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"CONJUNTOS DE REATIVOS LIOFILIZADOS DE COMPOSTOS 

DIAMINODITIÓLICOS PARA MARCAÇÃO COM TECNÉCIO-99m. 

ESTUDO FARMACOCINÉTICO E ELABORAÇÃO DE MODELOS 

COMPARTIMENTALIZADOS DOS RESPECTIVOS COMPLEXOS" 

Elaine Bortoleti de Araújo 

RESUMO 

O presente trabalho foi motivado pelo interesse clínico por compostos 

diaminoditiólicos para marcação com tecnécio-99m. Os compostos de escolha, L,L-

Etilenodicisteína (L,L-EC) e L,L-Etilenodicisteína dietil éster (L,L-ECD), foram obtidos 

com rendimentos satisfatórios e caracterizados por IV e RNM-'H. 

No estudo das condições de marcação dos compostos com tecnécio-99m, 

verificou-se a importância do tipo e massa do agente redutor bem como do pH da marcação 

para obtenção dos complexos com características de distribuição biológicas pertinentes. A 

pureza radioquímica das marcações foi determinada por meio de cromatografía em camada 

delgada (CCD) e por cromatografía líquida de alta eficiência (CLAE). 

Foram produzidos conjuntos de reativos liofiUzados dos compostos L,L-

EC e L,L-ECD para pronta marcação com '̂ ""Tc, com estabilidade superior a 120 dias, 

quando armazenados sob refrigeração, viabilizando a comercialização dos produtos. A 

formulação ideal para cada caso, bem como a utilização de processo de 

congelamento instantâneo com nitrogênio líquido, foram os fatores determinantes do 

sucesso da liofilização. 



Efetuou-se, paralelamente, estudo da distribuição biológica em 

camundongos de ambos os complexos formados com tecnécio por meio de técnica invasiva 

bem como em animais de médio porte para avaliação cintilográfica dos mesmos. 

O estudo de distribuição biológica do complexo L,L-EC-^^"^c evidenciou 

uma depuração sanguínea rápida, com aproximadamente 90% da dose administrada sendo 

eliminada após 60 minutos, quase que exclusivamente por via urinária. Os resultados dos 

estudos de distribuição biológica foram ajustados a um modelo farmacocinético 

compartimentalizado, composto por três compartimentos, conforme esperado para um 

radiofármaco destinado ao estudo renal dinâmico, com eliminação tubular renal. A interação 

do composto com os receptores tubulares renais, mediadores de tal processo de eliminação, 

está diretamente relacionada às características estruturais do composto, mais 

especificamente, à presença e posicionamento de grupamentos polares. 

Os estudos de distribuição biológica do complexo L,L-ECD-^^"^c 

determinaram uma distribuição biológica distinta do complexo L,L-EC-̂ ^™Tc, apesar das 

similaridades estruturais apresentadas. A presença dos grupamentos etila confere ao 

complexo neutralidade e aumento da lipofilicidade. O complexo atravessa a barreira 

hematoencefálica intacta e é retido no cérebro por um período de tempo condizente com a 

aquisição de imagens cintilográficas cerebrais. 

O aprisionamento do composto no cérebro bem como sua eüminação 

relativamente rápida do organismo estão relacionados à metabolização do composto a 

espécies mais polares, identificadas nos espectros de CLAE de amostras de urina e bile. A 

lipofilicidade do complexo L,L-ECD-^^"^c é a responsável pela captação hepática elevada 

bem como pela significante fração de eliminação intestinal do composto. 

A distribuição biológica do complexo L,L-ECD-^^"^c foi ajustada a um 

modelo de sete compartimentos, caracterizado por um clareamento sanguíneo relativamente 



rápido, uma via de depuração renal unidirecional e uma de eliminação intestinal, 

determinada por intenso trânsito hepato-biliar. 



"LYOPHILIZED KITS OF DIAMINODITHIOL COMPOUNDS FOR 

LABELLING WITH 99m-TECHNETIUM. PHARMACOKINETICS 

STUDIES AND DISTRIBUTION COMPARTIMENTAL MODELS OF 

THE RELATED COMPLEXES" 

Elaine Bortoleti de Araújo 

ABSTRACT 

The present work reflects the clinical interest for labelling diaminodithiol 

compounds with technetium-99m. 

Both choosed compounds, L,L-Ethylenedicysteine (L,L-EC) and L,L-

Ethylenedicysteina diethyl esther (L,L-ECD) were obtained with relative good yield and 

characterized by IR and NMR. 

The study of labelling condictions with technetium-99m showed the 

influence of the type and mass of reducing agent as well as the pH on the formation of 

complexes with desired biological characteristics. Radiochemical purity was determined by 

thin layer chromatography (TLC) and high performance liquid chromatography (HPLC). 

Lyophilised kits of L,L-EC and L,L-ECD for labelling with ^^"^c were 

obtained, with stability superior to 120 days, when stored under refrigeration, enabhng the 

kits marketing. The ideal formulation of the kits as well as the use of liquid nitrogen in the 

freezing process, determined the lyophilisation sucess. 

Distribution biological studies of the '̂ ^"^c complexes were performed on 

mice by invasive method and on bigger animals by cintilographic avaUation. 



Biological distribution studies of the complex ^^"'Tc-L,L-EC showed fast 

blood clearance, with the elimination of about 90% of the administered dose after 60 

minutes, almost exclusively by the urinary system. The biological distribution results were 

adjusted to a three compartimentai distribution model, as expected for a 

radiopharmaceutical designed to renal dinamic studies, with tubular ehmination. The 

complex interaction with renal tubular receptors is related with structural characteristics of 

the compound, more specifically with the presence and location of polar groups. 

In comparision with ^^"^c-L,L-EC, biological studies of the complex 

^^"^c-L,L-ECD showed different distribution aspects, despite some structural similarities. 

The presence of ethyl groups confers to the complex neutrality and hpophilicity. It cross the 

intact blood brain barrier and is retained in the brain for enough period, permiting the 

acquisition of scintilographic cerebral images. 

The cerebral retention of the complex, and also its relative fast ehmination 

are related to the metabohzation of the compound to more polar species, identified in the 

urine and bile HPLC. The hpophilicity of the complex determine high hver uptake and 

intestinal ehmination of the compound. 

Biological distribution of the complex ^^"'Tc-L.L-ECD was adjusted to a 

compartimentai distribution model composed by seven compartments, characterized by a 

fast blood clearance, an unidirectional renal depuration and intestinal ehmination, 

determined by intense hepato-biliar transit. 



I- INTRODUÇÃO 

1 - DESENVOLVIMENTO DE RADIOFÁRMACOS DE 

TECNÉCIO-99m 

As propriedades radiofísicas do nuclídeo tecnécio-99m (^^"^c), descoberto por 

Segré em 1938, tomaram-no apropriado e o mais utilizado para o emprego clínico 

cintilografico em Medicina Nuclear ^̂ ^̂ . 

Com relação a outros nucHdeos gama emissores, o '̂"Tc apresenta as seguintes 

vantagens: [1] tempo de meia-vida físico curto (6,02 hs) ; [2] ausência de radiação 

particulada ou de alta energia, o que minimiza a dose de radiação absorvida pelo paciente: 

[3] decai para um isótopo füho (̂ ^Tc) que representa uma dose de radiação negligenciável e 

[4] mono-emissão gama de energia 140 keV, compatível com os sistemas de aquisição de 

imagens. Com o advento do gerador de ^^"^c no final dos anos 60, tomou-se possível 

obter este radionuclídeo convenientemente numa forma pura 

Nos geradores ^^Mo-^^"^c do tipo coluna cromatográfica, o ^"^c é obtido na 

forma de solução de pertecnetato de sódio (Na^ '̂"Tc04), encontrando-se o elemento ^ "̂'Tc 

no estado de valência -t-7, preferencialmente estável em solução aquosa Apesar dc tal 

solução poder ser utilizada para fins diagnósticos, na maioria das aplicações médicas, 

contudo, o ^^"^c (VII) é reduzido a estados de oxidação inferiores de modo a formar um 

complexo com um ligante específico, cuja biodistribuição é definida por sua própria 

natureza, constituindo os chamados radiofármacos essenciais ̂ "̂"̂ . 



Os ligantes unem-se ao tecnécio por ligações covalente-coordenadas formamdo-

se os complexos ou compostos de coordenação que adquirem geometrias diferentes, como 

octaedro, pirâmide quadrada, bipirâmide pentagonal, etc. "̂ ^̂ .̂ 

Vários fatores devem ser levados em conta no processo de marcação com 

^^"^c, tais como a natureza do ligante, o potencial de oxido-redução, a estequiometria da 

reação, a ordem de adição dos diferentes reagentes e ainda o pH da reação. O grau de 

estabilidade do complexo que se forma dependerá, sobretudo, do tempo e da temperatura 

de reação . 

Os complexos de tecnécio têm sido classificados sob diversos pontos de vista, 

tais como, pelo número de oxidação do ^^"^c (-1-1 a +1, -1, -3), pelo átomo doador de 

elétrons (O, N, S, P) no ligante, pelo número de coordenação do complexo (4 a 9) e ainda 

outros fatores como geometria do complexo, características de distribuição biológica do 

radiofármaco ou mesmo sua utilidade clínica ^̂ '̂̂ ^̂  . Tais classificações, entretanto, são 

arbitrárias e têm sido empregadas atendendo a interesses próprios de cada época e 

expressando, de certo modo, os diferentes estágios de desenvolvimento científico e 

tecnológico ^̂^̂  . 

Urna classificação bastante utilizada atualmente agrupa os radiofármacos de 

"̂̂ "'Tc em anionicos, catiônicos e neutros, tendo em conta a propriedade eletrônica dos 

complexos, diretamente relacionada às características de distribuição biológica dos mesmos 

(79) 

De fato, os estudos mais recentes da química do tecnécio têm sido direcionados 

no sentido de se elaborar e preparar novos complexos cujas propriedades lipofílicas, 

eletrônicas e estéricas possam ser alteradas por uma simples substituição na estrutura 

molecular básica de um ligante de modo a otimizar sua biodistribuição e a afinidade por 

órgãos específicos ^̂ ^̂ . Em outras palavras, reconhece-se, atualmente, a importância destas 



propriedades físico-químicas no estabelecimento da atividade biológica dos compostos 

químicos , direcionando-se as pesquisas de novos radiofármacos para o estabelecimento de 

relações entre estrutura química e atividade biológica. 

Estudos paralelos envolvem a caracterização dos complexos formados 

(utilizando-se métodos físicos e químicos que incluem análise elementar, espectroscopia de 

infra-vermelho, ressonância nuclear magnética, espectrometria de massa e cristalografía), 

bem como a aplicação de conhecimentos de biofarmácia e anáüse compartimentai em 

estudos comparativos quantitativos de relação estrutura química-atividade biológica, para 

elucidar a distribuição, metabohsmo e excreção dos complexos . 

1.1 - IMPORTANCIA DAS PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS NO 

DESENVOLVIMENTO DE RADIOFÁRMACOS DE TECNÉCIO-99in 

O comportamento biológico de um complexo de ^^"^c é determinado pela 

molécula como um todo. O metal central determina, primeiramente, a estabilidade do 

complexo, orientando a distribuição do(s) ligante(s) (geometria), determinante das 

propriedades eletrônicas e hidrofóbicas da face externa. É o Ugante que está em contato 

direto com o sistema biológico determinando, desta forma, as propriedades biológicas do 

complexo, dentro das condições impostas pela própria geometria e carga . Pode-se dizer 

que o ligante apresenta uma face dirigida para o metal central (Te), que é usada para 

coordenar o metal, e outra dirigida para o meio biológico e que irá interagir com este meio 

(76) 



Dentre ãs propriedades físico-químicas, a lipofilicidade tem atraído grande 

interesse em estudos de relação estrutura química-atividade biológica que a lipofilicidade, 

devido a sua relação direta com solubilidade na fase aquosa, permeação de membranas e sua 

contribuição na interação entre o ligante e o sítio receptor ̂ '̂̂ .̂ 

O entendimento desta propriedade envolve, portanto, o conhecimento da 

estrutura, função e propriedades das membranas biológicas, bem como da estrutura e 

propriedades físico-químicas do fármaco tais como tamanho e forma da molécula, seu grau 

de ionização e hpossolubilidade relativa de suas formas neutra e ionizada ^ '̂̂ . 

Na interação fármaco-membrana, a membrana pode atuar nas moléculas do 

composto prevenindo a difusão para o sítio ativo, ügando-se ou acumulando o composto. A 

difusão através da membrana pode se tornar a etapa limitante do processo. Além disto, a 

solvatação do composto em uma membrana pode levar a alteração conformacional em sua 

estrutura ^ '̂̂ '" .̂ 

De modo inverso, o fármaco também pode atuar nas propriedades da 

membrana, alterando sua espessura ou fluidez, o potencial da membrana e a hidratação de 

1 (59,97) 

grupos polares . 

Os primeiros radiofármacos de tecnécio empregados com sucesso destinaram-se 

à avaüação de órgãos excretorios. De fato, existe um grande número de radiofármacos de 

^^"^c sendo utilizados para avaliação dos mecanismos de eliminação do organismo, ao 

contrário dos radiofármacos destinados à obtenção de imagens de órgãos não excretorios, 

que são de desenvolvimento mais recente ̂ ^̂ .̂ 

Em verdade, a hidrofilicidade associada à maioria dos complexos de tecnécio 

existentes, restringe o transporte destes radiofármacos através das membranas, impedindo o 
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uso dos mesmos nos estudos de imagem de órgãos não excretorios ou na medida da 

perfusão sanguínea regional ̂ '̂̂ .̂ 

Compostos extremamente hidrossolúveis são incapazes de atravessar barreiras 

lipídicas e ter acesso a órgãos ricos em lipídios, tais como o cérebro ou outros tecidos 

neuronais. Radiofármacos de tecnécio-99m, destinados à avaliação do fluxo sanguíneo 

regional cerebral devem ser lipofflicos de modo a atravessar a barreira hematoencefálica. A 

permanência destes compostos no cérebro, entretanto, estará condicionada a mecanismos 

de aprisionamento que geralmente envolvem a conversão das espécies neutras e hpofíhcas 

em espécies polares hidrofílicas ^̂ ^̂ . 

A barreira hematoencefálica promove uma separação funcional entre o sangue e 

o fluido extracelular do cérebro, protegendo o mesmo da penetração incontrolada de 

moléculas, íons, etc. e impedindo a troca üvre de substâncias entre os compartimentos intra 

e extravascular . Para que uma substância atravesse a barreira hematoencefálica intacta, 

deve ser transportada por um processo mediado por carregador (como glicose por proteínas 

caixegadoras) ou por difusão livre (como substâncias lipofílicas). Radiofármacos hidrofílicos 

não podem atravessar a barreira hematoencefálica a menos que alguma patologia a tenha 

alterado, aumentando, desta forma, sua permeabilidade ^̂ ^̂ . 

O grau de ionização correlaciona-se diretamente com a solubiüdade de 

compostos. O pKa de um composto é determinante de sua atividade biológica, uma vez que 

influencia tanto no transporte como na reatividade do composto em seu sítio de ação '̂̂ "̂'̂ . 

Muitos fármacos são ácidos ou bases fracas apresentando-se parcial ou quase 

que totalmente ionizados, dependendo do pH do meio. A forma não ionizada é geralmente 

mais lipossolúvel do que a forma ionizada e difunde-se através das membranas biológicas 

por processo passivo, segundo um gradiente de concentração e de acordo com seu 

coeficiente de partição (P). A forma ionizada é absorvida por processo ativo e tem sua 

COMISSÃO U C i C W / L CE iKVÃlGli. ?^UCl.EAR/SF !PÊi 
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distribuição condicionada pelo seu pKa e pelo pH do meio. Os fármacos geralmente ligam-

se a receptores na forma ionizada '^"''^^. 

O coeficiente de partição (P) é definido como a relação das concentrações da 

substância nas fases orgânica e aquosa de um sistema de dois compartimentos sob 

condições de equilíbrio ^̂^̂  . Apesar do coeficiente de partição de muitos sistemas solvente 

orgânico/água terem sido utilizados nos primeiros estudos de relação estrutura química-

atividade, o solvente orgânico n-octanol foi escolhido por representar um modelo 

apropriado dos constituintes lipidíeos de uma membrana biológica devido a sua longa cadeia 

alquflica e ao grupo hidroxil polar, entre outras vantagens ^̂ ^̂ . 

O coeficiente de partição pode também ser determinado utilizando-se 

cromatografia em camada delgada ou cromatografia Kquida de alta eficiência, sendo tal 

técnica especialmente útil para solutos que apresentam certo grau de impureza . 

Além da hidrofobicidade, os aspectos eletrônicos também podem exercer papel 

importante na difusão do composto através das membranas biológicas e na hgação com o 

(100) 

receptor 

O mecanismo de ação de um fármaco está diretamente relacionado com as 

forças interativas de sua ligação aos receptores. Tais forças são essencialmente as mesmas 

envolvidas na interação de todas as moléculas orgânicas. Assim, alguns tipos de interação 

fármaco-receptor são: ligação covalente, ligação iónica, Ugação íon-dipolo e dipolo-dipolo, 

ügação hidrogênio, transferência de carga, interações hidrofóbicas e de van der Waals . 

Ligações covalentes são muito fortes e a menos que uma enzima específica 

quebre esta ligação, é improvável a sua ruptura. Isto pode representar uma desvantagem 

para agentes farmacodinâmicos onde se espera um efeito reversível da ligação, ou uma 

vantagem para agentes quimioterápicos . 

I 
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No pH fisiológico, alguns aminoácidos são protonados, originando centros 

positivamente carregados nas proteínas. Drogas contendo grupos carregados, especialmente 

ácidos carboxílicos, poderão se ligar a estes centros por interação iónica ou eletrostática, 

dependendo da distância entre as cargas e da constante dielétrica do meio que as separa. 

Ligações fortes, porém reversíveis, são ideais para agentes farmacodinâmicos, que devem se 

ligar ao receptor para dar início à resposta biológica e então se dissociar . 

Da mesma forma, as características eletrônicas de um dado composto também 

determinam o grau de ligação às proteínas plasmáticas que, por sua vez, também relaciona-

se com a difusão entre membranas ^̂ ^̂ . 

Interações eletrostáticas entre os centros de alta ou baixa densidade eletrônica 

na droga e o oposto no receptor, também oferecem oportunidades consideráveis para 

ligação. Como resultado das diferenças de eletronegatividade entre oxigênio, enxofre ou 

nitrogênio e carbono, ligações entre estes elementos são polarizadas com uma densidade 

eletrônica aumentada no heteroátomo e reduzida no átomo de carbono . 

As ligações de hidrogênio também podem desempenhar papel importante no 

processo de ligação, uma vez que ligações OH e NH são constituintes comuns das proteínas 

e muitos fármacos contém átomos eletronegativos. As hgações H se formariam entre os 

átomos de H de ligações OH e NH e átomos eletronegativos como oxigênio, nitrogênio e 

enxofre . Tais átomos doadores de elétrons são constituintes comuns dos hgantes 

utilizados para complexação com tecnécio-99m e, além de participarem na formação do 

complexo, conferem aos mesmos caracteri'sticas eletrônicas particulares. 

Na interação fármaco-receptor, também devemos considerar as forças de van 

der Waals, resultantes da polarização natural da nuvem de elétrons, induzida por átomos 

quando se aproximam um do outro. As forças de van der Waals atuam em moléculas 

I 
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polares e não polares e ocorrem por período de tempo extremamente curto (10'^ segundos) 

(84,107) 

Além das propriedades eletrônicas e hidrofóbicas, o estudo dos aspectos 

estéricos envolvidos na interação entre hgantes e sitios biológicos aceptores 

correspondentes é de importância decisiva para compreensão do papel desempenhado pelas 

características estruturais em promover a atividade biológica ^^^^. 

Ao ser introduzida na corrente sanguínea, as moléculas podem permanecer em 

circulação ou atravessar a membrana do endotélio capilar saindo do espaço intersticial ou 

ainda penetrar no espaço intracelular após ter atravessado as membranas externas c 

internas. Desta forma, com relação ao tamanho das moléculas pode-se estabelecer, 

primeiramente, Hmites de exclusão de algumas membranas ^̂^̂  . Além disto, a teoria 

fármaco-receptor requer, de forma geral, que um hgante exerça sua ação biológica como 

consequência da hgação ou interação com receptores específicos, tais como proteínas de 

membrana, enzimas, etc, indicando que a estrutura tri-dimensional do hgante governa os 

princípios de reconhecimento e discriminação molecular, apesar do alto grau de flexibilidade 

presente nas biomacromoléculas . 

Os efeitos estéricos podem surgir de inúmeras formas. Um fator primário resulta 

da repulsão entre átomos não ligados. Tais repulsões podem determinar a influência estérica 

intramolecular de substituintes nas propriedades moleculares bem como intermolecular 

específica no ligante sobre o receptor. Estas influências estão relacionadas ao volume e 

arranjo espacial dos subfragmentos e substituintes ligados. Além disso, uma série de efeitos 

estéricos secundários tais como, alterações na solvatação de sítios ativos ou bloqueio pela 

interação de um grupo volumoso, podem estar envolvidos na determinação da variação da 

reatividade química 



14 

Outro aspecto importante a ser considerado é a especificidade estereoquímica. 

A correlação entre isomerismo geométrico e atividade biológica tem recebido pouca 

atenção uma vez que existem diferenças marcantes nas propriedades físico-químicas dos 

isómeros geométricos. Já no caso dos isómeros ópticos, as diferenças na atividade biológica 

são dependentes da habilidade do isómero em reagir seletivamente com o sistema biológico 

(84,100) 

No caso de radiofármacos de tecnécio, quando os isómeros são formados após 

a complexação com o elemento radioativo, a necessidade de separação das espécies 

radioquímicas isoméricas geralmente inviabihza a utilização do radiofármaco na rotina 

cKnica. 

As três propriedades consideradas, hidrofóbica, eletrônica e estérica podem ser 

expressas por meio de parâmetros que, além de contribuir para elucidação da distribuição 

farmacocinética de um composto e sua interação com sítios receptores, oferecem suporte 

metodológico e teórico para o planejamento racional de fármacos, que toma como base 

compostos com reconhecida atividade farmacológica, visando a identificação de análogos 

mais ativos, menos tóxicos ou mais seletivos do que o composto de partida 

(25,48,58,65,69,74,104,112) 

Entre as diversas abordagens descritas na literatura, destaca-se o estudo das 

relações quantitativas estrutura-atividade, QSAR (Quantitative Structure Activity 

Relationship), que visa determinar de forma quantitativa a influência de propriedades físico-

químicas sobre a atividade biológica em séries de compostos análogos, permitindo o 

planejamento racional de análogos mais adequados às necessidades da Medicina atual 

(104,112) 
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1.2 - ESTUDOS FARMACOCINÉTICOS NO DESEVOLVIMENTO DE 

RADIOFÁRMACOS DE TECNÉCIO-99m 

O estudo da cinética de radiofármacos in vivo tem sido a base do diagnóstico 

em Medicina Nuclear, com a observação de imagens sequenciais da chegada, distribuição e 

saída do radiofármaco de diferentes órgãos e sistemas. Além disso, os dados obtidos em 

estudos radiofarmacocinéticos permitem a realização de cálculos de doses de radiação 

absorvida por diferentes órgãos ^̂ ^̂ . 

A avahação da distribuição biológica serve de suporte para o desenvolvimento 

de novos radiofármacos, especialmente era estudos comparativos, uma vez que irá refletir as 

alterações estruturais, introduzidas era uma estrutura molecular básica . Tais alterações 

estruturais promovidas na molécula de um composto podem ocasionar alterações nas 

características farmacocinéticas, mais especificamente, na taxa de absorção, no volume de 

distribuição, na taxa e tipo de metabolismo, na ligação às proteínas plasmáticas e ainda na 

taxa e tipO de eliminação . 

O objetivo da farmacocinética é descrever as alterações na concentração de 

fármacos e de seus metabólitos nos vários fluidos do organismo e tecidos em função do 

tempo. Equações matemáticas e modelos são utilizados para descrever os resultados 

experimentais e para obter parâmetros farmacocinéticos tais como constantes de velocidade 

de transferência (k), indicativas da absorção, metabohsmo e eliminação do fármaco, volume 

de distribuição (Vd) e o grau de ligação às proteínas plasmáticas '̂̂ .̂ 

A análise compartimentai representa um modelo utilizado para definir 

quantitativamente a distribuição de um fármaco no organismo em função do tempo. Um 

compartimento, quase sempre, é um volume real de distribuição potencial da substância 

COMISSÃO NÂCiON/l. LI U X í ü l A NUCLEAR/SP IPES 
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podendo ser representado por um ou um conjunto de órgãos com características 

semelhantes de irrigação e de afinidade pelo fármaco 

A hipótese de compartimentalização envolve a utilização de modelos 

matemáticos, que permitem definir um certo número de parâmetros aos quais se pode 

atribuir valores numéricos, com o objetivo de aproximar-se ao máximo dos parâmetros 

biológicos. O modelo do qual se parte é sempre uma hipótese. Havendo concordância entre 

os parâmetros determinados experimentalmente e o modelo escolhido, pode-se considerar a 

hipótese de partida válida ^̂ ^̂ . 

O modelo desenvolvido era termos matemáticos, isto é, descrito por uma série 

de equações, poderá ser testado contra todos os dados experimentais disponíveis. Desta 

forma, a metodologia de modelagem envolve não somente a postulação de ura modelo (isto 

é, o esquema que o representa), mas tambera a transformação dos dados em parâmetros que 

descrevem este modelo, o teste de modelos alternativos e a programação de novos 

experimentos 

O primeiro passo para se chegar a um modelo de distribuição de fármacos 

consiste em analisar os resultados obtidos em diferentes amostragens experimentais, como 

por exemplo, a medida da captação sanguínea, em órgãos de interesse, no corpo inteiro e 

excreções, em função do tempo após a administração do radiofármaco, elaborando-se 

curvas que podem ser expressas por meio de equações matemáticas convenientes. Inicia-se, 

geralmente, com a construção da curva de captação sanguínea em função do tempo, a partir 

da qual pode-se decidir os experimentos subseqüentes e o tratamento matemático 

apropriado ^̂ '̂̂ ^̂ . 

Para atingir o sítio de ação um composto deve ser transportado de seu ponto 

de administração pelos líquidos do organismo, em especial o sangue, que age como um 

transportador de substâncias estranhas introduzidas no organismo com fmahdade 
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terapêutica ou diagnostica. Em uma análise compartimentaUzada, o sangue representa um 

compartimento central do qual o fármaco é distribuído para os tecidos e receptores 

específicos, para os órgãos de biotransformação e excreção, podendo cada um destes sítios 

ser considerado como um compartimento ''̂ '̂ ^- '̂̂ . 

Após a introdução de um traçador na corrente sanguínea, este se distribui 

através dos compartimentos por um processo geralmente reversível rápido. A eliminação de 

uma substância de um determinado compartimento obedece a um processo de primeira 

ordem, isto é, a quantidade de substância que sai na unidade de tempo é proporcional à 

quantidade nele presente, definindo assim a propriedade de linearidade dos compartimentos. 

A excreção, bem como a biotransformação do fármaco são processos que caracterizam os 

mecanismos de eliminação ^̂ ^̂ . 

No sangue, o fármaco pode se apresentar dissolvido na fase aquosa, 

incorporado às células sanguíneas ou ainda ligado às proteínas plasmáticas. Nos dois 

últimos casos, para difundir-se para fora do sangue, o fármaco necessita primeiramente ser 

liberada na fase aquosa. O tempo que o composto permanece no sangue depende destes 

fatores de ligação, da capacidade do composto de atravessar as barreiras biológicas e dos 

mecanismos de eliminação envolvidos 

A cinética do composto no sangue difere de acordo com a droga e também de 

acordo com a via de administração empregada. As curvas mais simples são obtidas após 

administração endovenosa e tomam-se mais complexas quando o traçador é administrado 

por via oral, retal ou por injeção intramuscular. 

No caso da administração endovenosa, a curva pode assumir a forma de uma 

simples exponencial (Equação 1), ou de uma série de exponenciais (Equação 2). 
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C(l) = Ci .e-^l t (1) 

n 
C(t)= I C i . e - ^ i t (2) 

i=l 

Nestas equações que descrevem a variação da concentração do composto no 

sangue ou plasma em função do tempo, C(t) é a concentração no tempo t; Cj são as 

concentrações extrapoladas sobre o eixo das ordenadas na curva concentração versus 

tempo para cada componente exponencial da curva (concentração no tempo zero); as 

constantes X{, representadas pela inclinação de cada componente da curva, são constantes 

de velocidade híbridas, uma vez que representam uma combinação dos processos de 

distribuição, difusão e eliminação do compartimento central, determinados pelas constantes 

de velocidade de transferência (k) . 

Para drogas que sofrem processo de transformação metabóUca e excreções 

múltiplas em vários compartimentos do organismo, a cinética sanguínea irá indicar vários 

coeficientes de transferência . Na verdade, cada uma das curvas experimentais pode ser 

expressa matematicamente por uma somatória de termos exponenciais. O número de 

compartimentos com trocas reversíveis necessários para reproduzir os dados experimentais 

é, no mínimo, igual ao número de termos exponenciais da curva plasmática ^^ '̂̂ ''̂ '̂ . 

A análise das curvas experimentais pode ser feita utilizando-se programas de 

computador adequados, ahmentados, basicamente, com os dados experimentais das 

diferentes amostragens efetuadas em função do tempo após a administração do fármaco. As 

curvas experimentais podem ser traduzidas em funções exponenciais, e um modelo 
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apropriado permite a determinação de equações diferenciais que podem ser integradas de 

modo a simular a distribuição biológica do radiofármaco no sistema estudado . 

O modelo, por sua vez, traduzindo a distribuição do radiofármaco, permite a 

interpretação dos resultados experimentais de forma quantitativa e dinâmica. 

2 - UTILIZAÇÃO DE LIGANTES AMINOTIÓLICOS NA 

PRODUÇÃO DE RADIOFÁRMACOS DE TECNÉCIO-99in: 

DESENVOLVIMENTO DE RADIOFÁRMACOS RENAIS E 

CEREBRAIS 

Por muitos anos, os radiofármacos de tecnécio utilizados para mapear o 

cérebro, tais como o ácido dietilenotriaminopentacético (DTPA), gluco-heptonato de sódio, 

pirofosfato de sódio ou o próprio pertecnetato de sódio, eram excluídos do tecido cerebral 

normal pela presença da barreira hematoencefálica intacta, hmitando-se, assim, à medida da 

integridade da barreira. Por volta dos anos 70, entretanto, a Medicina Nuclear começou a 

dar menor ênfase à medida da integridade da barreira hematoencefálica e maior ênfase à 

determinação regional do fluxo sanguíneo cerebral, metabohsmo de glicose e utUização de 

oxigênio 

O valor clínico da medida do fluxo sanguíneo regional cerebral tem sido, há 

muito, reconhecido. Variações locais no fluxo podem ser associadas a doenças cerebrais 

vasculares e outras desordens neurológicas . 
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O interesse por radiofármacos capazes de atravessar a barreira hematoencefálica 

aumentou consideravelmente com os resultados clínicos obtidos nas imagens de Tomografia 

Computadorizada por Emissão de Positrons (PET - Positron Emission Tomography), 

utilizando compostos marcados com ^^O, '^N, '^C e '^F, com especial interesse para ^^F-

flúor-deoxiglicose '^4,35,36,37,88,89,102) ^^-^ agentes, entretanto, não têm sido utuizados de 

forma difundida em diagnóstico, devido ao alto custo dos estudos de PET (49,71) 

Estudos utilizando aminas radiomarcadas com emissores gama, que se difundem 

passivamente através da barreira hematoencefálica intacta, demonstraram a possibilidade de 

utilização da Tomografia Computadorizada por Emissão de Fóton Único (SPECT - Single 

Photon Emission Computer Tomography) na aquisição de imagens cerebrais. Estes 

radiofármacos incluem aminas radioiodadas que possuem alta captação e períodos de 

retenção cerebral relativamente longos . 

Das várias ammas estudadas, N-isopropil-['^^I]iodoanfetamina (IMP-^^^I) 

(22,49,60,88,89,98,130) ^ N,N,N'-trimeül-N-(2-hidroxi-3-metil-5-['"r]iodobenzil)-1,3-propano 

diamina (HIPDM- I) (Figura 1), demonstraram características favoráveis para 

medida do fluxo sanguíneo cerebral regional em humanos e sua correlação com diferentes 

estados patológicos. Entretanto, o tempo de meia vida relativamente curto do ' " l (13,3 

horas), dificultam o desenvolvimento de um sistema eficiente de distribuição comercial das 

aminas marcadas, inviabilizando sua utihzação rotineira na maioria dos serviços de Medicina 

Nuclear em especial naqueles distantes dos locais de produção . 

COMISSÃO ?• 
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Figura 1 - Estrutura química de I M P - ' " l (I) e H I P D M - * " l (II) 

Os inconvenientes mencionados na utilização de isótopos emissores de 

pósitrons bem como de ^̂ Î estimularam ainda mais a obtenção de compostos marcados 

com ^̂ ""Tc capazes de atravessar a barreira hematoencefálica. 

Compostos do tipo aminotiol ou mercaptoaminas são conhecidos por formarem 

complexos estáveis com tecnécio do tipo Tc(N)n(S)n ou TcO(N)„(S)n. 

Bums e colaboradores foram os primeiros a demonstrar que hgantes do tipo 

bis-aminotiol (BAT) ou diaminoditiol (DADT), N2S2, formam quelatos neutros e lipofíhcos 

com ' ' " ^c . 

Subseqüentemente, Kung e colaboradores ^̂^̂  sintetizaram uma série de 

derivados BAT alquil substituídos para marcação com '̂̂ "^c (Figura 2). Todos os derivados 

N2S2 reagiram com o tecnécio reduzido para formar quelatos cuja estrutura está 

representada na Figura 2. São complexos pentacoordenados de oxotecnécio (V), com o 

átomo de tecnécio unindo-se a dois átomos de nitrogênio e dois de enxofre, formando a 
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base de uma estrutura piramidal cujo ápice é representado pela ligação com o átomo de 

oxigênio. 

Após complexação com o núcleo TcO^^ três dos quatro protons ionizáveis no 

ligante N2S2 (dois S-H e um N-H), são perdidos para neutralizar a carga +3. Assim, três dos 

grupos doadores têm geometria sp enquanto um (o átomo de N deprotonado) é sp 2 (124) 

O trabalho de Kung e colaboradores demonstrou que os complexos de 

^^"^c com derivados BAT mais üpofílicos apresentara boa penetração na barreira 

hematoencefálica e alta eficiência de extração cerebral, refletindo o fluxo sanguíneo 

regional, com evidências claras de captação inicial maior na matéria cinzenta em relação à 

matéria branca. Contudo, tais compostos apresentaram redistribuição cerebral nos primeiros 

15 minutos, resultando em distribuição homogênea da radioatividade, atribuída à ausência 

de um mecanismo de aprisionamento destinado a prevenir o transporte através da 

membrana celular nos dois sentidos. 

R2 

HN^II 

Tc .RI 

RI 

R I : CH3 C H , CíHs 

R 2 : H CH3 H 

Figura 2 - Estrutura química dos complexos B A T - ^ T c 
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Esforços subseqüentes foram concentrados na obtenção de complexos 

BAT-'̂ ''™Tc com estabilidade e lipossolubilidade similares que fossem aprisionados 

intracelularmente no cérebro por ura período compatível com a aquisição de imagens. 

123 

No desenvolvimento das aminas marcadas cora I, utilizou-se o raecanisrao 

aprisionamento em função do pH ^̂^̂  . De acordo cora este raecanisrao, uma molécula 

lipossolúvel contendo um substituinte amínico seria aprisionada intracelularmente assim que 

a espécie araínica, positivaraente carregada, entrasse no cérebro, baseado na relativa acidez 

do raeio intracerebral (pH 7,0) quando coraparada ao raeio extracelular (pH 7,4) . 

123 

Apesar do sucesso das aminas marcadas com I não poder ser atribuído 

exclusivamente a este mecanismo, a hipótese do pH serviu de base para elaboração de 

novos complexos BAT-̂ ^™Tc, com cadeias laterais amínicas "̂̂ '̂̂ ^̂ . 

Efange e colaboradores '̂'̂ ^ , sintetisaram dois derivados BAT, designados por 

DEA e TMPDA, com cadeias laterais amínicas (Figura 3 ). 

Cada complexo formado cora ^^"^c foi obtido corao mistura de dois isómeros, 

syn e anti, separados por CLAE. Ambos os isómeros do TMPDA-̂ ^™Tc apresentaram baixa 

captação cerebral quando comparados cora os isómeros do DEA-^^"Tc. Destes, a espécie 

syn apresentou captação significativa e persistente. 

Os coeficientes de partição destes compostos sugerem penetrabiüdade da 

barreira hematoencefálica. Contudo, o comportaraento biológico dos isómeros do TMPDA-

^^"^c indica claramente que a lipofilicidade é uma condição necessária mas insuficiente para 

penetrabilidade da barreira. Segundo o autor '̂̂ \̂ a elevada basicidade desta amina atuaria 

sobre a magnitude de alteração do coeficiente de partição como função do pH. Os isómeros 

de TMPDA-^^"^c apresentara alteração do coeficiente de partição de um fator de 2,5 (entre 
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pH 7,0 e 7,4) enquanto que os isómeros do DEA-^^"^c apresentam apenas pequena 

alteração. 

H 

O 
II 
Tc-

syn 

H 

N 

Q 
II 

Tc-

N-
1/ 

R 

anti 

Figura 3 - Estrutura dos complexos BAT-^^^'Tc isoméricos 

D E A : R = CH2N(C2Hs)2 

T M P D A : R = CH2N(CH3)(CH2)3N-(CCH3)2 

Apesar da penetrabilidade e permanência satisfatórias do isómero syn do DEA-

^^"^c, a necessidade de separação das formas isoméricas após a marcação dificulta sua 

utilização cKnica. 

Paralelamente ao desenvolvimento dos derivados BAT, Volkert e colaboradores 

'̂̂ ^̂  iniciaram o desenvolvimento de uma nova classe de complexos de ^^"^c, baseada no 

ligante propilenaminaoxima (PnAO) (Figura 4 (I)), que também forma um complexo neutro 

e lipofílico com ^^"^c. É um complexo pentacoordenado, com estrutura de pirâmide 
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quadrada, no qual o tecnécio se une a quatro átomos de nitrogênio e um de oxigênio no 

ápice da pirâmide. 

Dos vários derivados PnAO posteriormente investigados, a 

hexametilpropilenaminaoxima (HM-PAO), mostrou características de captação e retenção 

cerebral pertinentes para utilização clínica. De fato, o HM-PAO existe em duas formas 

isoméricas, meso e d,l (Figura 4 (II)). Apesar dos estudos clínicos originais terem sido 

conduzidos com uma mistura destas duas formas isoméricas, demonstrou-se, 

posteriormente, que um dos diastereoisômeros, o d,l-HM-PAO, origina um complexo de 

^̂ ""Tc com captação e retenção cerebral superiores quando comparado ao complexo 

originado da mistura estereoisomérica (82) 

Além disso, sua distribuição reflete o fluxo sanguíneo regional cerebral e 

promove a aquisição de imagens cerebrais de alta qualidade em pacientes com uma 

variedade de desordens cerebrovasculares e neurológicas (''•^^'^0'^2,83,99,i24) 

O mecanismo de retenção cerebral do complexo d,l-HM-PAO-^^"^c parece 

envolver a conversão do quelato lipofílico a produtos hidrofílicos em presença de glutationa 

(7,80,83,124) 

Apesar do complexo d,l-HM-PAO-^^"^c representar um grande avanço para 

avahação rotineira da perfusão cerebral, estudos radioquímicos demonstram considerável 

conversão do complexo primário em um complexo secundário, cerca de 30 minutos após a 

marcação, limitando o tempo de utilização do material '̂ '̂'̂ •̂̂ •̂ ^ Além disto, a perda do 

complexo primário é acentuada quando se utihza ^ '̂"Tc eluído ha mais de duas horas, 

quando se emprega uma alta concentração radioativa ou quando se utiliza um gerador não 

previamente eluído dentro de um período de 24 horas. Esta última característica depende da 

procedência do gerador 
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Figura 4 - Estrutura dos complexos formados com ^'"Tc de: 

P n A O (I); -d,l e meso -HM-PAO (U) 

Dando prosseguimento à busca por um composto marcado com ^^"^c para 

imagens de fluxo sanguíneo cerebral regional, Cheesman e col. consideraram vários 

mecanismos potenciais que promoveriam retenção adequada do composto sem interferir na 

distribuição como função do fluxo. Uma transfomiação química in vivo, bem caracterizada, 

de um complexo üpofílico em espécies que pudessem ser aprisionadas no cérebro, 

preencheria estas características. Devido a presença de esterases no cérebro, os autores 

consideraram a possível hidrólise de um éster em um ácido carboxíhco. Assim, sintetisaram 

COMISSÃO KAC;GW/.1, K L : U : h G ; A N I J C L E A R / S F ¡m 
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ligantes do tipo BAT com grupamentos esteres incorporados e prepararam os complexos de 

oxo-^'''"'Tc(V) correspondentes (28) 

Dentre estes ligantes, destacam-se os isómeros D,D e L,L de N,N'-bis-(l-

carboetoxi-2-mercapto) etiletilendiamina (ECD) (Figura 5). A farmacologia do complexo 

formado com ^^"^c está intimamente associada à esterioquímica do composto ('̂ '-î '*-̂ '̂'̂ . 

C2H502Ci,^ i , O \ H 

V / 
C02C2H5 

(I 

C2H6O2C. H / O \ ,iC02C2H5 
(II) 

Figura 5 - Estrutura dos complexos D,D (I) e L,L-ECD-'''''"Tc (ID 

Estudos cintilográficos realizados em macacos demonstraram que ambos os 

complexos atravessam a barreira hematoencefálica e oferecem unagens similares cerca de 5 

minutos após a administração da dose. Imagens mais tardias, contudo, evidenciaram o 

clareamento total do D,D-ECD-'^^"^c do cérebro e a retenção do L,L-ECD-^^'^c. De fato, 

L,L-ECD-^^"^c é um complexo estável, neutro e hpofílico que atravessa a barreira 
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hematoencefálica e é retido no cérebro em um padrão consistente com a perfusão cerebral 

1 (127) 

regional 

Vários estudos têm sido reahzados em indivíduos voluntários indicando a 

utilização promissora do complexo L,L-ECD- '̂̂ "'Tc na avahação da perfusão regional 

cerebral ^̂ ''̂  e na avaliação de desordens cerebrais '̂ '̂̂ •'"•"̂ ^ , A excelente estabilidade do 

complexo (maior que 6 horas) oferece uma vantagem potencial para uso rotineiro ^"'•'^•'^. 

A retenção cerebral do complexo está, provavelmente, relacionada a sua 

transformação in vivo por meio de hidrólise enzimática de uma das funçóes éster, conforme 

demonstrou Walovitch e col. incubando homogenatos dc córtex cerebral de macaco 

com L,L-ECD-^^"^c e observando a rápida conversão do complexo a uma forma 

complexada mais polar. 

Estudos reahzados in vivo pelo mesmo autor, utilizando-se indivíduos normais 

verificaram a presença de metabólitos no sangue e urina. No sangue, a taxa 

composto.-metabólito encontrada foi de 1:1 aos 4 minutos e 1:10 aos 60 minutos após 

injeção. A atividade urinaria era correspondente aos metabólitos de-esterificados do L,L-

ECD (formas mono-éster isoméricas e a di-ácida) (Figura 6) ^'"^. 

Durante o estudo do comportamento biológico dos metabólitos do L,L-ECD-

99m.p^ (118,119,120) ^ ygi-[ficou-se quc O dcrivado di-ácido, L,L-Etilenodicisteína-^^"^c (L,L-

EC-^^"'Tc) (Figura 6), era rapidamente depurado do sangue e excretado eficientemente 

pelos rins na urina. Em função de tal observação passou-se a investigar a potencialidade de 

tal metabólito como agente de função renal. 
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Figura 6 - Estrutura do complexo LjL-ECD-'^^Tc e seus metabólitos formados por 

hidrólises sucessivas da função éster: 

( I ) - L,L-ECD-'''"'Tc 

( I I ) e ( n i ) - Formas mono-ester/mono-ácida 

(IV ) - L,L-EC-''"'Tc 

Ao contrário do agente de perfusão cerebral, que deve apresentar alta 

lipossolubilidade, um agente para estudo funcional renal deve apresentar alta especificidade 

para excreção e baixa retenção no organismo, permitindo a avaliação de importantes 

funções tais como, a filtração glomerular, a secreção e reabsorção tubular e outras 

características que por ventura possam influenciar no diagnóstico a ser realizado "̂̂ .̂ 
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A avaliação da função tubular renal é feita com a determinação de um índice 

clínico importante, o Fluxo Plasmático Renal Efetivo (FPRE). Um radiofármaco destinado à 

medida do FPRE deve possuir características estruturais peculiares que garantam não 

somente a eficiência de ligação às proteínas transportadoras, localizadas na parede das 

células tubulares, corao também a capacidade de introduzí-lo no interior de tais células e, 

posteriormente, na luz do túbulo renal 

O o-iodo-hipurato de sódio (OIH), marcado com '^'l (Hipuran-'^'l), 

desenvolvido por Tubis em 1960, é um dos radiofármacos com características estruturais 

convenientes e comercialraente disponível para o estudo da função tubular renal (Figura 7) 

(10, 29 ,45) gĵ ĵ j-etanto, alguns inconvenientes, tais como, aumento da concentração de iodeto 

hvre na preparação em função do tempo de armazenagera, dose de radiação absorvida pelo 

paciente relativaraente alta e aquisição de iraagens cintilográficas de resolução baixa, 

sugerem o desenvolvimento de novos radiofármacos, em especial marcados com tecnécio-

99m. 

O 

C—NH—CHg —COO-

Figura 7 - Estrutura do Hipuran-'^'l 
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Em 1979, Davison e colaboradores ^̂^̂  introduziram uma classe de agentes 

quelantes para marcação com "̂ '̂ '"Tc, do tipo diaminoditiol, com destaque para o N,N'-

bis(mercaptoacetamida)-etilendiamina (DADS). Seu derivado carboxilado, DADS-CO2, foi 

sintetizado por Fritzberg e colaboradores '̂'̂ ^ em 1982 (Figura 8). 

O. 
/ \ 
N 9 N ^ ^ O 

( I ) 

COOH 

í 

^ T c 
( I I ) 

Figura 8 - Estrutura dos complexos DADS-^'^'^Tc (I) e DADS-CO2- ""^Tc (II) 99mr, 

Chervu e colaboradores sintetizaram, em 1984, um derivado do ácido p-

amino-hippúrico para marcação com ' ' "^c , denominado, simplificadamente, de PAHIDA 

(ácido p-[(bis-carboximetil)aminometilcarboxiamino]hippúrico), (Figura 9). 



J2 

O ^ ^ o ^CHsCOOH 

HOOC-H2C-HN-C—(( ))—NH-C-CH2-N 
'^CH2C00H 

Figura 9 - Estrutura do PAHIDA 

Entretanto, os três compostos citados apresentam problemas que impedem ou 

dificultam sua utilização clínica. O DADS-^^"^c, apresenta elevada fração de captação 

hepática em indivíduos com função renal comprometida "̂̂ '̂̂ '̂  . DADS-CO2, ao se 

complexar com ^^"^c, promove formação de epímeros quelados com somente um dos 

isómeros apresentando propriedades biológicas satisfatórias . Quanto ao PAHIDA-

^^"^c, apresenta depuração renal diminuída quando comparada ao Hipuran-'^'l relacionada, 

provaveknente, à metabolização a nível renal do composto, bem como a possíveis 

impedimentos estéricos na interação com os receptores tubulares 

Um outro composto para marcação com ^^"^c, do tipo N3S, também 

sintetizado por Fritzberg e colaboradores em 1986, merece destaque pela similaridade 

de comportamento fisiológico com Hipuran-''"l. Trata-se do 

Mercaptoaceülghcilghcüglicina-^^"'Tc (MAGs-^^^Tc), (Figura 10). 

LOWS SAO KAC;CK/L ül US^-r:r., ^iUCLEAR/SF 5P£| 
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Tc 

-COOH 

Figura 10 - Estrutura do complexo MAGa-'^^Tc 

Apesar de muitos estudos demonstrarem uma forte correlação entre a 

depuração de MAG3-^^"^c e Hipuran-'^^I, existem diferenças significantes em seus 

comportamentos biológicos. A ligação do MAG3-^^"^c às proteínas plasmáticas é 

relativamente alta e o clareamento plasmático em humanos é aproximadamente 65% do 

Hipuran-'^'l ('••̂ ''̂ -̂ -̂'̂ ^̂  Além disso, os dois agentes não se comportam de forma similar 

em todas as situações cKnicas. Alguns estudos demonstram a não proporcionalidade entre o 

clareamento sanguíneo dos dois compostos e sugerem que o MAG3-^^"^c possa não ser o 

substituto ideal para o Hipuran-'^^l (̂ '̂'̂ -̂''̂ .̂ 

Um estudo comparativo entre MAG3-^^"^c e L,L-EC-^^"^c, efetuado em 

indivíduos voluntários normais, revelou que o último apresenta excreção urinária similar ao 

primeiro, taxa rim/radiação de fundo maior e captação hepática desprezível. A depuração 

plasmática, segundo o mesmo estudo, é mais rápida para o L,L-EC-'^"^c ^"^^. 

A comparação entre L,L-EC-'^"^c, MAG3-^^"^c e ffipuran-'^'l, realizada em 

pacientes com doença renal obstrutiva revela que o L,L-EC-^^"Tc é um bom substituto do 
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Hipuran-'^'l na rotina de obtenção de imagens renais, promovendo imagens de alta 

qualidade e doses baixas de radiação para o paciente, tal qual MAGr^^"'Tc. A vantagem do 

L,L-EC-^^'"TC sobre o MAG3-^^"^c residiria na captação hepática mais baixa e simphcidade 

de preparação '̂ ^^. 

Todos estes resultados favoráveis, aliados à facilidade de síntese e marcação do 

composto L , L - E C , estimulam a pesquisa de propriedades físico-químicas e biológicas que 

consagrem a utilização deste novo radiofármaco renal na rotina clínica, em substituição ao 

Hipuran-'^'l. 
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n - OB jExrvo 

É notório o interesse da classe médica nuclear brasileira pela introdução de 

compostos marcados com "̂ "̂'Tc tanto para avaliação da função tubular renal, como para 

avaliação da perfusão cerebral. Os radiofármacos L,L-EC-^^"^c e L,L-ECD-̂ ^™Tc parecem 

preencher, respectivamente, as características necessárias para reahzação de tais estudos e 

têm sido alvo de várias investigações no que diz respeito à otimização das condições de 

marcação com ^''"^c bem como avaliação das propriedades biológicas '̂ ''•̂ ''•"̂ •"̂ •'̂ •̂̂ ^ •̂'̂ ''̂  

A escolha dos compostos em estudo baseou-se, certamente, no interesse clínico 

que apresentam, representando este trabalho uma oportunidade de padronização de 

conjuntos reativos liofilizados de L,L-EC e L,L-ECD a serem utilizados pela comunidade 

médica nuclear brasileira. Tal padronização envolve a síntese e caracterização dos 

compostos, o estudo dos parâmetros envolvidos na etapa de marcação com ^̂ ""Tc e a 

avahação das condições de üofihzação dos produtos, obtendo-se conjuntos de reativos com 

estabihdade compatível com a produção, armazenamento e comercialização. 

A avaliação da distribuição biológica dos complexos L,L-EC-^^'"-Tc e L,L-

ECD-̂ "̂̂ Tc em animais representa parte importante e imprescindível do processo de 

padronização dos respectivos conjuntos reativos üofihzados. A obtenção de modelos 

compartimentalizados de distribuição biológica destes complexos permitirá estabelecer uma 

análise comparativa, avaliando a influência da estrutura química nos parâmetros 

farmacocinéticos dos mesmos. 

Trabalhando somente com dois compostos, não poderemos, obviamente, 

reahzar um estudo de QSAR, uma vez que este demanda a utilização de uma série de 

compostos. O presente trabalho, entretanto, salienta a importância da relação entre 
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estrutura química e atividade biológica de radiofármacos, avaliada a partir de parâmetros 

farmacocinéticos, e representa um passo inicial para elaboração futura de novos 

radiofármacos cerebrais e/ou renais, envolvendo a síntese de compostos com núcleo 

TcO(N2S2) com diferentes substituintes, racionalmente escolhidos. 
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III - MATERIAIS E MÉTODOS 

1 - MATERIAIS 

1.1 - REAGENTES E SOLUÇÕES 

Acetona - grau de pureza p.a., Merck 

Acetonitrila - grau de pureza p.a., Merck 

Ácido acético glacial - grau de pureza p.a., Merck 

Ácido clorídrico - grau de pureza p.a., Merck 

Ácido Etilcnodiaminotetracético (EDTA) - grau de pureza p.a., Qeel 

Ácido Formamidino sulfônico (AFS) - grau de pureza p.a.. Sigma 

Ácido R-(-)Tiazolidino-4-carboxílico - grau de pureza p.a. Aldrich 

Ácido Tricloroacético (ATC)- grau de pureza p.a., Merck 

Amônia gasosa - 99% pureza. White Martins 

Ascorbato de estanho (TINASC) - frascos liofilizados contendo 

2ü,2mg de Sn (II), preparados de acordo com procedimento previamente 
(8) 

descrito 

Cloreto de amônia - grau de pureza p.a., Merck 

Cloreto de sódio - grau de pureza p.a., Merck 

Cloreto estanoso (SnCl2.2H20) - grau de pureza p.a., Merck 

, Clorofórmio - grau dc pureza p.a., Merck 

Etanol - grau de pureza p.a., Merck 
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Heparina - solução 5000UI/ml - LIQUEMINE, Roche 

Hidróxido de sódio - grau de pureza p.a., Merck 

Manitol - grau de pureza p.a.. Nuclear 

Nitrogênio gasoso. White Martins 

Pentobarbital sódico 3% - Qeel 

Pertecnetato de sódio (Na^^"^cO^) - solução eluída de gerador ^^Mo 

-^"'"^c, IPEN-TEC, IPEN-CNEN/SP 

Sódio metálico - Merck 

Uretana - Sigma 

1.2 - EQUIPAMENTOS 

Agitador magnético/aquecedor, modelo 752A, Fisatora, Brasil 

Aparelho para determinação de ponto de fusão em capilar, Mettler, modelo FP-5 

Aparelho para análise elementar. Elemental Analyser 2400 CHN, Perkin Elmer 

Balança modelo HM 100, Helmac, Brasil 

Calibrador de radioisótopos, modelo Mediae, Nuclear Chicago, Estados 

Unidos 

Câmara de cintilação, Ohio Nuclear, modelo ON 100 

Centrífuga modelo GLC-L, Sorval, Estados Unidos 

Contador automático tipo poço, com cristal de Nal(Tl), modelo 

ANSR, Abbot, Brasil 

Cromatógrafo líquido de alta eficiência, modelo 480c, C.G., Brasil 

Espectrofotometro F.T.I.R. 1750, Perkin Elmer 

Espectrómetro de RMN, 80MHz, Bruker 

Evaporador rotatório, Buchler, Estados Unidos 
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Liofilizador, modelo L4KR com câmara, Edwards, Brasil 

1.3 - OUTROS 

Fitas de alumínio empregnadas com sílica gel para cromatografia em 

camada delgada (CCD-SG) - DC-Alufoüen-Kieselgel 60, Merck 

Membrana filtrante de poro 0,22[ĵ m, Milüpore 

Coluna cromatográfica para cromatografia líquida de alta eficiência de fase 

reversa, Nucleosil C18 (250 x 4,6mm; 5|_im), Instrumentos Científicos CG. 

1.4 - ANIMAIS 

Camundongos Swiss, adultos, pesando entre 25 e 30 g, alimentados 

com ração comercial e água - biotério do IPEN- CNEN/SP 

Coelho New Zeland pesando aproximadamente 3,5 kg - Divisão 

experimental do Instituto do Coração, São Paulo 

Cão pesando aproximadamente 10 kg - Divisão experimental do Instituto do Coração, 

São Paulo 
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2 - MÉTODOS 

2.1 - PREPARAÇÃO DE L,L-ETILENODICISTEINA 

(L,L-EC) E L,L-ETILENODICISTEÍNA DIETIL ÉSTER (L,L-ECD) 

A L,L-etilenodicisteína, N,N'-bis-L-(l-carboxi-2-mercapto) etiletilenodiamina 

(II), é um dimero de cisteína que pode ser obtido pela redução com sódio metálico do ácido 

R-(-)tiazoüdino-4-carboxíLico (I) em amônia Kquida, como descrito por Blondeau e col. e 

representado na Figura 11 

Em frasco de três bocas de 500 mi, sob agitação magnética, imerso em banho 

de gelo seco/acetona e equipado com condensador para amônia (dedo frio), coletaram-se 

120 ml de amônia líquida. Adicionaram-se 13,2g do ácido R-(-)tiazolidino-4-carboxílico e, 

em seguida, o sódio metálico em pedaços pequenos, até o aparecimento de coloração azul 

intensa persistente por mais de 15 minutos (aproximadamente 8,0g de sódio metálico). 

Adicionou-se uma pequena porção de cloreto de amônia anidro até desaparecimento da 

coloração azul. Evaporou-se a amônia líquida, dissolveu-se o resíduo em água destilada e 

filtrou-se. O pH do filtrado foi ajustado para 2,0 com ácido clorídrico concentrado 

promovendo a precipitação do composto. 

Após permanecer em banho de gelo por algumas horas, o precipitado foi 

filtrado, lavado com cerca de 300ml de água destilada em três porções e retomado em 100 

ml de água destilada. O produto foi purificado por sucessivas precipitações de seu sal 

sódico com ácido clorídrico. A forma monomérica (N-metil-cisteína) (III) foi obtida a 
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partir da evaporação do filtrado e águas de lavagem combinados e extração com etanol, 

seguida de evaporação do solvente. 

O dicloridrato de L,L-Etilenodicisteína dietil éster ou dicloridrato de N,N'-bis-

L-(l-carboxi-2-mercapto)etiletilendiamina (IV), pode ser obtido pela esterificação do 

dimero L,L-Etilenodicisteína, utilizando-se etanol anidro saturado com gás clorídrico 

conforme representado na Figura 

Em frasco de três bocas de 500 mi, equipado com um condensador, sob 

agitação magnética, misturaram-se 4,0g do dimero L,L-EC a 100 mi de etanol anidro. 

Saturou-se a mistura reagente com gás clorídrico, mantendo-a em refluxo por 5 horas. A 

mistura resultante foi resfriada em banho de gelo, filtrada e lavada com etanol anidro. O 

produto foi recristalizado sucessivas vezes de etanol anidro quente. ' 
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Figura 11 - Esquema reacional: obtenção de L,L-EC e L,L-ECD: 

(I) - ácido R-(-)Tiazolidino-4-carboxílico 

(n) - L,L-EtiIenodicisteína (L,L-EC) 

(III) - N-metil-cisteína 

(IV) - L,L-EtiIenodicisteína dietil éster (L,L-ECD) 
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2.2 - ANÁLISES FÍSICO-QUÍMICAS 

. FAIXA D E F U S Ã O - as determinações das faixas de fusão dos compostos obtidos 

foram realizadas em tubo capilar. 

. A N Á L I S E E L E M E N T A R - as análises elementares de Carbono, Hidrogênio e 

Nitrogênio foram realizadas no Laboratório de Análise Elementar do Instituto de Química 

da Universidade de São Paulo. 

. E S P E C T R O S C O P I A NA R E G I Ã O D O I N F R A V E R M E L H O - os espectros no 

infravermelho utilizados para identificação dos compostos foram registrados em 

espectrofotometro no Instituto de Química da Universidade de São Paulo; as amostras 

foram anahsadas no estado sólido, em pastilhas de KBr. 

. E S P E C T R O S C O P I A D E RESSONÂNCIA N U C L E A R M A G N É T I C A os espectros 

de RMN-^H, foram obtidos em espectrómetro 80MHz, no Laboratório de Anáhse 

Instmmental do Instituto de Química da Universidade de São Paulo, utilizando-se D2O 

99% com 1% de TMS como padrão de referência interna. 

I 
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2.3 - ESTUDO DAS CONDIÇÕES DE MARCAÇÃO COM '̂ '"Tc 

2.3.1 - MARCAÇÃO DE L,L-EC COM ^""Tc 

O complexo L,L-EC-^^"^c pode ser preparado à temperatura ambiente, 

utilizando-se cloreto estanoso (SnCl2.2H20) como agente redutor do pertecnetato de sódio, 

em pH superior a 11, conforme descrito na literatura, com rendimento radioquímico 

satisfatório ' ' ' ' ' ' ' ' ' . 

Visando a preparação de conjuntos reativos liofilizados para pronta marcação 

com ^^"^c, foram avaliados os seguintes parâmetros de marcação para 1,0 mg de L,L-EC: 

. massa de SnCl2.2H20 - 1, 10, 50, 100, 125, 200, 250, 500 e lOOO t̂g 

. a t iv idade de ' '^Tc - 37,370, 740, 1850 e 3700 MBq (1, 10, 20, 

50 e lOOmCi, respectivamente) 

. volume final de marcação - 1, 2, 4 e 6 ml 

. pH de marcação - 7, 8, 9, 10 e 12 

. período de incubação - 1,5, 15 e 30 minutos 

Em todos os estudos, realizou-se um número mínimo de quatro determinações 

para cada item de cada parâmetro de modo a obter-se resultados estatisticamente 

confiáveis. 

A Tabela 1 resume as condições das marcações realizadas à temperatura 

ambiente quando da avaliação dos parâmetros diferentes, para 1,0 mg de L,L-EC. 
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Tabela 1 - Parâmetros avaliados na marcação de L,L-EC com ^̂ ""Tc 

P A R A M E I R O 

AVALIADO 

C O N D I O E S D E M A R C A Ç Ã O 
P A R A M E I R O 

AVALIADO MASSA (Hg) 
SnCl2.2H20 

ATIVIDADE 

(MBq) 

VOLUME 

'^™Tc (ml) 

INCUBAÇÃO 

(min.) 

MASSA SnCl2 12 1 -1000 37 1 15 

ATIVIDADE 12 100 37-3700 1 15 

VOLUME 
12 100 37 1 - 5 15 

BNCUBAÇÃO 12 100 37 1 1 - 3 0 

7 - 1 2 100 37 1 15 

A amostra de L,L-EC foi dissolvida em tampão fosfato 0,1M no pH indicado, 

previamente nitrogenado. A solução de cloreto estanoso foi preparada em HCl 0,05N 

previamente nitrogenado. Durante a avaliação do parâmetro atividade de ̂ ^"^c, verificou-se 

a estabilidade da marcação por um período de seis horas. 

Além dos parâmetros citados, efetuaram-se marcações utilizando-se como 

agentes redutores ácido formamidino sulfônico - AFS - (1 mg) e ascorbato de estanho -

TINASC - (26,3; 52,6 e 105,2 pig dc Sn*^). 

As marcações com AFS, efetuadas em pH 7, 8, 9, 10 e 12 foram efetuadas com 

aquecimento em banho de água fervente por 15 minutos. As marcações com TINASC foram 

realizadas à temperatura ambiente, e em pH 7 e 12 para massa de 52,6p.g de Sn* .̂ 

• r 5 , \ y • , ''•ML] V 
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AVALIAÇÃO DA PUREZA RADIOQUÍMICA 

Em todas as marcações efetuadas, a pureza radioquímica foi avaliada por meio 

de cromatografia ascendente era caraada delgada, utilizando-se fitas de alumínio 

impregnadas com sílica gel (CCD-SG) , de 12 x 1,5 cm em dois sistemas de solventes: 

acetona e ácido acético 0,5M. A amostra foi aplicada a 1 centímetro da margem inferior da 

fita e a frente do solvente percorreu uma distância de 10 cm a partir do ponto de aplicação 

(26.116,118.120) 

Após a corrida, as fitas secas foram cortadas em segmentos de 1 era, contados 

era contador gama. Estabelecidas as condições ideais de raarcação, as fitas croraatográficas 

passarara a ser divididas em dois segmentos para contagem, sendo o priraeiro a 2 

centíraetros do ponto de aplicação da araostra. A Tabela 2 apresenta o Rf (distância de 

raigração) das espécies radioquímicas de interesse. 

Tabela 2 - Análise por cromatografia em camada delgada da marcação de 

L,L-EC com ^^"^c 

FASE DISTÂNCL^ DE MIGRAÇÃO (Rf) 

ESTACIONÁRIA MÓVEL L,L-EC-^'nTc ^ ' " T c 0 2 

CCD-SG 

ACEIONA 0 0,9- 1,0 0 

CCD-SG 

ÁC. ACÉTICO 

0,5M 

0,9 - 1,0 0,9- 1,0 0 
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Para identificação de outras formas radioquímicas, possivelmente presentes no 

estudo de variação do pH, utilizou-se cromatografía líquida de alta eficiencia (CLAE), com 

coluna Nucleosil C18 (250 x 4,6mm;5|i), com fluxo de l,Oml/min de mistura gradiente de 

tampão fosfato 0,05M pH 2,5 e etanol: etanol 0-6% (0-10 minutos); etanol 6% (10-30 

minutos) o efluente passou por detetor UV (215 nm) e detetor de 

radioatividade LN-2040, Berthold. 

2.3.2 - MARCAÇÃO DE L,L-ECD COM '^"Tc 

O complexo L,L-ECD-̂ ^™Tc pode ser preparado à temperatura ambiente, 

utüizando-se cloreto estanoso (SnCl2.2H20) corao agente redutor do pertecnetato era 

presença de EDTA e manitol, era pH fisiológico, conforme descrito na literatura •̂ "̂•̂ •̂'̂ ^̂ . 

Foram avaliados os seguintes parâmetros, para 1,0 mg de L,L-ECD, 360 ^g de 

EDTA e 24 mg de manitol: 

. massa de SnCIj . lHiO - 1, 10, 50, 100, 125, 200, 250, 500 e 1000 |ig 

. at ividade de "'"Te - 37, 370, 740, 1850, 3700, 7400 MBq (1, 10, 

20, 50, 100 e 200 mCi, respectivamente) 

. volume final de marcação - 2, 4 e 6 ml 

. período de incubação - 1, 5, 10, 15, 30 e 45 minutos 

. pH de marcação - 2,0 - 3,0 e 7,5 

Em todos os estudos, realizou-se ura número mínimo de quatro determinações 

para cada ítem de cada parâmetro. 
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A Tabela 3 resume as condições de marcação realizadas à temperatura 

ambiente, quando da avaliação dos diferentes parâmetros, para 1,0 mg de L,L-ECD. 

Tabela 3 - Parâmetros avaliados na marcação de L,L-ECD com ^^"Tc 

PARÂMETRO C O N D I Ç Õ E S D E M A R C A Ç Ã O 

AVALIADO 
,. i l p H 

• : Í tASSAaip 
SnCl2.2H20 

AIIVIDADE 

(MBq) 

VOLUME 

**inTc (mJ) 

INCUBAÇÃO 

(min) 

MASSA 
SnCl2.2H20 

7,5 1 - 1000 37 1 30 

ATIVIDADE 7,5 100 37 - 3700 1 30 

VOLUME 
99mTc 

7,5 100 37 1-5 30 

INCUBAÇÃO 7,5 100 37 1 5-45 

pH 2.0 - 3,0 100 37 1 30 

Os compostos L,L-ECD, EDTA e mamtol foram dissolvidos em tampão fosfato 

0,02M, previamente nitrogenado e no pH indicado. A solução de cloreto estanoso foi 

preparada em HCl 0,05N previamente nitrogenado. 

A estabilidade da marcação foi avaliada por período de seis horas. Promoveu-se 

ainda marcação sem utilização de EDTA e manitol. 
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AVALIAÇÃO DA PUREZA RADIOQUÍMICA 

Em todas as marcações efetuadas, a pureza radioquímica foi avaliada por meio 

de cromatografia ascendente utilizando-se como suporte fitas de alumínio impregnadas 

com sílica gel de 12 x 1,5 cm (CCD-SG) e como solventes, acetona e solução de cloreto de 

sódio 20%. Após a corrida, as fitas foram secas e cortadas em segmentos de 1 centímetro 

para contagem em contador gama. Também neste caso, após o estabelecimento das 

condições ideais de marcação, as fitas cromatográficas passaram a ser divididas em apenas 

dois segmentos: a fita corrida em solução salina foi cortada a 5 centímetros do ponto de 

aplicação e a fita corrida em acetona a 2 centímetros do mesmo ponto , A Tabela 

4 descreve o Rf das formas radioquímicas de interesse. 

Tabela 4 - Análise por cromatografia em camada delgada da marcação de 

L,L-ECD com ^^"^c 

F A S E S DISTÂNCIA D E M I G R A Ç Ã O (Rf) 

ESTACIONÁRIA MÓVEL L,L-ECD-^"h'c 

CCD-SG 

NaCl 20% 0 0,9- 1,0 0 

CCD-SG 

ACETONA 0,9- 1,0 1,0 0 

Para idenüficação de outras possíveis espécies radioquímicas, em especial no 

estudo da variação do pH e na marcação efetuada na ausência de EDTA e mamtol, utilizou-

se CLAE, com a mesma coluna utilizada no estudo anterior, com fluxo de 1,0 ml/min. de 

mistura gradiente de tampão fosfato 0,05M pH 2,5 e etanol: etanol 0-60% (0-40 minutos); 
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etanol 60% (40-60 minutos). O efluente passou por detetor UV (215 nm) e detetor de 

radioatividade LN2040, Berthold. 

2.4 - HIDRÓLISE ALCALINA DO COMPLEXO 

LjL-ECD-'^'^Tc 

Misturaram-se 3,0 ml de L,L-ECD-^^"l'c (37MBq) e 1 ml de NaOH IN. Após 

15 minutos, adicionou-se HCl IN até pH 7 ^"^-'̂ '̂  . Os produtos derivados da hidróhse 

foram isolados por CCD-SG utilizando-se NaCl 20% como solvente e por CLAE, 

utilizando-se gradiente descrito para determinação da pureza radioquímica do L,L-ECD-

Tc. 

2.5 - ELABORAÇÃO DE CONJUNTOS DE REATIVOS 

LIOFILIZADOS PARA MARCAÇÃO COM ''̂ "Tc 

As condições de hofilização estudadas para obtenção de conjuntos de reativos 

viáveis de L,L-EC e L,L-ECD para marcação com ^̂ ""Tc, envolveram a variação do tipo e 

massa do agente redutor, pH e período de congelamento, dependendo do caso. 



51 

2.5.1 -CONJUNTOS DE REATIVOS LIOFILIZADOS 

DE L,L-EC 

. Agente redutor - massa por frasco 

- SnCl2.2H20 - 100, 125, 250, 500 e 1000 îg 

- TINASC - 26,3, 52,6, 105,2 l̂g de Sn*^ 

. Congelamento 

- realizado no liofilizador - período de 5 horas 

- realizado com nitrogênio líquido - período de 15 minutos 

. Ciclo de liofilização - 16 horas 

Os conjuntos de reativos liofilizados de L,L-EC foram preparados mediante 

dissolução do L,L-EC (1,0 mg/ml) em tampão fosfato pH 12, previamente nitrogenado. O 

agente redutor (cloreto estanoso ou TINASC) foi dissolvido em HCl 0,05N previamente 

nitrogenado. Após a dissolução do L,L-EC, acrescentou-se volume ideal da solução de 

agente redutor, e levou-se o pH a 12 com NaOH 0,1N antes do acerto do volume fmal com 

tampão. 

A solução foi filtrada em filtro Millipore 0,22|i e fracionada em frascos tipo 

penicilina estéreis (1 ml/frasco), em capela de fluxo laminar. Os frascos foram submetidos 

ao congelamento e hofilização. 
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2.5.2 - CONJUNTOS DE REATIVOS LIOFILIZADOS DE 

L,L-ECD 

. Agente redutor - massa por frasco 

- SnCl2.2H20 - 100, 125, 250, 500 e 1000 îg 

. Congelamento 

- realizado no liofilizador - período de 5 horas 

- realizado com nitrogênio líquido - período de 15 minutos 

. pH da mistura reagente - 2 a 3 e 7,5 

. ciclo de liofilização - 16 horas 

Os conjuntos de reativos Uofilizados de L,L-ECD foram preparados mediante 

dissolução dos sais de cloridrato de L,L-ECD (1,0 mg/ml), EDTA (360 |ig/ml) e mamtol 

(24 mg/ml) em tampão fosfato pH 7,5 preparado com água bidestilada e previamente 

nitrogenado ^̂ '̂̂ -̂̂ ^̂ ^ _ Adicionou-se a esta solução, volume ideal da solução de cloreto 

estanoso preparada como descrito anteriormente. Quando necessário, ajustou-se o pH a 7,5 

com NaOH O, IN antes do acerto do volume final. 

Para preparo dos conjuntos hofiüzados de dicloridrato de L,L-ECD em pH 

ácido, os sais L,L-ECD, EDTA e mamtol foram dissolvidos em água bidestilada recém 

nitrogenada e a massa ideal de cloreto estanoso foi dissolvida em pequeno volume de HCl 

concentrado, que foi adicionado à esta solução. Após verificação do pH (2 a 3), completou-

se o volume com água bidestilada e nitrogenada. 

Em ambos os casos, as soluções resultantes foram filtradas em filtro Millipore 

0,22|i, fracionadas em frasco tipo penicilina (1,0 ml/frasco) em capela de fluxo laminar, 

submetidas a congelamento e liofilizadas. 
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A estabilidade dos conjuntos de reativos liofilizados de L,L-EC e L,L-ECD foi 

avaliada por período de 6 meses. 

2.6 - ESTUDOS BIOLÓGICOS DOS COMPLEXOS 

L,L-EC-'^"Tc E LjL-ECD-'^^Tc 

2.6.1 - ESTUDOS BIOLÓGICOS EM CAMUNDONGOS 

Em todos os estudos biológicos realizados em camundongos Swiss, os animais 

foram previamente pesados e a dose do produto marcado (aproximadamente 1,85 MBq/0,1 

ral) foi administrada era veia caudal sem utilização de anestesia, com exceção do estudo de 

coleta de bUe no qual os animais foram anestesiados com uretana. 

Utilizou-se um número mínimo de 10 animais para cada tempo avaliado na 

realização dos diferentes estudos. 

E S T U D O S D E D I S T R I B U I Ç Ã O B I O L Ó G I C A 

Após administração da dose do respectivo radiofármaco e tendo transcorrido o 

tempo pré estabelecido para cada animal (1, 3, 5, 10, 15, 30, 60, 120 e 240 minutos) estes 

foram sacrificados por decapitação e o sangue coletado em frascos heparinizados. 
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De imediato foram retirados os seguintes órgãos: coração, pulmão, estômago, 

baço, fígado, rins, intestinos e cérebro. Os órgãos foram pesados e a radioatividade 

determinada em contador gama tipo poço com detetor de Nal(Tl). As caudas dos animais 

também foram contadas para eventual correção da dose administrada. 

Alíquotas de 100|il de sangue foram preparadas para determinação da 

radioatividade sanguínea e o restante do sangue foi centrifugado a 2000 rpm por 15 

minutos, para determinação da radioatividade plasmática em amostras de 100|Xl de plasma. 

As porcentagens da dose administrada presentes nos diversos órgãos, no sangue 

e plasma, foram determinadas em relação a um padrão da dose administrada, 

apropriadamente düuído e medido em contador gama, mantendo-se a mesma geometria e 

mesmo tempo de contagem das amostras. 

A volemia e o volume plasmático foram determinados utilizando-se as seguintes 

fórmulas : 

VOLEMIA (ml) = Peso do animal (g) x 0,0778 (mVg) 

VOLUME PLASMÁTICO (ml) = Peso do animal (g) x 0,0488 (ml/g) 

A radioatividade presente nas amostras de sangue e plasma, associadas, 

respectivamente, à volemia e volume plasmático, permitiu a determinação da porcentagem 

da dose administrada presente no sangue e plasma total de cada animal. 
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E S T U D O S D E R E T E N Ç Ã O D E C O R P O I N T E I R O 

Poucos segundos antes de ser atingido o tempo de interesse após a 

administração dos radiofármacos, os animais foram estimulados a urinar e sacrificados por 

imersão em nitrogênio Kquido. Congelados, cada animal foi segmentado e distribuído em 

tubos para contagem. A somatória das contagens destes tubos representa a retenção de 

corpo inteiro, calculada em termos percentuais a partir de um padrão da dose administrada. 

E S T U D O S D E E L I M I N A Ç Ã O 

A eliminação urinaria dos compostos foi avaliada amarrando-se o pênis dos 

animais no momento da administração da dose para contenção da urina na bexiga (para 

períodos menores ou iguais a 60 minutos) que foi retirada transcorrido o tempo de 

interesse. A urina retirada da bexiga foi diluída em balão volumétrico e amostras de 1 ml 

foram retiradas para contagem. 

Para avaliação da excreção urinaria em períodos superiores a 60 minutos, os 

animais foram colocados em pequenas gaiolas individuais, circulares, com diâmetro de 

aproximadamente 8 cm, com fundo de rede e suporte inferior para coleta de urina. 

Transcorrido o tempo desejado após a administração da dose, a urina armazenada foi 

coletada. Devido ao pequeno volume, bem como impregnação da urina na rede da gaiola, 

foram efetuadas lavagens repetidas da gaiola com volumes pequenos de água destilada. A 

urina e águas de lavagem de cada gaiola foram colocadas era balões volumétricos 

individuais para padronização de volume. Ao final do procedimento, uma alíquota de 1 ml 

de urina diluída teve sua radioatividade medida em contador gama e a porcentagem da dose 

eliminada na urina foi calculada a partir de um padrão da dose administrada. 
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A eliminação dos compostos pela via intestinal foi estimada a partir da medida 

de captação dos intestinos (delgado e grosso) com e sem conteúdo intestinal. Para o 

composto L,L-ECD-^^"Tc, procedeu-se ainda a coleta de fezes de animais mantidos em 

gaiolas metabólicas para os tempos de 4, 8,16 e 24 horas após a administração da dose. A 

captação bihar foi avaliada por meio de coleta seriada de bile, a partir da canulação do duto 

biüar em animais anestesiados com uretana. 

D E T E R M I N A Ç Ã O D A P O R C E N T A G E M D E 

L I G A Ç Ã O À S P R O T E Í N A S P L A S M Á T I C A S 

A porcentagem de hgação dos compostos às proteínas plasmáticas foi avahada 

por método de precipitação proteica com ácido tricloroacético (TCA) 

Amostras de plasma (200|i.l), coletadas 1, 15, 30 e 60 minutos após a 

administração da dose, foram submetidas à precipitação proteica com 1 ml de solução de 

ATC 10%. Após centrifugação e separação do sobrenadante, o precipitado foi lavado com 

1 ml de solução de ATC, centrifugado e o sobrenadante foi novamente separado. As 

proteínas plasmáticas precipitadas foram contadas em contador gama e a porcentagem de 

ligação calculada a partir da contagem da amostra de plasma inicial. 

A V A L I A Ç Ã O C R O M A T O G R Á F I C A D E F L U I D O S 

B I O L Ó G I C O S 

Amostras de urina, plasma e bile coletados após a administração de L,L-ECD-

9 9 n v p ^ foram anaüsados por CLAE, para identificação de possíveis formas radioquímicas. 
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diferentes do produto administrado. As condições cromatográficas empregadas foram as 

mesmas descritas para determinação da pureza radioquímica do radiofármaco. 

As amostras de plasma foram obtidas de 3 animais, 1 minuto após a 

administração do radiofármaco e misturadas. A mistura plasmática recebeu tratamento 

prévio com acetonitrila (1 ml para 0,5 ml de plasma) para precipitação de proteínas 

plasmáticas . Após centrifugação, os sobrenadantes foram filtrados em filtro Millipore 

0,22}i e cromatografados. 

As amostras de urina foram coletadas de 3 animais para cada tempo, a saber, 5, 

30 e 60 minutos após a administração da dose. A amostra de bile representa o acúmulo dos 

primeiros 60 minutos após a administração. As amostras de urina e de bile foram filtradas 

com filtro Millipore 0,22^. e cromatografadas. 

Para o composto L,L-EC-̂ "̂1rc efetuou-se análise da urina coletada de 3 

animais para cada tempo (5, 30 e 60 minutos) após a administração da dose, por meio de 

cromatografía em camada delgada, utilizando-se sistema cromatográfico descrito na 

avaliação da pureza radioquímica do complexo. 

2.6.2 - ESTUDOS BIOLÓGICOS EM ANIMAIS DE MEDIO PORTE 

Para obtenção de imagens cintilográficas dos complexos L,L-EC-^^"Tc e L,L-

ECD-^^"Tc, foram utilizados animais de médio porte. No primeiro caso, a distribuição foi 

avaliada em coelho New Zeland, mediante administração da dose na veia marginal (185 

MBq), estando o animal imobilizado em posição anterior. As imagens foram adquiridas 

imediatamente após a administração da dose, em estudo dinâmico, utilizando-se intervalo de 
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3 segundos por exposição em Câmara de Cintilação equipada com programa desenvolvido 

para o radiofármaco MAG3-^^"Tc. Selecionando-se os rins como área de interesse, foram 

obtidas as curvas renais. 

O composto L,L-ECD-^^"Tc foi avaliado em cão, anestesiado com 

pentabarbital, mediante administração da dose em veia femural (555 MBq). As imagens 

cerebrais foram adquiridas 15, 30 e 60 minutos após administração da dose em posição 

frontal e lateral. 

2.7 - ELABORAÇÃO DE MODELOS COMPARTIMENTALIZADOS 

DE DISTRIBUIÇÃO FARMACOCINÉTICA 

As análises compartimentais dos dois complexos foram elaboradas com base 

nos estudos de distribuição biológica realizados em camundongos, utilizando-se o programa 

ANACOMP para análise dos dados experimentais, cálculo dos coeficientes de transferência 

(k) e simulação dos modelos propostos "̂ ^̂^ 

Para elaboração do modelo compartimentalizado de distribuição do complexo 

L,L-EC-^^"Tc, o programa foi alimentado com resultados experimentais de captação do 

complexo (amostragens) em diferentes tempos após a administração da dose, a saber: 

amostragem 1 = sangue; amostragem 2 = corpo inteiro e amostragem 3 - urina. No caso 

do complexo L,L-ECD-^^"Tc, o programa foi alimentado com as seguintes amostragens: 

amostragem 1 - sangue; amostragem 2 = corpo inteiro; amosü^agem 3 = urina; amostragem 

4 = fezes; amostragem 5 = fígado e amostragem 6 = cérebro. 



59 

Em ambos os casos assumiu-se que para o tempo zero, 100% da dose 

administrada encontra-se no sangue (compartimento 1). 

Um modelo com três compartimentos foi proposto para o complexo L,L-EC-

^"Tc, (Figura 12). Os três compartimentos considerados foram numerados da seguinte 

forma: 

COMPARTIMENTO REPRESENTAÇÃO 

1 VASCULAR 

2 EXTRA-VASCULAR 

3 URINA ACUMULADA 

Para este modelo defmiram-se os seguintes parâmetros Sigma (Sjj): (1,1); (2,1); 

(2,2) e (3,3), todos iguais a 1. 

Os parâmetros Sjj representam a contribuição relativa de cada órgão ou 

compartimento na medida experimental. Como a eficiência de contagem da radioatividade é 

praticamente a mesma para todos os órgãos, adotou-se o valor unitário para os parâmetros 

Su. 

ilexo com Para o composto L,L-ECD-^^"Tc foi proposto um modelo mais comple 

7 compartimentos (Figura 13). De acordo com as amostragens experimentais foram 

definidos os seguintes parâmetros Sigma Sy: (1,1); (2,1); (2,2); (2,4); (2,6); (2,7); (3,3); 

(4,5); (5,2) e (6,7), todos iguais a 1. 
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No modelo esquematizado na Figura 13, os sete compartimentos considerados 

foram numerados da seguinte forma: 

C O M P A R T I M E N T O N" R E P R E S E N T A Ç Ã O 

1 SANGUE 

2 FÍGADO 

3 URINA ACUMULADA 

4 BILE 

5 FEZES ACUMULADA 

6 DEMAIS ÓRGÃOS 

7 CÉREBRO 

As medidas experimentais correspondem à somatória da radioatividade dos 

diferentes órgãos ou compartimentos. Cada função experimental (amostragem) é 

representada pela combinação linear dos respectivos compartimentos, isto é: 

Medida do Sangue (1) = S^ . Sangue 

Medida do corpo inteiro (2) = S2,i.Sangue + S2,2-Fígado + S2,7.Cérebro + 

S2,4.Bile + S2,6.Demais órgãos 

Em ambos os modelos propostos, os valores dos coeficientes de transferência 

entre compartimentos (k) foram inicialmente estimados em faixas e após cada tentativa de 

ajuste, foram aprimorados. 
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Figura 12 - Modelo de distribuição biológica proposto para o composto L,L-EC-'*"Tc 

- os círculos representam os compartimentos e os triângulos os dados ou amostragens 
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Figura 13 - Modelo de distribuição biológica proposto para o composto L,L-ECD-

99mTc - os círculos representam os compartimentos e os triângulos os dados ou 

amostragens 
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IV- RESULTADOS 

1 - PREPARAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DOS COMPOSTOS L,L-

EC E L,L-ECD 

A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos na preparação dos dois compostos 

em estudo. 

Tabela 5 - Valores de rendimento de síntese, faixas de fusão (experimental e literatura) e 

análise elementar (experimental e calculada) dos compostos L,L-EC e L,L-ECD 

COMPOSTO RENDIMENTO 
.íSAiXA DE l i m o : r c ) ;Sí:;; ANÁLISE ELEMENTAR 

COMPOSTO RENDIMENTO 

f':XI'ERIMENTAl, íí L m E R A T l R A i«> KXPERIMEN l A t , CAU1Jt .ADA 

L,L-EC 

C: 35,62 35,80% 

L,L-EC 4,lg(32%) 248-251 251 - 253 N: 10,23 10,44% L,L-EC 

H: 5,89 6,01% 

L,L-ECD 

C: 35,46 36,27% 

L,L-ECD l,72g(43%) 190 - 194 197 - 198 N; 7,08 7,05% L,L-ECD 

H: 6,42 6,60% 

(*) - Rcfs. 9,40 e 94 
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Os espectros de infravermelho (KBr) obtidos para os compostos L-L-EC e L,L-

ECD foram anahsados para identificação das bandas de absorção relativas às hgações 

características do dimero de cisteína, comuns aos dois compostos, quais sejam: 

- estiramento N-H de amina secundária (2300-3000 cm"'); 

- deformação N-H de amina secundária (1560 cm"'); 

- estiramento S-H (2300-3000 cm"'); 

- estiramento CH2 (2300-3000 cm"'): 

- estiramento C-N (1075 cm"'); 

Observou-se também a presença das bandas de absorção características de cada 

composto, a saber: 

- estiramento C=0 de carboxila (1593 cm"') - presente no espectro do composto L,L-EC; 

- estiramento C=0 de COOEt (1737 cm"') - presente no espectro do composto L,L-ECD; 

- estiramento C=0 de EtO" (1230 cm') - presente no espectro do composto L,L-ECD. 

Os espectros de R M N - ' H obtidos para os compostos em estudo, revelaram os 

seguintes deslocamentos químicos: 

- Composto L,L-EC - Ô (ppm) - 4,73 (s, 2H, -CH); 

4,59 (d, 4H, -CH2-N); 

4,79 (s, 2H, -NH-). 

- Composto L,L-ECD - ô (ppm) - 1,40 (t, 6H, CH3); 

3,27 (dq 4H, CH2-S); 

4,20 (m, 4H, OCH2); 

4,60 (t, 2H, CH-); 

3,30 (m, 4H, CH2-CH2). 
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2 - ESTUDO DAS CONDIÇÕES DE MARCAÇÃO COM "'^Tc 

2.1 - MARCAÇÃO DE L,L-EC COM '""Tc 

Variando-se a atividade de raarcação de 37 a 3700 MBq (1 a lOOmCi), a 

porcentagem de pureza radioquímica avaliada por cromatografia em camada delgada foi 

superior a 99% e as preparações permaneceram estáveis por um período avaliado de seis 

horas. 

Variando-se o volume de raarcação (1 a 6 ml) não foram observadas alterações 

na porcentagem de pureza radioquímica que permaneceu superior a 99%. 

Um período de incubação de 5 minutos à temperatura ambiente foi suficiente 

para formação do complexo de interesse com porcentagem de pureza radioquímica superior 

a 99%. 

A avahação da pureza radioquímica era função da raassa de cloreto estanoso 

utilizada, pode ser observada na Tabela 6. 

COMISSÃO ucizn-i tf tKEfj:\.h HUCIEÂR/SP m 
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Tabela 6 - Variação da porcentagem de pureza radioquímica do complexo L,L-EC-^^"Tc 

determinada por cromatografia em camada delgada em função da massa do agente redutor 

(SnCl2.2H20) 

MASSA SnCl2.2H20 PUIÏEZA ' i f 
RADIOQUÍMICA (%) 

1,0 94,24 ± 0,15 

10,0 99,67 ± 0,13 

100,0 99,58 ± 0,08 

125,0 99,48 ± 0,17 

250,0 98,38 ± 0,72 

500,0 91,36 ± 3,87 

1000,0 56,21 ± 5,58 

As alterações mais significativas ocorreram nos estudos da variante pH. A 

análise por CLAE da mistura utilizando-se cloreto estanoso a pH 12 evidencia um único 

pico com tempo de retenção (Rt) de 18,6 minutos. A pureza radioquímica não foi afetada 

pela neutralização desta mistura reagente (Figura 14). 

Nas marcações efetuadas em pH mais baixo (7 a 10), um segundo complexo se 

forma e a porcentagem da forma radioquímica de interesse (Rt = 18,6 minutos) diminui com 

a redução do pH (Figura 15, Tabela 7). 

Usando-se AFS como agente redutor em diferentes pH os cromatogramas de 

CLAE evidenciam a formação de mais de três espécies radioquímicas (Figura 16, Tabela 7). 

Em todos os casos a porcentagem da forma radioquímica desejada é reduzida quando 

comparada com a marcação utilizando-se cloreto estanoso. 
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Os cromatogramas de CLAE obtidos para preparações utüizando-se TINASC 

como agente redutor em pH 7 e 12 podem ser observados na Figura 17. 

Tabela 7 - Influência do pH e agente redutor das misturas reagentes na pureza 

radioquímica do complexo L,L-EC-^"Tc 

REDUTOR 
PUREZA RADIOQUÍMICA {%) (Rt = 18,6 iiiín.) 

REDUTOR 

pH7 pH8 pH9 pH 10 pH 12 

SnCl2.2H20 44,13 ±12,35 59,95 ± 8,47 64,12 ±10,98 72,60 ± 2,41 99,61 ±0 ,13 

AFS 7,82 ± 1,25 5,36 ± 1,17 17,01 ± 7,51 23,60 ± 9,20 71,21 ± 1,90 

2.2 - MARCAÇÃO DE L,L-ECD COM '̂ '"Tc 

A variação da pureza radioquúnica do complexo L , L - E C D - ^ ' " T C em função da 

massa do agente redutor (SnCl2.2H20) pode ser observada na Tabela 8. 
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Tabela 8 - Variação da porcentagem de pureza radioquímica do complexo L,L-ECD-^"Tc 

determinada por cromatografia em camada delgada em função da massa do agente redutor 

(SnCl2.2H20) 

MASSA SnCl2.2H20 

(Hg) 

PUREZA 

RADIOQUÍMICA (%) 

1 79,26 ± 1,22 

10 96,83 ± 0,38 

100 98,90 ± 0,71 

125 98,89 ± 0,46 

250 89,86 ± 1,51 

500 91,14 ± 5,02 

1000 82,16 ± 4,21 

A porcentagem de pureza radioquímica determinada por cromatografia em 

camada delgada foi superior a 98% para volume fmal de marcação de 1 a 4 ml. Para 

volumes finais de 5 e 6 ml a porcentagem de pureza radioquímica decresce, 

respectivamente, para 94,45 ± 0,32 e 89,61 ± 0,24%. 

Um período mínimo de 15 minutos foi requerido para que as marcações 

atingissem rendimento radioquímico superior a 98%. As marcações efetuadas com atividade 

variando de 37 a 3700MBq (1 a 100 mCi) apresentaram porcentagem de pureza 

radioquímica superior a 98% e permaneceram estáveis por período superior a quatro horas. 

A Figura 18 mostra as anáüses de CLAE realizadas para marcações efetuadas 

em pH 2,0-3,0 e 7,5, bem como para marcação reahzada sem EDTA e manitol. 



69 

3 - HIDRÓLISE ALCALINA DO COMPLEXO 

L,L-ECD-^""Tc 

Os produtos da hidrólise alcalina do complexo L,L-ECD-^"T'c podem ser 

observados no cromatograma de CLAE na Figura 19. 

4 - ELABORAÇÃO DE CONJUNTOS DE REATIVOS LIOFILIZADOS 

PARA MARCAÇÃO COM '^"Tc 

O estudo das condições de Uofüização possibilitou a obtenção de conjuntos de 

reativos Uofilizados de L,L-EC e L,L-ECD com estabilidade superior a 4 meses, quando 

armazenados em geladeira. 

4.1 - CONJUNTOS DE REATIVOS DE L,L-EC 

As condições empregadas na elaboração dos conjuntos de reativos hofilizados, 

que garantiram a estabilidade dos produtos frente ao processo de hofilização e ao 

armazenamento foram: 
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agente redutor/massa - SnCl2.2H20 (250Hg) e "TINASC" (105,2 îg de Sn^^ ) 

congelamento - realizado com nitrogênio líquido por período de 15 minutos 

ciclo de liofilização -16 horas 

4.2 - CONJUNTOS DE REATIVOS DE L,L-ECD 

Da mesma forma, na obtenção dos conjuntos de reativos hofilizados de L,L-

ECD, as condições apropriadas foram: 

. pH da mistura reagente - 2,0 a 3,0 

. agente redutor/massa - SnCl2.2H20 (125 ^g) 

. congelamento - reahzado com nitrogênio líquido por período de 15 minutos 

. ciclo de liofilização - 16 horas 
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5 - ESTUDOS BIOLÓGICOS DOS COMPLEXOS 

L,L-EC-^'"Tc E L,L-ECD-^'"Tc 

5.1 - ESTUDOS BIOLÓGICOS EM CAMUNDONGOS 

E S T U D O S D E D I S T R I B U I Ç Ã O B I O L Ó G I C A 

Os clareamentos sanguíneos dos compostos L,L-EC-^"Tc e L,L-ECD-^^"Tc, 

expressos em porcentagem da dose administrada presente no sangue e plasma podem ser 

observados na Tabela 9. 

As Tabelas 10 a 13 relacionam os resultados de captação de L,L-EC-^^"Tc 

(Tabela 10 e 11) e L,L-ECD-^^"Tc (Tabela 12 e 13) nos diferentes órgãos e tecidos, 

expressos em porcentagem da dose por órgão e porcentagem da dose por grama de órgão. 

I 
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Tabela 9 - Níveis sanguíneos e plasmáticos de UL-EC-'^'^c e L,L-ECD-^^"Tc expressos 

em porcentagem da dose administrada 

TEMPO 

(min.) 

L ,L -EC-^^ ' r c L ,L .ECD- ' *^Tc TEMPO 

(min.) % DOSE 
SANGUE 

% D G S E 
PLASMA 

% DOSE 
..SANGUE : 

% DOSE 
PLASMA 

i 35,57 ± 8,42 33,47 ± 6,66 22,29 ± 7,75 20,67 ± 8,72 

' 3 10,16 ±2,65 10,87 ± 4,85 . 13,09 ±5,01 13,48 ±4,73 

5̂  6,54 ± 1,10 6,49 ± 1,26 9,15 ±2,74 9,66 ± 3,48 

10 3,43 ± 0,65 3,71 ±0,51 6,45 ± 0,69 5,64 ±0,88 

15 3,31 ±0,55 2,38 ± 0,93 4,78 ± 1,46 4,18 ±0,73 

30 1,29 ±0,29 1,22 ±0,53 3,17 ±0,81 3,14 ±0,92 

60 0,53 ± 0,08 0,62 ± 0,20 1,90 ±0,48 1,66 ±0,42 

120 0,24 ± 0,05 0,16 ±0,02 1,02 ±0,32 0,97 ± 0,20 
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Tabela 10 - Porcentagem da dose administrada de L,L-EC-^^"Tc por órgão avaliado 

TEMPO 
PORCENTAGEM DA DOSE DE L,L-EC.^'™Tc POR ÓRGÃO 

ifmn.) CORAÇÃO PUI jMÃO ESTÔMAGO BAÇO FÍGADO RINS CÉREBRO 

1 0,45±0,04 1,41+0,22 0,53±0,08 0,19±0,05 5,27±0,66 37,19±13,1 -

0,20±0,07 0,65±0,18 0,41 ±0,12 0,09±0,02 3,03±0,46 25,31±11,2 -

ü,14±0,02 0,37±0,08 0,28±0,06 0,06±0,01 2,96±0,45 17,35+6,46 0,30±0,02 

10 (),08±(),02 0,20±0,04 0,16±0,04 0,03±0,01 2,01+0,30 9,11+4,73 0,13±0,01 

15 0,05±(),()1 0,19±0,08 0,27±0,18 0,03±0,01 1,90±0,30 5,55±2,81 0,048±0,004 

30 0,03±0,ül 0,11±0,04 0,07±0,01 0,02±0,01 1,18±0,21 3,40±1,61 0,038±0,003 

60 0,021 ±0,0 0,05±0,02 0,05±0,01 0,01±0,00 0,81±0,13 2,37+1,65 0,018±0,001 

120 0,012±0,0 0.015±0,0 0,03±0,01 0,01±0,00 0,64+0,01 0,65+0,37 -
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Tabela 11 - Porcentagem da dose administrada de L,L-EC- "^c por grama de órgão 

avaliado 

TEMPO 

(min.) 

PORCENTAGEM DA DOSE DE L,L-EC-^^Tc POR GRAMA DE ÓRGÃO 
TEMPO 

(min.) CORAÇÃO ptn^MÃo ESTÔMAGO BAÇO FÍGADO R I N S CÉREBRO 

t i 2,48±0,31 4,31+0,62 1,57±0,42 1,42±0,50 2,70±0,39 20,72±5,06 -

3 1,21±0,29 2,33±0,49 0,98±0,16 0,64±0,13 1,17±0,27 13,62±4,19 -

• 5 0,95±0,13 1,40±0,18 0,81±0,17 0,43±0,07 1,56±0,28 6,63±1,13 0,12±0,01 

0,46+0,14 0,83±0,22 0,43±0,12 0,27+0,05 1,36+0,30 3,77±0,68 0,O53±O,0O5 

15 0,36±0,16 0,67±0,24 0,55+0,25 0,20±0,05 0,96±0,19 2,49±0,88 0.019±0,001 

30 0,19±0,04 0,35±0,09 0,23+0,05 0,12±0,03 0,69±0,15 1,55±0,40 0,016+0,004 

60 0,12+0,01 0,19+0,06 0,16+0,03 0,06±0,01 0,62±0,18 1,15+0,22 0,007±0,001 

120 0,05+0,03 0,05±0,01 0,07±0,02 0,03±0,01 0,31±0,01 0,27±0,003 -
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Tabela 12 - Porcentagem da dose administrada de L,L-ECD- "^c por órgão avaliado 

TEMPO 

{mm 

PORCENTAGEM DA DOSE DE L,L-ECD-'*"Tc POR ÓRGÃO 
TEMPO 

{mm CORAÇÃO ESTÔMAGO PAÇO FÍGADO R I N S CÉREBRO 

0,70±0,02 2,45±0,32 0,72±0,18 0,39±0,09 30,04±6,60 5,19+1,61 2,29±0,39 

0,37±0,07 1,75±0,19 0,56±0,12 0,23+0,04 33,27±4,03 4,71 ±0,98 1,14±0,21 

m-5 1̂ 0,23+0,05 1,24±0,09 0,50±0,n 0,18±0,03 28,27+4,49 4,48±1,19 1,25±0,27 

10 0,17±0,03 0,84±0,11 0,36±0,06 0,11±0,03 16,79±1,51 2,59±0,51 -

15 0,11±0,03 0,66±0,11 0,29±0,11 0,06±0.01 14,88+3,02 2,16±0,50 1,12±0,53 

30 0,07±0,01 0,27±0,05 0,30±0,15 0,06+0,02 8,74±1,67 1,53±0,34 0,38±0,14 

60 0,04±0,01 0,28±0,08 0,33±0,13 0,04+0,01 8,05±0,66 1,00±0,29 0,19±0,08 

120 0,02±0,01 0,13±0,02 0,15±0,04 0,02+0,01 6,14±0,44 0,71±0,25 0,07±0,01 
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Tabela 13 - Porcentagem da dose administrada de L,L-ECD- ™Tc por grama de órgão 

avaliado 

TEMPO 

(min.} 

PORCENTAGEM DA DOSE DE L,L-ECD- *^Tic POR GRAMA DE ÓRGÃO 
TEMPO 

(min.} PULM&O CÉREBRO 

4,48±0,17 9,82±1,93 2,62±0,91 2,93+0,19 29,88±8,49 16,46+5,06 4,03±1,54 

3 2,80±0,44 6,97±0,72 1,74±0,23 2,13±0,57 27,92±4,14 16,89±5,02 2,91±0,75 

l i l i l í 1,86±0,23 4,84±0,24 1,44±0,22 1,19±0,25 20,62±3,21 16,79±5,26 2,24±0,39 

10 1,45±0,37 3,73±0,49 1,40±0,29 0,99±0,07 15,03±1,26 8,55+1,39 -

15 0,84±0,20 2,73±0,54 0,88±0,29 0,56±0,14 12,57+2,20 7,28±1,55 1,54±1,32 

30 0,67±0,10 1,34±0,25 1,83±1,00 0,43±0,08 8,50±2,07 4,77±1,22 0,77±0,53 

60 0,31+0,12 1,01+0,26 1,21±0,46 0,23±0,07 6,63±1,54 3,19±0,90 0,36±0,21 

120 0,10±0,03 0,49±0,11 0,49+0,15 0,10+0,02 4,46±0,97 1,97+0,67 0,19±0,18 
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ESTUDOS DE RETENÇÃO DE CORPO INTEIRO 

Os resultados obtidos nos estudos de retenção de corpo inteiro dos complexos 

L,L-EC-^^"^c e L,L-ECD-^"^c podem ser observados na Tabela 14. 

Tabela 14 - Retenção de corpo inteiro dos complexos L,L-EC-^^"^c e L,L-ECD-^^"Tc 

expressos em porcentagem da dose administrada 

lEMPO 

(min.) 

% DOSE CORPO INTEIRO lEMPO 

(min.) : • L,L-EC-^^Tc: L,L-ECD-^Tc 

1 73,79 ± 8,79 -

3 62,60 ± 9,65 -

5 42,57 ± 8,91 78,34 ± 12,44 

15 28,55 ± 8,60 72,07 ± 7,18 

30 13,66 ± 5,24 66,84 ± 10,19 

60 7,66 ± 2,29 62,12 ± 5,38 

120 6,39 ± 0,57 56,98 ± 10,32 

240 3,83 ± 0,85 35,92 ± 3,91 

960 - 2,24 ± 1,18 
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ESTUDOS DE ELIMINAÇÃO 

A Tabela 15 expressa os resultados obtidos nos estudos de eliminação urinaria dos 

dois complexos. 

Tabela 15 - Eliminação urinaria dos complexos L,L-EC-^^'"TC e L,L-ECD-^^"^c expressa 

em porcentagem da dose administrada 

TEMPO 

(min.) 

% DOSE ELIMINADA NA URINA TEMPO 

(min.) L,L-EG-^*"Tc L,L-ECD-'^'Tc 

' 1 m. 0,29 ± 0,20 -

5 53,14 ± 13,14 6,20 ± 3,78 

10 71,52 ± 4,92 -

: 15 J 77,35 ± 4,61 18,62 ± 7,49 

30 85,59 ± 7,51 31,06 ± 6,59 

60 89,65 ± 6,09 33,81 ± 9,21 

120 94,38 ± 3,56 39,83 ± 2,79 

240 93,89 ± 0,85 49,63 ± 7,26 

A Tabela 16 expressa a captação intestinal dos complexos L,L-EC-^^"^c e L,L-

ECD-^^"^c considerando-se o intestino cheio (com conteúdo intestinal) e intestino vazio 

(sem conteúdo intestinal e lavado), bem como captação encontrada nas fezes coletadas em 

períodos mais tardios para o complexo L,L-ECD-^^"^c. 
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Tabela 16 - Avaliação da eliminação intestinal dos complexos L,L-EC-^^"^c e L,L-ECD-

"̂ "̂̂ c expressos em porcentagem da dose administrada 

TEMPO 
PORCENTAGEM DA DOSE ADMINISTRADA 

TEMPO 

: i | i l :Í | l l ;U|| | | | Í | | ÍI L^L-ECD.'^Tc 

TEMPO 

INT.CHEIO INT, VAZIO INT.CHEIO INT. VAZIO FEZES 

S 3,13 ±0,45 0,36 ±0,12 13,03 ±4,58 3,93 ± 1,65 -

4,01 ±0,70 0,58 ± 0,36 23,30 ± 5,78 8,51 ± 1,95 -

5,04 ± 0,80 0,13 ±0,04 33,26 ± 9,44 8,50 ±3,51 -

4,00 ± 0,82 0,11 ±0,04 38,25 ± 5,79 8,24 ± 1,09 -

3,67 ± 0,60 0,04 ±0,01 43,66 ± 6,90 8,17 ± 1,79 -

240 - - 44,89 ± 8,20 7,21 ±3,46 1,37 ±2,26 

360 - - 40,89 ± 8,03 2,90 ± 0,01 -

480 - - 25,65 ± 5,92 2,06 ± 0,46 13,96 ±2,69 

- - - - 16,69 ±2,27 

1440 - - - - 28,23 ±3,12 

Os níveis de captação biliar dos complexos em estudo estão expressos na 

Tabela 17. 
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Tabela 17 - Elimmação biliar dos complexos L,L-EC-^^"^c e L,L-ECD-̂ ^™Tc expressa em 

porcentagem da dose administrada 

TEMPO 

(min.) 

% DOSE ELIMINADA NA BILE ACUMULADA TEMPO 

(min.) í " . .L,L-Ec;^Tc :: " L,L-ÍCD.'^"|c 

0,65 ± 0,72 24,88 ± 1,33 

'»m'''^ 1,77 ±0,93 35,94 ± 1,72 

120 2,84 ±0,83 41,29 ± 1,25 

240 2,86 ±1,09 50,19 ± 0,73 

360 - 53,31 ±0,73 

420 - 54,39 ± 0,63 

960 - 57,70 ± 0,35 

DETERMINAÇÃO DA PORCENTAGEM DE LIGAÇÃO AS PROTEÍNAS 

PLASMÁTICAS 

As porcentagens de ligação às proteínas plasmáticas dos radiofármacos em 

estudo podem ser observados na Tabela 18. 
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Tabela 18 - Porcentagem de ligação às proteínas plasmáticas dos complexos L,L-EC-

''''"^c e L,L-ECD-'^''"Tc 

COMPOSTO % LIGAÇÃO AS PROTEÍNAS 

PLASMÁTICAS 

L^I.-EC-'^'^'Tc 30,64 ±6,90 

L,L-ECD-'*"Tc 83,97 ± 2,75 

AVALUÇÃO CROMATOGRÁFICA DE FLUIDOS 

BIOLÓGICOS 

Os cromatogramas de CLAE das amostras urinarias de animais administrados 

com L,L-ECD-^^"^c podem ser observados na Figura 20. Os cromatogramas de CLAE de 

plasma e bile acumulada podem ser observados na Figura 21. 

A análise por CCD-SG da urina de animais administrados com L,L-EC-'^^"^c 

não identificou nenhuma espécie radioquímica diferente do produto original administrado. 
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5.2 - ESTUDOS BIOLÓGICOS EM ANIMAIS DE MEDIO PORTE 

O estudo cintilografico dinâmico do complexo L,L-EC-^^"^c realizado em 

coelho pode ser observado nas Figuras 22 e 23. As imagens obtidas do cérebro de cão 

administrado com L,L-ECD-^^"l'c podem ser observadas na Figura 24. 

6 - ANALISE COMPARTIMENTAL DOS COMPLEXOS L,L-EC-'*"Tc 

E L,L-ECD-''"Tc 

Os modelos compartimentalizados propostos para os dois complexos ajustaram-

se aos dados experimentais. 

No caso do complexo L,L-EC-^^"^c, o sistema de equações exponenciais 

(fi)que define o modelo é o seguinte: 

f i = 92,0739 e-1.1790t + 7^9251 e-0'0528t 

f 2 = -57,8379 e-1.1790t + 57,8379 e-0'0528t 

f 3 = 34,2360 [1 - e-l'1790t] + 65,7640 [1-e-0'0528t] 

As constantes de transferência (k) determinadas são: 

k(l ,2) = 0,6513270 ±0,022264 min"' 

k(2 , l ) = 0,1420923 ±0,036045 min' 

k(l ,3) = 0,4383749 ± 0,017290 min' 
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A Tabela 19 confronta os resultados de captação experimental e calculada para 

cada amostragem utilizada na elaboração do modelo de distribuição do complexo L,L-EC-

Tabela 19 - Porcentagem da dose admimstrada (experimental e calculada) das diferentes 

amostragens utilizadas na determinação do modelo de distribuição do complexo L,L-EC-

TEMPO 

(min.) 

% DOSE ADMINISTRADA TEMPO 

(min.) CORPO INTEIRO UEINA , 

TEMPO 

(min.) 

CALCXÍLADA CALCULADA 

0 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00 0,00 

1 ' 35,57 35,84 73,79 72,91 0,29 27,09 

3 10,16 9,44 62,60 57,12 - -

•rs 6,54 6,32 42,57 50,59 53,14 49,41 

3,43 4,67 - - 71,52 61,22 

15 3,31 3,59 28,55 29,77 77,35 70,23 

30 1,29 1,62 13,66 13,48 85,59 86,52 

60 0,53 0,33 7,66 2,76 89,65 94,24 

A Tabela 20 e os gráficos descritos na Figura 25 expressam a porcentagem da 

dose administrada presente nos três compartimentos descritos no modelo. 
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Tabela 20 - Porcentagem da dose administrada do composto L,L-EC-^ '̂"Tc presente em 

cada compartimento em função do tempo. 

lEMPO 

(min.) 

% DOSE ADMINISTRADA lEMPO 

(min.) C O M P A R T I M E N T O 1 C 0 M l ' A R T I M K t V 1 0 2 C O M P A R T I M E N T O S 

0 100,00 0,00 0,00 

1 35,84 37,07 27,09 

::: 3 9,44 47,68 42,88 

5 6,32 44,25 49,41 

10 4,67 34,10 61,22 

15 3,59 26,18 70,23 

•;: 30 /: 1,62 11,85 86,52 

60 0,33 2,43 94,24 

Para o complexo L,L-ECD-^^"^c o sistema de equações exponenciais (fj) que 

define o modelo é o seguinte: 

f, = 49,4041 e - l '8415t + ]4,3386 e -0 '1441 ' - 1320,32 e "2.72001 + 

1354,82 e-2.72271 + 1,9341 e-«.0037 1 

(2 = -36,0581 e -1 .84151 + 46,3571 e-0.14411 + 589,5958 e -2 ,72001-

604,2715 e -2.7227 t + 4,3144 e -0,0037 t 

fs = 3,1899 [1-e-1.8415 t] + 11,8273 [1-e-O-I441t] _ 57,7159 

[1-e -2.72001] + 59,1644 [1-e "2.72271] + 62,6270 [1-e -0-00371] 
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Í4 = -20,2597 e-1.8415 t + 7,7133 e - 0 . 1 4 4 1 1 . 1439 j 4 4 9 e-2,72001 + 

1450,9585 e -2.7227 t + o,6784 e -0.0037 t 

fs = -0,9950 [1-e-1.8415 t] + 4,8395 [1-e-0 .14411] . 47,8516 

[1-e -2.7200 t] + 48,1962 [1-e -2,7227t] + 16,7074 [1-e -0,0037t] 

f é = -12,9053 e - 1 . 8 4 1 5 1 . 53,5292 e - 0 . 1 4 4 1 1 + 232,8212 e "2.72001 . 

238,6630 e "2.7227 t + 72,1801 e "0.0037 t 

f v = 22,0139 e-1.8415 t + 1,7869 e "0 .14411 + 1766,6545 e "2.72001 . 

1790,6169 e-2.7227 t + 0,2275 e "0.0037 t 

A s constantes de transferência (k) calculadas são: 

k (1,2) = 1,0106441 ± 0,003450 rain 

k (1,3) = 0,1188984 ± 0,004257 rain" 

k (1,6) = 0,4767261 ± 0,000150 min 

k (1,7) = 0,2936572 ± 0,117426 min" 

k (2,1) = 0,0555062 ± 0,005659 rain 

k (4,1) = 2,4651326 ± 0,000652 rain 

k (6,1) = 0,0164463 ± 0,002422 min 

k (7,1) = 2,5004842 ± 0,016958 rain 

k (2,4) = 0,4012364 ± 0,008734 min" 

k (4,5) = 0,0904384 ± 0,001237 min" 

A Tabela 21 apresenta os resultados experimentais e calculados de captação 

para cada amostragem utilizada na elaboração do modelo de distribuição do complexo L,L-

ECD-^^"^c: 
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Tabela 21 - Porcentagem de dose (experimental e calculada) das diferentes amostragens 

utilizadas na elaboração do modelo de distribuição do complexo L,L-ECD-^^"^c 

TEMPO 

(niin.) 

% DOSE ADMINISTRADA TEMPO 

(niin.) :;:Cai||'límo Í Í Í : M S Í Í Í | Í F E Z E S C É R E B R O 

TEMPO 

(niin.) 

KXH. mm. CALC. EXP. CALC. m^f: CALC. 

100,0 100,0 100,0 100,0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

i 22,29 24,20 _ _ _ _ 30,04 37,86 2,29 4,01 

3 13,09 11,42 _ _ _ _ - 33,27 34,20 1,14 1,46 

• 5 9,15 8,88 78,34 85,99 6,20 11,85 _ 28,27 26,78 1,25 1,09 

10 6,45 5,26 - _ _ _ _ 16,79 15,13 1,12 0,64 

15 4,78 3,48 72,07 77,00 18,62 18,46 14,88 9,42 0,38 0,42 

3 0 3,17 1,92 66,84 71,27 31,06 22,84 _ 8,74 4,48 0,19 0,23 

6 0 1,90 1,55 62,12 63,65 33,81 28,85 _ 8,05 3,46 0,07 0,18 

120 1,02 1,24 56,98 51,06 39,83 38,78 _ 6,14 2,77 

2 4 0 _ _ 35,92 32,86 49,63 53,15 _ _ _ -

4 8 0 _ _ _ _ _ 13,96 18,03 _ _ 

9 6 0 0,06 0,06 2,24 2,34 _ _ 16,69 20,40 _ _ _ 

1440 - - - - - - 28,23 20,81 - - _ 

A Tabela 22 e Figura 26 expressam a porcentagem da dose admimstrada de 

L,L-ECD-^^"^c, em função do tempo, nos 7 compartimentos descritos no modelo. 
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Tabela 22 - Porcentagem da dose administrada de L,L-ECD-^'"^c em cada compartimento 

em função do tempo 

TEMPO % DOSE ADMINISTRADA 

(min.) COMP.l COMP.2 COMP,3 COMP.4 :<Í||ÍP.5:;:- COMP.6 COMP.7 

0 100,0 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 

11,42 34,20 9,46 5,60 1,24 36,60 1,46 

5 8,88 26,78 11,85 4,42 2,14 44,83 1,09 

Ifl 5,26 15,13 15,92 2,48 3,65 56,91 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 0,09 

480 0,33 0,74 68,35 0,12 18,03 12,39 0,04 

960 0,06 0,13 77,25 0,02 20,40 2,13 0,01 

1440 0,01 0,02 78,78 0,01 20,81 0,36 0.00 
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( I ) 

]U ITó 2̂Õ [24 [26" 
I mm. 

(11) 

4 [8 [12 ¡16 [iÜ [24 [26" 
I mm. 

Figura 14 - Cromatogramas de CLAE da marcação de L,L-EC com ''"Tc, 

utílizando-se SnCl2.2H20: pH 12 (I) e após neutí*aIização a pH 7 (II) - Coluna 

Nucleosil C18, Gradiente tampão fosfato pH 2,5:etanoI 
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( I ) 

] Í 2 ¡16 J20 ¡24 ¡28 
I I 1 1 imin. 

T 

(II) 

T, 
T 8 12 16 

" ¡ 2 0 [ 2 4 ¡28 
I I I min. 

V 

TT2 ¡ 2 0 [ 2 4 ¡28 
I > I I 'min. 

1 I 1 1 I 

o 12 ¡16 ¡20 ¡24 \W 
' mm. 

Figura 15 - Cromatogramas de CLAE das marcações de L,L-EC com ''"Tc, 

utilizando-se SnCÍ2.2H20: pH 7 (I); 8 (H); 9 (IH) e 10 (IV) - Coluna Nucleosil C18, 

Gradiente tampão fosfato pH 2,5: etanol 
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( I ) 

12 TTÓ ¡10 [ 2 4 TZI" o 4 ¡8 12 ¡16 120 ¡24 T 2 8 

I n ú n . I I I min. 

(111) av) 

" T 2 4 ¡28 
' I min. 

1 2 1 6 I 2 Õ [ 2 4 m I I 
I 'min. 

, 1 2 ¡16 
I 

,20 

Figura 16 - Cromatogramas de CLAE da marcação de L,L-EC com ''"'Tc 

utilizando FSA:pH 7 (I); 8 (II); 9 (IH); 10 (IV) e 12 (V) - Coluna Nucleosil C18, 

Gradiente tampão fosfato pH 2,5:etanoI 
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(1 ) 

¡12 ¡16 [lÕ [24 ¡26 
I I I I 'min. 

¡8 

(II) 

T Ï 2 [ 1 6 ¡ 2 0 ¡ 2 4 [ 2 6 
1 I min. 

Figura 17 - Cromatogramas de CLAE da marcação de L,L-EC com '*"Tc utilizando-

se -TINASC": pH 7 (I) e 12 (n) - Coluna Nucleosil C18, Gradiente tampão fosfato 

pH 2,5:etanol 

"^CíviiSEÃc fwic:r;.,; 
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Õ ¡ 4 ¡ 8 ¡ 1 2 ] 1 6 I 3 0 ¡ 2 4 ¡ 2 « ; 3 2 I 3 6 ¡ 4 0 I 4 4 ¡ 4 8 ¡ 5 2 ¡ S 6 

n 

Õ ! 4 ! 8 ¡ 1 2 ! 1 6 I 2 0 ¡ 2 4 ! 2 8 1 3 2 ' 3 6 ¡ 4 0 I 4 4 ! 4 8 ¡ 5 2 ! 5 6 

t I I I I I i I I I I I I I " " • 

m 

' J 2 ' l 6 '20 * 2 4 ' 2 8 ' 3 2 ' 3 6 ' 4 0 ' 4 4 ¡ 4 8 ' 5 2 | 5 6 O ¡ 4 ¡ 8 
, m i . 

Figura 18 - Cromatogramas de CLAE da marcação de L,L-ECD com ''"Te 

utiiizando-se SnCl2.2H20: pH 2-3 (I); 7,5 (II) e na ausencia de EDTA e Manitol (III) 

- Coluna Nucleosil C18, Gradiente tampão fosfato pH2,5:etanol 
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12 20 24 28 32 36 40 44 48 

I n u n . 

Figura 19 - Cromatograma de CLAE: produtos de hidrólise alcalina de L,L-ECD-
9 9 i n 

Tc - Coluna Nucleosil C18, Gradiente tampão fosfato pH 2,5:etanol 
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Õ ¡ 4 ¡ 8 ¡ 12 I 16 I 20 ; 24 5 32 J 3« ¡ 40 ¡ 44; ¡ 48 ¡ 53 | 56 

1 1 ( 1 1 í 1 I I I I ; I I I ""• 

n 

Õ ¡ 4 ] 8 ¡ 12 I 16 ¡ 20 ¡ 24 ¡ 28 ] 32 ¡ 36 ¡ 40 ¡ 4 4 J 48 ¡ 5 2 ¡ 56 
I i I I I I I I mi. 

uJ 

ra 

V -

Õ I 4 ¡ 8 I Í 2 ¡ 1 6 I 20 ¡ 2 4 ¡ 2 8 ¡ 3 2 ¡ 36 ¡ 40 ¡ 44 ¡ 48 | S2 ¡ 56 

I I I I I I I I I I I 1 I 1 " " • 

Figura 20 - Cromatogramas de CLAE de urina de animais administrados com 

L,L-ECD-''™Tc: 5 minutos (I); 30 minutos (II); 60 minutos (ID) - Coluna Nucleosil 

C18, Gradiente tampão fosfato pH 2,5:etanoI 
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L 
Õ J 4 J 8 I 1 2 ] 1 6 ¡ 2 0 ¡ 2 4 ¡ 2 8 ¡ 3 2 | 3 6 ¡ 4 0 ¡ 4 4 ¡ 4 8 ¡ 5 2 ;¡ 5 6 

t i I l I I I I I I I I I I mi-

n 

o ¡ 4 
l 

' 8 ¡ 1 2 I 1 6 I 2 0 f 2 4 ¡ 2 « ! 3 2 ¡ 3 6 ¡ 4 0 I 4 4 ¡ 4 8 | 5 2 ! 5 6 
I I 1 1 1 I I I I I I I I . 
• I • I I I I I I I I I I nii* 

Figura 21 - Cromatogramas de CLAE de amostras de: plasma de 1 minuto (I) e bile 

acumulada de 60 minutos (ü) de animais administrados com LjE-ECD-'^^Tc • 

Coluna Nucleosil C18, Gradiente tampão fosfato pH 2,5:etanol 
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qiO-EC . , IPEH 

FLUXO 

3 S/IHAGEH 

•O 

t i 

, KIDHEY , POST , UD 143=4, 29-

Figura 22 - Estudo cintilografico dinâmico de L,L-EC-^'"'Tc realizado em coelho -

Fluxo sanguíneo - 3 segundos por imagem 
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Figura 23 - Estudo cintilografico dinâmico de L,L-EC-'''"'Tc realizado em coelho -

Eliminação - 1 minuto por imagem 
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( I ) 

1.. • . 

(11 ) 

(III) 

Figura 24 - Cintilografía cerebral de L,L-ECD-''"'Tc realizada em cachorro nas 
posições Lateral e Vertex aos 15 minutos (I) , 30 minutos (II) e 60 minutos (III) 
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Figura 25 - Curvas que expressam a % dose administrada de LjL-EC-'^^Tc em 

função do tempo nos diferentes compartimentos (C¡) do modelo proposto 
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Figura 26 - Curvas que expressam a % dose administrada de L,L-ECD-99m 
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V - DISCUSSÃO 

O desenvolvimento deste trabalho teve início com a síntese dos compostos L,L-

Etilenodicisteína (L,L-EC) e L,L-Etilenodicisteína dietil éster (L,L,-ECD). O primeiro foi 

obtido a partir da redução com sódio metálico em meio de amônia Kquida do ácido R-(-) 

tiazolidino-4-carboxílico. A esterificação do dimero resultante com etanol anidro saturado 

com gás clorídrico, originou o composto L,L-ECD. 

O grau de pureza de cada composto foi verificado por raeio da faixa de fusão e 

análises elementares de C,N e H (Tabela 5). As faixas de fusão obtidas são comparáveis aos 

valores de literatura ^̂ -'̂ -̂̂ ^̂  . Os valores encontrados para as análises elementares de ambos 

os compostos apresentara concordância, dentro do erro experimental, com os valores 

calculados a parür das respectivas fórmulas moleculares. 

Para caracterização dos compostos obtidos avaliaram-se os respectivos 

espectros na região do infravermelho e de ressonância magnética de ' H , que confirmaram a 

obtenção dos produtos de interesse, por meio da identificação dos grupamentos 

característicos. No espectro de infravermelho do composto L,L-EC, a banda de absorção 

relativa ao estiramento C=0 de carbonila apresentou-se como banda fina e intensa em 1593 

cm\ Neste mesmo espectro observam-se as bandas de estiramento e deformação N-H de 

amina secundária, respectivamente a 2300-3000 e 1560 cm', bem como as bandas de 

estiramento CHi e C-N, 2300-3000 c 1075 cm ', respectivamente. 

A conversão de L,L-EC a L,L-ECD ficou caracterizada pela presença no 

espectro de IV do composto L,L-ECD, de banda fina e intensa de absorção relativa ao 

estiramento C=0 de COOEt em 1737 cm"', bem como de estiramento CO do grupo EtO 

(1230 cm"'). 
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O espectro de R M N - ' H do composto L,L-EC identificou os deslocamentos 

químicos de 2H do grupamento -CH (4,73 ppm), 4H de -CH2-N (4,59 ppm) e 2H de -NH 

(4,79 ppm). Analogamente, para o composto L,L-ECD, o espectro de R M N - ' H identificou 

os deslocamentos químicos de 6H CH3 (1,40 ppm), 4H CH2-S (3,27 ppm), 4H OCH2 (4,20 

ppm), 2H -CH (4,60 ppm) e 4H CH2-CH2 (3,30 ppm). 

Identificados os dois compostos, estudou-se as condições de marcação com 

' '"Tc, objetivando a elaboração de conjuntos de reativos üofiüzados destinados a utilização 

clínica. 

Verificou-se que o pH, tipo e massa de agente redutor, são os fatores mais 

importantes na determinação da pureza radioquímica do complexo formado entre L,L-EC e 

'""Tc. 

Os cromatogramas de CLAE das marcações efetuadas em pH diferentes (7 

al2), demonstraram que o complexo de interesse se forma em pH alcalino, mais 

precisamente entre 11,5 e 12. Efetuando-se a marcação em pH mais baixo, ocorreu 

formação de uma segunda espécie radioquímica cuja porcentagem é tanto maior quanto 

menor o pH utilizado, conforme demonstram a Figura 15 e Tabela 7. A análise efetuada por 

meio de cromatografia em camada delgada excluiu a presença de TCO4" nestas misturas. 

O tempo reduzido de retenção desta segunda espécie radioquímica (3,6 

minutos), sugere tratar-se de uma espécie com alta polaridade. Estudos previamente 

realizados em camundongos demonstraram que tal espécie radioquímica apresenta 

distribuição distinta do complexo de interesse, revelando alto grau de excreção hepatobiliar 

(116,120) 

Os ligantes diaminoditiólicos tetradentados, são conhecidos por formarem 

compostos muito estáveis com tecnécio (Tc(V)O-complexos) com base na ligação eficiente 
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do grupo oxotecnécio a dois átomos S-tiol e N-amina. A experiencia geral é de que podem 

ser marcados com ''"'Te com alto rendimento em pH de aproximadamente 7 ^̂ '̂  . A 

preparação do L,L-ECD-"'"Tc com rendimento de aproximadamente 100% é um exemplo 

prático disto. Entretanto, é surpreendente que a marcação direta de L,L-Etilenodicisteína, 

derivado di-ácido de L,L-ECD, com """Te em pH 7 resulte era rendiraento inferior a 50% 

da espécie radioquíraica de interesse. 

A solubilidade do coraposto L,L-EC é raaior era raeio alcalino, provavelmente 

em função da ionização parcial dos grupos araina era valores altos de pH. Provavelraente, 

os prótons das arainas ionizadas podera contribuir, de certa forraa, para forraação do 

complexo L,L-EC-"™Tc. 

A marcação de DADS com """Te, composto diarainoditíólico polar, tambera é 

normalmente realizada era pH alcalino. Entretanto, neste caso, o pH da etapa de redução 

parece não alterar a forraação da espécie radioquímica de interesse '•̂ '̂ .̂ 

Com relação ao agente redutor empregado na marcação de L,L-EC, avaliou-se, 

inicialmente, a utilização de cloreto estanoso, o agente redutor mais empregado era raisturas 

reagentes para marcação com "'"Tc. Os estudos de variação da massa de cloreto estanoso 

determinarara porcentagem de pureza radioquíraica superior a 98% para misturas reagentes 

contendo de 10 a 250 [ig de cloreto estanoso para Img de L,L-EC. Massas inferiores a 10 

|Ltg resultaram no aumento da porcentagera de " ' " T C O 4 e raassas superiores a 250 ^g 

resultaram no aumento da forma hidrolisada ("""TcOa) (Tabela 6). 

Entretanto, na elaboração dos conjuntos de reativos hofilizados para marcação 

cora """Te, massas inferiores a 250 \ig de SnCl2.2H20 não resistiram ao processo de 

Hofilização, provavelmente em função do elevado pH da mistura, desfavorável ao agente 

redutor empregado. Além disto, foi necessário adaptar-se a etapa de congelaraento do 

processo de liofihzação, uraa vez que a forma tradicionalmente utihzada pelo Departamento 
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de Radiofarmácia do IPEN (período de congelamento de 5 horas reahzado nas prateleiras 

do liofiüzador) mostrou-se inviável para este produto. O congelamento rápido com 

nitrogênio líquido e o inicio imediato do processo de desidratação, permitiram a obtenção 

de um produto üofiüzado com estabihdade superior a 120 dias. 

Buscando encontrar condições de maior estabüidade para o agente redutor 

durante o processo de hofilização, estudamos a utilização de ácido formamidino sulfônico 

(AFS), especialmente empregado em preparações alcalinas ^̂ ''̂ ^̂  e de ascorbato de estanho 

(TINASC), descrito como especialmente estável . 

Marcações utüizando-se TINASC como agente redutor em pH 7 e 12 

mostraram perfd de CLAE semelhantes aos do cloreto estanoso, ou seja, uma única espécie 

radioquímica em pH 12, com Rt de 18,6 minutos e o aparecimento de uma segunda espécie 

radioquímica na marcação efetuada era pH 7 (Figura 17). Os conjuntos reativos hofilizados 

cora este agente redutor (105,2 fig de Sn'̂ /̂frasco) mostraram-se estáveis por cerca de 30 

dias, mesmo utilizando-se processo de congelamento convencional. 

A marcação de compostos cora estrutura N2S2 utilizando-se AFS corao agente 

redutor foi empregada com sucesso no caso do coraposto DADS . Apesar da exigência 

de aquecimento durante a marcação, o AFS apresenta a vantagem de não necessitar de 

borbulharaento com nitrogênio gasoso. Além disto, sua estabilidade era solução aquosa é 

raaior que a do cloreto estanoso e não existe o risco de forraação de espécies hidrolisadas 

na marcação com "'"Tc "̂̂ ^̂ . 

As marcações de L,L-EC, entretanto, utilizando-se AFS corao agente redutor 

resultaram na formação de diversas espécies radioquímicas, evidenciadas nos estudos de 

CLAE, inclusive para marcações efetuadas era pH 12 (Figura 16). É iraportante verificar 

que a simples alteração do agente redutor pode promover a forraação de estados de 

oxidação do tecnécio raais ou raenos favoráveis à forraação do coraplexo de interesse. 
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Alguns trabalhos que descrevem a utihzação de AFS alertam, inclusive, para a facihdade de 

complexação do próprio agente redutor com """Tc ^ '̂̂ '̂'''̂ . 

De qualquer forma, os complexos assim formados podem apresentar 

propriedades biológicas de interesse para utilização em estudos clínicos e merecem 

investigação posterior. 

Cabe observar que o emprego da técnica de cromatografia em camada delgada 

para determinação da porcentagem de pureza radioquímica, deve ser analisada com cautela 

uma vez que nem sempre separa todas as espécies radioquímicas presentes numa marcação. 

A utilização de CLAE é, pois, imprescindível nos estudos de padronização das condições de 

marcação de novos compostos. 

No estudo da variação do volume final de marcação, por exemplo, não 

observou-se alteração da porcentagem de pureza radioquímica avaliada pelo método de 

cromatografia em camada delgada. Entretanto, pode-se verificar que o aumento excessivo 

do volume de marcação causou alteração no pH de marcação que diminuiu de 12 (volume 

final de marcação até 4,0 ml) para 10, quando o volume final atingiu 6,0 ml. Esta alteração 

de pH certamente promoverá a formação da segunda espécie radioquímica, conforme foi 

identificado nos estudos de variação do pH pela técnica de CLAE (Figura 15). 

Após estabelecidas as condições ideais para marcação do composto, a 

cromatografia em camada delgada deve ser utihzada na rotina do controle de quahdade da 

produção destes conjuntos de reativos, com economia de tempo e material e com 

eficiência comprovada. 

Uma vez efetuada a marcação de reativo liofilizado de L,L-EC com " " ^ c , o pH 

da mistura reagente deverá ser reduzido (pH aproximadamente 7,0) antes de sua utihzação 

in vivo, apesar dos volumes pequenos administrados. Desta forma, os conjuntos de reativos 
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liofilizados de L,L-EC serão acompanhados de frasco multidose com solução reguladora do 

pH como solução de ácido fosfórico 0,5M ou tampão fosfato O.SM pH 5,0 destinadas ao 

ajuste do pH da marcação antes da administração ao paciente *'^°' . A neutralização da 

mistura reagente, após transcorrido o tempo de marcação, não altera a espécie radioquímica 

formada, conforme mostra o cromatograma de CLAE na Figura 14. 

A marcação de L,L-ECD com "™Tc foi efetuada utüizando-se massa ainda 

menor de agente redutor, conforme descrito previamente (̂ '̂̂ '̂̂ ^̂ . Determinou-se um hmite 

de aproximadamente 125 îg de SnCl2.2H20, acima do qual ocorre formação da espécie 

hidrohsada de "™Tc em porcentagem significativa (Tabela 8). Na elaboração de conjuntos 

reativos hofilizados de L,L-ECD, massas inferiores a 125 |lg de cloreto estanoso resultaram 

em conjuntos reativos com pouca estabüidade. 

O complexo L,L-ECD-""^c pode ser formado em pH próximo do neutro, sem 

prejuízo para formação da espécie radioquíraica de interesse. Entretanto, as preparações 

hofihzadas neste pH mostraram-se pouco estáveis durante período de armazenamento. As 

preparações hofihzadas em pH ácido (entre 2,0 e 4,0) mostrarara-se raais estáveis 

certaraente por ser ura pH raais compatível com o agente redutor empregado (cloreto 

estanoso), podendo ser armazenadas por período superior a 120 dias. 

A anáhse por CLAE das raarcações realizadas em pH ácido e neutro bem corao 

da marcação efetuada sem a presença de EDTA e manitol não mostraram alterações no 

padrão cromatográfico, indicando a formação do mesmo coraplexo para as três 

condições, com Rt de aproximadamente 47 minutos (Figura 18). De fato, o EDTA é 

adicionado ao conjunto reativo hofüizado como ura agente anti-oxidante. Manitol é 

corauraente utüizado corao coraponente inerte, responsável pelo auraento da concentração 

era preparações liofilizadas, de raodo a obter-se uraa pastilha com bom aspecto comercial e, 

principalmente, prevenir a ocorrência do aspecto de "teia de aranha", comum em 

preparações hofüizadas a baixas concentrações. 
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Nas marcações de ECD com """Tc analisadas em CLAE, obteve-se Rt elevado 

para a espécie L.L-ECD-^^Tc, quando comparado com o obtido na literatura "̂̂ ^ , em 

função das características da mistura gradiente empregada. Realizou-se, comparativamente, 

marcação e análise por CLAE nas condições descritas, de uma amostra de L,L-ECD cedida 

pela Agência Internacional de Energia Atômica (lAEA), para a qual encontrou-se o mesmo 

padrão cromatográfico. 

Na elaboração dos conjuntos de reativos liofilizados de L,L-ECD também 

houve a necessidade de trabalhar-se com períodos curtos de congelamento antes da 

üofihzação, utüizando-se nitrogênio Kquido, de modo a preservar a integridade da massa 

pequena de agente redutor presente na formulação. 

No momento da marcação para utüização in vivo, o conjunto de reativo 

hofihzado em pH ácido poderá ser reconstituído com volume adequado de tampão pH 

neutro antes da introdução da solução radioativa, originando um radiofármaco com pH 

apropriado para administração. Poderá, ainda, ser utihzada a técnica de marcação por 

transferência, reconstituindo-se o hofihzado com 1,2 ml de solução de NaCl 0,9% e 

transferindo 1,0 ml desta solução para um frasco contendo volume adequado de tampão pH 

neutro, antes da marcação com ""Tc ^'"^. 

Apesar da literatura consultada descrever a técnica de marcação por 

transferência , em nossos estudos, não observamos diferenças na porcentagem de 

pureza radioquímica dos produtos marcados por ambas as técnicas. Entretanto, para melhor 

definição da condição ideal de marcação, reconhece-se a necessidade da avaliação 

comparativa da reprodutibilidade de ambos os métodos de marcação em diferentes lotes de 

conjuntos de reativos liofilizados de L,L-ECD, antes de optar-se definitivamente pelo 

método mais simples e seguro de marcação direta. 
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Afshan e colaboradores "̂̂ ^ , descreveram recentemente a elaboração de 

conjuntos de reativos hofüizados de L,L-ECD em diferentes pH, (4,5 a 7,5). Segundo o 

trabalho, a quantidade de pertecnetato nas preparações aumentou rapidamente em pH 

abaixo de 5,0 e as marcações de conjuntos reativos liofilizados em pH 7,5 resultaram na 

formação de apenas 25% da espécie radioquímica de mteresse. Os autores sugerem a 

elaboração de conjuntos reativos hofihzados para marcação direta com tecnécio, 

estabihzados em pH de aproximadamente 6,0. 

Em nossos estudos não observamos a queda da pureza radioquímica em 

marcações efetuadas a partir de conjuntos de reativos hofihzados em pH ácido. Além disso, 

convém ressaltar, que nos estudos de Afshan e colaboradores, os autores não mencionam a 

estabihdade, frente a longos períodos de armazenamento, dos conjuntos reativos hoíihzados 

em pH 6,0, nem tão pouco apresentam dados quanto a reprodutibilidade dos resultados 

obtidos em diferentes lotes. Desta forma, optou-se pela hofüização dos conjuntos reativos 

em pH ácido, assegurando estabilidade durante longos períodos de armazenamento e, até 

que se estabeleça o contrário, a marcação deverá ser realizada por método de transferência. 

Paralelamente ao desenvolvimento de conjuntos de reativos hofilizados para 

pronta marcação de L,L-EC e L,L-ECD, realizou-se estudo de distribuição biológica em 

animais dos respectivos complexos de ""Tc, objetivando a definição de modelos 

compartimentalizados de distribuição farmacocinética. 

O estudo da distribuição biológica do complexo L,L-EC-""Tc em 

camundongos possibilitou determinar o grau de seletividade do composto pelos diferentes 

órgãos avaliados. O clareamento sanguíneo do composto (Tabela 9) é bastante rápido e a 

porcentagem da dose presente no sangue e plasma são praticamente iguais, o que indica que 

o composto é transportado no sangue quase que exclusivamente por sua fração plasmática. 

A porcentagem de hgação às proteínas plasmáticas determinada pelo método de 

precipitação com ATC (30,64 ± 6,90%), é bastante próxima da determinada para humanos 
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pelo método de ultracentrifugação (28,5 ± 2,5% ^̂ ''̂  ou 31 ± 7% "̂̂ ^ ) e sensivelmente 

menor que a do coraposto MAGs-^^Tc, que chega a atingir 90% ^"^^. 

As Tabelas 10 e 11 demonstram que a captação do complexo nos diversos 

órgãos é significativamente baixa quando coraparada à captação renal, indicando pequena 

interferencia de órgãos adjacentes na aquisição de imagens cintilográficas renais. A 

captação renal, que chega a atingir 37% da dose administrada no primeiro minuto após 

administração, decai rapidamente com o tempo, indicando a eüminação renal do composto 

sem acúmulo no parênquima, e caracterizando o composto corao ura radiofármaco de 

função, com aproximadamente 90% da dose admirüstrada sendo ehminada pela urina após 

60 minutos (Tabela 15). 

As imagens cintilográficas seqüenciais obtidas em coelho confirmam o rápido 

clareamento sanguíneo do composto L.L-EC-""Tc, a captação renal e a rápida ehramação 

urinária, verificando-se acúraulo do radiofárraaco na bexiga já nos priraeiros mstantes após 

a administração da dose. Contribuem para a definição de imagem excelente, o clareamento 

rápido do composto, sem acúmulo significativo era órgãos adjacentes, bera como as 

características favoráveis de cohmação do elemento radioativo empregado. 

Estudos efetuados em camundongos pré-tratados cora probenicida (ura 

bloqueador da função tubular renal), demonstraram que a excreção renal do complexo L,L-

EC-^^Tc é feita principalmente por transporte tubular ativo, provavelraente pelas raesraas 

proteínas transportadoras responsáveis pela extração e transporte dos ânions hipurato ̂ ^̂ •̂ '̂̂ ^ 

A própria porcentagera de hgação às proteínas plasraáticas sugere a ehrainação 

do coraposto por processo de secreção tubular, uraa vez que tal hgação não restringe a 

secreção tubular, o mesrao não podendo ser dito para filtração glomerular. No processo de 

secreção tubular renal, assim que o plasma entra em contato cora a raerabrana plasmática, a 

fração livre do composto a ser secretado hga-se às proteínas de transporte e é removida. A 
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ligação a tais proteínas é um processo dinâmico e o equilibrio é rapidamente restabelecido. 

A fração livre do equilíbrio é então secretada . 

A eliminação intestinal do composto é desprezível, conforme indicam os 

estudos de captação intestinal (intestino cheio e vazio), bem como o estudo de eüminação 

biliar (Tabelas 16 e 17). 

De fato, a predominância da eliminação u r i n a r i a do composto é confirmada nos 

estudos de retenção no corpo inteiro (Tabela 14), onde podemos observar, ponto por 

ponto, que a porcentagem da dose retida no organismo é aproximadamente 100% menos a 

quantidade eliminada na urina com exceção do tempo de um minuto após a administração 

da dose, para o qual a determinação da porcentagem da dose eliminada na urina foi sub­

estimada pela técnica de retirada da bexiga. 

No caso da coleta de bile, deve-se considerar ainda que os valores expressos 

representam a porcentagem acumulada para cada tempo, uma vez que o duto bihar foi 

canulado para coleta da bile, sem retomo para o organismo. Os resultados são, portanto, 

indicativos do fluxo bihar do composto, sem considerar uma possível reabsorção sanguínea. 

A mesma observação é válida para o composto L,L-ECD-""Tc e, por este motivo, os 

dados experimentais de captação biliar não foram incluídos na elaboração dos modelos de 

compartimentalização. 

O com posto cujo clareamento mais se aproxima do fluxo plasmático renal total 

é o ácido p-amino-hipúrico (PAH) '̂°̂  . Cerca de 10 a 20% do composto é excretado por 

filtração glomerular e aproximadamente 80% por secreção tubular o que resulta em uma 

eficiência efetiva de aproximadamente 90%. Seu análogo radioativo, o o-iodo-hipurato de 

sódio (Hipuran-'^'l), apresenta eficiência de extração relatada de cerca de 85% . 
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A cinética de distribuição do Hipuran-'^'l no organismo obedece a um modelo 

farmacocinético compartimentalizado de 2 compartimentos, um intra e um extra vascular e 

um terceiro compartimento (externo), representado pela urina. A dose administrada no 

compartimento 1 (sanguíneo) permuta com um segundo compartimento e com uma via de 

depuração unidirecional contínua do reservatório plasmático. Isso produz uma depuração 

plasmática biexponencial . 

Van Neron e col '̂'̂ ^ realizando estudos comparativos entre UL-EC-^'^Tc e 

MAG3 -""Tc em indivíduos voluntários assumiu um modelo bicompartimental de 

distribuição para o complexo L,L-EC-""Tc para calcular o clearance plasmático e o 

volume de distribuição dos dois compostos. Os resultados obtidos em nossos estudos de 

distribuição biológica permitiram a elaboração de um modelo farmacocinético de 

distribuição para o complexo L,L-EC-"'"Tc, que confirma a expectativa assumida por Van 

Nerom e col. 

O modelo de três compartimentos proposto (Figura 12) foi ajustado 

satisfatoriamente aos dados experimentais com ajuda do programa ANACOMP ^̂^̂  . O 

modelo possui um compartimento central ou sanguíneo no qual o composto é administrado 

e se distribui de forma reversível com um compartimento 2, extravascular. Analogamente ao 

Hipuran-'^'l, uma via de depuração unidirecional contínua, que representa a depuração 

renal, excreta rapidamente o composto do compartimento central, produzindo uma 

depuração plasmática biexponencial (f i). 

O clareamento sanguíneo rápido fica caracterizado pela magnitude das 

constantes de transferência e k^, respectivamente 0,651 e 0,438 min"'. 

A constante de eliminação kn expressa a velocidade de eliminação renal do 

composto. Ajustado aos valores experimentais, inclusive os de corpo inteiro, o modelo 
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confirma a predominancia da excreção renal sobre a fecal, neste caso, praticamente 

inexistente. 

Verbruggen e colaboradores ^̂ ^̂ ^ , realizando estudo comparativo em 

camundongos entre Hipuran-'^'l, MAGs-^^Tc e L,L-EC-""Tc, determinaram que 30 

minutos após administração, a concentração sanguínea e a quantidade eliminada na urina 

são significativamente maiores para os compostos Hipuran-'^'l e L,L-EC-""Tc, em favor 

do segundo. Comparado ao MAG3-""Tc neste mesmo instante, L,L-EC-""Tc exibe 

excreção urinária significativamente maior, menor retenção renal e menor excreção 

intestinal. Segundo o autor, L,L-EC-""Tc parece ser mais apropriado que MAGs-^^Tc 

para determinação do fluxo plasmático renal efetivo, com base nos estudos realizados em 

animais ^'^°^. O modelo de distribuição biológica obtido para o composto, semelhante ao do 

Hipuran-'^'l, confirma os resultados obtidos por Verbruggen e colaboradores. 

De acordo com a teoria de Despopolous para transporte tubular de ânions, o 

substrato a ser transportado deve possuir a seguinte característica estrutural ̂ ^̂ :̂ 

R - C=0 - NX - (CHR')n - COOH, onde R e R' podem ser alifáticos ou aromáticos, X pode 

ser um H ou grupamento metila e quando R' for H, n pode variar de 1 a 5. Além disto, a 

presença concomitante dos grupos carboxila e carbonila é indispensável para a interação. 

O composto L , L - E C - " " T C contém duas vezes uma sequência oxotecnécio 

gheina, TCO-NH-CH2-COOH (TcO-G), que, estruturalmente, assemelha-se a cadeia lateral 

-CO-G do Hipuran e à estrutura proposta por Despopolous. Sanyal e colaboradores, já 

demonstraram a ehminação tubular de alguns quelatos de cisteína '•'̂ .̂ Assim, as sequências 

TcO-G são, provavelmente, responsáveis pelo transporte eficiente do composto pela 

proteína receptora tubular postulada. A presença e a posição do grupo carboxila em relação 

ao núcleo Tc=0 também parece ser importante na interação do composto com o receptor. 
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Tal fato parece bastante claro quando se analisa comparativamente outros 

radiofármacos renais propostos. O complexo DADS-C02-""Tc, mais especificamente o 

diastereômero com grupos oxotecnécio e carboxila em posição cis, apresenta padrão de 

excreção mais favorável que o DADS-""^c. Desta forma, assume-se que os grupos ricos 

em elétrons são simultaneamente envolvidos no contato deste composto com o receptor 

renal. Também no caso do composto MAG3-""Tc, o grupo carboxila terminal pode girar 

livremente tomando-se hábil a assumir uma orientação cis com respeito ao núcleo 

oxotecnécio. No L,L-EC-""Tc, um dos grupos carboxila é orientado na mesma direção que 

o TcO-core (cis), devendo participar ativamente da interação com o receptor, e o outro em 

direção oposta (trans) ̂ '^°^. 

De fato, Despopoulos ^̂^̂  já havia demonstrado que vários compostos que 

mantém configuração espacial dos grapos carbonila e carboxila similares à configuração do 

Hippuran são também transportados. A complexação do L,L-EC com ""Tc parece 

estabelecer uma geometria satisfatória para o gmpamento carboxílico e o núcleo TcO de 

modo a satisfazer as exigências de interação com o receptor. 

Como ressaltado anteriormente, o composto L,L-EC é um dimero de cisteína. A 

excreção natural de alfa-aminoácidos ocorre por filtração glomemlar e é modificada por 

subsequente absorção tubular. Como os aminoácidos não possuem grapo carbonila crítico, 

não é surpresa que não sejam excretados por transporte tubular. Contudo, deve-se 

considerar que os peptídeos, em virtude de suas hgações amida, assemelham-se à cadeia 

lateral do hipurato e podem ser descritos como tendo estrutura geral para substrato 

de transporte renal. Segundo Despopoulos a ação de peptidases no sangue, pode 

destruir estas ligações amida e ehminar a afinidade potencial para o transporte. 

Embora desconhecendo-se a ação de peptidases sobre o dimero de cisteína L,L-

EC, tal ação parece não ser efetiva para o composto marcado com ""Tc. A anáhse por 

cromatografia em camada delgada de amostras de urina coletadas em diversos tempos após 
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a administração da dose revelaram a presença de uma única espécie radioquímica com o 

mesmo padrão cromatográfico da espécie administrada, sugerindo que o composto foi 

eliminado na forma íntegra. 

De forma semelhante ao L,L-EC, MAG3 também possui estrutura básica de um 

peptídeo de gheina. Novos derivados do composto MAG3 foram propostos, substituindo-se 

um ou mais de seus grupos gUcil por outro aminoácido, mais especificamente por alanina, 

originando os derivados C-metü do M A G 3 . Estes derivados podem assumir configuração D 

ou L. A marcação de cada uma destas configurações com ""Tc resultam em misturas de 

dois diasteroisômeros, obviamente devido à presença de um centro quiral no esqueleto do 

hgante. Separados em CLAE, as espécies são designadas A e B, cm função da ordem de 

eluição. Estudos demonstraram que o primeiro diastereômero do mercaptoacetil ghcü-D-

alanil-ghcina-^^Tc (MAGAG-DA-""Tc), possui características de excreção renal 

superiores aos outros derivados e até mesmo superiores ao MAG3 -""Tc '̂̂ .̂ 

A adição de um grupamento metila à cadeia tripeptídica do MAG3 resulta em 

um aumento da lipofihcidade do MAGAG-DA-""Tc quando comparada à do MAG3-""Tc, 

que é caracterizado pelo maior tempo de retenção em CLAE de fase reversa dos 

diastereômeros do MAGAG em relação ao M A G 3 . 

A princípio se poderia supor que o aumento da lipofilicidade de 

um composto aniônico pudesse estar diretamente correlacionado à diminuição de sua 

velocidade de eliminação renal, mediada pelas proteínas transportadoras. Contrariamente, o 

composto MAGAG-DA-""Tc apresentou características mais favoráveis de ehminação que 

o MAG3-"'"TC , sugerindo que o transporte mediado pelas proteínas tubulares dependa, em 

maior extensão, de outros fatores, tais como a distribuição de cargas parciais e de 

grupamentos polares e hpofíUcos da substância, sua configuração, a presença de ligações 

hidrogênio inter e intra moleculares, densidade eletrônica e, fmalmente, um arranjo 

estrutural apropriado que permita uma interação eficiente com o receptor ̂ *̂'̂ .̂ 

XMISSÂC NACiCf í / l . Ce Í J : ! . : h G i A WUCLEAR/3P IPEK 
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De fato, outros derivados C-metil-MAGa-^^Tc, como o mercaptoacetil-L-

alanügücügücina-5-"'"Tc (MAAGG-LB-""Tc), mercaptoacetil-glicügücü-L-alanina-fí-

""Tc (MAGGA-Lfi-""Tc), mercapto-acetíl-L-alanü-L-alanügücina-fi-^^Tc (MALALAG-

fi-""Tc) e mesmo o isómero LB do MAGAG, apresentaram padrão de eliminação renal 

bastante inferiores e captação renal significativa, indicando desta forma a importância do 

posicionamento do grupamento metila para interação apropriada com o receptor, bem como 

da configuração assumida, uma vez que, em todas as espécies estudadas, os isómeros 

eluídos primeiramente (A), apresentaram propriedades de excreção superiores aos isómeros 

eluídos tardiamente (5) ^'''^. 

Estudos de determinação da configuração utilizando cristalografia de RX 

parecem indicar que nas espécies A, o grupo metila encontra-se orientado em posição anti 

em relação ao grupo oxo-tecnécio. Tal configuração parece ser determinante da velocidade 

de eliminação dos compostos na urina 

Se a lipofilicidade do composto, por si só, não é indicativa da eficiência do 

transporte tubular renal, que depende, outrossim, da distribuição parcial de cargas e grupos 

üpofíUcos e polares na substância, parece claro, contudo, que a presença e orientação dos 

grupamentos carboxflicos na estrutura do complexo L,L-EC-""Tc é fundamental para o 

transporte. 

O composto L,L-ECD-"'"Tc, forma esterificada do dimero L,L-EC-""Tc, 

apresenta não somente padrão de eliminação renal diferenciado, mas também propriedades 

de distribuição biológica distintas, apesar de sua similaridade estrutural com a forma di-

ácida. 

A introdução dos grupamentos etüa aumenta a lipofilicidade do composto em 

relação à espécie di-ácida, conforme indicado pelo aumento no tempo de retenção da 

espécie em CLAE (47 minutos). 
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A presença de ambos os grupamentos etila confere ao complexo de TcO 

neutralidade e lipofilicidade, permitindo que o composto atravesse a barreira 

hematoencefálica intacta. A captação do composto em cérebro de camundongo é 

significativamente maior que da espécie di-ácida (Tabela 12). A capacidade do composto 

em atravessar a barreira hematoencefálica é ainda mais evidente no estudo cintilografico 

reahzado em cão (Figura 24). A farmacocinética do L,L-ECD-"'"Tc é apropriada para 

obtenção de imagens de perfusão cerebral, uma vez que o composto clareia muito mais 

lentamente no cérebro que em outros órgãos. O clareamento é rápido em todas as áreas não 

cerebrais da cabeça, resultando em excelente contraste entre o cérebro e tecido adjacente 

quando se realiza imagem planar. O clareamento sanguíneo rápido e a retenção pulmonar 

mínima deste agente também contribuem para a excelente quahdade de imagem, eliminando 

qualquer radiação de fundo que pudesse suprir constantemente o cérebro de atividade. 

Se a üpofihcidade associada ao complexo L,L-ECD-""Tc confere-lhe a 

capacidade de atravessar a barreira hematoencefáhca, a obtenção de iraagens de SPECT 

convencionais requer ainda que a atividade seja aprisionada por longos períodos no sitio de 

captação cerebral, devendo o quelato apresentar ura raecanisrao de aprisionamento no 

cérebro, conforme observado para o composto L,L-ECD-""Tc '̂̂ '̂ .̂ 

Três raecanisraos são considerados corao efetivos para o aprisionaraento 

eficiente do radiofármaco no cérebro: (1) hgação do quelato intacto a componentes 

celulares, proteínas ou outras moléculas na célula; (2) conversão do quelato neutro intacto a 

uma forraa carregada, não difusível e (3) dissociação química intracelular do quelato de 

"•"Te para produzir outras espécies não difusíveis '̂̂ '̂ .̂ 

No caso do L,L-ECD-""Tc, após difusão passiva do quelato através da barreira 

hematoencefálica, o aprisionaraento ocorre por conversão do quelato neutro e hpofflico a 

uraa forraa hidrofflica, carregada, no interior das células cerebrais. O resultado de estudos in 

vitro, incubando-se o coraplexo cora horaogenato de cérebro de raacaco, deraonstrou que o 
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processo envolve reação de hidrólise de um grupo éster por uma esterase, mantendo intacto 

o núcleo BAT-""Tc do complexo "̂̂ ^ . O estudo conclui que os metabólitos são, 

provavelmente, os derivados diastereoméricos mono-ester mono-ácido formados por 

hidrólise enzimática de uma das funções éster do L,L-ECD-""Tc. Como o derivado A 

(primeiro a ser eluído no estudo de CLAE) é formado era menor quantidade que o B, 

conclui-se que uma das funções ester é hidrohsada raais lentamente, provavelraente devido a 

impedimento estérico . A estrutura era pirâmide quadrada do L,L-ECD-""Tc, origina 

dois derivados diastereoméricos raono-éster raono-ácido, cora o núcleo oxotecnécio 

respectivamente syn e anti cora relação ao grupo ester hidrolisado. 

Estudos reahzados era raacacos demonstram que o complexo D,D-ECD-"'"Tc 

atravessa a barreira hematoencefálica mas é rapidaraente clareado do cérebro "̂̂ '̂  . Ao 

contrário da especia L,L que sofre hidrólise por ação de esterases presentes no horaogenato 

de cérebro de macaco, a espécie D,D praticamente não sofre ação das esterases, revelando 

velocidade de raetabohsrao extreraamente lenta ̂ ^̂ ^̂ . 

A dependência estereoquímica destes processos indica hgação altamente 

específica ao sítio de hgação enzimática que reconhece a orientação tri-dimensional da 

cadeia lateral em relação ao núcleo TcO*^ ̂ '̂ ^ .̂ 

De fato, a hidrólise do coraposto L,L-ECD-""Tc in vivo não ocorre somente 

no cérebro. A função das enzimas é modificar a estrutura de qualquer composto invasor 

(necessário ou estranho), de modo que este seja mais facilraente elirainado e para tanto, 

iniciam reações que tomam as moléculas raais hidrossolúveis. Ésteres e, raais lentamente, 

amidas, são hidrohsadas por enzimas no sangue, microssomas hepáticos, rins e muitos 

outros tecidos '̂̂ ^ .̂ 

Em função de suas características hpofíhcas, o composto L,L-ECD-""Tc 

apresenta significativa eliminação intestinal (Tabela 16). A captação hepática do composto é 
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significativamente maior que da espécie di-ácida (menos lipofílica), apresentando intenso 

fluxo biliar (Tabela 17). O fígado, centro metabólico do organismo, promove, de forma 

geral, a conversão da droga em espécies menos lipofílicas. O cromatograma de CLAE da 

bile acumulada de 60 minutos mostra as mesmas espécies metabólicas observadas na urina e 

ainda evidencia a presença de outras espécies radioquímicas, todas com Rt inferior à da 

espécie íntegra, L.L-ECD-'^^Tc (Figura 21). 

Submetendo-se o produto de hidrólise alcalina de L,L-ECD-""Tc à anáhse por 

CLAE (Figura 19), encontrou-se perfil cromatográfico conforme descrito na literatura ^''^^, 

com quatro picos, correspondentes à espécie não metabolizada do quelato (Rt = 47 

minutos), às duas espécies mono-éster (Rt= 25 e 30 minutos) e à espécie di-ácida (Rt = 17 

minutos). Tanto neste caso, como no caso da hidrólise provocada por metabohsmo in vivo 

(CLAE da urina), a espécie mono-éster eluída primeiramente é formada em quantidade 

menor que a espécie eluída posteriormente. 

Observando-se o cromatograma da CLAE da urina acumulada de 60 minutos 

podemos verificar que a espécie íntegra di-etüada, é eliminada mais tardiamente, não 

somente pela possível dificuldade de interação com o receptor, mas também por apresentar 

maior afinidade de hgação às proteínas plasmáticas. De fato, a afinidade da espécie di-

esterificada pela proteína plasmática é muito maior que da espécie di-ácida, conforme 

indicam os estudos de porcentagem de hgação às proteínas plasmáticas (Tabela 18). Tal 

afinidade pode estar correlacionada à maior Hpofihcidade associada ao complexo L,L-ECD-

" " T C quando comparado ao metabólitos mais polares. 

Estudos realizados em humanos revelaram que após seis horas, 75% da dose 

administrada de L,L-ECD-""'Tc havia sido excretada na urina. Toda a atividade urinária era 

correspondente às espécies metabolizadas do composto (di-ácida e mono-éster) *̂ '̂ ^̂ . 
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A presença observada em nossos estudos da forma íntegra, L,L-ECD-""Tc na 

urina dos camundongos de 60 minutos, deve-se, muito provavelmente, às diferenças no 

processo de metabolização do composto, quando se considera diferentes espécies. 

A base geral para estas diferenças específicas entre espécies na 

biotransformação de drogas, reside, primariamente, em diferenças entre a natureza, número 

e atividade de enzimas que catalizam as reações individuais. Várias espécies diferem 

marcantemente não somente nos mveis basais e atividades das enzimas de biotransformação 

em adultos normais, mas também em sua regulação. Isto inclui respostas a agentes 

indutores e repressores, diferenças entre sexo, idade, desenvolvimento, resposta a fatores 

hormonais e a vários fatores nutricionais e patogênicos , 

A üpofilicidade associada ao composto L,L-ECD-""Tc, determinou para o 

mesrao uraa cinética de distribuição corapletaraente diferente da observada para a espécie 

di-ácida, L,L-EC-""Tc. O raodelo proposto para o coraposto, cora sete corapartimentos, 

revela considerável complexidade (Figura 13). Deve-se considerar que a coleta de dados 

experimentais, utihzada na elaboração do modelo, considera a atividade total, sera 

discrirainar as frações correspondentes às espécies raetabolizadas do composto. De certa 

forma, o modelo é útil para estabelecer anáhses comparativas era terraos estruturais. Nele 

observa-se o clareamento sanguíneo rápido do composto, bem corao a ehrainação do 

coraposto que se faz por duas rotas principais, a urinária e a fecal. Devido a hpofihcidade 

do composto, a rota de ehminação fecal assume papel importante neste caso. 

Comparativamente à espécie di-ácida L,L-EC-""Tc, a constante de 

ehrainação urinária do coraplexo L,L-ECD-""Tc é inferior (0,438 rain ' contra 0,118 rain', 

respectivaraente). 

Pelo raesrao motivo, a captação hepática do composto é significativamente 

maior que da espécie di-ácida. O fígado, compartimento dois do modelo, representa um 
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compartimento de metabolização do composto. O retomo da bile para o compartimento 

sanguíneo foi sugerido em virtude da presença de espécies metabolizadas outras que não as 

formas raono-éster e di-ácida na urina. Tais espécies raetabolizadas no fígado seriara, em 

parte, reabsorvidas e eliminadas na urina era tempos mais tardios de observação. De 

qualquer forma, as constantes de eliminação k i 3 e k 4 5 , que representara, respectivaraente, a 

elirainação urinária e fecal, confirraam a predorainância da elirainação urinária sobre a fecal. 

Verbruggen e col. "̂̂ ^ , realizaram um importante estudo, reinjetando em 

camundongos as espécies mono-éster originadas da hidrólise dos compostos D,D e L,L-

ECD-^^Tc. Cada uraa destas configurações originarara os dois derivados diastereoraéricos, 

identificados em CLAE por A (espécie eluída primeiramente) e B (espécie eluída 

tardiamente). Conforme esperado, nenhuraa das espécie metabóhcas ionizadas foi capaz de 

atravessar a barreira hematoencefálica. 

Os resultados raais interessantes deste estudo, contudo, dizera respeito a 

ehrainação dos compostos. Os isómeros A são excretados na urina raais rapidaraente que B. 

Se no raetabohsrao in vivo dos coraplexos íntegros, as espécies A forraara-se em menor 

quantidade, significa que elas ainda contêm o grupo éster raais facilraente hidrohsável. 

Desta forraa, quando reinjetados intravenosaraente, estas espécies são rapidamente 

hidrohsadas originando a forraa di-ácida, enquanto que as espécies B permanecera intactas 

por um período de tempo raais prolongado. Tarabéra é lógico assumir que o derivado di­

ácido é mais rapidaraente clareado pelos rins e excretado na urina que os raetabólitos raono-

éster raais hpofíhcos. 

No raesrao estudo, a atividade no intestino 10 rainutos após a adrainistração da 

dose é baixa para todos os metabóhtos testados, exceto para o isómero L,L-A, que mostra a 

mais alta excreção total (urina + intestino), tanto aos 10 como aos 30 rainutos 

LOMISSAC KAC;Cfi;i.. U. n . : r i í G : A ?,UCIEAR/SP 
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As enzimas hidrolíticas possuem, indubitavelmente, afinidade mais alta por 

compostos com uma configuração -L natural e assim a hidrólise do grupo éster irá ocorrer 

em taxa maior para o isómero L,L-A, que contém tanto o grupo éster mais facilmente 

hidrohsável como a configuração L,L mais apropriada ^''^^. 

O fato de o isómero D,D-A ser excretado em grau maior pela urina aos 10 

minutos, mas não no intestino, leva a supor que o transporte deste tipo de composto do 

fígado para o intestino é um processo carregador-mediado para o qual a configuração L é 

preferencial, enquanto a excreção urinaria seria um fenômeno não estereoespecífico. Isto 

pode explicar porque encontra-se uma atividade maior aos 30 minutos no fígado e intestino 

para os isómeros L,L e no sistema renal para os D,D. Da mesma forma, pode-se entender 

porque o isómero L,L-A é o único que é clareado eficientemento do fígado aos 30 minutos 

(118) 

Em nossos estudos verificou-se no cromatograma de CLAE da amostra de bile, 

que o perfil de formação das espécies monoéster se inverte, quando comparado ao perfil da 

hidrólise alcalina ou das amostras de urina. Observa-se uma maior porcentagem da espécie 

com Rt = 25 minutos quando comparada à espécie com Rt = 30 minutos. De acordo com os 

resultados obtidos nos estudos de readministração dos metabólitos mono-éster, a espécie 

eluída primeiramente seria clareada mais rapidamente do fígado (estereoseletividade) e a 

captação hepática residual observada poderia ser atribuída à espécie eluída mais 

tardiamente. 

Pode-se estabelecer, desta forma, que após sua administração, o complexo L,L-

ECD-"'"Tc sofre ação de enzimas hidrohsantes (esterases) em diferentes sítios do 

organismo, tais como sangue, cérebro, fígado e rins, determinando a eliminação do 

composto na forma metabohzada por ambas as vias de ehminação. 
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A metabolização cerebral é responsável pelo aprisionamento do composto no 

cérebro, que permite a aquisição de imagens cintilográficas. De fato, estudos previamente 

realizados incubando-se o complexo L,L-ECD-""Tc com órgãos isolados de ratos, 

evidenciaram a conversão do complexo neutro para espécies mais polares no sangue, 

cérebro, pulmão, coração, fígado e rins ^'^''^^. 

Se, por um lado, a metabolização do composto já a nível sanguíneo determina o 

clareamento rápido de regiões da cabeça que não o cérebro, facilitando a aquisição de 

imagens cerebrais e contribuindo para a rápida eliminação do composto, por outro lado, a 

conversão de fração significante do quelato difusível, no trânsito, do sítio de administração 

intravenoso até o cérebro na corrente sanguínea, dificulta a quantificação do fluxo 

sanguíneo regional '̂̂ "̂ .̂ 

Com o objetivo de maximizar a eficiência dos agentes de perfusão cerebral 

existentes e dos futuros, é essencial entender melhor a relação entre a estrutura do quelato 

de tecnécio e sua captação, retenção e clareamento do cérebro normal e doente, bem como 

em outros tecidos não alvo. Isto requer o conhecimento detalhado das propriedades físico-

químicas e estereoquímicas dos quelatos e de suas características farmacocinéticas. 

Assim, apesar dos radiofármacos não possuírem essencialmente atividade 

terapêutica, sendo por esta razão comumente designados como fármacos de diagnóstico, a 

eficácia de sua utilização está dh-etamente relacionada às propriedades estruturais 

determinantes de sua distribuição biológica. O desenvolvimento de novos radiofármacos 

não poderá, pois, prescindir da utilização de novos métodos racionais de planejamento de 

fármacos, como o QSAR e a modelagem molecular. 

Acreditamos ter contribuído, com este estudo, para o desenvolvimento de 

novos radiofármacos de tecnécio, baseados em núcleo Tc(0)N2S2. Os dois compostos 

estudados representam extremos de polaridade e apolaridade, que definem para cada um. 
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propriedades biológicas e, consequentemente, aplicações clínicas distintas. Os estudos de 

otimização das condições de marcação e, especialmente, os estudos de distribuição 

farmacocinética efetuados representam importantes subsídeos para estudos comparativos, a 

serem realizados em compostos elaborados a partir da introdução de grupamentos laterais, 

racionalmente escolhidos, no núcleo central dos compostos diaminoditiólicos. 
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VI - CONCLUSÕES 

1. Os compostos L,L-Etilenodicisteína (L,L-EC) e L,L-Etilenodicisteína dietil éster (L,L-

ECD) foram obtidos com rendimento satisfatório, na forma pura e caracterizados por IV e 

RMN-'H. 

2. Os estudos de determinação das condições dé marcação dos compostos L,L-EC e L,L-

ECD com Tecnécio-99m, determinaram que parâmetros como tipo e massa de agente 

redutor e o pH da mistura reagente são determinantes para formação da espécie 

radioquímica de interesse. 

3. Foram obtidos conjuntos de reativos Hofilizados de L,L-EC e L,L-ECD para marcação 

com ""Tc, com estabilidade superior a 120 dias, quando armazenados em geladeira, 

viabiHzando a comerciaUzação dos produtos. A formulação ideal para cada caso, bem como 

a introdução de etapa de congelamento com nitrogênio Kquido, foram determinantes do 

sucesso do processo de liofilização. 

4. Os estudos de distribuição biológica do complexo L,L-EC-"'"Tc, determinaram o rápido 

clareamento sanguíneo do composto, com cHminação predominantemente urinaria. A 

eliminação rápida do composto, a presença da forma íntegra na urina, bem como a 

porcentagem de Hgação às proteínas plasmáticas relativamente baixa, falam a favor da 

eliminação por processo de secreção tubular ativa. 

5. A farmacocinética do complexo L,L-EC-"™Tc foi ajustada a um modelo de três 

compartimentos, à semelhança de outros compostos renais eliminados via secreção tubular 

ativa. A rápida depuração do composto e seletividade pelos rins, sem captação significativa 

em órgãos adjacentes, determinam a utilização do complexo em estudos dinâmicos renais. 
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6. A presença e posicionamento de grupos polares na estrutura do complexo L,L-EC-""Tc 

(grupos carbonil e carboxil) parecem ser determinantes da interação do composto com os 

receptores tubulares renais, mediadores do transporte tubular ativo. 

7. Os estudos de distribuição biológica do complexo L,L-ECD-"™Tc, determinaram a 

capacidade do composto em atravessar a barreira hematoencefálica intacta. Tal propriedade 

estaria relacionada à neutrahdade e hpofihcidade do composto, esta última relativamente 

maior que da espécie L.L-EC-^'^Tc, conforme indicam os tempos de retenção das espécies 

em CLAE. A permanência do composto no cérebro está relacionada a sua metabolização a 

espécies mais polares. 

8. A hpossolubihdade associada ao composto L,L-ECD-""Tc determina características de 

distribuição farmacocinética distintas do complexo di-ácido. Metabolizado in vivo por ação 

de esterases, o complexo apresenta clareamento sanguíneo mais lento e é eliminado por via 

urinária e fecal. 

9. A farmacocinética do composto L,L-ECD-"'"Tc foi ajustada a um modelo complexo 

constituido de sete compartimentos. Apesar de tal modelo não discriminar as espécies 

metabóhcas presentes, ele orienta de forma exphcita os locais de biotransformação e via de 

transporte hepato-biliar e renal, caracterizados com os dados obtidos e com as constantes 

de transferência. 

10. A análise por CLAE da urina de camundongos administrados com L,L-ECD-""'Tc 

revela a presença das formas metabolizadas do composto (espécie di-ácida e mono-esteres) 

e da espécie íntegra, de forma semelhante ao cromatograma obtido para hidrólise alcalina, 

sendo que a espécie mono-éster eluída primeiramente é eliminada em porcentagem inferior à 

eluída mais tardiamente, sugerindo que a metabolização do composto por ação das 

esterases é estereoquiraicamente dependente. A presença da espécie íntegra na urina de 

camundongos, não observada em estudos realizados com outras espécies, relaciona-se. 
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provavelmente, a diferenças inter-espécie envolvidas no processo de metabolização do 

composto. 

11. A análise por CLAE da bile de camundongos administrados com L,L-ECD-"'"Tc revela 

a presença das mesmas espécies polares observadas na urina, bem como a presença de 

outras espécies radioquímicas que também podem ser identificadas na urina de 60 minutos, 

sugerindo reabsorção a partir da büe, após metabolização hepática do composto. Além 

disto, o estudo da bile em CLAE confirma a suposição estabelecida em outros estudos, de 

eliminação em maior porcentagem por esta via, da espécie mono-éster eluída 

primeriamente, ao contrário do padrão cromatográfico urinario, indicando clareamento 

hepático mais rápido desta espécie (estereoseletividade) e sugerindo que a captação 

hepática residual seja atribuída à espécie mono-éster eluída mais tardiamente. 

12. Os estudos de otimização das condições de marcação e os estudos de distribuição 

farmacocinética efetuados para os dois compostos diaminoditióhcos que apresentara 

propriedades físico-quíraicas distintas, determinadas por suas características estruturais, 

representam importante subsídeo para estudos comparativos a serem reahzados em novos 

compostos elaborados a partir do núcleo Tc(0)N2S2. 
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