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Sumario:

Foi realizado um estudo "in vivo" e "in vitro" do DISIDA-gngc a ni
vel hepatobiliar. Avaliou-se a 1igaq£o as proteinas plasméticas e a qug
fragao ocorre esta ligagdo. O coeficiente de partigdo em n-octanol/sol.
salina foi de 0,41 demonstrando a lipofilicidade do composto. As ima=
gens obtidas em ratos indicam o comportamento de distribuigao biologica

assim como a eliminagao do radiofarmaco na forma inalterada a nivel he-
patobiliar.

'

Abstract:

The "in vivo" and '"in vitro" studies on DIS A~99mTc at the hepato-
biliary level were made. The binding of DISIDA- Tc to plasmatic
proteins and the fraction at which this binding occurs were determined.
The distribution coefficient in n-octanol/saline sqlution was 0.41
showing the lipophilicity of the compound.

The images in rats show the biological distribution as well as the
hepatobiliary clearance of the radiopharmaceutical under its
unmetabolized form.
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INTRODUGAO:

Dado o desenvolvimento recente de agentes hepatobiliares marcados com gngm
ha busca constante. de radiofarmacos que permitam melhorar a qualidade de imagens
na sua aplicagao em Medicina Nuclear.

Tc tem sido propostos para esse fim incluindo a peni

Muitos complexos de 1
cilina (1), tetraciclina (2), acido mercaptobutirico (3), piridoxilideneglutama
to (4), e mais de 30 derivados do acido iminodiacético (IDA) (5). Entre os deri
vados, os mais utilizados na atualidade sao: 2,6 dimetil IDA (HIDA), 2,6 dietil
IDA (EHIDA), 2,6 diisopropil IDA (DISIDA) e para-butil IDA (BIDA) pela facil !
disponibilidade na forma de conjuntos de reativos liofilizados (6).

As propriedades ideais de um radiofarmaco para obter 1magens das vias bilia
res sao: raplda extragao do sangue pelo flgado, baixa excregao urlnarla, raplda
excregao pelo conduto biliar, nao ser reabsorvido pelo intestino e ser de facil
preparagao.

Esses derivados do IDA apresentam uma captagao elevada pelo figado e um
transito répido para |as vias biliares, sendo as vezes excretado pelo rim, dimi-
nuindo assim a eficiéncia e qualidade do ensaio.

Existem varios fatores que intervem na diminuigao da excregao renal da dro-
ga, a saber: aumento do peso molecular, formagao de complexos, aumento da lipo-
filicidade e 1igag§o as prote{nas plasméticas (7,8,9,10).

O HIDA tem peso molecular 367, com terminagaes lipofilicas e hidrofilicas
separadas consideravelmente. A quelagao com mTc provavelmente forma um dimero
decrescendo a natureza hidrofilica do grupo carboxilico e duplicando o peso mo-
lecular do composto. A substituicao do grupo metil pelo etil aumenta o peso mo-
lecular e a lipofilicidade e a substituigéo pelo grupo 'para'modifica a polari-
dade. Subramanian e col. e Wiestow e col. (5,15) demonstraram que ao substituir
o grupo metil pelo isopropil ha aumento do peso molecular e aumento na llpoflll
cidade (coeficiente de partigao octanol/agua do metil IDA = 0,038). Isto 1mp11-
ca no aumento da captagao biliar com uma reduggo da excregéo renal.

Devido a essas diferengas nas propriedades quimicas e nocomportamento biolo
gico dos diversos derivados do IDA, nos propusemos a estudar 'in vitro' e 'in i
vivo' o DISIDA-" "Tc, a nivel hepatobiliar.

MATERIAIS E METODOS:

DISIDA- 9ngc: o 2,6 diisopropil IDA utilfzado neste estudo foi sintetizado
e preparado na forma de conjuntos de reativosliofilizados na Divisao de Radio -
farmacia do Departamento de Processamento do IPEN-CNEN/SP, de acordo aos tra
balhos de Elena Hamada e col. (11).

Cada frasco liofilizado contém 20mg de DISIDA e 0,5 mg de SWC1_.H_O como
agente redutor do ion pertecnetato A marcagao foi realizada ad18§onaggo 3 ai
5ml de uma solugao de’ TcO . eluido esterilmente de um gerador de TCs pro
duzido no Departamento de Processamento do IPEN-CNEN/SP; o pH do complexo forma
do é de 5,5. 2

A pureza radioquimica foi determinada por meio de cromatografia ascendente
em papel Whatman n® 2,30 minutos apos a marcagao para favorecer a formagao de
bicomlexos (12), usando como solvente metanol 85% e cloreto de sodio 30%, que
separa adequadamente o Tc hidrolizado ou coloide e o TcO (livre).

Animais: foram utilizados ratos adultos da raga Wistar com peso médio 250
gramas, mantidos no Biotério do IPEN-CNEN/SP. Os animais foram anestesiados com
uma solugao de uretana (100 mg/ 100 g de peso corporal) via intraperitoneal.
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LIGACKO AS PROTEINAS PLASMATICAS:

A porcentagem de ligagao as proteinas plasméticas foi dsgerminada 'in vitro!'
em soro de ratos que foram injetados com 100 uCi de DISIDA- Tc, intravenosamen
te. As amostras de sangue.foram obtidas por pungao cardiaca 5,10 e 30 minutos v
apos a dose administrada; o soro foi separado por centrlfugagao e as diferentes
allquotas foram submetidas a dois procedimentos analiticos: a. prec1p1tagao de '
proteinas com 4cido tricloroacéetico (TCA 10%), b. eletroforese em gel de polia -
crilamida para verificar em qual fragao das proteinas a droga se encontra ligada

a. Prec1p1tagao de protelnas com a01do tricloroacetico (TCA 10%): A 400ul do
soro adicionaram-se 400ul de TCA 10% a 4 C para precipitar as protelnas plasmat1
cas. A radioatividade total do soro foi determinada num contador gama, tipo pogo,
ABBOTT (ANSR) automatico. A seguir o soro foi centrifugado a 3000 rpm durante 15
min. a AOC e o sobrenadante foi descartado e o precipitado retomado com NaOH 4N!
para manter a geometria de contagem nos tubos. A radioatividade foi contada nova
mente e a % de ligagao calculada de acordo com a seguinte expressao: -

1

o {igacio] & ~iERErecipitady x 100
cpm precipitado + cpm sobrenadante

b. Eletroforese em gel de poliacrilamida: A fim de verificar em qual fragao'
das protelnas plasmatlcas a droga esta ligada, realizou-se uma cromatografla em
gel de poliacrilamida com amostras de soro obtidas aos 5,10 e 30 min. aposa ad-"'
mlstragao do tragador Foram anallsados paralelamente o comportamento eletrofore
tico da: a. albumina- Tc, b. DISIDA- Tc para confirmar a corrida (Rf) da al-
bumina e do DISIDA- Tc, no mesmo sistema.

A técnica utilizada baseou-se no trabalho de Davis (13) que consistiu em se-
mear 10 pl das amostras em colunas de gel de poliacrilamida de 12 x O S5cm, usan—
do-se tampao tris-Glicina 0,4M, pH 8,3, 250V durante 90 minutos a 4 C

Todas as amostras foram feitas em duplicatas. Para revelar as protelnas uti-
lizou-se uma solugao de Ponceau S em TCA 5%, dando uma coloragao azul proporcio-
nal a concentragao. Cada coluna de gel foi cortada em 18 segmentos de 0,5cm e a
radicatividade destes foi medida num contador gama automatico ABBOTT (ANSR).

9
ESTABILIDADE 'IN VIVO' DA DISIDA- ngc.

Um grupo de 10 ratos Wistar foram submetidos a uma cirurgia abdominal com o
intuito de canular colédoco e coletar a bilis. Injetaram-se intravenosamente '
100 pCi de DISIDA- mTc. As amostras biliares foram coletadas aos 5,15,30,60 e
90 minutos apos a administragao do tragador. Estas amostras biliares foram anali
sadas por cromatografia ascendente em papel Whatman 3 (8 x lcm) nos sistemas me—
tanol 8%% e cloreto de sodio 30% a fim de verificar a estabilidade do produto na
bilis.

Um 'pool' do conteldo biliar marcado obtido nos diferentes tempos foi reinje
tado intravenosamente em 3 ratos Wistar, para estudar o comportamento da bilis v
marcada a nivel hepatobiliar.

Outro grupo de ratos (controle) foram injetados por via intravenosa  com
100 puCi de DISIDA- m Tc. Realizaram-se estudos comparativos de dlstrlbulgao bio-
16ogica entre estes doisgrupos de animais, por meio de clntllografla linear ser1a
da, num cintilador da Nuclear Chicago (Pho-Dot) desde 5 minutos apos a adminis -
tragao do produto marcado.

DETERMINAGAO DO COEFICIENTE DE PARTIGAO:

0 coeficiénte de particio foi determinado no sistema n-octanol-agua/sol.sali
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na, onde o octanol é o solvente hidrofdbico e a solugao salina hidrofflico.

Diluiram-se 50 pl de DISIDA- mTc em 5 ml dé solugao salina. A 1 ml desta mis
tura adicionou-se 1 ml de n-octanol agitando-se por 1 min., centrifugou-se duran
te 5 min. a 300 rpm. As fases foram separadas e foi determinada a radioatividade
em 10 pl de cada fase, num contador gama.

0 coeficiente de partigéo foi determinado pela relagéo da medida da ativida-
de em n-octanol e sol. salina.

Coeficiente de partigao = cpm_n-octanol

cpm sol. salina

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Pureza radioquimica: nos controles radioquimicos realizados por cromatogra -
fia ascendente em papel 30 min. apés a adigao do pertecnetato de sédio, obteve -
se em media 95% de pureza radioquimica.

A porcentagem de ligagéo as proteinas plasméticas calculada nos diferentes
tempos (5,10 e 30) estao ilustrados na Tabela I.

TABELA I
Tempo (min.) % Ligagao
5 27535
10 69,78
30 44,22

Observa-se aos 5 minutos uma ligagéo de 77,3% decrescendo a 44,22% aos 30min
Estes resultados estao ilustrados no gréfico a&,
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Na eletroforese em gel de poliacrilamida revelou-se que a DISIDA- gngc en—
contra-se ligada as proteinas plasméticaS; na fracao albumina (10), como esta '
ilustrado no grafico II.

Por estar ligada a proteina plasmatica a captagdo renal da DISIDA- Tc e
diminuida conforme trabalhos de Smith e col. T

Os resultados da estabilidade da DISIDA- mTc em bilis de raggg nos dife-'
rentes tempos, mostra que apos 90 min. 94,11% do complexo DISIDA-  Tc esta '
inalterado, (fabela II)

TABELA II
99 =
Tempo DISIDA- ~ 'Tc Te0,
(min.) (%) (%)
5 95,09 4,91
15 94,37 5,63
30 92,72 7,28
60 94,04 5,96
90 94,11 5,89

Nas figuras II e III apresentam-se os mapas realizados em ratos injetados '
intravenosamente com o conteudo biliar marcado e com DISIDA- Tc, respectiva -
mente. O estudo comparativo entre os dois grupos de animais evidencia a estabi-
lidade 'in vivo' da droga, o que sugere que ela foi excretada na sua forma ra -
dioquimica original, nao sofrendo dissociagao e metabolizagao (14), Nao foi ob-
servada concentragéo do radiofarmaco no estamago ou bago, que sao sitios de cap
bxﬁb do ion TcO e Tc hidrolizado ou coloide, respectivamente. -

0 coeficiente de particao octanol/sol salina obtido (0,42), estao de acordo
com os trabalhos de Molter e Kloss, (7).

Na tabela III estao ilustrados os resultados dos coeficientes de partigao '

encontrados.
TABELA III
Produto % octanol % sol. salina C.P
99m
DISIDA- Tc 28,86 71,14 *0,41

* média de 6 determinagoes.
CONCLUSAO:

Pelos resultados obtidos neste estudo, foi demonstrado que o DISIDA—gngc e
transportado pelas proteinas plasméticas, principalmente pela albumina, quando'
injetado intravenosamente em ratos. O coeficiente de partiggo em n-octanol/sol.
salina foi de 0,41, demonstrando a propriedade lipofilica do composto.
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As imagens obtidas nos dois grupos de animais, indicam um comportamento de
distribuigao biolégica similar, confirmando que o radiofarmaco nao é metaboli-

zado a nivel hepatobiliar.
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