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RESUMO - Objetivo: Avdiar o efeito deum extrato de hipérico (Hypericum perforatum) namarcacdo de el ementos sanguineoscom
tecnécio-99m (99mTc) e nabiodi sponibilidade do radiof &'maco pertecnetato de sddio emratosWistar. M étodos. Sangue (heparinizado)
deratos Wistar é incubado com um extrato de hipérico, com cloreto estanoso e a seguir com Tc-99m, como pertecnetato de sédio
(99MTcO Na). Plasma (P) e células (CS) sdo isolados por centrifugacdo. Amostras de P e CS também sdo precipitadas com &cido
tricloroacético 5%, e separadas asfragies sol iveis (FS-Pe FS-CS) einsol iveis (FI-P e FI-CS). Paraaandlise dabiodistribuicéo, 0,3
mL do radioférmaco 99mTcO Nafoi administradaem ratos Wistar quereceberam por gavagem extrato ou sdina(NaCl 0,9%) por 15
dias. Apds 10 minutos os anifnais foram sacrificados e os 6rgaos isolados para contagem da atividade radioativa. Resultados: O
extrato de hipérico reduziu deformasignificativa(P<0,05) a%AT| ligadaas células, afracdo insolGvel celular eafracdoinsolGivel do
plasma. A biodistribuicdo foi diminuidasignificativamente (P<0,01) no 0sso, no musculo e natiredide. No pancreas o percentua de
radioatividade aumentou significativamente (P<0,05). Conclusdo: No extrato vegetal estudado podem existir substéncias que
oxidariam o ion estanoso, reduzindo afixacdo do 99mTc ashemécias e proteinas plasméticas e celulares. Damesmaformapoderiam
produzir alteraces metabdlicas com conseqiiente influéncia na captacdo do radiof armaco pertecnetato de sddio no 0sso, musculo,

pancress etiredide.
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Introducéo

Hemaéacias podem ser marcadas com tecnécio-99m (99mTc) e
empregadas em diagndstico por imagem de sangramentos in-
ternos, localizacdo de hemangiomas e de obstrugdes no sstema
circulatério que necessitariam deintervenggo cirdrgi ca” Es
sas hemacias marcadas também tém sido de importancia em
vérios estudos clinicos e também experi mentals de possivel
interesse para a pesquisa na medicinanucl ear . Essamarca-
¢80 é baseada na capacidade de reducdo do cloreto estanoso
(SnCl ) que atua sobre 0 99mTc, naforma de pertecnetato de
s6dioTem sido descrito que vérios fatoresinterferem namar-
cacdo deheméciase proteinaspl asnatlcascom 99mTc, edentre
eles estdo os produtos naturai S

O radiofarmaco pertecnetato de sddio é distribuido através
dos liquidos vasculares e intersticiais e apresenta nhormal-
mente uma captacao preferencial natiréide, o estbmago, trato
intestinal, eglandulassalivares . Véariosfatores, como atera-
piacom drogas, aterapiacom radiacao, processos cirlrgicos,
condicdes de dieta, além de doencas podem afetar a
. . . .~ . . , 9,16-19
biodistribuicéo dos diferentes radiofarmacos” . Esses fa-
tores levam a uma repeticdo do exame, resultando numa
irradiacdo desnecessaria ao paciente.

Plantas medicinaistém sido utilizadas |largamente no mundo
no tratamento de doencas, ou mesmo visando potencializar
as acdes terapéuticas, diminuindo doses e efeitos adversos.
Muitos dos efeitos adversos e interacfes potenciais destas
plantas so pouco estudados, assim como grande parte das
aplicacdes med|cas e populares é dificil de ser interpretada
cientificamente .

A erva de S&o Jodo (hipérico; Hypericum perforatum) tem
suas acdes descritas como sedativa, adstringente e diurética,
sendo também (til para afeccdes nervosas com depressao

hemorragias, diarréiae problemas urinérios cronicos” . Tam-
bém tem sido sugerida paratratar danos espinhais e é usada
para contusdes, feridas, tumores e ulceracfes. Hypericum
perforatum parece ter uma significante atividade
antidepressiva tendo sido proposto ser o melhor indicador
de estresse clinico do Jue estresse agudo, e pode indicar
atividade adaptogenlca

O objetivo deste trabalho é avaliar o efeito de extrato de
hipérico (Hypericum perforatum) namarcacéo de elementos
sanguineos com tecnécio-99m e na biodistribuicdo do
radioféarmaco pertecnetato de sodio em ratos Wistar.
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Méodos

Sanguefoi colhido deratosWistar (17 animais) machos, com
peso de 336+11g, apds injecao intraperitoneal com
pentobarbital PA na dose de 50 mg/kg de peso. Amostras de
3 mL de sangue foram retiradas por puncgado cardiaca, em se-
ringas com anticoagul ante (0,2 mL de heparina). Apésacoleta
de sangue os ratos foram separados para serem novamente
manipulados passados 15 a 20 dias. Isto é importante para
prevenir infeccBes e reduzir o estresse e sofrimento dos ani-
mais.

Para preparar o extrato, hipérico em pé (Herbarium, Brasil,
lote 954661, validade: 08/2006, data de fabricacdo: 23/04/2002)
foi misturado com salina (NaCl 0,9%) na concentracéo final
de 50 mg/mL e homogenei zado em agitador tipo vortex por 30
segundos. Apos filtracéo, essa solucdo do extrato foi deno-
minada 100%, sendo diluido para as concentrac@es de: 6,25;
12,5; 25, 50 e 100% (estudos de marcacdo de constituintes
sanguineos) que foram usadas nos estudos in vitro e 100%
no estudo in vivo (biodisponibilidade).

Os experimentos (total de 3) de marcacdo dos constituintes
sanguineos foram realizados em triplicata, havendo a neces-
sidade de um total de 9mL de sangue que foram obtidos de
um pool de sangue coletado de 3 animais. Amostrasde 0,5ml
de sangue foram incubadas, a temperatura ambiente, com o
extrato vegetal (100 iL) em diferentes concentracdes (6,25;
12,5; 25; 50 e 100%), por umahora. Apés, foi adicionado 0,5
mL de solucdo decloreto estanoso (SnCl ; 1,2 mg/mL ; Reagen
SA., Brasil) e realizou-se a incubacad por mais uma hora.
Apbs, foram adicionadas 0,1 mL de 99mTc (3,7 MBq) nafor-
made pertecnetato de sodio (99mTcO Na), em todos ostubos,
continuando aincubagzo por mais 10 minutos. As amostras
foram centrifugadas (1500 rpm, 5 minutos) em centrifugacli-
nica Alpha ICA (Instrumentos Cientificos Alpha Ltda.).
Aliquotas de plasma (P) e células (C) foram entéo separadas
eaporcentagem de atividades (% ATI) calculada. Paraavaliar
o efeito naligacdo do Tc-99m as proteinas plasméticas e celu-
lares, aliquotasde P e C (20 mL) foram também precipitadas
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em 1ml de é&cido tricloroacético (TCA 5%), sendo entéo,
centrifugadas eisoladas afracdo solGvel (FS) einsoltvel (FI)
de P eC. No controlefoi adicionada solucéo salina no lugar
do extrato vegetal . A porcentagem de radioatividade incorpo-
rada aos elementos sanguineos foi cal culada.

Nos experimentos de biodisponibilidade (in vivo), um extrato
dehipérico 100% (50mg/mL.) foi administrado por gavagemem
ratos Wistar (5 ratos), com intervalos de 24 horas, entre cada
dosepor 15 dias. Nosanimais controle (3 ratos), foi administra-
da salina. Uma hora apés a Ultima dose (15°. dia), 0,3ml do
radiof &rmaco pertecnetato de sddio (7,4 MBq) €injetado atra-
vésdo plexo venoso orbital . Apds 10 minutos os animaisforam
sacrificados e os 6rgaos isolados para contagem da atividade
radioativaem cintilador sdlido de Nal (TI) (Automatic Gamma
Counter, modelo C 5002, Packard, Canada). A seguir foram cal-
culadas:. (i) as percentagens de radioatividade total (%ATI)
nos orgaos e (ii) as percentagens de radioatividade por grama
detecido (%ATI/g) em cadaérgdo. As%AT /g foram determi-
nadas dividindo-se as percentagens de radioatividade por
grama de tecido pela massa de cada 6rgéo.

Osvalores experimentais obtidos foram comparados com os
resultados do grupo controle usando o teste ANOVA segui-
do pelo teste de comparacdes multiplas de Dunnett.

Resultados

NaFigura 1 é mostrada a distribuic&o de radioatividade nos
compartimentos celular (C) e plasmético (P) e nas fracfes
insoltvel e sollvel celular e plasmética de amostras de san-
guetratadas com diferentes concentractes de extrato aquoso
dehipérico (6,25, 12,5, 25, 50 e 100%). Osresultados mostram
gue o extrato de hipérico reduziu de forma significativa
(P<0,05) a%AT]I ligadaas células de 95,03 + 0,51 (controle)
para4,16 + 0,92 (100% do extrato), afracdo insoltvel celular
de87,46 + 5,07 (controle) para14,82 + 0,61 (100% do extrato)
eafracdoinsolivel do plasmade 76,24 + 6,15 (controle) para
26,67 + 1,70 (100% do extrato).
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FIGURA 1-Distribuic&o de radioatividade nas fragdes sangliineas de amostras de sangue tratadas
com diversas concentragdes de um extrato de hipérico
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Amostras de sangue foram obtidas de ratos Wistar através
de puncdo cardiaca e incubadas in vitro durante uma hora
com diferentes concentracfes do extrato de hortel & (macerado
- folhas e caule) (100; 50; 25; 12,5; 6,25 %). No controle foi

utilizada solucdo salina0,9%. A seguir foi adicionado cloreto
estanoso e Tc-99m. Apos centrifugacdo, amostras de célula
(C) e Plasma (P) foram isoladas e também precipitadas com
TCA 5 %. Asamostras foram contadas em cintilador solido e
as %ATI calculadas.

Na Figura 2 sdo mostrados os percentuais de radioatividade
por grama dos 6rgéos retirados de animais tratados com
hipérico ou com solugdo salina (controle). Como pode ser
observado alguns 6rgaos tiveram a biodistribuicéo diminui-
dasignificativamente (P<0,01): (a) no osso de 0,45 + 0,01 para
0,16+ 0,06; (b) no musculo de 0,18 + 0,004 para0,10+ 0,02; (¢)
natiredide de 6,09 + 1,66 para 1,54 + 1,07. No pancreas o
percentual de radioatividade aumentou significativamente
(P<0,05) de0,16 + 0,04 para0,24 + 0,03.
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FIGURA 2 - Distribui¢éo daradioatividade do radiofarmaco pertecnetato de sddio

Extrato de hipérico 100% (50mg/mL) foi administrado por
gavagem em ratos Wistar (n=5), com intervalos de 24 horas,
entre cada dose por 15 dias. Uma hora apds a Ultima dose
(15°. dia), 0,3ml do radioféarmaco (7,4 MBq) foi injetado atra-
vés do plexo venoso orbital. Apds 30 minutos os animais
foram sacrificados, a contagem da atividade radioativa em
cada 6rgdo isolado obtida e foram calculadas as percenta-
gens de radioatividade (%ATI) nos 6rgaos.

Discussao

A marcacdo de constituintes sanguineos com 99mTc tem
muitas aplicacBes. Tem sido descrito que extratos obtidos de
plantas medicinais podem alterar a marcacdo de elementos
sqnqu!'neg%é:lgm 99mTc e também a morfologia dos
eritrécitos

A distribuicéo, afixacéo e aeliminacdo deradiof armacosem
um organismo dependem de vérios fatores, tais como o fluxo
sanguineo, o metabolismo tecidual e aligacéo aos elementos
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sanguineos4'l5. Véarios autores tém demonstrado que a
biodisponibilidade deradi oférrpgcgs pode ser modificado por
produtos naturais e sintéticos

Nosresultados apresentados nafigural, o extrato de hipérico
foi capaz de diminuir a marcacdo de constituintes celulares
com 99mTc e nesse processo de marcacdo tanto os ions
estanoso e pertecnetato parecem atravessar a membrana
eritrocitéria . Seriaaltamente sugestivo que os produtos exis-
tentes no extrato de hipérico poderiam comprometer o transito
desses ions através da membrana através de proposta apre-
sentada por Krishtal em outro tipo cel ular™. Esses autores
descreveram que a hiperforina e outros constituintes do
hi périco tém a capacidade de modular canaisionicos damem-
branacelular. Em relacéo aos canais de céalcio esse efeito seria
devido ainterac8o com acalmodulinaou através das vias de
ativacdo dacalmodulina. aacéo dahiperforina.s e plasmaticos
do sangue.

O extrato de hipérico usado (ver figura2) diminuiu acaptacéo
do 99mTcO Nano 0sso, no musculo e natiredide, assim como,
aumentou 4 fixac&o desse radiofarmaco no pancreas. Esses



resultados poderiam, em parte, serem atribuidos a capacida-
de de interacdo dos produtos presentes nozshi périco a
membranas lipidicas como descrito por Neagoe . Esses au-
tores tém demonstrado que os componentes de um extrato
etandlico de hipérico seriam capaz deinteragir com membra-
nas lipidicas acarretando alteracdes na absorcao e
bi odisponibilidade, assim como efeitos farmacodindmicos na
excitabilidade neuronal.

Natécnica de marcacéo dos constituintes sanguineos com
99mTc é necessario um agente redutor. Umavez que ocor-
reu reducdo da marcacdo dos constituintes sanguineos
com 99mTc, poderia ser especulado que os produtos exis-
tentes no extrato de hipérico estariam oxidando o ion
estanoso impedindo sua acdo. Os compostos quimicos
presentes nesse extrato também poderiam atuar com agen-
tes quelantes levando a formagdo de complexos com o
99mTcO Nae SnCl , sendo que esse fato também poderia
justificar' a diminuit&o na fixacéo de radioatividade nos
elementos sanguineos. Possiveis alteracdes morfol dgicas
promovidas pelo extrato do hipérico, a semelhanca as ob-
servadas nos estudos com a hortel&" poderiam também
justificar a ndo captacéo pelas células vermelhas do san-
gue.

A evidénciaque um extrato de hipérico pode alterar amarca-
cdo de células vermelhas do sangue, assim como a
bi odi sponibilidade de radiof &rmaco pode ser de granderele-
vancia no momento da interpretacao de imagens
cintilogréficas. Por outro lado, deve-se considerar que os
achados experimentais obti dos nesse trabal ho foram em con-
dicBes experimentais control adas e realizadas com ratos.

Conclusao

De acordo com os resultados obtidos nesse estudo pode-se
especular que o extrato de hipérico seria capaz de alterar in
vitro amarcacao de elementos sanguineos com 99mTc, assim
como também abiodistribuicdo do radiofarmaco 99mTcO Na.
A ac0 biol 6gicadesse extrato poderiaestar relacionada@ (i)
propriedadesredox do extrato, (ii) efeitos quelantes, (iii) alte-
racBes na morfologia das hemacias, (iii) modificacdo no
transporte de ions através da membrana eritrocitéria, (iv)
metabolizacdo no organismo e (V) atuacdo em Orgaos especi-
ficos. Emboraos resultadostenham sido obtidos com animais,
sugere-se precaucao com os exames em medicinanuclear em
pacientes que utilizem Hypericum perforatum como medica-
mento.
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ABSTRACT —Purpose: To evaluate the effect of ahiperico extract (Hypericum perforatum) on thelabeling of blood elementswith
technetium-99m (99mTc) and in the bioavail ability of theradiopharmaceutical sodium pertechnetatein Wistar rats. M ethods: Blood
(heparinized) withdrawn from Wistar ratsisincubated with ahiperico extract, with a stannous cloride and with 99mTc, as sodium
pertechnetate (99mTcO Na). Plasma (P) and cells (C) areisolated by centrifugation. Samples of Pand C are also preci pitated with
trichloroacetic acid (TCA 5%) and soluble (FS-P; FS-C) and isoluble (FI-P; FI-C) fractions are separated. In the bioavailability
analysis, the extract or NaCl 0.9% solution is administrated into Wistar rats (gavage) during 15 days. Sodium pertechnetate was
administered and after 10 min, theanimal sare sacrificed, the organswereisol ated, the radioactivity determinedin awell counter, and
the percentages of radioactivity per gram (%ATI/g) inthe organsare calculated. Results: Thehiperico extract decreased significantly
(P<0.05) the%ATI inthecells, cdllular insol ublefraction and plasmainsol ublefraction. Thebiodistribution wassignificantly (P<0.01)
decreased in bone, muscle and thyroid and significantly (P<0.05) increased in pancreas. Conclusion: The analysis of the results
indicatesthat in studied extract should have substancesthat should oxidize the stannousion, reducing the fixation of the 99mTc on
the erythrocytes and plasmaand cellular proteins. Moreover, it could produce metabolic aterations with influence in the uptake of
theradiopharmaceutica 99mTcO,Nain bone, muscle, pancreasand thyroid.

KEYWORDS: Hiperico. Technetium-99m. Bioavailability. Surgery.
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