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RESUMO 

 

A esplenectomia é indicada em doenças hematológicas, hiperesplenismo 

grave, traumas e tem sido causa de importantes alterações metabólicas e 

imunológicas.  O objetivo do presente trabalho é avaliar se a retirada do baço 

altera a biodistribuição do radiofármaco DMSA–Tc99m em ratos Wistar e se há 

correlação com possíveis alterações da função renal.  Foram usados dois 

grupos: esplenectomia (n=6) e  controle (n=6) animais não operados. Após 15 

dias, foi administrado 0,1 ml de DMSA-Tc99m via plexo orbital (0,66 MBq). 

Trinta minutos depois, foram retiradas amostras do rim, coração, pulmão, 

tireóide, estômago, bexiga, fêmur, sangue. Após pesadas as amostras, foi 

determinado o percentual de radioatividade/g (% ATI/g) em cada uma delas, 

com o Wizard Gama Counter Perkin-Elmer . Dosadas uréia e creatinina 

sérica, hematócrito, plaquetas e leucócitos. Estatística pelo teste t, com 

significância 0,05. Foi observada redução significante no %ATI/g no rim e 

sangue (p<0,05) dos animais esplenectomizados, aumento significante 

(p<0,05) da uréia (88,8±18,6mg/dL) e creatinina (0,56±0,08), comparado aos 

controles (51,5±1,6 e 0,37±0,02mg/dL, respectivamente) assim como 

leucocitose, aumento de plaquetas e redução de hematócrito.   Em conclusão, 

a esplenectomia provocou comprometimento da função renal, repercutindo na 

alteração da captação de DMSA–99mTc pelo rim de ratos. Uma parceria entre 

a Unidade de Medicina Nuclear da Liga Norteriograndense Contra o Câncer e o 

Núcleo de Cirurgia Experimental da Universidade Federal do Rio Grande do 

Norte tornou possível a realização deste trabalho, que contou com a 

participação de profissionais de diferentes áreas como: Biologia, Biomedicina, 

Medicina Nuclear, Cirurgia Geral, Bioquímica e Estatística, atestando dessa 

forma o caráter multidisciplinar do trabalho. 

 

Palavras-chave: Rim, Esplenectomia, Radiofármaco, Biodistribuição, Ratos. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

Técnicas utilizando radionuclídeos têm sido empregadas nos mais variados 

campos do conhecimento científico. Na área biomédica os radionuclídeos têm papel 

relevante no aprimoramento do diagnóstico e tratamento de doenças. O seu uso 

prático tem aumentado significativamente nos últimos anos desde a década de 60, 

com o emprego do Tecnécio99m (99mTc). A relevância do 99mTc para a Medicina 

Nuclear deve-se a uma série de características de natureza química, física, 

econômica, médica e ambiental1. Por apresentar características como alta 

disponibilidade, facilidade de se ligar às hemácias, possibilidade de marcar espécies 

biológicas e estruturas celulares ou moleculares, baixo custo e impacto ambiental 

desprezível, tornou-se o isótopo mais utilizado na marcação de radiofármacos em 

Medicina Nuclear2,3.  

Um radiofármaco é definido como uma substância que contém um átomo em sua 

estrutura e que, por sua arquitetura, qualidade de radiação emitida, torna-se 

apropriado para o uso em seres humanos com fins de diagnóstico e/ou tratamento4. 

A primeira etapa na preparação de radiofármacos é a produção de um radionuclídeo 

apropriado. Existem duas fontes principais para a produção de radionuclídeos, as 

quais são usadas nos procedimentos em Medicina Nuclear. A fonte primária envolve 

a produção direta de radionuclídeos. A fonte secundária é um método indireto de se 

produzir radionuclídeos usando um sistema de gerador, que é construído de modo 

que seja quimicamente fácil separar o radionuclídeo filho do radionuclídeo pai5. 

Vários aspectos teóricos e práticos de interação de fármacos terapêuticos com 

radiofármacos têm sido estudados por muitos pesquisadores utilizando modelos 

animais para avaliar as possíveis alterações na biodisponibilidade destes 

radiofármacos, induzidas por fármacos sintéticos6-8 ou naturais 9,10 bem como 

intervenções cirúrgicas11. 

 A biodistribuição dos radiofármacos é baseada nos mesmos princípios 

farmacocinéticos descritos para os agentes terapêuticos. Assim, quando um 

radiofármaco é administrado concomitantemente ao uso de diferentes fármacos, ou 

após procedimentos operatórios, podem ocorrer alterações em sua biodistribuição, 

desviando-se do seu órgão alvo 11,12.  Em Medicina Nuclear o 99mTc é amplamente 
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utilizado em estudos estáticos e dinâmicos por meio de cintilografia3. Tem tendência 

a se acumular onde existe uma excessiva neovascularização, tendo como exemplo 

disso, os tumores cerebrais. Após administração IV, seu tempo de permanência nos 

tecidos permite estudos de hemodinâmica, lesões orgânicas e estudos vasculares13. 

É largamente utilizado no diagnóstico de doenças dos rins, bexiga, fígado, pulmões, 

intestinos, ossos, tireóide, fluxos sanguíneos, coração, etc. Logo, os radiofármacos 

em Medicina Nuclear são utilizados para obtenção de imagens com seletividade por 

um órgão e/ou sistema e a radiação emitida é captada externamente, transformada 

ou registrada em papel, filme ou monitor de vídeo3.  

O baço é o maior órgão linfoide do organismo. Ao contrário dos linfonodos, o 

baço não recebe drenagem do sistema linfático, mas é conectado à circulação 

sistêmica. As funções do baço são muitas, classificadas em quatro categorias: 

funções de filtração, imunológica, de reservatório e hematopoiética. Em termos de 

função imunológica, o baço um órgão, entre outros tais como linfonodos e fígado, 

que garante proteção imunológica ao organismo. Muitas das funções imunológicas 

do baço, entretanto, estão em comum com os órgãos imunológicos. Por outro lado, 

várias funções dessa natureza são exclusivas do baço. Por exemplo, ele é mais 

eficiente na remoção de bactérias não opsonizadas, principalmente microrganismos 

encapsulados, do que o fígado. O baço é a principal fonte de síntese da 

imunoglobulina-M. A imunoglobulina-M sérica decresce seus níveis 

significativamente após a esplenectomia14. O baço é também a principal fonte de 

síntese de opsoninas, tuftsina e properdina. Os níveis séricos de tuftsina decrescem 

rapidamente após esplenectomia, e a deficiência de tuftsina pode preceder o 

hipoesplenismo, e coincidir com a asplenia15. É exatamente esta especificidade da 

função esplênica e a inabilidade de outros órgãos para compensar o déficit 

imunológico pós-esplenectomia, que resultam na sequela imunológica, 

especialmente nas crianças e jovens. 

 Nas últimas décadas, tradicionais indicações para a esplenectomia total 

vêm sendo descartadas em razão da alta incidência de óbitos por sepse favorecida 

por esse procedimento cirúrgico, além da emergência de condutas alternativas 

capazes de solucionar as causas de tais indicações. No entanto, casos graves como 

pancitopenia persistente em níveis perigosos; doenças hematológicas com risco de 

complicações maiores, como hemorragias sistêmicas ou intracranianas 
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incontroláveis; hiperesplenismo grave; ou traumas que comprometam 

irreversivelmente o baço, ainda constituem indicações para a esplenectomia16. Os 

conhecimentos atuais dão respaldo à grande importância exercida pelo baço, com 

muitas funções já conhecidas e muitas outras a serem descobertas. A propósito, 

muito pouco se sabe a respeito da interação entre o baço e o rim, e as 

consequências da esplenectomia sobre esse órgão.  

Estudos utilizando radionuclídeo é o método mais apropriado para estimar a 

função renal, pois acrescenta informação funcional importante ao estudo anatômico 

realizado pela ultrassonografia e estudos radiológicos. O ácido dimercaptosuccínico 

marcado com tecnécio-99m (DMSA - 99m Tc) foi introduzido no início de 1970 e, 

desde então, tem sido o radiofármaco de escolha para imagens de alta resolução da 

córtex renal e para estimar a função do parênquima renal17. Alguns autores têm 

demonstrado excelente correlação entre a captação de 99m Tc - DMSA e valores de 

clearance de creatinina18.  

Desse modo, o presente trabalho procurou estudar a repercussão da esplenectomia 

na função renal através de dosagens bioquímicas de provas de função renal e da 

biodistribuição do DMSA - 99m Tc no parênquima renal.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA  

 

  A descoberta das radiações ionizantes e de elementos radioativos despertou 

de imediato o interesse de suas aplicações na Biologia e nas Ciências Médicas, em 

princípio pelo seu valor como meio para auxiliar o diagnóstico e o tratamento das 

doenças. O desenvolvimento da ciência tem gerado conhecimentos importantes 

para a manipulação e controle das substâncias radioativas, permitindo que os 

processos envolvidos na sua produção, no seu armazenamento e no seu uso se 

tornassem cada vez mais seguras. Alguns nuclídeos existentes na natureza já são 

radioativos, enquanto outros podem ser produzidos em laboratório19. Os 

radionuclídeos, quando utilizados na área biomédica, têm possibilitado a elucidação 

de inúmeros fenômenos que ocorrem nos seres vivos, sendo administrados como 

radiofármacos amplamente utilizados em Medicina Nuclear, para diagnóstico e para 

terapia20. A utilização em medicina nuclear é interessante pelo fato das doses 

administradas, em diagnóstico, acarretarem uma baixa exposição do paciente a 

radiações, produzirem imagens de excelente qualidade e oferecerem informações 

sobre a função dos órgãos estudados 21,22.  

 

2.1. O Radionuclídeo Tecnécio-99m 

 

O papel vital do 99mTc no campo do diagnóstico em Medicina Nuclear já está 

bem estabelecido. A evolução do diagnostico na Medicina Nuclear pode ser 

atribuída principalmente à existência e à versatilidade química do 99mTc, o 

radiotraçador ideal, usado predominantemente de uma forma ou de outra na 

Medicina Nuclear.  As propriedades do 99mTc consistem de sua foto emissão gama 

de 140keV com 89% de eficiência, que é ótima para imagens com uso de gama 

câmeras da Medicina Nuclear.  Sua meia vida de 6 horas é ideal para o preparo de 

radiofármacos, para efetuar o controle de qualidade e injeção nos pacientes para 

exames de imagem com mínima absorção de irradiação. A evolução rápida e o 

crescimento do setor Medicina Nuclear são atribuídos em grande parte às boas 

qualidades desse radionuclídeo23.  Estas características físico-químicas têm 

permitido a marcação de inúmeras estruturas celulares e moleculares de interesse 

biomédico, envolvendo variadas funções químicas marcadas com esse 
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radionuclídeo24-27.  O 99mTc é obtido em gerador de Mo99/Tc99m com tecnologia 

desenvolvida no Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares da Comissão 

Nacional de Energia Nuclear do Brasil e é distribuído para todos os Serviços de 

Medicina Nuclear do país, permitindo a sua utilização na rotina médica e em 

pesquisa com baixo custo, através de kits liofilizados2.  

 

2.2. O Agente Redutor do pertecnetato 

 

 O processo de marcação de células e moléculas com o Tc99m, normalmente 

necessita da utilização de um agente redutor, visto que o eluído obtido no gerador 

como íon pertecnetato (Na99mTcO4), não se liga facilmente a outras substâncias 

químicas. Por essa razão, torna-se necessária a redução deste radionuclídeo da 

valência +7 para valências mais baixas: +5, +4, +328.  

 A redução do íon pertecnetato pode ser obtida através de diferentes agentes 

químicos, sendo o cloreto estanhoso (SnCl2) o agente redutor mais frequentemente 

utilizado para esta finalidade29,30. Possui uma eficiência de marcação do traçador 

radioativo superior a de outros agentes redutores, justificando sua preferência não 

só na medicina nuclear, mas também na marcação de diversas estruturas de 

interesse biomédico31, 32. Uma das características de importância biológica do SnCl2 

consiste na sua capacidade de formar compostos catiônicos organometálicos de alta 

solubilidade lipídica, capacitando-os a atravessar membranas biológicas e a exercer 

seus efeitos no interior das células33-35.  

 

2.3. Ácido dimercaptossuccínico marcado com Pertecnetato de Sódio 

(DMSA-99mTc) 

 

 Após a administração intravenosa, o DMSA-Tc99m é distribuído no 

compartimento vascular.  Cerca de 75% dos íons pertecnetato ligam-se inicialmente 

às proteínas plasmáticas e esta ligação é reversível36.  A eliminação plasmática é 

muito rápida e o equilíbrio entre o compartimento vascular e o fluido intersticial é 

completado em curto tempo, entre 2 a 3 minutos. A meia–vida de eliminação do 

plasma é de aproximadamente 30 minutos37. A dose administrada varia com o tipo 

de estudo a ser realizado, alternando de 1 a 25mCi. A cintilografia com DMSA-Tc99m 
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é atualmente o método padrão para avaliar lesões renais em crianças com doenças 

infecciosas das vias urinárias38, 39. O uso do DMSA-99mTc para cintilografia da córtex 

renal foi introduzida na prática clínica em 197240, e tem-se mostrado altamente 

sensível e específica para o diagnóstico de doenças renais na infância41, 42.  

Portanto, a cintilografia renal com DMSA-99mTc tornou-se a técnica de imagem 

padrão para a detecção de lesões corticais, porque se tem mostrado com melhor 

sensibilidade e especificidade do que outras técnicas43.  Sua alta sensibilidade é 

provavelmente causada pelo fato de que as alterações funcionais da córtex renal 

aparecem mais precocemente do que as lesões anatômicas. A diminuição da 

captação do DMSA-99mTc na pielonefrite aguda é causada pela disfunção das 

células tubulares renais e pela isquemia. Lesões corticais são caracterizadas por 

defeitos simples ou multifocais de captação de DMSA-99mTc, mas frequentemente 

podem ser observada diminuição de captação difusa. Em estudo da área pediátrica 

foi evidenciado que a cintilografia com DMSA-99mTc detectou com grande 

sensibilidade e especificidade anormalidades renais em doenças da córtex renal em 

crianças, lesões essas não detectadas pela ultrassonografia44.  Este tem sido o 

exame usual para diagnóstico de lesões renais44.  

 

2.4. Biodistribuição de Radiofármacos 

 

Quando um radiofármaco é administrado a um paciente, ocorre o processo de 

biodistribuição. Este processo consiste de (i) absorção, (ii) distribuição, (iii) 

metabolismo e (iv) excreção da substância. A biodistribuição ou farmacocinética dos 

radiofármacos pode ser alterada por uma variedade de procedimentos cirúrgicos45, 

medicamentos naturais e alopáticos administrados aos pacientes, ou por doenças.  

 Dentre os procedimentos cirúrgicos que afetam a biodistribuição dos 

radiofármacos, suspeita-se que a esplenectomia seja um deles, visto que já foi 

demonstrado que a mesma provoca alterações metabólicas no fígado (um dos 

órgãos relacionados com o metabolismo de fármacos), que podem repercutir 

sistemicamente, quando o fígado é submetido ao dano isquemia/reperfusão46. 

Entretanto, pouco se sabe a respeito dos efeitos da esplenectomia na função renal. 
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2.5. O Baço e a Esplenectomia 

 

O baço corresponde à maior unidade do sistema mononuclear fagocitário, 

constituindo-se no maior acúmulo de tecido linfoide do organismo e o único órgão 

dessa natureza interposto na circulação sanguínea47.  A alteração esplênica mais 

frequentemente detectada é a esplenomegalia, que corresponde a um sinal clínico 

importante e pode estar relacionada com: processos infecciosos, estados 

congestivos da hipertensão portal, distúrbios linfo-hematogênicos, condições 

imunológico-inflamatórias, doenças de armazenamento, neoplasias primárias e 

secundárias e outras 48,49. Durante muito tempo as funções do baço permaneceram 

desconhecidas.  Por ter sua importância pouco esclarecida e pelo fato de sua 

ausência ser compatível com a vida, até recentemente este órgão vinha sendo 

retirado indiscriminadamente no trauma e em diversas doenças hematológicas, sem 

que nenhuma contestação com base científica surgisse a respeito dos malefícios da 

esplenectomia50. A esplenectomia total era considerada a única opção terapêutica, 

independentemente do tipo e da extensão da afecção esplênica. Nas duas últimas 

décadas, os estudos sobre o baço tornaram-se progressivamente frequentes e a 

participação do órgão no sistema imunológico passou a ser bem conhecida, fazendo 

com que a cirurgia mais conservadora do tipo esplenectomia parcial e o 

autotransplante ganhasse adeptos52. O baço é o principal responsável pela 

fagocitose e pela depuração de partículas, bactérias, vírus, fungos e parasitas da 

corrente sanguínea51. 

A esplenectomia é uma prática bem estabelecida para o tratamento das 

lesões traumáticas e de diversas doenças hematológicas; estão indicadas para 

púrpura trombocitopênica idiopática, anemia hemolítica autoimune, esferocitose 

hereditária, síndrome de Felty, esplenomegalia, tumores e cistos esplênicos. A 

literatura médica menciona outras indicações para a esplenectomia como, por 

exemplo, hipertensão portal, infecções parasitárias e outras doenças esplênicas 

específicas, como hemangiomas e abscessos53-55. Complicações após 

esplenectomia são frequentes.  No trauma, o baço é quase sempre normal, de modo 

que não há razão para remover este importante órgão na sua totalidade56. As 

múltiplas complicações pós-esplenectomia, incluindo sepse grave, trombose do 
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sistema venoso porto-esplênico e morte precoce em consequência, estão bem 

descritas na literatura57-59.  Entretanto, informações a cerca da repercussão da 

asplenia na função renal são quase inexistentes, fato que fez desencadear a 

pergunta: o rim tem participação na resposta pós-esplenectomia em modelo 

experimental?  
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3. OBJETIVOS 

 

 

1. Avaliar se a ausência do baço altera a biodistribuição do radiofármaco DMSA-

99mTc em ratos Wistar.  

2. Analisar se após esplenectomia ocorrem alterações nas provas bioquímicas 

de função renal.  
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4.1. ARTIGO PRINCIPAL 

 

4.1.1. Influence of Splenectomy on the Biodistribution of Technetium-99m 

Dimercaptosuccinic acid (Tc-99m-DMSA) in Rats 

 

Maria Kadja Meneses Torres Açucena1*, Kércia Regina Santos Gomes Pereira1, 

Arthur Villarim Neto1, Amália Cínthia Meneses Rêgo1, Mário Bernardo-Filho1 , 

Ítalo Medeiros Azevedo2, Irami Araújo Filho2, Aldo Cunha Medeiros2 

 

1Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Programa de Pós-Graduação em 

Ciências da Saúde, Centro de Ciências da Saúde, Av. Nilo Peçanha, s/n – 59012-

300 Natal-RN, Brazil; 2Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Departamento 

de Cirurgia, Av. Nilo Peçanha, s/n – 59012-300, Natal-RN, Brazil 

 

ABSTRACT 

 

This study aimed to evaluate if the splenectomy alter biodistribution of 99mTc-DMSA 

and renal function in Wistar rats. Used groups: splenectomy (n = 6) and control (n = 

6). After 15 days postsplenectomy, administration of 0.1 ml of 99mTc-DMSA IV 

(0.66MBq). Thirty minutes later, biopsies from kidney, heart, lung, thyroid, stomach, 

bladder, femur, blood. Samples were weighed and the percentage of radioactivity/g 

(%ATI/g) counted with Wizard Gamma Counter Perkin-Elmer. Serum urea and 

creatinine, hematocrit, leukocytes and platelets were measured. Statistics by t test, 

significance p<0.05. There was a significant reduction in %ATI/g in kidney and blood 

(p <0.05) of splenectomized animals, a significant increase (p<0.05) of urea (88.8 ± 

18.6 mg / dL) and creatinine (0.56 ± 0.08), compared to the controls (51.5±1.6, 

0.37±0.02mg/dL, respectively) as well as leukocytosis, increase in platelets, and 

hematocrit reduction. Conclusion: in rats, splenectomy changed the renal function 

and the uptake of 99mTc-DMSA.  

 

Key-words: Splenectomy, Biodistribution, Technetium, Rats. 
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INTRODUCTION 

 

 

 

 The spleen has a complex physiologic role, as evidenced by its multiple 

immunologic, filtration, reservoir, and hematopoietic functions. Several immunologic 

roles are uniquely exercised by the spleen. It is more efficient in removing non-

opsonized bacteria, mostly encapsulated organisms, than is the liver. It is the main 

site of the opsonins, tuftsin and properdin, as well as of immunoglobulin-M antibody 

synthesis (Brendolan et al., 2007). Splenectomy has been indicated for trauma, 

tumor and hematological disorders (Petroianu, 2005).  In some splenectomized 

patients severe infection and disseminated intravascular coagulation (DIC) with post-

mortem congestion in every organ as well as bleeding may occur.  Frequent causes 

of death  are progressive renal failure, pneumococcal sepsis, DIC, hemorrhage, 

pulmonary and renal congestion (Tajiri et al., 2007). In spite of the evidence of  renal 

complications in the postoperative of splenectomy, this problem has been scarcely 

studied. 

99mTechnetium-dimercaptosuccinic acid (99m Tc-DMSA) scintigraphy is the 

standard method used to evaluate permanent renal damage in children with urinary 

tract infection (Stokland  et al., 2007; Piepsz et al., 1999). The use of 99m Tc-DMSA 

for renal cortical scintigraphy, introduced in the 1970s, has been shown to be 

sensitive and specific for  diagnosing pyelonephritis in children (Majd & Rushton, 

1992). Quantitative single-photon emission computed tomography (SPECT) 

measurement of 99mTc-DMSA uptake by the kidneys is a reproducible method that 

can reliably be used to monitor serial changes in individual renal function. The 

method provides information concerning the percentage injected dose per cubic 

centimeter of renal tissue and functional kidney volumes, and can obtain individual 

kidney uptake, which provides a practical index for evaluating  individual renal 

function (Groshar et al., 1997). The renal uptake of 99mTc-DMSA is dependent on 

renal blood flow and proximal tubular cell membrane transport function (Taylor, 

1982).  

When a radiopharmaceutical is administered to a patient, the process of 

biodistribution begins; this consists of absorption, distribution, metabolism and 

excretion. The biodistribution and labeling of blood constituents by 

radiopharmaceuticals can be changed by surgical procedures performed in animal 
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models (Araújo-Filho et al., 2007; Chacon et al., 2007), and by phytotherapic and 

allopathic drugs (Rebello et al., 2007; Neves et al., 2007; Fonseca el al., 2007; 

Xavier-Holanda et al., 2006). The biodistribution of radiopharmaceuticals is based on 

the same pharmacokinetic principles described for therapeutic agents. So, when a 

patient is using a given drug, or was previously submitted to a surgical procedure, the 

biodistribution of a radiopharmaceutical injected intravenously to perform scintigraphy 

might change. It may bypass the target organ and undermine the effectiveness of 

image diagnostic methods of nuclear medicine (Braga et al., 2000).  

Therefore, the present study aimed at investigating whether splenectomy, an 

operation that may alter immunology, coagulation and hematologic functions, could 

change the biodistribution of 99mTc-DMSA to some organs, especially the kidney of 

rats. An additional objective was to determine if splenectomy could  affect the 

red/white blood cell and platelet count, as well as renal function.  

 

MATERIAL AND METHODS 

 

Male Wistar rats, weighing 295±31g, were supplied by the Center of Experimental 

Surgery of the Federal University of Rio Grande do Norte, Brazil. The animals were 

housed under standard conditions, and fed rodent chow and water ad libitum. The 

protocol for this study was approved by the Institutional Animal Care Committee, and 

all surgical procedures and care administered to the anim1als were in accordance 

with Brazilian College of Animal Experimentation guidelines. After 7 days of 

acclimatization in the laboratory, the rats were randomly allocated to two groups of 6 

rats each. The groups were denominated splenectomy (SP) and control (C).  

After overnight fast, the rats were anesthetized with intraperitoneal thiobarbital (20 

mg/kg weight) and ketamine (50 mg/kg weight) IM. A midline laparotomy was 

performed after the skin was shaved and sterilized with 70% ethanol. The spleens of 

SP group rats were removed. The laparotomy wound was closed with 4-0 nylon in 

layers and individual rats were placed in separate cages. They were allowed water 

ad libitum and rat chow after 24 h postoperatively. The C rats (n=6) were neither 

anesthetized nor operated on. Hydration was performed with normal 0.9% saline (10 

mL/100g weight) injected subcutaneously in the back of the rats for the first two 

postoperative days. Postoperative pain was treated with tenoxicam (Roche Pharm., 

Brazil); 10 mg/kg was given IM to the rats once a day for the first three days. Body 
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weight was monitored weekly throughout the entire 15-day experimental period. 

Activity, mucosa and skin color were observed daily. 

On the 15th day all the animals were anesthetized again, and injected with 0.lmL of  

99mTc-DMSA (corresponding to radioactivity of 0.66MBq) in the orbital plexus. After 

30 min, blood was collected by cardiac puncture for dosages and the animals were 

killed by a lethal dose of anesthetic. Samples of the kidney, heart, lung, thyroid, 

stomach, bladder, femur and blood were harvested. The samples were washed in 

0.9% saline, weighed on a high-precision digital scale (Bel-Mark 160-II Itália ) and 

subjected to radioactivity detection using a 1470 WizardTM Gamma Counter - Perkin-

Elmer, Finland, with automatic correction of radiation decline. The percentage of 

radioactivity/g (%ATI/g) of each organ was calculated by dividing the activity per 

gram of the sample tissues by the total activity administered to each animal.  

Serum urea and creatinine were measured with a Konelab 60i Spectrophotometer 

(assay kit from Weiner, São Paulo, Brazil). Hematological analysis of hematocrit 

(HCT), white blood cells (WBC) and platelets was performed using an  Abbot Cell 

Dyn 3500 Automatic Analyzer, São Paulo, Brazil. The data were expressed as 

mean standard deviation (SD). Group comparison was made using ANOVA and the 

post-hoc Student test,  with a significance level set at p<0.05. 

 

RESULTS 

 

 Table 1 shows  significantly lower  kidney and blood uptake levels of 99mTc-DMSA 

in animals subjected to splenectomy, than those found in control rats (p<0.05). The 

radioactive uptake predominated in the kidney and bone (femur), the main target 

tissues for 99mTc-DMSA. Specifically, the lung demonstrated higher uptake in 

splenectomized rats than in controls (p=0.008). In the other organs (heart, thyroid, 

stomach, bladder and femur) we did not detect significant differences in 99mTc-

DMSA uptake between splenectomized and control rats (p>0.05). 

Postsplenectomy symptoms such as hematuria, pale mucosa and lethargy were 

observed in 6 animals, but not in control rats. We observed no significant body 

weight loss in splenectomized rats, compared to controls.  
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Table 1 - Results of 99mTc-DMSA biodistribution in each organ, and the p value to 

investigate the existence of statistically significant differences between splenectomy 

and control groups. 

Organs 
%ATI/g 

p 

Splenectomy Control 

Kidney 2.10  0.30 3.27  0.81 0.041 

Heart 0.13  0.04 0.12  0.02 0.066 

Lung 0.23  0.05 0.12  0.06 0.008 

Thyroid 0.07  0.02 0.06  0.02 0.357 

Stomach 0.08  0.02 0.06  0.02 0.225 

Bladder 
0.34  0.43 0.42  0.35 0.736 

Femur 2.04  0.01 1.93  0.01 0.924 

Blood 0.30  0.09 0.53  0.16 0.012 

Mean Standard deviation; %ATI/g, percent of radioactivity per gram. 

 

 

 

Table 2 – Values of  urea, creatinine, platelets, hematocrit (HCT) and white blood cell 

(WBC) count at the 15th postoperative day following splenectomy, compared to 

controls. 

Dosages Splenectomy Control p 

Urea (mg/dL) 88.3  18.5        51.7  1.3 0.01 

Creatinine (mg/dL) 0.56  0.08 0.37  0.02 0.0014 

Platelets (k/μL) 1252  248 530  251 0.002 

HCT (%) 22.8  4.7 46.8  9.02 0.0002 

WBC (k/μL) 15.2  2.9 3.3  0.8 <0.001 

Mean standard deviation; WBC, white blood cells; p-value from t test for independent samples; HCT, 

hematocrit. 

 

To examine the effects of prior splenectomy on kidney injury, we assessed the levels 

of urea and creatinine. (Table 2). In splenectomized rats, urea and creatinine values 
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(88.3  18.5 mg/dL and 0.56  0.08 mg/dL respectively) were significantly (p<0.05) 

higher than in controls (51.7  1.3 mg/dL and 0.37  0.02 mg/dL respectively).  

Changes in  platelet and WBC counts are summarized in Table 2. At postoperative 

day 15, the number of platelets and WBC was significantly higher in splenectomized 

rats than in controls (p<0.05). Hematocrit was significantly lower in splenectomized 

rats (22.8 4.7%) than in controls (46.8 9.02%; p=0.0002). 

 

DISCUSSION 

Splenectomy is recognized as having a significant immunomodulating effect, best 

described with regard to postsplenectomy sepsis and graft survival after renal 

transplant (Shaw & Print, 1989). During the last ten years, nonoperative management 

has become the primary method of preserving the spleen. Splenectomy is now 

required for around 50% of splenic trauma injuries (Velmahos et al., 2000). Sepsis 

following splenectomy, known as postsplenectomy infection syndrome and 

associated with a high mortality rate, is the most feared postoperative complication 

(Malangoni et al., 1984; Chhaikof & McCabe, 1985).  

The white blood cell count (WBC) is an integral part of sepsis diagnosis. Early WBC 

trends alert the physician about the possibility of sepsis and allow prompt therapeutic 

response. However,  postsplenectomy diagnosis of sepsis based on elevated WBC  

is confounded by the fact that leukocytosis is a physiologic response to splenectomy, 

similar to the phenomenon of elevated postsplenectomy platelet count  (Bessler et 

al., 2004; Horowitz et al., 1992). Some reports suggest that postsplenectomy WBC in 

patients with sepsis is greater and more persistent than the WBC in patients without 

sepsis (Rutherford et al., 1994).  

In our study, we sought to determine if splenectomy was able to change the 

biodistribution of Tc-99m-DMSA to some organs, especially to the kidneys, the 

preferential uptake target of this radiopharmaceutical. As all animals had hematuria, 

leukocytosis and a significant platelet increase, we suspect that the splenectomized 

animals were affected by sepsis associated with disseminated intravascular 

coagulation. Increased white blood cell count and platelets are frequently the only 

hematological abnormalities observed in splenectomized patients (Petroianu et al., 

2006). The phenomenon of temporary leukocytosis following splenectomy has been 

well known for many decades as a physiologic response to removal of the spleen. 
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Leukocytosis is also a prominent finding of postoperative sepsis, a common and 

much feared complication of splenectomy. Therefore, confusion exists as to whether 

postsplenectomy leukocytosis should be considered a normal finding or a warning 

sign mandating treatment (Horowitz et al., 1992). Associated with hematuria, the 

animals in this  study had significant  kidney function impairment, due to the increase 

in urea and serum creatinine. These findings may explain the marked reduction in 

99mTc-DMSA uptake by renal parenchyma, reinforcing the characterization of 

postsplenectomy renal failure in rats. 

Some physiological and pharmacological properties related to the radiobiocomplex 

sodium pertechnetate (Na99mTcO4) have been reported. After intravenous injection, it 

is weakly bound to serum proteins (70-80%).  The pertechnetate ion (99mTcO4
-) 

diffuses slowly through the capillary membranes to the interstitial fluids, from where it 

is cleared by various organs. In the kidneys, 99mTcO4
- is filtered in the glomeruli, but 

86% is reabsorbed in the proximal tubes. When associated with the radiotracer 

DMSA, the uptake will occur  mainly in the kidneys. (Owunwanne et al., 1995; 

Zuckier et al., 2004).  

Most investigators encourage using DMSA scintigraphy for the early diagnosis of 

many diseases, because of its cost-effectiveness and safety. A focal reduction or 

absence of uptake in one or more areas of the kidney is considered abnormal, 

indicating renal damage. In positive cases, DMSA scintigraphy is found to be highly 

sensitive in detecting multiple lesions (Piepsz et al., 1999; Stogianni et al., 2007). 

Besides leukocytosis and renal impairment evidenced by changes in urea and 

creatinine, we observed that the splenectomized animals had intense anemia 

associated with low hematocrit in all operated rats. In fact, they all showed clear 

signs of pale mucosa and hematuria at the 15th postoperative day. Certainly these 

hematologic findings contributed to the renal failure and to the low uptake of the 

radiopharmaceutical in the blood of splenectomized animals.  

In conclusion, the results suggest that splenectomy in rats results in important 

hematological changes as well as impairment in renal function and 99mTc-DMSA 

uptake. 
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RESUMO 

 

Estudo com objetivo de avaliar se a esplenectomia altera a biodistribuição do DMSA-

Tc99m em ratos Wistar e a função renal. Usados 2 grupos: esplenectomia(n=6) e  

controle(n=6) animais não operados. Após 15 dias, administração de 0,1 ml de 

DMSA-Tc99m via plexo orbital (0,48 MBq). 30 minutos depois, retiradas biópsias rim, 

coração, pulmão, tireóide, estômago, bexiga, fêmur, sangue. Após pesadas as 

amostras, foi determinado o percentual de radioatividade/g (% ATI/g) em cada uma 

delas, com o Wizard Gama Counter Perkin-Elmer . Dosadas uréia e creatinina 

sérica, hematócrito, plaquetas eleucócitos. Estatística pelo teste t, significância 0,05. 

Foi observada redução significante no %ATI/g no rim e sangue (p<0,05) dos animais 

esplenectomizados, aumento significante (p<0.05) da uréia (88,8±18,6mg/dL) e 

creatinina (0,56±0,08), comparado aos controles (51,5±1,6;  0,37±0,02mg/dL, 

respectivamente) assim como leucocitose, aumento de plaquetas e redução de 

hematócrito. Conclusão: em ratos a esplenectomia alterou a captação de DMSA-

Tc99m pelo rim, e a função renal.  
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4.2. OUTROS ARTIGOS PUBLICADOS EM COLABORAÇÃO 
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ABSTRACT  

Some drugs and surgery can interfere with the biodistribution of 

radiopharmaceuticals and data about the effect of splenectomy in the metabolism of 

phytate-Tc-99m are scarce. This study aimed to evaluate the interference of 

splenectomy on biodistribution of phytate-Tc-99m and liver function in rats. The SP 

group rats (n=6) underwent splenectomy. In group C(control) the animals were not 

operated. After 15 days, all rats were injected with 0.1mL of Tc-99m-phytate via 

orbital plexus (0.48MBq). After 30 minutes liver samples were  harvested, weighed 

and percentage of  radioactivity per gram (%ATI/g) was determined by gama counter 

Wizard Perkin-Elmer.  The ATI%/g in splenectomized rats (0.99±0.02) was 

significantly higher than in controls  (0.4±0.02), (p=0.034). ALT, AST and HDL were 

significantly lower in SP rats (p= 0.001) and leukocytosis was observed in SP rats. In 

conclusion, splenectomy in rats changed the hepatic biodistribution of Tc-99m-

phytate and  liver enzimatic activity. 
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INTRODUCTION 

 The spleen is well known to be the largest lymphoid organ in the body. The 

spleen’s functions are many, but they are generally in 1 of 4 categories: filtration, 

immunologic, reservoir, and hematopoietic functions. Many of the spleen’s 

immunologic functions, therefore, are in common with other immunologic organs. For 

example, the spleen is efficient at removing non-opsonized bacteria, mostly 

encapsulated organisms (Müftüoğlu et al., 2000). Splenectomy is frequently 

performed for a multitude of reasons, including trauma and various pathologic 

processes. Blunt abdominal trauma remains the most common indication for 

splenectomy, but patients with a variety of hematologic disorders also benefit from 

this procedure. Loss of the spleen, however, leads to a lifelong higher risk for sepsis 

and severe infection (Bader-Meunier et al., 2001, Waghorn et al., 1997)  and may be 

associated with an increased rate of thromboembolic complications, enhanced 

arteriosclerosis, and late coronary heart disease (Schilling, 1997). It has been related 

that splenectomy might somewhat promote hepatic regeneration, prevent liver 

fibrosis (Akahoshi et al., 2002, Murata et al., 2001), reduce serum bilirubin 

concentration and improve liver function (Shimada et al., 2000, Lin et al., 1999).  

However, considering the relationship of spleen with the physiology of liver, the 

nuclear medicine may have an important role in studying the diagnose and 

physiology of liver after splenectomy.  

 Since its introduction some time ago, Tc-99m-phytate colloid has been used 

as an imaging agent for the liver and spleen (Huet et al., 1980). Subjective 

assessment of parameters such as the dimensions of the liver,  colloid shift, and 

uptake of radiopharmaceutical in the bone marrow have been used for both 

diagnosis of liver diseases and evaluation of its progression. Subjective assessment 

of radiocolloid distribution has been shown to be unreliable, and quantitative 

techniques have been used to evaluate liver function (Jago et al., 1987). The 

distribution of radiocolloid uptake in the liver and bone marrow has been shown to 

correlate well with the severity of chronic liver disease, the severity of histologic 

fibrosis, prognosis, and hepatic function (Hoefs et al., 1997).  Thus, quantitation of 

liver uptake of 99mTc-phytate colloid provides a practical index of hepatic function, 

by using planar and single photon emission computed tomography (SPECT) 

techniques (Strauss et al., 1984). The ability to quantitate individual organ volumes 
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and radiopharmaceutical concentrations with SPECT (Front et al., 1987, Iosilevsky et 

al, 1989)  stimulates the use of Tc-99m-phytate colloid scintigraphy of the liver as a 

quantitative test of hepatic function. Biodistribution of radiopharceuticals may give 

important information about the uptake of them to some target organs but, after 

surgery are scarce (Chacon et al., 2007, Araújo-Filho et al., 2007). 

 This study aimed do evaluate if the splenectomy interferes with liver function 

and on the biodistribution of Tc-99m-fytate in the liver of Wistar rats.  

 

MATERIALS AND METODS 

Animals: Wistar male rats weighing 274±21g were obtained from Vivarium of Center 

for Health Sciences, UFRN, Brazil. The animals were housed in popypropilene cages 

and received standard rat chow and water ad libitum. Prior to surgery, rats were 

fasted overnight in separate cages. At the start of the study, after 7 days of 

acclimatization, the rats were allocated into two groups (each group, 6 animals). The 

groups were named splenectomy(SP) and control (C). The protocol for this study was 

approved by the Institutional Animal Care Committee, and the research was 

performed in accordance with the guidelines from Brazilian College of Animal 

Experimentation.  

Surgical procedure for splenectomy: Rats were anesthetized with ketamine 50 mg/kg 

IM and thiopental 20 mg/kg IP, shaved and placed on an operative board and fixed 

with tapes. Midline laparotomy (3cm) was performed after skin sterilization with 

ethanol 70% and covering with a sterile small drape with a circle 6 cm aperture. In 

group SP (n=6) the spleen was identified and ressected after the ligature of the 

spleen vessels with vicryl 5-0 (Ethicon, São Paulo, Brazil). The peritoneal cavity was 

irrigated with warm (37°C) normal saline. The laparotomy wound was closed with 4-0 

nylon in layers and individual rats were placed in separate cages. They were allowed 

water ad libitum and rat chow 24 h postoperatively. The C rats (n=6) were not 

anesthetized neither operated. The hydration was done with normal saline (10 

mL/100g weight) injected subcutaneously in the back of the rats for the first two 

postoperative days. Postoperative pain was treated with tenoxicam (Roche Pharm., 

Brazil); 10 mg/kg was given i.m. to the rats once a day for three days. 
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Body weight and clinical observation:  Body weight was monitored weekly 

throughout the entire experimental period lasting 15 days. Activity, mucosa and skin 

color were observed daily. 

Radioactivity count: Sodium pertechnetate (Na99mTcO4) was obtained by elution of a 

99Mo/99mTc generator (Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, Comissão 

Nacional de Energia Nuclear, Brazil), and 99mTc-phytate was prepared. On the 15th 

day all the animals were anaesthetized again, and injected with 0.lmL of 99mTc-

phytate in the orbital plexus, corresponding to radioactivity of 0.66MBq. After 30 min, 

blood was collected by cardiac puncture for dosages and the animals were killed by 

lethal dose of anesthetic. Samples of the liver were harvested. The samples were 

washed in 0.9% saline, weighed on a high-precision digital scale (Bel-Mark 160-II 

Itália ) and subjected to radioactivity detection using a 1470 WizardTM Gamma 

Counter - Perkin-Elmer, Finland, with automatic correction of radiation decline. The 

percentage of radioactivity/g (%ATI/g) of each organ was calculated by dividing the 

activity/g of the hepatic tissue by the total activity administered to each animal.  

Laboratory analysis:  A blood sample was used for hematological analysis of 

white blood cells (Automatic Analyzer Abbot Cell Dyn 3500) and for the serum 

measure of alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST) and 

lactic desidrogenase activity, using the Spectrophotometer Konelab 60i, (assay kit 

from Weiner, São Paulo, Brazil).  

Statistics: The data were expressed as mean standard deviation (SD). The 

comparison between groups were done using ANOVA and the post-hoc Student test, 

considering significant p<0.05. 

RESULTS 

 Postsplenectomy symptoms such as hematuria, pale mucosa and lethargy 

were observed in 3 animals and these were not seen in control rats. We did not 

observe a significant body weight loss in splenectomized rats, comparing with 

controls. Radioactivity per gram of liver tissue ((%ATI/g) was increased by prior 

splenectomy in the SP group rats (0.99 0.2), when compared to the control (C) group 

(0.4 0.2). Comparing the groups, the difference was significant (p=0.034; Table 1). 

To examine the effects of prior splenectomy on liver function  of rats, we assessed 

the levels of ALT, AST and LDH activity, as marker of liver injury, at 15 days after 

splenectomy (Table 1). In splenectomized rats rats, ALT, AST and LDH values were 



26 

 

 

markedly attenuated, compared with the control group rats (p=0.001; Table 1). In 

addition, splenectomy resulted in increasing on white blood cells count in the SP rats 

(13.8  2.7 k/μL), when compared to the C rats (2.5 0.9 k/μL; Table 1). 

 

Table 1 – Results of percentage of radioactivity per gram (%ATI/g)of liver, hepatic 

enzymes activity and . 

Exams Splenectomy Control p(1) 

Liver (%ATI/g) 0.99  0.2 0.4  0.2 0.034 

ALT (UI/L) 114.6  10.9 157.5  13.2 0.001 

AST (UI/L) 51.6  7.8 62.0  2.5 0.041 

LDH (UI/L) 

 

WBC (k/μL) 

8.2  2.4 

 

13.8 2.7 

16.1  1.1 

 

2.5  0.9 

0.001 

 

<0.001 

Mean standard deviation; ALT,alanine aminotransferase; AST, aspartate 

aminotransferase; LDH, lactic dehidrogenase; p-value from t test for 

independent samples; WBC, white blood cells. 

 

DISCUSSION 

 Based on current knowledge, there is no doubt that the spleen is a lymphoid 

organ. Filtration, immunology, reservoir, and hematopoiesis are such important 

functions, that partial splenectomy or the preservation of the organ by suture are 

preconized in cases of traumatic injuries (Resende and Petroianu., 2003). 

Complications of various types and beneficial effects of the operation are described 

in the post-operative splenectomy (Cadili and Gara., 2008).Splenectomy might 

somewhat promote hepatic regeneration and prevent liver fibrosis (Murata et 

al.,2001, Chen et al., 1998).   

 In this study it was demonstrated that in splenectomized rats the 

biodistribution of 99mTc-phytate to the liver was higher than in controls, meaning that 

the operation favored the hepatic uptake of the radiopharmaceutic. This result 

coincided with the improvement in liver function, validated by the better alanine 

aminotransferase, aspartate aminotransferase and lactic dehidrogenase activities in 

splenectomized rats, compared with controls.  In some studies splenectomy 

promoted hepatic regeneration (Akahoshi et al., 2002, Murata et al., 2001), 
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prevented liver fibrosis (Chen et al., 1998), reduced serum bilirubin concentration 

and, consequently, reflected the effect of splenectomy on reducing the burden of 

hepatocyte bilirubin metabolism, improving liver function (Shimada et al, 2000, Lin et 

al., 1999). Tomikawa et al (1996) reported that splenectomy increased the 

hepatocyte growth factor (HGF) activities in the plasma, suggesting that the spleen 

played an inhibitory role in hepatic regeneration. HGF, first identified as the most 

potent mitogen for primary hepatocytes, not only stimulates hepatic regeneration but 

also accelerates liver function. Moreover, the fact that a large amount of splenic 

tissue connects to liver tissue through the portal vein system, suggests the existence 

of a humoral factor originating from the spleen, which thus inhibits hepatic 

regeneration and promotes liver fibrosis. In rats submitted do hepatic  

ischemia/reperfusion, prior splenectomy ameliorated acute multiple organ damage 

(Jiang et al., 2007). These findings, associated to the favorable serum activity of ALT, 

AST and LDH in our splenectomized rats, in part explain the high hepatic 

biodistribution of 99mTc-phytate in the operated animals. 

  The postsplenectomy diagnosis of sepsis based on white blood cell (WBC) 

elevation is confounded by the fact that leukocytosis is considered a physiologic 

response to splenectomy (Horowitz et al., 1992).  Some reports suggest that WBC 

count postsplenectomy in patients with sepsis is greater and more persistent than the 

WBC in patients without sepsis (Weng et al.,2005, Rutherford et al., 1994).  

 In this study we were not able to diagnose sepsis in the splenectomized rats. 

Nevertheless, all the operated animals had leukocitosis (WBC ranging from 11 to 18 

k/μL) in the 15th postoperative day. It has been related that by the fifth day following 

post-traumatic splenectomy, the WBC count may help the physician to confirm the 

development of sepsis and the need for treatment. If the WBC is greater than 

15x103/μL on that day, the physician should seriously consider treatment by empiric 

antibiotics and further diagnostic work-up to prevent the untoward sequelae of 

postsplenectomy sepsis (Toutouzas et al., 2002).  

In conclusion, in rats the splenectomy ameliorated the liver uptake of Tc-99m-phyate, 

coinciding with changing in hepatic enzymatic activity. 

RESUMO 

 

O radiofármaco fitato-Tc-99m. é usado no diagnóstico através de exames de imagem, na 

dependência de sua biodistribuição. O objetivo do trabalho foi avaliar efeito da esplenectomia na 
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biodistribuição do fitato-Tc-99m e função hepática em ratos Wistar.   Sob anestesia e técnica 

asséptica, os animais do grupo SP(n=6) foram esplenectomizados. Grupo 

C(controle; n=6) não operado. Após 15 dias, injeção de 0,1ml de fitato-Tc-99m via 

plexo orbital (0,48MBq). Após 30 minutos, retiradas biópsias hepáticas para 

determinação do percentual de radioatividade/grama (% ATI/g), usando-se contador 

gama WizardPerkin-Elmer . Realizada dosagem de ALT, AST e HDL, e 

leucometria. Estatística pelo teste t, significância 0,05. O %ATI/g nos ratos 

esplenectomizados foi 0,99  0,2 e nos controles 0,40  0,2 (p=0,034). ALT, AST e 

HDL tiveram dosagens significativamente menores nos esplenectomizados (p=0,01), 

com leucocitose, comparando com controles. Em conclusão, em ratos a 

esplenectomia provocou alteração na captação de fitato-Tc-99m pelo fígado, coincidindo 

com  alteração da função hepática.  
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4.2.2. Biodistribution of samarium-153-EDTMP in rats treated with 

docetaxel1 

 

Biodistribuição de EDTMP-153-samário em ratos tratados com docetaxel 
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ABSTRACT 

Purpose: Many patients with metastatic bone disease have to use 

radiopharmaceuticals associated with chemotherapy to relieve bone pain. The aim of 

this study was to assess the influence of docetaxel on the biodistribution of 

samarium-153-EDTMP in bones and other organs of rats. Methods: Wistar male rats 

were randomly allocated into 2 groups of 6 rats each. The DS (docetaxel/samarium) 

group received docetaxel (15 mg/kg) intraperitoneally  in two cycles 11 days apart. 

The S (samarium/control) group rats were not treated with docetaxel. Nine days after 

chemotherapy, all the rats were injected with 0.1ml of samarium-153-EDTMP via 

orbital plexus (25μCi). After 2 hours, the animals were killed and samples of the 

brain, thyroid, lung, heart, stomach, colon, liver, kidney and both femurs were 

removed. The percentage radioactivity of each sample (% ATI/g) was determined in 

an automatic gamma-counter (Wizard-1470, Perkin-Elmer, Finland). Results: On the 

9th day after the administration of the 2nd chemotherapy cycle, the rats had a 

significant weight loss (314.50±22.09g) compared (p<0.5) to pre-treatment weight 

(353.66± 22.8). The % ATI/g in the samples of rats treated with samarium-153-

EDTMP had a significant reduction in the right femur, left femur, kidney, liver and 

lungs of animals treated with docetaxel, compared to the control rats. Conclusion: 

The combination of docetaxel and samarium-153-EDTMP was associated with a 
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lower response rate in the biodistribution of the radiopharmaceutical to targeted 

tissues.  Further investigation into the impact of docetaxel on biodistribution of 

samarium-153-EDTMP would complement the findings of this study. 

 

Key words: Docetaxel. Samarium. Bioavailability. Chemotherapy. Rat.  

 

___________________________________________________________________ 

 

RESUMO 

Objetivo: Muitos pacientes com metastases ósseas são tratados com radiofármacos 

associados com quimioterapia para alívio da dor óssea. O objetivo do trabalho foi 

estudar a influência do docetaxel na biodistribuição do EDTMP-153-samário nos 

ossos e outros órgãos de ratos. Métodos: Ratos Wistar foram aleatoriamente 

alocados em 2 grupos de 6 animais cada. O grupo DS (docetaxel/samário) recebeu 

docetaxel (15 mg/kg) intraperitoneal em dois ciclos com 11 dias de intervalo. Os 

ratos do grupo S (samário/controle) não foram tratados com docetaxel. Nove dias 

após a quimioterapia, todos os animais receberam 0.1ml de EDTMP-153-samário via 

plexo orbital (25μCi). Após 2 horas, os animais foram mortos e feitas biópsias de 

cérebro, tireóide, pulmão, coração, estômago, cólon, fígado, rim e fêmures. O 

percentual de radioatividade por grama (%ATI/g) de tecido de cada biópsia foi 

determinado em contador gama automático (Wizard-1470, Perkin-Elmer, Finland). 

Resultados: No 9º após 2º ciclo de docetaxel os ratos tiveram perda de peso 

significante, passando de 353.66± 22.8g (controle/pré-tratamento) para 

314,50±22,09g (p<0.5). Os % ATI/g nos órgãos dos ratos tratados com EDTMP-

153–samário e docataxel tiveram redução significante nos fêmures direito e 

esquerdo, rim, fígado e pulmão, quando comparados com os não tratados com 

docetaxel. Conclusão: A combinação de docetaxel com EDTMP-153-samário foi 

associada com resposta mais baixa na biodistribuição do radiofármaco em órgãos 

alvo.  Futuras investigações sobre o impacto do docetaxel na biodistribuição do 

EDTMP-153-samário poderão complementar os achados teste estudo. 

Key words: Docetaxel. Samário. Biodistribuição. Quimioterapia. Rato.  

__________________________________________________________________ 
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1. Research performed at the Postgraduate Program in Health Sciences, UFRN, 

Brazil.  

 Introduction 

  

  Bone metastases are a frequent complication of cancer, occurring in up 70% 

of patients suffering from advanced breast or prostate cancer1. Bone metastases 

patients often present with severe bone pain, especially in the advanced stage of 

disease1,2. The major pain mechanism of small metastases appears to be the 

stimulation of nerve endings in the endosteum by a variety of chemical mediators. 

Larger bone metastases produce stretching of the periosteum, which leads to pain2. 

The resulting bone pain interferes with the patient’s quality of life and requires 

effective treatment. Unfortunately, various non-radiotherapeutic modalities such as 

analgesics, hormone therapy, orchidectomy, cytostatic and cytotoxic drugs, 

bisphosphonates, and surgery are not effective in all cases, especially in the late 

stage of the disease1,2. Systemic radionuclide therapy using boneseeking 

radiopharmaceuticals is considered a valuable and effective method for treating 

patients with widespread skeletal metastases and increased bone turnover, 

especially in patients with bone metastases from prostate and breast cancer 3,4,5.  

  In the 1980s the radiopharmaceutical samarium-153 ethylenediamine 

tetramethylene phosphonate (Sm-153-EDTMP) with short physical half-life was 

developed, and has been considered effective in the treatment of bone pain4,5. 

Docetaxel is one of the taxane class chemotherapies  that is being increasingly used 

to treat various solid tumors, including those of prostate and breast cancer. It acts by 

Bcl-2 protein inactivation in the metastatic cells, causing the death of tumor cells by 

apoptosis6. In patients with prostate cancer,  docetaxel has been suggested in 

various studies as the first-line choice for treating metastatic hormone-refractory 

disease. This treatment increases survival, compared to previously accepted 

chemotherapy schemes 6. 

  A significant number of patients with metastatic bone disease are often 

subjected to a series of concomitant treatments, including the use of radioisotopes to 

relieve bone pain, associated with chemotherapy. Accordingly, the aim of this study 

was to assess the influence of  docetaxel on the biodistribution of Sm-153-EDTMP, 
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especially in the bones of rats, enabling a more thorough knowledge of its 

applicability. 

 

Methods 

 

We used male rats provided by the Health Science Center vivarium , Federal 

University of Rio Grande do Norte, Brazil. The animals were randomly allocated into 

2 groups of 6 rats each. They were weighed and placed in individual cages with 

water and food (Labina Purina ®) "ad libitum" and acclimatized in the lab for 7 days. 

The rats were kept under temperature (21ºC), humidity (60 - 70%) and lighting (12 / 

12 hour cycle light / dark) control and they were handled in accordance with 

International Standards of Care and Use of Laboratory Animals, following the 

guidelines of the Brazilian College of Animal Experimentation. 

 The animals of the DS group (docetaxel/samarium) were administered 

docetaxel (Trixotene ®, Novartis, São Paulo, Brazil), intraperitoneally, using a 15 

mg/kg dose in two  administration cycles 11 days apart. The S group 

(samarium/control) rats were not treated with docetaxel. The animals remained under 

observation for 9 days after the 2nd cycle and  were then injected with 0.1 mL of Sm-

153-EDTMP via the orbital plexus, corresponding to radioactivity of 925 Bq (25μCi). 

Two hours after radiopharmaceutical administration, the animals were killed with an 

anesthesia overdose  (thiopental sodium, via the intracardiac cannula) and 

underwent surgery for removal of samples from the brain, thyroid, lung, heart, 

stomach, colon, liver, kidney and both femurs. The tissue samples were washed in 

0.9% saline, weighed on a precision scale (Mark 160®, Bel equipment, Italy) and 

their radioactivity was determined in an automatic gamma counter (Wizard 1470, 

Perkin-Elmer, Finland). The results are shown in counts per minute (CPM), corrected 

by disintegrations per minute (DPM). The efficiency of the gamma counter was 86%, 

as specified by the manufacturer. The specific activity of each sample was calculated 

by dividing its absolute count in DPM by its weight (DPM/g). The percentage of 

radioactivity of each sample (% ATI/g) was calculated by dividing its specific activity 

(DPM/g) by the total radioactivity injected in each animal. The total activity 
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administered to each animal was calculated from the average of three patterns with 

the same volume injected. 

The data were expressed as mean ± standard deviation. Statistical analysis for 

comparison between groups was performed by the Student and Tukey tests, using a 

significance level of 0.05. 

 

  

Results 

 

 No animal died during the experiment. On the eleventh day after the 1st  

chemotherapy cycle with docetaxel, the animals showed weight loss (mean 

329.16±29.2 g), but not  significantly different from pre-treatment weight (mean 

353.66± 22.8). Meanwhile, on the 9 th day after administration of the 2nd 

chemotherapy cycle, there was significant weight loss (314.50±22.09g) compared to 

pre-treatment weight (Figure 1). We  observed no changes in animal behavior or side 

effects, such as diarrhea and hair loss. During the laparotomy to remove organ 

samples, few peritoneal adhesions were observed in DS group rats. No macroscopic 

changes were detected in the abdominal organs. 

The analysis of the percentage of total activity of Sm-153-EDTMP injected per 

gram of tissue (% ATI/g) in the samples analyzed showed greater  

radiopharmaceutical activity in the liver, kidney, right femur, left femur and thyroid, 

when compared to other organs, in both the DS group (treated with docetaxel) and 

control group S (Table 1). In the rats treated with docetaxel, the Sm-153-EDTMP 

activity was smaller in all the organs studied, when compared to the control group, 

except in the brain. Using the Student t-test, we showed that this reduction was 

statistically significant in the right femur, left femur, kidney, liver and lungs of animals 

treated with docetaxel, compared to the control group rats (p<0.05). Consequently, 

there was no significant reduction in radioactivity biodistribution  in brain, thyroid, 

heart, stomach and colon samples (Table 1). 
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FIGURE 1 – The evolution of rats weight comparing  pretreatment and after the first 

(1st) and second (2nd) post-docetaxel treatment.  

* Significant difference, p<0.05, Tukey test. 
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TABLE 1- Comparison of percentage of radioactivity/g (% ATI/g) of samples from 

each organ of rats treated with Sm-153-EDTMP (group S) and with docetaxel + Sm-

153-EDTMP (group DS) . 

Organs 
% ATI/g 

p 
Group S Group DS  

Brain 0.01 ± 0.002 0.01 ± 0.005 0.753022 

Thyroid 0.40 ± 0.079 0.30 ± 0.066 0.07301 

Lung 0.17 ± 0.033 0.13 ± 0.025 0.043126 

Heart 0.12 ± 0.019 0.11 ± 0.019 0.300239 

Stomach 0.18 ± 0.042 0.14 ± 0.032 0.091458 

Colon 0.13 ± 0.041 0.11 ± 0.038 0.484202 

Liver 1.48 ± 0.187 0.96 ± 0.267 0.007438 

Kidney 1.21 ± 0.160 0.86 ± 0.144 0.007411 

Femur (right) 0.73 ± 0.105 0.46 ± 0.093 0.002484 

Femur (left) 0.72 ± 0.004 0.50 ± 0.086 0.003599 

Mean  SD, Student t test. S, samarium; DS, docetaxel+samarium. 

 

Discussion 

 

 Bone pain is a common symptom of metastatic cancer and may be difficult to 

control with analgesic medication alone. Systemic agents such as chemotherapy, 

bisphosphonates and hormonal therapy, as well as external beam radiation in the 

form of hemibody or focal bone irradiation are also used as palliative measures to 

control metastatic bone pain7. Radiation in the form of radiopharmaceuticals has 

been investigated for the relief of  bone metastasis pain and several systemically 

administered beta-emitters have been evaluated for the treatment of painful bone 

metastases, two of which (32-P and 89-Sr) have been studied extensively7. Both 

agents are effective in relieving pain from osteoblastic metastases, but they have 

properties that limit their usefulness. The very high beta energy of 32-P coupled with 

a low lesion-to-normal bone ratio has inhibited widespread use of this 

radiopharmaceutical as a palliative agent for bone pain7. The long physical half-life of 

89-Sr (50.5 days) results in a slow delivery of the radiation dose. Consequently, the 

onset of pain relief may not occur for several weeks after administration8. The long 
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half-life can also produce a prolonged and variable suppression of hematopoietic 

elements8, limiting the availability or efficacy of concurrent myelosuppressive 

therapies (e.g. external radiation, surgery or chemotherapy) that these patients 

frequently require. Therefore, we used  153-samarium in this study because of its 

physical and biological proprieties, ease of use in laboratory, as well as its efficacy in 

treating bone pain5. The physical half-life of 153-Sm is 46.3 h, and its beta particle 

has a maximum range of 1.7 mm in bone and 3.1 mm in soft tissue. The gamma 

emission at 103 keV (29% abundance) is suitable energy for imaging using standard 

scintigraphic cameras, and is low enough to result in minimal external exposure 

levels when administered at therapeutic levels9. Although many radiopharmaceuticals 

have been examined for bone pain palliation, samarium-153 has been the most 

extensively examined in clinical trials. The advantages of radiopharmaceutical use 

include the ease of administration, the ability to treat multiple sites of metastatic 

disease, the improved potential therapeutic ratio due to bone location  and the 

potential of combining with chemotherapy agents and external beam radiation for an 

enhanced therapeutic effect4,5 .  A subset of trials has suggested improved pain 

palliation   by combining a radiopharmaceutical agent with chemotherapy4,5,12.  

 Taxanes (docetaxel and paclitaxel) are currently one of the most extensively 

studied new chemotherapeutic agents for metastatic breast cancer. Single-agent 

docetaxel has demonstrated significant survival advantages over other recognized 

regimens in two trials involving patients with anthracycline-pretreated metastatic 

breast cancer10.  Some data suggest that docetaxel is one of the most active agents  

available for treating these patients11. 

 The primary objective of this study was to evaluate if combined chemotherapy 

interferes with the biodistribution of Sm-153-EDTMP to bone and other organs. It was 

based on the possibility of using Sm-153-EDTMP combined with docetaxel for the 

treatment of bone metastasis pain in patients with prostate or breast cancer.  

Recently, Ricci et al12 reported that Sm-153-EDTMP is effective in  bone pain relief, 

with minimal toxicity. When  administered in combination with chemotherapy 

(estramustine phosphate or mitoxantrone plus prednisone), it prolonged survival.  

 Many factors, such as drug therapy, radiation therapy, surgery, in addition to 

the pathological process, could affect the biodistribution of different 

radiopharmaceuticals13-15. In this work, when Sm-153-EDTMP was administered to 

rats previously treated with docetaxel, the biodistribution of the radiopharmaceutical 
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to bone, kidney, liver and lung was significantly lower than that of  controls. Based on 

these data, we can infer that an additional dose of Sm-153-EDTMP may be 

necessary to get the desired pain relief effect when docetaxel is used in combination 

with this radiopharmaceutical. It was reported that the average duration of bone pain 

palliation in patients treated with Sm-153-EDTMP alone was about 3–4 months, while 

it was about 9–10 months in patients who started receiving estramustine phosphate 

or mitoxantrone plus prednisone after treatment with the bone-seeking radionuclide12. 

However, information about the clinical effect of docetaxel associated to Sm-153-

EDTMP is scarce. The results obtained in the present work provide a rationale for 

further studies aimed at assessing combined chemotherapy and bone-targeted 

radiotherapy (docetaxel plus Sm-153-EDTMP) as a therapeutic strategy in patients 

with advanced hormone resistant prostate cancer.  

 In conclusion, the combination of docetaxel and Sm-153-EDTMP was 

associated with a lower response rate in the biodistribution of the 

radiopharmaceutical to targeted tissues.  Further investigation into the impact of 

docetaxel on the biodistribution of Sm-153-EDTMP would complement the findings of 

this study. 
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5. COMENTÁRIOS, CRÍTICAS E CONCLUSÕES  

 

 

O ingresso no Programa de Pós-graduação em Ciências da Saúde da 

UFRN contribui imensamente para o crescimento na área da pesquisa básica e 

na visão crítica e prática dos profissionais que atuam na Medicina Nuclear.  

Diversas etapas foram imprescindíveis para o desenvolvimento de uma visão 

crítica sobre todos os temas abordados durante o mestrado, dentre elas 

destacam-se a convivência no laboratório, a troca de experiências com 

profissionais de diferentes áreas de conhecimento, o aprendizado de diversas 

metodologias científicas. 

 Acredita-se que os resultados contidos neste trabalho possam contribuir 

para uma melhor compreensão dos possíveis efeitos da esplenectomia e, 

dessa forma, auxiliar os profissionais da área de Medicina Nuclear com novos 

conhecimentos e parâmetros que possam interferir no diagnóstico e tratamento 

dos pacientes. Especificamente na área da cirurgia do baço, pois até então o 

tema tinha sido pouco explorado na literatura no que diz respeito aos efeitos da 

asplenia na função de órgão tão importante como o rim. 

 Desde a elaboração do projeto inicial, a meta era procurar resposta para 

a pergunta: a ausência do baço pode interferir na função renal? Nenhuma 

modificação foi feita no projeto durante a realização do experimento, pois 

estudo piloto previamente planejado assegurou a viabilidade do trabalho. A 

princípio, houve a pretensão de manter os animais por pelo menos 30 dias 

após a esplenectomia.  Entretanto, observou-se uma mortalidade elevada após 

o 15º dia de pós-operatório, especialmente nos ratos machos, o que fez com 

que ficasse definido o tempo de observação de 15 dias para todos os animais.  

 Os ratos Wistar foram escolhidos como unidades do modelo 

experimental, pois a maioria dos trabalhos disponíveis na literatura, tratando-se 

de esplenectomia, tem sido realizada com a utilização desses animais 51,52. São 

de fácil aquisição e manutenção no laboratório, a um custo relativamente baixo. 

Neste trabalho foram utilizados dois grupos de animais: o grupo experimental, 

cujos ratos foram submetidos à esplenectomia e o grupo controle, com animais 

não anestesiados nem operados. Um terceiro grupo (grupo simulação ou 
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sham) poderia ter sido acrescentado, submetido à anestesia e laparotomia, 

sem esplenectomia. 

Entretanto, como os resultados coletados nos dois grupos estudados 

apresentaram dados com diferenças muito significantes, com valores de p 

muito baixos, optou-se por não utilizar um terceiro grupo, reduzindo o número 

de animais, sem comprometer a análise dos resultados. 

 No projeto piloto detectou-se e corrigiu-se uma variação na atividade 

radioativa injetada nos animais.  Esta variação ocorreu devido a um pequeno 

volume com uma quantidade não desprezível de atividade radioativa 

remanescente na seringa após injeção.  Esse problema foi solucionado quando 

foi estabelecido um padrão, formado pela atividade radioativa média em três 

tubos de ensaio, cada tubo com o conteúdo de uma seringa contendo o 

radiofármaco na mesma atividade radioativa empregada durante o estudo, 

simulando a situação real encontrada ao se injetar o radiofármaco no animal. 

 Este é um trabalho preliminar que pode desencadear uma série de 

outros utilizando o mesmo modelo, em busca de resposta para dúvidas que 

surgiram no decorrer dos experimentos. Futuros estudos deverão esclarecer, 

por exemplo, o porquê da alta frequência de hematúria pós-esplenectomia, e 

da alta mortalidade nos ratos machos, observada na fase do estudo piloto, 

onde os animais foram observados inicialmente por mais de 15 dias.  

 A análise estatística mostrou-se adequada, com utilização de testes que 

se adequaram aos dados coletados, não deixando dúvidas para a equipe 

multidisciplinar quanto à correta interpretação dos mesmos.  

 O presente trabalho apresentou-se relevante para esclarecer vários 

aspectos sobre o tema em estudo e acredita-se que os profissionais em 

Medicina Nuclear tenham disponíveis na literatura novos parâmetros sobre os 

efeitos da biodistribuição de radiofármacos após o procedimento cirúrgico aqui 

estudado.  Dessa forma, deseja-se também que as informações levantadas 

nesta pesquisa sirvam de ponto de partida para novos estudos sobre a 

avaliação de mecanismos de ação que possam explicar os resultados obtidos.  

Os exames em Medicina Nuclear podem apresentar alterações devido à 

interação de alguma substância presente em alguns fármacos ou pela 

alteração fisiológica após algum procedimento cirúrgico8-12.  Portanto, isso pode 
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implicar em diagnóstico impreciso, ou na repetição de exames, expondo o 

paciente e a equipe profissional a doses excessivas de radiação.   

 A experiência na área de Medicina Nuclear, aliada à necessidade de 

uma maior qualificação, despertou o interesse da autora desse estudo na 

busca por um curso de mestrado, e que após tal conquista torna-se importante 

salientar que houve considerável enriquecimento intelectual e científico e que, 

em seguida, a mesma deseja cursar o doutorado. 

 É importante ressaltar a parceria com a Unidade de Medicina Nuclear da 

Liga Norteriograndense Contra o Câncer na realização deste trabalho, pois o 

material radioativo foi fornecido pela mesma, depois de adquirido do Instituto 

de Pesquisa em Energia Nuclear (IPEN), órgão de competência da Comissão 

Nacional de Energia Nuclear (CNEN).  

 É importante mencionar que como houve o manuseio, a produção, a 

posse e a utilização de fontes radioativas, bem como o transporte, o 

armazenamento e o descarte desses materiais radioativos, fez-se necessário 

obedecer à norma CNEN-NN-3.01. Esta norma tem como objetivo estabelecer 

os requisitos básicos de proteção radiológica das pessoas em relação à 

exposição à radiação ionizante.  Dessa forma, houve uma exposição normal e 

mínima, que é a exposição esperada em decorrência de uma prática 

autorizada. 

 A autora tem a pretensão de continuar a colaboração com o Núcleo de 

Cirurgia Experimental da UFRN e, desta forma, contribuir na execução de 

novos projetos na mesma linha de pesquisa.  A vivência e experiência 

adquiridas nesses anos de curso de Mestrado proporcionaram conhecimento 

científico e profissional, despertando a pretensão em atuar como educadora, 

principalmente na busca do conhecimento comprovado cientificamente e digno 

de crédito.  Portanto, com a aquisição de novos conhecimentos e com a 

pretensão em fazer um doutorado, tudo isso poderá ser relevante para ações 

em projetos futuros junto a grupos de pesquisa da UFRN e/ou Liga Contra o 

Câncer e dessa forma na orientação de alunos nos programas de iniciação 

científica e pós-graduação. 

 Durante o período de dois anos, foram publicados 03 artigos científicos, 

em periódicos com indexação internacional, que se encontram anexados a esta 
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dissertação, o que contribuiu com o enriquecimento da autora do ponto de vista 

crítico e científico, correspondendo às expectativas e tornando possível o cum- 

primento de um cronograma previamente estabelecido.  

 Conclui-se, então, que este trabalho contribuiu para evidenciar novos 

conhecimentos a respeito da repercussão da esplenectomia na função renal e 

na biodistribuição de radiofármaco no modelo experimental utilizado. 

Adicionalmente, o Programa de Pós-Graduação de Ciências da Saúde cumpriu 

sua missão de contribuir substancialmente com a formação da autora. 
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ABSTRACT 

 

Splenectomy is indicated in hematologic diseases, hypersplenism, serious 

injuries and has been the cause of important metabolic and immunological 

changes.  This study aimed to evaluate if the splenectomy alters biodistribution 

of 99mTc-DMSA and renal function in Wistar rats. Twelve rats were used in two 

groups: splenectomy (n = 6) and control (n = 6). After 15 days postsplenectomy, 

intravenous administration of 0.1 ml of 99mTc-DMSA (0.66MBq) was 

performed. Thirty minutes later, biopsies from kidney, heart, lung, thyroid, 

stomach, bladder, femur and blood were harvested. Samples were washed with 

saline 0.9%, weighed and the percentage of radioactivity/g of tissue (%ATI/g) 

was counted with Wizard Gamma Counter Perkin-Elmer. Serum urea and 

creatinine, hematocrit, leukocytes and platelets were measured. Statistics was 

done by t test, and  p<0.05 was considered significant. The results showed a 

significant reduction in %ATI/g in kidney and blood (p<0.05) of splenectomized 

animals, comparing with controls.  A significant increase (p<0.05) of urea (88.8 

±18.6 mg/dL) and creatinine (0.56±0.08) was observed, compared to the 

controls (51.5±1.6, 0.37±0.02mg/dL, respectively), as well as leukocytosis, 

increase in platelets, and hematocrit reduction. In conclusion, splenectomy 

altered the renal function and the uptake of 99mTc-DMSA by the kidney and 

blood of rats. 

Keywords: Kidney. Splenectomy. Radiopharmaceutical. Biodistribution. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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