S_OCIETAT CATALANA DE FARMACQLOGIA

DETERMINACIO DE LA TOLERANCIA GASTRO-INTESTINAL
DE MEDICAMENTS MITJANCANT LA QUANTIFICACIO
RADIOACTIVA DE LES MICROHEMORRAGIES DIGESTIVES *

V. RimBau, R. LopeEz, A. TORRALBA

INTRODUCCIO. — Les lesions gastro-intestinals (GI) son, probable-
ment, un dels principals efectes secundaris de I"is dels antiinflamatoris
i de molts altres agents terapeutics. Malgrat que els mecanismes pro-
ductors de les lesions no sén plenament coneguts,' el fet és que les
intolerancies existeixen i que cal valorar-les per a poder preparar pro-
ductes més innocus i formes farmactutiques més ben tolerades.

Els métodes més usats en lestudi de les tolerancies digestives es
fonamenten en la valoracién «de visu» de les lesions produides en els
estémacs dels animals tractats. Evidentment, aquests metodes només
poden donar informacié dels danys gastrics, quedant doncs completa-
ment desconeguts els efectes sobre la resta del tub digestiu.

Lestudi de la tolerancia general digestiva es pot fer agafant com
a criteri que la relacié entre la intensitat d’extravasacié d’elements
sanguinis és en relacié directa amb la importancia de les lesions. Aixo
permet, a diferéncia dels metodes «de visu», valoracions completament
objectives, ja que es fonamenten en la quantificacié instrumental dels
components hematics exravasats.

La determinacié dels components sanguinis en les femtes es va fer,
inicialment, per métodes quimics.” Nogensmenys, han anat caient en
destis per llur manca de sensibilitat i Ialt nombre d’interferéncies que
produeixen resultats dificilment reproduibles i sovint contradictoris.
Aquestes dificultats s’han pogut resoldre mitjancant I'ds de métodes
radioactius de quantificacié dels elements sanguinis marcats que surten
per les femtes.

*  Sessié del dia 1 d’abril de 1981.
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ELecciO pE L’1sOToP. — Els isdtops més usats per a marcar com-
ponents hematics sén el Crom-51 i el Ferro-59. Altres isdtops, com
el Fésfor-32, s’han utilitzat també, encara que molt menys.

El P-32, en general, s’ha usat en forma de fosfat com a marcador
dels eritrocits. La facilitat amb qué aquest fésfor radioactiu es pot
inr('r:cnnvi:lr amb el «pool» fisioldgic de fosfat i la evident perillositat
de I'isdtop (emissor 3, 1,71 meV.) han limitat la seva aplicabilitat.

Les caracteristiques fisiques i quimiques del Cr-51 i del F-59 sén
molt millors. Llur semiperiode de desintegracié és més llarg (28 dies
el Cr-51 i 45 dies el Fe-59) i permet disposar de més temps per a la
realitzacié de les proves.

El Cr-51 és un emissor B pur que es desintegra per captura elec-
tronica i emet una radiacié de 0,32 meV. El Fe-59 és un emissor mixt
més energetic que el Cr-51 perd no tan perillés com el P-32, ja que
les seves radiacions 8 sén més febles (0,26 i 0,46 meV.) i les vy (0,19,
1,10 i 1,29 meV.) tenen un factor de risc més petit en cas d’irradiacid.

Ambdés isotops marquen els eritrocits, el Cr-51 per absorcié exter-
na i el Fe-59 per fixacié interna a I’hemoglobina.

La marcada amb Cr-51 es fa incubant sang total o una suspensié
d’eritrocits rentats amb Na, *'CrO;. Com anticoagulants s’han descrit
’ACD i I’heparina. Nosaltres, amb eritrocits de rata, hem obtingut mi-
llors resultats amb I’heparina. Acabada la fase de fixacié, s’afegeix
ascorbat sodic per reduir el Cr (6 +) a Cr (3 +), el qual ja no pot
fixar-se. Fet aix0, es pot rentar I'excés de Cr-51 no fixat o injectar-ho
tot directament.® *

La marcada amb Fe-59 és més lenta. L’isotop s’administra per via
i.v. en forma de ¥FeSO; o ¥Fe (3 + )citrat. D’aquesta manera s’incor-
pora al «pool» de ferro i, finalment, a I’hemoglobina. Per a comencar
les proves cal, doncs, esperar un temps suficient a fi que Deritropoiesi
hagi produit uns nivells de radioactivitat prou alts.

La tria d’un isotop o l'altre depén, tenint en compte llurs caracte-
ristiques fisico-quimiques, de la finalitat de Destudi. Aixi, el Cr-51 té
un semiperiode curt i una energia baixa que el fan recomanable per a
I’home. La marcada és externa, la qual cosa també permet restringir
al maxim la dosi radioactiva que s’administra i el temps d’exposicid.
El fet de no tenir reabsorcié per tractar-se d’un element no fisiologic
és positiu. Tanmateix, aquesta rad és, en part, negativa, ja que es pro-
dueix una eliminacié biliar continuada. Aixd s’agreuja més si 1’adminis-
tracié no és autologa, ja que la destruccié dels hematies és més rapida.’

En el cas del Fe-59, el semiperiode i I’energia més grans afavoreixen
el seu ds en els animals. En aplicar-se en marcades internes, disminueix
el risc de trobar en les femtes radioactivitat no deguda a extravasacions.
Contrariament, en tractar-se d’un element fisiologic, la reabsorcié pot
dificultar les determinacions quantitatives.
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MEeTODOLOGIA. — El Fe-59 ha resultat una eina molt valuosa per
a disposar, en el gos, d’un metode sensible i objectiu de determinacié
de tolerancies sobre tot el tub digestiu.® Tanmateix, la necessitat d’un
reactiu bioldgic tan gran presenta considerables problemes d’equipament
i cost. En conseqiiencia, ens vam plantejar la possibilitat de desenvo-
lupar una metddica basada en un animal no tan exigent com és la rata.

En el nostre métode? les rates es deixen 24 h. sense menjar i 2
continuacié se’ls treu 0,5 ml. de sang per puncié cardfaca. Després de
dejunar 24 hores més, s’administra el Fe-59 per via i.v. i 24 h. més
tard es permet menjar els animals. Durant tot aquest temps es permet
el lliure accés dels animals a I’aigua de beure. Les femtes de les rates
es recullen en fraccions de 24 h. i la radioactivitat es mesura en un
comptador y. Després de determinar la radioactivitat hematica en mos-
tres de 10 pl de sang, es calcula fent la divisié entre la radioactivitat
en femtes i I’hematica.

Discussié. — L’administracié del Fe-59 després del dejuni i la
presa de sang fa que els animals tinguin uns nivells de radioactivitat en
sang significativament més alts que aquells als quals no s’ha fet I’extra-
ci6. Aixd permet aconseguir unes sensibilitat i precisié més grans a
’hora de mesurar les hemorragies fecals.

La radioactivitat de les femtes recollides durant les dues primeres
setmanes després de I’administracié del ferro radioactiu va baixant pro-
gressivament fins a estabilizar-se i a la tercera setmana ja es poden co-
mencar els tractaments.

La taula T és un exemple dels valors que s’obtenen en tractar les
rates amb una dosi d’acid acetilsalicilic de 150 o 300 mg/Kg.

Tavra 1. — Volum de sang en femtes de rates tractades amb acid
acetilsalicilic a dosis tniques de 150 o 300 mg/Kg.
Resultats expressats en microlitres (n = 5)

Fraccié
Tractament 0-24 h. 24-48 h. 48-72 h.
Control 29,81 26,28 29,31
150 mg/Kg. 4497 * 36,52 36,21
o
300 mg/Kg. 35,60 51,64 *%* 40,54

p < 0,05 v.s. control del mateix dia.
p < 0,001 v.s. control del mateix dia.
p < 0,005 v.s. dosi de 150 mg/Kg del mateix dia.
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Aquestes hemorragies sén equivalents a les trobades per MENASSE
i Krupp* a 100 mg/Kg usant el meétode del Cr-51, perd més baixes
que les seves a 300 mg/Kg i que induien a LEELING i cols.® a rebutjar
la rata per a estudis de tolerancies GI per hipersensible. Amb el nostre
metode les rates no semblen susceptibles als efectes GI de 1’acid acetil-
salicilic. Els valors alts trobats per MENASSE a la dosi de 300 mg/Kg
poden explicar-se per I'increment de I’eliminacié biliar de Cr-51 com
a consequiencia de I'efecte colagog dels salicilats.’ ' De fet, els nostres
valors de les microhemorragies per unitat de pes corporal, encara que
una mica més alts que els trobats per LEONARDS en I’home," sén més
baixos que els descrits per PHILLIPS ¢ en el gos.

El nostre métode resulta, doncs, adequat per a I’estudi de les tole-
rancies digestives, ja que permet establir diferéncies significatives entre
tractaments amb un nombre petit d’animals. Ultra aixo, el meétode ha
servit, també, per a confirmar la utilitat de les rates en aquests tipus
d’estudis.
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