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RESUMO

Farmulouse um modelo matematico para descrever a cinérica d- degradacdo de tracadores moleculares
1aioativos utilizados nos radioensaios. Para a formulacgdo deste modeto foram considerados quatro pardmetros: 1) um
pardmerio assoriado a constante de desintegracdo do radionuctideo. 2) a constante 'k ' de degradacdo independente
da radiodesintegracdo, 3) a constante 'k’ da degradacdo quirica da molécula na sua forma natural e 4) a tracdo !.na
amostra das oléculas marcadas Levandose em conta os valores que estes quatro pardmetros podem assumir, foram
analisados de: casos. Para enquadrar os dados experimentars 2 um dos dez casos é necessario determinar a concentracfo
em diferentes tempos da amostra 1adinaniva, de uma amostia tria simuladora {proveniente de nma falsa marcagfo) e de

armnstra fria controle

I25'

A fim de ilustrar a aplicacio desie modelo unhzou-se a radioinsulina marcada com . Esta amostra

degradou se com taxa diaria de 0.45% e a tracdo das moléculas marcadas com o '25) foi de 72%.

MATHEMATICAL MODEL APPLIED TO DECOMPOSITION RATE OF RIA
RADIOTRACERS: '25) INSULIN USED AS SAMPLE MODEL

ABSTRACT

A mathematicai model s descrit-ed to fir the decomposition rate of labelled RIA compounds. The mode! wes
tormulated by using no more than four parameters 1) one paramerer correlated with the radioactive decay constant,
2) the chemical decomposition rate “k' " of the radioiabelled modecules, 3) the natural chemical decomposition rate
k" and 8) the fraction "f." of the labelied molecules in the substrate

According to the particular values that these parameters can assume ten cases were discussed. To determine
one of these case wich fit the experimental data we need three types of samples. a) radioactive, b) simulated radiotracer

{"talse radiolabelled’’) and ¢/ nan lab:tied common substrate.

The radioinsutin 251 was used as an example to illustrate the model application T,he experiments! data

substantiate that the 'nsulin labelled according to the substoichiometric procedures and keeped at freezer temperature

128

were deyraded with k = 0,46% per day It was not observed any evidence that the | added in molecule contribute

with the immunodegrardation process



1 - INTRODUGAO

O conhecimento dos parametros da degradacdo de radiotracadores moleculares ¢ Util para esta-
belecer a sua pureza, radioatividade especifica'2) e seu prazo de validade!3!.

A aplicacdo de modelos matemiticos no estudo da degradacdo dos radiotragadores moleculares
@ pouco comum na literatura do radioimunoensaio, apesar de toda a importincia desta metodologia na
atualidade. O trabalho mais expressivo neste campo ¢é descrito por Cooper ¢ Durke!2), entretanto é limi-
tado aos casos em que a radiodesintegracdo resulta sempre numa efetiva alteracdo ou destruicio da molécula
marcada e sb esse efeito é levado em conta. No presente estudo considera-se outros fatores de natureza
quimica que atuam no processo de degradacao da molécula.

Com o objetivo de contribuir nesse campo foi descrito um modelo matemédtico Util para explicar
o comportamento cinético dc degradacdo de radiotragadores moleculares, utilizados na metodologia dos
radipensaios!S).

Na formulagdo desse modelo foram zonsiderados quatro pardmetros, a saber :

a) um parametro a associado a constante de desintegracdo do radionuciideo, o qual assume os valores
discretosde Oou 1.

b) a constante de degradacio nJo depundente da radiodesintegraco, designada por “'k*”* (tempo™')
c) a constante da degradagdo quimica da molécula na sua forma natural, designada por “'k” (tempo™') e
d) a fracio das moléculas marcadas, denominada de "

A utilizacdo de apenas esses quatro parametros reune as caracteristicas de atende; com objetivi-
dade e simplicidade a andlise cinética da degradagcio da amostra radioativa.

Para ilustrar a sistemdtica experimental e o desenvolvimento da conduta racional que leva a
andlise dos resultados, utilizou-se dados experimentais da degradagio da ' 25 l-insulina.

1l ~ MODELO MATEMATICO

Na formulagio do modelo procurou-se alcancar simplicidade algébrica e consisténcia com a reali-
dade. As premissas bdsicas adotadas na formula¢So do modelo foram as seguintes:

a)l Hé moléculas que perdem completamente a sua capacidade restiva quando ocorre 3 desintegracdo
do radiotracador, por exemplo, a8 triiodotironina (T;) marcada com iodo radioativo que pode se
transformar em diiodotironina (T;) e ndo reagir mais com o anticorpo, anti-T;.

b} H& moléculas que nfo perdem a sua capacidade reativa no processo da radiodesintegracdo. Neste caso
incluem-se aquelas moléculas complexas, nas quais @ perda do elemento radioativo pouco ou nada
interfere no seu conjunto.

c) Supoem-se que as espécies moleculares radioativas devem se enquadrar entre uma das duas nremissas
acima, "a” ou 'b", isto é, a perda da capacidade reativa com o evento da radiodesintegracfc tem
caracter discreto: perde ou nfo a capacidade reativa, nfo acmitindose graduacio da perda de capacidade
reativa pelo processo da radidlise.



dd O nimero de dtomos radioativos em cada molécula deve ser no mdximo igual a um.

e) O processo de desativagio imunoldgica {ou degredacdo) da molécula obedece a uma reacdo monomo-
lecular irresversivel, cineticamente de primeira ordem.

t) A radiolise na fracdo ndo marcada é despezivel.

gl As molécuias frias (ndo maicadas) e marcadas com o radiotracador tem o mesmo comportamento
quimico.

O termo ’‘degradacdo” utilizado neste trabalho tem o sentido restrito a4 expressio perda da
capacidade reativa. No campo dos radioensaios uma molécula (antigeno) pode se transformar quimica-
mente apos a radiodesintegra¢cdo ou por outros processos sem afetar o seu sitio ativo. Deste modo essas
transformacGes poderdo ndo interferir na reagdo antigeno-anticorpo.

DEDUCAO DO MODELO ANALITICO

Seja uma amostra radioativa contituida por uma fragdo “f_* de moléculas P, marcadas e outra
parceta (1 ) de moléculas P frias i.é, ndo marcadas com o radiois6topo.

Supomos que o esquema da reagfo que leva a degradacdo dessaz moléculas siga as equagBes
seguintes:

P * p M
[ . . p » (2)
Moléculas Produtos
ativas inativos

Sendo (P) e {P") as respectivas concentracdes das moléculas ativas, entio de acordo com a reacdo
cinética de primeira ordem, i.e., 2 velocidade da reacdo depende diretamente da concentra¢do do reagente,
podemos equacionar :

d(P]
= k[P 3
djP"}

= -k*|P"} - aX [P"] @

onde k e k* s8o as constantes de velocidade de degradacdo de natureza quimica, enquanto a constante
X reflete a velocidade de desintegracdo radioativa do radiotragador utilizado (A '2%1 = 8,02 x 107%,
AP - 802x10% e N 3, = 1,08x1077). O perametro a tem aqui um caracter discreto, isto §,
assume o valor o = 0 ou @ = 1 de acordo com as premissas "‘a’’ ou "'b’’ e ''¢c" enunciadas anteriormente.



A solucdo das equacSes diferenciais (3) e (4) conduzem a:
[P1=1[P], e*t (5) e

[PT] = [P"], el +ahr (6)

onde [P], = C, e [ P"] = Co” representam as concentrac3es iniciais de P e P* na amostra.

De acordo com a premissa “'g"’ os reagentes P e P s3o idénticos quimicamente e portanto:

[P]+{P] =Ch 1))
e
{Pl, *+ [P*], = Clo) (8

Associando as equagBes (5) a {8) temos:

Clt) = Coe*t + Co® efks + @Akt (9)
Mas,
Co” P'o
—_— e — = §* {(10) e
Co +Co* Po +P%0
Co
- = 1-f (11’
m+c°. Ll

entdo dividindo os dois membros da equaco {9) por Cc + Co” , resulta:

Cly Co Co
—— = ekt g ——— ok, + @At
Co +Co C +C,° C, + Co

e consequentemente

MO = (1-f,) ekt 4 ¢ glk™+ ahn (13)
Cit) Clt)

fazendo I{t) = = {14)
c(o) CO + C;

ou alternativamente

Cit) = Clo) | 1-1,) ek + f elkst ahit | (16)

(12

As equagBes (13) ou (1%} representam o modelo analitico utilizado neste trabalho para prever

a degradacdo dos radiotracadores usados nos radioensaios.

Como se infere da squacBo (13) a fraclo 1(t) depende de quatro parSmetros a saber: f_, k. k, ea.



A sequir descrevemos os procedimentos basicos para a determinacdo numérica desses parame’ros.
O analista devera conhecer previamente:
1) a auvidude especifica ’S’* da amostra radioativa
2) a curva experimental da concentragio C(t) ou 1{t) da amostra radioativa, de uma amostra fria controle
» de uma amostra fria simuladora, esta submetida aos mesmos procedimentos da radiomarcac¢ao {comu-
mente denominada ‘‘falsa marcacdo’* onde se substitui o radioisdtopo por elemento frio}.
A atividade especitica S pode ser experimentalmente determinada por meio do método do

auto deslocamento. As referéncias bibliograficas de nimeros 6, 7 e 9 descrevem suscintamente a determi-
nacdo de 'S”

O parametro 't " do modelo {13) ou (15) é estimado por uma das seguintes expresses:

t, = 532x107'*x S x PM x 1, (16)

S
f, = 369x107'2 x Sx

(17)

onde:
S representa a atividade especifica da amostra radioativa expressa em Ci/g
PM é o peso molecular em gramas

1, € a meia vida tisica do radiotracador expresso em minutos e

0,693
T ¢ a constante de decaimento fisico do radiotragador.
Y

A determinacdo do corcentracdo guimica da amostra radioativa oferece maio.es dificuldades
técnicas pois geralmente encontra-se em niveis tragos {concentrag3es muito baixas). Novamente, a
técnica do autodeslocamento 6-7.9} ¢ utilizada para esse fim. As curvas das amostras frias, controle e
simuladora, s80 comumente obtidas por um radioensaio convencional ou qualquer outro método quimico.
Se o analista conhecei o valor da constante "'k’ de degradaclo da amostra controle nas condigBes de
ensaio ndo necessitard elaborar a curva desta amostra.

As curvas das concentra¢@es das amostras, C(t) ou !(t), em fungSo do tempo decorrido sfo
plotadas em escala semi-logaritmica.

A representagdo grafica da fungdo (13) ou (15} corresponde a combinagdo de duas componentes
monoexponenciais, conforme Figura 1.



K = _ 0,63

Y2

(ko + o)) = _0.693
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correspondente ao valor
1-f,

2

log (1t17)
T
<

t‘l/2 + tempo na reta ~ - - ~
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- M f.

dias decorridos Py

Figura 1 — Uma Representacdo Grafi:a da Equacdo 13

A primeira tarefa do analista é elaborar a decomposigdo da curva experimental e calcular os va-
lores de k, k*, e a). Para isto varios métodos podem ser utilizados, dos quais a decomprsigdo grafica

ponto a ponto {“’peeling’){3.10) e a aplicacio do método dos minimos quadrados n3o linear!3.10! s3o
0s mais aconselhaveis.

Os quatro parametros experimentais do modelo proposto podem assumir valores especiais e como
conseqiéncia, dez casos s30 considerados, os quais facilitam a andlise dos dados. A seguir fazemos uma
descricdo desses dez casos. O esquemna abaixo auxilia o entendimento dessa descrigao.

Caso 1 fo =1 a=0 k*"=k>0 It) = ekt

A degradacdo é independente do processo de radiodesintegracdo
Ocorre perda da capacidade reativa por outros processos

As retas das amostras radioativa, simuladoras e fria sdo paralelas.

RADIOATIVA )\ FALSO MARCADA "\ NAO MARCAOA

tog 1)

DIAS DIAS 0iAS



Caso2  fa = 1 a =1 K* -k =0 HT) = e-At
A degradacio é dependente da radiodesintegracao
Nao ocorre degradacdo “‘quimica’

O coeficiente angular da amostra radioativa coincide com a constante de desintegracdo fisi-
ca (M) do elemento radioativo

A concentracdo das outras duas amostras € constante.

RADIQATIVA FALSQO WARCADA NAO MARCADA
1 L [
_U
o
2
DIAS DIAS DIAS
Caso3  fu =1 a =1 k,=k>0 ) = etk +aNt
A degradacdo é dependente do processo de desintegracio
Existe a componente de degradacdo “‘quimica”’
A inclinagdo da reta da amostra radioativa ¢ maior do que as outras duas amostras
As retas das amostras simuladora e fria s3o idénticas (paralelas)
RADIOAT IVA FALSO MARCADA _ NAO MARCACA
1 ] 4
)
(€]
o

DIAS DIAS DIAS



Caso 4

logei(t)

Caso b

fe <1 a=0 k=%k >0 I = ekt
A degradacdo ndo depende da radiodesintegracdo

Ocorre degradacdo “‘quimica” nas trés amostras

As retas das trés amostras sdo paralelas

Esse caso assemr.elha-se a0 caso 1 e o critério de identificaco é o fato de 4 <1

RADIOATIVA FALSO MARCADA \ NAO MARCADA
> 4 5
DIAS DIAS DIAS
fe <1 a=1 k=k, >0 HE) = (1 - fade ! +1ge 1k + Al

A degradacdo depende da radiodesintegracdo
Ocorre degradagdo “‘quimica’ nas trés amostras
A tuncdo experimental da amostra radioativa é composta (curvas)

Nas trés amostras um dos componentes sdo idénticos {paralelas)

RADIOAT I VA

FAL SO MARCADA NAO MARCADA

DIAS DIAS CiAS



Caso 6

loge i (t)

Caso 7

fo <1 a £k, HO=(1-fae™t+

+ faC LA

i
=
Fa
Y
=]
x

L
\
=]
x

A degradagao independe da radiodesintegra¢do
Ocorre degradacdo ''quimica’ nas trés amostras
A funcdo experimental da amostra radioativa e simuladora s3o compostas e idénicas entre si

Nas trés amostras um dos componentes sdo 1dénticos (paralelas).

RADIOATvA FALSO MARCADA NAO MARCADA

te <1 a=1 k >0 k., >0 k # k, ht) = (1 - fae*t +
+ fge ko, + )t

A degradacdo é dependente da radiodesintegracdo

Ocorre degradacdo "‘quimica”

A tungdo experimental da amostra radioativa e simuladora sdo compostas
Nas trés amostras ocorre paralelismo em um dos componentes

Entre as amostras radioativa e simuladora uma das retas dos componentes nio é paralela.

RADIOATIVA FALSO MARCADA NAO MARCADA

DIAS DIAS
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Coso8 f+<1 a=1 k=k =0 )= (1-fs) + fee @
. A degradacgdo é dependente da radiodesintegracdo
Nao ocorre degradasdo "‘quimica”

A funcdo experimental da amostra iaul0ativa é cCc mposta enquanto as amostras ndo radioati-
vas ndo ocorre nenhuma degradacdo

Um dos componentes da amostra radioativa tem o coeficiente angular coincidente com o
valor da constante de decaimento radioativo.

RADIOATIVA FALSO MARCADA NAO MARCADA

DIAS JIAS

Caso9 fu <1 =0 k=0 Kk, >0 1) = (1-fa) + fee ke
A legradacdo ndo depende da radiodesintegracao
Ocorre degradagdo '‘quimica’’ somente nas amostras radioativa e simuladora
A funcdo experimental da amostra radioativa é composta

As fungbes das amostras radioativa e simuladora sdo idénticas.

RADIOATIVA FALSO MARCADA NAO MARCADA

' Y

log.a(t)

DIAS



n

Caso10 f,. <1 «oa=1 k=0 k>0 O = 1 -fa) + e (ke + ad
A degradacao depende da radiodesintegracdo
Ocorre degradacdo “‘quimica’” somente nas amostras radioativa e simuladora

A tungdo experimental das amostras radioativas e simu'adora sdo compostas ¢ um dos com-
ponentes da degradacdo no s3o paralelos.

RADIOAT IVA FAL SO MARCADA NAO MARCADA
1 1 1
- f.
_U
o
o
(1-1,)

DIAS DIAS DIAS

il — REAGENTES

A ‘?%l.insulina usada como tracador foi radiodiodada pelo método substequiométrico da Clora-
mina-T (E. Merck, Alemanha) descrito por Freychet e colaboradores!?’.

A atividaae especifica inicial foi de 260,48 Ci/g & nessas condic3es estima-se pela equacdo (16)
que a fracdo de dtomos de ' 2° | por molécula de insulina é de f4 = 0,72.

A insufina fria simuladora foi ootida mediante marcacdo falsa com Nal ndo radioativo, seguindo
0s mesmos procedimentos e nas mesmas condigdes utilizadas para a marcacdo verdadeira com '**1.

Para avaliar 0o comportamento da integridade imunofreativa da 125y.insulina no decorrer do
tempo, preparuram-se trés amostras em tampdo veronal, sendo uma amostra radioativa, uma amostra
fria simuladora e uma amostra fria controle. Determinou-se a concentracdo quimica destas amostras
em diferentes dias utilizando-se o método do autodeslocamento descrito por Morris'®! e fazendo-se o
uso do radioimunoensaio (RIA)!1).

Os rontroles de insulina usados como solu¢Bes padrdes no RIA foram preparados no momen-
to a partir de insulina cristalizada.

Decorridos 124 dias, nos quais foram realizados 13 ensaios, lancaram-se os valores das con-
centracdes quimicas das trés amostras em grafico com disposicdo semi-logar(tmica.

A distribuicdo dos pares dos pontos experimentais (dia, concentracdo) mostrou-se regularmente
linear {(monoexponencial), conforme Figura 2.

O ajuste dos pontos experimentais a funcdo exponencial foi efetuado pelo método dos minimos
quadrados!3. 10, Particularmente, ndo houve necessidade de decompor a curva experimental devido a sua
linearidade.
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Figura 2 — Resuitados da concentracdo em fungio do tempo de trés amostras de insulina.
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iV — ESTUDO DA DEGRADACAO IMUNOGENICA DA INSULINA-'25).RESULTADOS E DIS-
CUSSAOD

Na Figura 2 acham ;e registrados os niveis de concentragdo em uUl/ml das trés amostras de prova.
Como se observa, 0 comportamento dos respectivos pontos evperimentais se ajustaram com boa corre-
lacdo (r = 0,9742) ao modelo exponencial. Os dados da Figura 2 se assemetham as caracteristicas dos
casos 1, 3 e 4. Desses o de n® 4 foi selecionado em virtude de conhecimento prévio de que f« = 0,72, 0
que diferencia dos casos 1 e 3em que f. éigual a 1.

Aceitando-se o caso 4 como vahdo para descrever a degradacdo da amostra radioativa da insuli-
na infere-se que tanto a fracio f da insulina {radioiodada) como a fragdo 1 - f_ (ndo radioiodada) se
degradam, provavelmente, com o mesmao ritmo, hipdtese reforcada pela identidade de comportamento
daquela amostia proveniente da radiomarcacso falsa. A amostra ' 2% l-insulina nas condicdes aqui descritas
apresentou em média constante de degradacdo de 0,0045 dia™' ou meia vida de 150 dias aproximadamente.

A titulo de exempin, aceitando-se para fins de radioimunoensaio, a radioinsulina com 15% de
impureza, entdo o seu prazo e validade, inferido da Figura 2 serd de 36 dias.

Os dados experimentais indicaram rue o processo de degradacdo nd3o guardou correlacdo de
dependéncia com o decairiento radioativo do '25} incorporado na molécula indicando-se gt e a intro-
ducdo do 1251 na mesma nic comprometeu imunologicamente a estrutura da 1adioinsulina.

Devido a compiexidade da reacdo antigeno anticorpo deve-se ter em aten¢do que resultados
desta natureza podem depender da qualidade e caracteristicas do anti-soro utilizado. Assim, determina-
dos danos na molécula poderdo ser percebidos ao nivel imunorreativo pur um anti-soro e ndo ser perce-
bido por outro. Consequentemente o mesmo radiotracador colocacdo a reagir com diferentes anti-soros
podera se ajustar a diferentes casos aqui descritos. Mesmo nessas situacSes o modelo matemdtico se cons-
tituird em ferramenta util de andlise.
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