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RESUMO

Se eu ndo for por mim,
quem sera por mim ?

Mas se eu for s6 por mim,
quem sou eu ?

E se ndo agora, quando ?

Rabi Hillel
(Etica dos Pais)
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ESTUDO DE MARCACAO, BIODISTRIBUICAO E ANALISE
COMPARTIMENTAL DA N-ACETIL CISTEINA MARCADA COM
Tc-99m. INVESTIGACAO COMPARATIVA COM MIBI-*™T¢ EM
MODELO TUMORAL IN VIVO

Bluma Linkowski Faintuch
RESUMO

Realizou-se um trabalho de marcagio e biodistribuigio de dois
ligantes diferentes, respectivamente o Metoxiisobutilisonitrila (MIBI) e a N-
Acetil Cisteina (NAC), empregando-se como marcador o Tc-99m. O
objetivo principal foi a avaliagio das caracteristicas farmacocinéticas da
segunda substancia, com vistas a sua possivel aplicagdo no diagndstico
tumoral. Para esta finalidade utilizou-se uma padronizagio in vivo com ratos
sadios e ratos portadores de tumor experimental.

O derivado de aminoacido N-Acetil cisteina foi marcado com o
radioisotopo Tc-99m por uma técnica simples, utilizando o cloreto estanoso
como agente redutor. Foi realizada uma otimizagdo dos parametros da
marcagdo, obtendo-se uma pureza radioquimica superior a 98 %. O conjunto
liofilizado do MIBI, ja conhecido da literatura e aqui empregado como
controle, também foi marcado com Tc-99m, seguindo-se as instrugdes do
fabricante, e obtendo-se resultados acima de 97 % de pureza.

Estudos in vivo foram realizados partindo-se da padronizagdo do
modelo tumoral em ratos machos Wistar. O tumor utilizado foi o
Carcinossarcoma de Walker 256.

A biodistribui¢do e captagio das duas drogas por orgios e tecidos,
assim como sua excregdo foi feita em dois grupos de ratos, a saber sadios e
portadores de tumor, contendo 6 animais por grupo e por tempo de
avaliagdo, num total de 336 ratos.

Apos a injegdo dos radiofarmacos por via intravenosa, os animais
foram sacrificados em dez tempos previamente definidos, que variaram de 1
a 1440 minutos. Os animais foram dissecados, e orgios, tecidos e tumor,
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foram retirados para a contagem da radioatividade. Amostras de sangue
também foram colhidas e quantificadas, assim como de plasma.

A i1magem cintilografica de ratos portadores da lesdo tumoral foi
documentada, procedendo-se também estudos in virro para determinagdo da
ligagdo das drogas as proteinas plasmaticas.

Construiram-se curvas de captagdo a partir dos dados coletados e
foram realizadas analise compartimental e calculos estatisticos.

Os resultados da biodistribuigio do MIBI-**"T¢ vieram confirmar as
informagdes disponiveis na literatura. Trata-se de um agente de perfusdo
miocardica com altas captagdes também nos rins e figado. Apresenta
depurag¢do sanguinea rapida e a sua eliminagdo ¢ realizada pelo sistema
hepatobiliar.

Valores comparativos de captagdo desta droga pelos orgdos em ratos
sadios € com tumor mostraram que a captagdo renal e hepatica foi superior
para ratos com tumor.

No estudo da biodistribuigio da NAC-"™Tc em ambos os grupos de
ratos, a maior atividade foi encontrada nos rins (com exce¢do do musculo
total) com um pico aos 120 minutos. Nas outras visceras a captagdo foi
muito menor, decaindo com o passar do tempo. A depuragdo sanguinea foi
rapida porém ndo tanto quanto a do MIBI-"""Tc.

A maioria dos orgdos avaliados, apos administragio de NAC-""Tc,
exibiu captacdo inferior na populagdo portadora de tumor, relativamente aos
ratos sadios.

Tanto o MIBI-**T¢ quanto a NAC-*™T¢ apresentaram mais de 50%
de ligacdo as proteinas plasmaticas, porém em relagdo aos eritrocitos a
proporgdo no caso do MIBI-""™T¢ foi bem superior a da NAC-""Tc.

A relagdo tumor/misculo mostrou-se mais favoravel a NAC-"""Tc,
porém a relagdo tumor/sangue foi maior para o MIBI-"™Tc¢ nas primeiras
duas horas, uma vez que a depuragdo sanguinea deste ¢ muito mais rapida.

Através da imagem realizada em cimara de cintilagio dos animais
portadores de cancer experimental, observou-se que com o MIBI-*’™Tc, em
dois tempos avaliados, ndo se pdde visualizar com seguranga o nédulo
canceroso. Entretanto, com a NAC-"""Tc¢ a massa neoplasica apresentou-se
claramente delineada, quatro horas apos a inje¢do do farmaco.

A farmacocinética das drogas foi passivel de analise mediante um
modelo bicompartimental, constatando-se tempos de meia vida diferentes,
porém bastante rapidos para ambos os agentes.

Os resultados mostram a NAC-"""T¢ como um radiofarmaco com

tropismo para o tecido tumoral e promissor para estudos ulteriores de
diagndstico por imagem.



ABSTRACT

If I can stop one heart from breaking,
[ shall not live in vain;

If I can ease one life the aching,

Or cool one pain,

Or help one fainting robin

Unto his nest again,

[ shall not live in vain.

Emily Dickinson
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LABELLING, BIODISTRIBUTION AND COMPARTMENTAL
ANALYSIS OF N-ACETYLCYSTEINE LABELLED WITH Tc-99m.
COMPARATIVE INVESTIGATION WITH *™T¢-MIBI IN AN IN
VIVO TUMORAL MODEL

Bluma Linkowski Faintuch

ABSTRACT

- Labelling and biodistribution studies were done with two different
ligants, respectively Methoxyisobutyl isonitrile (MIBI) and N-acetylcysteine
(NAC), employing Tc-99m as a tracer. The main objective was to assess the
pharmacokinetic properties of the second substance, aiming at its possible
aplication in cancer diagnosis. To this purpose an in vivo investigation was
done using healthy and tumor-bearing rats with experimental cancer.

The amino acid derivative N-acetylcysteine was labelled with Tc-99m
by means of a simple technique, using stannous chloride as a reducing agent.
Optimization of the labelling procedure was done, with a final radiochemical
purity greater than 98%. The freeze-dried kit of MIBI is already well-known
and its role was to serve as control. It was labelled with Tc-99m, according
to the manufacturer’s instructions, and a radiochemical purity above 97%
was achieved.

In vivo observations were done starting with standardization of the
cancer model in male Wistar rats. The Walker 256 carcinosarcoma was
employed.

Biodistribution, uptake of the two drugs and excretion studies were
analysed both in tumor-bearing and in control rats. Six rats were investigated
for each group and assessment time with a total of 336 animals.

After intravenous injection of the tracer, animals were sacrificed at ten
specific times, between one and 1440 minutes. The carcass was dissected
and fragments of all major organs and tissues, as well as of the tumor, were
collected for measurement of specific radioactivity. Blood and plasma
samples were taken, and urinary and fecal excretion was assessed.
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Scintilographic images of the tumor-bearing rats were documented,
and /n vitro studies were aimed at determination of binding of the drugs to
plasma proteins.

The obtained data permitted the determination of uptake curves and
compartmental analysis, and differences between the groups were
statistically analysed.

Biodistribution findings of " Tc¢-MIBI confirmed information
available in the literature. It is a myocardial perfusion agent which also
exhibits substantial uptake by kidney and liver. Blood clearance is rapid and
elimination proceeds mainly through the hepatobiliary system.

Comparison of organ values with this drug in control and tumor-
bearing rats revealed higher activity for kidneys and liver in the presence of
cancer.

As regards *™Tc-NAC, principal distribution was to the kidneys in
both rat populations (except when total skeletal muscle was considered), and
the peak level was reached by 120 minutes.

Uptake by other organs was markedly smaller, and tended to decrease
with time. Blood clearance occured early but was not as rapid as with **™Tc-
MIBI.

When rats with and without tumor were compared, most findings of
organ uptake were lower in the cancer group.

Binding to plasma proteins was above 50% for both pharmacologic
agents, whereas erythrocytes carried a greater proportion of *™Tc-MIBI
than ™ Tc-NAC.

Tumor/muscle ratio was more favorable for *™Tc-NAC, whereas
tumor/blood ratio for *™Tc-MIBI was higher in the first two hours, as this
last substance is more quickly eliminated from the blood stream.

- Images of tumor-bearing rats registered in a scintillation camera
indicated that with *™Tc-MIBI none of the two selected times was adequate
for visualization of the cancer mass. In contrast, *T¢-NAC permitted clear
identification of the tumor, four hours after injection.

With the help of a bi-compartmental model, it was possible to study
the pharmacokinetic pattern of the two radiopharmaceuticals. Half-life times
were different but quite short in both circumstances.

The results demonstrate that *™Tc-NAC is a radiopharmaceutical
with affinity for cancer tissue and promising for further investigation
concerning imaging diagnosis of tumors.
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1. INTRODUCAO

O que ¢ a vida de um homem? Uma sombra.
Mas que sombra? A sombra, imutavel, de

uma constru¢do? Ou a de uma arvore que
sobrevive as estagdes? Nio, a vida de um
homem se compara a sombra de um passaro

em pleno vOo: apenas entrevista, ja esta apagada.

Talmud



1. INTRODUGAO

1.1 Tragadores cardiacos e o desenvolvimento do
Metoxiisobutilisonitrila-**"Tc (MIBI-**"Tc)

1.1.1 Consideragoes gerais

Os primeiros estudos com o MIBI-"™Tc¢ estiveram voltados para o
seu emprego como agente de imagem miocardica, e mesmo em nossos dias
suas aplicagdes oncoldgicas se configuram como um subproduto da
experiéncia em afecgdes do corago, razio pela qual iniciaremos a revisio

pela analise dos isotopos radioativos de interesse em Cardiologia.

Desde 1973, quando o *'Tl foi produzido pela primeira vez * °2 na
forma de cloreto taloso, este tornou-se muito importante em Medicina
Nuclear cardiovascular, pela sua aplicagdo nos estudos nao invasivos de
Stress e repouso, para avaliagdo do fluxo sanguineo regional e distingdo

entre miocardio isquémico e infartado.

A depuragdo sanguinea do *"' Tl é rapida (2,9 min.), sendo que apenas

5% permanece no sangue 5 minutos apos a inje¢do. E excretado

praticaimente todo pelos rins e a meia-vida biologica no corpo inteiro ¢ de
cerca de 10 dias ("%,

i



Entretanto, temos que assinalar o fato do talio ndo ser um
radiotragador ideal, ou seja, ele apresenta uma meia vida fisica longa (73,1
horas), o que implica a aplicagdo de doses baixas de radioatividade e em
tempos muito longos para aquisicdo de dados. Emite um féton de baixa
energia (68 a 82 keV), resultando na degradagdo da resolugio espacial das

: 5 o & : : 143
imagens, € tem um custo de obtengdo alto pois é produzido em ciclotron''*’.

Por essas razdes, durante os ultimos 17 anos, a principal meta da
Medicina Nuclear cardiovascular tem sido o desenvolvimento de complexos

de Tc-99m que pudessem substituir o 2°'Tl nos estudos de perfusao

cardiaca.

Doses relativamente grandes de **"T¢ podem ser administradas para
aumentar a resolug¢do de contraste de imagens cintilograficas, com menor

radiagdo ao paciente do que com a maioria dos radionuclideos.

Em 1980, pela primeira vez foram sugeridos complexos de Tc-99m
como radiotragadores ideais > *® Esta posi¢do de destaque do Tc-99m na
Medicina Nuclear deve-se as suas propriedades fisicas e radioativas
extremamente favoraveis. Ele tem uma meia-vida de 6 horas, emite raio
gama de 140 keV, ndo é emissor beta e ¢ obtidd de geradores *’Mo-"""T¢ na

forma de {on pertecnetato, permitindo a marca¢do rapida de conjuntos

liofilizados. no local clinico ("%

O tecnecio na forma de fon pertecnetato (TcOy4') obtido do gerador
esta num estado de oxidagdo +7, e deve ser reduzido a um estado de

oxidagdo mais baixo para complexar-se com diversos ligantes !4,



1.1.2 Antecessores recentes do MIBI-**"T¢

Muitos complexos de *™Tc¢ foram avaliados para obtengdo de

imagem de perfusdo miocardica.

O primeiro cation Tc a ser avaliado com esta finalidade foi o Te(11D),
complexado com 1,2 bis (dimetilfosfino) etano (DMPE) ((DMPE),Cl,.
P"Te)" Y. Os resultados clinicos foram desanimadores porque a razio de
captagdo coragdo/pulmio foi extremamente baixa. A captagdo alta no figado
mterferia na imagem miocardica, além do que uma parcela inconveniente de
0sso (ou medula Ossea) era visualizada. Surgiu a hipotese da possivel
redugdo i/ vivo do cation Tc(Ill) para espécies neutras de Te(1I)

((DMPE),CL,-""Tc¢)’, as quais se acumulam preferencialmente em Orgaos

do sistema reticulo endotelial ''®

Esta hipotese foi primeiramente avaliada por uma técnica indireta,
qQue utilizou a relagdo periddica entre Tc e Re. O cation de Re(III)
((DMPE),Cl,Re)" foi preparado e caracteriiédo (167D ¢ mostrou, como
esperado, o mesmo tamanho, forma; carga é'lfb.c;ﬁlicidade, do seu analogo
Te(Ill). Também, para o meio bioquimico (sangue, proteina, etc.), as
propriedades externas dos dois complexos eram indistintas. A diferenca
crucial entre eles era que o complexo de Tc(Ill) era reduzido mais
facilmente do que o analogo Re(Ill) a 190 mV. Portanto, o cation Te(II)

era reduzido in vivo, todavia o cation Re(11l) ndo sofreria redugio porque a



diferenga de 190mV levaria o potencial de redugdo para fora da faixa
acessivel aos sistemas bioldgicos. Entretanto, como ha outros fatores que
podem causar diferengas na biodistribuigdo dos compostos de Tc e Re (por
exemplo, ™Tc ¢ um isotopo sem carregador enquanto que o '**Re contém
amostras consideraveis de carregador '*'Re), era importante proceder-se um

experimento com controle apropriado.

Isto pode ser realizado usando os cations analogos Tc(l) e Re(l),
((DMPE);-""Tc)" e ((DMPE);-'%Re)" pois nenhum deles sofre reducio

quimica e portanto, quando coinjetadas, estas 2 espécies devem apresentar

biodistribui¢do idénticas 7,

Do ponto de vista de imagem de perfusio miocardica, a redugdo in
vivo do cation Tc(II1) era indesejavel, porque as espécies neutras resultantes
perdem intensidade no coragdo e acumulam-se no figado (provavelmente na
forma de ligagdo proteica). Conseqiientemente isto levava a razdes
coragdo/figado muito baixas e decréscimo continuo na intensidade da

imagem. Os cations Te(I) e Re(Ill) ((DMPE),Cl,-"*Re)" ndo sofrem

redugdo /n vivo e portanto ndo sdo removidos do miocardio “®

A mais recente e importante classe ‘de complexos de tecnécio
catidnicos, desenvolvida para estudos de perfusio miocardica, tornou-se

aquela na qual o estado de oxidagdo do tecnécio é +1.

O primeiro complexo catiénico a ser avaliado em humanos foi

((DMPE);-""Tc)" “Y " que apresentou imagens de qualidade superior

aquelas obtida com complexos Te(IIl). Apesar desta melhora, mostrou-se



inadequado clinicamente em fungdo de sua depuragio sanguinea bastante

lenta.

Em 1984 um novo cation Tc(l) contendo grupos éster hidrolisaveis
foi preparado, e a sua biodistribui¢do estudada em modelos animais, onde

(41)

se mostrou satisfatoria ", e depois em humanos.

Com o intuito de se reduzir a ligagdo as proteinas do plasma
humano, novas séries de cations Tc(I) como ((arene),-”"Tc)*, onde
arene=1,3,5 - trimetil benzeno e 1,2.3,5 - tetrametil benzeno, foram
preparadas, caracterizadas e avaliadas em modelos animais e submetidas a

testes in vitro, para avaliagdo da ligagfio ao plasma humano 7.

Esses agentes exibiram uma rapida depuragio sanguinea porém a
captagdo miocardica foi relativamente baixa, enquanto que a captagdo
hepatica foi muito alta. Isto resultou em uma razio coragdo/figado baixa,
fato que dificultou a interpretagdo das imagens. Essas deficiéncias clinicas,
associadas com os procedimentos de sintese muito complicados usados para
preparar estes agentes organometalicos, levaram ao abandono dos cations de

99 : C
"Te(arene),” como agentes para imagem miocardica.

1.1.3 Compostos isonitrilas marcados com
Tecnécio-99m

O mais importante desenvolvimento na busca para um substituto do

2
Tl ocorreu com a descoberta de uma nova classe de complexos de Te(l):
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complexos de Tc(l) hexakis - alquil isonitrila, ((CNR)sTc)*, onde R ¢ o

grupo alquil como metil, etil, n-propil, tercio butil ou substitutos como

metoxi 1sobutil.

Estes complexos sdo constituidos de cation monovalente com Te(I)

centrado num octaedro circundado por 6 grupos alquil isonitrila idénticos,

coordenados através do carbono isonitrila 'V,

M- ISONITRILAS

CHi=C N =
|
CH;

TBI - tercio butil isonitrila



O CH;
]
CHO-C—-C=N= C

CH;

CPI - carbometoxi 1sopropril isonitrila

CH;
|

CH;—-—IC —-CH,—- N =C
OCH;

MIBI/MMI - Metoxiisobutilisonitrila

Tais moléculas ndo se ligam ao plasma humano, e fornecem boas
imagens miocardicas em varias espécies animais. Os compostos isonitrila

sdo doadores sigma e ligantes de receptores pi que podem ser utilizados

para desenvolver complexos metalicos estaveis 2%

O primeiro derivado isonitrila avaliado em humanos ((TBI)s-""Tc",
onde TBI = t- isobutilisonitrila) foi desenvolvido pelas equipes de Davison e
de Jones ™ ™ Estudos mecanisticos prelimifiares 6 sugeriram que a
Captagdo cardiaca deste agente, e seus analogos, estava relacionada a

lipofilicidade € ndo a participagio da bomba de Na'/K* ATPase. Estudos em

voluntarios normais®” e pacientes infartados”> estabeleceram o ((TBI)s-

99m + , e .
Tc)” como um agente com caracteristicas adequadas para imagem de

perfusdo miocardica.

OMISSAO MAGICH/. - .. =UCLEAR/SF  IPER



Entretanto, a persistente alta captagdo do ((TBI)s-"™Tc)" pelo

figado, mascara o apice cardiaco e este fenomeno resulta em uma

A . .. . , . 62
deficiéncia séria, que veta o seu uso na rotina clinica .

Para diminuir a atividade hepatica associada com ((TBI)s-"""Tc)",
alguns grupos desenvolveram um derivado que contém, um éster
hidrossoliivel, o carbometoxiisopropilisonitrila, (CPI)s-""Tc" * ™ Este
derivado exibe uma rapida depuragdo sanguinea assim como do pulmio e
figado, propriedade caracteristica dos complexos de isonitrilas. O CPI->"™T¢
poderia ser util nas aplicagdes de rotina clinica porém, os grupos de ésteres
hidrolisaveis do CPI podem toma-lo dificil para a formulacdo de um “kit”

radiofarmacéutico com estabilidade aceitavel

No estudo feito em meio de cultura com células cardiacas de galinha
equilibradas com CPI-"™Tc, Piwnica-Wormns ¢ col.(1988) ¥ gbservaram
que 61% da atividade estava associada com a membrana celular e somente
24% com o citosol. De maneira semelhante, 80% do TBI-"™Tc¢ esta
associado com a fragdo da membrana de células cardiacas cultivadas de rato
e 70% da CPI-""Tc com a fragdo da membrana celular de hemacias 7
Os inibidores dos transportadores catiénicos‘. de membrana nos tecidos

cardiacos geralmente ndo alteram a captagio celular de varias isonitrilas-
99 S
mTC {132, 140, llu‘

Uma alternativa quimica para tentar diminuir a captacdo hepatica
. + ()() .
assoctada com (TBI).-""™Tc levou ao desenvolvimento do (MIBI), """ T,

eter analogo, que exibe propriedades de imagem miocardica superior, € que



esta sendo produzido comercialmente pela Du Pont com o nome de
Cardiolite ''?. Aparece na literatura com uma variedade de designagdes,
incluindo metoxiisobutilisonitrila-"""Tc  (MIBI); Hexamibi-"""Tk, 2-
metoxipropilisonitrila-"""Tc (MMI), isonitrila-"*"Tc (ISO), RP-30, RP-30

A, Sestamibi-""™Tc.

1.1.4 Sintese do MIBI

(179)

A sintese ¢ composta de 3 etapas que sdo as seguintes:

I. Preparo do N-2-metil-2-propenil formamida
2. Preparo do N-2-metilpropil formamida

3. Sintese do 2- metoxi-2 isobutilisocianeto

Este método de 3 etapas, que emprega técnicas simples de
laboratorio, tais como refluxo e destilagio a pressdo reduzida, tem na
primeira fase a transformagdo de uma amina em amida. Na segunda o
acetato de mercurio, ao se ligar a amida, rompe a dupla ligacgio,
promovendo uma carga positiva no carbono 2, que possibilita a introdugdo
do grupo metoxi (OCH,). Na (lltima etapa verifica-se a transformagido da

amida em isocianeto, utilizando-se o cloreto de fosforilo, que desidratara a

amida para transforma-la em isocianeto.
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1.1.4.1 Preparacgao do sal (Cu(MIBI),)BF,
(JAEA,1989)""

Apos a sintese do 2-metoxi-2-metilpropilisocianeto (MIBI) ¢
preparado o sal de (Cu(MIBI)4)BF,. Esta preparagdo apresenta o seguinte
esquema:

Preparacdo do Cu,O

CU(CH}COO)z + N2H4 —> Cllzo

Preparagdo do [Cu(CH;CN4]BF,

CH;CN

Cu,0 > [Cu(CH:CN),|BF,
HBF,

Preparagdo do [Cu(MIBI),|BF,

MIBI
[Cu(CH:CN,]BF, > [Cu(MIBI),]BF,

O (Cu(MIBI)4)BF; é um composto branco, cristalino lipofilico
solivel em acetona, cloroformio, cloreto de metileno, etanol ¢ metanol. E
moderadamente soluvel em agua e nsoluvel em dietil éter, pentano, heptano

e ciclohexano. O ponto de fusio ¢ 99,52 100,5 °C.



1.1.5 Quimica do Cardiolite (Du Pont Pharma-
Radiopharmaceuticals) ©*°

Cardiolite (conjunto liofilizado para a preparagdo do Sestamibi-"""Tc)
é um preparado liofilizado, apirogénico e estéril contendo 1,0 mg de
(Cu(MIBI)4BF4, 0,075 mg de cloreto estanoso dihidratado, 1,0 mg de
cloridrato de L-cisteina monohidratado, 2,6 mg de citrato de sodio
dihidratado ¢ 20 mg de manitol, armazenado sob atmosfera de nitrogénio.
Antes da liofilizagdo o pH do preparado ¢ ajustado entre 5,3 € 5,9. Apéds a
reconstituicdo, o pH é de 5,0 a 6,0. O Cardiolite quando reconstituido com
pertecnetato de sodio, fornece um complexo lipofilico, catidnico, com 6

moléculas de 2 metoxi isobutil isonitrila, com a seguinte formula estrutural:

CH;

omTe C = N-— CH,—C~ OCH,

CHy .
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1.1.6 MIBI-**"Tc como agente tumoral

Desde os ultimos anos da década de 80 varios trabalhos surgiram
descrevendo a captagdo do MIBI-™Tc¢ em doengas oncoldgicas ou néo.
distribuidas por todo o organismo, tais como adenoma de tiredide,

osteomielite, actinomicose pulmonar, aneurisma, cisto §sseo e
(156)

evidentemente em tumores

Apos o achado acidental de metastase pulmonar de carcinoma de

tiredide durante imagem cardiaca ''¥), apareceram relatos descrevendo a

~ 6
captagio em osteossarcoma *7 (26)

, carcinoma de mama (15h,

, linfoma

carcinoma broncogénico ''> % carcinoma de paratiredide °” bem como

carcinoma medular "' e carcinoma de células de Huerthle da tiredide *

Também foi descrito o acumulo do agente em células de carcinoma humano

. . 3 . 17
in vitro ™ e em tumores cerebrais transplantados em ratos '™

O Sestamibi-"™T¢ ¢ freqilentemente captado pelo céancer da mama
9 A semelhanga da mamografia e da ultrassonografia, esta cintilografia

pelo MIBI-""Tc ¢ julgada de algum interesse para detectar a invasividade

da lesdo. ‘

A invasividade ¢ uma propriedade bioldgica do tumor primario e esta

fortemente relacionada a capacidade de induzir angiogénese.

O cancer requer o desenvolvimento de novos vasos para proliferagdo,

¢ induz angiogénese ao liberar fatores especiais nos tecidos invadidos ('*".



Scopinaro e col. (1994) ™9 fizeram a cintigrafia com MIBI-"""T¢
em 19 pacientes com metastases linfo nodais e em pacientes sem
metastases. O estudo concluiu que 0 MIBI-""T¢ ¢ um marcador também
das metastases de cancer de mama; sua captagdo esta relacionada 3

angiogénese e possivelmente ao metabolismo oxidativo do tumor.

Caner e col. (1992) ®®_ classificaram o agente como melhor do que
o metilenodifosfonato-*""T¢ (MDP-""Tg) para diferenciar lesdes o6sseas
benignas das malignas. Embora o MDP-""T¢ sejJa um agente nio
especifico, localiza sitios primarios e metastaticos de tumor no sistema
esquelético, porém raramente mostra infiltrados no pulmao e ganglios
linfaticos. Os autores acreditam que sua captagdo esta mais relacionada a
fatores como fluxo sanguineo, necrose do tumor, demanda metabolica e
atividade mitocondrial do que com a natureza da lesdo. Os dados deles
Sugerem que a radioterapia e/ou a quimioterapia inibem significativamente a

captagdo do MIBI-"""T¢ e por isso este pode ser usado para avaliar a

eficacia daquelas terapias®®.

No trabalho de Kao e col. (1994) @ foi observada a captagdo do

99 : , . .
MIBI-""T¢ em carcinoma de nama e em metastases ganglionares axilares

em niveis igualmente satisfatorios. ‘

Lu e col. (1995) “®  relataram o caso de um paciente com

hiperparatireoidismo associado a dor dssea e fratura, como resultado de
carcinoma de paratiredide. O acumulo crescente do MIBI-"T¢ indicou 0

carcinoma da paratireoide, demonstrando a afinidade desta substancia pelo
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tumor maligno, e ndo somente por adenoma da paratiredide ou doengas
benignas da tiredide “”. A imagem de corpo inteiro com MIBI-*"T¢ pode
ser usada ainda para detectar uma metastase do cincer da paratireoide,
fornecendo diagnostico completo para orientar a resseccdo da metastase e

do tumor primario, prolongando a vida do paciente.

Yen e col. (1994) ™Y estudaram 37 pacientes portadores de
carcinoma de célula de Hiirthle da glandula tiredide apos tireoidectomia
total, e procederam ao estudo comparativo de mapeamento de corpo inteiro
com [-131, TI-201 e MIBI-""™T¢. As imagens com este ultimo foram de
superior qualidade e detectaram significativamente mais lesdes metastaticas
de carcinoma de células de Hirthle em pacientes com taxa elevada de

tiroglobulina apos tireoidectomia total.

Aktolun e col. (1994) © avaliaram a necrose tumoral e a deteccdo
de metastases ganglionares mediastinais no carcinoma brénquico, utilizando
a cintilografia e a tomografia computadorizada. Concluiram que a
cintilografia com o MIBI-""T¢ ¢ tio sensivel quanto a tomografia no

diagnostico de ganglios invadidos do hilo pulmonar e do mediastino. O

MIBI-"™ T¢ ¢ captado avidamente por tecido tumoral vidvel mas nio se

acumula em carcinoma brénquico necrotico.

Tanto o MIBI-"™T¢ quanto o 2Tl sio de particular interesse na

avaliagdo de tumores cerebrais devido a baixa captacio pelo cérebro
normal.
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Packard e col. (1994)"'*®, estudaram a capta¢do dos radioisotopos
acima mencionados em gliossarcoma 9L implantado em cérebros de ratos. A
captagdo dos dois tragadores pelo tumor foi significativamente maior do que

pelo cérebro normal, sem entretanto afetar a sua biodistribuigio.

Num estudo comparativo entre *°'Tl , MIBI->™Tc¢ e Teboroxima-
#"T¢ feito por Maublant e col. (1993) %% a captag¢do do Sestamibi foi a de
maior poder discriminante para separar células normais das malignas,

enquanto a teboroxima foi a menos proveitosa para esta finalidade.

Para obtengdo da imagem de um tumor com MIBI-"™Tc deve-se

levar em conta as taxas diferentes de permeabilidade do endotélio do tumor

em diferentes estagios do crescimento tumoral.

Estudos /n vitro com cultura de células de carcinoma humano

demonstraram que a captagio do MIBI ¢ bastante aumentada quando

comparada com a de células ndo tumorais “? .

Nas avaliagdes realizadas do MIBI-"™T¢ em séries de pacientes
com cancer, Hassan e col. (1988)® ) e Mueller e col. (1989)14)
verificaram uma alta sensibilidade para tmﬁores malignos pulmonares,
comparativamente ao cloreto de Tl-‘201 , ehciﬁérito Kao e col. (1993a) ®®
constataram uma pequena sensibilidade as doengas pulmonares, concluindo

que o MIBI-""Tc é de valor limitado para diferentes lesges pulmonares.
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No céncer de tiredide o MIBI-"™T¢ apresenta vantagem quando
comparado ao I-131 por apresentar uma melhor dosimetria e qualidade de
imagem, além de ndo requerer a interrupgio da terapéutica hormonal.

Entretanto, o "*'l permanece como o preferido para diagnostico de cancer de

tiredide devido ao seu papel na terapia.

Na imagem de hiperplasia paratiredide, todos os estudos realizados
demonstraram a superioridade do Sestamibi->*"T¢ em comparagio ao **'Tl,

atingindo uma sensibilidade diagnostica na faixa de 93 a 98% (100"

. C .
Cumpre assinalar que o MIBI-"’™T¢ acumula-se em determinados
tecidos, acometidos por afecgdes bemignas e inflamatorias tais como

. . . . . ~ . P 3 .
sarcoidose, actinomicose ', hiperplasia do ganglio linfatico™, alveolite

fibrosa ", osteomielite aguda ** e pé diabético™,

1.2 N-Acetil Cisteina (NAC)

1.2.1 Consideracgoes gerais

Ha mais de 30 anos a NAC, sintetizada por Hele e Pirie em 193131

¢ amplamente utilizada no tratamento de problemas respiratorios, em vista

da sua eficacia no tratamento de bronquite aguda e cronica. E

Comercializada no Brasil com o nome de Fluimucil (Laboratorio Zambon

Farmacéutica), € com outras denominagdes em diversas partes do mundo.



O produto obtido inicialmente apresentou-se parcialmente racémico
sendo que for novamente sintetizado e apresentado em um segundo
trabalho*"’ (Pirie e Hele, 1933) onde se obteve pouca racemizagdo e o
preparo foi simplificado, com a substituigdo do acetato de chumbo por oxido

de cobre como um precipitante para a NAC.

A NAC de formula molecular CsHyoNOsS, peso molecular 163,20 e

formula estrutural ¥

HN — COCH;
l
HS = CH, -CH —COOH

possut alta solubilidade e estabilidade.

Até o inicio da década de 60 sua eficacia foi explicada com base em
suas propriedades mucoliticas V. Mais tarde, foi descoberto que a
capacidade de reduzir a viscosidade do muco (pela quebra das pontes de

enxofre S-S e despolimeriza¢do das moléculas do muco) € apenas uma e

ndo a principal propriedade da NAC.

Suas principais caracteristicés, que tambem explicam sua eficacia na
bronquite, estdo subordinadas a sua atividade como um antagonista direto
dos radicais livres e especialmente a sua capacidade de aumentar os niveis
de cisteina intracelular. Trata-se do aminoacido limitante na biossintese de

glutationa, responsavel por mecanismos naturais de defesa celular contra os

danos da oxidagao'*”.
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A NAC apresentou-se também como eficiente antidoto contra o

envenenamento por acetaminofeno (paracetamol) desde o final da década de

1970 (]36)'

A toxicidade hepatorenal do acetaminofeno é mediada por um
metabolito reativo, normalmente detoxificado por glutationa reduzida'®®’ Se
a glutationa ¢ inexistente, a ligagdo covalente a macromoléculas, oxidagio

de grupos sulfidril em enzimas, ou ambas podem levar a morte celular.

A NAC quando fornecida oralmente dentro de 10 horas atenua os
danos hepatorenais induzidos por acetaminofeno 2. A NAC mostra-se um
agente seguro, mesmo quando doses altas (de até 30 g/dia) sdo fornecidas a
adultos que ingeriram quantidades excessivas de acetaminofeno ' Sya
tolerancia é boa mesmo na presenga de condigdes fisiologicas alteradas,

causadas por overdose em procedimentos de emergéncia, e esta aprovada

para administra¢do endovenosa.

Mais recentemente a NAC ganhou grande atengdo como agente

quimiopreventivo do cincer e estd na categoria dos compostos sulfurosos

com potencial neste contexto %,

Quando ingerida oralmente, NAC ¢ rapidamente absorvida,
desacetilada, e incorporada nos depositos de glutationa intra e extracelular.
A NAC pode ser considerada como um dos derivados da cisteina que

apresenta a melhor combinagio de baixa toxicidade aliada a grande

Capacidade precursora da glutationa %'

1820 KA Coa wUULEAR/SE  PEd
OMISSAD RAC.L
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Como ja mencionado, a NAC ¢ um derivado acetilado do
aminoacido sulfurado ndo-essencial cisteina, com a propriedade de Tepor oS

estoques de glutationa no plasma e nas células.

A glutationa (GSH) ¢ um importante composto intracelular,
responsavel pela detoxificagdo de radicais livres, drogas e metabolitos. A
GSH esta presente também nos elementos figurados do sangue e em outros

tecidos, bem como no plasma, e sua deficiéncia tem sido associada a

disfungdo mitocondrial e dano celular.

Um outro derivado da cisteina, a S-carboximetilcisteina,
especificamente desenvolvida especificamente para o uso sistémico, mostrou
baixa eficiéncia como precursor da cisteina intracelular uma Vez que a maior

parte do composto administrado foi excretada, sem transformagio na urina
(165)

Ha varias evidéncias de que as propriedades antioxidantes dos tidis
como NAC e glutationa previnem a progressdo da enfermidade, em

pacientes com doenga pulmonar obstrutiva cronica, por bloquearem as

reagdes dos radicais livres 4. _ .

Esta provado ainda que a glutationa esta envolvida na detoxificagio

de varios compostos e na protegdo de células contra os efeitos deletérios da

radiagdo e do oxigénio livre (“stress oxidativo™).
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Uma vez que a cisteina € o componente limitante para a sintese da
glutationa, ¢ devido a sua toxicidade ®) e oxidagdo espontanea, torna-se
evidente que um agente de fornecimento da cisteina tal como a NAC
apresenta valor potencial em terapia. Além disso, a necessidade de cisteina
para a sintese proteica ndo deve ser ignorada, por tratar-se de aminoacido

amplamente representado nas proteinas tissulares.

1.2.2 NAC como agente preventivo em
Oncologia

Os agentes quimiopreventivos mais comuns utilizados na profilaxia

de cancer de cabega, pescogo e leucoplasia oral pertencem ao grupo dos

retindides como beta-caroteno e vitamina A.

Um agente quimiopreventivo que deve ser acrescentado a este grupo
€ a N-acetil cisteina , um antioxidante e nucleofilo que for usado num
projeto clinico, o EUROSCAN (European Chemoprevention Study) sob os
auspicios da EORTC (Organizagio Européia para Pesquisa e Tratamento de
Cancer) (7. Este estudo, voltado para pacientes tratados de cancer oral,
laringeo ou de pulmio, revelou alguns resultados interessantes.

Agentes carcinogénicos podem ser derivados de fontes enddgenas e
€xogenas. A primeira barreira contra carcinogénios ¢ encontrada no espaco
extracelular (trato gastrointestinal, trato respiratorio, sistema hematologico)
muito antes dos compostos danosos poderem alcangar as células alvo.

Citotoxicidade, genotoxicidade e iniciagdo de cancer podem ser prevenidas
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pela captagao inibitoria, pela remogdo facilitada dos produtos

carcinogenicos ou pela inibigdo endégena.

A NAC possui a habilidade de exercer efeitos protetores, incluindo a
inibigdo  extracelular de agentes mutagénicos de fontes exogenas e
endogenas, nibigdo da genotoxicidade de espécies reativas oxigenadas,

protegdo do DNA e enzimas nucleares e preven¢do da formacdo de

. P 7
precursores carcinogénicos de DNA",

A NAC também mostrou resultados benéficos em ensaios de
sensibilidade cromossomica e anticarcinogenicidade em modelos animais.
Os primeiros resultados obtidos no EUROSCAN mostraram-se favoraveis

. . - ~ . .. . 66
aos pacientes, com baixa frequéncia de efeitos colaterais ('

A NAC e a glutationa sido exemplos tipicos de compostos dotados de
efeitos quimiopreventivos de mecanismos multiplos. sendo assim capazes de

proteger contra uma larga faixa de agentes mutagénicos e carcinogénicos.

. e ~ 063 -
A glutationa ja foi usada como agente de protegio''"* Entretanto,

COmo este tripeptideo ndo atravessa membranas celulares, sua eficacia na

pratica clinica ¢ muito limitada. ‘

Viarios  trabalhos  sobre as atividades  antimutagénicas ¢

anticarcinogénicas da NAC e glutationa foram realizados por De Flora e col

360 370 38 ~ : : :
(19841991 " Eles estiveram entre os primeiros a reconhecer a

Inbigao da mutagenicidade pela NAC em presenca de varias substancias

Quimicas de acio direta e especies de oxigénio reativas (oxidantes).
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A NAC ¢ capaz de detoxificar eletrofilos reativos e radicais livres
associado a reagdes de conjugagdo ou redugdo. Primeiro reduz as espécies
de oxigénio reativo a espécies menos reativas'''. Segundo, a NAC ¢
desacetilada em muitos tecidos e células para formar cisteina, provendo a

biossintese da glutationa, que serve diretamente como antioxidante. ou

' i : 15,20
agindo como um substrato no ciclo redox da glutationa '**- 2",

A NAC, como um precursor da glutationa intracelular, ¢ também

capaz de estimular enzimas (fase 2) no ciclo da glutationa (peroxidase GSH.

redutase GSSG, transferase-S GSH)®.

O reparo do dano do DNA parece ser estimulado por tidis como

NAC e glutationa em experimentos com hepatocitos em meio de cultura

.. . - ., q
expostos a irradiagdo e carcinogenos ',

Em um modelo hepatocarcinogénico de rato, a NAC administrada
por sonda gastrica foi capaz de inibir a formagdo de precursores

ol - . 78) . . .
carcinogenicos no DNA ™' considerados como um dos primeiros passos

da transformacao tumoral.

<

Albini ¢ col. (1995)'" fizeram um estudo em animais para avaliar se
a NAC afeta a formagio e desenvolvimento de tumores primarios e

metastases pulmonares em camundongos inoculados com varios tipos de

células tumorais.



Os dados obtidos indicaram que a NAC afeta o processo de invasao
celular do tumor e metastase, provavelmente devido a inibicio das
gelatinases pelo seu grupo sulfidril, com a contribuigio de outros

mecanismos, incluindo potente atividade antioxidante deste tiol.

1.2.3 Protegao contra radicais livres

Os mecanismos antioxidantes sio baseados em processos de
bloqueio envolvendo radicais livres. Na sequéncia normal dos eventos

metabolicos. o oxigénio ¢ capaz de aceitar um total de 4 elétrons, como

mostrado abaixo

e e+2H" e+H" e+H"
O, 05~ !

2 2 H,O,—> OH" —> H,0

> H,O

O anion radical superoxido (Oy) ¢ produzido pela adigio de um
elétron ao oxigénio molecular. A adigio de 2 elétrons leva a formagao de
peroxido de hidrogénio (H,0,), que nio ¢ por definigdo um radical livre
embora seja um reativo intermediario. A adigdo d¢ outro elétron ao peroxido
de hidrogénio forma o radical mais reativo que € o hidroxil (OH"). Pela

aquisi¢do de outro eletron o radical hidroxil é convertido em agua "

A mteracdo da N-acetil cisteina com O, ou OH levari a formagao
do dissulfeto de NAC com a formagdo intermediaria do radical tinil. A

Importancia e reatividade deste radical sdo desconhecidas. A NAC também
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reduz H,O; resultando na formacgio da NAC dissulfeto levando a uma perda

- 36
da genotoxicidade ',

A interagdo da NAC e glutationa com H,0,, O, ¢ OH pode ser vista

. 7
na Figura 1.1 7"

Gragas ao grupo tiol da cisteina ela mantém um ambiente redutor e

portanto protege os constituintes intracelulares do “stress” oxidativo.

A glutationa reduzida (GSH) como substrato para a enzima

glutationa peroxidase, remove os radicais livres de oX1genio.

Os peroxidos de hidrogénio sio reduzidos a agua e os peroxidos
lipidicos aos seus analogos hidroxil, pela transferéncia de atomos de

hidrogénio, os quais acompanham a formagio de glutationa dissulfeto

(GSSG) a partir de 2 moléculas de GSH.

Em adigdo, grupos tiois sio Importantes para a fungdo de muitas

proteinas. Para proteger grupos tiois nas proteinas, altas concentragoes de

GSH sio necessarias.
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1.2.4 Uso da NAC e da Cisteina como
marcadores tumorais

Ndo encontramos na literatura registros assinalando a utiliza¢do da
NAC marcada isotopicamente no diagnostico por imagem de tumores ou de

quaisquer outras afecgdes.

Diversos grupos ja ensaiaram a cisteina ou a homocisteina em

ituaco A ¥ 5157,
situagdes de cancer, com sucesso variavel ('2% 17 158)

Note-se que a cisteina e seus derivados sdo reconhecidos usualmente

como agentes renais, porém relatos utilizando NAC com este proposito

tampouco tém sido publicados.

1.2.5 Metabolismo da NAC

Um esquema do metabolismo da NAC pode ser apreciado na Figura
| 2 (42)'

No plasma e nos tecidos a NAC pode apresentar-se na sua forma

Intacta, na forma reduzida assim como em varias formas oxidadas.

A NAC. principalmente na sua forma nio modificada, ¢ quando
desacetilada a cisteina, liga-se a algumas proteinas através de pontes
dissulfidicas. Nao se pode descartar ainda a incorporacio direta da NAC ou

da cisteina na sintese de novas proteinas, como aminoacido estrutural das

mesmas.
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FIGURA 1.2 - Metabdlitos da NAC 42

A NAC tem um grupo sulfidril livre como a cisteina. [Ela pode ser

oxidada a um dissulfeto. N,N"- diacetil cistina (como

encontrada no plasma),

outros tiois de b

normalmente ¢

e pode formar dissulfetos mistos reagindo com

aixo peso molecular tais como a cisteina e glutationa. A



NAC pode ser oxidada pela reagdo como os grupos tiois das proteinas

plasmaticas.

As estruturas da NAC e de alguns de seus produtos de oxidagdo

estdo na figura abaixo '*?.
COCH,
I\IIH
COOH
N- acetil cisteina
H}CO(':
HIl\J E\IHz

HC— CHS_SCH,CH
|
HOOC COOH

N-acetil cisteina-cisteina

H;CO('?

i

HC—CH,S™ Prot.
HOO(lj

N-acetil cisteina -Proteina

H;CO({ (|ZOCHz
II\IH I\IIH
H|CCH28 - SCHz(;H
HOOC COOH

N,N’- Diacetil cistina (NAC-NACQC)

ClOOH
QH

H;CO? cO
HN NH

|
H? —CH,S —SCH, —FH

HOOC ICO

II\JH
CH,

I
COOH

N-acetil cisteina-glutationa

Figura 1.3 - Estrutura da NAC ¢ alguns de seus produtos de oxidagio
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Os principais metabolitos da NAC sio cisteina e cistina' g

A cisteina intracelular é necessaria para a sintese de proteinas,
glutationa e varios outros metabélitos. Os animais obtém a cisteina mediante
a hidrolise de ligagdes peptidicas de cisteina proveniente das proteinas da

dieta, € também a partir de metionina .

Estes aminoacidos sio transportados através da mucosa intestinal,

tanto como aminoacidos livres como na forma de peptideos.

A cisteina e a cistina, que estio presentes no plasma sanguineo. sao
transportadas para dentro das células. A taxa de captagdo da cisteina e

cistina varia nas diferentes células.

A conversdo do enxofre metionina a enxofre cisteina constitui uma
fonte significativa de cisteina. A cisteina é reconhecida como potencialmente

toxica mesmo quando administrada em quantidades moderadas.

5} i~ - . , .
Num estudo " verificou-se que a adicdo da L-cisteina a uma dieta
basica de aminoacidos essenciais para camundongos levou a uma rapida

I3

perda de peso e morte.

Outrossim, a administragdo subcutinea da L-cisteina  segue-se

rapidamente de uma degeneragao de neurénios no cérebro 7




Uma simples injegao de L-cisteina (1,2 mg/g de peso corporeo) em
ratos com 4 dias de vida conduziu a uma atrofia cerebral que se tornou
evidente 27 a 32 dias ap6s administragdo .

Em estudos realizados pelos autores " notou-se que camundongos
que receberam injegdes intraperitoniais de L-cisteina (10 mmol/kg)

tornaram-se letargicos e alguns tiveram convulsdes.

E sabido que L-cisteina adicionada a meio de cultura é toxica para as

células e por isto recomenda-se ndo usa-la como constituinte de tais
9 .o . , .

preparados’”’. A toxicidade da L-cisteina pode ser reduzida

significativamente pela armazenagem do meio ou pela adi¢do de piruvato.

Os mecanismos pelos quais a cisteina exerce toxicidade ndo sdo bem
conhecidos, porém sabe-se que a cisteina sofre oxidagdo espontanea em pH
neutro para formar cistina e peroxido de hidrogénio, o que em solu¢io para
administragdo parenteral forma precipitado. A formagdo de grandes

quantidades de H,O, em certos sitios extra e intracelulares pode reverter-se

em efeitos deletérios.

A glutationa é um tripeptideo contendo cisteina (gama-glutamil-
cisteinil-glicina) na sua estrutura, ‘comume'nfé.e.ncontrado em células de
mamiferos. Suas fungdes celulares incluem a manuten¢io do potencial de
redugdo celular, participagdo como cofator em varias reagdes enzimaticas e
transporte de aminoacidos. A glutationa também provém a célula com uma

defesa contra xenobioticos eletrofilicos e oxidantes intracelulares e é

Necessaria para a fungdo linfocitaria.

CLLLEAR/SF  IPER
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Devido ao fato da glutationa ndo ser efetivamente transportada para
. . . S . ’ .
dentro da maioria das células **, como é o caso da NAC, ¢ de interesse

aumentar sua sintese intracelular.

Mecanismos para o aumento das concentragoes de glutationa nas
células tém aplicagdo particular em casos onde um agente causa o

esgotamento do nivel intracelular normal.

A glutationa celular pode esgotar-se pela exposi¢do a xenobidticos
eletrofilicos tais como overdose de acetominofeno, metabolitos de oxigénio
reativo tais como H,O,, ou por sindromes tais como infeccdo por HIV, na

qual citoquinas inflamatorias sdo superproduzidas e causam stress oxidativo

, . < A 53
em niveis sistémico e celular ¢

Embora alguma glutationa seja sintetizada por essencialinente todas

celulas de mamiferos, o figado ¢ particularmente ativo na sintese e envio da

glutationa para o plasma 7.

A glutationa sintetizada e enviada pelo figado pode ser
subseqiientemente hidrolisada por gama-glutamil transpeptidase localizada
na superticie das células, em tecidos‘extrahepétilc'(.)s para aumentar a cisteina
plasmatica " Portanto, a glutationa também age como uma forma
importante de armazenamento e transporte da cisteina, € um aumento na

Sintese da glutationa hepatica, fornecera uin aumento da glutationa ou do

substrato para sua sintese para o corpo todo.
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1.3 Importancia dos radiofarmacos no diagnostico
de tumores malignos

1.3.1 Generalidades

A vida moderna expde as pessoas a Inameros agentes
potencialmente carcinogénicos, 0s quais se somam a causas hereditarias e

outros mecanismos que podem vir a iniciar o crescimento de um tumor.

A busca de métodos diagnosticos e a corrida contra o tempo para
que as lesdes sejam detectadas logo no seu inicio fazem com que as

pesquisas sejam direcionadas para recursos cada vez mais precisos,

confidveis, praticos e eficientes.

A Medicina Nuclear, em contraste com outras técnicas médicas de
imagem, ndo estd baseada somente na estrutura anatomica, mas
preferencialmente na visualizagio de fungdes especificas, tais como
receptores. Tecnicamente isto converte os e;(a}nes de Medicina Nuclear
numa tecnica ideal para a detecgdo tumoral. .Uma vez que um radiofarmaco
altamente especifico torne-se disponivel, um tumor podera ser descrito
baseado em suas caracteristicas bioquimicas, fisiologicas ou biologicas.
Além disso, com uma razio alta de atividade alvo/radiagdo de fundo,
informagoes redundantes causadas por estruturas anatdomicas normais (como

OCorre  com radiografia  convencional, ultrassonografia, tomografia
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computadorizada e ressonancia magnética (MRI)), ndo interferirdo na

interpretagdo dos resultados ™,

Entretanto, um agente ideal para imagem de tumor em Medicina

Nuclear ainda ndo existe, apesar de inumeros esforgos canalizados para este

terreno.

1.3.2 Agentes para detecgao tumoral

Excetuando-se massas tireoidianas e alguns outros tumores
estudados isotopicamente desde o término da 1l Guerra Mundial, os
radioisotopos “’Ga e *"'TI foram os mais utilizados em décadas recentes.
Ambos sdo radioisotopos de elementos que ocorrem naturalmente e estio
comercialimente disponiveis como citrato de “’Ga e cloreto de *"'TI. Embora
0 “’Ga tenha sido usado para imagem de tumor desde 1968, quando foi

¢ .
7 tem-se pesquisado o seu

demonstrada a sua presenca num linfoma
potencial na caracterizagdo tecidual mais fina, por exemplo, para diferenciar
tumores recorrentes de massa necrotica apos radioterapia e quimtoterapia.

O mecanismo de captagdo ndo ¢ totalmente entendido. Parece que se
comporta como um andlogo do ion férrico. acumulando-se dentro da célula

tumoral por simples difusio e possivelmente penetrando via canais de

calcio.
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Atualmente, o “’Ga ¢ usado ndo somente em procedimentos

diagnosticos como para detectar a eficacia da terapia e também para definir

L o .
o prognostico oncologico (55.88)

-~ . 6 ..

Ndo obstante, o citrato de “’Ga tem varias desvantagens:
propriedades fisicas pouco satisfatorias para gama cAmara, natureza
osteotrofica, sensibilidade dose-dependente e irradiagdo ndo desprezivel

particularmente para as doses diagnosticas recomendadas ® .

Importantes pesquisas sdo igualmente realizadas com o talio. e
. . ) , . A
imagens realizadas com *"'Tl apos terapia de tumor cerebral tém-se
mostrado de valia na discriminagdo de tecido necrotico pos irradiado de

.o, . x‘z (()
tumor recorrente ou tumor viavel residual ** 1%

A imagem obtida com *°'Tl mostra-se mais atraente do que com
“’Ga no aspecto do tempo necessario para completar o estudo: 3-4 horas.
versus 48-72 horas para imagens com "'Ga. O *'TI também ¢ mais
especifico do que o “’Ga para tumores do cérebro, mama e mediastino '
Entretanto, o "'l também apresenta propriedades fisico-quimicas
desfavoraveis como citado em outro item. Uma proposta recente indica que
0 2'TI. quando usado conjuntamente com o "'Ga, pode identificar o sarcoma
de Kaposi e diferencia-lo do linfoma em pac'iéhié:s HIV positivos "' Note-

$€ que o espectro de marcadores isotopicos para estudos tumorais nio se

€sgota com os dois elementos citados.
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A somatostatina marcada com In-111 parece promissora,
N : o o 178
particularmente para lesdes de linfoma de localizagdo mediastinal ’

porém seu custo e falta de disponibilidade restringe o seu uso.

Estudos com amostras pequenas usando anticorpos monoclonais

marcados com 1-123 ou [-131 apresentaram um certo valor ",

Em meio a esse complexo, avulta 0 Tc-99m com propriedades
fisicas que o tornam melhor adaptado a exames em gama camara, com baixo

nivel de irradiagdo permitindo o uso de doses altas.

1.3.3 Etapas do desenvolvimento do tumor

A patogénese do cancer ocorre em varias etapas, que ja se encontram

parcialmente elucidadas.

Os conhecimentos da carcinogénese do ponto de vista tradicional
sdo derivados primariamente de estudos em modelos animais, porém mais
recentemente passou-se a contar com trabalhos de analise molecular dos

gens relacionados ao cancer e a fatores de crescimento.

Atraves da observagio clinica sabe-se que o periodo latente entre a

€Xposicdo a um agente causador de cancer ¢ 0 seu desenvolvimento pode

estender-se por varias décadas.
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Classicamente foram identificadas na carcinogénese quatro fases

, o . < L (35
distintas: iniciagdo, promogdo, conversio e progressio .

A fase de iniciagdo € descrita como uma transformagdo precoce.
rapida e potencialmente reversivel numa célula alterada cronicamente. Ela

comega atraves da mutagdo do material genético exposto a carcindgenos.

A promogdo € um processo mais gradual durante o qual uma célula

iniciada adquire caracteristicas cada vez mais malignas.

Esta fase complexa da carcinogénese, envolvendo varias
transformagdes celulares, tipicamente ocorre nas ltimas décadas da vida em

humanos.

Os dois estagios finais da carcinogénese sdo conversdo € progressao.
Em contraste as duas primeiras fases que foram muito estudadas em animais

experimnentais, conhece-se muito pouco a respeito destas altimas.

Uma caracteristica chave desses estagios € o crescimento continuo e
a multiplicagdo de células anormais, que sdo necessarias ndo apenas para
€Xpansao mas também para a geragdo de novas, com propriedades
potencialmente mais malignas, pela"aquisiqﬁ'o' de transformagdes adicionais

inerentes ao desenvolvimento de clones.

A natureza de multiplas fases do processo carcinogénico aumenta a

possibilidade de intervengdo em diferentes estagios ''">.



5
?
z
~

1

41.3.4 Estudos no tumor de Walker

O tumor transplantado selecionado para o estudo foi o

Carcinossarcoma de Walker 256.

Este tumor for descoberto no abdomen de uma rata albina gravida

em 1928, no laboratorio de George Walker no Hospital Johns Hopkins ©?,

O tumor de Walker ¢ um carcinossarcoma mamario de rato. E
carcinoma pela justaposi¢do de células na histologia. E sarcoma pela

n . , . . - . . 3
ocorréncia de células fusiformes em associagdo com fibrilas reticulares''™.

Este tumor tem como caracteristicas certa dependéncia hormonal®®'".
pega tumoral facil em diversas ragas de ratos. raramente desenvolve
metastase e ndo sofre regressdo espontanea """, Possui um periodo curto de
laténcia (+/- 7 dias) e impde sobrevida baixa (+/- 30 dias), quando ¢

inoculado no subcutaneo de rato Wistar ‘4.

O tumor 1nocula-se em diversas linhagens de ratos, a partir de
celulas tumorais procedentes tanto de macerado de tumor solido, quanto da

ascite neoplasica ou mesmo da cultura in virro ),

A idade do animal influi no crescimento tumoral, que se mostrou

mais lento em animais velhos (12 meses) do que em jovens (3 meses) (1),
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Por outro lado, Talalay e col. (1952)'® observaram que o

crescimento do tumor de Walker ndo sofre influéncias quanto ao sexo.

O tumor de Walker desenvolve-se com grande facilidade em varios

locais de implantagdo.

Talalay e col. (1952)"Y compararam o desenvolvimento do
carcinossarcoma de Walker 256 injetado por via intraperitoneal, muscular e
subcutanea em ratos e observaram que o crescimento mais rapido ocorreu na

forma intraperitoneal, ¢ 0 mais lento na forma subcutanea.

Pela sua facilidade de manipulagdo, crescimento previsivel, rapida
propagag¢do em laboratério, e quadro clinico semelhante ao de muitos
tumores sélidos humanos de elevada malignidade, o carcinossarcoma de

Walker é bem conhecido no meio académico brasileiro (72,

Sua tendéncia a formagdo de massas solidas, infiltrativas e por vezes
necrotizantes também mimetiza com perfei¢do a biologia do cancer humano

de linhagem epitelial, que abrange algumas das entidades oncologicas de

maior interesse pratico.

Por tais motivos foi selecionado o mesmo como modelo

experimental na presente investiga¢do, voltada para a biodistribui¢do e o

diagnostico por imagem de formagdes tumorais.
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1.4 Tecnécio-99m - Caracteristicas

1.4.1 Introducao

Nio ha tecnécio na crosta terrestre pois o mesmo ndo ¢ gerado
continuamente pela reagdo ou decomposi¢do de outros elementos presentes
no planeta, e de outro lado a idade da Terra ¢ consideravelmente maior que
o tempo de meia-vida dos isotopos. Foi encontrado tecnécio em rochas

devido provavelmente a raios cosmicos que bombardearam a Terra.!'”®.

Em 1925 Noddack, Tacke e Berg anunciaram a descoberta do
elemento 43 ao qual deram o nome de “masurium”. Basearam-se nos
espectros de emissdo de raio X obtidos com concentrados de gangas de

varios minerais, como a columbita, gadolinita ¢ outros %,

No entanto, desde esta descoberta ndo foi possivel repetir a

experiéncia original.

Em 1937, Pemrier e Segre, trabalhando na Italia, isolaram e
estudaram o isotopo radioativo do elemento 43, que foi extraido de uma

placa defletora de molibdénio usada em ciclotron ¥,

O tecnécio, foi portanto o primeiro elemento radioativo produzido
artificialmente e é o radionuclideo mais amplamente utilizado na Medicina

Nuclear clinica ''©.

LOMISSAS NAGA:. . . wie GLULEAR/SP IPER
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O tecnécto-99m alcangou esta posigao privilegiada no uso clinico

devido as suas caracteristicas fisicas extremamente favoraveis.

A aplicacdo indireta do tecnécio em Medicina Nuclear iniciou-se em
1963, quando Sorensen e Harchanbanth administraram Mo com a
finalidade de visualizar a area hepatica empregando um mapeador
retilineo' ™. No ano seguinte, Harper e col. (1964)°” langaram mio do

®mTc na forma de pertecnetato (P™TcOs) com a finalidade de obter

imagens cintilograficas da glandula tireoide.

Sua meia-vida de 6,02 horas e a auséncia de particulas beta
permitem a administragdo de atividade do Tc-99m sem envolver uma dose
de radiacao significante ao paciente. Além do mais, os fotons
monocromaticos de 140 keV sdo prontamente colimados para fornecer

: _ - 124
imagem de resolugdo superior' ',

Além dessas caracteristicas, possut a vantagem de ser obtido de

maneira relativamente facil, a partir de geradores, pois ¢ um produto de

desintegragdo do molibdénio 99 (imeia-vida de 67 horas).

O gerador ¢ eluido com solugdo fisiologica, que extrai o Tc-99m na

forma de pertecnetato de sodio (Na”"™TcO4) ‘em uma concentragdo de 107

moles.
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1.4.2 Propriedades do Tc-99m

O tecnécio ¢ um metal de transicdo situado no Grupo VII B da

Tabela Periodica. mostrando varios atributos quimicos semelhantes aos do
Mn e Re. Apresenta, portanto, propriedades tanto acidas como basicas. O
tecnécio tem 22 1sotopos, sendo que o mais usado é o Tc-99m. Este ¢
encontrado em varios estados de oxidagao, variando sua valéncia de -1 a +7.
A estabilidade desses estados de oxidagdao depende do tipo de ligantes ¢

SRUPIRESRRE T
meio quimico'

Ligante ¢ uma molécula que contém grupos funcionais capazes de
unir-se a um ion metal para formar um complexo. Um complexo pode ter
ligagdes 10nicas. covalentes e covalentes coordenadas. Se varios sitios com
o ligante unem-se ao ion metal, formando sinultaneamente uma estrutura de

" anel, a espécie resultante se chamara quelato e o ligante, de agente quelante.
Os estados mais estaveis em solugdo aquosa sio o +7 (TcOy) e o +4
(TcO,). O "™Tc em estados de oxidagdo inferiores ¢ passivel de
complexagdo com diversas substincias, enriquecendo seu interesse em

Medicina Nuclear "',

Para se complexar com outras substéncias e tornar-se especifico para
diferentes tipos de diagnostico, o Tc de valéncia +7 deve ser reduzido a um
estado de oxidagdo inferior. O agente redutor mais utilizado para este fim ¢

0 cloreto estanoso (SnCl,).
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Quando a redugao ¢ incompleta o TcOs  [Te(VID)] pode se tornar
uma impureza radioquimica apresentando-se em forma livre na solu¢do do
farmaco marcado. Neste caso o TcO4 ndo reduzido ndo ira marcar o

2
substrato 42

O Tc™ deve ser imediatamente complexado ao composto de
~ . . 3

interesse. Na redugdo ha misturas de Tc™, Tc™, Tc™, dependendo das

condi¢oes da reacdo. Tal redugdo deve se processar em meio de nitrogénio

~ : ~ 3
(N,) para ndo ocorrer a reoxidagio '*".

As espécies de "™Tc reduzido sdo quimicamente reativas e
combinam-se com uma grande variedade de compostos. Os agentes
quelantes frequentemente doam pares solitarios de elétrons para formarem
ligagdes covalentes coordenadas com Tc¢-99m. Os grupos quimicos

doadores de elétrons mais comuns nos compostos sao; -COO", -OH", -NH, ¢
_SH(IJZ)

O numero de coordenagdo dos complexos de Tc-99m pode variar
entre 4 ¢ 9. Fatores como a natureza do ligante. o potencial de oxido-
reducdo, a estequiometria da reagdo, a ordem seguida para se juntar os

diferentes reagentes e ainda o pH da reagdo, dévem ser levados em conta no

~ ( 3
processo de marcagdo com * " T¢ 42,

Os complexos de Te-99m podem ser classificados quanto as suas

Propriedades  eletronicas, lipofilicas e estéricas relacionadas  as

Caracteristicas de distribui¢io dos mesmos "',
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A maioria das informagdes relativas ao comportamento quimico do
tecnécio foi avaliada em concentragdes de 10™ ¢ 107 M, utilizando varias
técnicas  analiticas como  polarografia, espectrometria  de massa,

cristalografia de raio X, cromatografia e outros.

Propriedades fisico-quimicas como grau de ionizagdio que se
correlaciona com a solubilidade do composto, e Interagdes eletrostaticas
entre a droga € o receptor, também permitem uma melhor avaliacdo do

radiofarmaco adequando-o as necessidades da Medicina Nuclear.

1.5 Farmacocinética dos tracadores radioativos

1.5.1Conceitos gerais

O radiofarnmaco ¢ uma droga radioativa, geralmente beta ou gama

emissora, tendo seu uso em terapia ou diagnostico, contendo um ou mais

. , - ~ . . ~ . ()
radionuclideos como parte de sua composi¢do organica ou morganica''"

.

E administrado em geral por via intravenosa ¢ uma vez localizado

em um orgao determinado do corpo pode ser detectado por aparelhos

adequados como gama camara, SPECT (tomografia computadorizada por

emissio de foton simples) e PET (tomografia por emissio de positrons).
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A radiofarmacocinética ¢ a parte da farmacologia que estuda a
velocidade das trocas de concentragio que sofrem os radiofarmacos no
organismo, € em especial. os mecanismos de transporte, distribui¢do,

metabolismo e excre¢do ',

A observagdo da cinética in vivo tem sido a base da Medicina
Nuclear. Imagens seqiienciais do movimento de transporte  dos
radiofdrmacos através de diferentes orgdos e sistemas fornecem o
diagnostico clinico. O desenvolvimento de radiofarmacos melhores e mais
seletivos ou especificos, assim como a utilizagdo de dados para calculos de

doses de radiagdo. também sio realizados gragas aos estudos

farmacocinéticos.

Os processos farmacocinéticos determinam a concentragdo e o grau

de penetragdo que a droga pode alcangar no seu sitio de acao.

Os  marcadores, ao ganharem a corrente  sanguinea  sdo
simultaneamente distribuidos por todo o corpo, apos o que passam a ser

eliminados. A distribui¢do usualmente ocorre muito mais rapidamente do

que a eliminagdo.

<

A eliminagdo da droga, uma vez atingido o equilibrio de distribuigdo,
hormalmente ¢ descrita por uma cinética de primeira ordem. Isto significa

que a velocidade do processo ¢ proporcional a dosagem ou concentragdo do

substrato (droga) no sistema "’

c e . Tl g
P e -
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A taxa de distribui¢do aos tecidos de cada orgdo ¢ determinada pelo
fluxo sanguineo de perfusdo do orgdo e pela facilidade com a qual as
moléculas da substancia atravessam a parede capilar e penetram nas células

do tecido .

No sangue. a droga tende a se distribuir rapidamente entre o plasma
e os eritrocitos. Uma ligagdo transitoria da droga também pode ocorrer, em

porcentagens variaveis, com as proteinas plasmaticas.

Uma vez que em sua maioria os compostos sdo moléculas
relativamente  pequenas, eles rapidamente atravessam os capilares
sanguineos e atingem os tluidos extracelulares de quase todos os Orgaos.
Muitos produtos sio também lipossoluveis podendo ultrapassar membranas

celulares e distribuir-se nos compartimentos intracelulares de varios tecidos.

Ao longo do organismo ha uma distribui¢io dos tragadores via agua
corporal e proteinas ou outras macromoléculas. que sdo dispersas nos

fluidos ou tornam-se componentes das células.

O corpo pode ser visto como uma colegdo de compartimentos
separados mas interligados, cada um cont‘e'ndo uma fracao da dose
administrada. A transferéncia da drbga de lilhwc.(.)mpartimento a outro esta
associada com uma constante de velocidade (k) (V. A magnitude da

Constante determina a velocidade com que a transferéncia ocorre.

As constantes de velocidade associadas com a distribuigdo sdo de

regra muito maiores do que as relacionadas a eliminagao.




46

Para a maiorta dos compostos, as concentragdes plasmaticas
medidas logo apOs a inje¢do intravenosa mostram distintas fases
distributivas. Isto significa que uma fragdo da dose ¢ eliminada antes da
obtengdo do equilibrio de distribuigdo, sua cinética assume as caracteristicas
de um sistema multicompartimental. Normalmente sio necessarios dois ou

mais compartimentos para descrever o tempo de fluxo da droga no

(139)

plasma """ Eles sdo chamados de compartimento central e compartimentos

periféricos.

Em que pese a maior fidelidade destes esquemas  teoricos
multicompartimentais, a analise sob o prisma de dois espagos corporais

apenas, muitas vezes ja possibilita uma descrigio adequada do padrio de

distribuigdo de algumas substancias.

1.5.2 Estudo de modelos compartimentais

Os estudos compartimentais sio baseados nas analises matematicas

referentes a transferéncia de drogas entre areas’corporais..

A teoria dos compartimentos simplifica, para fins de pesquisa, certos
fendmenos biologicos, assemelhando a dinamica de um sistema estacionario

d uma soma de processos elementares determinados, que diferenciam os

diversos compartimentos.



Um modelo compartimental pode ser proposto para representar o
_gistema biologico e seu comportamento cinético face a substiancia em
~estudo””. Um modelo ¢ composto por um numero finito de compartimentos

e por probabilidades de transig¢do ou transferéncia de substéncias entre eles.

O processo de modelagem inicia-se com observagdes experimentais.
que sdo em numero finito, para definir a natureza do sistema que ¢

responsavel por essas observagdes.

Apos a introdugdo do tragador radioativo no sistema. fazem-se
amostragens seriadas, no maior numero de estados possivel. Um caso tipico
€ a inje¢do intravenosa do tragador, e amostragens subsequentes no sangue
total, plasma, urina, ¢ diversos 6rgdos em instantes que variam desde
poucos minutos até varios dias apos a introdugdo do tragador. Dosagens da
substancia tragada nas diversas amostras sdo efetuadas pelos métodos
classicos. A radioatividade de cada amostra & entdo determinada.

utilizando-se detetores de cintilagdo tipo pogo ou quaisquer outros

instrumentos apropriados.

Os dados experimentais assim obtidos podem ser expressos nas mais
diversas unidades. Em geral, prefere-se expressa-los como fragao da dose
(atividade) do tragador radioativo injetado por 'g'r.ama da substancia tragada
(atividade especifica), como fracdo da dose por ml do fluido amostrado

(concentragio radioativa), ou simplesmente como fracdo da dose.

A partir dos dados experimentais, obtém-se uma serie de curvas que

refletem a evolugao do tragador em fungdo do tempo !,
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A analise de curvas experimentais pode ser feita graficamente ou

através de ajuste com o auxilio de programas de computador.

Como visto, a analise compartimental constitui uma ferramenta 3
mais para se descrever e esmiucar o comportamento /»n vivo de determinados
farmacos. Embora valiosa, sua interpretacdo sofre influéncias subjetivas bem
como dificuldades de aplicagio de um procedimento matematico exato e
pouco tolerante a erros, a wm fendmeno bioldgico complexo e sujeito a
multiplas influéncias. Assim sendo, ndo deve ser valorizada isoladamente.
mas sempre dentro do contexto dos demais achados 111 vivo e mvitro, a fim

de permitir uma caracterizagdo racional do agente em estudo.



2. OBJETIVOS

Quem ¢ sabio?
Aquele que aprende com todos os homens.
Quem ¢ forte?
Aquele que domina sua paix3o.
% Quem € rico?
Aquele que se alegra com o que possui
Quem ¢ honrado?
Aquele que honra seus semelhantes.

(Etica dos Pais)

SOMISSA0 Nagey .



2. OBJETIVOS

O desenvolvimento de eficientes radiofarmacos para definicdo da
imagem tumoral faz-se necessario em vista da baixa especificidade daqueles

disponiveis no mercado, assim como do elevado custo dos produtos

importados.

Dentre os marcadores recentemente preconizados para esta
. )0 ., . . .
finalidade, destaca-se o MIBI-"""Tc, Ja manufaturado industrialmente e

utilizado na rotina hospitalar dentro da area de Medicina Nuclear desde fins

da década de 80

A imvestigagdo de uma droga nova, nominalmente a N-acetil cisteina

marcada com Te-99m, foi o principal alvo do nosso estudo.

Objetivos gerais

Foram metas do presente estudo a realizagdo da marcagio de um

. .. . . , . . , 9] .
amnoacido derivado da cisteina (N-acetil cisteina) com o """Tc, seguida da
Otimizagdo do procedimento. Uma vez lograda a preparacio de um

Composto apto para avaliacdo in vivo, buscou-se a configuragdo da sua

blOdlstribuigéo, tanto num modelo normal (ratos sadios) quanto num

contexto tumoral (ratos com carcinossarcoma de Walker). Para controle dos
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resultados de biodistribuicdo em animais com e sem cdncer, empregou-se
. : : .. : 99
~ substdncia bem padronizada na radiofarmacia, qual seja o MIBI-""T¢. e

com reconhecida afinidade por tecidos malignos.
~ Objetivos especificos

1) Determinar a pureza radioquimica verificada na marcagdo da N-acetil

cisteina pelo Tc-99m.

2) Averigiiar os niveis de Captagao nos principais Orgios e sistemas

3

. oo )
biologicos da NAC-"""Tc, em um modelo de roedor normal, comparando a

o 99
farmacocinética com a do MIBI- "Tc.

3) Analisar a biodistribuigdgo da NAC-"""T¢ em ratos com cancer

. B (()
experimental. igualmente recorrendo a um estudo controle com MIBI-"""T¢.

. , - Gt
4) Estimar o nivel de captagao do marcador NAC-"""T¢ na massa tumoral

propriamente dita. com vistas a possiveis aplicagdes para diagnostico por

imagem cintilografica.



3. MATERIAIS E METODOS

Ha quatro tipos de discipulos:

O que ¢ rapido em entender e rapido em esquecer,
a sua qualidade ¢ anulada pelo seu defeito;

0 que € demorado em entender e demorado em
esquecer, o seu defeito é compensado pela sua
qualidade; o que ¢ rapido em entender e demorado
em esquecer, este leva uma boa porg¢io; o que ¢
demorado em entender e rapido em esquecer

este leva uma ma porgio.

(Etica dos pais)




3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Reagentes, solugodes, outros materiais

- Acetona - grau de pureza p.a., Merck

- Acido Tricloroacético (TCA)- grau de pureza p.a., Merck

- Antibiotico (Frademicina-Rhodia) - Lincomicina

- Cloreto de sodio - grau de pureza, p.a., Merck

- Cloreto estanoso (SnCly.2H,0) - grau de pureza p.a.. Merck

- Coluna cromatografica para cromatografia liquida de alta eficiéncia

de fase reversa. Nucleosil C18 (250 x 4,6 mm ), Instrumentos

Cientificos C.G.

- Dessecador

- Etanol - grau de pureza p.a., Merck

- Fitas de aluminio impregnadas com silica gel para cromatografia em
camada delgada (CCD-SG) - DC - Alufolien-Kieselgel 60, Merck

- Fitas de papel para cromatografia (Whatman no. 1, Whatman 3MM)
- Heparina - solu¢do 5000 un/ml - Liquemine (Roche)

- Membrana filtrante de poro 0.22 pm, Millipore
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.. N- Acetil Cisteina - Oxford Nutrition, (U.K.)

- Nitrogénio gasoso, White Martins

: . Pertecnetato de sodio (Na”"TcOy)- solugdo eluida de gerador ’Mo-"""Tc,
[PEN-CNEN/SP

. Placas de cromatografia de camada delgada plasticas, de oxido de

aluminio, “Baker Flex”

 .SESTAMIBI - conjunto liofilizado (Cardiolite) - DuPont Pharma

- Solugdo tampado fosfato pH 4, pH 7, pH 8, pH 10, pH 12

- Uretana - ( | mg/ g rato) - Sigma
3.1.2 Equipamentos

- Agitador Vortex-Genie2 (VWR Scientific)
- Balanga modelo HM 100, Helmac, Brasil

- Calibrador de radioisotopos, modelo Mediac, Nuclear Chicago,
Estados Unidos

- Camara de cintilagao SIEMENS modelo Orbiter.

- Centrifuga modelo GLC-L, Sorval, Estados Unidos

- Contador automatico tipo po¢o, com cristal de .Na[(Tl), modelo

MAG 312, Berthold. Alemanha

- Contador tipo poco, com cristal de Nal(Tl), modelo ANSR, Abbott,
Brasil
- Cromatograto liquido de alta eficiéncia CG-480C (Shimadzu C-R4A

Chromatopac) acoplado com detetores de ultra violeta CG-435 B

e de radioatividade LB 2040, Berthold
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3.1.3 Material Biologico

- Animais utilizados- Ratus norvegicus albinus da linhagem Wistar, machos,
pesando entre 200 ¢ 250 g, alimentados com ragao comercial e agua “ad

libitum™. Ratos sadios e ratos portadores de Carcinossarcoma de Walker
256.

3.1.4 Cepa tumoral

As células tumorais de Walker 256 sdo ortundas do Banco de tumores

“Christ Hospital Line™, Arthur D. Little, USA. e mantidas desde entio. por

repiques seriados na cavidade peritoneal de ratos.

O tumor solido (Carcinossarcoma de Walker) foi obtido a partir de

um rato portador do mesmo, cedido gentilmente pelo Laboratorio de

Fisiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sio
Paulo.
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‘8.2 Métodos e Parte Experimental

O fluxograma da pesquisa obedeceu as seguintes etapas:

Marcacdo e padronizag¢do dos radiofarmacos

1) Marcagdo do produto controle (MIBI) com Tc-99m.
2) Controle da pureza radioquimica do MIBI-""T¢

3) Marcagdo do aminoacido (NAC) com Tc¢-99m.

4) Otimizagdo dos parametros de marcagio.

5) Controle radioquimico da NAC-"""Tc.

Estudos 1 vivo

I) Padronizagdo do modelo tumoral

2) Biodistribui¢do do MIBI-"""T¢ em ratos sadios ¢ com tumor
3) Biodistribuigao da NAC-"""Tc¢ em ratos sadios e com tumor
4) Captagdo tumoral e métodos de imagem cintilografica

5) Analise compartimental e calculos estatisticos

Estudos in virro

Determinagao da ligagio proteica do MIBI-"""T¢ e da NAC-"""T¢ nos dois

grupos de ratos estudados.
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.3 Marcacgao do MIBI com **"Tc

A marcagdo e o controle de qualidade do conjunto liofilizado de

Cardiolite foram efetuados segundo determinagdes do fabricante, que

% resumimos abaixo.

Os frascos liofilizados de Cardiolite apresentam a seguinte

~ cOmposi¢ao:

1,0 mg de [Cu(MIBI),]BF,
0,075 mg de SnCl;.2H,0

1,0 mg de L-cisteina

2,6 mg de Citrato de sodio

20 mg de Manitol

A reconstitui¢do do produto ¢ feita adicionando-se 3 ml de solugdo de
pertecnetato de sodio (Na”™TcOy), eluido do gerador de "Mo-"""Tc¢ . com
atividade de 37 MBq/ml (ImCi/ml), em um frasco de hofilizado de MIBI:
este ¢ agitado e aquecido por 10 minutos, em banho-maria em ebuli¢io.
Apos o aquecimento, deixa-se esfriar por 15 minutos a temperatura ambiente

e filtra-se em membrana millipore 0,22 pum.



3.3.1 Controle radioquimico

O controle radioquimico do produto marcado é realizado utilizando-se
placas de cromatografia de camada delgada plasticas, de oxido de aluminio,
;‘Baker Flex"com a dimensdo de 2,5 x 7,5 cm. A placa ¢é colocada para secar
em estufa a 100° C por 1 hora e armazenada no dessecador até o seu uso.
:Semeamos com tubo capilar 1 gota de etanol a 1,5 cm da origem da placa, e
sem secar mais 2 gotas do MIBI-""™Tc¢ sobre a gota de etanol. Coloca-se a

placa novamente no dessecador para secar por 15 minutos. Em seguida,
| coloca-se em uin becker contendo etanol, tapa-se com microfilme para haver
a saturagdo do solvente, e deixa-se desenvolver por 5 cm a partir do ponto
de aplicagdo. Corta-se a placa a 4 cm da base e outro corte ¢ feito na frente

do solvente. A atividade de cada parte é avaliada em contador gama.

Diagrama da placa de “Baker-Flex™

Frente do ——
solvente

( COlTal' B

Origem ——
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ulo da porcentagem de pureza radioquimica

& Sestamibi- "Tc =  Atividade da parte superior  x 100

Atividade de ambas as partes

. 8.4 Marcagaoda NAC com Tc-99m

A NAC, po cristalino, solavel em agua, etanol e praticamente
“insolivel em éter, obtida da Oxford Nutrition, apresenta as seguintes
" caracteristicas ‘*"

- solubilidade em agua: 17 g/100 g (20" Q)

. rotagdo especifica [a]™", = 21,3 a 27.0

’;f’ - transmitancia: > 98,00 %

- outros aminoacidos: ndo detectaveis

-pH: 20a238

3 - ponto de fusdo: 106-110°

= contaminagdo por metais pesados: abaixo de 10 ppm

- contaminagdo microbiana: estéril e apirogénico (aprovado para uso

v

oral e injetavel em humanos).

A NAC for marcada com Tc-99mn. obtido da eluigdo do molibdénio na

forma de pertecnetato de sodio.

Na marcagao inicial utilizamos o método modificado de Ozker e col.

(1992) "' Partimos de 10 mg do ligante dissolvido em 1 ml de agua
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~Pdestilada, onde se adicionou 2 ml de solugdo tampao fosfato pH 7, 0,2 mg
;e solugdo de cloreto estanoso (260 pg de Sn™") dissolvido em HCI 0,IN

~gomo redutor, ambas previamente nitrogenadas, e 37 MBq/ml de

bertecnetato de sodio. A mistura foi agitada e deixada em repouso por 30
minutos & temperatura ambiente e filtrada em seguida em membrana

Millipore 0,22 pm.

3.4.1 Otimizagao dos parametros da marcacao

Para otimizagdo da marcagdo e melhor resolugio na determinagio da

. pureza radioquimica, foram estudados vérios parametros.

Analisou-se a variagdo da massa do ligante (1,3,5,10.15 mg de NAC),
‘do redutor (26-50-100-260 pg de Sn(il)), no pH da solugdo final (4,0-6,0-
7,0-8,0-9,0), e no tempo de incubagdo (30,60,90 e 120 min.). Em todos os
estudos, realizou-se wn namero minimo de seis determinagdes para cada

item de cada parametro

3.4.2 Determinacio da puréza radioquimica

A pureza radioquimica do marcado foi avaliada através de métodos

- Cromatograficos utilizando papel Whatman n° 1, Whatman 3MM e fitas de

“OMISSAC WA LoLihh muCLEaR/SP o IPER



aluminio 1mpregnadas com silica gel para cromatografia ascendente em

camada delgada (CCD-SG) '*.

A amostra foi1 aplicada, utilizando-se tubo capilar, a um centimetro da
_'margem inferior da fita. A frente do solvente percorreu uma distancia de 10
cm a partir do ponto de aplicagdo, em um sistema de solventes acetona e
solugdo fisiologica usados como fase movel. Em seguida, deixou-se secar a
fita e a mesma foi cortada em tiras de | cm. Essas tiras foram colocadas em

tubos e levadas a um contador gama para a avaliagio da radioatividade.
Calculo :

- Determinagdo do TcO, (solvente - acetona)

atividade da fragdo final da fita x 100 (A)
atividade total da fita

- Determinagdo do TcO; (solvente - sol. fisiologica)

atividade da fragdo inicial da fita x 100 (B)
atividade total da fita

- Pureza radioquimica (PR) da NAC-""T¢

%PR=100-A-B

Na Figura 3.1 podemos observar o desenvolvimento do sistema

Cromatografico utilizado.
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Em acetona, o pertecnetato (*’™TcQ,) foi para a frente do solvente
s(Rr = 1.0), enquanto o tecnécio coloidal (*’"TcO,) juntamente com o

composto marcado (NAC-"""Tc) permaneceram na origem da fita (R¢-0).

Em solugdo fisiologica, o *”™TcO, permaneceu na origem (Rr=0) e o

- complexo moveu-se juntamente com o (**™TcQ,) para a frente da fita.

105 —* +—TcO, + NAC-“"Tc

T002+ - - TCOz
NAC-""T¢

Acetona Sol. Fisiologica

Ponto de aplicagdo

Figura 3.1 - Sistema cromatografico para avaliagdo radioquimica da NAC-

99
"Tc.
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3.4.2.1 Controle radioquimico através de
cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

A NAC depois de marcada com Tc-99m, nas melhores condigdes

":;veriﬁcadas através de cromatografia em camada delgada, foi submetida a

andlise em cromatografo de alta eficiéncia CG-480 C, Shimadzu C-R4A

gﬁ}ChromatOpaC, tendo acoplado um detetor de radioatividade Nuclear
Spectrometer LB 2040 - Berthold, para obtengio do tempo de retengdo e

 verificagdo da eventual existéncia de outras formas radioquimicas.

A analise foi realizada com coluna Nucleosil C18 (250 x 4,6 mm) em

fase reversa eluida isocraticamente com uma solugdo de citrato de trisodio
10,05M e metanol na proporc¢io de 70:30, fluxo de 0,8ml/min, pressdo de 150

atm e 2 pl da amostra apos ultrasonificacdo. A leitura do U V. foi feita em

comprimento de onda 230 nm >3,

3.5 Padronizagiao do modelo tumoral

Para obten¢do de uma massa tumoral bemn definida, passivel de
Mensuragio, ¢ de morfologia e localizagdo comparaveis as de neoplasias

freqiientes no homem, optou-se pelo modelo da massa solida unica de

subcutaneo situada na regido do flanco !'7%.
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O tumor de Walker, obtido de um animal portador de lesdo, foi
ovido e triturado em meio de solugdo fisiologica e mantido a baixa
,tg;mperatura. Posteriormente, o macerado foi filtrado, através de compressa
de gaze, onde se adicionou 2 mg/ml do antibidtico Lincomicina

"'(Frademicina, Rhodia) para prevenir a bacteremia nos ratos.

A inocula¢do de uma suspensdo de células contendo de 2.5 . 10° a
 ,0 . 10° células viaveis do tumor ®¥ foi realizada mediante injegdo da
esma, no tecido subcuténeo da parede lateral direita do abdomen do rato,

num volume de 2 ml.

Oito dias apos a inoculagdo das células malignas, os tumores
tornavam-se palpaveis e visiveis, procedendo-se a injecdo endoverosa do
- radiofarmaco e o estudo de biodistribuigdo nos varios orgdos e fluidos

’(sangue e plasma), bem como na massa tumoral (Figuras 3.2, 3 3, 34).

3.6 Estudos biolégicos do MIBI-*"T¢ e da NAC-*"Tc

3.6.1 Distribuigo biglégica

Foram utilizados 6 a 10 ratos machos sadios da raga Wistar com peso
medio de 250 g, para cada tempo avaliado , para cada produto nos
diferentes estudos realizados. Os ratos portadores de tumor, com as mesmas

Caracteristicas e em mesmo numero, foram preparados conforme descrigao

no item anterior.
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FIGURA 3.2 - Massa tumoral inoculada na parede anterior do abdomen

- (A padronizagdo subsequente contemplou somente a parede lateral direita desta regifo).
= Apbs oito dias, percebe-se o nodulo canceroso, ressaltado por um anel desenhado a tinta
-(didmetro a superficie = 4 cm).



FIGURA 3.3 - Inicio da dissecgdo do nddulo subcutaneo

pele e tecido celular subcutineo foram rebatidos conjuntamente com a massa neo-

Pldsica, que apesar de suas grandes dimensdes ndo invade estruturas vizinhas.
4
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FIGURA 3.4 - Noédulo tumoral isolado e aberto.

Percebe-se um bloco bem identificado de tecido solido formando uma pseudo-capsula.
Seu interior é irregular, algumas vezes exibindo zonas de hemorragia espontinea ou
fragmentos necrosados (Diadmetro maximo antes da abertura de = 5 cm).
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Durante o bioensaio, todos os animais foram anestesiados com
.. golugdo de uretana (1 mg/g de peso corporeo) injetada intraperitonialmente.

Subsegiientemente, administrou-se intravenosamente 3,7 MBqg/0,1 ml do
% radiofarmaco. Decorridos os tempos pré-estabelecidos (1,5,10,15,30,60,90,

v120,960 e 1440 minutos), os animais foram sacrificados por decapitagdo e
gseu sangue foi coletado em frasco heparinizado. Posteriormente, procedeu-
gse a dissec¢do da carcaga, retirando-se os orgdos e tecidos considerados
essenciais (rins, figado, coragdo, pulmao, bago, estdmago, intestino grosso,
intestino delgado e musculo anterior da coxa esquerda), conjuntamente com

o tumor, quando existente. Intestino delgado, grosso e estdmago foram

avaliados sem o conteudo.

Estes orgaos foram pesados e em seguida colocados em tubos para a

contagem da atividade em contador gama tipo pogo com detetor de Nal(TI).

For feito um padrdo tomando-se a mesma dose injetada nos animais,
isto €, 3,7 MBq/0,1 ml e diluindo-se para 10 ml. Em seguida tomou-se 1 ml
desta solugdo, colocou-se também num tubo e fez-se a contagem. A
porcentagem de cada orgdo foi calculada a partir da contagem do padrao
equivalente a 100 % da dose injetada. Para os estudos de musculatura

esquelética, adotou-se como massa 40 % do peso animal .
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3.6.2 Analise do sangue e plasma

Do sangue coletado em vidros heparinizados imediatamente apos o

. gaerificio dos animais por decapitagdo, tomava-se uma aliquota de 1 ml,

colocada em tubos para a determinagio da radioatividade.

O restante do sangue do vidro era centrifugado a 3000 rpm por 10
min., € amostras de 0,5 ml do plasma eram retiradas também para a

determinacgido da radioatividade.

Ambas as determinagdes foram calculadas em relagdo a um padrio da

dose administrada preparado como descrito acima.

O calculo da radioatividade sanguinea e plasmatica obedeceu as

equagoes que se seguem:

contagem da atividade do sangue x 100 = atividade sangue/ml (%)
contagem da atividade do padrio

contagem da ativ. do plasmax 2 x 100 = atividade plasma/ml (%)
contagem da atividade do padrio

Volemia = Peso, (g) x 0.0575 9

Volume plasmatico = Volemia (ml) x (100 - Hematdcrito) ©*
100
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Plasma total (%) = Volume plasmatico x atividade plasma/ml (%)

3.6.3 Estudos de eliminacgao

A eliminagdo urinaria foi avaliada para cada produto em ratos sadios e

& eom lesdo experimental.

Pruneiramente, fez-se a determinagio da radioatividade na excre¢do
“urindria com os animais anestesiados. Subseqiientemente a administragdo
intravenosa do radiofarmaco, amarrou-se o pénis para haver retencdo da
-urina na bexiga. Apos o tempo de observagdo apropriado, o animal foi

~sacrificado e a bexiga cuidadosamente retirada para a determinagdo da

radioatividade presente na mesma.

Para confirmag¢do dos resultados obtidos, o estudo de excre¢do
urinaria foi repetido, colocando-se os animais apos a inje¢do do composto
radioativo pela mesma via em gaiolas individuais, circulares, forradas com
papel absorvente para coleta das excretas. Os animais foram induzidos a
urinar por compressio abdominal no moment{c.) da coleta da urina para a
obtengido do material e avaliagdo da radioativ-idade presente. Esta técnica foi
aplicada regularmente com intuito de esvaziar periodicamente a bexiga e

evitar a superposi¢do dos dados, no limite de tempo, em virtude do acumulo

de diferentes conteudos bioldgicos na bexiga.
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A determinagdo da atividade nos intestinos cheios (sucos

incluir entre os pardmetros definidos no protocolo, sua mensuragdo foi feita

apenas a titulo indicativo.

Os calculos da porcentagem de captagdo, tanto para urina, quanto

para fezes, foram efetuados utilizando a radioatividade da dose injetada

= como padrio.

3.6.4 Determinagao da porcentagem de ligagio
as proteinas plasmaticas

Para a determina¢do da porcentagem do radiofarmaco que se liga as

proteinas plasmaticas, utilizou-se o método da precipitagdo, com acido
tricloroacético ' 1%,

Tomou-se 200 ul de plasma coletado apos 15 e 30 minutos da
administragdo da dose e adicionou-se 1 ml de solugdo de acido
tricloroacético (TCA) a 10 %. Apos agitagio vigorosa em Vortex por um

minuto, a solucao foi centrifugada por 15 minutos a 3000 rpm e separou-se o

SOMISSAD Mol o LTl WCLEAR/SE R
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pfecipitado do sobrenadante. O precipitado foi lavado com mais 1 ml de

solugdo de TCA, e repetiu-se o procedimento.

A radioatividade das proteinas plasmaticas precipitadas foi
‘determinada em contador gama e a porcentagem de ligacdo calculada a

partir da contagem da amostra de plasma inicial.

3.6.5 Determinacao da porcentagem de ligagao
aos eritrocitos "

Para esta determinagdo, mediu-se primeiramente a atividade de
amostras de 1 ml de sangue obtidas apos 15 e 30 minutos da administragio

da droga. Essas amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 15 mimutos.

O plasma foi desprezado, os eritrocitos lavados com 1 ml de solucdo
salina 09 % e novamente centrifugados. O procedimento foi repetido por
mais duas vezes, totalizando 3 lavagens, apos o que determinou-se a

radioatividade correspondente aos eritrcitos.

¢

A porcentagem de ligacdo dos farmacos .aos eritrocitos foi obtida
relacionando-se a atividade do sangue 1nicial e final, corrigindo-se as

medidas conforme o decaimento do radionuclideo.
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‘8.7 Captacao tumoral e estudos de imagem

Uma vez calculada a captagdo pelo tecido neoplasico, e confirmados

valores significativos, procedeu-se a tentativa de visualizagdo do tumor pela

cintilografia.

& Os estudos de imagem foram realizados no Centro de Medicina

Nuclear da Universidade de Sdo Paulo, sob a orientagdo do Prof. Dr. Carlos

‘Buchpieguel.

Os animais foram preparados de acordo com as técnicas
anteriormente descritas, injetando-se intravenosamente a dose do tragador
(74 MBq/2mCi) e em seguida posicionando-se convenientemente em gama-
cdmara para obtengdo de imagens cintifograficas do MIBI-"""T¢ e NAC-

MT¢ nos periodos de 20 e 240 minutos respectivamente.

3.8 Analise compartimental

Os dados de atividade sanguinea e excre¢do urinaria obtidos na
biodistribuigéo das drogas nos varios tempos estudados foram inseridos
Para analise compartimental em dois programas para computador, para
Obtengﬁo de curvas experimentais capazes de definir um modelo de

distribui¢ao, assim como para coleta de dados pertinentes a analise cinética.



Os programas utilizados foram o “Anacomp” versdo 1996 elaborado
pelo Dr. Carlos Henrique Mesquita do Departamento de Aplicagdes
Industriais do IPEN/CNEN (%9 ¢ ¢ Programa “Biexp” desenvolvido pela

Dra. Consuelo A. de Murphy, Instituto Nacional de la Nutricion Salvador
, . Zubiran, México 1992 (17,

O programa “Anacomp” ¢ um esquema computacional de multiplas
aplicagGes, projetado para a andlise de dados cinéticos em termos de

-modelos matematicos, capaz de fornecer numerosas equagdes e projegoes.

O programa “Biexp” é mais modesto e somente aceita dados que se
“adaptem a um modelo bicompartimental, isto €, apresentam curvas
sanguineas constituidas de duas exponenciais. Seu manejo ¢ mais flexivel,
mas em contrapartida ndo oferece alguns dos resultados do programa
anterior. Tendo-se em vista a complementaridade das duas abordagens e
também o fato de que uma hipotese bicompartimental é plausivel e presta-se
para uma avaliagdo geral das drogas em tela, foi este 0 modelo basico
selecionado. Optou-se portanto pela tentativa de caracterizacio de dois

espagos hidricos de distribui¢do, um central e um periférico, mediante a

aplicagao de ambos os programas de analise.
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3.8.1 Criacao do modelo e determinagao das
suas variaveis

Admitiu-se que a quantidade de farmaco que sai do compartimento

. central (sangue) até o compartimento periférico (extravascular) ¢ fornecida
- pela contante de distribuigdo ki»; a quantidade que volta em sentido inverso

calcula-se com a constante de difusdo k;; e a quantidade eliminada do

compartimento “central” ¢ representa por k;3. Estas relagdes podem ser

observadas na Figura 3.5.

Compartimento central Comp. periférico

@ Vi ks Vs @

C1 k21 Cz

FIGURA 3.5 - Esquema do modelo de dois compartimentos abertos.

O compartimento 3 ¢é representado apenas para recolher a droga eliminada do
compartimento 1.

Para todas as analises farmacocinéticas partiu-se da  administragio
rapida de dose tnica (D) diretamente no compartimento central ou
intravascular. Supondo haver distribuigdo instantdnea do farmaco neste
compartimento, a concentragdo C; alcancada imediatamente apds a

administragdo ¢ igual a dose, dividida pelo volume do compartimento central
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;). Neste instante, a concentragdo do farmaco no compartimento
pefiférico € zero. Logo apos administragdo de D, o farmaco comega a ser
ansferido para o compartimento periférico, até atingir certa concentragio

Cz), com tendéncia ao equilibrio (“steady state ).

Alinhando-se os pontos relacionados entre Ci e tempo, em grafico
gemi-logaritmico, obteve-se a curva com dois componentes lineares. A
‘répida queda inicial na concentragdo, chamada fase alfa . ou de
g distribuicdo, representou o processo de distribuigdo do farmaco do
compartimento central para o periférico. Assim que esta fase se completa, a
curva entra na fase heta ou de eliminagio lenta, na qual o desaparecimento

do farmaco do organismo ¢ determinado pela eliminagio reversivel a partir

do compartimento central. Portanto, esta curva pode ser decomposta em

- s - 91, 117)
duas retas relacionadas, cada uma as respectivas fases da curva ! )
& (Figura 3.6).

Conc. (mono-log)
A+B

Tempo (min)

FIGURA 3.6 - Curva de decaimento plasmatico

Projetando-se as retas obtidas no grafico até o ponto de intersecgdo

Para t = 0, obtiveram-se os coeficientes teoricos de concentragdo sérica,
Iespectivamente denominados coeficiente A e coeficiente B. os quais sdo

obviamente dependentes da dose total administrada (D), dos volumes dos
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- compartimentos (V, e Vi), e das inter-relagdes fisico-quimicas entre

= fdrmaco e organismo.

Os angulos formados pelas retas das fases o e B e o eixo das
ordenadas ndo dependem da dose administrada, mas sim dos valores dos
coeficientes de eliminagdo (k) e do intercambio entre os  dois
compartimentos (k,, e kay). Estes angulos definiram dois novos indices, ou
seja, coeficiente a e coeficiente B respectivamente, os quais, tal como os
coeficientes A e B, sdo hibridos e dependentes de outros fatores. Deve-se

ressaltar que a analise da curva sanguinea € realizada pelos programas

computactonais utilizados.

Desta forma, a curva exponencial foi representada pela equagdo geral
Ci=Ae™ + Beft

O ritmo de perda do 1s6topo do compartimento 1 pode ser eXpresso
€m termos de meia-vida, isto ¢, o tempo necessario para que a concentracdo

reduza-se a metade de um valor inicial, de referéncia.

Calculou-se o tempo de meia-vida dividindo-se o logaritmo natural na
base 2 pelo coeficiente de velocidade.

Tl/Z = 0693

o ou 3

O volume de distribuicio da droga obtém-se pela razio entre a

Quantidade da dose do farmaco administrado € a concentra
(V= Dose/C).

¢d0 sanguinea
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3.9 Métodos estatisticos

3.9.1 Procedimentos gerais

Calculou-se a média e o desvio padrdo para todas as grandezas de
distribuicdo normal, estimando-se também as porcentagens de retencao

tecidual, quando cientificamente relevante.

As curvas de captagio e eliminagdo correspondentes a tecidos ¢
compartimentos significativos foram tragadas em microcomputador modelo
PC-Pentium, com auxilio de programa Microsoft Excel. A significancia das
diferencas observadas foi aferida com base na analise de varidncia dos

valores respectivos, calculando-se a probabilidade (“p”) a um nivel de 5 %

3.9.2 Analise de Regressao Linear para dados
multiplos

Foram realizadas correlagdes entre as varidaveis de captagdo de cada
radiofarmaco, em diversos orgdos, para ratos sadios e ratos portadores de
neoplasia, e a correlagdo entre os dois radiofarmacos, no estudo de

biodistribui¢do realizado.

Foi também realizada a correlagdo entre peso (tamanho do tumor) e a

Captacdo dos radiofarmacos pelo mesmo.
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Os estudos foram feitos aplicando-se regressdo linear pelo método de
: analise matricial, com cruzamento de todos os pardmetros analisados. Para

- cada situagdo, calculou-se o indice de Pearson (“r”) e a probabilidade (“p”).

3.9.3 Comparacgao dos radiofarmacos para
orgaos da mesma populagao

As captagdes dos orgdos e tecidos ao longo do tempo em cada um dos
modelos animais (sadios e cancer) e dos tragadores investigados (MIBI-
PnTc e NAC-"""Tc) foram cotejadas entre si através do teste de Newman-

Keuls para comparagdes muiltiplas.

Nessas condigdes, os valores das 10 principais curvas de captagdo de
cada um desses grupos foram comparados entre si. Os resultados foram

apresentados em forma grafica, divididos por classes estatisticamente

- semelhantes.

Todas as analises aqui citadas foram feitas no programa de estatistica

KSTAT para DOS utilizando-se um microcomputador PC-Pentium. Em

todas as eventualidades, adotou-se um nivel de significancia de 5 %
(p<0,05).
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“O sucesso ndo tem nada a ver com os
€xitos que conseguimos na vida. Sucesso
€ 0 que conseguimos fazer pelos outros™.

Danny Thomas




4.RESULTADOS

4.1 Preparo dos marcadores radioisotopicos

4.1.1 Procedimentos e controle radioquimico do
conjunto liofilizado de MIBI marcado com
Tc-99m.

A marcagdo do MIBI ja se encontra devidamente padronizada e
~disponivel comercialmente, razio pela qual ndo foi analisada no presente

 trabalho.

A pureza radioquimica obtida seguindo-se as recomendagdes do
produtor (Du Pont Pharma), foi superior a 97,8 + 0,4 % com uma impureza

coloidal de 1,68 + 0,23%.

OMISSAS v , Pl EAR ST IEES
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4.1.2 Controle radioquimico da marcacio de
NAC com Tc-99m e procedimentos para
otimizagao dos parametros de marcaciao

Os melhores resultados foram observados utilizando-se um sistema

cromatografico ascendente em fitas de aluminio impregnadas com silica gel
(CCD-SG).

A pureza da marcagdo obtida foi superior a 98 %, determinada pela

formula citada em materiais e métodos.

Os resultados da avaliagdo radioquimica dos varios pardmetros

testados podem ser observados na Tabela 4.1 .

Em relagdo aos tempos de incubagdo estudados (30, 60, 90 e 120
© minutos), obtiveram-se como porcentagem de pureza radioquimica do

complexo os seguintes valores, respectivamente: 98,36 %, 98,28 %. 97,47 %
e98.17 %.

Apos a andlise de todos os parametros, optamos pela seguinte

- sistematizacio: NAC-10 mg; Sn (II) - 26 pg ; pH da solugio final 9: tempo

de incubagio - 30 minutos,




TABELA 4.1 - Efeitos da massa do ligante, massa do redutor ¢ pH na
© pureza radioquimica da NAC-"""Tc.

30

NAC *
(mg)

Sn (1) **

(1g)

pH % % %

26
50
100
260

4,0
6,0
7.0
8.0
9,0

95,56 £ 1,98
96,50+ 1,74
08,43 £ 0,08
88,69 +£ 593

98,73 +£ 0,03
98,53 + 0,07
98,69 + 0,06
93,57 £ 2,65

69,18 £ 7,56
78,29 £ 5,13
96,10 £ 2,85
96,10 + 2,85
98,76 £ 0,10

0.77 £ 0,03
033 0,01
0.22 0,01
2.65+0,12

0.69+£0,01
0,58 £ 0,02
0,46 £ 0,02
0,75 £ 0,03

0,13 +£0,01
0,12+ 0,01
0,22 £ 0,03
0,34 £ 0,06
0,42 £ 0,03

3,17+ 0,99

1,35+ 0,21
8,66+ 152

0,58 £ 0,02
0,80+ 0,13
0.85+0,10
5,68+ 1,48

30,69 + 4,07
21,59 £ 389
13.40 £ 351
3,56+ 0,52
0,82 0,11

E 3

com 0,2 mg de SnCl,.2H,0, em pH9

*¥* com 10 mg de NAC em pH 9

*** com 50 pg de Sn (I1) e 10 mg de NAC
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4.1.2.1 Controle radioquimico da NAC-°"Tc
através da cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE)

A analise por CLAE da mistura utilizando-se os parametros finais,

ostra um unico pico com tempo de retengdo (R;) de 2,21 minutos (Figura

)

Radivatividade

L H . . hS
NAAASGN VA LANRAA N w“.«\&‘./v‘-w/ e BV e ol

OSSN NS N NS SN SRS SN B I
| I A D D A N RS B B

0 2 4 6 8 0 12

Tempo de retencdo (min.)

FIGURA 4.1 - Espectro de CLAE da marcagdo da NAC com Tc-99m.
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4.2 Estudos de biodistribuigcao

Os estudos de biodistribuigdo dos radiofarmacos foram realizados em

ratos sadios e ratos com neoplasia.

Os valores da captagido do MIBI-"""Tc em ratos sadios, nos diferentes
orgaos e tecidos, assim como da NAC-"""Tc, expressos em porcentagem da
dose por grama do 6rgdo e porcentagem da dose por 6rgio encontram-se

nas Tabelas 4.2, 4.3, 4.5 e 4.6 respectivamente.

~ ( (
Os valores da concentragdo do MIBI-"""T¢ e da NAC-"""Tc¢ nos
diferentes orgaos e tecidos, em ratos portadores de carcinossarcoma de

Walker 256 encontram-se nas Tabelas 4.8 49, 411 e 4.12.

respectivamente.

As porcentagens na urina acumulada e nas fezes para os dois modelos

animais e para as duas drogas encontram-se nas Tabelas 44 47 410 ¢
4.13.

Os resultados da ligagdo dos radiofarmacos as proteinas plasmaticas e
aos eritrocitos podem ser observados nas Tabelas 4.14 e 415,

respectivamente, tanto para ratos sadios quanto para ratos portadores de

cancer.



ABELA 4.2 - Biodistribuigdo do MIBI-"""Tc em ratos sadios (%Dose/g)

5.,92+0,92 5,151.,61 6,24+0,56 5,67+1.15 5,71£0,62
1.31+0.21 1,20+0,22 1,55+¢0.27 1,37£0,22 1,06+0,20
3.23+0,53 3,00+£1,10 3.08+0,36 3.04£0.66 2,98+0.90
2.42+0.68 1.33+£0.14 1,29+£0.19 1.05+0.25 0.82+0.13
0.70+0.19 0.61+0.13 1,69+0.14 1.01£0.15 1,03+£0,17
0.42£0.11 0.43+0.15 0.51+0,11 0,53£0.16 0,60x0,12

fnt. grosso 037+0.10 0392020  0,38£0,07  036£0.08 038013
nt. delgado  0-S0%0.18  0.57:016  0.60£0.08  0.6320.15  0.72£0.16
Masculo 0.35:0.08  036£0.05  031x008  026x0.10  032+0.14

 —

547118 553£128  4.16£3.04 018001  0.14£0.02
0.80£0.21  0.70£0.24  0.65:0.12 007002  0.05£0.01

277£0.55 2754056 2.7240.52 1052028  0.84+0.04
' Pulmio 0542014 0432017 030£0.08  0.03:000  0.03£0.00
, Baco 0.80£030  1.26£0.39  0.72£021  0.02$000 003001
Estémago 0.65:0.19 040011 064014  0.08:003  0.0520.01
Int. grosso 037£0.09  035£0.09  034£006  0.17:002  0.10£0.02
Int. delgado 078021 0.70:026 0702026 011006 0054001
‘Musculo 030£020 0254014  020£007 018005  0.16£0.04

‘Coracio

SOMISSAQ WNACICX . © 7 7oy oi: MUCULEAR/SF  IPER



ABELA 4.3 - Biodistribuigdo do MIBI-**"T¢ em ratos sadios
(% Dose/érgao avaliado)

14.41%1,15

14.81£2.05

3.620.67

3.5640.41
Baco 0.59+0.19
Estomago 0.78£0.13
Int. grosso 1.48£0.35
Int. delgado  +0620.48
Misculo 12.2141.79
Sangue 12.64+1.02
Plasma 8.69+2 .44

14,08+1,98
15,15+0,59
2.7240.57
1.930.11
0.54+0.16
0.8540.09
1.49+0.29
4754132
36.78+2.48
2.0120.32
1.6420.80

15,29+£1,75
16.79+1.16
3.53+0.42
2.35+0.33
0.95+0,26
1.30+0.25
1.74+0.36
6.91+0.71
34,1542 32
1,51+£0.26
1.12+0.31

13,92+1,08
14111081
3.30+0.31
1.84+0.26
0.80+0,19
1.00+£0.23
1.98+0.17
4.27+0.17
33.78+4 .36
1,124£0,08
0.67+0,13

13,731 41
14.74+1 95
3.36£0.67
1.3120.11
0.77£0.22
1.25¢0.21
2.3840.55
6.64+1 .66
32.8443 .44
0.91£0.32
0.58+0.32

Rins 11.63+2.50

Figado 10.4621.10
Coracio 3.13£0.54
Pulmio 0.97+0.11
Baco 0.60+0.17
Estomago 1.154£0.13
Int. grosso 1.57+0.27
Int. delgado  6-50£1.70
Miisculo 27.38+3.17
Sangue 0.62+0.26
Plasma 0.54+0.31

14,87+2.03
7.61£1.65
3.07+0.59
0.77£0.31
0.92+0.17
0.79+0.17
1.44+0.06
5.32+1.27
20.66+1.24

0.37+0,08 *

0.26+0.09

6.18+1.60
6.52+1 48
2,97+0.80
0.46+0.12
0.52+0.14
1.21+0.24
1.50+0.38

5.30+1.30 ‘

16.68+1.71

0,18+0.07"

0.17+0.10

0.50+£0.04
0.76x0.10
1.50+0.32
0.07£0.00
0.024£0,00
0.13+£0,00
0.58+0,25
0.50£0.16
8.47+0.14
0.06+0.01
0.04£0.01

0.55+0.08
1,12+0.10
0.060.00
(.024£0 01
0.11£0.01
0,43+0.03
0.42£0.02
6.931+0.74
0.0040.00
0.02+0.00

Tabela 4.4 - Excre¢do do MIBI- *™T¢ em ratos sadios (%Dose injetada)

Fezes -

Urina 7.75+1.20

11,0942 91

12,0842 .88

16.69+2.52

9,53+0.18

84
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ABELA 4.5 - Biodistribuigdo da N-Acetil cisteina-"""T¢ em ratos sadios
(%Dose/g)

10.55+4.54 14,3447 23

4.46x1.61 7.62+0,93

17.66+6.17

0.67£0.16 0.42+0,08 0,380, 10 0335013 0.2920.04
1.14+0.32 0,560, 12 0.30£0.04 0.28£0.17  0.19+0.03
1.24+039 0,77+0.26 0.5020.13 046£0.18  0.2940.09
0.51£0.06 0,340, 14 0.210,07 0.1840.06  0.14£0.05

Estdmago 0.640.18 0,420, 15 0.33+0.12 029010 0.24+0,06

Int. grosso 0.62:£0.08 0,450, 12 0.30+0,08 0.29£0.10  0.22+0.11

Int. delgado 0.470.09 0,31£0.07 0.30£0.08 0.2840.17  0.29+0.08

Musculo 0.3240.03 0,27+0.06 0.1520.04 0.13£0.06  0.09+0.03

Rins 21.87+4.46  1590+1,52  18.22+2.21 5.57+0.42 3.86+0.79
Figado 0.29£0.06  0.26£0.08  0.22+0.06 - 0.05+£0.01 0.04£0.01
Co racio 0.15£0.02  0.10£0.04  0.05+0.01 - 0.02+0.00 0.09+0.00
Pulmﬁo 0.23+0.04  0.20+0.03 0,11+0,02 - 0.04+£0.01 0.02+0.01
Baco 0.1320.03  0.10£0.05  0.05+0.00 - 0.03+£0.01 0.020.00
Estﬁmago 0.25£0.11  0,17£0,10  0.0840.03 - 0.03+0.01 0.01+0.00
lnt. grosso 0.23£0.07  0.16x0.13  0.11+0.03 0.07+0.02 0.02£0.01 0.02+0.01
Int. Delgado 0312010 0.28+0.06  0.21£0.02 0,26+0.05 0.02+0.01 0.01+0.00
Mﬁsculo 0.08+£0.02 0052002  0.044£0.01 .- 0.01£0.00 0.005+0.001

20.21+3.27
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ABELA 4.6 - Biodistribui¢do da N-Acetil cisteina -"™Tc em ratos sadios
: (YeDose/orgio)

22,56+3,66 30,624+4.90 37.249.78

8,02+1.70 18,5243.33

7,74%0,62 5.52%1.16 5.00£0,72 4.27+0.84 4,0+0.54
1,1520,15 0,590,03 0.36+0,06 0.3420.09 0.2240,04
2.1120,39 1394033 0.90£0.15 0.8740.23 0,560,17
0384006  0.2740.06 0,1740.03 0.1540.02 0,110,03
1,3220.26 0,990.21 0,70+0,06 0.6740.12 0.530.13
Int. grosso 2,840 37 2.60+0.30 1.930,47 1 680,15 1.2320,53
Int. delgado  4830.95 3.7240,67 337027 3.14£122 311057
Misculo 32274412 29.544503 19,2243 .20 17,121 84 9,071 65
Sangue 4183549 25424578 17,2243 36 12.1042.33 9,702 .94
Plasma 4005413 22514548 15924373 11.06£2.19 37272

Rins 4062£496 45724452 4159:4.67 34845130 16704091 1158100
Figado A92£048 343032 2174025 . 067£001 0484007
Coracio 0224007 0132003 0,060.01 . 0034000 0014000
Pulmio 0485009 0382006 0,18£0.03 . 0.10£001 0,040,007
Baco 010001 009003 0,04+0.00 . 002£0.001 0024000
Estomago 052016 0298006 0174004 . 0062002 003001
Int. grosso  |-IR0.014 088048 0STHOIL 0642019 0124002 0,1240.02
Int. delgado 298062 2842023 2455026 2232098 0212002 0.12£0.02
Muisculo 698139 S49£179  4,1340,98 : 0.95£0.11  0,700.06
Sangue TISEL60 S8RH063 3634032 30IEI00 0994008  0,5320.03
Plasma TI3EL6D  A40ELI4 1824029 16AH054 078005 035003

s

TABELA 4.7 - Excregio da NAC-"""T¢ em ratos sadios (%Dose njetada)

Urina 30.8544.75 39485358 50814399 56745392
Fezes - . . 6.48+0 85
Int. cheio (%D/érgio) 11.98+2.08
Ant. vazio (° oD/6rgio) 2.23+0.82




ABELA 4.8 - Biodistribui¢do do MIBI-""Tc¢ em ratos portadores de
tumor (% Dose/g)

Rins 5.29+1.22 7,10£1.69 6.35+1,58 7.34+0,87 6.46+0,91
Figado 1.65+0.69 1.54+0,14 1.51+0.69 1.47+0.22 1.312£0,31
‘Coracﬁo 2171036 2.16+0.35 1,.80+0.27 2,35+0.34 2.10+0.39
Pulmio 1.18+0,19 0,90+0,17 0.62+0,15 0.65+£0.11 0.58+0.10
Baco 1,04+0,38 0,91x0,18 0.93+0,56 0,86+0,14 0.86+0.24
Estﬁmago 00.40+0,07 0.37+0,08 0.34+0,14 0.46+0.12 0.35+0.00
Int. grosso 0.32+0.05 0.37+£0.06 0,29+0,08 0.41+0.03 0.33+0.09
Int. delgado 0.49+0.17 0.52+0.15 0.48+0.23 0.59+0.10 0.46+0.12
Miisculo 0.32+0.10 0.2410.04 0,20+0.,05 0.13+0.03 0.20£0.09
Tumor 0.18+0.07 0.14x0.00 0,11+0.,02 0.14£0.02 0,10£0.02

Rins 508+1.71 024003  0.17£0.03
Figado LI6£0.63 1584028 1.26£0.23  022+004  0.14+0,05
Coracio 2002048 2312007 205:0.61 078018 0.57+0.20
Pulmio 032+0.12 0332005 030+0.07 0042001  0.02£0.00
Baco 0.88£0.25  0.94£0.10 0842047 0032000  0.03£0.00
Estomago 0.36£0.07 0458007 043%0.05 0112003 0.05£0.00
7 Int. grosso  0-26:0.08 0358007 030:0.03 0254002  0.14%0.11
Int. delgado 042#0.19 087015 057x0.14  008:0.01  0.08£0.04
Muisculo 0.25:0.08  0.26£0.05 0244006 014005  0.1240.05
* Tumor 0.10:0.04  0.1240.02 0112003 002£001  0.01£0.00

581£2.13  6.81%1.35




BELA 4.9 - Biodistribui¢do do MIBI-"""Tc em ratos portadores de
tumor (% Dose/ 6rgao avaliado)

12,94£3.10  16.87+2.69  14.20+1,26 1420126  14.58+1.75
16.95£570  19.10£1.76  19.92+2.25 19.92+£2.25  21.46+2.90
2.27+0.32 3.11:0.61 2.89+0.33 2.89+£0.33 2.92+0.46
2,21+0,59 1.96+0.34 1,64+0.17 1.64+0,17 1.13£0,17
1,15+£0.31 1.02+0.22 1.1540.16 1,15+0,16 1.31+0.16
0.85+0.14 0.85+0.15 0,96+0,18 0,96+0.18 0.78+0,13
nt. grosso 1.27+0.24 1.9340.18 1.73+0.19 1.73£0.19 1.55+0.27
nt. delgado 4.06+0.50 3.7610.69 4,45+0,78 4.45+0,78 2.96+0 41
Miisculo 39.98+3.14  29.60+2.37  19.58+1 81 19.58+1.81  21.17+1.36
: sangue 13.11£3 .40 1.79+0.18 1.09+0.25 1.09+0.25 0.64£0.06
- Plasma 5.38+1.21 0,82+£0.07 0.44+0.09 0.44+0.09 0.28+0.06

‘Rins 13.68+3 22 14.97+0.9 14,74£2 95 0.68+0.01 0.410.07
Figado 18.12+4.06  17.86+3.36  14.57+2.33 2.5240.53 1.40£0.27
Coracio 2542052 2424026 2473056 1.03%0.13 0.70£0.22
Pulmio 0.79£021 0642011 0.66x0.16 0.11£0.01 0.0520.00
Baco 1.06£0.25  1.080.13 1.10£0.45 0.05+0.00 0.0420.00
Estomago 0.77£0.15  0.79+0.09  0,80+0.06 0.2240.05 0.11£0.01
Int. grosso 1L15£0.21  1.18+0.24 1.18+0.22 1.16£0.08 0.70£0.34
Int. delgado 3.76+0.82  3.08+0.73  2.95:0.57 0,7420.05 0.65£0.26
Miisculo 2084£1.69  18.03£2.71  18.98+0.57  12.17+1.26 10.20+1.82
Sangue 0.42+0.10  0.42+0.04 0.41£0.15 0.07+0.01 0.06£0.02
Plasma 0.18+0.04  0.17£0.02  0.26£0.10  ,:0.04£0.01 0.020.01

.

Tabela 4.10 - Excre¢do do MIBI- *™T¢ em ratos com tumor
(%Dose injetada)

Urina 836120 9.94x130  17.09¢1.84  21.0042.22

Fezes - - - 10.08+0.20

88
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ABELA 4.11- Biodistribuigio da NAC-""T¢ em ratos com
carcinossarcoma de Walker (%Dose/g)

3.0240,77 5124217 6,28+1,68

9,9412.69 10.261+3.36

0.5240,12 0,2810,07 0.310,06 0261003 0.26+0.06
0,860.03 0,3320,09 0.340.10 0213006  0.1620.03

Pulmio 1.03+0,24 0.4220,17 0.410.10 0324006  0.25+0,02
Baco 0.420.11 0.2120,07 0213006 0,15£0.02  0.1240.02
0,3240,07 0.2540.07 0,28+0,05 0274003 0,1940.05

Int. grosso 0.3640.09 0.2620.13 0.27+0.08 0.20£0.06  0.17+0.06
¢ Int. delgado  0.31:0.08 0.2020.06 0.19+0.03 0.19:0.04  0.19+0.09
Misculo 0,2540.07 0.150.07 0.1440.03 0.08£0.03  0.060.01
Tumor 0.20+0.05 0.1840.07 0.2540.07 0,1950.07  0.1940.10

10.83+2.98 14274346 13.77+1.84 16931229  7.82+1.43

0.2510.11  0.2540.11 0.2510.14 - 0,0740.02  0.0440.01
0124007  0.1240.06 0.1010.05 - 0.02+0.00  0.0140.00
0.16:0.09  0.161).06 0.1410.08 - 0,04£0.01  0.0240.00
0.11:0.08  0.1240.08 0,09+0.04 - 0.04:0.01  0.0340.01
0,1910.11  0,1530.,07 0,09+0.04 - 0.03+0.01  0.02+0.00

0.16:0,08  0,12+0.04 0,1240.06 0.04+0,01 0.03:0,01  0.02+0.00
0.2010.08 0.2140.10 0.2010.07 0.5240,12 0,0210.01  0.0240.01
0,05+0.03  0,0540.02 0.05+0.02 - 0.011£0.00  0.006+0.00
0191004 0.2640.02 0,2040.02 1.1910.06 0,08+0.01  0.,0440.00

SOMISSAG WACCY: ¢ 1. Vi LUCLFAR/SF  IPEA
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ABELA 4.12 - Biodistribuigao da N-acetil cisteina em ratos portadores de
tumor (% Dose/orgio)

29.96+7.52

7.17+1,07 24.89+5 89

11,13£5,50 16.70+4.23

6,52+1.03 3,99+0.94 4,21+0.45 3.75+0.38 4.07+0 .49
1,25+0.18 0.4540,10 0.41+0,08 0.354+0,03 0.2240.04
2144032 1.0240.22 1.05+0.26 0.73+0.10 .55+£0.05
0.48+0.,10 0,27+0,01 0.27+0.05 0.25+0.07 0.15+0.07
Estﬁmago 0.85+0.13 0,62+0,17 0,60%0.06 0,62+0,13 0.59+0.06
Int. grosso 2.10£0.28 1.40+0.52 1,51+0 35 1.274+0.20 1.06+0,15
Int. delgado 3.07+0 .56 2.18+0.57 2.02+027 1.71£0,37 1.9240.65
Muiisculo 32.32+593 26.31+6.99 16,30+2.32 15.53+1 91 10, 18+1 34
Sangue 41.79+3.85 22354229 15.88+4.25 13.13+2 50 B 48+1.87
Plasma 37.02+5.11 14,87+4.73 13,7243 .25 10,701 .96 7.62+1.26

‘Rins 3L37£3.49 34.59£475 36774359  39.5244.53 23214249 15.46%1.93
: Figado 357110 4.05+0.98 2.6010.65 - 0.94+0.11 0.63+0 12
Coracio 0.15£0.08  0.17£0.05  0.0720.01 . 0.030.00  0.01£0.007
Pulmio 0432017 0432013 0.18+0.02 - 0.10£0,01  0.07+0.02
Baco 0.15£0.08 0112003 0.14+0.05 - 0.06+0.02  0.07+0.02
Estﬁmago 0.62£0.15  0.49+0.10 0.21+0.07 - 0.06£0.01  0.04+00.005
Int. grosso 0.78£0.23 0812020 066018 0.4240.13 0.17£0.09  0.10+0.0]
Int. delgado 2.16£0.57 202078  1.78+0.52 1,480 41 0.20+0,03  0.15£0.008
MﬁSCUlO 10.65+1.34  8.54+0.94 6.07+0.53 - 1224019 07620 01
Sangue TAEII0 68TE269 3154064 3032066 0995023 0482001
Plasma 0.86£247 5994183 216£0.50 | 1.92+0.20 0.60+£0.14  0.28+0.00

TABELA 4.13 - Excrecao da NAC-"™T¢ em ratos com tumor
(o Dose injetada)

Urina 36.02+5.79 38.34+£3.82 43232170 50,7343 .41
Fezes - - - 2.3110.35
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RATOS SADIOS 63,42+8.15

RATOS COM TUMOR 64,67+7,00
NAC-""T¢ RATOS SADIOS 55,62+6.16
RATOS COM TUMOR 54,9346 22

TABELA 4.15 - Ligacio dos radiofdrmacos aos eritrocitos

RATOS SADIOS 29,17+4 44

MIBI-"™T¢

RATOS COM TUMOR 37,50+2.88
NAC-*"T¢ RATOS SADIOS 6,42+1.04
RATOS COM TUMOR 4,58+0.57

As curvas de captagio do tragador pelos distintos orgdos e tecidos
Para os dois compostos e para os dois modelos animais, estio configuradas
nos graficos das Figuras 4.2 e 4. 3, onde a dlferenga foi aferida por analise
de variancia e acha-se assinalada sob a forma do valor de “p”, assim como

a curva de captagdo tumoral das duas drogas na Figura 4.4.
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FIGURA 4.2 - Comparagio da capta¢do do MIBI-*™T¢
por orgdos e tecidos em animais sadios e com cAncer.
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FIGURA 4.4 - Captagdo tumoral pelas duas drogas

"4.3 Captacgao tumoral

Nas tabelas 4.16 e 4.17 pode-se apreciar a relagdo tumor/musculo e
tumor/sangue determinadas para o MIBI-"™Tc¢ ¢ NAC-"™Tc, bem como a

relagdo de captagdo dos dois tragadores pelo tecido canceroso.

4.4 Estudos preliminares de imagem

Procedeu-se a inje¢do de 1 mCi de cada um dos radiotragadores em
animal portador de cancer escolhido aleatoriamente (um animal para cada
droga), e se determinou a imagem em camara de cintilagdo apds 20 minutos

¢ 240 minutos.
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TABELA 4.16 - Relaco tumor/musculo e tumor/sangue do MIBI-"™T¢ e

da NAC-""T¢

5 0.14

10 0,11 0.25
IS 0,14 0,19
30 0,10 0,19
60 0,10 0.19
90 0,12 0.26
120 0,11 0,20
240 3 0.1
960 0,021 0.08
1440 0,016 0,04
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Para 0 MIBI-”™T¢ em nenhum dos tempos pode-se visualizar com

seguranga o nodulo canceroso. Apresentamos na Figura 4.5 a imagem de 20

minutos, para fins ilustrativos.

Ao injetar-se NAC-"™Tc, também foi impossivel definir-se qualquer
drdo tumoral no primeiro tempo. J4 apds quatro horas, a massa neoplasica

estava claramente delineada no abdomen direito do animal, sem

4.5 Analise farmacocinética

i

Para a analise tanto do MIBI-"™T¢ quanto da NAC-"""T¢ adotou-se

- de duas exponenciais, uma de decaimento rapido e outra de decaimento

. lento. A equacio utilizada foi
C(t) = Ae™ + Be™

No caso do MIBI-™T¢, houve sucesso apenas com o programa
Computacional “Biexp”. Ja a NAC-"T¢ foi compativel também com o
g Programa “Anacomp”. Na Tabela 4.18 temos os valores dos dados

cinéticos obtidos pelo programa “Biexp”.
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FIGURA 4.5 - Imagem cintilografica de rato com cancer 20 minutos apos
administragsio de MIBI-""Tc.

Nio se constata no abdomen direito nenhuma estrutura compativel com o noédulo
. tumoral.



FIGURA 4.6 - Imagem cintilografica de rato com cancer 240 minutos apos
injegio de NAC-"""Tc.

Os dois rins formam figuras altamente radioativas na foto, notando-se abaixo do rim
(iireito uma formagdo alongada na exata topografia do tumor experimental.
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abela 4.18 - Pardmetros farmacocinéticos das duas drogas (Programa

3262573 2491597

3097931 21460,97
1646 41 345425
51,64 1,64
0,013 0,42
1,06 0,078
0,65 8.87
33,93 0,99
3,61 0,29
15,15 0,43
+B (1/h) 52,70 1,72
B (1/h?) 54,76 0,12
ose (c/min) 100000 100000
. Area abaixo da curva 2,15 57266,71
- (AUC)(c.lvmin.ml)
-~Volume do compartimento 3,07 4,01
central (ml)
Depuragio total (ml/h) 46,46 .- 1,75
Depuragio total (ml/min) ©0,77 - 0,03
Tempo médio de residén- 0,69 10,03
cia (h)

Constante de eliminagio (1/h) 1,45 0,0997

o——




BYVE

Utilizando o programa “Anacomp” para a NAC-""Tc, obtivemos 0s
8 dados das constantes de transferéncia e eliminagdo relativamente proximos
$ a0s obtidos no programa “Biexp”, ¢ a curva de depuragdo sanguinea

ajustou-se também a este modelo.

As curvas de depuragdo sanguinea das duas drogas em escala decimal

e monologaritmica podem ser observadas na Figura 47.

A principal diferenga das duas modalidades residiu na capacidade do
sistema Anacomp, de formular trés equagoes exponenciais voltadas
respectivamente para os espagos intravascular, extravascular e para a urina

acumulada (f;, £, e f;) (Tabela 4.19), ao passo que o programa Biexp

et ol SR

limitou-se a uma equagdo sanguinea apenas.

Tempo (min.)

| 100 —
\ ~
o ‘ 80 | |
| \
‘ § 801 | —e— Sangue/S ' |
- : - ;|
R [T SanguelT |
& : i
ks \ 204+ 1
” | ST L |
é 0 e ¢ Y |
\ o -« 1w o VW QO 9 9 © Q Q ‘
| - - o © 6 N O *I 1
1 = o : i
|
T

(a)

FIGURA 4.7 - Depuragio sanguinea das duas drogas em escala
decimal e logaritmica.
(a) e (b) MIBI-"™Tc; (c) e (d) NAC-""Tc
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FIGURA 4.7 - Continuagao.
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TABELA 4.19 - Equagdes que definiram o modelo compartimental da

NAC-""Tc

Bo__ -

s PROGRAMA EQUACAO

§ BIEXP* Ci=21460,97"°"' + 3454 2508

% - fl — 93,13-0,31 t + 6’87-2,551

»§% ANACOMP** f, = -82,0803 1 + 82 982%3!
f;=10,15(1-¢""'" + 89,85(1-e **°"

Obs.: (*)t=1/h
(**)t=l/min.

4.6 Estudos estatisticos

4.6.1 Analises de regressao

Os valores de captagdo dos dois agentes estudados e dos dois
modelos em tela (normal e cancer), para cada orgéo, foram comparados pela
técnica da matriz de correlagdo, a fim de averigiiar o grau de correlagio

entre estes achados.

As observagdes constam da Tabela 4.20, onde para cada correlagio
individual € fornecido o indice de Pearson (“r”) e a significancia estatistica
(“p™). Tal como ja definido anteriormente, foram consideradas significativas

as correlagdes com valor de p<0,05.
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% ABELA 4.20 - Correlagio linear entre os dois radiofarmacos no estudo de
3 biodistribuigio

7 5
0,956 0,530
(< 0,0001)

0,832 0,803
(<0,001) (< 0,005) (0,01)
MIBI-®"T¢c T 0,821 0.852
(< 0,005) (< 0,005)
NAC-""T¢ N 0,973

0,0001)

0.
MIBI-""T¢c N 0,951 0,578
(< 0,0005) (0,15) (0,08)
MIBI-"Tc T 0,372 0,434

(0,29) (0,21)
NAC-""T¢ N 0,974

(< 0,0001)

0.970 0,981 0,977
(< 0,0001) (< 0,0001) (0,0001)
MIBI-*"T¢ T 0,961 0,922
(< 0,0001) (< 0,0005)
» NAC-""Tc¢ N 0,973

(< 0,0001)

¢ N 0,780 0,237 .

MIBI-**

{ 0.343
. (0,01) ~(0,51) (0,33)
MIBI-”"T¢ T : 0,603 - 0,647
, (0,06) (0,04)
NAC-"™T¢ N 0,968

F (<0,0001)

Para cada correlagdo, o primeiro algarismo transcrito é o indice de Pearson
2B (“r) e 0 valor abaixo em parénteses traduz a significancia estatistica (“p™).
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ABELA 4.20 - Continuagdo

0,838
(< 0,005) (0,28) (0,09)

e

> MIBLI-"™Tc N 0. ,
(< 0,005) (0,01) (0,01)
MIBI-™Tc T 0,681 0,763
(0,03) (0,01)
NAC-"T¢ N 0,974
0,000

Lo
Tec N 0,624 0,848 0,792

MIBL®™

(0,05) (< 0,005) (0,01)
MIBI-™Tc T 0,588 0,656
(0,07) (0,04)

NAC-""T¢ N

MIBI-"T¢ N 0,997 0.88 0,931
' (< 0,0001) (< 0,005) (< 0,0005)

MIBI-"T¢ T 0,858." 0,908
- (<0,005). (< 0,001)

NAC-""T¢ N o 0,975

— (< 0,0001)
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FABELA 4.20 - Continuagio

M]B[-”'“Tc N 0,994 0,927 0,946
(< 0,0001) (< 0,001) (< 0.0005)
M131-°9“‘Tc T 0,912 0,929

(<0,001) (<0,001)

NAC-""Tc N 0,986
(< 0,0001)

(0,001)

4.6.2 Analise de regressao para a captacao
tumoral

Procedeu-se a verificagdo da influéncia da massa do tumor sobre os
valores de captagdo ao longo do tempo dos dois radiofarmacos. Os

resultados foram transcritos na Tabela 4 21

4.6.3 Comparaciao normalltumor para cada
tracador ‘ :

_ Como visto, as razdes de captagio entre orgdos de animais sadios e
t doentes foram estudadas segundo duas abordagens matematicas, a saber a

¥ comparagdo direta das curvas de captagdo (analise de variincia para valores
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tumor
1 0,137 p=0,80 r=0,280 p=0,59
5 r=-0,833 p=0,04 r=0,263 p=20,62
10 r=0,382 p=0,46 r= 0,445 p=0,38
15 r=-0,868 p=0,03 r=0,510 p=0,30
30 r=-0,542 p=0,27 r=-0,521 p=0.29
60 r=-0912 p=0,0l r=20,439 p=0,38
90 r=-0,707 p=0,12 r=-0.271 p = 0,60
120 r=-0,568 p=0724 r=-0,074 p=0.89

Os indices de Pearson (“r””) e a significincia estatistica (“p”) encontram-se
scriminados para cada tempo analisado.

ultiplos) € o teste de regressdo linear para valores multiplos (mairiz de

orrelacio).

Na Tabela 4.22 discriminamos as significAncias estatisticas

verigiiadas em cada situagdo.

4.6.4 Perfil 6rgao a 6rgiao dentro de um mesmo
grupo

Para diferenciar os valores cie captagiﬁoﬂc.ie cada orgdo, por vezes
uito proximos, dentro de cada grupo, recorreu-se ao teste de Newman-
euls para comparagdes multiplas, com base nas determinagdes de
dose/g. Os resultados sdo apresentados nas Figuras 4.8, 49, 410 e 4.11.
i?ercebe-se que no grupo MIBI-""Tc¢ de ratos normais, as leituras de

‘Coracﬁo e rins foram acentuadamente supertores as das demais estruturas.
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TABELA 4.22 - Diferengas normal/tumor para cada radiofarmaco aferidas
segundo dois modelos estatisticos

Rins |

p< 0,0001
Figado p = 0,006 p< 0,001
Coragdo p < 0,001 p< 0,0005
Pulmdes p =0,025 p<0,0001
Bago NS p=0,01

MIBI-*"Tc Musculo p=0,011 p=0,05
Estomago p=0,030 p< 0,005
Int. delgado NS p< 0,005
Int. grosso NS p =001
Sangue NS p< 0,0001
Plasma p=0,015 p< 0,0001
Rins p=0,015 p< 0,001
Figado p=10.,044 p< 0,001
Coragio NS p< 0,001
Pulmdes p = 0,035 p< 0,001
NAC-Q‘QMTC Bago NS p< 0,001

Musculo p = 0,043 p< 0,001
Estomago NS p< 0,005
Int. delgado p = 0,002 p< 0,001
Int. grosso NS p=0,04
Sangue NS p< 0,001
Plasma NS p< 0,001

Quando comparados entre si, estes dois Orgdos, assim como o conjunto dos

demais, agruparam-se na mesma ordem de grandeza, sem diferengas

estatisticas.

No modelo tumoral deste marcador, os setores com maior atividade

f foram coragdo e figado, bem como os rins. A anglise por classes evidenciou
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;, pnmelro lugar os rins, seguidos de coragdo e figado (sem diferengas

tre si), e subseqiientemente as demais amostras (também sem diferengas).

A avaliagio de NAC-"™Tc em ratos normais contemplou somente o
como tecido distinto dos demais, e fato analogo repetiu-se quando a
'*pulacﬁo tumoral foi estudada. Os dados para os demais orgos

ponsiderados nio se diferenciaram significativamente neste teste.

=
=~

RS
>
=

RINS 1 ; | Tl
FIGADO ' ;
coracAo . ——
PULMAO @ | ° —

BACO

ESTOMAG.
INT. GROS

o0
4
INT. DEL. zh{}
{
%_q

13

MUSCULO
SANGUE

FIGURA 4.8 - Biodistribuigio do MIBI-*™T¢ em ratos normais

£ Cada retangulo exemplifica a média + desvio padrdo da captagdo do respectivo orgdo ou
tecido ao longo do tempo, em % dose/g. As linhas pontilhadas assinalam os percentis
em que tais valores posicionam-se (respectivamente percentil 0,25, 50, 75 e 100). Os
resultados so agrupados por classes estatisticas, quando multiplos (vide texto). Os

k. asteriscos denotam significancia (p < 0,05).
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FiGADO : ’
CORACAO

PULMAO %:}“
—{

BACO
ESTOMAGO |
INT.GROS. |}
INT.DELG. | {3~
MUscuLo |
TUMOR 1

FIGURA 4.9 - Biodistribuigio do MIBI-™T¢ em ratos com tumor

Cada retangulo exemplifica a média + desvio padrdo da captagdo do respectivo
orgdo ou tecido ao longo do tempo, em % dose/g. As linhas pontilhadas assinalam os
percentis em que tais valores posicionam-se (respectivamente percentil 0,25, 50, 75

€ 100). Os resultados sdo agrupados por classes estatisticas, quando multiplos (vide
texto). Os asteriscos denotam significancia (p < 0,05).
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FIGURA 4.10 - Biodistribuigdo da NAC-"""Tc em ratos normais

Cada retangulo exemplifica a média + desvio padrio da captagio do respectivo
orgdo ou tecido ao longo do tempo, em % dose/g. As linhas pontilhadas assinalam os
percentis em que tais valores posicionam-se (respectivamente percentil 0,25, 50, 75 e
100). Os resultados sdo agrupados por classes estatisticas, quando multiplos (vide
texto). Os asteriscos denotam significahcia (p < 0;05).
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FIGURA 4.11 - Biodistribuigdo da NAC-"""Tc em ratos com tumor.
Cada retangulo exemplifica a média + desvio padrdo da captagdo do respectivo
orgdo ou tecido ao longo do tempo, em % dose/g. As linhas pontithadas
assinalam os percentis em que tais valores posicionam-se (respectivamente
percentil 0,25, 50, 75 e 100). Os resultados sio agrupados por classes

estatisticas, quando multiplos (vide texto). Os asteriscos denotam significancia
(p < 0.05).

4.6.5 Teste de Newman-Keuls para captacao
tumoral s o

A Figura 4.12 sintetiza as discrepancias constatadas para a relagio
tumor/sangue e tumor/musculo, considerando-se os dois radionuclideos.
Nota-se que a razio tumor/sangue beneficiou o0 MIBI-*™T¢, ao passo que a
relagdo tumor/misculo foi favoravel a8 NAC-2"Tc (p< 0,05). Prosseguindo-

. S¢ para a comparagdo da capta¢do tumoral propriamente dita, sempre em %
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""""" .‘!.m,, 9 # 12 in '

MIBI T/M ﬂ" »
NACTM | « —| . _ — %
MIBIT/S | = + |——x
NAC T/$ B—.
: |

i

j

FIGURA 4.12 - Comparagio entre as razges tumor/musculo (T/M) e
tumor/sangue (T/S) para os dois radiofarmacos.

Cada retangulo exemplifica a média + desvio padréo da captacio do respectivo orgio
ou tecido ao longo do tempo, em % dose/g. As linhas pontilhadas assinalam os
percentis em que tais valores posicionam-se (respectivamente percentil 0,25, 50, 75 ¢

100). Os resultados sio agrupados por classes estatisticas, quando multiplos (vide
texto). Os asteriscos denotam significancia (p < 0,09).
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FIGURA 4.13 - Comparagio das captagOes tumorais para os dois
marcadores.

Cada retangulo exemplifica a média + desvio padréo da captagdo do respectivo orgdo
ou tecido ao longo do tempo, em % dose/g. As linhas pontilhadas assinalam os
percentis em que tais valores posicionam-se (respectivamente percentil 0,25, 50, 75 e

100). Os resultados sdo agrupados por classes estatisticas, quando multiplos (vide
texto). Os asteriscos denotam significancia (p <0,05).



5. DISCUSSAO

“A leitura torna 0 homem
completo, a conferéncia

deixa-o preparado, ¢ a tarefa

de escrever o faz exato.

Leia ndo para contradizer

ou confundir, nem tampouco
para aceitar sem obje¢des ou
procurar tema para discussdes;
antes pese ¢ considere os fatos”.

Sir Francis Bacon
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5. DISCUSSAO

5.1 Consideragoes gerais

A utilizagdo de novos radiofarmacos em diagnostico oncologico tem
sido de importdncia apreciavel para a detecgdo de tumores, bem como para

0 seguimento clinico de pacientes, possibilitando uma terapia mais eficaz.

Exige-se de todo tragador em investigagdo o estudo do perfil
farmacocinético e a avaliagdo da sua especificidade e facilidade de

utilizagdo. Essas sdo informagdes fundamentais para o sucesso do seu

emprego clinico.

Os aminoacidos marcados tém apresentado um interesse crescente em

Medicina, devido ao seu uso potencial para diagnostico, gragas a sua rapida

incorporagio no metabolismo dos tecidos.

Estudos de tomografia por emissdo de positrons, em humanos.

. . .. 3
realizados com aminoacidos marcados com ''C e "N, mostraram que a

Captacdo de sua radioatividade pelos tumores propicia uma boa visualizagdo

na imagem cintilografica ("

LIRS SRR e BT w
TSI wazrs AN “UCLEAR/SP IPER
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O tecnécio-99m tem se destacado como radionuclideo exemplar no
uso clinico. devido a suas boas caracteristicas fisicas e facilidade de
obtenc¢do. Suas propriedades quimicas permitem-lhe combinar-se com outras

moléculas ligantes em uma grande variedade de radiofarmacos.

Este trabalho consta de um estudo de dois ligantes diferentes.
marcados com Tc-99m. Um deles, bastante descrito na literatura, ¢ o MIBI-
P"Tc, que desempenhou o papel de elemento de comparagdo para o outro

complexo pesquisado (NAC-"""Tc), em termos de captacao tumoral.
; ¥ 5.2 Marcacao do MIB!I com Tc-99m

O manuseio deste marcador ja foi extensamente investigado na

literatura. ¢ nenhuma surpresa era esperada nesta etapa da pesquisa.

Efetivamente, executando-se o controle radioquimico do MIBI-"""T¢

. .~ . —() .
descrito pelo fabricante ™" obteve-se resultados acima de 97% de pureza.

3 . . . N
Proulx e col. (1989) "*" estudaram outros metodos de determinagao
da pureza radioquimica para verificar se obtinham o mesmo resultado da
Sistematica atualmente em uso, e visando sobretudo diminuir o tempo do

Processamento, o que seria vantajoso quando um paciente grave € admitido

ha sala de emergéncia do hospital.
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O fabricante recomenda uma cromatografia de camada delgada (TLC)
usando fitas de oxido de aluminio, desenvolvidas em etanol absoluto.
Aqueles autores recorreram ao ITLC-SG e papel Whatman N° | em

solventes padrdo, como acetona e soro fisiologico. Também investigaram

uma técnica simples de extragdo de solvente.

Encontraram resultados proximos aos do fabricante utilizando ITLC-
SG em acetona e salina 0.9%. A €xtragdo com cloroformio utilizando

cartucho (“cartridge™) pode ser realizada em menos de 5 minutos.

Hung e col. (1991) " objetivando diminur o tempo de preparo (10
min. em banho-maria) e do controle de qualidade, utilizaram um forno de
microondas. sendo que o tempo para marca¢do reduziu-se a 10 segundos.
Obtiveram uma média de 97% de pureza do produto marcado utilizando

atividade maxima (150mCi) e volume maximo permitido de pertecnetato
(3ml).

- . , . g . OC L
Para analise da pureza radioquimica do Sestamlbl-”mTc, utilizaram

um sistema cromatografico de mini-papel (MPC) tendo como fase movel

uma mistura cIorof()nnio/tetrahidrofm'ano 1.

.

O sistema cromatografico de que langamos mao, segundo o

fabricante. leva um tempo médio de 34 minutos para o seu desenvolvimento

€ secagem. enquanto que 0 MPC fica pronto em 2,3 minutos.

Para diminuir o tempo e facilitar o uso em emergencias, como oclusio

Coronariana e infarto do miocardio, os autores recomendam a combinagdo
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do metodo de aquecimento em forno de microondas e com rapido sistema de

- controle de qualidade.

Para os nossos estudos nio havia preméncia de tempo, nem
justificativas para se obter equipamento especial como forno de microondas
para a aceleragio do tempo de marcagao, optando-se pelo controle

recomendado pela bula do produto. Os resultados foram inteiramente

satisfatorios.

5.3 Marcacio da NAC com tecnécio-99m

O controle de qualidade de radiofarmacos ¢ essencial antes de sua
administragdo em animais para estudos bioldgicos, e mais ainda quando se

cogita o emprego futuro em pacientes para procedimentos diagnosticos.

A avalia¢do da pureza radioquimica constitui uma etapa fundamental

deste controle de qualidade.

No preparo de um farmaco marcado com tecnemo a quantidade de

Pertecnetato livre deve permanecer em lumtes aceitaveis. Entretanto, 3

Presenca de oxigénio, principalmente antes da adigdo de tecnécio, pode

levar a oxidagao do ion estanoso a ion estanico de maneira que a quantidade

de ion de Sn disponivel para redu¢do do Tc*” diminui, resultando no

aumento de ""TcO, livre no radiofarmaco de Tc-99m. Além disso, a alta

[ U . A . < sy I3
atividade do ""™Tc¢ na presenca de oxigénio pode causar a radiolise da agua
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ou de outros compostos como radicais hidroxido e peroxido, aumentando o

risco de impurezas M.

Nas marcagdes com tecnécio, existe também a possibilidade do Tc-
99m reduzido sofrer hidrolise em solugdo aquosa. Neste caso, o Tc-99m
reduzido reage com agua para formar varias espécies hidrolisadas (ex:

?"TcO,) dependendo do pH, duragdo da hidrolise e presenca de outros

agentes.

A hidrolise compete com o processo de complexagdo do composto

desejado, reduzindo dessa maneira o seu rendimento e interferindo no teste

de diagnostico biologico M2,

Desta maneira, todos os cuidados possiveis para se evitar a formagio
desses produtos indesejaveis ou manté-los em quantidades aceitaveis foram

tomados, mediante cuidadosa padronizacdo e otimizagdo da rotina de

marcacao.

Atraves dos varios pardmetros estudados na marcagdo da NAC-"""T¢
encontrados na Tabela 4.1 | pudemos fazer algumas observagdes.

¢

Com o aumento do pH final, obtivemos melhor rendimento até um

otimo no pH 9. com rendimento de 98,76 %.

Todas as solugoes de radiofarmacos devem possuir uma concentragao
de ions hidrogénio ou pH apropriados para sua estabilidade e integridade. O

PH ideal de um radiofarmaco para uso clinico deveria ser 7,4 (pH do
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g aumento progressivo na formagao de *"TcOQ,.
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sangue), embora sejam admissiveis valores de 2 a 9 devido a grande

capacidade de tamponamento do sangue *?,

Estudos realizados por Subramanian e col. (1976) > acerca do
efeito da variagdo de pH, na faixa de 3-8,4, sobre a marcagdo da NAC com
tecnécio, forneceram resultados opostos aos nossos. Eles obtiveram a
melhor ligagdo no pH mais baixo, e a medida que o pH 1a aumentando surgia

uma coloragao rosea na solugio, além de piora nos niveis de marcacao.

No nosso experimento, niao observamos mudang¢a alguma na

coloragdo da solugdo, a qual permaneceu incolor durante todo o ensaio.

Sabe-se que quanto mais alcalino o pH, maior a possibilidade de
B surgir protons  dissociados nas extremidades da molécula como sulfidril
(-SH), carboxil (- COOH) e outros radicais, criando desta maneira
condigdes Otimas para a marcagdo destes grupos funcionais com o tecnécio

57 n . . . .
7 Estes achados vém Inteiramente ao encontro da presente experiéncia.

A varia¢do da massa de Sn (I1) de 26 ng a 260 LLg associou-se a um

Como consequéncia. a menor
Quota foi selecionada (26 g de Sn (II):' equivalente a 50 ug de
SnCl,.2H,0), ' o

A quantidade de Sn*? utilizada é muito importante. Quando grande, a

g Possibilidade de hidrolise do estanho aumenta, competindo com o tecnécio

g reduzido para formar coloide-Sn-"""T¢ e outros complexos de Sn, e

diminuindo assim 0 rendimento do composto marcado. Por outro lado, se
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Fusarmos pouco estanho, isto acarretara a redugdo incompleta do tecnécio ao

stado de oxidagdo desejado, e um rendimento duvidoso do complexo '*?.

O uso de cloreto estanoso apresenta a desvantagem de sofrer hidrolise
m solugdo aquosa, em pH 6 a 7, formando coléides insoliveis. Por 1SS0,

ma solugdo acida de Sn™? ¢ preparada para evitar a hidrolise deste ion.

Subramanian e col. (1976) "** utilizaram em seus experimentos uma
propor¢do pelo menos dez vezes superior de Sn (II), ¢ no método
cromatografico, apenas a metil etil cetona como solvente. Ha razées

_ponderaveis para se acreditar que, nestas condigdes, eles ndo conseguiram

separar NAC-"""T¢ do coloide *"TcO,.

Além disso, no estudo de biodistribuigdo efetuado pelos autores
citados, a captagdo pelo figado foi alta. cerca de duas vezes maior do que a
porcentagem de captagdo obtida em nossos estudos. O padrio de captagdo

do coloide de tecnécio, que é fortemente hepatotropico . é compativel com

¢ 0s resultados obtidos por esses autores.

Takeda e Okada (1989) “"*® realizaram um estudo da homocisteina-
"™T¢ e de alguns compostos derivados comio a NAC. O rendimento de
marcagdo obtido para N-acetil cisteina foi’d'e“somente 61.8 %, que ¢
consideravelmente menor do que na presente investigagdo. A diferenga pode
ser

atribuida a discrepancias na técnica de marcagdo utilizada, e 3

? necessidade de purifica¢do do composto marcado através de coluna de troca

b ionica.
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Ainda na Tabela 4.1 verificamos a influéncia da massa do ligante no
frendimento da reagdo. Entre 3 mg e 10 mg, os resultados apresentaram
progressivas melhoras, porém para grandes quantidades, o beneficio
reduziu-se devido provavelmente a um desequilibrio entre a razio do ligante

e do Sn (II). Portanto, 10 mg foi adotado como a quantidade ideal.

Em relagdo ao tempo de incubagio, aumentos no tempo padrio de 30
£ minutos nio se mostraram capazes de aprimorar o rendimento para taxas

superiores a 98 %, portanto aquele valor permaneceu como o tempo de

incubagdo sistematizado.

Finalizando a analise de todos os parAmetros na marcagdo da NAC

; com tecnecio, definimos o protocolo final como segue: 10 mg de NAC, 26

5 k ug de Sn (1), pH 9 para a solugdo final e tempo de incubagdo de 30

- minutos. A pureza radioquimica da NAC-**"T¢ assim obtida foi superior a
' 98%.

A analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia realizada nos
- moldes dos pardmetros finais definidos confirmou a ndo formagdo de outras
especies radioquimicas. Tivemos a oportunidade de documentar outrossim a

eficiente marcacdo de NAC na vigéncia desta padronizacio.

..
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.4 Biodistribuiciao do MIBI-**"T¢

5.4.1 Ratos sadios

Varios estudos de biodistribuigdo deste radiofarmaco ja foram

171,24

realizados , principalmente em comparag¢do com o TI-201 /7=

O MIBI € um tragador que foi introduzido em 1984 para o estudo de

- . T 3
perfusdo miocardica ''* 121

Observamos que as maiores captacdes em % dose/g (Tabela 4.2)
foram obtidas nos rins (5,92£0.92%) e coragdo  (3,23+0.53%)
- permanecendo mais ou menos estaveis até os 120 minutos apos injecdo da
; droga. Porcentagens menores estavam presentes no pulmao, figado. bago e
intestino delgado. A analise estatistica configurou auséncia de diferengas

significativas entre rins e coragdo, cujas captagdes foram superiores as de

todos os demais orgios.

A depuragdo do pulmio apresentou-se lenta, sendo de 77.68% apos

60 minutos e 87.60 % apos 120 minutos.

As captagoes renal e hepatica foram as mais altas quando dadas em %
dose/orgdo (Tabela 4.3) apresentando-se bastante proximas, com excegio
do musculo total, com 4221+1.79 % no primeiro minuto apos a

OMISSAC N oI WHCLEAR/SP EK



dministracdo do farmaco, porém com uma depuragdo de aproximadamente

0% apos 120 minutos, para as duas visceras.

O coragdo apresentou uma atividade de 3,62 % apés | minuto, bem
proxima  a do pulmdo com 3,56 %, porém a primeira manteve-se
lativamente estavel até o 120 minutos, enquanto a atividade no pulmao

decaiu 87,08 % neste periodo.

5.4.2 Ratos com tumor

Nos ratos com tumor, levando-se em consideragio a porcentagem de
}- dose por grama do orgdo (Tabela 4.8), observamos a maior concentragao
E do MIBI nos rins, seguidos do coragdo e figado. O pulmio e o bago,
' embora com concentragdes razoaveis, ndo se confirmaram estatisticamente
superiores as demais visceras. Nos trés primeiros orgdos citados, as
- atividades permanecem relativamente estiveis nos tempos inmiciais

- estudados. Estes achados mostram-se bastante semelhantes aos anotados

nos controles sem cancer.

:

A porcentagem de atividade do ba.g:'o‘ tendeu a apresentar-se
aumentada. Especula-se que em ratos com neoplasia, o bago aumentaria a
sua atividade de liberagao de células do sistema imunologico como meio de
defesa do organismo, aumentando o seu tamanho € consequentemente a

Captagdo da droga. Tal afirmativa vem ao encontro da observag¢do pratica de



. bago aumentado, que ocorreu no presente experimento. Entretanto, a analise

+ estatistica ndo confirmou claramente esta maior atividade esplénica.

A captagdo tumoral apos um minuto foi de 0,18+0,07%
- permanecendo inalterada até os 120 minutos com 0,11+0,03 %,
- evidenciando que a droga fica retida no tumor. Calculamos uma depuragio

- de 39,89 %, isto ¢, uma depura¢do lenta, evidenciando novamente a

afinidade da molécula pelo tumor.

A distribuicdo inicial, captagdo e reten¢do do tracador depende

geralmente de varios fatores tais como fluxo sanguineo regional e

' X 2. 135
metabolismo do tecido '* = 1,

A captagdo dos complexos catidnicos € caracterizada por uma
especificidade relativamente pobre pelos tecidos ndo cardiacos. porém a

~ ~ - 13
captacdo e retengdo aumenta em massas neoplasicas '*¥

N - 9 .
Inicialinente pensou-se que a captagao do MIBI-""Tc. assim como
201 N - . , . . , .
do “"'Tl, fosse um reflexo de fendmenos fisico-quimicos e biologicos
inespecificos como fluxo sanguineo, disponibilidade, necrose tumoral,

demanda metabolica ¢ atividade mitocondrial do tumor, porém somente

alguns destes mecanismos sio atualmente aceitos como relevantes,

. 9y . n .
Admite-se que o MIBI-""Tc¢ acumula-se dentro da mitocondria e

citoplasma das células fundamentalmente por causa dos potenciais elétricos

. ([ 3
gerados através das membranas ‘- 3.
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Uma vez que os tumores malignos mantém um potencial mais

egativo através da membrana devido ao aumento de suas necessidades
PP . . , . ()()

metabolicas. isso pode explicar o acumulo preferencial do MIBI-"""T¢

nestes tumores. Nesse contexto, o papel do fluxo sanguineo e de outros

mecanismos de captagio do MIBI-"™T¢ pelos tumores torna-se pouco

& significativo.

Varios modelos para o mecanismo de captagio deste radiofarmaco
tém sido propostos. como ligagdo a uma proteina citosolica de 8-10 kDa,
lipo-afinidade. e distribuigdo passiva através da membrana. em proporgio a

. . . , 00
diferenca de potencial produzida através da mesma """

O acumulo nao diferencial na fragdo lipidica das membranas celulares

ndo ¢ aceito devido a trés observagdes:

. - a correlagdo fraca entre a captagdo do Sestamibi-"""Tc ¢ o tamanho da

célula
- 0 acumulo decrescente em células mortas

- € a observagdo microautoradiografica de que o composto esta localizado

principalmente no citoplasma.

Também a ligagdo proposta a proteina ‘citosolica de 8-10 kDa deve
ser de fato uma unido com particulas submitocondriais. identificadas

mpropriamente devido a erro metodologico durante a centrifugagio """,

Conscquentemente.  permanece a proposta da diferenca de potencial

transmembrana.



130

Pesquisas recentes revelaram em algumas modalidades de cancer um

sporte ativo para fora das células tumorais, contra o gradiente de

tencial. Curiosamente, o mesmo mecanismo ¢ também responsavel pela
baixa resposta quimioterdpica do cancer a um grupo estruturalmente e
funcionalmente diferente de agentes citotoxicos como antraciclinas,

actinomicina D, alcaloides da vinca e outros.

Este tipo peculiar de resisténcia ¢ devido a amplificagdo do gene
amifero MDR 1, que esta localizado no cromossoma 7 € cuja expressdo €

eontrolada pelos oncogenes mutantes p53 e p21 """,

Merece ser citado que este fenotipo MDR, desfavoravel ao paciente,
S pode ser revertido com drogas bloqueadoras do canal de calcio, ciclosporina

= . 09 -~ . . cA
E A e mais algumas que. como o MIBI-"""Tc, sdo lipofilicas e cationicas ',

Com base nesta associagdo, tem sido propugnado que a captagdo pelo

- tumor do marcador em questdo teria vantagens ndo apenas diagnosticas.

através de diferentes métodos de imagem, como informaria da existéncia de

» eventual multi-resisténcia a quimioterapicos, de crucial importancia para o

«

Passando a porcentagem da droga por 6'rgéo avaliado (Tabela 4.9)
para ratos com tumor, observamos a maior concentragdo do farmaco no
figado seguido dos rins. No musculo total obtivemos 39.98 % da dose
¢ injetada. Barbarics e col. ' ddo ciéncia de 30 % da dose injetada extraida
pelo musculo. Novamente sdo pequenas as diferencas destes valores

Comparativamente aos controles normais.



As captagdes renal e hepatica permaneceram relativamente estaveis

assim como a captacdo pelo coragdo que foi também bastante significativa.
?Baco, intestino delgado e pulmdo apresentaram também porcentagens de
. captagdo apreciaveis no primeiro minuto apos administragdo do farmaco.
f.’]‘odavia decresceram lentamente ao longo das primeiras duas horas. Seus

perﬁs ndo se confirmaram estatisticamente diferentes das demais visceras.

A concentragdo sanguinea caiu para 13,11 % um minuto apos a

injecdo da droga, em consonancia com a depuragdo rapida do marcador para

fora da corrente circulatoria.

A biodistribuigdo do MIBI-""™Tc¢ ¢ caracterizada por uma depuragéo

sanguinea rapida e consequentemente por uma captagdo precoce por Orgaos.

(171

Em concordancia com a literatura , a captagao hepatica mostrou-

se alta, pois a depuragio do MIBI-"™Tc ¢é realizada pelo sistema

hepatobiliar.

Os orgdos envolvidos na excre¢do do MIBI (intestinos, rins, figado)
~tiveram a maior dose absorvida por unidade da radioatividade injetada.
B Note-se que uma confirmagdo estatistica so foi' observada para os rins, em

controles e ratos com tumor, e para ¢ figado na populagio cancerosa.

Nao foi realizado estudo da tiredide, por se tratar de oOrgdo
especializado e de escassa relevancia para os propositos da pesquisa em
curso, porem experimentos realizados por Savi e col. (1989)"** sugerem

4 50 : o
¥ Que o MIBI-""Tc sofre conversdo in vivo regenerando o pertecnetato. O



5.5 Perfis gerais de captagao da droga

Comparando os valores de biodistribui¢do obtidos por Barbarics e
col. (1994) 1o e Bouquillon e col. (1995)(24),observamos algumas
discrepancias. Na captagdo 5 minutos apos a inje¢do no radiofarmaco do
primeiro trabalho, a % de dose/g no coragdo foi 2,87 vezes superior a do
segundo trabalho, assim como no tigado 2,80, rins 1,35 e pulmao 2,20 vezes

superior. Somente os valores sanguineos foram equivalentes.

No presente experimento as cifras calculadas para os principais
Orgdos situaram-se geralmente a meio caminho entre estes dois relatos.
Como nenhum dos pesquisadores citados procedeu a uma analise completa
da biodistribui¢do, limitando-se a dois ou trés tempos apenas. ndo temos
condigdes de assegurar se algum problema técnico ou metodologico foi
responsavel pelos valores tao distintos por elés anunciados.

Pelas tabelas e graficos conﬁparativoé de captacao do MIBI pelos
orgaos em ratos sadios e ratos com tumor (Tabelas 4.2 e 4.8. Figura 4.2)
verificamos que a captagdo renal e hepatica foi superior para ratos com

tumor. ¢ a captagao do coragdo, pulmio, estomago e musculo fo1 inferior.

SOMISSAD WAL coopr WHOLEAR/SP PER



Convém esclarecer que pela mesma analise de variancia (Figuras 4.8

4.9) ndo foram significativas as diferengas concernentes a bago, sangue,

testino delgado e intestino grosso. Ao se aplicar aos resultados o método
da regressdo linear (Tabela 4.20), constata-se que tanto para as captagdes
com e sem diferenciagdo estatistica, o grau de correlagdo e respectiva

significancia foram elevados, abrangendo a totalidade das amostras.

A atividade da excrecdo urinaria apos 360 min. foi de 16.69+2.52 %
¥ em ratos sadios e de 21,0+2.22 % nos animais cancerosos (Tabelas 4.4 ¢
%4.!0). Em ambas as amostras o nivel nas fezes foi de aproximadamente 10
. %. Os dados por nos localizados na literatura sdo de 48 horas, sendo que a

- - . . L, 7
- concentragdo fecal mostrou-se supertor a urinaria a7,

A porcentagem de ligagdo as proteinas plasmaticas, nos dois grupos
de animais foi superior a 60 %. Verificamos que a droga tambem foi
transportada pelos eritrocitos, porém em menor proporgdo, ainda que com
valores mais elevados que os comumente observados em outros
b radiofarmacos. Nao encontramos informagoes sobre este mesmo composto

que permitissem uma comparagdo com nossos achados.



6.6 Biodistribuigao da NAC-*"Tc

5.6.1 Animais sadios

Pela Tabela 4.5 podemos observar que o érgdo com maior captagdo
foi o rim, que apresenta um aumento de captacdo a medida que passa o
tempo de administragdo da dose. Os pulmdes ficaram em segundo lugar na
listagem das maiores captagdes. Todas as outras estruturas apresentaram
porcentagens reduzidas em relagdo aos rins, com decaimento acentuado a
. medida que se prolongava o tempo de inje¢do do farmaco. Estatisticamente,
‘{A'- houve condi¢goes de diferenciacdo somente dos rins, que excederam o

= padrido de captagdo das demais estruturas.

Na Tabela 4.6, um minuto apos a inje¢do da dose verificamos que a
atividade nos rins e figado era praticamente igual, devido a massa total do
: figado e sua imigagdo sanguinea. sendo que nos tempos subseqiientes a
4 atividade nos rins for aumentando até um pico de 120 minutos. No figado os
valores passaram a se reduzir a partir das contagens iniciais.

Merecem registro as captagdes do intesﬁﬁo delgado e grosso, a seguir
das visceras anteriormente referidas, e cuja radioatividade mostrou

decréscimo relativamente lento.

Houve notavel retengdo da substancia em tecido muscular, quando os

Orgdos inteiros eram considerados, atingindo o elevado pico de 32,27+4,12



% no primeiro minuto. Todavia, o descenso foi bastante rapido, limitando-se

a4,13+0,98 % apos 120 minutos.

A afinidade marcante do farmaco para tecidos com grande sintese
proteica, em particular o musculo, porém em graus menores também para
figado, rins e intestinos, ¢ compativel com o papel da cisteina como

precursora das proteinas teciduais, e também do antioxidante intracelular

glutationa.

A proposito, determinou-se para fins ilustrativos o teor de NAC-""T¢
no intestino cheio em um dos tempos (240 minutos). Embora se trate de uma
informagdo isolada, que ndo fazia parte dos objetivos do trabalho, foi
interessante  verificar a elevada radioatividade na viscera cheia
(aproximadamente 12 % da dose injetada, contrastando com apenas pouco
mais de 2 % na parede intestinal). Como este material em sua maior parcela
ndo foi excretado (dados de eliminagéo fecal), temos mais um indicio de que
tratava-se de NAC incorporada a sais biliares, enzimas intestinais,
imunoglobulinas secretorias e outras moléculas que sofrem recirculagdo

mtestinal. Tal suposi¢do vem inteiramente ao encontro do papel metabolico

da NAC em processos biossintéticos unportantes.

«

A depuragdo sanguinea foi muito rapida (74,58 % em 5 minutos),
coadunando-se com o eficiente transporte e assimilagdo desta importante

matéria prima de processos metabolicos essenciais.
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As porcentagens de dose no sangue e plasma praticamente
coincidiram, sugerindo que o composto for transportado no sangue quase

exclusivamente através da fragdo plasmatica.

O mecanismo de transporte dos compostos elaborados nao fazia parte
dos objetivos desta pesquisa, porém Takeda e Okada (1989) °®. num
estudo envolvendo produto da mesma familia, a homocisteina-"""Tc,

aventam a hipotese de formagdo de complexo com a albumina sérica.

A eliminagdo urinaria fot de 56,74+3,92 % em seis horas ¢ a fecal de
somente 0,48+0,85 em 1gual periodo. Estes valores devem ser mterpretados

com cautela, visto que a fisiologia demonstra ndo haver quase nenhuma

perda de aminoacidos livres na urina ou nas fezes '*”). Cumpre deduzir

portanto que no primeiro caso, a radioatividade excretada pelos rins deve
corresponder a moléculas degradadas por qualquer um dos processos usuais
de metabolizacdo dos aminoacidos (transaminagdo, desaminagdo e

principalmente oxidagdo a CO, e uréia), onde entdo o residuo de tecnécio

seria ehiminado.

No contexto intestinal, € licito admitir-se a a existéncia de mais uma

i 99 ~ e . . , . . . .
parcela de NAC-""Tc, que foi incorporada 4 células intestinais, enzimas

-

digestivas, sais biliares ou muco, e que escapou aos eficientes mecanismos

de recirculagao e reaproveitamento da proteina intestinal, perdendo-se assim

para o exterior.
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5.6.2 Animais com cancer

A preponderancia da captagdo renal sobre a das demais visceras
manteve-se nesta populagdo e foi confirmada estatisticamente. A
semelhanga do que sucedeu em ratos controles, as taxas renais nio
decresceram apreciavelmente nas primeiras horas, tendendo contrariamente
a elevar-se e a exibir elevadas porcentagens até 240 minutos. Nas demais
estruturas as concentragdes do primeiro minuto nio se sustentaram,
baixando progressivamente em praticamente todos os territorios, ainda que
um pouco mais lentamente nos intestinos. O teste de Newman-Keuls

distinguiu somente o perfil renal do das demais visceras e tecidos estudados.

Os valores de depuragio plasmatica e excreg¢do urinaria e fecal

acompanharam de perto aqueles anteriormente transcritos para os animais

controles (Tabelas 4.12 e 4.13).

Documentou-se captagao tumoral inicial niao muito avantajada, de
0,20£0.05 %dose/g no primeiro minuto, porém esta nio se enfraqueceu com

0 transcurso do tempo, mantendo-se inalterada até pelo menos 240 minutos.

.

Considerando-se que as dosagens sanguineas e musculares
decresceram precocemente, verificou-se que a passagem do tempo foi

favoravel para a relagio tumor/musculo e tumor/sangue, com valores

maximos aos 960 minutos (Tabela 4. | 0).
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Este fendmeno havia sido detectado para a relagdo tumor/sangue no
experimento executado com o MIBI-"""Tc, porém foi INEXpressivo no que
concerne a relagdo tumor/musculo, sugerindo que ndo haveria uma
probabilidade maior de diferenciagdo do cancer em relagdo a musculatura de

vizinhanga para nenhum dos tempos em que o MIBI-*™Tc¢ foi aplicado.

Osker e col. (1992) "*> marcaram a cisteina com Tc-99m por dois
métodos  diferentes como troca de ligante e o método eletrolitico, ¢
estudaram a biodistribui¢do do complexo em camundongos portadores de
tumor solido de Ehrlich. Eles obtiveram uma captacio de 3.5% da dose

injetada por grama do tumor apds 90 minutos da administragdo do farmaco.

A concentragdo mais alta da dose injetada foi encontrada nos rins

enquanto 1,9 % achava-se presente no figado. A relacio tumor/sangue foi de
2.5

Tamemassa e cols. (1984a, 1984b) ') ghservaram uma captagio
alta de DL-homocisteina marcada com Tc-99m em varios tumores
experimentais /n vivo. Takeda e cols. (1990) "** observaram o mecanismo
de acumulo da homocisteina-"""Tc (HC-"""T¢) e da homocisteina-*"Tc-
albumina no tumor de Erhlich, onde verificaram que este ultimo complexo
permanecia retido por mais tempo no Séﬂgue € consequentemente

acumulava-se mais nas células cancerosas do que apenas HC-""Tc¢. O

estudo também foi realizado in vitro.
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A albumina sérica usada como transportador para a HC-"*"Tc exibe
propriedade repressora da excregdo urinaria da HC-""Tc e vale-se das

alteragdes na permeabilidade capilar para o transporte da droga ao tumor.

Nio foi frutifera a busca na literatura de protocolos equivalentes com
NAC-""Tc, seja em tumor de Walker, seja ainda em outras modalidades de

cancer experimental que permitissem uma analise comparativa com os dados

da presente investigagdo.

5.7 Comparacao de ratos normais e doentes

Nas Tabelas 4.5 € 4.11 e na Figura 4.3 toma-se evidente que houve
diferengas significativas nas curvas de captagdo relativas a rins, figado,
intestino delgado, musculo ¢ pulmdes. Aplicando-se a analise de regressao
linear (Tabela 4.20), verifica-se que tanto curvas semelhantes quanto
diferentes exibiram graus variaveis de correlagdo entre si. A semelhanga do
afirmado para o MIBI-"™Tc, esse achado disse respeito a totalidade das

comparagdes entre ratos homologos com e sem tumor (Tabela 4.20).

Um fenémeno interessante ocorrido no estudo das captagdes de ratos
enfermos injetados com NAC-"™Tc , e que ndo havia sucedido na
eventualidade da outra droga, foi que sempre que existiu uma diferenca entre
atividade de 6rgios, a menor captacdo correspondeu a ratos com cancer. Em

nenhuma das visceras e tecidos relatados acima, houve deposi¢do do

radionuclideo superior a dos ratos controles.
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Tal particularidade pode ser atribuida ao parasitismo que as
enfermidades malignas exercem, pelo menos em algumas fases da sua

evolugdo, sobre os nutrientes e substratos biossintéticos disponiveis no

hospedeiro.

Esta afinidade exarcebada do tumor por moléculas nitrogenadas
precursoras de proteinas, das quais NAC é um componente destacado, ja foi

. . . n - .. o o 13
designada de ratoeira de nitrogénio aminico (“nitrogen trap™) "',

Entende-se porque, nestas circunstancias, a distribuigao  de
aminoacidos e outros nutrientes tende a privilegiar o cancer, em detrimento
de estruturas da carcaga. Ndo haveria razdo para se instalar processo
analogo na vigéncia do estudo com MIBI-""™T¢, pois sendo esta molécula

estranha a sintese proteica, ainda que nitrogenada, nao participaria da

redistribui¢do em tela.

Uma explicagdo alternativa para a menor atividade das visceras dos
ratos com tumor. no presente grupo, em contraposigdo ao grupo sadio. seria
a desnutrigao calorico-proteica que também tende a ser induzida por aquela
enfermidade. Efetivamente os estados carenciais conduzem a uma economia
de atividades biossintéticas em diversos com@ffﬁnentos do organismo '"*',

eventualmente contribuindo para o padrio observado.

Nos animais com tumor investigados pelo MIBI-"™Tc, uma queda

menos uniforme foi consubstanciada. com aumento da captagdo hepatica ¢
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também renal, o que ¢ mais compativel com alguns modelos de desnutri¢io
(102)

5.8 Comparacgao entre as duas drogas

Do ponto de vista quimico, ¢ forgoso admitir-se que estamos perante
duas substancias sensivelmente distintas. O MIBI, composto isonitrila,
forma complexo com Te(l) ©”, enquanto a NAC, um derivado de
aminoacido, forma complexo com Tc (IV) . Também fisiologicamente
seus comportamentos sdo divergentes. Enquanto o MIBI-""T¢ é um
tarmaco artificial que ndo desempenha qualquer fungdo biologica no
organismo ¢ excretado rapidamente . a NAC ¢ um derivado do aminoacido
cisteina, substancia naturalmente presente nos tecidos, onde participa da

sintese proteica em geral, e também na produ¢do da glutationa, um

importante antioxidante fisioldgico.

Como decorréncia destas disparidades, o tropismo por érgios e

visceras e as curvas de depuragdo dos marcadores ndo poderiam ser

analogas. como de fato nao foram. ‘

A despetto das diferengas, os tragadores conseguem aproximar-se em
alguns pontos. Nos dois casos estamos diante de moléculas nitrogenadas
pequenas, de facil marcagdo pelo *"Tc, e com depuragdo rapida e eficiente
a partir da corrente sanguinea para as principais estruturas do organismo.

Mais importante ainda. ambos revelam-se capazes de penetrar no tecido

e e



tumoral e de formar imagens potencialmente diagnosticas, ensejando a
comparagdo da facilidade de preparo e utilizagdo, e sobretudo da afinidade

especifica, fundamental para uma boa defini¢do visual.

Semelhancas e diferengas adicionais sdo evidenciadas no estudo do

transporte das drogas na corrente circulatoria.

Tanto o MIBI-"™Tc quanto a NAC-"""Tc possuem mais de 50 % de
ligagio as proteinas plasmaticas porém em relagdo aos eritrocitos a
propor¢ao da ligagdo no caso do MIBI (29,17 % para ratos sadios € 37,50

% para ratos com tumor) ¢ bem superior a da NAC, que apresenta um indice

de 6.42 % e 4.58 % para ratos sadios e com tumor respectivamente.

Em que pese a substancial ligagdo as proteinas plasmaticas verifica-se
< P 99
uma depuragdo bastante rapida das drogas. sendo que com o MIBI-""Tc

. . , . (()
este processo € mais rapido do que com a NAC-"Tc.

E licito especular-se que sendo o MIBI-"""T¢ uma substancia estranha
ao organismo, haja menos mecanismos de transporte € sitios de ligagdo
especificos que para um aminoacido de grande interesse metabolico como a
NAC, justificando-se uma eliminagdo mais precoce. A NAC € certamente
melhor conservada e também dispoe de mecanismos de recirculagdo, como

na via cisteina-glutationa-cisteina, propiciando uma permanéncia mais

: - (33
alongada no espago intravascular Y




5.9 Captacgao tumoral

5.9.1 Dificuldades da captagao da droga pelo

tumor

Para erradicar os tumores, os agentes terapéuticos precisam
dispersar-se através das células em altas concentragdes, visando eliminar
toda a massa tumoral **. Contudo, tumores solidos frequentemente impdem
fortes barreiras a esta dispersdo. A mesma dificuldade esta nos agentes de

imagem tumoral, entre os quais incluem-se os tragadores radioisotopicos.

Os tumores impedem a penetragdo da droga particularmente devido a

sua estrutura.

As células cancerosas frequentemente ocupam menos da metade do
volume do tumor. Um a dez por cento do volume deve-se aos vasos
sanguineos integrantes da massa tumoral. O espago remanescente €
preenchido primariamente por uma matriz rica em coldageno, o intersticio.
que envolve as células cancerosas e pode sepaxt'_él-'l‘as da vasculatura. Tecidos

sadios contém também wma matriz extracelular, porém o intersticio no tumor

¢ comumente mais abundante.

Para alcangar células cancerosas em um tumor, um agente terapéutico
precisa atravessar a parede dos vasos sanguineos rumando para o intersticio,

e migrar por grandes distancias através da matriz até alcangar as células ®".
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O sistema vascular dos tumores é muito desorganizado, tanto na sua
anatomia quanto na sua fisiologia. Estas anomalias podem comportar-se
como uma barreira importante na distribuicdo da droga. Em orgdos sadios,
0s vasos sanguineos estdo em uma ordem conhecida e provém sangue para

todas as areas do tecido, favorecendo o fluxo e penetragdo de farmacos em

geral.

Embora os tumores obtenham inicialmente sangue da vasculatura
existente na regido, eles eventualmente produzem novos pequenos vasos
sanguineos. que se ramificam excessivamente, entrelagam-se em formas
tortuosas e crescem em diregdes imprevisiveis, podendo ainda mudar de um
dia para outro. Consequentemente, algumas areas do tumor mostram-se bem

vascularizadas. enquanto outras tém pouco ou nenhum suprimento

sanguineo.

As células tumorais nestas areas carentes de sangue aparentemente

estdo mortas. porém elas frequentemente revivem se retorna a nutrigao

atraves dos vasos neoformados.

A ramificagdo e entrelagamento da vasculatura frequentemente
contribuem para diminuigdo do fluxo sanguineo. um fendmeno que ¢

exarcebado pela viscosidade sanguinea diferente nos tumores.

A distribuigdo sanguinea ndo uniforme portanto ¢ um dos obstaculos

para entrada da droga no tumor.

OMISSAC Binil L. @ PERBIA NUCLEAR/SP PEL



Um segundo impedimento deve-se a pressdo tecidual anormalmente

alta na matriz intesticial (medida pela forga que a matriz exerce numa sonda

. . N 82
nela inserida) *%.

A pressdo pode retardar a passagem de moléculas grandes através dos

vasos para a matriz intesticial.

As moléculas deixam os vasos sanguineos por dois mecanismos:
difusdo e convecgdo. Difusdo ¢ o movimento das moléculas de uma area de
alta concentragdo para uma area de baixa concentragio. Convecgdo € o

. P 8
transporte de moléculas por um fluxo de liquido "

A difusido ndo ¢ afetada por gradientes de pressio porém a convecgao
¢ governada por eles. Os liquidos fluem de areas de alta pressdo para areas

de valor mais baixo carregando com eles as moléculas.

Moléculas pequenas como oxigénio e drogas quimioterapicas
convencionais (as quais tém peso molecular inferior a 2000 daltons) deixam
0s vasos e migram através do tecido normal principalmente por difusdo. Mas
moléculas grandes. como as drogas da engenharia genética (que possuem

peso molecular superior a 5000 daitons) movem-se principalmente por

~ K0
convecgao

Os marcadores radioativos podem situar-se em qualquer uma dessas
categorias, quer se tratem de substincias sintéticas ou naturais de pequenas

. < Ot . . , .
dimensdes (como o MIBI-"""T¢ e a N-acetil cisteina-"""T¢), quer
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contrariamente se relacionem a hormonios, grandes peptideos ou citoquinas,

cujas moléculas podem atingir elevado peso.

Em tecidos sadios, o movimento convectivo das moléculas grandes do
sangue para o intersticio ocorre porque a pressdao nos capilares ¢ maior do

que a pressao no tecido intersticial (que € aproximadamente zero).

Nos tumores solidos a pressdo intesticial ¢ muito aita e a passagem
convectiva para o intersticio fica impedida. Ainda assim algumas grandes
moléculas penetram na matriz tumoral por difusdo, porém ndo rapidamente.

porque a taxa de passagem por difusdo decresce a medida que o tamanho

das moléculas aumenta.

Desta maneira, as moléculas grandes usualmente permanecem
confinadas nos vasos sanguineos, exceto na periferia onde a pressio
mtersticial ¢ proxima da normal e a convecgdo se restabelece. Contudo, o

organismo tende a eliminar a maior parte delas da circulagdo antes que elas

possam se acumular em uma concentragdo 6tima nos tumores ",

Os desatios dos agentes diagndsticos e terapéuticos persistem mesmo
apos eles encontrarem o caminho para o interfor do intersticio. Para serem
completamente efetivos, eles precisam difundir-se por toda a matriz,

atingindo mesmo as células ndo alimentadas diretamente por vasos

Sanguineos.
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As moléculas pequenas completam o percurso muito mais facilmente

(por difusao), a menos que sejam degradadas, reabsorvidas por microvasos

ou impedidas por outros processos.

Quando as moléculas das drogas alcangam as células tumorais, seus

problemas ndo terminam pois elas encontram resisténcia das proprias

células.

9.9.2 Captagao tumoral em fungio da massa
neoplasica

Alguns trabalhos recentes envolvendo modelos animais mostraram a

variagdo da captagdo de radiotragadores pelo tumor como uma fungdo do

tamanho tumoral.

Patel e col. (1985) '*” e Ogihara e col. (1986) "*" mostraram um
decréscimo da captagdo medida em porcentagem de dose por grama de
tumor (% Dose/g), sempre que se aumenta a massa tumoral.

Anticorpos  monoclonais marcados também foram estudados no

contexto da variagdo da captagdo com a massa tumoral 2> com

>

resultados semelhantes.

Tumores pequenos possuem um sistema circulatorio mais uniforme e
pressao ntesticial mais baixa, portanto ¢ mais facil a penetragdo das drogas,

0 oposto sucedendo quando um cancer volumoso esta sendo estudado.



Células tumorais geralmente crescem mais rapidamente do que
células normais, com uma captagdo maior de glicose e oxigénio. De fato, o
tecido tumoral desenvolve-se tio rapidamente que o processo de
neovascularizagdo ndo consegue adequar-se as necessidades do tumor. Isso
resulta em areas de hipoxia, mesmo a pouca distancia dos capilares
sanguineos. O conteudo de oxigénio diminui com o aumento do tamanho do

tumor, consequentemente, as areas centrais de tumores grandes tendem a ser
2)

anoxicas *

Com a respiragio deprimida causada pela hipoxia do tecido, a
glicolise anaerobia passa a representar a fonte de energia primaria. Isso
resulta no aumento dos niveis de acido latico e diminuigdo do pH, o que

frequentemente interfere também com a biodistribuigdo de drogas e

marcagdo mediante radionuclideos.

Uma correlacdo inversa entre captagdo e massa ¢ esperada, uma vez

que o volume do tumor € progressivamente menos perfundido com o

65 .. - . , .
aumento de seu tamanho . Zonas necroticas sdo inacessiveis ao transporte

sanguineo do agente, ¢ a geometria do fluxo sanguineo tumoral ¢ uma
barreira significativa para a captagio do tragador "7

No modelo aqui selecionado de tumor subcutaneo. algumas variagdes
de tamanho sio inevitaveis, mesmo diante de uma cuidadosa sistematizagdo
da técnica de inoculagdo. Além disso, a vascularizagdo subcutanea € inferior
a encontrada no musculo, ou na cavidade peritoneal, de maneira que

tumores subcutaneos atingem um tamanho mensuravel mais tardio, € para
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um dado volume apresentam-se mais necroticos do que os tumores

intramusculares.

Realmente, registrou-se correlagdo inversa significativa em  trés

tempos entre tamanho do tumor e captagio de NAC-""T¢ (tumores grandes

captaram menos) (Tabela 4.21).

Mesmo nos tempos em que ndo se atingiu significancia, manteve-se a

tendéncia a correlagdo negativa apontada.

) - . . . . .
No caso do MIBI-"™T¢. nenhuma correlagdo foi significativa, e na

maiorta dos tempos, tampouco houve tendéncia a correlagdo inversa

observada para a NAC.

Com base no exposto ¢ valido raciocinar-se que em tumores iniciais,
que sao justamente os nais dificeis de se detectar € 0S mais importantes
para um fratamento curativo precoce, a captagdo seria substancialmente

mais alta com a NAC, configurando um beneficio adicional para este

farmaco.

5.10 Imagem do tumor

Algumas lesdes benignas, ¢ sobretudo as  malignas, possuem

caracteristicas que apresentam vantagens potenciais para o diagnostico de

Imagem com radionuclideos. Por exemplo, apresentam atividade metabélica

¢ fluxo sanguineo aumentados, permeabilidade vascular alta, pinocitose de
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proteinas € ocasionalmente um antigeno especifico associado a tumor. Com
uma escolha apropriada do radiofirmaco para qualquer uma destas
caracteristicas, a despeito de outras tantas barreiras referidas anteriormente,
a imagem podera ser avaliada, sendo os tumores definidos como manchas

quentes ou hipercaptantes "*¥.

Em outros casos, os tumores sdo vistos ou suspeitados por zonas
frias, de atividade diminuida. Este fendmeno resulta do fato de que células
tumorais muitas vezes ndo assimilam o radiofarmaco administrado, enquanto
as células normais o fazem. Numerosos radiofarmacos para imagem de
tumor tém sido desenvolvidos para testes clinicos, notadamente do modelo
hipercaptante, porém a maioria deles é dotada de limitada especificidade.

Nota-se também que um agente pode ser bom para alguns tipos de tumor ¢

nao para outros.

. R , . , C .
Estudos cintilograficos da cisteina-"""Tc realizados por Ozker e col.

(1992) ') demonstraram uma captagio seletiva no tumor solido de Ehrlich

30 minutos apos injecao.

Através da imagem realizada em camara de cintilagdo apos 20 e 240
minutos, em animais portadores de cancer experimental, observou-se que
com o MIBI-""Tc¢ em nenhum dos tem'pdé. pode-se visualizar com
seguranga o noédulo canceroso. Desai & Yuille (1993) Y sugerem que o
tempo de imagem otimo para captagio do MIBI-""Tc em tumor esta entre
30 e 60 minutos apos a injecdo. Outros autores como Kao e col. (1993a)

e Hassan e col. (1989) °”) definiram como tempo 6timo 10 minutos.
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Ao injetar-se NAC-"""Tc, também foi impossivel definir-se qualquer
padrdo tumoral, no primeiro tempo de 20 minutos. Ja apos quatro horas a
massa neoplasica estava claramente delineada no lado direito do abdomen
do animal. Nenhum prejuizo ocorreu devido a superposigdo ou interferéncia
por parte de estruturas adjacentes, uma vez que apenas os rins apresentavam
alta radioatividade neste tempo, enquanto a depuragdo sanguinea era de

92,75%, ¢ a muscular de aproximadamente 83%.

5.11 Caracteristicas teoricas do modelo de
distribuicao bicompartimental

O primeiro passo para se efetuar uma analise compartimental de um

farmaco. consiste na especificagdo do provavel padrao de distribuigdo.

A adocio do principio de dois compartimentos abertos permite
geralmente boas solugdes matematicas, facilmente relacionaveis com as
nogdes gerais sobre o destino das drogas no organismo: considera-se um dos
compartimentos como “‘central” (sangue), de pequeno volume aparente.
onde a dose conhecida do farmaco € introduzida e instantancamente
diftundida: outro compartimento € o “perifé.r‘i‘qg)_“ (extravascular), de maior

volume aparente. em permanente contato com o “central”. A excregao se faz

do compartimento menor para o maior, através do coeficiente de eliminagdo

(k) que também pode ser calculado ™.

A concentragdo sanguinea do farmaco costuma refletir essas trocas,

diminuindo rapidamente no principio devido a distribuigdo em todo o



compartimento central e periférico. A seguir, cai lentamente, gracas a
fragdo que porventura retorna dos tecidos para os fluidos corporais, ¢ pela

eliminagdo, quer seja por excregdo ou metabolizagdo, chegando a alcancar o

estado de equilibrio, algum tempo depois *""

Estes dois compartimentos ndo correspondem obrigatoriamente a
entidades anatomicas precisas: sdo espagos teoricos de distribuigdo das
drogas por varios fluidos e tecidos, onde as concentragoes relativas podem
ser bastante distintas. Sob este prisma, a concepgdo bicompartimental perde
para as analises multicompartimentais. Ainda assim. contribui para o

entendimento da dindmica geral e destinacdo dos tarmacos, com a vantagem

.. . , 39
de um tratamento matematico mais acessivel (- ).

5.12 Estudos farmacocinéticos das drogas

Ao realizar-se um estudo farmacocinético é possivel selecionar um
modelo « priori, e depois tratar de acomodar os dados obtidos
experimentalimente. Foi o que se efetuou, pois partiu-se de um modelo
bicompartimental para as duas drogas sendo que houve éxito na insercio

9
dos dados disponiveis para a NAC ""T¢ nos dois programas, ¢ para o

MIBI-"""Tc na analise BIEXP.

O modelo do qual se parte ¢ sempre uma hipotese. Quando ha

concordancia entre os parametros experimentais ¢ o modelo escolhido,

considera-se a hipotese valida """
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O estudo cinético de primeira ordem aqui utilizado aplica-se aos
modelos bicompartimentais abertos, sendo, portanto, o de aplicagdo mais
frequente. Parte-se do principio de que a droga somente entra ou sai do
sistema através do compartimento central, € que entre esse compartimento e
o periférico existe transferéncia reversivel do farmaco, de tal forma que o

compartimento periférico funciona como reservatorio ligado somente ao

]
central "'

O tratamento matematico do estudo cinético de primeira ordem €
usado para descrever a saida da droga de ambos os compartimentos do
sistema. Assim, a taxa de remog¢do da droga de um compartimento ¢
proporcional a sua concentragdo nesse local: quanto maior for essa
concentracdo, maior quantidade de droga eflui do compartimento. a

quantidade de droga que sai diminui proporcionalmente com o tempo

conforme diminui sua concentragdo.

Quando a transferéncia se completa e ndo se acrescenta mais droga ao
compartimento central, sua concentragdo neste compartimento (Cy) depende
de processos simultdneos e independentes. Ela pode deixar o

compartimento central ou por distribuigdo para o periférico. ou por

elimimagao para o exterior.

No modelo bicompartimental aberto, a concentragdo de droga no
compartimento periférico (C;) depende de C, e da taxa de transferéncia
entre ambos os compartimentos. Admite-se que a transferéncia esteja

associada a duas constantes de primeira ordem: k;, (taxa de transferéncia do

"OMISSAC RACT! CoopTmt NUOLEAR/SE PER
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compartimento central para o periférico, isto €. de C; para C;) e ki

< .o . . 04
(transferéncia inversa, isto €, de C, para CcH".

Todos os tipos de eliminagdo irreversivel da droga do compartimento
central (biotransformagdo, secregdo e excregdo renal, eliminagdo pulmonar.
eliminagdo por glandulas sudoriparas, salivares, gastricas, etc.) sdo também
relacionados a uma constante de primeira ordem denominada taxa de
eliminagdo (K.). Isso ocorre porque a eliminagdo também depende de
processos como difusdo passiva, filtragdo. fluxo sanguineo regional.
transporte etc.. que possuem as caracteristicas de cmética de primeira
ordem, ou seja funcionam abaixo do ponto de saturagdo dos processos

. ]-'
envolvidos '’

Tanto para o MIBI-"""Tc quanto para a NAC-""Tc temos uma

depuragdo sanguinea que se aproxima de uma curva biexponencial.

94y , . N . .
O MIBI-""Tc € excretado intacto, sem evidéncia de metabolismo i#
vivo. Exibe um padrao bifasico de depuragdo sanguinea. Na fase inicial

rapida o pico de atividade ¢ alto e a depuragdo € muito rapida, seguida de

uma depuragdo mais lenta.

O T,,» da fase rapida foi de 0.78 minutos (40,8 segundos) enquanto na

fase lenta tivemos um indice de 39 minutos.

Os estudos pré-clinicos da Du Pont Pharma, citam Picard e cols. ‘'™
que mediram a depuragdo sanguinea do Cardiolite em 20 pacientes, e

obtiveram uma meia-vida de | minuto para a depura¢do sanguinea de
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pacientes em exercicio, enquanto que Wackers e cols. “'’" obtiveram

Ti» = 2.1 minutos. Ja Savi e cols. ""*® em seus estudos, obtiveram T, da

componente rapida igual a 69,3 segundos para paciente em descanso e 60.3

segundos em pacientes com stress.

Pudemos verificar que os tempos de meia-vida do MIBI-""Tc sio
bem menores do que os da NAC-"""Tc. O MIBI-"™T¢ realmente é depurado
muito mais rapidamente do sangue do que a NAC-""Tc, conforme
antectpado pelos resultados de atividade sanguinea nos primeiros minutos

apos a administragdo dos radiofarmacos, e pelos valores da constante «

(constante de eliminagao rapida).

O volume de distribuigdo depende de muitos fatores, como a
quantidade e velocidade do fluxo sanguineo em diferentes orgdos e tecidos.
as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco como pH. solubilidade.
coeficiente de partigdo lipide/agua, unido as proteinas plasmaticas. ¢ de

variaveis biologicas, como transporte ativo e destinagdo metabolica da

~ . 17
substancia ',

A analise compartimental para varias drogas pode apresentar-se de

manerra diferente quanto ao namero de compartimentos, conforme a forma

de administragdo da mesma., seja oral ou intravenosa '**’

et 23 o

Borgstrom e col. (1986) *) apresentaram o primeiro estudo dos
parametros basicos de farmacocinética apos administragcdo intravenosa da
NAC ndo marcada, e também de sua disponibilidade apos utilizagio oral. Os

métodos bioanaliticos utilizados permitiram apenas a analise da NAC em
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plasma desproteinizado. Eles concluiram que a NAC tinha uma razio de

extragcdo hepatica baixa, um pequeno volume de distribui¢do de (0,33 I/kg) e

baixa disponibilidade oral.

No trabalho da NAC marcada com S-35 % uma comparagdo entre
administragdo intravenosa e oral da mesma indicou que a absor¢do do
radiomarcador foi completa, embora a NAC na parede do intestino do rato
seja extensamente metabolizada a cisteina, glutationa e sulfeto inorganico
YA NAC ¢ também metabolizada a glutationa por hepatocitos, o que
deve configurar-se como um mecanismo essencial de acao quando a NAC é

1647
llSllda no tratamento de envencnamento por paracetamol ( ).

Quando introduzida oralmente ocorre desacetilagdo rapida a cisteina

no lumen ou mucosa intestinal, de maneira que pouco do composto aparece

: N 3
na circulagdo como NAC

Quando injetada intravenosamente. NAC livre esta presente

micialmente no plasma, porém apos 30 minutos, quase todo o composto

apresenta-se como dissulfeto labil.

Sulfato morganico foi o principal produto urinario excretado,
Juntamente com pequenas quantidades de taurina e NAC nao modificada,

. S i~
em estudos realizados com NAC marcada com *°S (32

A NAC nao inarcada ¢ uma molécula bioldgica pequena normalmente
presente no organismo. e para qual existem mecanismos de transporte em

numerosas células e tecidos, nao encontrando barreiras a sua difusio.
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A NAC-"""Tc, embora ndo caracterizada nas condigdes do presente
trabalho, provavelinente ndo se difunde pelo organismo e nem atravessa
membranas biologicas com a mesma facilidade da NAC pura, o que
Justificaria os valores baixos de distribuicdo encontrados. As possiveis
justificativas para essa situagdo seriam o aumento do peso da molécula

(tamanho), alteragdes de carga elétrica (eletronegatividade) e interferéncia

em mecanismos enzimaticos de transporte .

Note-se que essa baixa difusibilidade ¢ apenas relativa, uma vez que
os achados de biodistribuigio da nova droga comprovam niveis de

penetragdo aceitaveis em grande numero de tecidos incluindo o tumor.

Além disso, drogas que possuem alto grau de ligagdo as proteinas

o ”, QC . .
plasmaticas como ¢ o caso da NAC-""Tc e do MIBI-"""T¢ tendem a exibir

menor volume de distribui¢do que agentes desprovidos de qualquer ligac¢do
(19

Com base nas duas modelagens a que se procedeu com a NAC-"""Te.
algumas caracteristicas do aminoacido tornaram-se claras. Ficou bem
demonstrada a depuragdo sanguinea rapida da droga (embora algo mais
lenta que a do MIBI-""™T¢), e set volume ‘d& distribui¢io razoavelmente

. ) 94y - PR . - -
amplo (superior ao do MIBI-""Tc¢. e inferior ao estimado para NAC nio

marcada por Borgstrom e col. (1986) 2V,

Sua longa vida e baixo indice de depuragdo foram corretamente

quantificados. coadunando-se com as captagoes elevadas em tempos tardios



nos rins. Esta peculiaridade foi util também para a adequada visualizagdo e

contrastacio do tumor, nos estudos preliminares de imagem de que se

langou mado.

Finalmente, mesmo diante da forte suspeita de que o comportamento
biologico da NAC-"""Tc¢ afasta-se dos relatos disponiveis para a NAC “in
natura”, conseguiram-se constantes de transferéncia e volumes de
distribuicdo valiosos, que favorecem o prosseguimento futuro dos estudos

farmacologicos e farmacocinéticos com este aminoacido marcado.

5.13 Estudos estatisticos dos tragadores
empregados

5.13.1 Correlacao linear da biodistribuicao
entre as duas drogas

Foi realizada anahise de regressdo linear para maltiplas variavers
(matriz de correlagdo) a fim de averiguar a presenga ou auséncia de

correlagdo entre os achados de distribuigdo. das duas drogas nos varios

orgdos ¢ compartimentos (Tabelas 4.20, 4.22). """

Observaram-se correlagoes significativas em diversas oportunidades,
principalmente envolvendo a mesma droga em 6rgdos homologos de ratos
normais € com tumor. Assim, o MIBI distribui-se de forma semelhante nos

dois modelos de animais para todos os orgdos analisados, com significancia

OMISSAS NACIY ¢+ Tt UHCLEAR/SF ‘FEE
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estatistica particularmente elevada para rim, figado, coragdo, pulmaio.

estomago, intestino delgado, sangue e plasma.

Analogamente, NAC foi captada de forma comparavel por orgios
homologos na presenga e auséncia de tumor, sempre com altos indices de
significdncia estatistica, ressalvado apenas o intestino grosso, onde a

significincia ndo foi tdo marcante (r = 0,665, p = 0,04).

A comparagdo de tecidos homodlogos e drogas diferentes, em normais.
também evidenciou correlagdes significativas em algumas circunstancias.
porém ndo tdo frequentes, refletindo a farmacologia e biodistribui¢io
distintas dos dois marcadores. Assim, atingiram significAncia os perfis do
figado (p< 0,005), pulmio (p< 0,0001), intestino grosso, intestino delgado.
sangue (p< 0.005) e plasma (p< 0,001).

Semelhangas estruturais nas moléculas organicas, que sdo de pequena
dimensdo, nitrogenadas e possuidoras de radicais metila e metoxi.
possivelmente influenciaram essas coincidéncias de distribuicio no
organismo. Vale destacar a auséncia de correlagdo no rim e coragdo, 6rgios
chave para a farmacologia respectivamente da N-acetil cisteina (marcador
renal conhecido) e do MIBI (tropismo cardiaco por exceléncia), como

L.

elementos de clara distingdo entre esses produtos.

Nos animais cancerosos, o cotejamento de tecidos homologos e
drogas distintas permitiu a constatagdo de panorama semelhante ao dos ratos
sem tumor. certamente pelas mesmas razdes. Ocorreram correlagdes

significativas entre os perfis de radioatividade do figado, pulméo, baco.



estdmago, intestino delgado, musculo, sangue e plasma, com as excegoes

relevantes de rim e coragdo, ja comentadas.

Finalmente, a comparagdo direta das captagdes de MIBI e NAC pelo
tecido tumoral (Figura 4.4, Tabela 4.17) mostraram-se correlacionadas (r =
0,783, p = 0,01), porém sem as altissimas significAncias vistas em algumas
das analises anteriores. Pode-se inferir portanto que se trata de produtos
quimicos com apreciavel afinidade pelas massas tumorais, mas ndo idénticos

na sua distribui¢do temporal nem nas concentragdes alcangadas, o que alias

era esperado.

O teste de Newman-Keuls, aplicado anteriormente para a comparagao
das captagdes de cada orgdo, foi novamente utilizado (Figura 4.12) para
uma apreciagio visual das relagdes tumor/musculo e tumor/sangue
alcangadas com cada droga. Ainda, utilizou-se o mesmo para comparagao

direta das duas captagdes tumorais (Figura 4.13).

No primeiro caso, ficou realgada a superioridade do MIBI-""™Tc¢ no

tocante a relagdo tumor/sangue, contrastando com a vantagem para a NAC-

9y - .
"T¢ na razdo tumor/musculo.

A figura 4.13 ndo deixa duvidas de ‘que a penetragdo no tecido

tumoral foi nitidamente melhor no caso da NAC-"""Tc (p<0,001).
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6. CONCLUSOES
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“Minhas primeiras tentativas
neste campo nao foram bem
sucedidas... Algumas vezes eu
interrompia minhas pesquisas,
desesperado com a possibilidade
de ndo atingir o objetivo,
retomando-as a seguir com
novas esperangas, € somente
apos sucessivas frustragdes pude

finalmente ver a luz”.

Berzelius



e SR

[

6. CONCLUSOES

1) A marcagdo da N-acetilcisteina com Tc-99m foi realizada por uma

técnica simples e reprodutivel obtendo-se elevado grau de pureza

radioquimica.

. . . v ¢ .
2) A biodistribuigdo do MIBI-™T¢ em ratos sadios confirmou o
direcionamento preferencial para rins e miocardio com captagoes

expressivas também para pulméo e figado.

. . . N 99 ..
3) A biodistribui¢io do MIBI-""Tc em ratos com tumor revelou atividade
um pouco aumentada em figado e bago e um pouco diminuida em coragao

e pulmdes, porém sem fugir do perfil geral ja evidenciado em organismos

sem doenga.

4) A captagdo do MIBI-""™T¢ pelo tecido tumoral foi significativa porém
insuficiente para visualizagdo do mesmo por método de imagem.

.

5) A biodistribui¢do da droga em ratos sadios ¢ com tumor ndo apresentou
grandes variagdes, merecendo destaque seu grande tropismo pelos rins e

no segundo grupo, sua presenga no nodulo tumoral.

6) As razoes tumor/sangue e tumor/orgdo da NAC-"""T¢ permitiram a

obten¢do de imagem por cintilografia de boa qualidade apos 240 min.
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7) A NAC € um aminoacido de facil aquisi¢do e suscetivel de marcacdo
eficiente pelo *™Tc. Nas condigdes do presente estudo, confirmou-se o
seu valor potencial como radiofarmaco para diagnosticos por imagem,

ndo somente do sistema renal como principalmente para lesdes de

natureza tumoral.
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Some say.
[ say it just
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That day.
Emily Dickinson
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