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RESUMO

A dexametasona (Dex), o complexo B (Com B) e o piroxican (P) séo farmacos
antiinflamatérios frequentemente utilizados no tratamento da inflamagao de origem
neurogénica ou de natureza musculo-esquelética. Este trabalho visa avaliar a
influéncia de farmacos antiinflamatérios sobre a fragilidade osmética e marcagao de
hemacias e proteinas plasmaticas com *°™Tc in vitro. Amostras de células
sanguineas de ratos Wistar foram tratadas com diferentes concentragcées de Dex e
Com B por um periodo de 1 hora e em seguida foram submetidas a centrifugacao
1000g/15 min e lavadas por 2 vezes. As hemacias foram submetidas a solugao
salina de 0,1- 0,9%. Os resultados mostram que o tratamento com Dex e Complexo
B provoca uma hemdlise de 100% nas concentragdes de solucdo salina de 0,1 —
0,4%, nao sendo observado hemdlise nas concentragdes de 0,7 — 0,9%. Numa
segunda etapa, amostras de sangue, com anticoagulante, de ratos Wistar foram
incubadas com diferentes concentracdes de farmacos antiinflamatorias durante uma
hora na presenca de cloreto estanoso. Apds a incubagdo o *™Tc foi adicionado em
todas os tubos e incubado por 10 min. As amostras foram centrifugadas e o plasma
e as células sanguineas foram separadas. Aliquotas destas foram precipitadas com
acido tricloroacético (TCA) a 5% e as fragbes soluveis e insoluveis separadas. As
percentagens de radioatividade (%ATI) das amostras foram calculadas e os
resultados indicam que a Dex, o Com B e o P reduzem a eficiéncia de captacao do
9MTc. Estes experimentos indicam que os farmacos antiinflamatorios apresentam
possivel efeito oxidativo, como também competem com o sitio de ligagdo do ion

estanho ou *"Tc.



ABSTRACT

The dexametasone (DEX), the complex B (ComB) and the piroxican (P) are
anti-inflammatory drugs frequently used in the treatment of the neurogenetic or
muscle-skeletal nature inflammations. The work seeks to evaluate the influence of
anti-inflammatory drugs on the osmotic fragilty and on the erythrocytes and
plasmatic proteins demarcation with *™Tc in vitro. Samples of sanguine cells of
Wistar rats were been treated with different concentrations of Dex and ComB for one
hour and afterwards they were submitted to a centrifugalization 1000g/15min and
washed twice. The erythrocytes were submitted to a saline solution of 0,1% - 0,9%.
The results show that the treatment with Dex and ComB induces a 100% hemolysis
in the 0,1% - 0,4% saline solutions, what doesn’t happen in the 0,7% - 0,9% saline
solution concentrations. In the second stage, blood samples with anticoagulant of
Wistar rats were incubated with different concentrations of anti-inflammatory drugs
for one hour on the presence of stannous chloride. After the incubation, the *™Tc
was added in every tube and incubated for ten minutes. The samples were
centrifuged: the plasma and the sanguine cells were separated, aliquots of these
pounced with trichlorine-acetic acid (TCA) at 5% and the soluble and insoluble
fractions were separated. The radioactivity percentages (% ATI) of the samples were
calculated and the results show that the Dex, the ComB and the P reduce the
efficiency of the capitation of the **"Tc. This experiment shows that the anti-
inflammatory drugs have an oxidative effect, and also compete with the linking siege

of the tin or ®™T¢ ion.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Aplicacdes da radiacdo ionizante e o **™Tc.

A radiagao proveniente da desintegracdo dos radionuclideos é largamente
empregada nas ciéncias da saude com a finalidade diagndstica e terapéutica, bem
como em modelos experimentais (BERNARDO-FILHO et al., 1993; BERNARDO-
FILHO; GUTFILEN; MACIEL, 1994; PLOTKOWSKI, 1993). Mais de 300 hospitais e
clinicas do Brasil e da América Latina recebem semanalmente 21 produtos
radioativos e 15 tipos de reagentes liofilizados, utilizados em 1,7 milhdo de
procedimentos médicos (EARLY; SADEE, 1995).

Os radionuclideos podem ser considerados naturais, quando surgidos no
periodo da formacao da terra e artificiais, quando criados por bombardeamento de
particulas ou nos reatores nucleares, ou ainda em geradores de radionuclideos
(OWUNWANNE, PATEL; SADEK, 1995; EARLY; SADEE, 1995). O radionuclideo
mais utilizado é o proveniente do gerador molibidénio-99/tecnécio-99m (**Mo/**™Tc)
(OWUNWANNE; PATEL; SADEK 1995), um sistema que permite aos médicos
obterem esse elemento a partir de um procedimento simples de cromatografia. Em
uma extremidade coloca-se o frasco com uma solucao salina de cloreto de sédio a
0,9%, em outra, um frasco em vacuo, também envolto em blindagem de chumbo,
que recolhera o *™Tc. No frasco em vacuo, ao fim de cada eluigdo, o médico obtera
o tecnécio, que tem meia vida de seis horas. Antes de ser expedido o tecnécio
eluido & submetido a rigorosos testes de qualidade, de pH, concentracédo de
alumina, esterilidade e apirogenicidade, além de pureza radionuclidica e

radioquimica.



O uso dessas fontes esta restrito aos laboratérios dos servigcos de medicina
nuclear, nos quais os profissionais que neles trabalham, médicos e
radiofarmacéuticos possuem experiéncia e qualificacdo pela Comissdo Nacional de
Energia Nuclear (CNEN).

Inimeros radionuclideos podem ser utilizados em medicina nuclear, a
definicho do vai depender dos procedimentos a serem executados e da
necessidade, tais como: o tipo de emissdo radioativa necessaria que define a
selecdo do is6topo radioativo e a meia vida e energia da radiacdo emitida desejada
(EARLY; SADEE, 1995; BERNARDO-FILHO, 1999; KEREIAKES, 1992).

Para efeito terapéutico, os radionuclideos empregados em medicina nuclear
deverao ser emissores de radiagao beta negativa, por apresentar alto LET (energia
de transferéncia linear). Como exemplo temos o lodo-131, o Samario—153, o
Fosforo—32, o Rénio—-186 e o itrio-90 e o Estanho—-117m, que apesar de emitir
radiagdo gama, pode, por conversao interna levar a emissdo do ECI (Elétron de
Conversao Interna), esse por sua vez emite o EA (Elétron Auger). Ambos tem
propriedades fisicas similares as radiagdes beta negativas, com grande poder de
interagcdo com a matéria e alto LET (HARBERT, 1996; EARLY; SADEE, 1995;
BERNARDO-FILHO, 1999; KEREIAKES, 1992).

Para fins diagnésticos, os radionuclideos utilizados sdo emissores de
radiacdo gama, que apresentam baixo LET que ¢é facilmente detectada
externamente ao corpo humano quando da administracido do radiofarmaco. Como
exemplo temos o Tecnécio-99m, o lodo-123, indio-11 e Talio-201, amplamente
utilizados na pratica médica (HARBERT, 1996; SRIVASTAVA, 1996).

O Tecnécio é atualmente o radionuclideos mais utilizado em medicina nuclear

para procedimentos diagnésticos (GUTFILEN, 1993; EARLY; SADEE, 1995; SAHA,



1997) e em pesquisa basica (BERNARDO-FILHO et al., 1992; BERNARDO-FILHO

et al., 1993; GUTFILEN, 1993; PLOTKOWSKI, 1993). Na década de 60, os is6topos

radioativos do lodo ainda predominavam, mas a partir dos anos 70, o Tecnécio—99m

passou a predominar nos exames de medicina (SRIVASTAVA, 1996). E largamente

utilizado para investigar a tiredide e glandulas salivares, plexo cordide, estémago,

secregao intestinal e cérebro. Incorporado a outras substancias, permite obter

imagens de ossos, figado, pulmao, rins e outros érgaos.

A ampla utilizacdo do Tecnécio—99m deve-se a uma série de propriedades

vantajosas desse radionuclideos, como:

@)

Facilidade de obtencdo através dos sistemas de geradores Mo /
9MTC que sdo facilmente transportados, servindo como fontes em
locais distantes de onde foram produzidos, ocupando pouco espacgo e
baixo custo;

Meia vida de 6 horas;

99,999% de decaimento por transigcdo isomérica, correspondendo a
emissdo gama de 140 KeV, proporcionando boa penetragcéo e
possibilitando detecgdo em gama, camara para realizagdo de imagens
cintigraficas (SILVA, 1998; EARLY; SADEE, 1995; BERNARDO-
FILHO, 1999; KEREIAKES, 1992; SRIVASTAVA, 1996);

Energia corpuscular desprezivel (SAHA, 1997; SRIVASTAVA, 1996;
EARLY; SADEE, 1995);

Baixa dose de radiacao emitida no decaimento proporciona condi¢cdes
favoraveis a sua administragcdo, por diferentes vias, em pacientes

submetidos a exames;



o Baixo custo para obtencdo em relagdo aos radionuclideos obtidos por
reagdes nucleares em aceleradores e reatores;
o Simplicidade no gerenciamento dos rejeitos produzidos;
o O tecnécio pode ser desprezado em lixo comum, depois de colocado
em locais de decaimento apropriados e depois de determinado tempo
(SILVA, 1998; BERNARDO-FILHO, 1999; SRIVASTAVA, 1996);
o Nao causam alteracbes danosas ao meio ambiente;
o Possibilita marcacdo de diferentes espécies moleculares e celulares
(SAHA, 1998; SRIVASTAVA, 1996; EARLY; SADEE, 1995).
Apesar das imensas vantagens, o contato do Tecnécio-99m com as células
podem acarretar lesdes, como alteragdo no acido desoxirribonucléico (DNA). Os
efeitos lesivos estao diretamente relacionados aos elétrons ECI e EA (NARRA, 1994;

ASAR, 1991).

1.2 Marcagao de espécies bioldgicas.

O elemento radioativo associado a moléculas ou espécies biolégicas permite
o estudo especifico de diferentes 6rgdos do corpo humano, que tem afinidade
especifica por certas moléculas que fazem parte do seu metabolismo ou de sua
estrutura. Muitas vezes as caracteristicas fisico-quimica das espécies marcadas ira
determinar a sua melhor aplicagcdo (BERNARDO-FILHO, 1988).

As moléculas marcadas sdo o acido tiomalico (estudo renal), albumina
(estudo da volemia), dextran (vias linfaticas), enxofre coloidal (figado e bago), acido
glucohepténico (rim e cérebro), iminodifosfato (osso e coragao), iodofenil (vesicula e

vias biliares), macroagregados (pulmé&o), microagregados de albumina (figado). As



espécies biologicas mais utilizadas sao: cercarias de Shistossoma mansoni,
Diplococus pneumonia, Duguesia tigrina, Escherichia coli, hemacias, fibroblastos,

leucécitos e plaquetas (BERNARDO-FILHO, 1988).

1.3 O sangue e a marcacgao das hemacias.

A comunicagao da maioria das estruturas do organismo vivo se faz através do
sangue, bem como transporte de substancias, nutriente celular, excrecao, equilibrio
acido-base, manutencdo da temperatura corporal e a defesa do organismo
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1997).

A parte sdlida do sangue € composta pelos glébulos vermelhos (hemacias),
glébulos brancos (leucécitos) e pelas plaquetas. Ja o plasma constitui: sua parte
aquosa, viscosa, com 0s sais inorganicos (0,9%), suas proteinas (7%) e seus
componentes organicos nao protéicos (10%) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1997).

As hemacias de formato bicOncavas tém didmetro de aproximadamente
7,2mm, com membrana constituida de 42% de proteinas, 44% de lipidios e 7% de
carboidratos e uma espessura de 6mm (SMITH, 1985; CORMACK, 1991). Séo as
mais numerosas dos componentes celulares sanguineos, apresentam técnica
simples de separacao dos demais elementos e facil manipulacio, resistentes a
agentes fisicos e quimicos in vitro, variedade de mecanismos de transporte celular,
nao sao tado dependentes de nutrientes, sédo ricas em sitios de ligacdo (BRAGA et
al., 2000). Apresentam também grande variagdo de mecanismos de transporte
celular e podem ser submetidas a métodos cientificos in vitro, in vivo e métodos in
vitro e in vivo combinados (BERNARDO-FILHO et al., 1992; CALLAHAN et al.,

1982).



Devido essas caracteristicas torna-se facil sua marcagao, tendo sido realizado
pela primeira vez por FISCHER; WAL; LEON (1967). Inicialmente a marcagao de
hemacias foi utilizada para avaliacdo do sistema cardiovascular, volemia,
hemorragias gastroinstestinais e outros (CALLAHAN et al, 1982; BERNARDO-
FILHO, 1988). Outra utilizagdo conhecida ocorre no diagndstico de trombose de
veias profundas, sangramento interno, hemangiomas oculta em outras localizagdes,
frente ao diagndstico de hemangioendoteliomas hepaticos (BAR-SEVER, 1994),
célculo da massa de células vermelhas (SAHA, 1997), avaliagao da vascularizagao
de tumores cerebrais, delineia bem os 6rgaos que sdo bem irrigados como coragao,
figado e bago e vasos sanguineos de grosso calibre (EARLY; SADEE, 1995). E
utilizado em ciéncias neuroldgicas para calcular o volume sanguineo cerebral (VSC),
podendo ainda avaliar o fluxo de ma formagdo vascular de partes moles
(SRIVASTAVA; STRAUB, 1990; BERNARDO-FILHO, 1983). Em biologia basica, a
marcag¢ao das hemacias contribui para o estudo dos mecanismos de transporte de
estruturas celulares e fungao da membrana plasmatica (GUFILEN, 1996).

A fixacdo do *™Tc as hemaécias tem metodologia clara e objetiva, porém
variadas (OWUNWANNE; PATEL; SADEK, 1995; BERNARDO-FILHO et al., 1993),
mas todas dependem de agentes redutores, sendo o cloreto estanoso o mais
frequentemente utilizado (BERNARDO-FILHO et al, 1999).

Os métodos sao: in vitro, in vivo e in vitro e in vivo combinados (BERNARDO-
FILHO et al., 1993). Nos experimentos que utilizaram os métodos in vitro, 0 sangue
isolado é incubado com o ion estanoso e posteriormente com o ion pertecnetato,
depois do tempo de incubagao, é reinjetado no paciente. Esse método apresenta

maior eficacia de marcagao (OWUNWANNE; PATEL; SADEK, 1995).



Na marcacéao in vivo, o composto € injetado endovenosamente contendo ion
estanoso e depois de 20 minutos pela mesma via é administrado TC-99m
(pertecnetato) pela menor exposigdo do técnico ao sangue (BAUM, 1997; EARLY;
SADEE, 1995) Esse método é amplamente utilizado (OWUNWANNE; PATEL;
SADEK, 1995).

No método combinado, injeta-se o ion estanoso no paciente e apds 20
minutos retira-se o seu sangue, adiciona-se o pertecnetato, incuba-se por 10
minutos e reinjeta no paciente (BERNARDO-FILHO et al., 1993).

A cinética da marcacdo de hemacias com **"TC é uma reacéo entre o TC
reduzido e a cadeia beta de hemoglobinas. O TcO4 entra na hemacia por difusao,
mas na presenga do estanoso (Sn-17) € reduzido no meio intracelular com a
hemoglobina, ficando aproximadamente 75,8 + 2,3% ligado a globina e 19 + 1,5%
ligada a heme (SRIVASTAVA, 1987). O transporte do ion estanoso para o interior da
hemacia se da por um sistema de transporte especifico, os canais de calcio
(GUTFILEN, 1992; SAMPSON, 1996). Estudos mostram que farmacos anti
hipertensivas como a nifedipina, parecem competir pelos mesmos canais de calcio
para entrar nas células (GUTFILEN, 1992). Uma vez ligado a HB o Tecnécio-99m

ficara fixado dentro da hemacia (OWUNWANNE; PATEL; SADEK, 1995).

Banda 3
Proteinas

y

Marcacao de Hb
com *°"Tc

ClI" e/ou
COsH"



1.3.1 Marcagao das proteinas plasmaticas.

A marcacgao das proteinas plasmaticas tem seus primeiros estudos com *™Tc
com a soroalbumina e tem sido aplicada nas avaliagdes cardiacas, determinagao do
volume sanguineo, perda protéica do trato digestivo (BERNARDO-FILHO, 1996;
VIDAL, 1998), localizagao de placenta entre outros (BERNARDO-FILHO; MOURA;
BOASQUERIVSQUE, 1983; BERNARDO-FILHO, 1988; BERNARDO-FILHO;
GUTFILEN; MACIEL, 1994). Sempre que um radiofarmaco é administrado a um
paciente, uma fracdo do mesmo é encontrada ligada as proteinas plasmaticas
(HARBERT et al., 1996).

As proteinas correspondem a aproximadamente 7% do volume do plasma
sanguineo e sdo compostas por fibrinogénio, globulina e albumina. Elas exercem
forca osmatica no interior do sistema circulatorio, regulando a troca da solugéo
aquosa entre o plasma e o liquido extracelular (OWUNWANNE; PATEL; SADEK,
1995).

A albumina que representa de 50 a 60% das proteinas plasmaticas
(RIPOLLHAMER, 1995), é produzida pelo figado e liga-se a metabdlitos insoluveis
como acidos graxos, servindo como proteina de transporte. Seu peso molecular € de
69.000 Dalton, reage com o Tecnécio no estado de oxidagdo para formar o
Tecnécio-99m-HSA e o agente reator € o SnCl, (OWUNWANNE, 1995). As
globulinas incluem os anticorpos e proteinas responsaveis pelo transporte de

lipideos e ions metalicos pesados. O fibrinogénio € uma proteina soluvel que se



polimeriza para formar a proteina insoluvel fibrina durante a coagulagao sangtinea

(SMITH, 1985).

1.4 Estudo dos farmacos na marcagio com *™Tc.

Quando um radiofarmaco € administrado a um paciente, ocorre o processo de
biodistribuicdo. A ligagdo dos radiofarmacos aos elementos sanguineos pode ser
alterada pela presenca de farmacos, da mesma forma que a biodistribuicdo normal
de um radiofarmaco pode ser modificada por uma interacdo medicamentosa,
podendo acarretar em uma interpretagao inadequada da imagem cintigrafica (SAHA,
1998).

Uma droga terapéutica pode modificar a natureza do radiofarmaco, bem como
0 meio bioquimico no qual o radiofarmaco esta exposto, as estruturas que
normalmente nao seriam alvo para os radiofarmacos e a capacidade dos
radiofarmacos de se ligarem aos elementos sanguineos (HLADIK, 1987;
SRIVASTAVA et al.,, 1987; SAMPSON, 1996). Podem interferir diretamente no
processo de marcagado, competindo pelo sitio de ligagado do 9MTc, alterando a
eficiéncia do agente redutor.

Nos diagndsticos com compostos farmacolégicos marcados com is6topos
radioativos, os resultados podem acarretar em uma ma interpretacdo dos exames,
devido a um comportamento ndo esperado apresentado delo radiofarmaco.
Farmacos como antihipertensivos, diuréticos e antiinflamatérios esteroidais ou nao
esteroidais interferem com a marcagcdo e biodistribuicdo dos radiofarmacos

(HESSLEWOOD, 1994).



1.5 Farmacos antiinflamatorios

A reacao inflamatéria esta presente em quase todas as lesdes produzidas no
organismo humano. Traumas, infec¢oes, reagcdes imunitarias a agentes externos e
processos auto-imunes acompanham-se, em maior ou menor grau de reagdes
inflamatérias. (WANNMACHER; FERREIRA, 1998).

As manifestacdes clinicas do processo inflamatério, também chamadas sinais
cardinais da inflamagdo s&o: hiperalgesia, eritema e edema. Em nivel
histopatoldgico, ocorrem dois quadros sucessivos: um quadro agudo e um crénico
que é proliferativo da resposta inflamatdria, instalada 36 a 48 horas apds o estimulo,
caracterizada por migracgao leucocitaria, com predominancia de monacitos, linfocitos,
plasmdcitos e fibroblastos, e sinais de regeneracdo e reconstrugdo de matriz
conjuntiva (RANG; DALE; RITTER, 1992; INSEL, 1996).

Em nivel molecular, ha desnaturacao protéica determinada por enzimas liticas
(proteases, esterases, colagenases) liberadas pela ruptura da membrana dos
lisossomas, em consequéncia de agao de fagdcitos. A alteragéo protéica é o ponto
de partida para a ativacdo de uma série de sistemas que sintetizam e liberam
substancias intermediarias de lesdo, como histamina, serotonina, bradicinina,
prostaglandinas, leucotrienos e varios fatores quimiotaticos. Essas substancias sao
responsaveis por vasodilatagdo, aumento de permeabilidade vascular, migragao
leucocitaria, agregacao plaquetaria, dentre outras manifestagbes do processo
inflamatério agudo. (WANNMACHER; FERREIRA, 1998).

As prostaglandinas estdo mais constantemente envolvidas nesse processo.
Sao formadas a partir do acido araquidbnico, liberado dos fosfolipideos da

membrana das células lesadas, por agao catalitica da fosfolipase A2, fosfolipase C e



lipase digliceridea. Ciclorigenases (constitutivo — COX-1 e induzivel COX-2) e
hidroperoxidase catalisam as etapas sequenciais de sintese dos prostandides
(prostaglandinas classicas e tromboxanos), enquanto as lipoxigenases transformam
0 acido araquidbnico em leucotrienos e outros componentes, envolvidos em
diferentes agcdes (WANNMACHER; FERREIRA, 1998).

Prostaglandinas sao vasodilatadores, exceto tromboxano A; que também
estimula agregacgao plaquetaria, ao contrario de prostaciclina-PGD, que é liberada
de mastdcitos ativados por estimulos alérgicos ou outros PGE; que inibe a agéo de
linfécitos e outras células que participam das respostas alérgicas ou inflamatérias.
Além de promoverem vasodilatagdo, as prostaglandinas sensibilizam nociceptores
(hiperalgia) e estimulam centros hipotalamicos de termorregulagdo. Os leucotrieno
aumentam a permeabilidade vascular e atraem leucdcitos para o sitio de lesdo.
Histamina e bradicinina aumentam a permeabilidade capilar e ativam receptores
nocigénicos. A estimulagcdo das membranas dos neutrdfilos produz radical livre
derivado do oxigénio molecular, podendo estimular a produgédo de outras moléculas
reativas, como peréxido de hidrogénio e radicais hidroxilicos. A interagao dessas
substancias com o acido araquidénico resulta na formagcdao de substancias
quimiotaticas, perpetuando assim, o processo inflamatério (KOENER, 1994). Podem-
se dividir os farmacos utilizados na terapéutica antiinflamatéria em trés classes:

| — Antiinflamatérios n&do hormonais ou nao esteroidais

Il — Antiinflamatérios hormonais (corticosteroides)

[l — Outros antiinflamatoérios (antiinflamatérios de longa acédo como o
ouro, a penicilina, a colchicina, os imunodepressores, etc), que ndo sé combatem os
sintomas, mas também evitam a progressao da doencga. Sua desvantagem consiste

na alta toxicidade (WANNMACHER; FERREIRA, 1998).



1.5.1 Antiinflamatorios nao esterdides.

Os Antiinflamatérios (Al) ndo esterdides possuem propriedades analgésicas,
antidérmica, antiinflamatodria e antitrombdtico. Sua acgao antiinflamatéria decorre da
inibicdo da sintese de prostaglandinas, efetuada mediante inativagdo das
cicloxigenases constitutiva (COX-1) e indizivel (COX-2). A primeira é responsavel
pelos efeitos fisioldogicos das prostaglandinas em sitios gastricos e renais, ja a
segunda surge em locais de inflamagao. A inibicdo da COX-1 & pelo menos em
parte, responsavel por alguns dos efeitos adversos de antiinflamatérios nao
esterdides, como as toxicidades renal e gastrintestinal. Na tentativa de preservar as
caracteristicas antiinflamatdrias, reduzindo os efeitos adversos, as pesquisas tém
sido direcionadas para a busca de representantes com maior seletividade para COX-
2 como meloxicam e nabumetona (INSEL, 1996; VANE; BOTTING, 1995).

O efeito dos antiinflamatorios nao esterdides é sintomatico, inespecifico, nao
interferindo  na histéria natural dos processos inflamatérios. Todos os
antiinflamatorios ndo esterodides tem eficacia similar, entédo a escolha deve se basear
em outros critérios: toxicidade relativa, conveniéncia para o paciente, custo e
experiéncia de emprego. Em pacientes nao responsivos ao dado antiinflamatério, é
preferivel substitui-lo por outro de subgrupo diferente (QUARESMA; NATOUR;
FERRAZ, 1997).

Os antiinflamatérios néo esteréides compreendem: (1) os derivados do acido
salicilico (AAS); (2) derivados da pirazolona; (3) os derivados da paraaminofenol; (4)

antiinflamatoérios congéneres derivados do acido acético, derivado do acido



propidnico, derivados do acido fenilantranilico, derivados do acido endlico.
(BJORRKMAN, 1998).

1.5.1.1 Derivados do AAS-Acido acetil salicilico.

Os salicilatos sao antiinflamatérios eficientes e de largo uso clinico. Parte do
da inibicdo da cicloxigenase impedindo, desta forma, a conversdo do &acido
araquidénico em endoperdéxido ciclico, PGG2. Como vimos, as prostaglandinas séo
responsaveis por parte das alteragdes, observadas no processo inflamatério. A
capacidade que farmacos do tipo aspirina tem de inibir algumas funcgdes
leucocitarias: producédo de superdxidos por fagécitos, a resposta de células linfoides
a mitégenos in vitro, a atividade pré-inflamatéria de origem linfocitaria, em reagdes
nao imunes sugere que mecanismos adicionais sdo necessarios para explicar a
atividade antiinflamatdria desses farmacos. A aspirina € de uma eficacia para reduzir
a dor de intensidade leve e a moderada, pois atua de forma periférica através de
seus efeitos sobre a inflamacgao e, provavelmente também inibe os estimulos para a
dor num sitio subcortical (VANE; FLOOWER; BOTTING, 1990).

A dose analgésica ou antipirética 6tima de aspirina é inferior a dose oral
comumente utilizada de (0,6g), que pode ser repetida a cada 4 horas e doses
menores (0,3g) a cada 3 horas. A dose para criangas é de 50-75 mg/kg/dia em

doses divididas (VANE; FLOOWER; BOTTING, 1990).

1.5.1.2 Derivados de pirazolona.

O grupo inclui fenilbutazona (butazolidina), a oxifenilbultazona, a dipirona, a

azapropazona e alguns derivados de uso restrito atualmente: a fenazona (antipirina)



e aminopirina (piramido) que sdo altamente toxicas e, se possivel, devem ser
evitadas, pelo menos em tratamentos prolongados. A agdo antiinflamatéria da
fenilbutazona e oxifenilbutazona € potente e, embora ajam como antialgicos e
antipiréticos ndo devem ser empregados para a obtencdo desses efeitos, devido a

toxicidade (JONES, 1996).

1.5.1.3 Derivados do para-aminofenol

Compreendem a acetofenetidina (fenacetina) e o acetaminofeno
(paracetamol). Estes farmacos tém importantes efeitos antitérmicos e antialgico,
comparaveis aqueles da aspirina, entretanto, seu efeito antiinflamatério é muito
reduzido. O acetaminofeno é fraco inibidor da biossintese de PGS, embora exista
alguma evidéncia que permita sugerir que ela possa ser mais eficaz contra enzimas
no sistema nervoso central que na periferia. Este fato poderia ser responsavel pelos
efeitos antialgicos e antitérmicos, efeitos que envolvem agdes no tecido neural.
Estes farmacos, em doses terapéuticas ndo afetam o equilibrio acido base ou o
tempo de coagulacéo, e ndo produzem irritagdo gastrica ou hemorragias na mucosa
do trato digestivo, efeitos comuns as outras classes de substancias. Em casos de
dores moderadas como cefaléia, artralgias (especialmente na gota), dismenorréia, a
dose total diaria, que deve ser administrada fracionadamente, ndo deve ultrapassar

2g e as criangas devem receber doses menores (PARRA et al, 2003).

1.5.1.4 Derivados do acido acético (indometacina, sulindaco e diclofenaco).

O diclofenaco é um potente inibidor da cicloxigenase, dotado de propriedades

analgésicas e antipiréticas. O farmaco é rapidamente absorvido apds administragéo



oral e tem meia vida curta. A poténcia do diclofenaco é maior que a do naproxeno,
estando recomendado para o tratamento de condicdes inflamatdrias cronicas, como
artrite e osteoartrite. A indometacina apresenta efeitos antiinflamatoérios de
intensidade equivalente aos da aspirina, tem acdo antitérmica comparavel e nao é
destituida de propriedade antialgica e tem grande emprego terapéutico, mas nao é
destituida de toxicidade. O sulindaco € uma pro-droga. Seu metabdlito é cerca de
500 vezes mais potente como inibidor da cicloxigenase, o que poderia explicar a
algo mais baixa incidéncia de toxicidade gastrointestinal, uma vez que a mucosa
gastrica ou intestinal ndo estaria exposta a altas concentragdes da droga ativa

durante a administragao oral (AMANN; SCHULIGOI, 2000).

1.5.1.5 Derivados do acido propiénico

O naproxeno apresenta poténcia compravel a da indometacina, como
antiinflamatério, antitérmico e antialgico. E potente inibidor da sintese de
prostaglandinas. O ibuprofeno, em doses de cerca de 2400mg ao dia, equivale a 4g
de aspirina em termos de efeito antiinflamatério. O farmaco é quase sempre
prescrito em doses menores, nas quais tem agao analgésica, porém é inferior como
agente antiinflamatdrio. O citoprofeno tem capacidade de inibir tanto a cicloxigenase
quanto a lipoxigenase. E rapidamente absorvido, porém sua meia vida é curta. A
eficacia do citoprofeno equivale a da aspirina e de outros AINE no tratamento da
artrite reumatoide e da osteoartrite. A despeito de seu duplo efeito sobre as PGS e

os leucotrienos, ndo foi demonstrado ser superior a outros AINE (KIDO et al.,1998).

1.5.1.6 Derivados do acido fenilantranilico (acidos mefenamico e flufenamico).



O acido mefenamico é principalmente antialgico, embora tenha propriedades
antiinflamatoérias e antitérmicas. O acido flufendmico €& preferencialmente
antiinflamatério. O &cido mefendmico € absorvido lentamente no trato
gastrointestinal. Tem efeitos secundarios e tdéxicos e ndo deve ser utilizado por
tempo prolongado (ndo mais que uma semana). Entre seus efeitos, relatam-se
cefaléias, tonturas, perturbagdes gastrointestinais, agranulocitoses e reagbes de

hipersensibilidade (GOODMAN; GILMANS, 1985)

1.5.1.7 Derivados de acidos endlicos

Constituem um grupo de farmacos recentemente utilizados. Tem atividades
antialgicas, antitérmicas e antinflamatérias. A principal vantagem do piroxicam é sua
meia vida longa, o que permite a administracdo da dose Unica diaria. E
completamente absorvido apds administragao oral no estémago e na parte superior
do intestino delgado. Liga-se extensamente as proteinas plasmaticas (99%) e é
eliminado pela urina sob a forma de conjugado glicorunideo e, em menor grau, na
forma inalterada. Observam-se sintomas gastrointestinais em 20% dos pacientes.
Outras reagdes adversas incluem tonteira, zumbido, cefaléia e erupgao cutanea. O
piroxicam pode ser utilizado no tratamento da artrite reumatodide, espoondilite
anquilosante e osteorartrite. (SAYYAH et al., 2003; DING et al., 2003; HEEB et al.,

2003).

1.5.2 Antiinflamatérios esteroéides (corticosteroide)



Em geral, os corticosteréides com acao antiinflamatéria sdo mais ativos nos
processos inflamatérios persistentes, em vias de cronificagdo ou crdénicos e em
diversas afecgdes alérgicas renitentes. Eles sao capazes de estabilizar as
membranas lisossomiais, diminuem a resposta vascular a fatores de permeabilidade
e os fenbmenos proliferativos do conjuntivo. Produzem cosicopenia acentuada e, em
doses maiores determinam uma diminuicdo dos linfocitos circulantes, também
induzem a sintese da liporcotina, proteina que se encontra complexada a fosfolipase
A, e cuja fungéo é preservar a integridade da membrana plasmatica. Os corticéides
antiinflamatérios sdo predominantemente glicorticoides. Esses sdo absorvidos por
via oral ou parenteral, ligam-se principalmente as globulinas plasmaticas e séo
metabolizadas no figado. A excregao das formas livres ou de metabdlitos se faz pela
urina e pela bile (WENNEBERG, 1991).

A tabela 1 indica a poténcia antiinflamatéria aproximada dos principais
corticoides de utilizacido clinica, por comparacdo com o efeito antiinflamatério do

cortisol.

Tabela 1-Poténcia antiinflamatoéria dos corticosterdides

Corticosterdides dose diaria média Poténcia antiinflamatdria relativa
Hidrocortisona 40-200 mg 1

Betametasona 1,2-2,4 mg 30
Dexametasona 1,5-3 mg 25
Parametasona 4-8 mg 10

Triancinolona 8-16 mg 5



Metilprednisolona 8-16 mg 5

Prednisolona 10-20 mg 4
Prednisona 10-20 mg 4
Cortisona 25-200 mg 0,8

O efeito Al dessas substancias deve ser exercido localmente, uma vez que é
eficaz por aplicagao tépica, ou em casos de processos articulares, por inje¢ao intra-
articular. Nao se pode atribuir a um fator determinado o efeito Al decorrente do uso
dessas substancias. Referimo-nos a estabilizacdo das membranas dos lisossomas,
0 que acarretaria uma menor liberacdo das enzimas lisossomiais. A capacidade dos
vasos microcirculatorios em responder a estimulos lesivos esta sensivelmente
abrandada sob utilizagdo desses farmacos. Os fendbmenos proliferativos em
afecgbes reumaticas diminuem sob a influéncia dos corticosterdides, o que justifica
imaginar-se um efeito sobre células conjuntivas. A liberagdo de cicosanoides, em
tecidos expostos ao agente lesivo. E bloqueada pelos glicocorticéides, através da
inibicao da fosfolipase A,, enzima responsavel pela liberacdo do acido araquiddnico
a partir de fosfolipidios da membrana. A inibicdo da fosfolipase A, € mediada pela
lipocortina, cuja sintese e liberagao € estimulada pelos esteréides antiinflamatérios.
Além disso, diminuem a migracao de células para o foco inflamatério e interferem
com uma variedade de fungdes inerentes a essas células (HUBER, 1996).

Em virtude dos efeitos metabdlicos, os corticosterdides utilizados em
terapéutica antiinflamatéria, podem induzir hiperglicemia por estimularem a
gliconeogénese e diminuirem a utilizagao periférica de glicose. Ocorre aumento do

catabolismo protéico. Esse efeito ndo poupa as proteinas ésseas, de modo que um



certo grau de osteoporose e perda de calcio podem acontecer. Uma consequéncia
grave € a retencdo de soédio, cloro e agua (atividade mineralocorticoide), com
disturbios hidroeletroliticos e formagao de edema. Esse efeito € mais evidente com
os glicocorticéides naturais do que com a maioria dos sintéticos (predinisolona,
triacindona, betametasona, dexametasona) e obviamente menos intenso que a
retengdo promovida pelo mineralcorticéide aldosterona. (KOPP, 1991).

As repercussdes para o lado das células sanguineas incluem eosinopenia e
neutrofilia. Ha depressao de tecidos linféides e diminuicdo do numero de linfécitos
circulantes. A capacidade fagocitaria dos granuldcitos polimorfonucleares apresenta-
se reduzida. A involugdo dos tecidos linfaticos, com diminuicdo de anticorpos
circulantes, caracteriza a atividade imunossupressora desses agentes. Em casos de
processos infecciosos, os microorganismos podem continuar a proliferar, com
abrandamento da resposta inflamatéria, o que € deletério. Por outro lado, infeccoes
apostas podem ser mascaradas. Irritagdo gastrica, formagao de ulceras, disturbios
mentais, supressao da funcao tireoideana podem ocorrer em casos de tratamento
prolongado. Finalmente a suspensao do tratamento ndo deve ser abrupta. A retirada
da droga se faz de modo gradativo, a fim de evitar insuficiéncia adrenal aguda, uma
vez que a administragdo exogena do horménio natural ou derivado sintético conduz

a um periodo de atividade reduzida do cortex adrenal (KOPP, 1991).

1.5.2.1 Dexametasona

Atua de forma especifica nos processos antiinflamatérios diminuindo a

permeabilidade capilar e aumentando a estabilidade das membranas dos



lisossomos. Dentre os corticoides, a Dexametasona é a que apresenta a maior
potencia antiinflamatodria e praticamente nao produz retencio de sddio.

E indicada em neurites, polineurites, nevralgia intercostal, nevralgia ciatica,
nevralgia de outros nervos periféricos, paralisia facial, poliradiculoneurite, hérnia de
disco intervertebral, lombalgia e neuropatias diabéticas. E indicada também em
crises agudas de processos reumaticos, como artrite reumatoide, bursite, capsulite,
espondilite e reumatismo poliarticular agudo. E costumeiramente usado em
contusdes agudas com comprometimento osteoarticular ou osteomuscular, bem
como nos espasmos musculares agudos (GUZZO; LAZARUS; WERTH, 1996).

Quando utilizada por longos periodos, o paciente fica susceptivel a afecgdes
como ulcera péptica, osteoporose com fraturas patoldgicas, fraqueza e atrofia
muscular.

Algumas formulagdes comerciais apresentam esse corticdide associado a
vitaminas do complexo B: Cianocobalamina (Vitamina B1,), precursora da coenzima
B12, participa da conversao da homocisteina em metionina que por sua vez vai ser
utilizada na producdo de mielina. Sendo um importante auxiliar na eficacia
terapéutica, pois existem inumeros processos degenerativos inflamatérios cujo
mecanismo basico de origem e a desmielinizagao; Tiamina (Vitamina B1), atuando
como coenzima na descarboxilizacdo oxidativa dos alfacetoacidos. E uma vitamina
que deve estar presente em grandes quantidades nos musculos esqueléticos e nos
axbénios das células nervosas, principalmente nos processos de regeneragdo das
terminagdes nervosas e de restauracdo das forcas musculares. A deficiéncia de
tiamina produz quadros de neurites com diminuicdo dos reflexos tendinosos

profundos acompanhado de dores musculares; Piridoxina (vitamina Bg), atua no



metabolismo dos aminoacidos e na excitabilidade neuronal, a sua deficiéncia produz

fraqueza muscular (YOKORO et al., 2003).

2. JUSTIFICATIVA

O estudo da interagao medicamentosa em medicina nuclear é relevante, pois
diminui a incidéncia de exames com falsos resultados, bem como de repeticdes
desnecessarias dos exames com consequente exposi¢cao excessiva do paciente a
radiacao.

A acdo dos antiinflamatérios hormonais e nao hormonais no sentido de
verificar efeitos e modificagbes da marcagcdo das hemacias e da fragilidade
osmotica, comprometendo possivelmente os trabalhos de cintilografia na medicina

nuclear.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Estudar as agdes dos farmacos como atividade antiinflamatéria hormonais e
nao hormonais sobre a fragilidade osmotica de hemacias e proteinas plasmaticas

com o ®™T¢, em ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar a influéncia da dexametasona e complexo vitaminico sobre a

fragilidade osmotica de hemacias;

o Promover a marcagdo de hemacias e proteinas plasmaticas com **"Tc na

presenca de dexametasona, complexo de vitamina B e piroxicam;



4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos em questao foram realizados no Laboratério de Pesquisas do

Departamento de Biofisica e Radiobiologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas da

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

4.1 Equipamentos

O

Agitador magnético, Fisatom, Brasil.

o Balanca de precisao, Hr-200, Mettler, Suica.

o Balancga simples-Triple Beam Balance.

o Contador de cintilagdo gama DPC Gambyt CR

o Centrifuga varifuge K, Heraeus Christ, Alemanha.

4.2 Reagentes

o Acido Tricloroacético (TCA 5%), Vetec, Brasil.

o Cloreto estanoso bi-hidratado, Reagen S.A., Brasil.



o EDTA Dissédico, Reagen S.A., Brasil.

o DEXADOR (4mg) com complexo B, Ativus farmacéutica, Brasil

o INFLAX (40mg), Ativus farmacéutica, Brasil

o ®™Tc (TcO4Na) do gerador ®Mo/**Tc, IPEN/CNEN, Brasil. Obtido a partir do

gerador de Mo®® (IPEN- Instituto de Pesquisa de Energia Nuclear, Comiss&o

Nacional de Energia Nuclear, cedido pelo Departamento de Medicina Nuclear

do Hospital das Clinicas- UFPE)

4.3 OUTROS

o Tubos de ensaios

Seringas hipodérmicas (descartaveis)

O

Pipetas graduadas e simples

O

O

Papel aluminio

4.4 Animais

Para os experimentos foram utilizados ratos da linhagem Wistar, jovens adultos
com idade de 90 dias, pesando de 200-250g, provenientes do Biotério do
Departamento de Biofisica e Radiobiologia da Universidade Federal de
Pernambuco. A manutencdo desses ratos em laboratério teve as seguintes

caracteristicas: alimentagdo do tipo ragdo comercial para roedores, agua “ad



libidum”, iluminagao artificial, ciclo claro e escuro de 12/12 horas e temperatura

ambiente variando entre 26°C-30°C.

4.5 Determinacao da fragilidade osmoética de hemacias

Os reagentes usados para o preparo das solugdes para avaliar a fragilidade
osmotica de hemacias de ratos foram a dexametasona (solugdo) em diferentes
concentragbes (100,200 e 400 pg/mL), complexo de vitaminas B (6,37uQ);
dexametasona associado ao complexo nas mesmas concentracdes.

Amostras de 0,5 mL de sangue heparinizado foram incubadas com 100uL do
farmaco nas referidas concentragdes por 1 hora em temperatura ambiente. O
controle foi incubado com 100uL de NaCl 0,9%. Apds incubacédo de 1 hora, as
amostras foram lavadas trés vezes com NaCl 0,9% para remover o excesso do
farmaco.

As células sanguineas foram ressuspendidas em 1mL de NaCl 0,9%.
Aliquotas de 50 uL dessas células, tratadas com o farmaco e controle, foram
colocadas em tubos com 5mL de solucdo salinas de NaCl em diferentes
concentragdes (0; 0,1; 0,25; 0,4; 0,7; 0,9 %). Apds 1 hora em temperatura ambiente
esses tubos foram centrifugados em Centrifuga Varifuge K, (Heraeus Christ,
Alemanha) (1000g) durante 5 minutos e os sobrenadantes foram isolados e foram
determinadas as densidades opticas (OD) no Espectrofotdmetro (545mm).

A densidade Optica dos sobrenadantes foi comparada com os
correspondentes a 100% de lises (0,1% NaCl). O sobrenadante dos tubos contendo
0,9% de NaCl foram considerados reagdes brancas. Apés a medigao da fragilidade

osmatica, foram tragadas curvas de fragilidade dos percentuais de hemdlises (%L).



Amostras de sangueheparinizado (0,5mL)

100 pL de NaCl 0,9% ])U (), 100 puL da droga

Ressuspender com
ImL deNaCl 0,9%

Incubar 1h

Lavar 3x com NaCl 0,9%
NaCl NaCl NaCl
| |

| Aliquotas de 50 uL

NaCl NaCl NaCl
0,4% 0,7% 0,9%

Sobrenadante U Incubar 1h

0% 0,1% 0,25%

}
|

Leitura espectrofotométrica | <=———= <= | Centrifugar (1000g/5min
(545 nm)

4.6 Marcacio de hemacias e proteinas plasmaticas com o **™Tc in vitro.

O estudo de marcagcdao de hemacias foi realizado utilizando diferentes
concentragbes de farmacos em solugdo como a dexametasona (10, 100 e 1000
ug/mL), complexo de vitaminas B (15 mg/mL); dexametasona associado ao
complexo nas mesmas concentragdes e piroxicam na concentragcdo de 50, 500 e

5000 pg/mL.



Os procedimentos experimentais descritos foram realizados em tubos de
ensaio tipo vacutainer, onde foi feito vacuo com seringas hipodérmicas antes de
colocar o cloreto estanoso, pois pode ocorrer oxidacao do cloreto estanoso em
presenca do oxigénio atmosférico, que poderia acarretar a diminuicdo da
capacidade redutora desta solucao.

Para preparar a solugao de cloreto estanoso foi utilizado como veiculo salina
0,9%. A concentragdo do cloreto estanoso foi a de 1,2ug/mL, escolhida de acordo
com a eficiéncia de marcacdo obtida através de diversos estudos realizados por
BERNARDO FILHO (1988).

O procedimento experimental foi realizado com amostras de 0,5 mL de
sangue de ratos Wistar (n=3) com anticoagulante EDTA, os quais foram incubadas
por um periodo de 60 min a temperatura ambiente na presenca dos farmacos
dexametasona, complexo de vitaminas e piroxicam, o grupo controle (0), na
auséncia de farmacos, recebeu o mesmo tratamento. A seguir foi acrescentado o
cloreto estanoso (1,2ug/mL-500uL) e incubado por 60 minutos. O *™Tc foi
adicionado na dosagem de 0,1mL (3.7 MBq) na forma de (**"TCO,4Na), mantendo
as mesmas condigdes por 10 minutos. As amostras foram centrifugadas (1000g, por
10 minutos) e posteriormente separadas as aliquotas de plasma (P) e células
sanguineas (C), sendo calculada a radioatividade em CPM. Para avaliar o efeito dos
farmacos na ligagdo do *™Tc as proteinas plasmaticas e células sangiiineas, as
aliquotas de P e C (20uL) foram precipitadas com 1mL do acido tricloroacético
(5%), como também a mesma quantidade P e C (20uL) para 1mL de solugao salina.
Sendo, entdo, centrifugadas e isoladas as fragdes soluveis (FS) e insoluvel (Fl),
obtidas a partir do plasma e das células sanguineas. A metodologia esta descrita no

desenho esquematico abaixo ilustrado.



100 pL de NaCl 0,5 mL de SnCl, m
X S i | Plasma_|

0.9% / 60 min
/ h“ .
9mTc 100 pL FS
/ (3,7MBq) / 10 min /
TCA 5% -Acido
A li tricloroacetico

Amostra de 0,5mL de Centrifugagdo (mi)

sangue heparinizado 1500 rpm /10 min N =
—
/ Aw Fs

< | 100 pL da droga Plasma e hemacias

/ 60 min marcadas com %mTc

Ratos Wistar

Procedeu-se a contagem em contador gama (DPC Gambyt Cr) e os resultados
obtidos, a partir das fragdes, foram calculados usando as férmulas abaixo, segundo

(BERNARDO-FILHO, 1990; SANTOS et al., 1995).

No Plasma Nas Células FIP ou FIC / FSP ou FSC
FP FC Fl FS
Ou
FP + FC FP + FC FS + FI FS + FI

4.7 Analise estatistica

O teste ANOVA foi utilizado para analisar os resultados nos experimentos e

posteriormente o teste de Newman Keuls, sendo a variancia de p>0,05.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudos da influéncia de farmacos antiinflamatérios hormonais na

fragilidade osmética de hemacias.

A determinagcdo da fragilidade osmoética de hemacias foi avaliada
comparando-se os efeitos das diferentes concentragdes de dexametasona (100, 200
e 400 pg/mL), complexo de vitaminas B (3,2; 6,4; 13mg/mL) e dexametasona
(400ug/mL) associado ao complexo de vitaminas B (13 mg/ML) nas mesmas
concentragdes. O controle recebeu solugao salina 0,9% como veiculo.

A Figura 1a mostra uma curva de fragilidade osmética obtida de heméacias de
ratos tratados com diferentes concentracbes de Dexametasona, complexo B e
associacdo de dexametasona com complexo B. A analise dos resultados indicam

que ocorre uma reducdo significativa na taxa de 80.3% de hemdlise no meio



hipotbnico das células tratadas com 400ug/mL de dexametasona. De maneira que,
quando o NaCl esta em baixa concentragdo, e com a adicdo de uma alta
concentracdo de Vitamina.B promove 100 % de hemdlise nas concentra¢des de

NaCl de 0,1 a 0,4 % e pode ser induzido pelo aumento da osmolaridade do meio.

120
_8 100 —e— controle
% 60 B
g 40 C
X 20 —%—dex +
0. | X + comp

0 0,5 1

Concentracao de NaCl %

Figura la: representa a curva de fragilidade osmotica em ratos
apos tratamento com Dexametasona, Dexametasona associada
ao complexo de Vitamina B e controle. Os valores sao medias
e desvio padrdo de trés experimentos similares.

A Figura 1b mostra, na curva de fragilidade osmotica, a diferengca de
comportamento entre a associacdo de dexametasona com o complexo B, em

relacdo ao grupo controle e a concentragdo C (400ug/mL) de dexametasona, que

tem comportamentos analogos.

o 120
@2 100 —e— controle
2 80 —e—C
2 60 —&— dex + comp
° 40
2 20

O T T 1

0 0,5 1
concentracao de NaCl %

Figura 1b: representa a curva de fragilidade osmdtica em ratos
apés tratamento com dexametasona 400 pupg/ml (C),
Dexametasona associado ao complexo de Vitamina B (400
png e 13 mg/mL) e controle. Os valores sdo medis e desvio
padrao de trés experimentos similares.



Pode—se observar que na Figura 2a, um % de hemdlise mais acentuado na
presenca de complexo de vitamina B, permanecendo em torno de 100% de
hemolise para as concentragées de NaCl de 0,1 a 0,4%. De maneira que o complexo

B desloca a curva mais para a direita, como € demonstrado na Figura 2b.

) 120 —e— Controle
2 90 A
s 60
T B
g 30
°\° 0 T T - 1 C
0 0,5 1

Concentracao de NaCl ( %)

Figura 2a: representa a curva de fragilidade osmotica em
ratos apds tratamento com o complexo de Vitamina B (A -
3,2; B- 6,4; C - 13mg/mL) e Controle. Os valores sdo
medias e desvio padrao de trés experimentos similares.

& 150

° R
g 100 —e—controle
[

I 50 —=—C

()

S o

\Q T T T T T 1

[-)

0 0,2 0,4 0,6 0.8 1

Concentracao de NaCl %

Figura 2b: representa a curva de fragilidade osmotica em ratos
apo6s tratamento com o complexo de Vitamina B (C-
13mg/mL) e Controle. Os valores sdo medias e desvio padrao
de trés experimentos similares.

5.2 Influéncia da Dexametasona e Piroxican na marcagao de hemacias

proteinas plasmaticas com tecnécio.



Varios trabalhos foram realizados utilizando farmacos que afetam a marcagao
de hemacias ou células e/ou a distribuicao (HLADIK et al, 1987; SAMPSON, 1996;
OLIVEIRA JR, 2003). Este trabalho foi realizado com medicamentos com atividades
antiinflamatdrias , como a Dexametasona (de natureza estrogénica) e o Piroxican
(de natureza nao estrogénica), como também a vitamina B; no intuito de verificar
suas agbes sobre a marcacdo de células sanguineas (hemacias e proteinas
plasmaticas).

A marcacado de células sanglineas pode ser alterada pela interacdo com
substancias naturais ou farmacos medicamentosos, que ao serem administradas aos
constituintes do sangue, poderao atuar como agentes oxidantes ou antioxidantes;
competindo, portanto com o cloreto estanoso ou com o tecnécio-99m. Dessa forma
podendo alterar a permeabilidade da membrana celular pela ocupacédo do sitio de
ligacao do tecnécio-99m ou do cloreto estanoso.

E possivel verificar também que a Dexametasona, o Piroxican e o complexo
de vitamina B sdo substancias capazes de modificar a marcagao de hemacias,
conforme figuras apresentadas a seguir. Observa-se ainda, que os antiinflamatérios
hormonais e ndo hormonais promovem reducéo na captag¢ao do tecnécio, levando a
oxidacdo do ion estanoso e impedindo a entrada do pertecnetato na molécula de
hemoglobina; desta forma, a eficiéncia de marcagdo de hemacias € diminuida

(SANTOS et al, 1995).



Pode-se verificar que o Piroxicam altera a capacidade de ligagao do tecnécio
na concentragao de 0,05 mg/mL. Esta redugdo na marcagdo das hemacias se deve
possivelmente a redugdo das hemoglobinas, uma vez que o 9MTc apds atravessar
as membranas, atua nos sitios de ligagdo com a hemoglobina, segundo a Figura 3a.
No entanto, observa-se na Figura 3b que a fragado insoluvel das hemacias reduz a
marcagao em 25% quando comparado ao controle (91%), na concentracédo de
0,06mg/mL de Piroxican, permanecendo praticamente inalterado nas demais

concentracdes.

P —o—hemacia
(5]

g 100 —m—plasma
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s
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Figura 3a: representa o percentual de ligagdo do
tecnécio em ratos apos tratamento com o Piroxican na
fracdo de hemacias e plasma. Os valores sdo medias e
desvio padrao de trés experimentos similares.
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Figura 3b: representa o percentual de ligacdo do
tecnécio em ratos apos tratamento com o Piroxican
nas fragdes insoluveis de hemadcias e plasma. Os
valores sdo medias e desvio padrio de trés
experimentos similares.

No caso dos

antiinflamatorios



hormonais e ndo hormonais varios fatores podem influenciar a fragilidade celular e a
interacdo com o tecnécio na presenca do ion estanoso. Na busca de encontrar
modificacdes nao introduzidas especificamente por substancias ativas ou farmacos
sobre a marcacdo, mas em fungao das caracteristicas do meio onde se processam
as reacdes quimicas, permitam identificar os testes em estudos.

O estudo da osmolaridade no mecanismo de acdao de diferentes
concentracdées de antiinflamatérios hormonais, tomando-se como variaveis a
hemodlise das hemacias nas diferentes concentragdes de NaCl, na presenga de
cloreto estanoso, € importante porque possui caracteristicas atdmicas semelhantes
ao calcio. Assim, a quantificacdo da fragilidade osmatica representa os mecanismos
ativos e passivos de intrusido e extrusao de calcio.

A possibilidade de farmacos medicamentosos interferirem com a marcacgao de
hemacias tem sido bastante demonstrada. Gutfilen, Marinho e Bernardo Filho
(1993), estudando a marcagéo de hemacias com o **™Tc in vitro e avaliando o efeito
de bloqueadores de canais de calcio mostraram que estas substancias sao capazes
de bloquear reversivelmente a fixagdo do *™Tc nas hemacias.

Oliveira Jr (2003), demonstrou que o extrato de Salix alba, um produto
natural, € capaz de reduzir a captacdo de *™Tc pelas hemacias e também de
radioatividade na fragao insoluvel do plasma.

Este modelo é proposto por Gutfilen, Marinho e Bernardo Filho (1993) e
Bernardo Filho (1988) que sugerem a presencga do ion estanoso é um fator critico
para a marcagao. Embora estudos clinicos sejam necessarios, deve-se ficar atento a
possiveis interferéncias em exames com hemacias e proteinas marcadas com *™Tc
em pacientes que fazem uso regular da Dexametasona, associada ao fator critico na

marcacdo e dependente da mesma. A fixacdo do *°"Tc nas hemacias fica



comprometida levando a marcagao de elemento ao meio extracelular (proteinas
plasmaticas). Isto porque existe um mecanismo ativo que possibilita a incorporagao
do ion estanoso, pela hemacia, a semelhanga do que ocorre com a captacdo do
9MTc (BERNARDO FILHO, 1988). Este estudo possibilita avaliar os farmacos como
Dexametasona, Complexo B e Piroxican que quando incubado com o estanho, como
agente redutor, interferem na marcacdo de hemacias com o **"Tc.

A distribuicdo da radioatividade do °*"Tc foi analisada pela marcagdo das
hemacias e plasma, bem como nas fracdes insoluveis do mesmo sobre influéncia da
Dexametasona, complexo B, dexametasona associada ao complexo B e piroxicam
em diferentes concentragoes.

A analise dos resultados relata que na Figura 4a observa-se a marcagao de
hemacias e plasma na presenga de dexametasona. Na concentragdo de 100ug,
ocorre uma reducdo de 40% em relagdo ao % controle (O) e diminui ainda na

concentragédo de 100 e 1000ug em torno de 50%.
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Figura 4a: representa o percentual de ligacdo do
tecnécio em ratos apds tratamento com a
Dexametasona na fracdo de hemadcias e plasma. Os
valores sdo medias e desvio padrio de trés
experimentos similares.

A marc 1a, na Figura 4b,

mostra que as jagao no controle,
para as hem te nas pequenas

concentragbes e decaindo na concentracédo de 1000 ug/mL em torno de 17%, de

maneira significativa.



91%. Conforme a Figura 3, pode-se verificar que as hemacias tratadas com
Dexametasona em diferentes concentracdes e aquelas tratadas com o complexo de

vitamina B associado a Dexametasona apresentaram uma reducéo na captacao do
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Figura 4b: representa o percentual de ligacdo do
tecnécio em ratos apds tratamento com a
Dexametasona na fracdo insolivel. Os valores sdo
medias e desvio padrdo de trés experimentos
similares.

A capacidade de fixagdo do *™Tc nas hemacias do grupo controle (O) é de

9MT¢, em relagdo ao grupo controle.
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Figura 5: representa o percentual de ligagdo do
tecnécio em ratos apOs tratamento com a
Dexametasona na presenca e auséncia o complexo B e
controle. Os valores sdo medias e desvio padrao de

Pode-se conclu 1rés experimentos similares

©)

Emconc.... o o i, & eiiceeiies = = ——.....-XO de vitaminas B
promovem a fragilidade osmaética das hemacias.
As substancias antiinflamatérias diminuem a eficiéncia de marcacdao de

hemacias e proteinas plasmaticas in vitro.




o Dexametasona e Complexo de vitaminas B, quando associado promovem
alteracbes na marcagao de hemacias, como a competicdo pelo sitio de

ligagao do *™Tc.
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