h"1

Tm = 6895,5h - 287 dias

V.10 - Modelo Compartimental da heparina- Cr apôs injeção

endovenosa em ratos Wistar

i\

A partir dos dados da amostragem plasmatica, urina-

ria e contagens de corpo inteiro, bem como de órgãos de im-

portância no metabolismo da heparina, por exemplo o baço e o

fígado, pudemos esquematizar um modelo compartimental (Figura
4) que se adequou aos dados biológicos e numéricos correlatos.

H



TABELA 71 - Porcentagem de Radioatividade nas urinas e fezes de ratos Wistar após injeção
endovenosa de heparina- Cr.

Tempo(h)

18

42

"66

90

162

186

210

234

258

330

354

378

402

426

Urina

3,71 í
0,54 -

0,42 ±
0,27 -
0,55 -
0,22 -
0,27 -
0,31 -
0,14 i
0,39 -

0,17 -

0,18 *

0,15 -

0,13 -

tota l

1,08

0,15

0,30

0,13

0,15
0,11
0,18
0,36
0,08
0,11
0,03
0,10
0,13
0,11

Urina/ml

0,58 - 0,32
0,08 - 0,03
0,05 - 0,02
0,04 - 0,04
0,03 - 0,03
0,03 - 0,02
0,03 - 0,02
0,06 - 0,09
0,05 - 0,08
0,02 - 0,01
0,03 - 0,01
0,03 - 0,02
0,03 - 0,03
0,03 - 0,01

Fezes

0,64
0,34
0,25
0,19
0,31
0,19
0,17
0,15
0,21

0,59

0,16

0,29

0,10

0,11

totais

- 0,47

- 0,22

- 0,13

- 0,13

- 0,12
- 0,14
- 0,10
- 0,06

i o.fco
- 0,77

- 0,09

- 0,33

Í 0,02

Í 0,04

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

,27

,10

,05

,03

,03

,03

,02

,02

,02

,05

.02
,02

,01

,01

Fezes/g

- 0,28

- 0,09

- 0,03

- 0,02

- 0,01

Í 0,01

- 0,01

- 0,01

- 0,02

- 0,06

±.0,01
- 0,01
- 5,58x 10"3*
Í 6,26 x 10"3 *

Os dados apresentados nessa forma visam dar maior precisão nos resultados
numéricos.

tn

i
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TABELA 12 - Porcentagem de Radioatividade no corpo inteiro de

ratos Wistar após injeção endovenosa de hepari -

na-51Cr.

Tempo (h)

24

48

72

168

192

216

240

264

336

360

384

408

432

Porcentagem

95,26 - 1,51

94,05 - 0,80

93,31 í 1,43

92,84 - 1,93

91.95 - 1,62

92,24 - 1,70

91,93 - 2,82

91,08 - 1,74

90,70 - 1,62

89,36 - 1,55

89.96 - 1,27

89,50 - 1,79

88,69 - 2,39

' • • -' •

l

1

Ú

t ..••

I ..a
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'••>;

m
fí;

Figura 4 - Esquema do modelo compartimental escolhido

Elemento

Descrição dos símbolos

Descrição Símbolos

f,(t) atividade ou quantidade de subs_

tância marcada no i-esimo com -

partimento O

Fki

valor inicial da atividade o
coeficiente de soma AMD

-continua-

fíl
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-continuação-

Hemento

Descrição dos símbolos

Descrição

q (t)=ok.f.+akifi somador: função de um ou

mais f..

STmbo"los

coeficiente de transferência í i

coeficiente de proporcional!^

dade q.(t) = k.f.(t)

Circulo 1 - compartimento plasmãtico

CTrculo 2 e 3 - compartimentos extraplasmãticos

Circulo 5 - heparina contida no baço

Triângulo 1 - dados experimentais da heparina contida no p1as_
ma, expressos em porcentagem de dose por mi 1 i 1 J_
tro.

= k,f,(t) com

= [% de dose)

= 0,06067 ml"1

de dose/ml)
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Triãngulo 4 - dados experimentais de heparina contida no plas_
ma e expressos em porcentagens de dose aplicada
e obtidos pela subtração entre a curva ajustada
para o corpo inteiro e os dados do plasma e ba-
ço.

Triângulo 5 - dados experimentais da heparina contida no baço

e expressos em porcentagem de dose.

q5(t) = k
5
f
5{t) com k5 = 1

Com o emprego do código SAAM 25 determinamos o va-

lor numérico dos coeficientes de transferência, tendo sido

escolhido um modelo baseado no conhecimento da evolução da he_

parina- Cr em determinados pontos do sistema biológico.

35

= 0,60 - 0,10 h"1

= 9,74 - 1,51 h"1

= 1,33 - 0,20 h'1

= 0,11 - 0,01 h"1

= 0,10 - 0,03 h'1

("41

Na Tabela 13 representamos a porcentagem de radioa-

tividade nos compartimentos 1; 4 e 5 nos tempos em que se me-

diu o decréscimo da atividade de heparina- Cr no plasma, até

24 horas.
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TABELA 13 - Análise compartimental - Programa SAAM 25

legenda: c - calculado; o - observado

Tempo (h)
Porcentagem de Radioat iv idade

Compartimento 1 Compartimento 4 Compartimento 5
•m\t

0

0

0

0

0

0,

0,

1,

1,

2,

3,

6,

17,

24,

,05

,08

,16

,33

,50

,66

83

00

50

00

00

00

00

00

o

c
o

c
o

c
o

c
o

c
o

c
o

c
o

c
o

c
o

c
o

c
o

c
o

c
o

- 3
- 3

- 2
- 2

- 1
-. 1

- 0
- 0

- 0
- 0

- 0
- 0

- o,
- o,

- o,
- o,

- o,
- o,

- o,
- o,

- o,
- o,

- o,
- o,

- o,
- o,

- o,
- 0,

,48
,65

,52
,87

,14
,21

,38
,79

,27
,42

,26
,36

,25
,16

25
25

24
36

23
35

21
22

17
16

07
05

04
10

c
o

c
o

c
o

c
o

c
o

c
o

c
o

c
o

c
o

c
o

c
o

c
o

c
0

c
o

- 45
- 68

- 62
- 79

- 86
- .89

- 99
- 91

-100
- 95

-101
- 95

-100
- 97

-100
- 96

-100,
- 94,

- 99,
- 94,

- 98,
- 95,

- 96,
- 95,

- 93,
- 95,

- 92,
- 95,

,39
,06

,19
,35

,29
,08

,38
,11

,96
,47

,00
,71

,85
,55

,67
,74

16
23

67
56

79
70

70
86

36
00

80
01

c -
o -

c -
o -

c -
o -

c -
o -

c -
o -

c -
o -

c -
o -

c -
o -

c -
o -

c -
o -

c -
o -

c -
o -

c -
o -

c -
o -

0,43
0,79

0,59
1,19

0,84
1,20

1,02
1,17

1,10
0,84

1,16
1,24

1,22
0,82

1,28
1,04

1,44
2,23

1,58
2,20

1,82
2,09

2,24
2,24

2,00
2,35

1,46
1,31

4
1

ií.

I
11
11

11
li—
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C A P T T U L O VI

DISCUSSÃO '3*2rf J

A marcação de heparina com Cr na forma de CrCl-

foi procedida em meio alcoólico, no qual ambos os produtos são

pouco solúveis, com a finalidade de manter a integridade da

molécula marcada. Em solução aquosa, haveria a probabilidade

de degradação da heparina, uma vez que a marcação e feita em

pH ácido e temperatura de 80°C, condições que favorecem a per_

da de grupos sulfatos' '.

VARGA e col.v ; admitem a possibilidade de comple-

xação do crõmio com a heparina devido aos grupos -0H do muco-

polissacarídeo.

A percolação do produto marcado por coluna de Sepha_

dex G-50 fino (peneira molecular), apresentou uma boa separa-

ção, eliminando a presença de possíveis degradações de cadeia

polissacarídea sob forma de subprodutos de cadeia menor, além

de retirar satisfatoriamente o crõmio não complexado ã

Ia de heparina. A necessidade da eliminação do crõmio livre

sob forma de EDTA- Cr se prende ao fato ds que o CrClg se lî

ga fortemente ao Sephadex durante a eluição, o que impossibi-

litaria futuras utilizações do material filtrante' '.

VARGA e col. afirmam não haver diminuição da potên-

cia anticoagulante nem degradações até quatro semanas após a

marcação da heparina, quando o produto é mantido em temperatu^
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ra ambiente. Para efeito de maior segurança na utilização do

produto marcado, procuramos conservar a heparina- Cr em gela_

deira a S°C e em pH 7. Em nossos experimentos o tempo máximo

5]
de emprego da heparina- Cr foi de 15 dias a partir da data

de preparação. As provas cromatogrãficas nesse período, não

apresentaram níveis de degradação de forma a tornar o produto

impróprio para os ensaios biológicos.

51
Varias amostras de CrClg com atividade especifica

de 23 a 109,3 mCi/mgCr foram usadas para as preparações de he_
51

parina- Cr. 0 rendimento de marcação da heparina ficou em

redor de 70% em todos os casos.

As doses escolhidas neste trabalho (-100 Unidades),

para serem injetadas nos animais, foram altas quando compara-

(19 W21)das as doses terapêuticas usuais* /v '; entretanto, outros

pesquisadores usaram doses bem superiores àquelas por nós utj_

lizadas^ '. Finalmente nenhum animal injetado demonstrou sî

nais de intoxicação ou efeitos indesejáveis com as doses adnn.

nistradas em nossos experimentos.

51

A distribuição biológica da heparina- Cr nos dife-

rentes órgãos e tecidos apresentou o seguinte quadro:

1) Via endovenosa:

Os nTveis de heparina observados no sangue e plasma

demonstram que o plasma é o responsável pela maior captação

e transporte do farmaco.

Quanto aos Órgãos, aqueles com maior número de célû

Ias mastocitárias, mostram captar mais heparina, o que já foi

r •%
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previsto por diversos

0 baço e o fígado são órgãos representativos na cap_

tação de heparina, o segundo contendo maior parte da droga

168 horas apôs sua introdução no organismo. Esse fato é ex-

plicável, pois o sangue que sai do baço vai diretamente ao fjf

gado e os processos catabolicos que começam no baço, freqüen-

temente vão terminar no fígado*^/(P SCHURRER observou que

tos mastocitos aumentavam de tamanho e número após administra^

çao parenteral de heparina* '; WILSON provou que os macrofa-

gos do baço podem alcançar o fTgado e lã permanecerem (65)

A heparina, passível de formar associações com pro-

teínas plasmãticas e vista por diversos autores como uma mol£

cuia de tamanho grande nessa forma associada e aparentando uma

partícula coloidal; porisso, as associações moleculares des-

sa natureza seriam fagocitadas pelas células do sistema retí-

c i o endotelial<18)<)9'<21).

As tabelas de captação de heparina- Cr mostram que

os d*.3rsos órgãos e tecidos têm no princípio uma captação

mais alta que cai gradativamente ate os 90 minutos, para come_

çar a subir lentamente. No começo, a radioatividade dos ór-

gãos e tecidos estaria acrescida da heparina plasmãtica exis-

tente no material contado, caindo quando os níveis plasmãti -

cos diminuem e mais adiante sendo armazenadas pelas células

dos tecidos orgânicos.

Quanto ao efeito deletério que eventualmente pode - -

-ia causar a radiação gama do Cr nas células dos órgãos que

armazenam heparina, temos a ressaltar que as células de KUPFER

; os mastocitos são unidades mais resistentes a radiação do

ue outras do tecido conectivo* '* '.

"1
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2) Via intraperitoneal

ApÕs a injeção de heparina por vií, intraperi toneal,

há naturalmente um período de absorção tae-al com aumento gra-

dativo de níveis de heparina no sangue e plasma; após esse pe_

rTodo (2 horas) ha tendência normal em ser distribuída pelos

Órgãos e tecidos.

Uma observação a ser feita é a grande porcentagem

de radioatividade captada pelo pancreas dos ratos injetados

via intraperitoneal, quando comparada com a captação em ratos

injetados por via endovenosa. Esse fato se explica em termos

de captação pelas membranas mesentéricas, ricas em mastõcitos

e que acompanham o pancreas na retirada deste. A vizinhança

do local de aplicação da heparina (intraperitoneal) facilita

essa captação mesentérica' '.

Os níveis de heparina do plasma até 24 horas após

injeção endovenosa, e representados pela curva de decaimen-

to plasmãtico, dão como resultado a soma de duas exponenciais,

o que nos permite supor a existência de dois compartimentos ( ':

o plasmãtico e extraplasmãtico. No início, a heparina sai

do plasma com velocidade maior e portanto T/2 bastante curto

(0,06h) para depois abandonar o plasma mais lentamente ( T/2

de 5,09h).

Na análise da variãncia em V.4.2, observamos que a

soma dos quadrados do modelo e a soma dos quadrados do resT-

duo são nitidamente diferentes o que indica ajuste satisfatõ-

rio da curva representada na Figura 3 (15)

. ' 4 - * , •'•

I
•-4

Com os dados da curva de decaimento plasmãtico, cal
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culou-se outro parâmetro farmacocinético de importância: o V<)

lume de Distribuição Aparente, cujo valor de 16,50 ml, consi-

derado para a dose de heparina injetada via endovenosa, é su-

perior ao volume plasmitico de um rato normal de 280 g (cer-

ca de 8,5 m l ) ; isso significa que jã no instante zero a hepa-

rina passa para um compartimento extraplasmãtico. Esse dado

está de acordo com os trabalhos de alguns autores que mostram

a habilidade da heparina em atravessar membranas endoteliais

e ganhar acesso ao compartimento extravascular (18)

Autores afirmam que o T/2 de decaimento plasmãtico

para a heparina injetada endovenosamente depende da dose

nistrada ^ ^ NQS nossos experimentos de determina-

ção de nTveis plasmãticos de heparina, mantivemos uma dose

determinada e os dados referem-se a essa dose apenas.

As medidas de radioatividade observadas nas excre-

ções urinarias e fecais, mostram que nas primeiras 24 horas

após a injeção endovenosa de heparina em ratos, a eliminação

é maior por via urinaria mantendo-se depois em nTveis baixos

até 426 horas. Estes resultados concordam com aqueles de PI-

PER (52) em urinas de coelhos injetados com heparina, em que o

método de avaliação foi o biológico de coagulação sangüínea .

EIBER e c o l . * 1 6 ^ 1 7 ) e DANIEFSKY^14^ detectaram também hepari

na em urinas de animais (cães) e de pacientes, afirmando tra-

tar-se de produto não degradado. As provas histologicas rea-

lizadas por WILANDER^ ' em rins de ratos, mostraram que par-

te da heparina é eliminada por esse órgão , que se apresenta

com muitas granulações contendo heparina, após injeção endove

nosa da droga,

A suposição de que a saida da heparina seja feita

fa

n

%
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a partir do compartimento plasmãtico é fisioiogicamente razoa

vel e permite a determinação de uma constante de eliminação a

partir da curva experimental de decaimento plasmãtico e dados

de eliminação urinaria. Com isso, tem-se um coeficiente me-

dio de depuração, que no caso da heparina em ratos apresenta

um valor pequeno; a "clearance" renal também, calculada com

esses valores obtidos, é pequena. Quanto ao tipo de excreção

verificada, acreditam alguns autores* ' ' ' tratar-se de uma

droga com eliminação tubular e filtração glomerular combina -

das.

As fezes apresentaram pouca radioatividade, mas nas

primeiras 24 horas a porcentagem eliminada i maior que em tem

pos posteriores. KULKARNI e col.

bile de cães.

(37) detectaram heparina

Os dados referentes ã medida de radioatividade no

corpo inteiro dos animais ate 432 horas apôs injeção endoveno

sa de heparina- Cr, permitiram informações sobre a radioati-

vidade em todo o organismo animal, mesmo nos tecidos de siste_

ma retículo endotelial que não puderam ser avaliados individii

ai men te, como o caso da medula óssea.

Os resíduos de corpo inteiro apôs 168 horas da injí?
51ção endovenosa de heparina- Cr revelaram 92,8A,% da droga pr£

sente no organismo animal, sendo que o fígado, nesse instante,

captou 84,19%.

As contagens de radioatividade no corpo inteiro fo-

ram submetidas a análise estatística para verificação da vali^

dade dos dados obtidos.

0 gráfico n95 representando os resíduos versus tern-
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po, nos dã idéia de que não há necessidade de inclusão de te£

mos de maior grau que T (tempo).

0 gráfico da Figura 6 representando logite dos ^

duos versus resíduos, e praticamente uma reta, demonstrando

que existe normalidade na distribuição dos resíduos. Resíduo-

- Normalidade (0,o 2 ) ^ 1 5 ) .

A homocedasticidade dos resTduos foi verificada no

gráfico de resTduos versus valor calculado do logarítmo (Figu^

ra 7), sendo que por esse meio pudemos eliminar valores dis-

crepantes (um dos ratos).

Finalmente, no grafico representado na Figura 8 em

que aparece o logarTtmo da radioatividade no corpo inteiro ,

versus tempo, existe uma reta média passando entre as medidas

verificadas.

A hipótese de que o corpo do animal seria considera

do como um único compartimento biológico, havendo excreção por

via urinaria (as fezes contribuem muito pouco e podem ser des_

prezadas para efeito de cálculo), nos permite calcular a Meia-

-vida biológica, Taxa de Renovação e Tempo Médio de permanên-

cia no organismo. Os resultados obtidos com a aplicação do

modelo Ae mostraram que a Meia-vida biológica é longa (199

dias) o que de certa forma é explicável pela considerada au-

sência de enzimas degradantes da heparina nas células animais

e o conseqüente armazenamento no sistema retTculo endotelial.

Desse modo, observamos valores grandes para o Tempo Médio de

permanência no organismo (287 dias).

•fí

f

A estatística descritiva referente ã captação de he
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parina por órgãos e tecidos, mostra que os desvios padrão dás

diversas médias dos dados obtidos após injeção por via endov£

nosa são menores que os respectivos desvios padrão da série in

jetada via intraperitoneal; esta via é considerada mais lenta

e irregular^ '.

A analise da Variãncia (Ttem V.7) com referência ao

modelo Ae foi feita pela aplicação do teste de Fischer (tes-

te F) e deu como resultado que a probabilidade de um valor

maior que F e de 0,0001 o que comprova ser o modelo significa

tivo. 0 coeficiente de correlação múltipla R = 0,508 signi-

fica que o modelo explica 50% dos dados^ '.

Na estimativa dos parâmetros, foi aplicado o teste

(Student).

para HO, parâmetro = 0, significa o valor de jt pâ

ra o teste da hipótese da nulidade do parâmetro. Os valores

encontrados na coluna referente a PR > |t| representam a pro-

babilidade de se obter um valor (em módulo) maior que t, ou

seja, rejeitar a hipótese da nulidade do parâmetro. Valores

muito pequenos para esta probabilidade indicam que os parâme-

tros são diferentes de zero e portanto contribuem significati_

vãmente para o modelo escolhido.

A escolha de um modelo compartimental foi baseada

em estudos referentes ao comportamento biológico da hepari-

na(10)(21)(34)(35)(63)i nQS dados obtidos nas captações de õr

gãos e medidas de corpo inteiro.

0 compartimento de entrada da heparina- Cr foi o

plasma e considerando-se um período de tempo de até 24 horas,

observa-se a tendência da droga em difundir-se para outro com
! <1
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partimento extravascular; deste compartimento a heparina é re_

tirada também pelo baço, que tende a encaminhã-la ao fTgado

(Figura n°9) onde permanece. 0 fTgado, na representação do

modelo compartimental, corresponde ao triângulo 4, conforme a

Figura 4; neste triângulo foram incluídos os dados de corpo

inteiro menos a soma dos dados do compartimento plasmãtico e

do baço. Este artificio foi a forma encontrada para a obten-

ção de um bom ajuste nas curvas representativas (Figuras 10 e

0 resultado numérico dos coeficientes de transferir^

cia, nos permite a determinação de dois valores de trocas rá-

pidas: compartimento 1 para 2 e compartimento 1 para 3. Eles

representam o desaparecimento rápido da heparina do leito vas_

cuiar dentro de 24 horas.

51 51

A estabilidade do Cr do complexo heparina- Cr "in

vivo" parece condizer com os dados experimentais "in vitro" de

VARGA e col.' '. Contudo, o metabolismo do crômio iônico Cr

ou Cr foi estudado quantitativamente por KRAINZ e col.* 'e
i

por VESEK e col.* ' resultando um quadro de captação orgãni- |
i

ca e excreção urinaria bem diferente daquele por nós aprese£ j
51 } i%

tado com a heparina- Cr. Isso nos deu argumentos para crer [ |

que a detecção da radiação emitida nas diversas etapas da pes_

quisa não poderia ser procedente do crômio iÕnico e sim de um

complexo de crômio com a molécula polissacarTdea.

A rápida excreção urinaria e captações diferen -

tes pelos órgãos e tecidos, do crômio inorgânico estão em de-

sacordo com a longa permanência biológica do material marcado

injetado nos ratos constituído por heparina- Cr. Esta perma_

jr.
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nência demorada no organismo foi verificada também por PI-
(52)

PER* ' com métodos histologicos a base de colorações celula-

res (metacromasia).

Tendo sido nossa meta prioritária no programa expe-

rimental a realização de estudos farmacocinéticos de heparina,

acreditamos ter dado uma contribuição no esclarecimento da me

tabolização da droga, considerando sua importância em terapêij

tica.

Pelo uso de um traçador radioativo, representado pe_

51Io Cr, de Meia-vida suficientemente longa, pudemos estabele_

cer, em parte, o esquema biológico de transformações metabõli^

cas, necessário para que se chegue a esclarecer a totalidade

dessas transformações para se alcançar o conhecimento dos me-

canismos definitivos do comportamento da heparina nos organise

mos vivos.
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C A P T T U L O V I I

CONCLUSÕES

51

1 - A marcação da heparina com Cr resultou num composto

com as características fisiológicas da heparina e pe£

mitiu a obtenção de dados farmacocineticos desse im-

portante mucopolissacarTdeo.

2 - A distribuição biológica da heparina- Cr por via en-

dovenosa ou intraperitoneal em ratos Wistar, revelou

que os órgãos mais ricos em células do sistema retíc.ir

lo-endotelial (baço e fígado) são os que captam maior

porcentagem de heparina.

3 - Por via intraperitoneal, a vizinhança das membranas me

sentêricas faz com que a captação pancreática seja

grande, pois a captação é na realidade feita pelas mem_

branas mesentéricas, ricas em mastoei tos que acompa -

nham o pancreas do rato na retirada do mesmo.

4 - A curva de decaimento plasmatico é biexponencial, com

portando dois compartimentos: o plasmatico e o extra-

plasmático; no princípio a heparina deixa o plasma com

T/2 bastante curto e depois de 1 hora passa a abando-

nar o plasma com T/2 maior.
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5 - 0 cálculo do Volume de Distribuição Aparente leva-nos

a concluir que já no instante zero a heparina passa

para um compartimento extravascular, pois o volume de

16,5 ml e superior ao volume plasmático dos ratos. .

6 - A eliminação de heparina via urinaria e maior nas pri^

meiras 24 horas, caindo para níveis baixos até 432 ho-

ras.

7 - A eliminação fecal é pequena, embora um pouco maior

nas primeiras 24 horas, mostrando que essa via é pou-

co representativa na eliminação da heparina.

8 - 0 coeficiente de depuração renal é pequeno e o fluxo

renal (clearance) igualmente pequeno.

9 - A Meia-vida biológica da heparina é longa e conseqüer^

temente a taxa de renovação e curta; o tempo médio de

permanência no organismo e longo.

i 1

1 0 - 0 modelo compartimental escolhido, compreendendo um

período de 24 horas, deu como resultado após a entra-

da de heparina no compartimento plasmático, um rápido

encaminhamento para o compartimento extraplasmãtico ,

com tendincia a se armazenar no sistema ret?cu1o-end£

telial representado pelo baço e fígado, este último

armazenando até 84,19% da droga apôs 168 horas.
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1 1 - 0 modelo matemático escolhido para a análise compar-

timental, apresentou bom ajuste, havendo satisfató -

ria concordância dos pontos da curva calculada com

os da curva experimental.

12 - Os coeficientes de troca calculados para o encaminha^

mento da heparina de um compartimento a outro, reve-

lam que os coeficientes do compartimento 1 para 3 e

1 para 2 são de troca rápida enquanto os demais são

de troca lenta.

l
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