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RESUMO

O composto Etilenodicisteina dietil éster (ECD) marcado com ™ Tc vem sendo utilizado
como novo radiofarmaco para estudos de perfusio cerebral. Neste trabalho elaboramos um
modelo compartimentalizado de distnibuigio farmacocinética para o complexo, utilizando
resultados de estudos de distribuigio bioldgica realizados em camundongos. O modelo formado
de 7 compartimentos, foi ajustado pelo programa ANACOMP, definindo-se as fungoes
exponenciais representativas do modelo e as constantes (k) de velocidade de transferéncia entre
0s compartimentos, além das constantes de eliminagio do complexo. Amostras de unna, plasma
¢ bile dos animais foram avaliadas por meio de cromatografia liquida de alia eficiéncia para
identificagio de espécies metabolizadas do composto administrado.

INTRODUCAQ

O composto Etilenodicisteina dietil éster (ECD)
forma com ™ T¢ um complexo estavel, neutro e lipofilico,
que vem sendo utilizado em estudos de perfusiio cerebral
regional [1,2].

Estudos realizados indicam a promissora utilizacdo
do complexo ECD-""Tc na avaliagio de inOmeras
desordens cerebrais [3,4,5]. A excelente estabilidade do
complexo (maior que & horas), oferece uma vantagem
potencial para uso rotineiro [1,4].

Comparativamente ao HM-PAO-""T¢, o complexo
ECD-""Tc apresenta melhor qualidade de imagem,
parcialmente devida ao rapido clareamento dos tecidos
extra cerebrais [4].

A retengdo cerebral do complexo esta,
provavelmente, relacionada a sua transformacgéo in vivo
por meio de hidrolise enzimatica de suas funches éster,
com a rapida conversio do complexo a uma forma
complexada mais polar [1].

O objetivo deste trabalho & realizar a avaliagio
farmacocinética do  complexo ECD-"™Te¢ em

camundongos, com elaboragio de um modelo
compartimentalizade de disinbuigdo e determuinagio de
parimetros farmacocinéticos de interesse.

MATERIAIS E METODOS

O composto ECD foi sintetizado e os reativos
liofilizados de ECD foram produzidos conforme
procedimentos previamente descritos [6,7.8] e marcados
com cerca de 74AMBq de solugdo de pertecnetato de sodio
(*=T¢), 37TMBg/ml.

A pureza radioquimica das marcacgbes foi avaliada
por cromatografia em camada delgada (TLC-S5G-60,
Merck), com NaCl 20% e acetona como solventes [1,9].

Os estudos de distribuicio biologica foram
realizados em camundongos Swiss, administrando-se cerca
de 1,85MBq/0, Iml do radiofarmaco em veia caudal. Apos
administragio da dose e tendo transcorride o tempo
pré-estabelecido para cada grupo de animais (n=10), estes
foram sacrificados e o sangue coletado em frascos
heparinizados. Determinou-se a porcentagem de dose



presente no sangue € em diversos orgdos de inferesse.
Realizou-se também determinagiio da retenglio de corpo
inteiro, captagdo de unna e fezes, com ammais mantidos
em gaiolas metabolicas.

Amostras de urina, plasma e bile coletados apos
administracdo do radiofarmaco foram analisadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para
identificagio de possiveis formas metabdlicas do
composto. As condigies da CLAE foram: coluna Nucleosil
C18 (250x4 6mm;Sum), com fluxo de Iml/min. de mistura
gradiente de tampéo fosfato 0,05M pH2,5 e etanol: etanol
0-60% (0-40 minutos), etanol 60% (40-60 minutos). O
efluente passou por detetor de radicatividade LN 2040,
Berthold. Obteve-se também um perfil de CLAE padrio
das  espécies  de-esterificadas do  ECD-"Tg,
submetendo-se amostra do produto marcado a hidrolise
alcalina conforme procedimentos previamente descritos
[9].

O modelo de distnbuigio compartimental do
complexo foi elaborado utilizando-se o programa
ANACOMP [10] para analise dos dados experimentais,
calculo dos coeficientes de transferéncia (k) e simulacio
do modelo proposto. O programa foi alimentado com as
seguintes amostragens experimentais: amostragem 1 =
sangue;, amostragem 2 = corpo inteiro; amostragem 3 =
uring, amostragem 4 = fezes; amostragem 5 = figado;
amostragem 6 = cérebro.

Assumiu-se que para o tempo zero, 100% da dose
administrada encontrava-se no compartimento sanguineo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os estudos realizados com o composto ECD-""Te

evidenciaram a formagio de um complexo estavel, obtido
com pureza radioquimica superior a 97% em todas as
marcagies realizadas.

Os estudos de distnbugio biologica em
camundongos evidenciaram rapido clareamento sanguineo
do composto e duas rotas de eliminagiio, a urinaria e a
fecal, que contrbuem para a rapida eliminagio do
composto (Tabela 1).

Submetendo-se o produto de hidrolise alcalina do
ECD-""Tc¢ a andlise por CLAE (Figura 1), encontrou-se
perfil cromatogrifico conforme descrito na literatura [9],
com quatro picos, correspondentes a espécie néo
metabolizada do quelato (Rt = 47 minutos), as duas
espécies mono-éster (Rt = 25 e 30 minutos) e a espécie
di-acida (Rt = 17 minutos). Tanto neste caso, como no
caso da hidrolise provocada por metabolismo in vivo, a
espécie mono-éster eluida primeiramente é formada em
quantidade menor que a especie eluida posteriormente,
conforme mostra o espectro de CLAE da urina (Figura 2).

Estudos realizados em humanos observaram que
apos seis horas, 75% da dose administrada do ECD-""Te¢
havia sido excretada na urina. Toda a atividade urinaria era
correspondente as especies metabolizadas do composto. A
presenca observada em nossos estudos da forma integra do
composto na urina de 60 minutos, deve-se, muito
provavelmente, as diferencas no  processo  de
metabolizagio do composto, quando se considera
diferentes espécies.

Dos orgios avaliados, além do cérebro, que
mostrou captagiio persistente do composto, o figado
também apresenta captacio significativa (Tabela 1),
representando um orgdo de metabolizagio do composto,
conforme indica o espectro de CLAE da amostra de bile

TABELA 1. Porcentagem da dose administrada de ECD-""T¢ em camundongos em fungio do tempo

TEMPO PORCENTAGEM DA DOSE ADMINISTRADA
(min.) | SANGUE C.L URINA FEZES | PULMAO | FIGADO RINS | CEREBRO
1 22 29+7.75 - - 2454032 | 3004660 | 5,19+1.61 2,200 39

3 13,0045,01 b 5 1,7520,19 | 33.27+4.03 | 4712008 | 1,14+0.21

5 9154274 | 7834+1244 | 62043 78 1,240,09 | 28,27:4.49 | 4 484119 1,2540.27

10 6,45+0,69 - - 084011 16, 791,51 | 2.5930 51 -

15 4, 78x1,46 72,077,118 18.62+7 49 0,660, 11 14884302 | 2.16+0,50 1,1240 .53
30 317081 | 66,84£10,19 | 31,0626,59 0,27+0,05 | 874+1,67 | 1,530,344 | 0,38+0,14
60 1,90£0.48 | 62,124538 | 33,8149.21 0.26+0,08 | 8.05+0.66 | 1.00+0.29 | 0.19+0,08
120 1,0240,32 | 56,98+10,32 | 39,83+279 0,13£0,02 | 6,14:044 | 0712025 | 0.07+£0.01
240 - 35,9243 91 49 6317 26 1.37+2.26 - - =
430 - - - 13,9642 69 - - -

960 . 224+1.18 . 16,6942.27 ” . :
144100 - - = 28 23+3 12 - - -




TABELA 2. Porcentagem da dose administrada de ECD-"""T¢ em cada compartimento do modelo

TEMPO PORCENTAGEM DA DOSE ADMINISTRADA
(min.) COMP. 1 COMP.2 | COMP.3 COMP. 4 COMP.5 | COMP. 6 COMP. 7

0 1000 0,00 0,00 0,00 0.00 0.00 0,00

1 24,20 37,86 5.86 4,66 0,20 23,18 4,01

3 11,42 34,20 9 46 5.60 124 36,60 1.46

5 5 88 26,73 11,85 4.47 214 44,33 1.05

10 5,26 15,13 15,92 2.48 3.65 36,91 0,64
15 3,48 9,42 18.46 1,53 4,53 62.15 0,42
30 1,92 4.48 22 84 0,71 5,87 63,94 0,23
60 1,55 3,47 28 85 0,55 7.49 57.90 0,18
120 1,24 2.78 38,78 0,44 10,14 46,46 0,15
240) 0.80 1,79 53,15 0,28 13,98 29,90 0,00
480 0,33 0,74 68,35 0,12 18,03 12,39 0,04
Q50 0,06 0,13 T7.25 0,02 20,40 213 0,01
1440 0.01 0,02 78.78 0,01 20,81 0,36 0,00

{Figura 2), no qual podemos observar, a presenga de
espécies metabolizadas outras que ndo as formas
mono-éster e di-acida, Neste mesmo espectro, pode-se
observar que o perfil de formagfio das espécies mono-éster
se inverte, quando comparado ao perfil da hidrolise
alcalina ou das amostras de urina. Observa-se uma maior
porcentagem da espécie com Rt = 25 minutos, quando
comparada a espécie com Rt = 30 minutos. De acordo
com resultados obtidos ém estudos gue realizaram a
administragdo isolada destas espécies metabolizadas [9], a
espécie eluida primeiramente seria clareada do figado mais
rapidamente (estereoseletividade) e a captagio hepatica
residual observada poderia ser atribuida a espécie eluida
mais tardiamente.

Pode-se estabelecer, desta forma, que apds sua
administraciio, o complexo ECD-""T¢ sofre agio de
enzimas hidrolisantes (esterases) em diferentes sitios do
organismo, determinando a eliminagio do composto na
forma metabolizada por ambas as vias de eliminagio.

Com base nos resultados dos estudos de
distribuicio biologica,  elaborou-se um modelo de
distribuigio  compartimental,  composto de 7

compartimentos, conforme ilustrado na Figura 3. Tal
modelo ajustou-se aos dados experimentais tendo sido
simulade por um sistema de equagles exponenciais
descrito pelo programa ANACOMEP:

fl = 49,40 e"#15 + 1433 ¢4 _ 132032 2™ + 1354,82
E—E.IE'-'I N 1193 E—[I'."-'I!-'-"I {'I}

2 =36.05 ¢'™® + 46,35 e 4+ 580 50 &% 4 604,27
E-'-'_?ﬂ'."l 4+ ‘1‘3] E-U.IH]:'-J'I- {2'}

[3 =318 [1- &9 + 11,87 [1- " - 57,71 [1- &7 +
59,16 [1- e*™"] + 62,62 [1- "] (3)

£ = -20,25 "M + 7 7191 - 1439,14 €27 + 1450,95
e=EE 6T e (4)

5 =-0,99 [1- e"*] + 4,83 [1- e™*"] - 47,85 [1- ™) +
48,19 [1- > + 16,70 [1- ™™ (5)

fg =-12.90 o' #1 53 52 oI 4 237 82 o7 _ 238,66
E.-'LT',_ETL + 72' '| E E-il_l:l.:-.‘n'i‘: {El-]

f7=22.01 #1584 1 78 ¢™H1 4 1766,65 = - 1790,6]
G LTEN 4 ( 9) g KT (7

N S .

i 4 B P2 ) 16 | 200 | 24 | 28 | 32 | 36 | 40 | 44 | 48
118

Figura 1. Espectro de CLAE - produtos de
hidrolise alcalina do composto ECD-""T¢
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Figura 2. Espectro de CLAE de amostras de: (I)
plasma | minuto; (I11) bile 60 minutos; (I} unna 3
minutes; ([V) urina 30 minutos; (V) urina 60 minutos.

As constantes de transferéncia (k) calculadas sio:
k (1,2) = 1,0106  0,0034 min’
k(1,3)=0,1188 £ 0,0042 min"
k (1,6) = 0,4767 = 0,0001 min"
k(1,7) = 0,2936 = 0,1174 min’
k (2,1)=0,0555 + 0,0056 min’
k (4,1) = 2,4651 = 0,0006 min”
k (6,1)=0,0164 + 0,0024 min™
k{7.1) = 2,5004 £ 0,0169 min™
k (2.4) = 04012 + 0,0087 min”’
k (4,5} = 0,0904 £ 0,0012 min”

C1 = Sangue; C2 = Figado

C3 = Urina: C4 = Bile

C3 = Fezes, C6 = Demais orgfios

Cérebro

= Amostragem sangue; 2 = Amostragem corpo inteirp
3= Amostragem urina; 4 = Amostragem fezes

5= Amostragem figado, 6 = Amostragem cérebro

3
=¥
fl

Figura 3. Modelo compartimental proposto para o
complexo ECD-""Te: os circulos representam oS
compartimentos ¢ os trifingulos as amostragens
experimentais



A Tabela 2 apresenta a porcentagem de dose do
radiofirmaco presente em cada compartimento do modelo
proposto, de acordo com sua simulagdo.

0O modelo proposto ajustou-se aos resultados
experimentais, de acordo com analise de varidncia
realizada entre os valores experimentais ¢ os calculados a
partir da simulagio do modelo. Deve-se considerar que a
coleta de dados expenimentais, utilizada na elaboragiio do
modelo, considera a atividade total, sem discniminar as
fraghes correspondentes as espécies metabolizadas do
composto.

O modelo resultante de tal consideracido sena ainda
mais complexo que o modelo apresentado, considerando
sub-compartimentos dentro de cada compartimento
proposto. Entretanto, os resultados obtidos com este
estudo, em especial a magnitude das constantes de
transferéncia obtidas, caracterizam o rapido clareamento
sanguineo do composto, identificam os sitios de captagio
significativa e evidenciam as rotas de eliminagdo,
representando, desta forma, um importante passo para o
entendimento da farmacocinética do complexo ECD-™"Te.
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ABSTRACT

The biological distnbution studies of *™Te-ECD in mice
were performed in this work. Using ANACOMP computer



program, a compartimental distribution model, composed
by seven compartiments was adjusted, characterized by a
fast blood clearance, an unidirectional renal depuration and
intestinal elimination, determined by intense hepato biliar
transit. Plasma, bile and urinary samples were analysed by
HPLC, showing the in vivo metabolism of the compound.
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