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RESUMO

O uso de produtos naturais como plantas medicinais € muito frequente em
populacdes indigenas e nas camadas mais populares. O extrato do salgueiro(Salix alba) é
um vegetal utilizado como analgésico,antiinflamatorio e antipirético. O objetivo deste
trabalhno é avaliar a influéncia ou efeito do extrato do salgueiro em diferentes
concentracdes na marcacdo de hemécias e proteinas plasmaticas com o *™Tc.HemAcias
marcadas com o *™Tc estdo sendo usadas para varias avaliacdes em medicina nuclear..
Inicialmente o sangue (hemacias e proteinas plasmaticas) foi incubado com o extrato do
salgueiro em diferentes concentracdes durante 1h e  depois foram adicionados
sequencialmente cloreto estanoso (SNCI2) por 1h e ®™Tc por 10 min. Posteriormente
plasma e hemécias foram separados com o uso da centrifuga. Aliquotas desta também
foram precipitadas com TCA (&cido tricloroacético) a 5% e as fragdes solUveis e
insolUveis separadas. As percentagens de radioatividade (2%ATI) das amostras e
hemacias de plasma foram determinadas ou calculadas e os resultados indicaram que o
extrato reduziu a marcacdo de hemécias e protefnas plasméaticas com o *"Tc

O estudo in vivo mostra o efeito do extrato de salgueiro branco(Salix alba) e a
biodistribuicdo dos radiofarmacos em ratos Wistar fémeas(n=6) e foram divididos em dois
grupos:tratado(n=3) e controle(n=3).A reacdo com *™Tc (3,7MBq) em presenca do cloreto
estanoso e do extrato de salgueiro branco(Salix alba) foi incubada por uma hora e depois
injetada nos animais.Depois de uma hora os animais foram rapidamente sacrificados para a
retirada dos Orgdos e contagem em contador gama.A percentagem de
radioatividade(%ATI) foi calculada em relagdo ao peso dos o6rgdos.A andlise dos
resultados revelam uma reducéo significativa no %ATI nos
rins,coracédo,pulmdes,figado,baco,pancreas,musculos,intestinos,cérebro,dtero e tiredide e
um aumento de %ATI no estdbmago.Conclui-se que o extrato de salgueiro branco pode
inibir a passagem de cloreto estanoso pela membrana plasmatica ou competir com os sitios

de ligacdo e formar espécies reativas de oxigénio.
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ABSTRACT

The use of natural products as medicinal plants is very frequent in popular
medicine.The extract of the White Willow (Salix alba) is a vegetable used as analgesic,
antiinflammatory and antipyretic. The objective of this work is toevaluate the influence or
effect of the extract of the Willow in different concentrations in the labelling of red blood
cells (RBC) and plasmatic proteins with **™Tc , as well as study the effects of the White
Willow on the kinetic of biodistribuition of *™Tc .RBC marked with *™Tc are being used
for several evaluations in nuclear medicine. Initially blood (RBC and plasmatic proteins)
was incubated with the extract of the Willow in different concentrations during 1 hour and
later in a sequence stannous chloride (SnCI2) was added for 1 hour and ®*™Tc for
10minutes. Later plasma and RBC were separated with the use of a centrifuge.Aliquots of
this sample were also precipitated with TCA (trichloroacetic acid)5% and soluble and
insoluble fractions separated. The radioactivity percentages (%ATI) of plasma and RBC
samples were determined or calculated, and the results indicated that the extract of the
White Willow(Salix alba) reduced the demarcation of RBC and plasmatic proteins with
99m-|—c.

The study in vivo shows us the effect of the extract of white willow(Salix alba) and
the biodistribuition of radiopharmaceuticals in female Wistar mouse(n=6) and it was
divided in two groups: treated(n=3) and control(n=3).The reaction with **™Tc (3,7MBq) in
the presence of stannous chloride and the extract of the white willow(Salix alba) was
incubated for one hour and after it was injected and the animals(mice).After one hour the
animals(mice) were rapidly sacrificied to take off the organs and were couting by the gama
counter. The radioactivity percentage(%AT]I) it was calculated in relationship by weight
organs.The analysis of the results reveals a significant reduction of the %ATI in
kidneys,heart,lungs,liver,spleen,pancreas,muscle,intestines,brain,utero and thyroid and a
increase of %ATI in stomach.. In conclusion that the extract of white willow can be inhibit
passage to stannous choride by the plasmatic membrane or compete with ligation places

and forme the species reactives by oxigenio.



1. INTRODUCAO

Desde os primérdios da civilizagdo, os homens utilizam as plantas como fonte de
alimentacdo, material para vestiario, defesa, ataque, meios de transporte ¢ meio restaurador da
satde. Sua importancia ¢ medida devido a intensidade de seu uso, durante toda a historia da
humanidade (SIMOES et al, 2000). As plantas sio uma fonte importante de produtos naturais
biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de um grande
numero de farmacos. Apesar de haver um certo nimero de estudos nesta area, os dados disponiveis
revelam que apenas 15 a 17% das plantas foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal
(SOERJATO, 1996).0 género Salix descrito por Linnacus compreende mais de 200 espécies, cuja
a familia é das saliciceas sendo uma planta originaria da Europa, Asia e América Setentrional,
tendo o seu habitat em bosques imidos e nas margens dos rios. Em Portugal ¢ chamada de Sinceiro
e nos Estados Unidos de White Willow. J& no Brasil, na regido do pantanal ocorre a espécie Salix
humbodtiana. A espécie Salix alba conhecida como salgueiro- branco ¢ usada na medicina
popular como: adstringente, analgésico, anti-reumadtico, antiinflamatoério, anti-nevralgico,
antipirético e sedativo. (BRADLEY, 1992)

A marcacdo das células sangiiineas ¢ facilitada devido a abundante concentragdo celular,
por ser um modelo in vitro de facil separagao, além do que a manipulagdo das mesmas ndo conduza
danos quimicos ou fisicos. Através da avaliacdo da estrutura celular das hemacias ¢ possivel
compreender os mecanismos de transporte € em especial os sitios de ligagdo da hemoglobina, além
de possuir um rico sitio de ligagdo na hemoglobina (PEARSON;VERTRESS,1961;
BERLIN,1966). Dessa forma, as células sangiiineas constituem um modelo de transporte celular e
avalia¢do da funcdo e estrutura da membrana (BISCHOP ; SURGENOR, 1964; WHITTAN,1964).

Viarios estudos tém sido realizados para avaliar as interagcdes que ocorrem apoés a utilizagao
de radiofarmacos com extratos vegetais, interferindo na marcagdo de células sangiiineas e proteinas

ro: 7 99
plasmaticas, através de ~ T

c, podendo com este mecanismo alterar o comportamento
farmacocinético e farmacodindmico, modificando a resposta farmacolodgica. Os extratos de Thuya
occidentalis (OLIVEIRA et al, 1997) Nicotiana tabacum (VIDAL et al, 1998), Maytenus ilicifolia
(OLIVEIRA et al, 2000), Ginkgo biloba (BERNARDO-FILHO et al, 2001), Paullinia cupana
(OLIVEIRA et al, 2002) sdo alguns dos extratos responsaveis pela redugdo da captagio de *™Tc
pelas células sangiiineas.

Extratos como Peumus boldus (REINIGER et al, 1999), Phillantus niruri(SOUZA et al,
2000) e Cauliflower(Bernardo-filho et al, 2001) apresentam propriedades que favorecem a

marcag¢do de células sangiiineas com C.
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Os agentes ativos presentes no extrato de Salix alba(salgueiro-branco) sdo: glicosideos,
taninos, flavondides e salicilina. Devido ao seu teor de compostos salicilicos, considera-se ser um
bom produto antipirético (febre), anti-nevralgico (dor) e anti-reumadtico (inflamacido) (BRADLEY,
1992).

Atualmente, o seu uso foi suplantado pelas preparagdes sintéticas como a aspirina, o acido
acetilsalicilico, pois a acdo analgésica do Salgueiro-branco ¢ tipicamente mostrada nos produtos que

contem aspirina (MILLLS, 1996).

2. CONSIDERACOES GERAIS

2.1.0 VEGETAL SALIX ALBA (SALGUEIRO-BRANCO)

O salgueiro-branco ¢ uma planta que ocorre nas associacdes de planicies umidas e de
pantanos; encontra-se junto as aguas, estagnadas ou correntes, da planicie até a montanha. E usado
desde a Antigiiidade, quer pelas propriedades medicinais da casca, quer pelos ramos flexiveis, que
constituem uma matéria-prima barata para o fabrico de moéveis e cestos. O salgueiro pelas suas
propriedades medicinais ¢ utilizado como: antiinflamatorio, analgésico e antitérmico.(BRADLEY,
1992). Arvore ou arbusto com tronco castanho-esverdeado e ramos flexiveis verde-amarelados. As
folhas sdo lanceoladas, alternas, cinzentas e tomentosas. E uma espécie com flores didicas; as
flores masculinas e femininas estdo agrupadas em amentos e os frutos sdo cépsulas.

Na medicina popular ou fitoterapia o Salgueiro-branco (Salix alba) pode ser utilizado como

antiinflamatorio, preparado na forma de infusdo (MAURY, 1997)

Figura 1 — Representacdo do Salix alba (Salgueiro — branco)
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2.2. INFLAMACAO E REPARACAO

A inflamacao ¢ caracterizada por uma seqiiéncia de eventos que se inicia apds uma
agressdo sofrida pelo organismo, ou seja compreende as alteragdes em resposta a lesdo. Vale
salientar que esta lesdo podera ser causada por: bactérias (microorganismos patdgenos),
traumatismo, agentes quimicos, calor ou qualquer outro fenémeno (RANG, 1992). Logo, tem como
objetivo restabelecer as condigdes fisiologicas e estruturais alteradas em funcdo do desequilibrio
provocado pelos elementos agressores. Assim, esta sinergicamente relacionada com a necessidade
de eliminacdo ou estabilizacdo do agente agressor e com a reestruturacao das regides lesadas. As
substancias mediadoras envolvidas no processo inflamatorio sdo varias, como: histamina
(vasodilatadora), bradicininas, serotoninas, eicosandides (prostaglandinas e leucotrienos) e outras
que sdo liberadas pelas células lesadas nos liquidos circulantes, fazendo com que haja um aumento
de permeabilidade dos capilares vizinhos (facilita diapedese dos leucocitos), logo permite que
grandes quantidades de liquidos, proteinas e fibrinogénio extravasem para os tecidos resultando em
edema extracelular (JONES; DERBYSHIRE, 1996).

Dessa forma, surgiu a necessidade de controlar o processo inflamatorio em alguns casos,
resultando no aparecimento das drogas antiinflamatorias como os AINES(antiinflamatérios nao
esteroidais), os quais objetivam ampliar os efeitos benéficos, principalmente através da inibigao da
sintese de prostaglandinas, alvo da investigacdo do mecanismo de agdo da aspirina e atenuar as
reagoes prejudiciais conseqiientes ao processo inflamatério (VANE;FLOOWER; BOTTING, 1995;
BJORKMAN, 1998).

O mecanismo da inflamagao atua principalmente no tecido conjuntivo vascularizado, assim
como no plasma ou nas células circulantes do plasma e estruturas extravasculares do tecido
conjuntivo. Dentre as células circulantes encontram-se neutrofilos, mondcitos, eosinéfilos,
linfocitos, basofilos e plaquetas. As células do tecido conjuntivo que participam da inflamacao sdo
0s mastdcitos, os macrofagos e os fibroblastos. A matriz extracelular ¢ constituida por proteinas
fibrosas, glicoproteinas e proteoglicanos.

A inflamacao pode ser caracterizada em dois tipos: a inflamagdo aguda e a inflamagdo
cronica. A inflamagdo aguda ¢ de curta duragdo, caracterizada pelo extravasamento de leucdcitos do
sangue para o tecido extravascular, fendmeno conhecido como diapedese. Além do extravasamento
leucocitario, também ocorre a passagem de liquido do sangue para os tecidos sendo esta a principal
causa do edema. Na inflamacao cronica ha uma proliferacdo de vasos sangiiineos além da presenca

de macrofagos e linfocitos (STADNYK; GAULDIE, 1991).
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2.3. INTERACAO DAS PLANTAS MEDICINAIS COM OS RADIOFARMACOS

Estudos sobre o efeito curativo de plantas medicinais ao longo dos anos, tanto pelas
observacdes provenientes da cultura popular quanto de avaliagdes cientificas, evidenciam a
necessidade de observagdo da interacdo medicamentosa do extrato, quando administrado
paralelamente com farmacos, o extrato pode modificar a estrutura do farmaco ou alterar o 6rgao-
alvo e pode ainda funcionar como anti oxidante, propriedade presente nos flavonéides (SALLE,
1996).

Fontes radioativas tém sido utilizadas nas diversas areas de conhecimento (EARLY
;SODDEE, 1995;HLADIK;SAHA;STUDY, 1987; REINIGER et al, 1999) com a finalidade de
elucidar patologias na medicina nuclear como também contribuir em pesquisas basicas na area
bioldgica (BERNARDO-FILHO et al, 1992; GUTFILEN et al, 1993; PLOTKAWSKI et al, 1999).
Desta forma ha uma contribui¢do significativa para elucidagcdo dos sistemas celulares e suas vias
metabolicas, dos mecanismos enzimaticos € a propria resposta dos organismos vivos a acao de

agentes agressores de natureza fisica e quimica (SAHA, 1998).

2.4. RADIOFARMACOS

O radiofarmaco ¢ um componente radioativo usado para diagnostico e terapéutica. Em
95% dos casos o radiofarmaco ¢ utilizado na medicina nuclear com o propdsito de diagnodstico, e o
restante utilizado com fins terapéuticos. Vale salientar que o radiofirmaco, usualmente nao
apresenta efeito terapéutico, devido a concentracdo administrada, podendo ser utilizada por
qualquer via, bastando ser estéril, apirogénico ¢ submetido ao controle de qualidade convencional
(SAHA, 1998).

O radiofarmaco ¢ constituido de radionuclideo e farmaco, sendo detectado pelas
caracteristicas dos componentes. Inicialmente a escolha do fdrmaco para a elaboracdo de
radiofarmaco deve se basear na localizagdo do o6rgdo, ou ainda na fisiologia do 6rgdo. Apds
administrado, o radiofarmaco pode ser detectado por um detector de radiagdo, realizando, portanto,
a avaliacdo da fun¢do de um determinado 6rgdo, e detalhando sua estrutura morfologica.(SAHA,
1998)

A escolha do farmaco deve ser ndo toxico, € o radionuclideo, facilmente detectado a
exposicado minima ao paciente. Desta forma, o radiofarmaco padrdo deve possuir as seguintes
condig¢des: ser produzido com baixo custo, facil producdo, emitir radiagdo gama; apresentar uma

meia - vida efetiva relativamente pequena, garantir um diminuto tempo de exposi¢do ao paciente e
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ao operador, além do que de acordo com a elaboragao do radiofarmaco podera atuar na avalia¢do da

func¢do ou estrutura de 6rgaos (BAUM, 1987; BERNARDO-FILHO, 1988; SAHA, 1998).

2.5. RADIONUCLIDEOS

Os radionuclideos foram utilizados, progressivamente na medicina, 3 medida que se
comparava a sua eficicia devido aos possiveis efeitos deletérios provocados nos sistemas
biologicos, resultantes de sua meia-vida. A forma de sele¢ao de um radionuclideo esta condicionado
a fatores fisicos como: meia-vida fisica, meia-vida efetiva, energia de radiacdo emitida e tipo de
decaimento (KNOLL, 1989).

Os radionuclideos podem ser obtidos a partir de um subproduto de fissdo nuclear (reator),
através do uso de aceleradores de particulas (ciclotron), por intermédio do bombardeamento de
nucleos com néutrons, ou ainda por meio de geradores. Os geradores de radionuclideos apresentam
varias vantagens sob a forma primaria de sua produgdo, devido a praticidade, facilitando o seu
manuseio, podendo ser transportados para locais mais diversos, instalados em locais mais
longinquos, ¢ em clinicas e hospitais. (OWUNWANNE; PATEL; SADEK, 1995; SAHA, 1998).

Os geradores de radionuclideos sdao obtidos a partir de um nuclideo de meia-vida longa
sofrendo uma série de decaimentos e originando um nuclideo de meia-vida curta, que difere
quimicamente do nuclideo que lhe deu origem (SAHA, 1998).

Os primeiros sistemas geradores descrito por Richards surgiram na década 60 do
Brookhaven National Laboratory, desde entdo inimeros geradores tém sido desenvolvidos, porém
poucos passaram a ser empregados nos sistemas bioldgicos, proporcionando excelentes resultados
em radiodiagndsticos, devido a baixa exposi¢do aos pacientes (EARLY; SODDE, 1995; SAHA,
1998).

235 99m

O gerador *’Mo, obtido num reator por fissdo nuclear do >°U, gerador do *™Tc, foi um
dos primeiro geradores produzidos pelo Brookhaven National Laboratory sendo desenvolvido em
estruturas de alumina (AL,Os) e acondicionado em colunas de vidro ou pléstico. O Mo &
adsorvido na alumina na forma de MoO*, 0 sistema ¢ lavado com solugdo salina isotonica, visando
retirar quantidades indesejaveis de atividade. A quantidade de alumina empregada no sistema
depende da atividade do radionuclideo (*’Mo), a coluna é totalmente protegida por chumbo
(HLADIKIIT;SAHA;STUDY, 1987; SAHA, 1998). A Tabela 1 apresenta os principais geradores
de radionuclideos e suas caracteristicas. Ja os radionuclideos mais utilizados na medicina nuclear

estdo demonstrados na Tabela 2.
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Tabela 1 — Principais geradores de Radionuclideos

Geradores Meia-vida do Radionuclideo Observagao
Filho

Mo099/Tc99m 6 horas Tc99m radionuclideo mais
utilizado em medicina nuclear

Sn113/In113m 100 minutos Radinuclideo-pai tem meia vida
longa(118 dias)

Rb81/Kr81m 0,22 minutos Radionuclideo-pai tem meia vida
curta(4,7 horas)

Sr82/Rb82 1,33 minutos Utilizagao em centro PET
Radionuclideo-pai tem meia vida

Ge68/Ga68 68 minutos longa(275dias).Utilizando PET

Tabela 2 — Radionuclideos mais utilizados em medicina nuclear

Radionuclideo Meia-vida Tipo de radia¢ao Energia(KeV)
Tecnécio-99m 6 horas Y 140
Cobalto-60 5,2 anos B,y 313
Fosforo-32 14,3 dias B— 1170
Iodo-123 13 horas B-,y 159
Iodo-131 8dias B-,y 365

. , . ;- 99 . 99
Dos radionuclideos disponiveis atualmente, destacamos o = " Tc, gerado a partir do ~~ "Mo,
amplamente utilizado nos procedimentos em medicina nuclear, e nas pesquisas basicas (EARLY;

SODEE, 1995; GUTFILEN; BERNANDO-FILHO, 1996; SAHA, 1998).

2.6. TECNECIO - 99m(*™Tc)

O tecnécio ¢ um metal de transi¢do, pertencente ao grupo VIIB (Mn, Tc, Re) da tabela
periddica e possui 7 elétrons na ultima camada. Quando os elétrons se perdem, o tecnécio passa
para o estado oxidado +7, resultando no ion pertecnetato (TcO™).

O *™Tc sobressai-se devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, econdmicas e

99m

ambientais. E obtido a partir de gerador ™Mo com meia-vida de 6 horas emitindo radiagdo gama
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de energia de 140 Kev, com rendimento de 90%, condi¢do ideal para medicina nuclear, diminuindo
o tempo de exposicdo dos pacientes quando comparados com outros radionuclideos. Os rejeitos
bioativos sdo reduzidos, promovendo poucos danos ambientais, e possibilitando a marcagdo de
uma infinidade de moléculas e células, permitindo assim que participem como radiofarmaco em
diversas formas quimicas (HLADIK III; SAHA; STUDY, 1987, EARLY, 1995; SAHA, 1998;
BRITO et al, 1998).

O pertecnetato de sodio, quando administrado por via endovenosa para o compartimento
vascular, liga-se 70-80% as proteinas plasmaticas, podendo essa ligacdo ser revertida. A sua
eliminagdo ocorre entre 2 a 3 minutos, refletindo em um equilibrio entre o compartimento vascular
e o fluido intersticial, em pequeno intervalo de tempo. A meia-vida de eliminacao do plasma ¢ de
30 minutos, corresponde cerca de 30% da dose administrada, sendo eliminada nas primeiras 24
horas (HLADIK III;SAHA;STUDY, 1987) A dose administrada varia de acordo com o 6rgao alvo,
como também depende da patologia a ser estudada.

O tecnécio na forma quimicamente ativa de pertecnetato de sédio (™ TcO4Na) ndo se liga
diretamente a nenhuma estrutura celular ou molecular através de ligacio direta. O radiofarmaco *™
Tc na forma +7 necessita sofrer pequena reducdo por um agente redutor (SRIVASTAVA, 1987;
BERNARDO-FILHO et al, 1992; SAHA, 1998).

Algumas drogas testadas com as células sangiiineas apresentam eficiéncia diminuida.Em
estudos empregando-se o ion estanoso como agente redutor verificou-se que ocorre um aumento na
sua eficiéncia (GLEUE; SPICER; PRESTON, 1995).

A concentragdo do ion estanoso pode alterar a eficiéncia da marcagao in vitro das células
sangiiineas, pois ha uma faixa ideal de concentracdo que varia entre 0,03-0,15pg ion por milimetro
de sangue, sendo constatado no potencial redox do ion estanoso (ZIMMER; SPIES; MAJEWSKI,
1981).

O cloreto estanoso (SnCl,) atuando como agente redutor nos sistemas bioldgicos, tem sido
referido em algumas investigacdes por apresentar efeitos nocivos (BERNARDO-FILHO et al,
1996).

2.7 - CONSTITUINTES SANGUINEOS:

O sangue ¢ um fluido que mantém uma comunicacdo entre as varias estruturas que compoe
o organismo vivo desempenhando diversas fungdes, como transporte de gases e substancias,
nutricdo celular, excre¢do, manutencdo do equilibrio acido-basico, regulacio da temperatura

corporal e defesa contra infeccdes (CARVALHO, 1994). Ele ¢ composto por uma parte liquida
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(plasma) e por uma solida (elementos celulares ou gldobulos sangiiineos). A parte liquida constitui-se
de: agua, sais minerais e moléculas protéicas (albuminas, globulinas e fibrinogénio) e os elementos
celulares sdo: hemacias (eritrocitos ou globulos vermelhos), leucdcitos (globulos brancos) e
plaquetas (BEUTLER, 1994).

Os globulos sangiiineos (hemacias e leucocitos) sdo produzidos pelos tecidos
hematopoiéticos e as plaquetas, sdo fragmentos citoplasmaticos de megacaridcitos da medula dssea
vermelha. Em termos numéricos por milimetro ciibico de sangue: as hemdcias sdo em niimero de
5.000.000; leucoécitos cerca de 4.000 a 9.000 e as plaquetas em torno de 200.000 a 500.000 por mm
3 de sangue (BEUTLER, 1994).

O plasma ¢ basicamente uma solugdo aquosa, translucida, amarelada e viscosa, contendo
muitas substancias em suspensdo. Os sais inorganicos (0,9%), as proteinas (7%) e diversos
compostos organicos nao protéicos constituem 10% do volume plasmatico.

O liquido extracelular ¢ composto por: plasma e liquido intersticial. Esses compostos
organicos, sao: aminoacidos, vitaminas, hormonios, lipoproteinas e glicose. Logo, desempenha
varias funcdes, tais como; manutencdo da pressdo osmotica do sangue, defesas organicas,
coagulacdo sangiiinea e transporte de substincias como os lipidios (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
1999).

2.8. ESTUDO DA MARCACAO DE HEMACIAS COM *MT¢

As hemacias tém a forma de discos biconcavos flexiveis que transportam oxigénio para os
tecidos do corpo. As hemacias se originam das células tronco da medula dssea durante o processo
de maturagdo, e perdem seus nucleos antes de entrarem na circulacdo. A membrana que reveste a
hemadcia ¢ formada por 49% de proteinas, 44% de lipidios e 7% de carboidratos apresentando uma
espessura de 6nm. A membrana ¢ semipermeavel, permitindo a passagem de agua e eletrdlitos
(SMITH, 1985; COMARCK, 1991). Quando postas em solu¢do hipertonica as hemacias perdem
agua, encolhendo-se. Em solugdo hipotonica, as hemacias absorvem agua (intumescem e tornam-se
esféricas),até que ocorra o equilibrio osmoético ou hemolise. Apos a hemolise basicamente todos os
componentes da hemadcia se difundem para o meio, deixando um "fantasma" insoluvel que
representa a membrana original e as proteinas fixadas (SMITH, 1985; CORMACK, 1991). O
formato biconcavo das hemdcias faz com que a superficie das mesmas em relagdo ao volume seja
grande o suficiente para facilitar a troca de gases. As hemacias passam facilmente pelas bifurcagdes
dos capilares, mesmo aqueles de menores didmetros, sem se romperem (JUNQUEIRA;

CARNEIRO, 1999)
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A marcagio de células sangiiineas com o *™Tc, foi inicialmente usada na medicina
nuclear (FISCHER et al, 1967) para a determinacdo de diversos sistemas sendo marcado *’™Tc,
pertecnetato de sodio, podendo ser utilizado como técnica “* in vivo” (CALLAHAN et al, 1982;
BERNARDO-FILHO; MOURA; BOASQUEVISQUE, 1983), inicialmente ¢ administrado por via
endovenosa o cloreto estanoso ¢ apds 20 minutos ¢ injetado o pertecnetato de sodio; ‘in vitro’
(SRIVASTAVA, 1987; EARLY; SODEE, 1995; SAHA, 1998). Neste método, o sangue ¢ retirado
do paciente sofre uma pré incubagdo com estanho, sendo em seguida incubado com o pertecnetato;
no método in vitro e in vivo, o paciente recebe por via endovenosa cloreto estanoso, apds um
periodo de 20 minutos, coleta-se o sangue que entdo incubado com o pertecnetato, por 10 minutos,
reinjeta por via endovenosa ao paciente (BAUM, 1987; OWUNWANNE; PATEL; SADEK, 1995).

O tecnécio, na forma de pertecnetato de sodio, se move livremente dentre as células
sangiiineas, mas ndo se liga a nenhuma estrutura quimica. Este método de marcagdo requer a
utilizagdo de um agente redutor, sendo largamente empregado o ion estanoso sob a forma de
cloreto (SRIVASTAVA, 1987).

A marcag¢do de células sangiiineas envolve um pré-tratamento do tecnécio (pertecnetato de
so6dio), com ion estanoso, o qual ¢ reduzido e se liga a célula intracelularmente, na cadeia beta da
hemoglobina. A reducdo do pertecnetato de sodio, pelo ion estanoso, quando ocorre de forma
antecipada fora da célula, prejudica o rendimento resultando em baixa ligacdo (SRIVASTAVA,
1987).

Porter et al (1983), observou que ocorreu uma alteracdo na marcagdo na presenca de
anticoagulantes, sendo evidenciado um melhor aproveitamento com citrato de sédio e dextrose.
DEWANIJEE (1974) verificou que na marcacdo “in vitro” a ordem de incubacdo de Sn™ e o
radionuclideo nao interfere na reacao.

A marcagdo de heméacias ¢ favorecida por varios fatores: por constituirem os elementos
sangiliineos em maior quantidade; sdo estruturas que podem ser facilmente manipuladas, tanto
quimica quanto fisicamente sem sofrerem alteragdes consideraveis; nao dependem como outros
elementos celulares, de complementos nutricionais ‘in vitro’; além de serem mais numerosas; se
sobrepdem as outras células na marcacdo com radionuclideos, em virtude de intermediarem
mecanismos de transporte celulares e pela hemoglobina ser o constituinte principal, com sitio ativo
de ligacdes metalicas (BRAGA et al, 2000).

A ligacio das hemacias com **™Tc depende da acdo do agente redutor (BERNARDO-
FILHO; MOURA; BOASQUEVISQUE, 1983; PORTER, 1983; SRIVASTAVA, 1987; STRAUB,
1992). A presenca de anticoagulantes permite melhor marcacdo, no entanto ,dependendo da

concentragdo do cloreto estanoso, no modelo sugerido por (BERNARDO-FILHO et al, 1996), para
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marcacdo das hemacias com *™

Tc, compromete a marcacdo de elementos do meio extracelular
para as proteinas plasmaticas. Para que ocorra a incorporagao do ion estanoso as hemadcias, ¢
necessario que haja um mecanismo ativo, de forma tal como ocorre com **"Tc (BERNARDO-
FILHO, 1988). Neste processo, também esta envolvido um sistema de difusdo sem gasto de
energia. O transporte através da membrana que envolve *™Tc e Sn” * ocorre com alta ativagdo
energética, sendo inibido sob baixas temperaturas. ( CALLAHAN; RABITO, 1990; BERNARDO-
FILHO et al, 1996 ). A constatacdo da marcacdo em altas temperaturas permitiu a criagdo do
modelo para realizagdo de cintilografia esplénica seletiva e producao de jogos reativos de baixo
custo ( BERNARDO-FILHO; GUTIFILEN; MACIEL , 1994 ).

A marcagdo de células sangiiineas t€ém contribuido para o estudo da cinética destas células,
dos mecanismos de transporte celular e de fungdo da membrana plasmatica (HLADIK III; SAHA;
STUDY, 1987; GUFILEN;BERNARDO-FILHO, 1996).

O ion pertecnetato no compartimento interno da hemacia, ¢ reduzido pelo cloreto
estanoso, ao se ligar a hemoglobina, necessitando para realizar este transporte através da
membrana de utilizar o sistema de troca de anions que ¢ executado pela banda-3 proteina integral,
abundante na membrana das hemadcias, e ¢ constituida por dupla cadeia polipeptidica, com dominio
extracelular, intracelular e transmembrana. Responsavel pela difusdo de ion cloreto, que € realizado
durante o sistema de troca entre O, e CO,, respondendo também pela fixacdo da proteina ao

9mTe dentro

citoesqueleto & membrana.O transporte do ion estanoso, essencial para marcagdo do
da molécula de hemoglobina, utiliza os canais de calcio ou semelhantes a estes (CALLAHAN ;

RABITO, 1990; SAMPSON, 1996).
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Figura 2 —Representagdo dos passos para a marcacao de hemacias
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REHANI; SHARMA (1980) observaram que na marcagdo de células sangiiineas, o
processo se desenvolve no compartimento interno das hemacias, especificamente na hemoglobina
na fracdo beta por ser 28 vezes mais ativa do que a fragdo alfa..

GUTFILEN; BOASQUEVISQUE; BERNARDO-FILHO, 1992 observaram que drogas
bloqueadoras dos canais de célcio, como a nifenidipina, para analisar a marca¢do de células com
pertecnetato, exercem influéncia na passagem do cloreto estanoso para o interior da célula,
promovendo efeito inibitério, demostrando que o ion estanoso percorre o mesmo caminho para
penetrar na hemacia, através de canais de calcio (GUTFILEN; BOASQUEVISQUE;
BERNARDO-FILHO, 1992; SAMPSON, 1996).

2.9. MARCACAO DAS PROTEINAS PLASMATICAS COM *MT¢

Ao se administrar um radiofarmaco parte deste se liga as proteinas plasmaticas,
compostas por principalmente, fibrinogénio, globulinas e albumina, o que representa 50 - 60% das
proteinas. A ligacdo que ocorre entre o radiofarmaco e as proteinas plasmaticas poderd influenciar
na distribuigdo no organismo, na taxa de difusdo para o compartimento vascular e,
consequentemente, na taxa de eliminacdo da substancia. Desta maneira, diferentes percentuais de
ligagdo entre as proteinas podem ser relatados, estabelecendo diferentes perfis farmacocinéticos
(RIPOLL; HAMER, 1995). Os primeiros experimentos realizando marcagio de proteinas com ™
Tc utilizaram soroalbumina. Foram usados para avaliagdo da volemia sangiiinea, avaliacao
cardiologica, além de perda protéica pelo trato digestivo (EARLY; SODEE, 1995; BERNARDO-
FILHO et al,1996; VIDAL et al, 1998) e avaliagdo pulmonar e localizagdo placentaria
(GUTFILEN; BERNARDO-FILHO, 1996).

Apesar de haver sido constatada, a marcagdo das células sangiiineas e proteinas

i 99
plasmaticas com ™

Tc, depende da presenga de um agente redutor, tendo em vista que as ligagdes
com o radionuclideo devem ter caracteristicas para cada espécie molecular, conforme demonstrado
através da utilizacdo do agente precipitante. Fato que pode explicar a variagdo dos sitios de ligacao
das proteinas plasmaticas que diferem daquelas encontradas nas moléculas de hemoglobina
(BRAGA et al, 2000).

Para que se possa quantificar as células sangiiineas e as proteinas plasmadticas, deve se
estabelecer o mesmo tratamento com o agente precipitante, escolhendo uma concentragdo padrao
para observagdo das fragdes, em virtude do agente precipitante ser responsavel pela separagdo das
fragdes sendo o melhor acido tricloroacético (BERNARDO FILHO; FREITAS,2000). A eficiéncia

99m

de marca¢ao das hemacias com Tc pode ser alterada devido a utilizagdo de diferentes
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anticoagulantes (BERNARDO-FILHO; FREITAS; GUTIFILEN; MACIEL, 1994; SAMPSON,
1996).

A ligacdo de radiofarmacos as células sangiiineas, pode ser alterada pela presenca de
drogas naturais ou sintéticas (EARLY; SODEE ,1995; HESSEWOOQOD; LEUNG, 1994; SANTOS
et al, 1995), levando a uma alteragdo do radiofarmaco sobre o 6rgdo alvo.

Estudos realizados in vitro com extrato de Thuya occidentalis observaram que a marcagio
de hemacias com *™Tc, foi capaz de reduzir a captagio do elemento radioativo (OLIVEIRA et
99m

al,1997). O extrato de fumo ¢ capaz de reduzir a marcagdo de hemacias com

insoluvel do plasma (VIDAL et al, 1998).

Tc e da fracao

2.9.1. RELACAO DA CASCA DO SALGUEIRO E ASPIRINA

Desde os primérdios da humanidade, antes de Hipocrates em 400 A.c., sabia-se que a
febre podia ser baixada mastigando-se a casca do salgueiro. O agente ativo da casca do salgueiro foi
identificado em 1827 como sendo o composto aromatico salicilina o qual podia ser convertido por
reagdo com agua (hidrolise) em alcool salicilico e que era oxidado para formar o 4cido salicilico. O
acido era mais efetivo do que a salicilina na reducdo de febres, dores e inflamagdes. Logo depois
descobriu-se que ele ¢ muito corrosivo para as paredes do estomago e ndo pode ser usado
diariamente. A conversao do grupo fenol (OH) em um éster acetato, no entanto, d4 o acido acetil-

salicilico, que ¢ tao potente quanto o &cido salicilico, porém menos corrosivo para o estomago.

2.9.2. EXTRATOS NATURAIS X MARCACAO DE ELEMENTOS SANGUINEOS COM

99mTC

Estudos realizados in vitro e in vivo com extratos naturais de plantas provocam alteragdo

~ - ; i 99
na marcagdo de hemacias e proteinas plasmaticas com o =~

Tc. Os extratos naturais os quais
diminuem a captagio **"Tc nas células sangiiineas sio: Ginkgo biloba (BERNARDO-FILHO et al,
2001), Maytenus ilicifolia (OLIVEIRA et al, 2000), Thuya Occidentalis (OLIVEIRA et al, 1997),
Chayotte (BERNARDO-FILHO et al, 2001) e Tobacco (VIDAL, 1998). Eles sao capazes de
interferir na marcacdo, embora o mecanismo exato do efeito desses extratos ainda nao foi
esclarecido, mas sugere-se que seja por: inibicdo direta, pela quelagdo do cloreto estanoso e

pertecnetato, por danos na membrana plasmatica ou por competi¢do desses ions pelos sitios

(BERNARDO-FILHO et al, 2001).
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Ha também extratos de plantas em que se verifica a ndo interferéncia ou ndo diminui¢do da
marcacdo, tais como: Peumus boldus (REINIGER, 1999), o mesmo por conter flavonoides age
como anti-oxidante favorecendo assim a ndo interferéncia na marcacdo de hemadcias e proteinas
plasmaticas com o *”™Tc¢ e o Cauliflower (BERNARDO-FILHO et al, 2001), pois 0 mesmo possui
propriedades redox tendo assim um efeito protetor contra o agente redutor (SnCl,),ou seja, o efeito

toxico do SnCl, ¢ eliminado pela presenga do extrato de Cauliflower (BERNARDO-FILHO, 2001).

2.9.3.CONSIDERASOES SOBRE BIODISTRIBUICAO

Quando um radiofarmaco ¢ administrado a um paciente, ocorre o que denomina-se de
biodistribui¢do que consiste das seguintes etapas : absorcdo,distribuicdo,metabolismo e excre¢ao da
substancia. a biodistribuicao.

A ligagdo dos radiofarmacos aos elementos sangiiineos pode ser alterada pela presencga de
drogas. Desta forma , a biodistribuicdo normal de um farmaco pode ser modificada devido ao
processo de interagdo medicamentosa, que caso desconhecido, podera acarretar uma interpretagao
inadequada da imagem cintilografica, com graves conseqiiéncias para o paciente (SAHA, 1998).

Aspectos teoricos e praticos de interagdo de drogas terapéuticas com radiofdrmacos tém
sido estudados e tém gerado resultados conflitantes na literatura. Isto deve-se ao fato de que uma
droga terapéutica pode modificar a natureza do farmaco, o meio bioquimico no qual o radiofdrmaco
esta exposto, as estruturas que normalmente nao seriam alvo para radiofarmacos, a capacidade do
radiofarmaco de se ligar aos elementos sangiiineos e mesmo os alvos preferenciais de ligagdo dos
radiofarmacos (HLADIK III; SAHA; STUDY, 1987; SRIVASTAVA, 1987; SAMPSON, 1996).
Assim, a biodistribui¢do de um radiofairmaco pode ser alterada em um organismo submetido a um
tratamento com uma droga .Por isso, mais aten¢do aos diagndsticos com compostos farmacologicos
marcados com isotopos radioativos, de modo que os resultados obtidos ndo sejam inadequados, o
que acarretaria uma ma interpretagdo dos exames, devido a um comportamento ndo esperado,
apresentado pelo radiofarmaco (CARLSSON, 1995).

Da mesma forma, a biodistribuicdo do *™Tc¢ -DPTA, ¢ modificada devido & agio da
vincristina (BRITO et al, 1998), como também promove altera¢io na biodistribui¢do do *™Tc -

PHY (MATTOS, 1994).
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3.JUSTIFICATIVA

Estudos mostram que algumas substancias de origem natural ou sintética podem interferir
na marcagio de hemécias e proteinas plasmaticas com o ™Tc¢ .O estudo da interago
medicamentosa em medicina nuclear ¢ relevante,pois contribui na minimizagao de falsos resultados
ou exames de ma-qualidade,bem como repeti¢des desnecessarias dos exames e conseqlientemente

da exposicdo do paciente a radiacao.
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4.0BJETIVOS

4.1.0BJETIVO GERAL

99m

Estudar a marcacdo de hemécias e proteinas plasmaticas com o~ Tc e a biodistribui¢cdo na

presenga do extrato de Salix alba (Salgueiro-branco).

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
* Analisar o efeito de diferentes concentragdes de Salix alba(salgueiro-branco) na marcagao
de hemécias e proteinas plasmaticas com **™Tc in vitro;

*Estabelecer um modelo experimental sobre a interacao de Salix alba(salgueiro-branco) e

a biodistribuicdo in vivo

5. MATERIAL E METODOS

Os experimentos em questdo foram realizados no laboratorio de Biofisica Celular e
Molecular do Departamento de Biofisica e Radiobiologia da Universidade Federal de

Pernambuco(UFPE).

5.1. EQUIPAMENTOS

* Agitador magnético, Fisatom, Brasil.

*Balanca de precisdo, Hr-200, Mettler, Suiga.
*Balanca simples-Triple Beam Balance.
*Contador de cintilagdo gama DPC Gambyt CR

*Centrifuga varifuge K, Heraeus Christ, Alemanha.
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5.2. MATERIAIS DIVERSOS:

*Tubos de ensaio
*Seringas hipodérmicas (descartaveis)
*Pipetas automaticas graduadas e simples

*Papel aluminio

5.3. REAGENTES

*Acido Tricloroacético (TCA 5%), Vetec, Brasil.
*Cloreto estanoso bi-hidratado, Reagen s/a., Brasil.
*EDTA dissddico, Reagen S/A ., Brasil.

#99mTe (PMT¢ 04Na) eluido do gerador Mo/’ Te,Ipen/CNEN, Brasil. obtido a partir do gerador
de Mo’ (IPEN- Instituto de Pesquisa de Energia Nuclear, Comissido Nacional de Energia Nuclear,

cedido pelo Departamento de Medicina Nuclear do Hospital das Clinicas- UFPE)

5.4 ANIMAIS UTILIZADOS

Para os experimentos foram utilizados 18 ratos da linhagem Wistar, machos 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 manuten¢do desses ratos em laboratdrio
teve as seguintes caracteristicas: alimentacdo com racdo comercial(Labina-purina do Brasil S/A),
agua “ ad libidum” , temperatura ambiente variando entre(28+-2 oC) e iluminagao artificial.(ciclo

claro/escuro de 12-12 horas) e mantidos em gaiolas individuais.
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6. METODOS

6.1. PREPARO DO EXTRATO

O extrato macerado de Salix alba(salgueiro-branco) foi adquirido através do laboratorio
paulista Ambrosifarma. O extrato liofilizado foi solubilizado utilizando-se como veiculo solugdo

salina a 0,9% .

6.2. PREPARO DAS DOSES

O extrato liofilizado foi diluido em salina 0,9%, as doses foram calculadas por peso

corporeo e foi injetado 125mg/mL por via intraperitoneal (IP).

6.3. PREPARO DOS TUBOS (ESTUDO IN VITRO)

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 oxida¢do do cloreto estanoso em presenca do oxigénio atmosférico, que poderia

acarretar a diminui¢ao da capacidade redutora desta solugdo.

6.4. PREPARO DO CLORETO ESTANOSO (ESTUDO IN VITRO e IN VIVO)

Para preparar a solu¢do de cloreto estanoso foi utilizado como veiculo salina 0,9%. A
concentracdo do cloreto estanoso foi a de 1,2ug/mL, escolhida de acordo com a eficiéncia de

marcagdo obtida através de diversos estudos realizados (BERNARDO-FILHO,1988).

6.5 PROCESSO DE MARCACAO DE HEMACIAS E PROTEINAS PLASMATICAS COM
O Tc-99m (IN VITRO)

Amostras de 0,5 mL de sangue ratos Wistar (n=3) com anticoagulante EDTA foram
incubadas a temperatura ambiente com o extrato de Salgueiro branco em diferentes concentragdes
em mg/mL (1,875; 3,75; 7,5; 15; 30mg/mL) por 60 minutos a temperatura ambiente, o grupo

controle recebeu o mesmo tratamento. A seguir foi acrescentado o SnCI2 1,2ug/mL(500uL) e
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#™T¢ foi adicionado no volume de 0.ImL (3.7 MBq) na forma de

incubado por 60 minutos. O
(**™TcO4Na) obtido a partir do gerador de Mo” (IPEN- Instituto de Pesquisa de Energia Nuclear,
Comissdo Nacional de Energia Nuclear, cedido pelo Departamento de Medicina Nuclear do
Hospital das Clinicas- UFPE), mantendo as mesmas condi¢des por 10 minutos. As amostras foram
centrifugadas (1000g, por 10 minutos), separadas as aliquotas de plasma (P) e células sangiiineas
(C), e calculada a radioatividade em CPM. Para avaliar o efeito dos extratos na ligagdo do **™Tc as
proteinas plasmaticas e células sangiiineas, aliquotas de P e C (20uL) foram precipitadas com 1mL
do 4cido tricloroacético (5%), como também a mesma quantidade P e C (20puL) para 1mL de
solucdo salina. Sendo, entdo, centrifugadas e isoladas as fragdes soluvel (FS) e fragdo insoluvel (FI),
obtidas a partir do plasma e das células sangiiineas. Procedeu-se a contagem em contador gama

(DPC Gambyt Cr) e os resultados obtidos, a partir das fragdes, foram calculados segundo

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

% ATI NO PLASMA: FP

NAS HEMACIAS: FC

FRACAO SOLUVEL (PLASMA/HEMACIAS) FS

FRACAO INSOLUVEL (PLASMA/HEMACIAS): FI




OLIVEIRA JUNIOR,A R — O estudo da interagdo do extrato de Salix alba(Salgueiro branco) na marcagio de 19
hemacias e proteinas plasmaticas com o Tecnécio-99m e na Biodistribuigdo em Ratos Wistar

0,5 mL de SnCl,

(1,2 pg/mL) / 60min Plasma

100 pL de NaCl
0.9% / 60 min

/ N

Ratos Wistar FS

— 9MTc 100 pL
- (3,7MBq) / 10

L

TCA 5% -Acido
tricloroacético

Amostra de 0,5mL de Centrifugacéo
sangue +EDTA 1500 rpm /10 min \
Fl
/ FS
—
. Hemacia
100 pL do extrato Plasma e hemacias S
/60 marcadas com **"Tc
min/Concentracd
es

Figura 3 — Seqiiéncia da metodologia da marcagdo de hemacias e proteinas plasmaticas

9
com o ™Tc.

6.6. BIODISTRIBUICAO

O extrato de Salix alba(salgueiro-branco) foi administrado em ratos Wistar (180-200g),
dividos em 2 grupos com (n=3) cada, um grupo controle e grupo tratado. O grupo controle com 9
animais recebeu solugdo salina 0,9% e o grupo tratado com 9 animais com o extrato de Salix
alba(salgueiro-branco)125 mg/mL por via intraperitoneal 1 hora antes do estudo de biodistribuicao
sem tratamento prévio.

Solugdo preparada com Tc-99m (3,7Mbq), na forma de pertecnetato de sodio (**"TcO4Na)
e cloreto estanoso 1,2ug/mL, incubados por 10 minutos, a temperatura ambiente. Desta solugao foi
injetado no animal 0,3mL. Apods 1 hora, os animais foram sacrificados e retirados os seguintes
orgdos: coracdo, pulmdes, pancreas, baco, figado, estomago, intestino, musculo, cérebro, tiréoide,

femur.
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Os orgaos tiveram suas massas determinadas e contadas por um contador de cintilagdo
gama DPC. Uma das amostras da solugdao de pertecnetato de sddio que foram administradas ao
animal também foi contada. A percentagem de captagdo em cada orgdo (%ATI) foi calculada
dividindo-se a contagem em cada 6rgao pela contagem da amostra de pertecnetato de s6dio. A
percentagem de radioatividade por grama (%ATI/g) foi calculada dividindo-se a % ATI pela massa

do orgao.

Extrato de salgueiro

125 mg/mL
1 Hora
Administracdo por via IP de
SnCl; + TcO4Na (3,7 MBQ)
1 Hora

Sacrificio e retirada dos 6rgaos
para contagem e pesagem

Figura 4 — Seqiiéncia da metodologia de biodistribuigdo
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6.7. ANALISE ESTATISTICA:

Os experimentos para verificacdo do efeito do extrato de Salix alba(salgueiro-branco) na

~ . ; i 99
marcagdo de hemadcias e proteinas plasmaticas como =

Tc foram realizados com 3 repeticdes(em
triplicatas) o nimero de 3 determinacdes (n =3) .Assim os mesmos foram calculados e expressos
pela média aritmética dos valores e pelo desvio — padrdo (+ DP) .Os resultados dos experimentos
realizados com administragdo dos extratos in vitro, foram comparados com o teste ANOVA (analise
de varidncia) e posteriormente o teste de Newman Keuls. Sendo a varidncia foi de (p< 0,05). Os

resultados dos experimentos in vivo foram comparados empregando-se o teste t de Student

considerando-se p< 0,05.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1.VERIFICACAO DA INFLUENCIA DO EXTRATO DE SALIX ALBA(SALGUEIRO-
BRANCO)NA MARCACAO DE HEMACIAS E PROTEINAS PLASMATICAS COM O

®MTe in vitro

A distribui¢do da radioatividade do **™

Tc foi analisada pela marcagdo de hemadcias e
plasma de ratos wistar bem como das fragdes soluveis e insoliveis desses elementos sob influéncia
do extrato aquoso de Salix alba(salgueiro-branco) nas diferentes concentragoes a partir de (1,875;
3,75; 7,5; 15; 30mg/mL) com seus respectivos controle.

Os resultados revelam que a marcagdo da fragdo celular (hemécias) e da fracdo plasmatica
(plasma), indicam um percentual de ligagdo do *"Tc no inicio do processo de captagdo de 91% e
8,98% respectivamente.(Figura 2). Observa-se que com o aumento da concentracdo do extrato de
Salix alba(salgueiro-branco) até 3,75mg/mL ocorre uma redugdo da ligagdo de *™Tc da fracdo
celular (hemécias) (44,03%) posteriormente aumentando até a concentracao de 7,5mg/ml (56,15%)
e que torna-se estavel na concentragdo de 30mg/ml. Por outro lado um aumento da ligagdo de **™Tc
da fragdo plasmadtica (plasma) ¢ observado até a concentracao de 3,75mg/mL do extrato de Salix
alba(salgueiro-branco)(55,96%). Nota-se na concentracdo de 7,5mg/ml (47,03%) uma diminuicao

da captagdo de *’™Tc e posteriormente uma estabilizagio com a concentragio de 30mg/mL extrato

de Salix alba(salgueiro-branco).

S 100 -
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concentracdo do salgueiro(mg/ml)

Figura 5 - Determinagdo in vitro de diferentes concentragdes (mg/ml) do extrato do

salgueiro na marcacao de hemaécias (h) e plasma (p)com o Pmre, ( p<0,05) n=3.

Os resultados mostram que a marcagdo das fragdes soluveis tanto celular quanto

plasmatica, indicam que o percentual de captacdo do *™Tc no grupo controle ( zero) da fragdo
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celular (hemacias) e fracdo plasmatica (plasma) ¢ de 76,73 % e 23,25% respectivamente.(Figura
3).

Pode-se observar que ha uma tendéncia de redugio no percentual de captagdo do **™Tc em
relacdo a fracdo celular (hemacias) e no caso da fracdo plasmatica (plasma) um aumento desse

percentual de captacdo, a medida que a concentragdo do extrato de Salix alba (salgueiro-branco)

aumenta.

fracdo soluvel de sangue
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Figura 6- Determinagdo in vitro de diferentes concentragdes (mg/mL) do extrato do
salgueiro na marcagdo das fragdes soluveis(FS) tanto de hemécias (h) quanto de plasma (p) com o

#mTe, (p< 0,05) n =3.

A Figura 4 mostra que a marcagdo das fragdes insoliveis tanto celular quanto plasmatica
indicam um percentual de captacdo inicial de 64,89% e 35,1% respectivamente.

Pode-se constatar que o percentual de captagio do *’"Tc com relagdo a fragdo celular
(hemécias) diminui até a concentracdo de 15 mg/mL e depois ocorre um discreto aumento
estabilizando-se. Em relagdo a fracdo plasmatica (plasma) ocorre o contrdrio ou seja, at¢ a
concentragdo de 15 mg/mL o percentual de captagdo do **™Tc aumenta ¢ depois tende a uma
ligeira diminuicdo e estabiliza¢do. Vale salientar que na concentragdo de 15mg/ml o percentual de

captagdo do ™ Tc ¢ igual em ambas as fracdes.
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fracdo insolavel do sangue
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Figura 7 - Determinagdo In Vitro de Diferentes concentragdes (mg/ml)do extrato do
salgueiro na marcagdo de fragdes insoluveis(FI) tanto de hemacias(h) quanto de plasma(p) com o
PmTe | (p< 0,05) n =3.

A Figura 5 mostra que a marcagdo das fragdes soluveis e insoltiveis de plasma em relacao

99m

ao percentual de captacdo do Tc no grupo controle (zero ) ¢ de 23,25% e 35,1%
respectivamente.

A fracdo insoluvel do plasma aumenta o seu percentual de fixacio do **"Tc até a
concentracdo de 15 mg/ml do salgueiro e depois reduz.. Em relacdo a fracao soluvel do plasma o
percentual de ligacdo do tecnécio-99m aumenta vertiginosamente até a concentracao de 30 mg/mL

(47,71%) em relagdo ao controle 35,1%.
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Figura 8 — Determinagdo in vitro de diferentes concentragdes(mg/ml) do extrato de
salgueiro na marcagdo de fragdes soluveis do plasma (FSP) e insolaveis de plasma (FIP) com o

#mTe, (p< 0,05) n =3.
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Os resultados indicaram na Figura 6 que a marcacgao das fragcdes soliveis e insoluveis das
hemacias mostrou um percentual de fixagdo do *Tc de 76,73% e 64,89% no grupo controle
(zero) da fracdo soluvel celular (hemacia) e fragdo insolivel celular (hemécia), respectivamente.

Pode-se verificar que ha uma diminui¢do do percentual de ligacdo do tecnécio até a
concentragdo de salgueiro de 15mg/mL tanto da fracdo soluvel e insoluvel celular (hemacia); com
o aumento da concentracdo de salgueiro hd um aumento do percentual de ligacdo na fracao
insolivel celular (hemacias) e uma diminuicdo na fracdo soltvel celular (hemacia) até a

concentragdo de 30mg/mL (50,84%) em relacdo ao grupo controle (76,73%).
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Figura 9 - Determinagdo in vitro de diferentes concentracdes em mg/ml de extrato de
99m

salgueiro na marcagdo de fragcdes soluveis(FSC) e insoluveis(FIC) das hemacias com o ~"Tc, (p<

0,05) n =3.

7.2. BIODISTRIBUICAO DO PERTECNETATO

O experimento mostra, Tabelas 3 e 4, que o extrato de salgueiro quando administrado em
ratos por um periodo de 60 minutos, com posterior administracdo do pertecnetato na presenca do
estanho, provoca uma redugio na captagio do **™Tc nos diversos 6rgios estudados, com excegdo
para o estomago.

E sabido que o ion estanoso na presenca do **"Tc é capaz de promover ligagdes com as
cé¢lulas da mucosa géstrica, devido a presenca de ions. J& que o extrato de salgueiro contem
salicilato, possivelmente altera o teor de acido cloridrico e assim facilita a captagdo do tecnécio. A
reducdo de captagdo observada nos demais Orgdos esta provavalmente relacionada ao grau de

acidez.
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Tabela 3 — Resultados obtidos na biodistribuicéo do *™Tc em % ATI/g

Controle Experimental

ORGAO Média Desvio padrao Média  Desvio padrao  TesteT
CORACAO 10,39 6,73 2,22 0,75 0,22
TIREOIDE 32,52 5,38 2,81 0,90 0,10
INTESTINO DELGADO 30,25 6,89 5,16 3,01 0,01
FIGADO 19,47 5,96 2,45 1,08 0,05
ESTOMAGO 24 3,42 45,99 3,72 0,06
CEREBRO 1,28 0,23 0,46 0,03 0,03
FEMUR 6,38 2,05 2,10 0,82 0,08
MUSCULO 30,93 10,99 1,74 1,28 0,06
PULMAO-D 7,53 1,95 3,96 1,72 0,14
PULMAO-E 32,52 2,05 4,51 0,96 0,02
RIM-D 38,11 15,34 3,87 1,90 0,26
RIM-E 12491 43,54 3,77 2,36 0,05
UTERO 46,93 7,40 2,51 0,06 0,01
PANCREAS 40,15 18,96 2,76 1,06 0,10
BACO 19,86 9,35 3,32 1,40 0,32
INTESTINO GROSSO 21,31 3,24 2,28 0,66 0,09

Tabela 4 — Resultados obtidos na biodistribuicéo do *™Tc em % ATI

Controle Experimental

ORGAO Média Desvio padrao Média Desvio padrao TesteT
CORACAO 4,68 3,15 2,13 1,82 0,16
TIREOIDE 6,40 5,36 0,52 0,33 0,10
INTESTINO DELGADO 2,05 2,53 0,45 0,21 0,18
FIGADO 0,26 0,09 0,09 0,02 0,02
ESTOMAGO 0,40 0,86 0,31 0,27 0,45
CEREBRO 5,63 3,17 0,44 0,38 0,06
FEMUR 8,34 2,49 0,31 0,25 0,03
MUSCULO 4,93 2,45 1,15 0,89 0,02
PULMAO-D 16,73 13,80 0,67 0,62 0,19
PULMAO-E 4,68 2,11 5,19 4,69 0,30
RIM-D 4,77 2,55 3,41 2,97 0,28
RIM-E 1,42 0,58 0,50 0,58 0,14
UTERO 3,89 2,88 0,43 0,47 0,31
PANCREAS 15,65 13,15 0,36 0,76 0,18
BACO 1,09 1,91 0,47 0,23 0,22

INTESTINO GROSSO 3,44 1,81 1,63 1,15 0,07
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8. DISCUSSAO

No experimento foi utilizado diferentes concentracdes do extrato aquoso de Salix alba
(Salgueiro-branco) com a finalidade de avaliar o efeito desse extrato na ligagdo ou marcagdo do
P™Tc nas fragdes celulares (hemécias), fragdes plasmaticas (plasma) e fracdes soluveis e insoluveis
tanto de hemacias quanto de plasma.

Os resultados sugerem que para elucidar o exato mecanismo do efeito do extrato do

salgueiro ou seja o ndo favorecimento na captagio do >"

Tc aos elementos sangiiineos, ¢ necessario
considerar condi¢des, tais como: a agdao do extrato dificultando a passagem tanto de pertecnetato
quanto de estanho pelos canais banda-3 e canais de calcio da membrana plasmatica,

. . 99
respectivamente; o extrato pode estar competindo com o~

Tc pelos mesmos sitios de ligagdo; pode
haver ligacdo de componentes do extrato com o cloreto estanoso e pertecnetato, promovendo assim
a quelagdo de ambos (BRAGA et al, 2000).

99 .
"Tc é

O mecanismo de favorecimento da marca¢do de elementos sangiiineos com o
explicado pela agdo antioxidante de compostos bioativos como flavondides encontrados nos
extratos de Pneumus boldus e Phyllanthus niruri. Esses componentes estariam protegendo o ion
estanho contra o processo de oxidagao, logo fazendo com que haja um aumento da redugao do ion
pertecnetato e consequentemente um aumento do percentual de ligacdo das hemadcias na cadeia beta
da hemoglobina( BRAGA et al,2000; SOUZA,2001)

Ha evidéncias bastantes consideraveis de que a biodistribuicdo dos radiofdrmacos pode ser
alterada por uma variedade de drogas, estados patoldégicos e procedimentos cirirgicos
(SAMPSON,1993). Pesquisas realizadas na medicina nuclear relatam que determinadas drogas
podem alterar a marcagao ou biodistribuigdo de hemacias ¢ proteinas plasmaticas em testes in vitro,
dessas drogas com células marcadas (hemacias e proteinas plasmaticas)(HLADIK III; SAHA;
STUDY, 1987; SRIVASTAVA, 1987; SAMPSON, 1996). A distribui¢do, captagdo e eliminagdo
dos radiofarmacos dependem de varios fatores, os quais sdo: fluxo sanguineo local (como por
exemplo: o fluxo sanguineo renal que ¢ de 1100ml/min.), metabolismo tecidual e marcagao dos
elementos sanguineos (hemacias e proteinas plasmaticas) (RIPOLL;HAMER, 1995). No entanto, a
interagdo das drogas interfere nos radiofarmacos e a biodistribui¢do deles ¢ alterada (SANTOS et al,
1995). Desta forma pode-se perceber que algumas drogas facilitam a localizacdo do radiofarmaco
no 6rgao-alvo enquanto que outras dificultam.(SAMPSON, 1996). Desta forma a alteracdo da

biodistribui¢do do radiofarmaco deve-se ao efeito da droga nos tecidos especificos (dos varios
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orgdos). O estudo da interagdo de drogas com radiofarmacos leva ao desenvolvimento de um
modelo animal para avaliar a agao de varios compostos (BERNARDO et al, 2002).

O principal agente ativo da casca do salgueiro ¢ a salicilina a qual ¢ bastante acida e
corrosiva. O uso do salgueiro em ratos fez com que o mesmo interagisse com o pertecnetato
diminuindo o percentual de radioatividade (%ATI) em quase todos os 6rgdos (pulmdes, tiredide...).
Provavelmente essa diminui¢do ocorre devido a agdo corrosiva e acida da salicilina (principal
agente ativo do salgueiro) que pode dificultar a passagem tanto de pertecnetato quanto de estanho
respectivamente pelos canais banda-3 e canais de célcio da membrana plasmatica; pode competir

com 99m

Tc pelos mesmos sitios de ligacdo; pode haver ligagdo de componentes do extrato com o
cloreto estanoso e pertecnetato, promovendo assim quelacdo de ambos. (BRAGA et al, 2000). E
ainda podera haver hemolise, pois nas maiores concentragdes do extrato verificou-se através dos
tubos de ensaio tal ocorréncia. A Unica excecdo onde houve aumento do percentual de
radioatividade (%ATI) foi no estobmago, pois se sugere que a salicilina aumente mais ainda o ph
acido do estomago aumentando assim a concentracdo de HCL , logo em decorréncia disto a

captagdo de *™Tc aumenta pelos canais banda-3.
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9. CONCLUSOES

99m

*O extrato aquoso do de Salix alba(salgueiro-branco) reduz a captagdo do ~~"Tc nas

hemacias.

99m;

*Altera a captagdo do ~ Tc no processo de biodistribuicio na maioria dos 6rgaos

estudados mostra-se alterada, com exce¢ao do estomago.
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