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ABSTRACT

}t—ha&~beeﬂ~s%ﬂﬂ4ed—ﬁae kinetiés of heparin in

normal Wistar rats using the radioactive tracer SICQ,wao YTV

JJ-u‘
51

“The labeled and purified Cr-heparin was injected

into rats intravenously and by intraperitoneal i?ifffjfﬂ’

_In 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 heparin7

The curve that represents the 1logarithm of the
concentration of heparin versus time is biexponential. The

half-lives of the two exponential were determingg,

;0 T - - . e e _’g\"ca .
‘The volume of distribution, the rate constant and

L) f:“—"‘ &

the renal clearance were determined by the values of the

plasma levels and urinary excretions,
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(Ihe biological half-time, the turnover rate and the

turnover time were determined by measuring the residual

radioactivity of the total body and urinary e%fﬁffigﬂ§'

e e e s e ettt e s e raecee. e ea e T

Mith the data obtained from the mentioned experiments

a compartmental model was performed in Ji‘tﬁthe plasma is the
central compartment for the distribution of the drug, exchanging
with anothey extraplasmatic compartment and finally the drug

being stored in reticulo endothelial system cells. (ﬁLxL%w%).




CAPITULO I

INTRODUCAO

I.1 - A Heparina e sua agao farmacologica

Em 1916 Mc LEAN(4]) estudando as propriedades coagu
lantes sanguineas de substancias extraidas de figado e cora-
¢ao de animais, descobriu uma substancia biologica que inibia
3 coagulagao do sangue e deu-lhe o nome de heparina. O0s estu-
dos continuaram até que E.JORPES em 1935 demonstrou ser a he-
(35)

parina um polissacar?deo sulfatado podendo ser instanta” -

neamente neutralizada pela protamina (uma proteina altamente
alcalina)(]z) e finalmente introduziu-a na terapia. 0 uso mé
dico da heparina deriva de suas propriedades anticoagulantes
sendo utilizada nos casos de tromboses em pacientes com pro-

blemas cardiacos e certos tipos de cirurgia com circulagdo ex

tracorporea.

Apesar do emprego de anticoagulantes por via oral,co
B0 no caso de derivados de cumarinas e indandionas, nada se
revela tao potente em senso farmacologico como a heparina, pois
Seu efeito inibidor se faz sentir em quase todas as fases do

€squema de coagulagao sanguinea tanto "in vivo" como "in vi-
tro"(35).
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 ESQUEMA DA COAGULAGKO SANGUTNEA(S)
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Conforme a representacao esquematizada da coagula -
¢ao sanguinea, dentro dos moldes aceitos internacionalmente ,
o fendomeno da coagulagao envolve a agao de algumas enzimas
que existem na corrente circulatoria mas so sao ativas quando
se desencadeia o processo: gquando um vaso sanguineo € inju -
riado, rompe-se o endotelio, ficando exposta uma camada de co
lageno. Este, por sua vez, atrai plaquetas, formando um agre
gado frouxo que posteriormente vai ser convertido no coagulo,
pela.fibrina. 0 mecanismo de formagao da fibrina, implica nu

ma cadeia de reagoes interrelacionadas (8)(23)

A séerie de reagOes pode ser provocada também "in vi
tro", colocando-se o sangue em contacto com superficies umi -

das carregadas negativamente, por exemplo, o vidro ou fibras

de colageno.

No esquema representado, as reagoes sao iniciadas
pelo chamado fator XII ou fator de Hageman sob o efeito de
contactos superficiais. Ativam-sé sucessivamente: fator XI
(tromboplastina plasmatica antecedente), fator IX fator de
Christmas), fator VIII (anti-hemofilico) e fator X (fator de
Stuart-Prower); este, na presenga de lipideos das plaquetas ,
de ca*t e do fator V, cataliza a conversao da protrombina em
trombina. Nessa cadeia de reagoes interfere a presenca de he

parina, inibindo a formacao da tromboplastina.

Na segunda fase de reagoOes, se da a trang}ormacio da
protrombina em trombina, em presenca de jons Ca'' e acao do
fator v (Ac-Globhlina). que aumenta a formagao da trombina e
Provavelmente grande parte dessa acao inibidora se da na for-

macao da tromboplastina. A trombina, uma vez formada, age
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enzimaticamente convertendo o fibrinogenio soiiuvel em fibrina.
% acao da heparina nesta fase e realizada por meio de uma as-

sociacao heparina-cofator plasmatico, neutralizando a trombi-

na.

Quimicamente, a heparina pertence ao grupo dos muco
polissacarideos; seu carater acido & bastante acentuado e po-
de ser vista como o acido orgSnico mais forte presente no or-
ganismo dos mamiferos. E bem soluvel na agua, pouco soluvel
no alcool e dextrorotataria. A forma -quimica de heparina so-
dica e bastante utilizada em preparacEes farmaceuticas. Pos-
sui um carater heteropolissacarideo especial e alto peso mole
cular (6.000 a 25.000), "a heparina nao se constitui num uni-
¢o composto quimico, mas numa série de compostos de diferen -
tes comprimentos de cadeia e peso molecular, apresentando pois
unidades repetidas de sacarideos e grupos funcionais simila -

res“(33).

‘ As analises de heparina pﬁrificada revelam a presen
¢3 de tres monossacaereos fundamentais na cadeia: d-glicosa-~
mina, acido d-glicurdnico e acido L-iduronico. A proporgdo
molecular dessas hexoses e aproximadamente: 1 mol de d-glico

samina = 1 mol de (acido d-glicuronico + acido L-idur6nico#33l

Esses monossacarideos unem-se por ligagoes covalen-
tes alfa-glicosidicas, nas quais sb os grupos hidroxila 1 e
4 est3ao envolvidos, conduzindo aos correspondentes dissacari-
deos, os quais constituem as unidadés repetitivas da heparina
€ cada um deles contém residuos sulfato na forma de sulfonami

da e, sulfatos ligados na forma ester.
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Figura 1
acido d-glicuronico e acido L-iduronico e d-
d-glicosamina em con- glicosamina em conjuga
jugagao a-d(1-+4) ¢ao a-L(1-+4)

0s dissacarideos sulfatados dao origem a cadeia po-
lissacaridea da heparina por subsequente conjugacgido d-glicosi

dica estereoregular (1-4) de acordo com a FiguraitA.
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Figura 1A - Estrutura quimica da heparina

E importante considerar que, as heparinas possuem

uma alta especificidade ligada @ formula estrutural. Qualquer




rudanga, mesmo pequena na estrutura, por exemplo, uma conjuga
c30 B anomerica em vez de o entre as unidades resulta num ma-
terial inativo fisiologicamente.

Apesar de esforgos no sentido de serem obtidas hepa
rinas por via sintetica destinadas a uso clinico, resultados
negativos tem sido logrados. Para uso terapeutico, utilizam-
-se heparinas retiradas de tecidos animais a saber: pulmoes

de boi, mucosa intestinal de suinos(33).

A heparina existente nos tecidos animais esta asso-
ciada covalentemente a proteinas, de modo que a extragao com-
porta remogao das unidades proteicas seja por hidrolise alca-
1ina ou enzimﬁtica(BB). Alem disso, a presenca de heparina
nos tecidos esta associada a existencia de outros componentes
com propriedades quimicas e fisicas similares o que exige me-
todos de purificagao e analise muito acurados. Mesmo assim ,
os produtos vendidos comercialmente nao apresentam perfeita
uniformidade nos resultados das determinacoes de C, H, N e S
bem como nas percentagens de acido uronico, hexoseamina, ace-

tila e outros componentes analisados(3])(38),

Quanto a estabilidade biologica da heparina, ainda
n3o foram encontrados exemplos caracteristicos de enzimas nos
tecidos animais, aptas a degradar a heparina(lo). A inativa-
cao conseguida, tratando-se solugoes contendo heparina com
extratos de figado de mamiferos, foi atribuida a capacidade
OPresentada'pe]a heparina de ligar-se a proteina e nao a de-

gradacdoes catalizadas por alguma enzima especifica do figado.

Ha contudo, microorganismos da flora intestinal ca-

Pazes de produzir "heparinases" e uma bacteria do solo: "Fla-




vobacterium heparinium"” possivel de crescer em um meio de cul
tura conterndo heparina, degradando-a por meio da agao de wuma

sulfamidase e glicosidase, dando como subprodutos, oligossaca

(10)

rideos

No organismo dos mamTferos a heparina ocorre natu -
ralmente e esta contida nos grinulos de certas celulas chama-
das mastocitos hist69enos(7)(57), que sao numerosas especial-
mente no tecido conjuntivo frouxo e ao longo da trajetoria dos
vasos sanguineos. A maneira de evidenciar a heparina em tais
formacoes celulares & a coloragao rosa caracteristica que se
forma sob a agao do corante azul de toluidina; essa colora -
¢30 e conhecida com o nome de metacromasia(]o). Sob condi-
cBeS'nbrmais o plasma humano apresenta de 0 a 15 ug/ml de he-
parina(ss). Contudo, em casos de choque peptonico ou anafil§
tico verificou-se aumento temporario de heparina no sangue cir
culante de ratos e c5e5(7)(35). Em casos de urticaria pigmei
tosa, quando ha expressivo aumento do numero de mastdcitos e

em casos de mastocitomas, nao ha heparinemia.

Parece improvavel que a fungao fisiologica da hepa-
rina seja a de manter a fluidez sanguinea, sendo que sua pro-
priedade anticoagulante seria apenas uma caracteristica fisio

lBgica(ss).

Outro fator importante do ponto de vista fisiologi-
€0, & o poder antilipemico da heparina. E sabido cue os plas
®as de aniﬁais apos refeigao gordurosa, apresentam-se ;icos em
VipoproteTnas de baixa densidade e em quilomicra. A presenga
de heparina clarifica essas formas lipemicas de plasma; a he-

Parina combinaria com lipoproteinas e facilitaria a hidrolise
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ﬁnzimética(lo)(35).

A associagao de heparina com proteinas plasmaticas
ja foi estudada por alguns autores(30) que, por meio de tecni
cas eletroforéticas detectaram complexos heparThicos com a,,
g e y globulina e com fibrinogénio. 0 fator IV das plaquetas
sanguineas e considerado o maior agente anti-heparinico do

(69)

sangue

1.2 - Estudos farmacologicos com auxilio de radioisotopos

Quando se tem em mente o estudo farmacologico de uma
droga, devem ser levados em conta alguns fatores essenciais re
lacionados com a agao da droga no animal. Um dos fatores a.
ser posto em relevo e a agao transportadora do sangue, primor
dial sob o ponto de vista fisiologico dos organismos e impor-
tante no caso de drogas que necessitam deslocar-se do ponto

de entrada ate o local de agao.

0 sangue e a linfa se constituem no compartimento
central de partida de onde as drogas sao distribuidas aos te-
cidos, sofrendo a devida biotransformagio e sendo finalmente

excretadas(]3).

De acordo com BRODIE(]3) o esquema de distribuigao

das drogas segue a seguinte composicao:
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local de agao

deposito | <= sangue [ . * ibiotransformagao

em T
tecidos — =
absorgao excregao

R entrada de uma droga no compartimento central, o

LA, PPN e .

Y

sangue, segue uma interacao droga-proteina. Considerando-se
a sequencia:

Fase celular do sangue - Fase proteica - Fase aquosa—

durante o fenomeno de absorcgao da droga, o desidcamento se da-
ria da direita para a esquerda e, durante a difusao o proces-

so se daria da esquerda para a direita do esquema.

Ocorrendo a uma substancia estar ligada a proteinas
na corrente circulatoria, ha necessidade primeiramente de ha
ver uma liberagao da droga na fase aquosa para depois difun -

dir-se fora do leito vascular(zg).

A distribuigao da droga vai sendo progressivamente
efetuada para os espagos extracelulares até alcangar os recep
tores especificos.

Segundo ARIENS e SIMONIS(Z) o diagrama de transfe -

rencia de uma droga seria o seguinte:

0o ~ concentragao na — estimulo
5¢ — | Transferencia - > | interagao | —————>|relacic
p ' biofase droga-re- - | namento
a droga ceptor .
efeito
espera-
do

efeito
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NODINE e co].(47) apresentam um esquema geral de ab

sorcao, distribuigcao e excregao de drogas:

intestino [——*1figado | =] plasma ‘___espago;]

' I\\\\\\“‘-;

fezes urina metaboli tos

L 4
ar

Para se estudar a cinetica de farmacos no organis-
mo, & importante ser levado em conta o fato da biotransforma-
¢ao; os metabolitos tambem podem apresentar ainda algumas pro
priedades férmacpdinimicas e possuir uma cinetica da droga
1nicia1(]3). Alem disso, os metodos que empregam elementos

radioativos como tragadores, nao distinguem em geral o produ-

to integro daquele degradado, considerando os resultados obti -
N .

dos cowmo um todo. Esse problema pode ser visto como um fator
bastante ii.portante que deve ser levadc em conta com a caute-
la e 0 senso critico necessarios, antes de ser idealizado um

modelo cinetico.

0 pontc de partida para o estudo da cinetica de dro
gas pode ser obtido com a determinagao da curva de decaimento
DlasmStico(53)(62), tarefa essa que se torna muito facilitada
<om o emprego de tragaéores isotopicos. O0s dados obtidos sao
langados em grafico e a curva resultante devera ser analisada,

O que podera refletir a presenga de uma exponencial ou mais.

A partir dos dados possiveis extraidos da curva, po

der-se-a decidir sobre o tratamento matematico apropriado além

S
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de conduzir a outros informes, a saber: Volume de Distribui-

cao Aparente da droga e dbterminagio de Coeficientes de

(13)

Transferencia

1.3 -0Objetivos,
L reparinz,de largo uso en terapéutica,constitui-se nun inportan-
4 - [ ~
¢ frmnco para o qual poucos estudos cineticos sao encontrados na
Titerntura,
Yo intuito de se dar mais uma contribuigfio aos estudos farmaco=-
13-icos e cinéticos dessa droga,utiliza-se neste trabalho,a hepari-

51

- . mnreada com °~Cr,isdtopo este que apresenta meia-vida suficien-

*e-rvte longn (27,8 dias ) para permitir o realizacf@io de experimentos

~cr esse produto de lento metabolizegZo.

i
2
3
i

Te-linirume-se experimentos de distribuigdo bioldgice da heparina

A} ep e o [ 4 . -~ -
r en ratos Vistar por meio da znalise de captagao pelos diferen-

[

. ~ N . ’ o . ~
, r °rZros em diversos intervelo s de tempo,apros injecio endovenosa
1
3

® *r*r-reritonezl dr droga.

~

trebalho tem zainda a finnlidade de obteng™o de dados farmococi-

*»
- 3 ’ - 3 L) >
""lceg,z saber:Curva de Decaimento FPlasmitico,Volume de Distribui-

-~

- " pu.rente,Coeficiente de DepuragZo Renzl e Fluxo Renal,Pinzlmen-

) v eiqaee 2 Po o . o s

"o orux ilio ds nnalise compazrtimental determinamese os Gceficiend
Mo, . a - .o ' )
irznsferencia entre os compartimentos,lieia-vida Biologsiz:,

X = - ~ P o .
* Ce Zenovsgfo,Tempo 1'édio de Fermanéncia,
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CAPTTULO II

ANALISE COMPARTIMENTAL

Os organismos vivos sao essencialmente constituidos
por sistemas dinamicos que se interre]acionam; 0s seres vivos
tem necessidade de manter um constante intercimbio com 0 meio
exterior, absorvendo materiais. distribuindo-os convehiente -
mente em suas celulas, degradando-os de forma adequada e por
fim excretando o indesejavel. Todos esses mecanismos estao
em equilibrio dinamico e sdo responsiveis pela integridade bio

10gica de cada individuo.

Um tracador pode ser entendido como sendo um elemen-
to ou substancia que, sendo ministrado a um ser vivo, - entra
em contacto com os constituintes desse organismo, mantendo-se
identificavel e indiferencavel, podendo reproduzir com fideli

dade o comportamento do organismo sem contudo influencia-lo (5]).

0 estudo farmacologico de muitas drogas tem sido
possivel gracas ao auxilio de tracadores isotdpicos represen-

tados por substancias marcadas com atomos radioativos(sa).

I1.1 - Farmacocinetica

E definida como sendo o estudo da transferéncia de

drogas no organismo. 0 uso de tracadores radioativos permite
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a determinagao da variagao da atividade do radioisotopo na

unidade de tempo nos diferentes compartimentos do sistema.

0 "compartimento" pode ser entendido como constitu-
indo uma parcela de materia] de um organismo que se comporta
como se fosse um componente homogeneo e distinto, cineticamen
te. Ele pode ou nao corresponder a um determinado espago fi-
siolﬁgico(ﬁz).

Uma "fase" & um sistema de elementos semelhantes
que estao em equilibrio entre s7; caso sejam introduzidos na
faée elementos homologos, estes tenderao com o tempo a sSerem

distribuidos nela de modo uniforme‘as).

0 equilibrio dinamico da fase e mantido por alguns
processos que podem ser reversiveis e irreversiveis. Os pri
meiros referem-se a procéssos que permitem a movimentagao dos
constituintes no interior da propria fase entre um comparti -
mento e outro, dentro das normas de um equilibrio de distri -
buigcao; os irrevers?veis so tendem a uma direcio na movimen-

tagao dos constituintes das fases.

Os estudos matematicos da compartimenta]izagio fo-

ram extensamente tratados por diversos autores(g)(]])(24)(45)

(53)(66)

Na analise compartimental, o sistema biologico e

suposto ser constituido por um numero finito de compartimen

tos. Cada compartimento & caracterizado por duas proprieda

des essenciais(ﬁﬁ):

a) Homogeneidade - as particulas pertencentes a um compar

timento apresentam o mesmo comportamento;

W 2R sew e sy - s
© 3T et I Hie s L1

i

&

-




oo e IS
.

-14-

b) Linearidade ~ a eliminagao de uma substancia de um com

partimento obedece a um processo de primeira ordem, is
to @, a quantidade de substancia que sai do coiparti -
mento na unidade de tempo e proporcional a quantidade

de substancia presente nele.

Estas hipoteses implicam que o modelo matematico que
descreve a evolucao no tempo das substancias marcadas e um sis
tema de equagoes diferenciais lineares de primeira ordem’ com

coeficientes constantes(25).

Seja um sistema de n compartimedtoscujo esquema ge-

ral esteja assim representado:

k
03
Considerando-se o i-esimo compartimento pode-se de-

finir:

fij(t) - atividade ou quantidade de substancia marcada exis
tente no i-esimo compartimento no instante t.

k - coeficiente ou constante de transferencia; repre -

15
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senta a fragao da substancia marcada contida no j-
esimo compartimento que @ transferida na unidade de

tempo para o i-esimo compartimento.

- coeficiente ou constante de eliminagao; representa
oi ) e
a fragao da substancia marcada contida no i-&simo

compartimento que € transferida na unidade de tempo.

Kij = koj + kggt oo v kg = koot ji

A evolugcao no tempo da quantidade de substancia mar-

cada no i-&simo compartimento e dada pela equacgao diferencial:

dfi(t)

dt

CrlCu M

S}
- —

com f.(t=0) = f£.(0)
considerando-se um modelo n-compartimental descrito por um
sistema de n equagoes diferenciais.

11.2 - Curva de Decaimento Plasmatico

As medidas de radioatividade registradas nas amos-

tras plasmaticas, nos tempos determinados, sao representadas
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;m grafico. Para a analise dos componentes exponenciais da
curva tragada, pode-se langar mao do "pee]ing"(zg)(QaJ ou da
analise realizada por programa de computador; desse modo con-
segué-se a equacio'representativa do decaimento plasmEtiéo da

droga estudada.

I1.3 - Volume de Distribuigao Aparente

0 Volume de Distribuigao Aparente representa o volu
me 1iquido no qual a fase’seria distribuida se, em todos 0s
compartimentos, a substancia estivesse na concentragdo do com
partimento no qual sao feitas as medidas de radioatividade |,

quando se usa tracador radioativo(45).

0 volume de Distribuicao Aparente (Vd) & dado pela

formula:
X
V¢L=—L ‘Vo
. Xeq
Xo € a atividade introduzida inicialmente
v, e o volume injetado

xeq e a concentragao do tracador por unidade de volume quando
em equilibrio

Se ¥, for muito menor que Vd a equagao resulta:

vd L
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0 calculo do Volume de Distribuicao Aparente da fa-
se, como € definido, ndo fornece necessariamente um dado fisio
logico significativo.

Vd corresponderia realmente ao volume de distribui
cao da fa§e, se a concentragao xeq/ml de 1iquido fosse a mes-

ma em todos os compartimentos.
Sendo xeq = g C e sendo por definigao %eq identi-
ca em todos os compartimentos, & natural que xeq varia de um

compartimento a outro em funcao das diferencas de concentra -
¢ao da substancia correSpondente(45).

%aq e a atividade especifica da droga injetada gquan

do em equilibrio.

= xo
aeq "
xo
sendo que N = X C
eq

C @ a concentragdo da substancia por unidade de Vo

lume de Distribuicdo Aparente.

11.4 - Coeficiente de Depuragao Renal

Supondo o plasma o precursor direto dos rins, pode-

mos representar o seguinte modelo:

P(t) : > u(t)
plasma urina
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Entende-se por Coeficiente de Depuragao Renal o coe
ficiente de transferencia entre o plasma e rins, isto €, a
fracao da substancia marcada que & depurada pelos rins na uni

dade de tempo(54).

A evolugao da quantidade de tragador no compartimen

to urinario e dada pela equagao diferencial:

S dU(t
(¢) = kP(t) com U(t=0)=0

dt

Integrando-se a expressao anterior do instante zero

ao instante t] tem-se:

4
u(ty) = k/ P(t)dt
0
_ -b,t -b,t -
como P(t) = A]e 1 + Aze 2° como e apresentado em V.4 ,
segue que:
4 t t,
J eieyat - S ae™itae o S aehotar -
0 0 0
A ' A
s — 1 (1-ePity 2 (1-e7Paty)
¢ portanto,
u(t,;)

k(t=t])
1 -b,t 2 ~b,t
(1-e "171) + (1-e" 21
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A partir dos dados experimentais de excrec¢ao urina-
ria acumulada e da curva de decaimento plasmatico ajustada e

possivel determinar um valor medio para os coeficientes de de

puragao renal: .

U(ti)

and
n ™3
—
(o
-ty
-]
—
(o
~—
Q.
ﬁ
oy
n ™3
—
=
par}

onde n € o numero de observagoes.

I1.5 - Fluxo Renal (Clearance renal)

0 transporte total de uma substdncia de uma regiao
do sistema A (o sangue em geral) a outra regiao B (urina  no
caso), e expresso como sendo um volume de A contendo a quanti _
dade transferida na unidade de tempo(]]). 0 Fluxo Renal é
calculado multiplicando~se o Volume de Distribuigao Aparente

Vd pelo Coeficiente de Depuragao Renal k (%4),

Fr = k vd
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II.6 - Calculo da Meia-vida Biologica (Tpio1.7/2)

Considerando-se o corpo inteiro do animal como um
tnico compartimento que elimina sua atividade por intermedio
da excregao urinaria, pode-se determinar que uma curva expo -
nencial do tipo Ae'bt e suficiente para reproduzir os dados
experimentais de corpo inteiro.

Obtendo-se o valor de b, encohtra-se 0 va]or dahmié-
vida biologica. Esta pode ser déefinida como sendo o interva-
lo de tempo necessario para que o numero de particulas presen
tes em cada tempo num uUnico compartimento seja reduzido a me-

tade como resultado de um processo que nao seja o decaimento

radioativo isothico(]]).

bio
II.7 - Taxa de Renovagao (Turnover rate)

E a fracao do tragadorque abandona um compartimento
ou sistema na unidade de tempo. Constitui-se no proprio va-
lor da constante de troca b que também évchamada "rate cons -
tant” e e expressa em po1 (1) g

/ -
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11.8 - Tempo Medio de Permanéncia ou Tempo de Renovagao

("Mean time" ou “turnover time")

E o tempo medio que uma particula permanece em algu
ma regiao do sistema. E o equivalente ao interva]o de tempo
necessario para que a quantidade de substancia transferida den
tro ou fora da regiao no estado estacionario seja numericamen
te igual a quantidade presente na regiao. Para um sistema de
um so0 compartimento obedécendo cinetica de primeira ordem, o

Tempo de Renovagdao & a reciproca da constante de troca g(]]).




-22-

CAPTITULO ITI

PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

IIT.1 - Consideracgoes gerais

Considerando~-se como base fundamental do programa
de experimentacOes o estudo cinetico de heparina com auxilio
de um fragador radioativo, fazia-se necessario numa etapa ini
cial desenvolver estudos que permitissem a defini¢cao de para-
metros do comportamento farmacologico da heparina no animal

escolhido, que no caso presente foi o0 rato.

A marcagao da heparina com um isotopo radioativo se
ria o primeiro passo a ser ensaiado; a literatura descreve al
gumas marjcagﬁes de heparina com 3H como os trabalhos de BARLOW
e col.(3); a marcagao 355, feita biologicamente "in vivo" em
animais, foi empregada em muitos trabalhos referentes a dis -
tribuigdo biologica e cinética(14)(16)(]7)(27)(39)(44)(49)
no entanto, os resultados desses trabalhos tem que ser revis
tos face as falhas apresentadas devido a labilidade "in vivo"

dos grupos sulfato da heparina(]4)(]7)(5o).

KULKARNI e col.(37) apresentaram marcagao de hepari

na com 9ngc com a finalidade de mapeamento do coragao e ar-




-23-~

terias, dando pouca atencao a problemas cinéticos. Justamen-
. . 99m . .-

te por causa da meia-vida curta do Tc, esse radioisotopo

nao e recomendado para estudos cineticos de uma droga com as

caracteristicas da heparina.

Grande parte dos traba]hos publicados que se ocupa-
ram de cinetica da heparina, fazem dosagens da droga por meio
de provas biologicas de coagulagao sangu?nea(ig)(zo)(ZI)(48)
(52); os valores obtidos, ou seja, a curva de decaimento plas
matico monoexponencial com um so valor de T/2, e o Volume de
Distribuigao Aparente deduzido, dizem respeito somente a fun-
¢ao anticoagulante da heparina.

(67) em que

A literatura registra ainda um trabalho
a heparina e dosada em plasma humano com metodos quimicos; a
curva de decaimento plasmatico tracada e bi-exponencial e e
calculado o Volume de Distribuigao Aparente.

5]Cr para marcacao de heparina foi de-

0 emprego do
senvolvido por VARGA e co].(sg) resultando em um produto es-
tavel, sem perda'da poténcia biologica, atividade anticoagu -
lante e propriedades fisico-quimicas de metacromasia. As van
tagens do 5]Cr como tragador jsotopico para estudos cineticos

de heparina residem nas seguintes caracteristicas:

a) emissao gama monoenergetica de 0,320 meV, de facil de-
teccdo com elevada eficiencia, 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 eliminacgaoor

ganica obedece a um critério de lenta metabolizagao.
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Alem do que foi exposto, o 5]Cr e produzido rotinei

ramente no "Instituto de Pesquisas Energeticas e Nucleared de
sao Paulo.

Em nossos trabalhos experimentais procuramos cole-
tar dados com a finalidade de escolha de um modelo cinetico
compativel. No inicio planejou-se a administracao do produto
marcado no compartimento plasmatico e medidas de  decréscimo
de atividade no compartimento de entrada, o plasma. Depois,a
captagao de radioatividade pelos diferentes drgdaos do animal
e finalmente o decrescimo da atividade corporea em funcao do
tempo, complementada pela avaliagao da radioatividade elimina

da nas excregoes urinarias e fecais.

0s procedimentos experimentais nos permitiram a
apreciagao de dados cineticos, a saber: Curva de decaimen-
to plasmatico, Volume de Distrib#uicao Aparente, Coeficiente
de Depuracao Renal, Fluxo Renal (Clearance), Meia-vida Biolo
gica, Taxa de Renovagao (Turnover rate), Tempo Medio de Perma

nencia ou Tempo de Renovagao e Analise Compartimental.

5]

II1.2 - Planejamento quanto a deteccao da radiagdo do ~ Cr

Alem das medidas efetuadas em detectores usuais pa-
ra amostras de sangue, plasma e orgdos, teriamos que plane-
Jar aquelas da atividade corporea residual. Esta precisaria
ser medida de forma independente de sua distribuig¢dao no cor-
Po inteiro do animal e em animais vivos. Fez-se necessario en

tao recorrer a um sistema de medidas com as caracteristicas dos -
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conhecidos contadores de corpo inteiro, desenvolvidos ja ha
algum tempo, destinados a estudar contaminagoes radioativas aci
dentais, absorgao de alimentos, farmacos, micronutrientes e

finalmente para estudos cinéticos(zz)(40)(42)(43)(55).

Nosso plano experimenta] nao se enquadrou no estabe
lecimento da natureza quimica da atividade registrada, seja
nos orgaos, tecidos, corpo inteiro ou excretas, nas diferen -
tes fases de contagens. A literatura nos aponta apenas dessuli
(50)

tagcdao comprovada da molecula apos entrada no compartimen-

to plasmatico e eliminacao tambem de heparina integra na uri-
nal14),

I11.3 - Escolha do animal para os experimentos

0 rato foi escolhido por causa da facilidade de ob-
tencao e manuseio. O nuUmero minimo de seis ratos foi estabe-
lecido em cada prova, porque amostras dessa magnitude sao su-

ficientes para um tratamento estatistico satisfatorio.

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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CAPITULO IV

MATERIAIS E METODOS

IV.1 - Reagentes e solugoes empregados

- Sal sodico de Heparina “Sigma“, Estados Unidos. Extrai-
da da mucosa intestinal de suinos. Atividade biologica
158,1 U/mg. '

- Sal sodico de Heparina "Fluka", Suiga. Extraida de mem
bros anteriores de suinos. Atividade biologica 140 U/mg.

51 51

- “'Cr: solugdo de “'CrCl;. Produgdo: Instituto de Pes-
quisas Energeticas e Nucleares. Atividade especifica:
22 a 28 mCi/mg de Cr.

- Sy solugdo de 5]CrCl3. “Union Carbide", Estados Uni

dos. Atividade especifica 50 a 109,3 mCi/mg de Cr.

- Sal sodico do acido-Etileno Diamintetracetico (E.D.T.A.),
p.a., Qeel, Brasil.

- Rlcool Etilico absoluto, p.a., E.Merck, A.G., Alemanha.
- Sephadex G-50, fino, Pharmacia, Uppsala, Suécia.

- Cloreto de Cromio 111, p.a., J.T.Baker, Estados Unidos.
- Cloreto de Sodio p.a., J.T.Baker, Estados Unidos.

- Hid;Exido de Sodio 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.

Solugao anticoagulante de oxa]atos(28) consistindo 'nu-
ma mistura de Oxalato de amonio, p.a., J.T.Baker, Esta-
~dos Unidos; Oxalato de Potassio p.a., J.T. Baker, Esta

dos Unidos.
Eter etilico p.a., E.Merck, Alemanha.

Papel cromatogrifico "Whatman n? 3MM", W.R. Balston ,
Inglaterra.

1v.2 - Material biologico

Animal utilizado: "Rattus norvegicus albinus", 1li-

nhagem Wistar, machos, pesando 280g Y 46 g; femeas pesando

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

tos, ragao comercial e agua "ad libitum".

IV.3 - Equipamentos

Cintilador de pogo com cristal de Nal(T1) de 3 polega -
das, Nuclear Chicago, Estados Unidos.

Curiometro “"Mediac", Nuclear Chicago, modelo 6362, Esta
dos Unidos. -

Centrifuga "Sorval" GLC-1, Estados Unidos.

Contador de Corpo Inteiro: adaptagao para animal de pe
queno porte, do Renograma, Nucleopan 4K Siemens, Aktien
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gesellschaft, Alemanha. Detectores de cristal de
NaI(T1), medindo 2x2 polegadas. Colimadores utilizados:

a) um colimador de abertura elitica cujos diametros sdo:
13.8x12,2 cm;

b) um colimador de abertura circular de 13,8 cm de dia-
metro. A distancia do cristal a abertura de cada co

limador e de 15,7 cm.

- Gaiola Metabolica: 1idealizada por Zucas e co].(68) que
facilita o controle rigoroso das urinas e fezes elimina
das, apresentando um indice de confianga de 97%.

IV.4 - Tecnica de marcacao e purificacao de heparina com

5'|cr

A marcacao da heparina com 5]Cr baseou-se nos traba

‘Thos de VARGA e col.(sg) utilizando a capacidade do atomo de

cromio em formar complexo estavel com a heparina.

Colocafam-se em balao de 50 ml, 9 mg de heparina em
solugao de 5]CrC13 (volume cerca de 1 ml) com 2 mCi de ativi-
dade e atividades especificas variando de 22 a 109,3 mCi/mg de
Cr. Juntaram-se 5 ml de alcool absoluto e a mistura foi re-
fluxada em banho-maria a 80°C durante 30 minutos. Ro ~ fim
desse tempo o balao foi desconectado, retirado do banho e adap
tado a um tubo de vidro pbr onde circulou um jato de ar ate a
completa evaporagao do alcool, operagao que durou 15 minutos,
aproximadamente. Adicionaram-se 4 ml de agua destilada, 3 ml

de solugdo de E.D.T.A., 0,02M e aqueceu-se novamente ém ba-

nho-maria a 50°C. 0 pH foi elevado a valor 7 com soiuqio de
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NaOH 1N.

Apos a marcagao da heparina com 5]l':r-, a remogao do

5]Cr ndo complexado ao mucopolissacarideo foi efetuada por per
colacao da solugdo em uma coluna de vidro com as dimensdes de
44 cm de altura por 1,3cm de diametro, contendo Sephadex G-50
fino. 0 gel de Sephadex foi previamente equilibrado com agua
destilada e a eluigao da mistura percolada foi igualmente fei

ta com agua destilada.

Trinta amostras de 2 ml foram coletadas em tubos de

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

De cada tubo foi retirada uma aliquota e levada ao

cintilometro de po¢o com cristal de NalI(T1), Nuclear Chicago.

IV.5 - Controle de pureza da heparina -5]Cr

As amostras com contagens expressivas, contendo. he-
parina marcada com 5]Cr, foram selecionadas para controles
radioquimicos, com a finalidade de se determinar o teor de

5 . . . q - . . 4= s
]Cr lTivre e posterior utilizacao em ensaios biologicos.

Para o controle radioquimico usou-se a tecnica de
cromatografia ascendente em papel cromatografico Whatman n03 MM
e como solvente empregou-se a mistura alcool-agua (60:40%59).
Cada fita de papel de 21x2 cm foi semeada com a solugao elui-
da correspondente ao pico heﬁarina -5]Cr adicionando-se solu-
¢ao de EDTA-Cr como carregador. Este foi preparado misturan-

do-se partes iguais de solugao de EDTA 0,02 e solugac de
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CrC13 0,02M; a mistura foi deixada em banho-maria a 50° por

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

Apos a corrida do solvente, as fitas foram revela -

das para se conhecer a ‘posigao da heparina-SICr e a posigao

do EDTASLr,

A localizagao da heparina foi feita com solugao ace
tonica de azul de toluidina(zs); a posigao de EDTA-Cr pode
ser vista sem revelador, pois a coloracao violeta caracteris-

tica desse produto possibilita sua vizualizagao.

A contagem de.toda a extensao da fita foi feita
apos dividi-la em pedacos de 1 cm. O grafico tragado apos a
contagem de cada divisao da fita, revelou a presenca de dois
picos de maior contagem, coincidindo o primeiro com a locali-
zagao da heparina revelada pelo azul de toluidina, e o segun-

do coincidindo com a cor apresentada pelo EDTA-Cr.

51

IV.6 - Preparacao da solugao de heparina marcada com Cr

para ser injetada nos animais.

A serie de amostras de heparina"SICr eluidas e ana-
lisadas cromatograficamente foram selecionadas para serem in-
jetadas. Utilizaram-se apenas amostras contendo no ma ximo

1% de 51Cr nao combinado a heparina.

Estas amostras foram reunidas, medidas em Curiome -
tro para avaliacao da atividade em milicuries e a solugao re-

sultante foi tornada fisiologica com adigao de NaCl.

P .
P L




Colocou-se em seguida heparina nao marcada para per
fazer o total de atividade biologica a ser injetada: 94 U/ra-
to nas injecoes endovenosas e 110 U/rato nas injegoes intrape

ritoneais.

IV.7 - Niveis plasmaticos e distribuicao biologica

51

IV.7.1 - Injecao endovenosa de heparina-"'Cr

Destinaram-se 16 grupos de 6 ratos machos para os
experimentos de dosagem de niveis plasmaticos e captacgao de
heparina marcada com 5]Cr pelos orgaos e tecidos. Primeira -
mente, os animais foram pesados e anestesiados com eter em mas
cara aberta; 0,25 ml de solucao de heparina marcada com 5]Cr
(10 uCi - 15 uCi)com atividade de 0,11 a 0,16 uCi / Unidade ,
foi injetada na arteria dorsal do penis de cada rato. Colhe-
ram-se amostras de sangue, por puncgao cardiaca, nos seguintes
tempos apds injegao 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 con
tendo 0,2 ml1 de solucao de oxalatos(za) previamente evapora -
da; 1 ml do sangue oxalatado foi introduzido em tubo especifi
co para avaliac3o do respectivo hematdcrito e posterior ava-

liacao do volume plasmatico de cada rato.

Um volume exatamente medido do sangue oxalatado foi
tevado ao contador de cristal de NaI(T1) para medida de radio

atividade; em seguida foi centrifugado a 2000 rotacdes por mi
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nuto para separar o plasma. Este por sua vez foi também leva

go ao contador para medida de radioatividade, sendo anotado
seu exato volume.

Terminada a coleta de sangue, os animais foram sa-
cr%ficados para retirada dos seguintes orgaos: figado, cora-
¢do, rins, estomago, pulmoes, bago, parte do intestino gros-
so, parte do intestino delgado, pancreas e uma porcao do mus-
culo das patas trazeiras. Os orgaos apos a extragio, foram 1a
vados, esvaziaram-se os conteudos gastrico e intestinal e fi-
nalmente foram secos em papel de fi]trd. pesados e medidas as
stividades em tubos de plastico nos contadores de cristal de
NaI(T1). As contagens de sangue, plasma, O0rgaos e tecidos
foram acompanhadas de um padrao constando da mesma dose inje-

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

gens do padrao e amostras.

As atividades dos orgaos foram medidas nos - tempos

acima citados e ainda apos 48 e 168 horas.

51

IV.7.2 - Injecao intraperitoneal de heparina- Cr

Nove grupos de seis ratos femeas foram utilizados
Para dosagem de niveis plasmaticos e captagao de radioativida
de nos orgdos e tecidos, apdos injecao intraperitoneal de hepa

51

rina marcadd com * Cr. Da mesma forma que para inje¢cao endo-

venosa, os ratos foram primeiramente pesados, mas nao foram

anestesiados para a injegao, tendo sido contidos manualmente.
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A solugao de heparina-SICr com atividade especifica
de 0,09 a 0,14 uCi por Unidade, foi injetada intraperitoneal
mente em cada animal, num volume de 0,5 ml e atividade de 10
alb uCi/r?to.

Apos injegao intraperitoneal, os anfmais foram anes
tesiados com eter em mascara aberta para coleta de sangue nos
tempos determinados, sendo essa coleta feita por pungao car-
diaca. O0s tempos decorridos entre a injecao e .a coleta de
sangue, 0rgaos e tecidos foram: 15 e 30 minutos; 1-2-4-6 e
- 24 horas. 0 sangue (cerca de 2 m1) colhido, foi igualmente
oxalatado e parte colocado em tubo proprio para medida do he-
matocrito. A amostra de sangue de volume exatamente avalia -
do, foi levada ao cihti]ador de pogo com cristal de Nal(T1) pa
ra medida de radioatividade e em seguida cenfrifugado da mes-
ma forma como feito anteriormente para separagao do plasma. Este
tambem foi contado para medida de radioatividade e anotado exa
tamente seu volume.

O0s orgaos foram igualmente retirados para avaliacgao
das medidas de radioatividade, tendo sido tratados como no ca
so de injecao endovenosa. Utilizou-se um padrao de contagem
nos mesmos moldes ja descritos em IV.7.1.

0s orgaos e tecidos ainda foram retirados para con-
tagem apos decorridas 48 e 120 horas da injeg¢ao por via intra

peritoneal.
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1v.8 - Medidas de volume sanguineo e plasmatico

A volemia de cada rato foi determinada aplicando-se

s seguinte formula:

Volemia = Peso do animal x 0,0528

A formula assinalada bem como o fator a ser multi -
plicado ao peso de cada animal estao coritidos em obra especia
1izada (1) que abrange dados hematologicos sobre ratos.

0 volume plasmatico foi calculado pela seguinte for

nula(so):

Volemia(ml) x (100 - hematocrito real)
100

Volume plasmatico =

Hematocrito real = Hematocrito 1ido no tubo x 0,91 x 0,96 (GOX

IV.9 - Medidas de corpo inteiro

Sete ratos machos foram injetados endovenosamente ,
conforme descrito em IV.7, com 0,6 ml de solugao de hepari -

51

na-""Cr com atividade espec?fjca de 0,11 a 0,16 uCi / Unidade,

perfazendo uma quantidade total de 73 Unidades por rato.

Cada rato foi mantido, individualmente, em gaiola me

tabolica durante um per?odo de até 432 horas apos a injegdo .
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cada rato apos a injecgao era imediatamente levado ao contador
de corpo inteiro para se ter um padrao de contagem igual a
1005 da atividade injetada. O0s animais continuavam a ser con
tados a cada 24 horas. .Os dois detectores registravam separa
damente a serie de contagens efetuadas, permitindo a obtengdo

de duas series de medidas de radioatividade, independentemen-

te.

Os colimadores, munidos de sistema de movimentacgao
multidirecional, foram colocados bem junto as paredes da gaio
la e sempre no mesmo local. Atraves das grades da gaiola fo-
ram introduzidas placas de papelao, de forma a limitarem a po
sicao do animal bem em frente aos detectores sem molestar em

tempo algum, os ratos que estavam sendo contados.

Apos terem sido feitas as medidas de radioatividade
dos animais, contava-se tambem um padrao, que consistia em ;
um frasco de vidro, de volume e forma aproximada ao de um ra-
to de 280 6, preenchido com agua e contendo a mesma dose inje
tada. As contagens desse padrao eram feitas em diversas posi
¢oes p.ra simular os locais que os ratos ocupavam eventualmen
te ao se movimentarem nas gaiolas. Esse padrao tambem repre-

sentava 100% da atividade injetada.

IV.10 - Coleta das fezes e urinas. Medidas de 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 pogo com cristal
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de NalI(T1) para medidas de radioatividade.

As fezes eram secas em estufa a 40°C, moidas em gral
e pesadas, introduzidas nos tubos de plastico para contagens

e levadas ao cintilador para medidas de radioatividade.

0 padrdao 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 calculos

matematicos

IV.11.1 - "Statistical Analysis System SAS-76"(%)

Em computador IBM/370-155 foi utilizado o programa

"~ SAS-76 para os calculos estatisticos relativos aos dados expe

rimentais obtidos quanto a distribuigao biologica de hepari-

na-SICr em ratos.

A curva de decaimento plasmatico da heparina-skr in
jetada por via endovenosa foi ajustada pelo emprego do metodo
iterativo Gauss-Newton de minimos quadrados nao linear, dispo
nivel no programa SAS-76. E apresentado ainda um quadro de
analise de variancia aplicado aos parametros de um modelo nao
linear.

0 calculo da Meia-vida biologica da heparina marca-
5]Cr a partir da equagéo apresentada em 11.6, teve seu

ajuste numerico obtido pelo General Linear Model - GLM dispo-

nivel no programa SAS-76. Foi feita a analise da variancia

* v SR
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empregando-se o teste F (Fischer) e a estimativa dos parame -

tros em que foi aplicado o teste ﬂﬂStudent).

ll
IV.11.2 - "Simulation Analysis and Modeling. Codi

o

go SAAM 25(6)

0 programa foi desenvolvido por BERMAN e WEISS’ e
foi empregado para a determinagao do valor numérico dos coefi

cientes de transferencia a partir do conhecimento da evolugao

. da substancia marcada, a heparina-S]Cr, em determinados pon-

tos do sistema biologico, considerando o modelo compartimen -

tal escolhido.
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CAPTITULO v

QESULTADOS

v.1 - Marcagao e purificagao de heparina com ey

As marcagoes de heparina com 5]Cr‘, seguindo-se o me
todo descrito por VARGA e c01.(59) foram'satisfatarias, com
rendimentos em torno de 70%, o que foi confirmado por anali -

ses cromatograficas antes da purificagao.

A purificacao da heparina—SICr em colunas de Sepha-
dex G-50 fino, e representada pela curva de eluigao, na Figu-
ra 2, onde se nota a presenca de dois picos de radioatividade:
© primeiro, com niveis de atividade mais altos, refere-se a
51 51

heparina- Cr sob forma de

EDTA-> .

Cr e o outro pico corresponde ao

V.2 - Distribuigdao biologica de heparina-SICr, apos inje-

cao endovenosa e intraperitoneal.

A distribuigao biologica, correspondente a captagao

Por orgaos totais e por grama de Orgaos e tecidos, de hepari

na 5]Cr' esta apresentada nas Tabelas 1, 2, 3 e 4 em que sao
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discriminadas as distribuigoes apos injecao endovenosa e in-

traperitoneal.

51

V.3 - Niveis sanguineos e plasmaticos de heparina-" Cr

apos injecao endovenosa e intraperitoneal

A radioatividade no sangue e plasma, conforme esta
apresentada nas Tabelas 5 a 8, apos inquEo endovenosa e in-
traperitoneal de heparina-SICr, @ dada em porcentagem por mi-
lilitro, tendo como referencia o padrao (item IV.7.1) que &€
contado simultaneamente. Para o calculo da radioatividade no
sangue total determinou-se a volemia de cada.animal e, para o
calculo da porcentagem de radioatividade no plasma total uti-

lizou-se o volume plasmatico de cada rato.

V.4 - Curva de decaimento plasmatico da heparina-SICr in-

jetada via endovenosa

0s dados obtidos em porcentagens de radioatividade
no plasma, nos tempos fixados apos a injecao endovenosa de he
parina marcada com 5]Cr, ajustados pelo programa citado em
IV.11.1 foram esquematizados em um grafico e a curva da Figu
ra 3, corresponde a soma de duas exponenciais cuja formula po

de ser assim representada:

P(t) = Aje 1t 4 neP2t (s)
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. TABELA 1 - Porcentagem de Radioatividade nos Orglos totats de ratos Wistar: injegZo endovenosa de heparina-s‘Cr

Tenpos{h) figado Coragio PylmGes Bago Rins Pancreas Estomago
0,05 20,552,622 019%005 0582000 0,79%0,3% 1,722 0,79 o0,04%0,05 0,18 20,05
0,08 a7,65t6,36 o0,05%0,08 0,48%00 1,20%0,2 177032 0a3to02 0,27 20,05
0,16 64,77t 6,00 0.06%0,00 o0.39%0n1 1,20%0,23 0,58%0,08 0,05%0,92 0,11 %008
0,33 66,66 2 9,88 0,05 % 0,00 0.32%0,00 1,7%0,08  o0.,43%0,05 o0,00%000 0,08%0,0
0,20 73.84t753 o08%000 o0,22%004 0,.86%0,20 0,3 t0.01 0.0225x103 0,00%0,00
0,66 ga,53%6,38 0,03t ax10 0,240%005 1.24%00 0,29%0,00 0.03% 0,00 0,08%0,00
0,83 82,47 6,06 0,02t ax10°Y 0,36 %014 o0.82%03¢ 0,20%0,02 0,00 £1x1030,03%2x10%
1,0 69,54t 9,47 0,036 x10°3" 0,20 0,06 1.08%0,88 0,27%0,05 0.02% 4 x10¥ 0,00 ¢ 0,00
1,50 s8,27%4,09 o0,05%0,001 0,27%0,05 2,23%0,21 0852006 0,06 20,02 0,090%0,0
2,00 60,65*6,00 o0,06%0,00 0,38 %0,09 2,20%0.3 1,08 2007 0,06 20,00 0,8%0,10
3,00 60,53 6,43 o006 0,m o0,38%t0,8 200%04 092%Y0.6 o0.08%0,00 0,0%0,03
6,00 65,45 1 6,08 0,07 2 0,00 0.25 0,07 2,24 o0, 192008 o008t0,02 0,092%0,02
17,00 59,432 6,80 005%5x107" 0202005 2,35%03 0.88t0,09 o002%005 o0 %002
) 24,00 58,49t 3,57 o0,05%0,00 o0,09%006 1,32%0,24 1,26%0,08 c02to,02 0,2%0,0
48,00 68,732 6,19 0,032 3x107% o0.21200¢ 1.36%006 o0,74%tn08 0,07%0,00 0,06%0,00
168,00 86,19 8,94 0,0223x10% 0082007 202%03 omiton o0,07%003 0,03%3x10

L) - -
Os dados spresentados nesss forma visam dar malor precisdo nos resultados numéricos
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TABELA 2 - Porcentagem de Radioati§1dade por g de orgaos e tecidos de ratos Wistar: injegao
endovenosa de heparina Cr.
Tempoth) Flgaco Coragio Pulndes Bago Ring Intestino grosso Instestino delgado P@ncqeu £s2omago Yisculo
0,05 11,2200 0,21 £ 0,08 0.35 * 0,07 1202 0.3% 1,03 2 0.2 " 0,08 % 0,0 o.n ¢ 0,05 0,15 % 0,05 0.2 £ 0,09 0,18 ¢ 0,12
0,08 4,72%0.9 0,7 L 0,12 0.0 £ 0,10 1,55 % 0,56 wmton 0,70 ¢ 0,03 0,35 ¢ 0,03 0,16 ¢ 0,08 0,16 ¢ 0,0¢ 0.05 ¢ 0,02
' 0,16 6.5 L 0,69 0,08 ¢ 0.01 0,21 % 0,07 1782 0,35 0.3 20,03 0,03 2 0,01 0,05 £ 0,0 0,06 ¢ 0,02 0,07 ¥ 0,00 001 %1103
C em 2,04 £ 1.6) 0.05 ¢ 0,01 0.22 % 0.% 1.6 % 0,33 0.25 £ 055 0,03 ¢ 0,00 0,08 ¢ 0,00 0,05 £ 0,00 0,0¢ £ 0,01 0,00 £ 3.210°%"
" o0 9,08 21,25 0.05 ¢ 0,02 0,17 % 0,02 0.7 0,18 0.2 £ 0,03 0,024 x10" 0,04 £ 0,00 00325210  0,03t5x10% sx103t2x0
0.66 40,98% 0,59 0.04 £ 0,00 0.20 * 0,02 1,9¢ 2 0,59 0,20 % 0,03 ) 00222110 0,04 ¢ 9,01 0,0¢ ¢ 0,01 0032000 5210t 3.0
0.0 8,65 % 092 0,03 2 0,01 0.27 2o 103 % 0,89 RFRERT " oaotisie?® 00226210 0,0225x107"  0.02%2x10% sx1w03t2.100
Lo 7.0 2,0 .04 £ 0,00 0,15 £ 0,05 1,60 2 0,69 0,18 % 0.03 0,02 20,01 . 0,04 £ 0,00 0.03t000  o0,03%tex107% 0,01 2 0,00
1,50 5.5 L 1.0 6.07 £ 0,02 o e tom 2.3 o2 * 02620, 0,02 ¢ 0,01 0,10 ¢ g,00 0.08%0,03 " 0,05 2 4 210" 0,00 o0
2,00 6,18 ¢ 0,60 0,07 £ 0,00 0,2 * 0,04 3,07 L 0,8 0.57 ¢ 0,08 0,08 £ 0,04 0,10 2 0,01 0,10 ¢ 0,02 o tons - 00 taxi0?
' 3,00 (REBR 0,68 ¢ 0,03 0.8%¢ 0,03 2.8 % 0,57 0,56 ¢ 012 006 to02 o oae to,08 0,11 20,05 0,08% 0,04 0.00 26 x 1073
' 6,00 8,68 21,70 0.9 £ 0,02 0.18 ¢ 0.07 3,9 20,98 on e 0,07 £ 0,02 0,12 ¢ 0,02 0,12 ¢ 0,05 0,07 ¥ 0,02 0,025 010"
17,00 8,49 21,2 0,05 £ 0,00 0,13 2 0.0 3,03t 0,93 T 0445 0,08 ‘ 0,06 £ 0,00 0,12 2 0,02 0,1¢ 2 0,05 0.07 20,02 0,00t 6 x 107
2,00 M 20,8 0,08 & 0,02 0,16 ¢ 0.06 1.69 ¢ 0,26 0,55 £ 0,27 - o.M %o,02 o,n 20,00 0,14 2 0,00 0,08 20,00 0.00 L6 x 10
48,00 5,32 2 0,82 0,02 ¢ 0,00 o4 toon’ 1.67 % 050 0,33 ¢ 0,00 0,03t 4x103" o0 t3410" 0,09 ¢ 0,02 0.03%5x10%  omt2x10"
168,00 8952158 0,032 ax10"Y 032 ¢ 0,08 2,62 ¢ 0,52 0,2¢ ¢ 0.07 0,02 0.0 0,06 £ 0,02 0,09 ¢ 0,03 00212107 o001 2ex107¥

_sv.-
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TABELA 3 - Porcentagem de Radioatividade nos orgdos totais de ratos Wistar: injegao intraperitoneal de heparina 5]Cr

B

T?ﬁ§°5 ~ Figado Coragdo Pulmoes Baco Rins Pancreas Estomago
0,25 0,6%0,06 0,02%t0,03 0,02%ax10%  o0,01t0,00 0,4%0,08 0,0 t5x10% o0,02200
0,50 050%0,00 0,03%ax10% 0,08 % 0,01 0,03%5x 107" 0,37%0,06 0,02%5x10% 0,02%0,0
1,00 4,90 %3,24 0,11%0,04 0,33 ¥ 0,11 0,40 £ 0,21 1,16 - 0,33 4,88 £ 2,56 0,49 % 0,29
2,00 16,29 ¥ 4,54 0,17 ¥ 0,03 0,3 % 0,20 1,05 ¥ 0,17 0,96 * 0,28 6,80 ¥ 2,92 0,65 * 0,19
4,00 19,8 3,67 0,08tax10%  o0,20%0,15 1,39 £ 0,66 1,020,118 4,87 11,57 0,83 = 0,17
6,00 4,82%5,09  0,03%0,02 0,08 ¥ 0,07 0.8%o0,m  0,3t04 0,03to,0  0,08%s5x10%
24,00 4,7%f0,57 0,03%0,m 0,09 ¥ 0,01 0,27t 0,03 0,87%t0,26 0,18 ¥ 0,20 0,08 * 0,01
48,00 2,05%0,23 0,00 ¥3x10 0,05 % 0,04 011 t0,02 0,39%002 0,03%o0,0  0,03%ts5x10%
120,00 2002031 0,00%5x10°% 0,00 0,01 0,1t 0,02 0,49 %00 0,0 %00 0,03%ax10

*0s dados apresentados nessa

forma visam dar maior precisdao nos resultados numericos
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TABELA 4 - Porcentagem de Radioatividade por g de Orgiaos e tecidos de ratos Nistah:

:

g
i
H
{
i
H
.

f

jnjecdo intraperito-
. ] : :
neal de heparina Cr '
Teapos (h) Flgado Coragao Pulmoes Bago ‘ Rins Instestino Grosso  1nstestino Delgado Pﬁncr_'ns Estomago Misculo
0.25 0,02 £ 0,01 00123210 o0 tsx10" 0,02%0,00 0,09 %0,03 0,01 £ 0,00 0,01 ¢ 0,01 0,00 £ 7 x 10 0,01 £ 0,00 0,01 %4 5107 ;
-J& M
0.50 0,07 £ 0,00 0,03 £ 0,00 0,04 £ 0,01 0032009 | 0,20 %009 0,03 % 4 x 1073 0,03 % 0,00 0,02 0,00 0,03 % 0,00 0,060,001 i
1,00 0,77 £ 0,56 0,4 £ 0,05 0,20 ¢ 0,08 oe9tow o7t 0,21 £ a,10 0.17 0,09 5,80 21,0 0,32t 0,8 oa8toz
2,00 2.43%0,78 0,16 £ 0,04 0,30 0,14 2,12t 0,22 0,69 £0,19° 0,25 % 0,05 0,22 ¢ 0,06 .8,86 ¥ 4,70 0,52 ¥ 0,12 0,09 ¢ 0,04 ‘
4,00 2,88 £ 0,67 0.13 ¢ 0,02 0,33 20,27 197 to49 0,69 20,8 0.19 % 0,03 0,22 £ 0,03 5,95 £ 1,50 0,53 £ 0,13 0,035 %103’
6.00 0.67 £ 0,7 0,04 £ 0,02 0.05 ¢ 0,05 0a2to0,02  0.2¢ 20,08 0,05 * 0,05 o1 * oM 0,04 £ 0,00 0.03t3x107%  opetoor
-3¢ - :
24,00 0.51 ¢ 0,04 0,0t £ 0,00 0,06 ¢ 0,0 0,32 t0,03  0.60%0,22 0,08 ¢ 6 x 1073 0,06 £ 5 x 10 0,19 ¥ 0,20 0,05 ¢ 5 x 107" 008006 !
48,00 0.3 % 0,05 0.02 %510 0,03 ¢ 0,03 o9 0,06 0,2 %0,03 0,03 %2 x10% 0,03 ¢ 0,00 0,05 ¢ 0,02 0,025 51073 008taoz
3% R !
120,00 0,26 £ 0,03 0,07 £ 0,12 0,03 0,00 o4 to0r 0,330,086 0,02%t4x10 0,00%s5 10 0,04 £ 0,00 0,02 ¢ 0,00 003001 !
i
]
Y
(8]
1
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TABELA 5 - Porcentagem de Radioatividade no sangue de
Wistar: injecao endovenosa de heparina-SICr.
Tempo (h). Porcentagem/ml
0,05 1,60 ¥ 0,33
0,08 1,71 ¥ 0,33
0,16 0,66 I 0,07
0,33 0,44 % 0,06
0,50 0,24 I 0,05
0,66 0,21 % 0,02
0,83 0,11 ¥ 0,02
1,00 0,18 I 0,05
1,50 0,22 ¥ 0,05
2,00 0,21 ¥ 0,03
3,00 0,15 * 0,05

6,00 0,09 ¥ 0,02
17,00 0,03 ¥ 5,15 x 1073 (*)
24,00 0,06 ¥ 0,01

-46-

ratos

* —
( )Os dados apresentados nessa forma visam dar maior precisao

nos resultados numericos.

TABELA 6 - Porcentagem de Radiocatividade no sangue de

Wistar: injecao intraperitoneal de heparina-

ratos

51

Tempo (h) Porcentagem/ml
0,25 0,06 I 0,04
0,50 0,11 ¥ 0,02
1,00 0,46 ¥ 0,24
2,00 0,92 ¥ 0,46
4,00 0,43 ¥ 0,06
6,00 0,06 ¥ 0,04

24,00 0,07 ¥ 0,02

Cr.
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TABELA 7 - Porcentagem de Radioatividade no plasma de ratos
Wistar: injecao endovenosa de heparina-5]Cr
Tempo (h) Porcentagem/m]
0,05 3,65 % 0,43
0,08 2,87 ¥ 0,45
0,16 1,21 ¥ 6,14
0,33 0,79 ¥ 0,12
0,50 0,82 ¥ 9,08
0,66 0,36 * 0,03
0,83 0,16 % 0,02
1,00 0,25 ¥ 0,07
1,50 0,36 % 0,06
2,00 0,35 % 90,05
3,00 0,22 ¥ 0,07
6,00 0,16 ¥ 0,05
17,00 0,05 ¥ 0,0
24,00 0,10 ¥ o,0
TABELA 8 - Porcentagem de Radioatividade no plasma de ratos

Wistar: injecao intraperitoneal de heparina-SICr

Tempo (h) Porcentagem/m]
0,25 0,11 ¥ 0,06
0,50 0,18 ¥ 0,03
1,00 1,35 ¥ 0,60
2,00 0,83 * 0,55
4,00 1,13 ¥ 0,61
6,00 0,12 ¥ 0,07
24,00 0,13 % 0,04
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V.4.1 - Estimativa dos parametros

0 programa empregado no computador nos permitiu co-
nhecer os valores de A] e A2, (termos exponenciais para t=0 )
e os valores dos coeficientes exponenciais b] e b2; a estat?i
tica descritiva correspondente, apresenta o valor do desvio

padrao e intervalos de confianga:

Intervalo de confianca 95%

- Valor Desvio . . . .
Parametros " ~ -limite limite
estimado Padrao inferior superior

A] 0,39 0,05 0,29 0,49

A2 5,68 0,28 5,12 6,24

b 0,14 0,06 0,01 0,26

b2 11,00 0,78 9,45 12,54

Substituindo~se os valores descritos acima na equa-

¢ao (§) temos:

-0,14t -11,00t

P(t) = 0,39 e + 5,68 e

V.4.2 - Analise da Variancia:

Fonte de Grau de Soma dos . Quadrado
Variagae liberdade quadrados medio
_ Modelo 4 143,07 35,77
Residuo 80 3,10 0,04

Total nao cor
rigido = 84 146,17

Total corrigido 83 95,33
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V.4.3 - Calculo do T/2 de cada exponencial

Com os dados obtidos na equacao (§) podemos calcu-
lar o T/2 de cada exponencial ou seja, o tempo necessério pa-
ra que a porcentagem da radioatividade contida no plasma seja

reduzido a metade.

T/2 .= 1n2/b,
T/2 = 0,693/0,14 = 5,09 horas
T'/2 = 1n2/b,

T'/2 = 0,693/11,00 = 0,06 horas

V.4.4 - Calculo do Volume de Distribuigcao Aparente

Na equagdo (§) fazendo-se t igual a zero obtem-se a

concentragdo no instante inicial P(0) = A, + A,.
P(O) = 0,39 + 5,68 = 6,07% / m1 de plasma.

Se a quantidade injetada correspondeu a 100% da do-

se temos:

-
o
o

= 16,47 m{43)

vd

()]
-
(=)
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V.5 - Calculo do Coeficiente de Depuragao Renal

0 coeficiente medio de depuracao renal, calculado
conforme foi exposto em II.4, a partir dos dados experimentais

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

va plasmatica ajustada (Tabela 9), e representado pela formu-

la:

Coefiente médio de Depuragao Renal k = 0,12 b4 0,02h']

TABELA 9 - Dados da curva plasmStica ajustada pelo programa

SAS-76
Tempo (h) % de radioatividade/ml de plasma .
observado calculado
0,05 3,65 3,48
0,08 2,87 2,52
0,16 1,21 1,14
0,33 0,79 0,38
0,50 0,42 0,27
0,66 0,36 0,26
0,83 0,16 0,25
1,00 0,25 0,25
1,50 0,36 0,24
2,00 0,35 0,23
3,00 0,22 0,21
6,00 0,16 0,17
17,00 0,05 0,07
24,00 0,10 0,04




TABELA 10 - Coeficientesde depuragao renal calculados
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% de dose na excre

coeficiente de de-

; Tempo (h) cao urinaria acumu puragao renal

: ) lada ki(h_])

; 18 3,95 0,08

? 42 4,57 0,08

; 66 5,04 0,09

! 90 5,39 0,10

| 162 6,06 0,11

% 186 6,33 0,11

x 210 6,64 0,12

] 234 6,84 0,12

A 258 7,03 0,13

v 330 7,42 6,13

% 354 7,59 0,14

s 378 7,72 0,14

; 402 7,93 0,14
450 8,13 0,15

T RPBEITR TR e XD VIR w8 T BT e e L T T SR IT A,
R N N I R B I TR T M R s A el = L

nal e

Fluxo

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

o Volume de Distribuicao Aparente podemos calcular

Conhecendo-se o Coeficiente Medio de Depuragao Re -

Renal Fr.

Fr
Fr

k x Vd
0,12 h~

1

x 16,50 ml

1,93m1/h

o

,1,' - e
RS I e 4L S

A S0y,
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V.7 - Calculo da Meia-vida bioldgica Thioy./2

Com dados obtidos nas medidas de radioatividade _no
corpo inteiro e excregoes urinarias (Tabelas 11.e 12) calcula-

-se a Meia-vida biologica.

b foi calculada conforme indicado no item I11.8., obten-

do-se:

a) Estimativa dos parametros

- . . . ~ t para HO
Parametro Valor estimado Desvio Padrao parametro= 0 PR>|tJ
) n A 4,55 4 x 1073 1130, 35 0,0001
b 1,45 x 107 1,6 x 1072 9,15 0.0001

b) Analise da Variancia

Fonte de Grau de 1i Soma dos  Quadrado F PR>F
Variagao berdade quadrados medio
modelo 1 0,02856 0,0286 83,78 0,001
residuo |, 81 0,02762 0,0003
total: 82 0,05620
(corrigido)
2

Coeficiente de correlacgao multipla: R 0,508
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Para a Meia-vida biologica teremos:

i 4"
. Toio1-/2 = 0,693/1,45 x 10 h
Toio1./2 = 4779 h -199 dias

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

4 -1

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

V.9 - Calculo do Tempo Medio de Permanencia ou Tempo de

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

Tm 1/b = 171,45 x 10”471

m 6895,5h -~ 287 dias

- V.10 - Modelo Compartimental da heparina-SICr apos injecgao

endovenosa em ratos Wistar

A partir dos dados da amostragem plasmatica, urina-
ria e contagens de corpo inteiro, bem como de orgaos de im-
portancia no metabolismo da heparina, por exemplo o baco e o

figado, pudemos esquematizar um modelo compartimental (Figura

4) que se adequou aos dados bioldgicos e numéricos correlatos.




TABELA 11 - Porcentagem de Radioatividade nas urinas e fezes de ratos Wistar apds injecao
endovenosa de heparina-SICr.

Tempo(h) Urina total Urina/mi Fezes totais Fezes/g
18 3,71 ¥ 1,08 0,58 0,32 0,64 ¥ 0,47 0,27 ¥ 0,28
42 0,54 ¥ 0,15 0,08 ¥ 0,03 0,34 ¥ 0,22 0,70 ¥ 0,09
'66 0,42 ¥ 0,30 . 0,05 ¥ 0,02 0,25 ¥ 0,13 0,05 ¥ 0,03
90 0,27 ¥ 0,13 0,04 ¥ 0,04 0,19 ¥ 0,13 0,03 ¥ 0,02
162 0,55 ¥ 0,15 0,03 £ 0,03 0,31 ¥ 0,12 0,03 £ o,m
186 0,22 ¥ o,Nn 0,03 ¥ 0,02 0,19 ¥ 0,14 0,03 ¥ 0,01
210 0,27 ¥ 0,18 0,03 ¥ 0,02 0,17 ¥ 0,10 0,02 ¥ 0,0
234 0,31 ¥ 0,36 0,06 ¥ 0,09 0,15 ¥ 0,06 0,02 ¥ 0,01
258 0,14 ¥ 0,08 0,05 % 0,08 0,21 ¢ 0,20 0,02 ¥ 0,02
330 0,39 ¥ 0,1 0,02 ¥ 0,01 0,59 % 0,77 0,05 ¥ 0,06
354 0,17 ¥ 0,03 0,03 ¥ 0,01 0,16 ¥ 0,09 0,02 ¥ 0,0
378 0,18 ¥ 0,10 0,03 ¥ 0,02 0,29 ¥ 0,33 0,02 ¥ 0,01
402 0,15 ¥ 0,13 0,03 ¥ 0,03 0,170 ¥ 0,02 0,01 ¥ 5,58x 10°3*
426 0,13 0,11 0,03 % 0,01 0,11 ¥ 0,04 0,00 ¥ 6,26%1073"

* [} L[] Lot
0s dados apresentados nessa forma visam dar maior precisao nos resultados
numericos.

..bg_
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TABELA 12 - Porcentagem de Radioatividade no corpo inteiro de
ratos Wistar apos injecao endovenosa de

hepari -

na
Tempo (h) Porcentagem
24 95,26 I 1,51
48 94,05 * 0,80
72 93,31 ¥ 1,43
168 92,84 ¥ 1,93
192 91,95 ¥ 1,62
216 92,24 ¥ 1,70
240 91,93 ¥ 2,82
264 91,08 ¥ 1,74
336 90,70 ¥ 1,62
360 89,36 ¥ 1,55
384 89,96 % 1,27
408 89,50 ¥ 1,79
432 88,69 ¥ 2,39
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Descricao dos simbolos

3

Elemento Descrigao Simbolos

-
i

fi(t) atividade ou quantidade de subs
' tancia marcada no i-esimo com - (::::)

partimento

1

*

f,(0) valor inicial da atividade @

\
. N ag, .
Ok coeficiente de soma ki

1

-continua-
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-continuagao-
Descricao dos simbolos
glemento Descrigao Simbolos

Qk(t)=°kjfj+“kifi somador: fungao de um ou
mais fi .

kji coeficiente de transferencia

ki coeficiente de proporcionali c _
-l
dade qi(t) = kifi(t) n

compartimento plasmatico

Circulo 1

Circulo 2 e 3 - compartimentos extraplasmaticos

Circulo 5 - heparina contida no bago
Triangulo 1 - dados experimentais da heparina contida no plas
ma, expressos em porcentagem de dose por milili
tro.
a,(t) = k;fy(t) com q; = (% de dose/ml) )
f] = (% de dose)
k, = 0,06067 m1~
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Triangulo 4 - dados experimentais de heparina contida no plas
ma e expressos em porcentagens de dose aplicada
e obtidos pela subtragao entre a curva ajustada
para o corpo inteiro e os dados do plasma e ba-

¢o.
qu(t) = ahZfZ(t) + o,5f5(t)

Triangulo 5 - dados experimentais da heparina contida no baco
e expressos em porcentagem de dose.

q5(t) = ksfs(t) com kS = 1
Com o emprego do codigo SAAM 25 determinamos o va-

lor numerico dos coeficientes de transferencia, tendo sido

escolhido um modelo baseado no conhecimento da evolugao da he

parina-SICr em determinados pontos do sistema bioldgico.
ky, = 0,60 £ 0,10 n”"
kyy = 9,74 ¥ 1,61 07"
kyy = 1,33 0,20 07!
kg; = 0,11 ¥ 0,01 47"
kys = 0,10 ¥ 0,030

Na Tabela 13 representamos a porcentagem de radioa-
tividade nos compartimentos 1; 4 e 5 nos tempos em que se me-
diu o decrescimo da atividade de heparina-SICr no plasma, até

24 horas.
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TABELA 13 - Analise compattiméntal - Programa SAAM 25

legenda: ¢ - calculado; 0 - observado

Porcentagem de Radioatividade

Tempo (h) -
Compartimento 1 Compartimento 4 Compartimento 5 W
N¢ - 3,48 ¢ - 45,39 ¢ - 0,43 ]
0,05 0o - 3,65 o - 68,06 o -20,79 i
c - 2,52 c - 62,19 ¢ - 0,59 &
0,08 o - 2,87 o - 79,35 o - 1,19 2
c - 1,14 ¢ - 86,29 c - 0,84 5
0,16 o - 1,21 o - 89,08 o - 1,20 4
c - 0,38 c - 99,38 c - 1,02 1
0,33 o - 0,79 o - 91,11 o - 1,17 5
¢ -0,27 "% ¢ -100,96 c-1,10 ¢
0,50 0 = 0,42 o - 95,47 o - 0,84 {
,‘é.
c - 0,26 ¢ -101,00 c - 1,16 g
0,66 o - 0,36 0 - 95,71 o - 1,24 3
¢ - 0,25 ¢ -100,85 c -1,22 :
0,83 o - 0,16 o - 97,55 o - 0,82 :
c - 0,25 ¢ -100,67 c - 1,28
1,00 o - 0,25 o - 96,74 o - 1,04
c - 0,24 c -100,16 c - 1,44
1,50 o - 0,36 o - 94,23 o - 2,23
c - 0,23 c - 99,67 c - 1,58
2,00 o - 0,35 o - 94,56 o - 2,20
c - 0,21 c - 98,79 c - 1,82
3,00 o - 0,22 o - 95,70 o - 2,09
c - 0,17 c - 96,70 c - 2,24
6,00 o -0,16 o - 95,86 o - 2,24
c - 0,07 c - 93,36 c - 2,00
17,00 o - 0,05 o - %5,00 o - 2,35
c - 0,04 ¢ -92,80 c - 1,46
24,00 o - 0,10 o - 95,01 o - 1,31
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CAPITULO VI

DISCUSSAOD

51 5

A marcagao de heparina com Cr na forma de ]CrC]

3
foi procedida em meio alcoolico, no qual ambos os produtos sao

pouco soluveis, com a finalidade de manter a integridade da

molecula marcada. Em solu¢ao aquosa, haveria a probabilidade
de degradagao da heparina, uma vez que a marcagao e feita em
pH dcido e temperatura de 80°C, condicbes que favorecem a per

da de grupos su]fatos(lo).

VARGA e co].(sg) admitem a possibilidade de comple-
xacao do cromio com a heparina devido aos grupos -OH do muco-

polissacarideo.

A percolagao do produto marcado por coluna de Sepha
dex G-50 fino (peneifa molecular), apresentou uma boa separa-
cao, eliminando a presenca de possiveis degradagoes de cadeia
.polissacaridea sob forma de subprodutos de cadeia menor, alem
de retirar satisfatoriamente o cromio nao complexado a molecu
la de heparina. A necessidade da eliminagao do cromio 1livre
sob forma de EDTA-SICr se prende ao fato dz que o CrCI3 se 1i
ga fortemente ao Sephadex durante a eluigao, o que impossibi-

litaria futuras utilizagoes do material fi]trante‘sg).

VARGA e col. afirmam nao haver diminuigao da poten-

cia anticoagulante nem degradagoes ate quatro semanas apos a

marcacao da heparina, quando o produto € mantido em temperaty

ermmm
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ra ambiente. Para efeito de maior seguranga na utilizagao do
produto marcado, procuramos conservar a heparina-""Cr em gela
deira a 5°C e em pH 7. Em nossos experimentos o tempo maximo
de emprego da heparina-5]Cr foi de 15 dias a partir da data
de preparagao. As provas cromatograficas nesse periodo, nao
apresentaram niveis de degradagdao de forma a tornar o produto
improprio para os ensaios biologicos.

Varias amostras de 5]CrC13 com atividade especifica
de 23 a 109,3 mCi/mgCr foram usadas para as preparagoes de he

51

parina-"'Cr. 0 rendimento de marcacao 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-

das as doses terapeuticas usuais(lg)(ZI); entretanto, outros

pesquisadores usaram doses bem superiores aquelas por nos uti

lizadas(27). Finalmente nenhum animal injetado demonstrou si
nais de intoxicagao ou efeitos indesejaveis com as doses admi
nistradas em nossos experimentos.

A distribuicdo biologica da heparina-5]Cr nos dife-

rentes orgaos e tecidos apresentou o seguinte quadro:

1) Via endovenosa:

0s niveis de heparina observados no sangue e plasma
demonstram que .o plasma & o responsavel pela maior captagao
e transporte do farmaco.

Quanto aos orgaos, aqueles com maior numero de cély

las mastocitarias, mostram captar mais heparina, o que ja foi

o iR SETERTEES

b Mg e Ve e haaen 1ok
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previsto por diversos autores(7)(32)(46)(55).

0 bago e o figado s3o orgaos representativos na cap

tagao de heparina, o segundo contendo maior parte da Jroga
168 horas apos sua introducao no organismo. Esse fato € ex-
plicavel, pois o sangue que sai do bago vai diretamente ao fi
gado e os processos catabolicos que comegam no bago, frequen-

b

temente vao terminar no f?gadog SCHURRER observou que

#0os mastocitos aumentavam de tamanho e numero apds administra
¢ao parenteral de heparina(32); WILSON provou que os macrofa-

gos do bago podem alcangar o figado e 1a permanecerem(ﬁs).

A heparina, passivel de formar associagoes com pro-
teTnas plasmaticas & vista por diversos autores como uma molg
cula de tamanho grande nessa forma associada e aparentando uma

particula coloidal; porisso, as associacoes moleculares des-

sa natureza seriam fagocitadas pelas células do sistema reti-

culo endote]ial(]e)(lg)(ZI).

As tabelas de captagao de heparina-SICr mostram que
.. 05 ¢’ .2rsos drgdos e tecidos tem no principio uma captagao
{i;mais alta que cai gradativamente até os 90 minutos, para come
‘gar a subir lentamente. No comeco, a radioatividade dos or-
?igéos e tecidos estaria acrescfda da heparina plasmatica exis-
’§tente no material contado, caindo quando os niveis plasmati -
cos diminuem e mais adiante sendo armazenadas pelas celulas
~.dos ‘tecidos organicos.

Quanto ao efeito deletério que eventualmente pode - -

}kia causar a radiagao gama do Sty nas células dos orgaos que

5§rmazenam heparina, temos a ressaltar que as células de KUPFER

: os mastdocitos s3ao unidades mais resistentes a radiagao do
(5)(32)

-ue outras do tecido conectivo

et i vt S~
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2) Via intraperitoneal

Apdos a injegcdao de heparina por viz intraperitoneal,
ha naturalmente um perTod6 de absorgao leeal com aumento gra-
dativo de niveis de heparina no sangue e plasma; apos esse pe
riodo (2 horas) ha tendencia normal em ser distribuida pelos

orgaos e tecidos.

Uma observacao a ser feita & a grande porcentagem
de radioatividade captada pelo pancreas dos ratos injetados
via intraperitoneal, quando comparada com a captag¢ao em ratos
injetados por via endovenosa._ Esse fato se explica em termos
de captagdo pelas membranas mesentéricas, ricas em mastdcitos
e que acompanham o pancreas na retirada deste. A vizinhanga
do local de aplicagao da heparina (intraperitoneal) facilita

essa captagao mesentérica(32),

0s niveis de heparina do plasma ate 24 horas apos
injegao endovenosa, e representados pela curva ‘de decaimen-
to plasmatico, dao como resultado a soma de duas exponenciais,
0 que nos permite supor a existencia de dois compartimentos (53):
o plasmatico e extraplasmatico. No inicio, 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 analise da variancia em V.4.2, observamos que a
soma dos quadrados do modelo e a soma dos quadrados do resi-

duo sd3o nitidamente diferentes o que indica ajuste satisfato-

rio da curva representada na Figura 3(]5).

Com os dados da curva de decaimento plasmatico, cal
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culou-se outro parametro farmacocinético de importancia: o Vo
lume de Distribuigao Aparente, cujo valor de 16,50 ml, consi-
derado para a dose de heparina injetada via endovenosa, e su-
perior ao volume plasmatico de um rato normal de 280 g (cer-
ca de 8,5 ml); isso significa que ja no instante zero a hepa-
rina passa para um compartimento extraplasmatico. Esse dado
esta de acordo com os trabalhos de alguns autores que mostram
a habilidade da heparina em atravessar membranas endoteliais

e ganhar acesso ao compartimento extravascu]ar(ls).

Autores afirmam que o T/2 de decaimento plasmatico
para a heparina injetada endovenosamente depende da dose admi
nistrada(ls)(lg)(48). Nos nossos experimentos de determina-
¢cao de niveis plasmaticos de heparina, mantivemos uma dose

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

As medidas de radioatividade observadas nas excre-
¢O0es urinarias e fecais, mostram que nas primeiras 24 horas
apos a injecao endovenosa de heparina em ratos, a eliminacao
e maior po} via urinaria mantendo-se depois em niveis baixos
ate 426 horas. Estes resultados coﬁcordam com aqueles de PI-
PER(SZ) em urinas de coelhos injetados com heparina, em que 0
metodo de avaliacao foi o biologico de coagulacao sanguinea .
EIBER e col.(0)(17) o pantersky(1) getectaram tambem hepari
na em urinas de animais (caes) e de pacientes, afirmando tra-
tar-se de produto nao degradado. As provas histologicas rea-
lizadas por HILANDER(64) em rins de ratos, mostraram que par-
te da heparina & eliminada por esse orgio , que se apresenta

com muitas granulagGes contendo heparina, apdos injegao endove

nosa da droga.

A suposicao de que a saida da heparina seja feita
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a partir do compartimento plasmatico e fisiologicamente razo2
vel e permite a determinagao de uma constante de eliminagao a
partir da curva experimental de decaimento plasmatico e dados
de elimipagEo urinaria. Com isso, tem-se um coeficiente me-
"dio de depuragao, que no caso da heparina em ratos apresenta
um valor pequeno; a "clearance" renal tambem, calculada com
esses valores obtidos, e pequena. Quanto ao tipo de excregao
verificada, acreditam alguns autores(lg)(sz) tratar-se de uma
droga com eliminagao tubular e filtragao glomerular combina -

das.

As fezes apresentaram pouca radiocatividade, mas nas
primeiras 24 horas a porcentagem eliminada & maior que em tem
pos posteriores. KULKARNI e col.(37) detectaram heparina en

bile de caes.

0s dados referentes a medida de radioatividade no
corpo inteiro dos animais ate 432 horas apos injegao endoveno
sa de heparina-S]Cr, permitiram informagoes sobre a radioati-
vidade em todo o organismo animal, mesmo nos tecidos de siste
ma reticulo endotelial que nao puderam ser avaliados individu

almente, como o caso da medula oOssea.

0s residuos de corpo inteiro apos 168 horas da inje
cao endovenosa de heparina-S]Cr revelaram 92,84% da droga pre
sente no organismo animal, sendo que o figado, nesse instante,
captou 84,19%.

As contagens de radioatividade no corpo.inteiro fo-
ram submetidas a analise estatistica para verificagao da.vali

dade dos dados obtidos.

0 grafico n95 representando 0s residuos versus tem-

e
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po, nos da ideia de que nao ha necessidade de inclusdo de ter
mos de maior grau que T (tempo).

- 0 grafico da Figura 6 representando logite dos resi
duos versus residuos, € praticamente uma reta, demonstrando

que existe normalidade na distribuicao dos residuos. Residuo-

= Normalidade (0,02)(]5).

4 !
A homocedasticidade dos residuos foi verificada no

grafico de residuos versus valor calculado do logaritmo (Figu
ra 7), sendo que por esse meio pudemos eliminar valores dis-

crepantes (um dos ratos).

Finalmente, no grafico representado na Figura 8 enm
que aparece o logaritmo da radioatividade no corpo inteiro ,

versus tempo, existe uma reta media passando entre as medidas
verificadas.

A hipotese de que o corpo do animal seria considera
do como um unico compartimento biologico, havendo excregao por
via urinaria (as fezes contribuem muito pouco e podem ser des
prezadas para efeito de calculo), nos permite calcular a Meia-
-vida biologica, Taxa de Renovagao e Tempo Medio de permanen-
cia no organismo. Os resultados obtidos com a aplicagao do
modelo Ae-bt mostraram que a Meia-vida biologica e longa (199
dias) o que de certa forma @ explicavel pela considerada au-
sencia de enzimas degradantes da heparina nas celulas animais
e 0 consequente armazenamento no sistema reticulo endotelial.
Desse modo, observamos valores grandes para o Tempo Medio de

permanencia no organismo (287 dias).

A estatistica descritiva referente a captacao de he

Bt
0
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parina por Grgaos e tecidos, mostra que os desvios padrao dds
diversas medias dos dados obtidos apos injecao por via endove
nosa sao menores que 0s respectivos desvios padrao da serie in

jetada via intraperitoneal; ésta via € considerada mais lenta
e irregu]ar(49).

A analise da Variancia (item V.7) com referéencia ao
modelo Ae-bt foi feita pela aplicagao 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. O coeficiente de correlagao multipla RZ - 0,508 signi-

fica que o modelo explica 50% dos dados(ls).

Na estimativa dos parametros, foi aplicado o teste
{ (Student).

¥ para HO, parametro = 0, significa o valor de t pa
ra o teste da hipotese da nulidade do parametro. Os valores
encontrados na coluna referente a PR > |t| representam a pro-
babilidade de se obter um valor (em modulo) maior que t, ou
seja, rejeitar a hipotese da nulidade do parametro. Valores
muito pequenos para esta probabilidade indicam que os parame-
tros sao diferentes de zero e portanto contribuem significati

vamente para o modelo escolhido.

A escolha de um modelo compartimental foi baseada

em estudos referentes ao comportamento biologico da hepari-

na(lo)(ZI)(34)(35)(63), nos dados obtidos nas captagoes de or
gios e medidas de corpo inteiro.

0 compartimento de entrada da heparina-S]Cr foi 0

plasma e considerando-se um periodo de tempo de ate 24 horas,

observa-se a tendencia da droga em difundir-se para outro com
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partimento extravascular; deste compartimento a heparina & re
tirada tambem pelo bago, que tende a encaminha-la ao figado
(Figura n99) onde permanece. 0 figado, na representacao do
modelo compartimental, corresponde ao triangulo 4, conforme a
Figura 4; neste triangulo foram incluidos os dados de corpo
inteiro menos a soma dos dados do compartimento plasmatico e
do bago. Este artificio foi a forma encontrada para a obten-

¢ao de um bom ajuste nas curvas representativas (Figuras 10 e

11).

0 resultado numerico dos coeficientes de transferen
cia, nos permite a determinacao de dois valores de trocas ra-
pidas: compartimento 1 para 2 e compartimento 1 para 3. Eles
representam o desaparecimento rapido da heparina do leito vas

cular dentro de 24 horas.

A estabilidade do S]Cr do complexo heparina-S]

Cr "in
vivo" parece condizer com os dados experimentais "in vitro" de
VARGA e col.(%9), Contudo, o metabolismo do cromio idonico crté

3 foi estudado quantitativamente por KRAINZ e col.(36)e

ou Cr¥
por VESEK e co].(G]) resultando um quadro de captacgao organi-
ca e excregao urinaria bem diferente daquele por nos apresen

tado com a heparina-S]

Cr. Isso nos deu argumentos para crer
que a detecgao da radiagao emitida nas diversas etapas da pes
guisa nao poderia ser procedente do cromio ionico e simde um

complexo de cromio com a molecula polissacaridea.

A rapida excregao urinaria e captagoes diferen -
tes pelos orgaos e tecidos, do cromio inorganico estao em de-
sacordo com a longa permanencia biologica do material marcado

injetado nos ratos constituido por heparina-SICr. Esta perma
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nencia demorada no organismo foi verificada tambem por PI-
PER(®2) com métodos histologicos a base de coloragoes celula-

res (metacromasia).

Tendo sido nossa meta prioritaria no programa expe-
rimental a realizagao de estudos farmacocineticos de heparina,
acreditamos ter dado uma contribuigao no esclarecimento da me
tabolizagao da droga, considerando sua importancia em terapéu

tica.

Pelo uso de um tragador radioativo, representado pe
1o 5]Cr, de Meia-vfda suficientemente longa, pudemos estabele
cer, em parte, o esquema biologico de transformagoes metaboli
cas, necessario para que se chegue a esclarecer a totalidade
dessas transformacoes para se alcangar o conhecimento dos me-

canismos definitivos do comportamento da heparina nos organis

mos vivos.
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CAPITUDLO VII

CONCLUSDES

1 - A marcagdo da heparina com STer resultou num composto

com as caracteristicas fisiologicas da heparina e per
mitiu a obtengdao de dados farmacocinéticos desse im-

portante mucopolissacarideo.

51

A distribuigao biologica da heparina-" 'Cr por via en-

dovenosa ou intraperitoneal em ratos Wistar, revelou

que os 0rgaos mais ricos em células do sistema reticu-

lo-endotelial (bago e figado) sdao os que captam maior

porcentagem de heparina.

Por via intraperitoneal, a vizinhanga das membranas me
sentéricas faz com que a captagao pancreatica seja
grande, pois a captagao & na realidade feita pelas mem
branas mesentericas, ricas em mastocitos que acompa -

nham o pancreas do rato na retirada do mesmo.

A curva de decaimentc plasmatico e biexponencial, com
portando dois compartimentos: o plasmatico e o extra-
plasmatico; no principio 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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0 calculo do Volume de Distribuicao Aparente leva-nos
a concluir que ja no instante zero a heparina passa
para um compartimento extravascular, pois o volume de

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

A eliminagao de heparina via urinaria e maior nas pri
meiras 24 horas, caindo para niveis baixos atée 432 ho-

ras.

A eliminacao fecal e pequena, embora um pouco maior
nas primeiras 24 horas, mostrando que essa via e pou-

co representativa na eliminagao da heparina.

0 coeficiente de depuracao renal e pequeno e o fluxo

renal (clearance) igualmente pequeno.

A Meija-vida biologica da heparina e longa e conseqlien
temente a taxa de renovacao e curta; o tempo médio de

permanencia no organismo e longo.

0 modelo compartimental escolhido, compreendendo um
periodo de 24 horas, deu como resultado apos a entra-
da de heparina no compartimento plasmatico, um rapido
encaminhamento para o compartimento extraplasmatico ,
com tendencia a se armazenar no sistema reticulo-endg
telial representado pelo bago e figado, este ultimo

armazenando ate 84,19% da droga apos 168 horas.
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0 modelo matematico escolhido para a analise compar-
timental, apresentou bom ajuste, havendo satisfatdo -
ria concordancia dos pontos da curva calculada com

0s da curva experimental.

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 s3o de troca rapida enquanto os demais sao

de troca lenta.
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