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ESTUDO DAS CONDICOES DE MARCACAO DA GENTAMICINA COM Tc.OM-

PLEXACAO COM Re. ESTABELECIMENTO DE ALGUNS PARAMETROS FARMA-

COCINETICOS COM O AUXILIO DA ANALISE COMPARTIMENTAL.

OLga Gongalves de Carvalho

RESUMO

Sulfato de gentamicina € um antibidtico do tipo ami
noglicosidio usado especialmente contra as infec¢oes causadas
por bactérias Gram-negativas,e que apresenta a ototoxidez co

mo efeito colateral mais grave.

A marcagao da gentamicina com 9ngc,

tem por finali
dade propor um tragador para o estudo da distribuigao biologi

ca e compartimentalizagao do antibidtico.

As condigoes de marcagao de sulfato de gentamicina
com 99mTc, a partir de pertecnetato de sodio eluido de um ge
rador 99Mo-99mTc, foram estabelecidas quanto a massa de anti
bidtico, do redutor (SnC1,¢ 2H,0) , tempo de reagao e pH final

de marcagao.

0 mesmo procedimento de marcagao foi realizado com
Re (perrenato de amonio), com a finalidade de se obter algu
mas aproximagOes de caracter semiquantitativo, no estudo de
estrutura do complexo formado, dadas &s caracteristicas qui-
micas similares entre Re e Tc; sendo dessa forma possivel su

gerir o envolvimento do grupamentn NH, e da ligagao C-0 da

nontarsirina na rAamnlavenran
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Do estudo de captagao biologica em ratos com sulfa
to de gentamicina 99'Tc definimos que o0s rins se constituem
nos orgaos que apresentam maior afinidade pelo antibiotico,com
um maximo de captagao em torno de 180 a 240 minutos, declinan
do ap0s esse tempo; para a dose e tempo estudados nao houve

uma significativa captagao pela cabega (regiao auricular).

Foi determinada a curva de decaimento plasmatico de

gngc, calculando-se entao as meias-vidas biologi

gentamicina
cas das respectivas exponenciais obtidas. Calculou-se também
o volume de distribuigao aparente e com as medidas de corpo
inteiro foram determinados os valores da meia-vida biologicae

da depuragao total.

0 modelo de distribuigao do sulfato de gentamicina
9ngc em ratos, se constitui num modelo compartimental com
um de retengao para intervalo de tempo de 24 horas em que foi

estudado.



STUDIES OF LABELLING CONDITIONS FOR GENTAMICIN _ WITH 2™®1c.

COMPLEXATION WITH RHENIUM. ESTABLISHMENT OF PHARMACOKINETICS

PARAMETERS THROUGH COMPARTMENTAL ANALYSIS

OLga Goncalves de Carvalho

ABSTRACT

Gentamicin sulphate is an aminoglycoside antibiotic
type specifically used for treatment of infections produced
by Gram-negative bacterias but at the other hand it presents

ototoxic reactions as a serious side effect.

The main purpose of labelling gentamicin with gngc
was to obtain a radioactive tracer to carry out biological

studies and compartmental analysis of this antibiotic.

The optimal labelling conditions of gentamicin sul-
phate with gngc, using sodium pertechnetate solution eluted

99Mo-gngc generator, were stablished by testing differ

from a
ents masses of antibiotic, and reduction agent (SnC]z.ZHZO) .

and also different reaction time and final labelling pH.

The same labelling procedure was used with Re (amo-
nium perrenate) in order to obtain some semi-quantitative
approximations of the chemical structure of the complex formed,
since Re and Tc present similar chemical characteristics. 1In
this way it is possible to suggest the role that the groups
NH, and C-0 bonding of the gentamicin play in the complexation

process,



99-Tc-

From the studies of the biological uptake of
gentamicin sulphate in rats, the kidneys showed the highest
affinity for the antibiotic. The maximur uptake was observed
in 180 to 240 minutes followed by a decrease of it afterwards.
For the dose and time used, no significative uptake by the

auricular region was detected.

99'Tc—gentamicin was ob-

Curve of plasma decay of
tained, and from the exponentials of each beanch of this curve
respective half-lives were calculated. Furthermore the apparent
volume of distribution was determined, and with the residual
radioactivity in the body, the biological half-life and total

clearance were obtained.

The distribution of 99’“Tt:-gentamicin in rats was
set in a bi-compartments in addition to a retention one for

the 24 hours time interval studied.
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INTRODUCAO

O antibiotico denominado gentamicina foi estudado e
descrito pela prineira vez por Weinstein e colaboradores em
1963(66), e isolada, purificada e caracterizada por Rosselot
e colaboradores em 1964 (51 Ela é utilizada preferencialmen
te no tratamento das infecgoes graves produzidas por bacté

rias Gram-negativas.

Quimicamente constitui-se em um antibidotico do tipo
aminoglicosidio derivado de microorganismos actinomicetos do

género Micromonospora.

Os antibioticos aminoglicosidios sao formados por
dois ou mais aminoagicares unidos por ligagdao glicosidica a
um aminociclitol. A gentamicina possui dois aminoagicares 1i
gados ao 2-desoxiestreptamina ¢ possui a seguinte formula es

trutural, Fig. I.1.

As variacOes do aminoagiicar na posigao I, resultam
em tres componentes diferentes da gentamicina, que segundo
Goodman, L.S. e Gilman A., essas diferengas parecem ter pouco
efeito sobre a atividade antibiética(Z9),

Os antibioticos aminoglicosidios agem interferindo
nas sintese das proteinas nos ribossomas das bactérias Gram-
-negativas sensiveis, tem a capacidade de induzir a uma lei
tura erronea quanto ao co6digo genético do modelo do RNA mensa

geiro, incorporando aminoacidos incorretos nas cadeias poli
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FORMULA ESTRUTURAL DA GENTAMICINA

GENTAMICINA  Cy: R,s R, s CH,
Cp* R s CHy ,Rys
c

AC—» ACETILASE AD-=ADENILASE

Figura 1.1, - Forrula Estrutural da Gentaricina.



peptidicas em crescimento. Especificamente a gentamicina age
ao interferir com a sintese das proteinas nos microorganis

mos.

As bactérias poderm resistir a atividade antimicro

biana dos aminoglicosidios devido aos seguintes fatores:

a) incapacidade de penetragao celular do aminoglicosidio.
b) baixa afinidade da droga pelo ribossoma bacteriano.

c) inativagao da drcga por enzimas microbianas, sendo que
isso explica a resistencia microbiana aos aminoglicosi

dios, observada na pratica clinica.

Podemos observar na figura 1.1, que os grupamentos
amino e hidroxila da gentamicina tem a capacidade de sofrer

acao das enzimas acetilase (AC) e adenilase (AD).

No tratamento das infecgOes microbianas graves cau
sadas por bactérias Gram-negativas tais como: Pseudomonas ae
ruginosa, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Entero
bacter (varias espécies), utilizam-se geralmente os antibioti
cos aminoglicosidios. Dentre as infecgOes a considerar, temos
aquelas do trato urinario, a bacteremia, a meningite, a pneu

monia, a otite e a peritonite.

Embora os antibidiicos aminoglicosidios nao sejam
indicados para o tratamento das infecgbes sem complicagoes
nas vias urinarias, existem dados de Ronald e colaboradores(dg)

e de Varese e colaboredores(64), indicando que uma unica dose



de adrinistragao intra-muscular de gentamicina, (5 mg/kg) se

ria eficaz, produzindo cura em 90% dos casos.

A Tabela 1.1 fornece a concentragao inibitoria mini
ma (CIM), e a porcentagem de microorganismos isolados, consi

derades sensiveis pela gentamicina.

Concentragao Pseudomo- Enterobac- Klebsiella Serratia
Plasmatica nas aeru- ter(varias pneumoniae marcescens
ginosa espécies)
(pg/ml) CIM t CIM {1 CIM $t CIM )

Gentamicina 4-8 8,0 87 1,3 90 4,0 97 4,0 95

Tabela 1.1 - Atividade Antibacteriana da Gentamicina (Atkin
son, 1980)(5 )

CIM - Concentragao Inibitoria Média

$f - Porcentagem de Microorganismos Isola

dos Sensiveis

Definimos microorganismos sensiveis,como sendo aque
les inibidos por concentragdes plasmaticas otimizadas obtidas
clinicamente, mas que nio estejam associadas a incidencia de

toxicidade.

Os antibioticos aminoglicosidios sao mal absorvidos
pelo trato intestinal, e no caso particular da gentamicina es
sa absorgao pode aumentar na ocorréncia de desinteria ' b-ci-
lar(zzl No caso de administragao oral ou retal repetida,

podera resultar em acimulo de concentragdes tdoxicas em pacien



tes com disfuncao renal. Da mesma forma quando os antibioti
cos aminoglicosidios sao aplicados topicamente em grandes fe
ridas ou queimaduras, podera ocorrer intoxicagao se existir

insuficiencia rena](zg).

Quanto a distribuigao organica, observam-se concen

-

tragoes altas de antibioticos aminoglicosidios apenas no cor
tex renal, na endolinfa e na perilinfa do ouvido interno, o
que provavelmente estaria contribuindo para a nefrotoxicidade
e ototoxicidade dessas drogas. Temos ainda também, concentra
¢oes secundarias de aminoglicosidios nas secregoes e nos te

cidos(zg).

Os antibioticcs aminoglicosidios sao excretados qua
(29)

se que exclusivamente por filtragao glomerular

Dado que, a incidencia de nefrotoxicidade e ototoxi
cidade esta diretamente relacionada a concentragao na qual se
acumula o aminoglicosidio, isto torna obrigatdério a redugao
da dose de manutengao em pacientes com disfungao renal e isto

deve ser acompanhado com precisao, visto que, a concentragao

plasmatica associada a toxicidade n3ao € muito maior do Gue
aquela necessaria para o tratamento de numerosas infecgoes
bacterianas.

0 efeito colateral da gentamicina mais importante e
muito grave € a ototoxicidade irreversivel, sendo esta o 1.
sultado da destruicdo progressiva das c€lulas sensoriais ves
tibulares do ouvido interno, extremamente sensiveis e do sis

tema aciistico, estendendo-se as células cocleares 2+08), 4 dege



neragaoc das ceélulas sensoriais e do nervo auditivo resultam
(29)

na perca irreversivel da audicgao
A gentamicina pode produzir também maior nefrotoxi
cidade do que os outros antibioticos aminoglicosidios utiliza

dos pcr vias sistemicas.

A nefrotoxicidez resulta da alteragao da estrutura
e da fungao das cé€lulas tubulares proximais dos rins. A toxi
cidade esta rzlacionada com a quantidade total da droga admi
nistrada e o potencial nefrotoxico varia de acordo com anti
biotico aminogli-osidio em quest3ao. Ha uma corrente de pesqui
'sadores representados por Jackson, G.G., Black, Abramowicz,

(1’2-9'32),~para -0s quais o potencial nefrotoxico

M. e cclaboradores
da gentamicina em uso clinico foi apresentado como raro e des
prezivel. Entretanto para animais, como por exemplo ratos, ne
cessita-se de uma dose de 12 a 60 vezes maior de que a dose
terapeutica humana para produzir nefrotoxicidez; a quantidade
exata depende enire outros fatore., da idade do animal, segun
do esses mesmos pesquisadoresu’zg’32).Pa1co, Smith e Arcieri,con
‘cluiran em seus estudos em humanos que a probabilidade de in

cidencia de nefrotoxicidez a partir do emprego de gentamicina

situa-se em torno de 2%(27).

A administragan intratecal ou intraventricular pode

causar inflamagdao local e resultar no desenvolvimento de ou

tras complicagaes(zg).

A forma de sulfato de gentamicina € a mais comumen

te usada em terapeutica, sendo solivel em Egua(zg).



0 sulfato de gehtamicina. conhecido comercialmente
como "Garamicina', € utilizado na forma farmaceutica para uvso
parenteral, em dispositivos para injecao intratecal e produ
tos de aplicagao local (pomadas, cremes e solugao oftalmi-

ca)(zg).

Sabe-se que a concentragao maxima de gentamicina al
cangada no plasma é de 4 pg/ml apos administragao intramuscu
lar, em pacientes que receberam 1 mg/kg; contudo para alguns
estudiosos, as doses recomendadas quando emprega-se gentamici
na, nao proporcionam concentragoes previsiveis, havendo um
grau elevado de variagao individual, existindo portanto a ne
cessidade de controles periodicos da concentragao plasmatica
do antibiotico nos individuos em tratarento prolongado.  Por
outro lado, embora nao se conhega com precisao a concentragao
plasmatica toxica; sabe-se que tais concentragOes maximas su
periores a 10 pug/ml e valores minimos de cerca de 2 pg/ml man

tidos durante mais de 10 dias tem sido associados a toxicida
de(29),

1.2. Caracteristicas do Tecnécio: 99mTc

0 tecnécio € um metal de transigao de nimero atomi
co 43, ocupando na tabela peridodica o grupo VII B do 5° perio .
do. Do ponto de vista quimico Tc e Re tém semelhangas quimi
cas(21) | pentre os seus radionuclideos, o M1 & o isotopo
de maior interesse em Medicina Nuclear por suas caracteristi
cas nucleares: t;,, de 6,02 horas, emissdo y de 140 keV, au
séncia de emissdao 8. Disso resulta que a exposigdao para ani

mais e homens € baixa.
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0 99™¢ & formado a partir do 990 e decai por tran
sigao isomérica ao 997,
0 99™¢ utilizado em Radiofarmicia € obtido a  par

tir de geradores 99Mo-gngc.

Na figura 1.2 temos a curva de crescimento do siste

gngc.

ma gerador 99Mo-

ATIVIDADE

T oess 250

J A - a2 . .

° ] 10 $ 20 2% 30 8 4 &3 80

T!I_'O )

Fig. 1.2, Curva de Crescimento do gngc num Gerador

99y, 99my. (44)

99mTc’

Em sistema do tipo gerador de 9Mo- somente

0% do 99Mo decai para o gngc. portan*to o crescimentodo 99mre
sera inferior ao do pai, o 990, como podemos observas na fi
gura 1.2, No tempo t = 0, temos somente © 99Mo que esta geran
do o I9M1c, no tempo de equilibrio, que no caso é de 23 horas;

a atividade do 99Mr. & maxima, a partir da qual ele passa a
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decair com a meia-vida do 99Ho (66 horas). Se eluirmos o gg"'l'c
nesse instante, ele assume as suas caracteristicas nucleares
e novamente o 99Mo comega a produzir o gngc até um novo equi

1ibrio ser instalado.

99Mo—gngc utilizado no IPEN-

Na pratica, o gerador
CNEN/SP € const’iuido por uma coluna de alumina onde ions mo
libdato e pertecnetato estao adsorvidos; obtem-se o pertecne
tato de sodio (N399m7c04), eluindo-se a coluna com solugao fi

siologica (Nall 0,9%).

Existem compostos de tecnécio em todos os estados
de oxidagdao desde +7 até -1; entretanto na preparagao de ra

9 . .. .
ngc, devemos inicialmente reduzir

diofarmacos marcados com
o anion TcO4 (+VI1), seguida da reagao com o agente complexan

te adicionado.

Tecnécio e Renio formam poucos corpostos no estado
de oxidagao +2 e apresentam varios no estado de oxidagﬁo*A(zn
0 interesse na quimica dos complexos de Re esta no crescimen
to da importancia e utilizagao do gngc em Medicina Nuclear.
Estudos eletroquimicos de complexos de Re e Tc, realizados
por Seeber, Mazzochim e colaboradores“o'“’58'59’6°)pemitiram fazer
comparagoes entre os dois tipos complexos e com base na simi
laridade quimica foram preparados complexos de Re e Tc e que
analisados quimicamente apresentaram aproximadamente também

semelhangas de comportamento(SS).

1.3, Estudos Farmacoldgicos com o Uso de Radioisdtopos

0 entendimento e a quantificagao dos eventos que
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ocorrem no sistema biologico sao facilitados pelo uso de iso

topos radioativos ou estiveis(47).

O sangue e a linfa sao os tecidos organicos que con
duzem preferencialmente os farmacos apos administrados, intro
duzindo-os no local de ag3o. O sangue € o compartimento cen
tral a partir do qual um produto €& distribuido aos tecidos,aos

O0rgaos excretores e receptores especificos(ls).

Os produtos, uma vez que atingem a corrente sangui
nea vao estar dissolvidos na fase aquosa, ligados as protei
nas ou entao incorporados as células do sangue. No transporte
da droga pela corrente sanguinea, podemos considerar a seguin
te sequencia: fase celular do sangue - fase proteica - fase
aquosa. Durante a absorgao da droga o deslocamento se da  da
direita para esquerda (fase aquosa - fase proteica - fase ce
lular do sangue), e durante a difusao da esquerda para direi
ta (fase celular do sangue - fase proteica - fase aquosa); se
a droga estiver ligada as proteinas na fase aquosa, antes da
difus3dao ela devera ser liberada, o mesmo acontecendo se ela
estiver ligada as células do sangue. Apos a difusdo, a distri
buigao acontecera progressivamente para os espagos extracelu
lares, as reservas lipidicas, para os excretores, para as 20
nas de biotransformagao e finalmente para os receptores espe
cificos; em nao havendo uma ordem preferencial para esta dis
tribuigao, havera a possibilidade dos eventos ocorrerem todos

simultaneamente(ls).

Wilson T.W. e colaboradores(6g)

, estudando a elimi
nagao da gentamicina tritiada em pacientes normais e com fa

lhas renais severas, verificaram discrepancias entre as meia-
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-vidas aparentes obtidas em pacientes normais(3,%h) e a wédia
das meia-vidas aparentes da gentamicina obtidas por outros pes
quisadores(m'u"z); justificaram esse fato da seguinte forma:
em baixas concentracoes plasmaticas existe uma grande parte de
gentaricina ligada as proteinas plasmaticas reduzindo portanto
a clarificagao renal. Isto também explicaria a nao adequacao
do modelo de um sO compartimento para explicar o comportamento
cinético da gentamicina tritiada. Outro fato de interesse, se
ria também a disparidade entre a velocidade de desaparecimento
(69)

do produto do rlasma e a taxa de aparecimento na urina

(45). estudando a contribuigao

K.Bzker e colaboradores
da gentamicina marcada com 99"‘[c em estudos da imagem da fungao
renal em animais, verificaram que, embora a gentamicina seja
excretada rapidamente por filtragao glomerular,a velocidade de
clarificagao observada foi mais baixa do que 30 minutos apés in
jecao endovenosa, demonstrando portanto a sua utilidade no diag
néstico cintilografico das falhas renais com respeitoa filtra

¢ao glomerular e a reabsorgao,sendo que a retengao razoavel

mente longa nos rins facilitaria a imagem renal.

Existem varios trabalhos publicados que fazem o es
tudo da cinética da gentamicina em humanos, tendo como objeti
vo o estabelecimento do critério de dosagem da mesma entre pa
cientes normais e pacientes com fungao renal comprometida. Fo
ram obtidos valores para a meia-vida, volume de distribuigaoe
a clarifica¢@o renal, estudando-se também a interferencia da
idade, do peso das varias formas de adminiscragao da droga.Em
bora alguns autores admitam que a cinética da gentamicina fi
que caracterizada com o modelo de um sO compartimento,existem

outros que admitem um decaimento bifasico na concentragao plas
h? N7 17 1T 17 AT RA KL EAN
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1.4. Farmacocinética

A Farmacocinetica, segundo Nagner(ls)

tem como obje
tivo o estudo das velocidades de troca das concentracoes das
drogas e de seus metabolitos nos fluidos biologicos, tecidos
e excretas, bem como também a resposta farmacologica e a cons

trucao de modelos adequados para interpretacao de tais dados.

O estudo cinético de uma droga depende do tipo e da

forma como foi administrada(ls).

A construgao de modelos em Farmacocinética supoe o
organismo dividido num sistema de compartimentos unidos entre
si no qual a droga vai ser distribuida apos a sua administra
Gao. 0 modelo construido deve representar o sistema er estru
tura e/ou comportamento de uma determinada droga baseado nos
dados disponiveis. Entende-se por : apartimento um grupo de
teci os com caracteristicas fisiolOgicas e fisicoquimicas si

milares.

A partir dos fundamentos dados em Farmacocinética
nos quais em qualquer momento deve haver relagoes de propor
cionalidade entre os componentes estudados, podemos definir
algumas constantes biologicas.

(15)

1. Volume de distribuigao aparente

O volume de distribuigdao aparente relaciona a quan

tidade da droga no corpo com a concentragao plasmatica.

Em uma administragdo endovenosa, a droga devera dis
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tribuir-se em todos os tecidos, e quando er equilibrio tere

mos a relagzo:

vd =« Quantidade da droga mo corpo

concentragio plasmatica

Esta relagao se aplica aquelas drogas que sao elimi

nadas do plasma lentamente.

Na pratica, podemos calcular o volume de distribui
Gao aparent: »ira uma droga administrada por via endovenosa,

por meio da seguinte relasao:

Dose (administrada)
Co

vd =

onde Co € obtido através do grafico logari.aico da curva plas
matica em fungao do tempo; extrapolando-a para t = 0, nos te

remos Co.

O volume de distribuicao € uma constante ligada a
cada droga, € dependente do fluxo sanguineo nos diferentes te
cidos, do coeficiente de particao da droga nos sistemas orga
nicos (lipideo/agua) e da afinidade desta com as proteinas
plasmaticas.

2. Constante de velocidade(ls)

As constantes de velocidade caracterizam as trocas
na concentragao da droga num determinado compartimentc; elas
Tepresentam a velocidade com que a mesma entra num  comparti
mento, se distribui e & eliminada resultando respectivamente

nas constantes de absorcao, de distribuigdo e eliminagao.
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A constante K de velocidade de eliminagao € defini

da como:

K = ke +km+ kp + ...

onde ke: constante de eliminagao por excregao urinaria e bi
liar
kr: constante de eliminacao por biotransformagao
kp: crnstante de eliminagao por todos os processos de

remogao dos farmacos do organismo.

K tem unidades de tempo reciproco (h'l ou lin'l)

A propriedade aditiva das constantes de velocidade
permitem o calculo das constantes desconhecidas e a fragao to
tal da droga removida do organismo por uma via especifica.

(15)

3. Meia-vida biologica

A meia-yida biologica representa o tempo necessario
para que a quantidade da droga presente no organismo se redu

za a metade.

. 0,693
K

T1/2
4. Depuragao tota1(15)

A depuragido total de uma droga € o resultado da eli

minagdo desta por todos os mecanismos eliminatorios do orga
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nismo: excregao renal, hepatica etc(18) | podemos relacioni-la

com a constante de depuragao total (b) por meio da seguinte

expressao:
pt = b xvd
pt — depuragao total da droga no organismo
b — constante de depuragao total
Vd — volume de distribuigao aparente

Analise compartimenta1(15'47)

A analise dos valores experimentais do estudo ciné
tico de uma droga requer um modelo que € analogo a um sistema

de compartimentos no qual ocorre a distribuigcao da droga.

Um sistema esta no estado estacionario se a quanti
dade da droga num tempo permanece constante e isto,implica ne
cessariamente na manutengao das velocidades de absorgao e eli

minagao em valores constantes.

Muitos tipos de modelos compartimentais para estu
dos dinamicos da droga sdo descritos na literatura, utilizan
do-se sistemas representativos do tipo mamilar e quaternario
entre outros. Tanto o sistema quaternario como o mamilar, sao

os mais utilizados para representar sistemas biologicos.

No sistema quaternario os compartimentos estdao as
sociados em cadeia, enquanto que no sistema mamilar todos os
compartimentos estdo disponiveis para a troca com o comparti
mento central. A compartimentalizagao da droga pode ser Te

presentada por uma ou mais exponenciais.
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Na pratica para se construir um modelo, tereros que
analisar primeiramente os dados experimentais, em seguida des
creveremos o sistema de eagvagoes diferenciais que se ajustam
aos dados, devendo haver tantas exponenciais quantos forem o
nunerc de compartimentos. A resolucado do sistema de ecuagoes
diferenciais devera ser feita por computadores. Um dos progra
mas de grande utilizagao em analise compartimental € o progra
ma SAAM de Mones e Berman( 9). Resolvido o sistema de equa-
¢oes diferenciais comparam-se os dados numéricos com os dados

obtidos experimentalmente: em havendo concordancia, teremos o

modelo que simula o sistema em estudo.

Modelo aberto de dois compartimentos(ls)

O sistema aberto constando de dois compartimentos,
constitui-se no modelo mais comum, aplicado a maioria de estu
dos cinéticos de drogas; nesse modelo supoe-se o organismo

constituido por um compartimento central, e outro periférico.

Esquematicamente temos:

administra k Q = compartimento central

gao endo-(:::) 10 _ .  pro s

venosa " P = ccmpartimento perifeérico
12

E = eliminagao

kjp= constante de eliminagao

kyz= constante de transferen-
cia de Q para P

kyy= constante de transferén-

cia de P para Q

A droga ao chegar nn compartimento central Q se dis
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tribui para um compartimento periférico P de uma forma rever
sivel com constantes de transferencia k;, e k,, respectivamen
te, e € eliminada do compartimento central para o exterior

com uma constante de eliminagao klO’

Quando um medicamento € administrado por via endo
venosa teremos em um primeiro estagio que supor a distribui
¢ao do produto de maneira uniforme no compartimento central,
entendendo-se este como sendo o sanguve; e que a quantidade de
farmaco no compartimento periférico no momento da administra

¢ao € zero, sendo a eliminacao também igual a zero.

Em um sistema de dois compartimentos teremos um de

caimento biexponencial representado pela seguinte equagao:

C(t) = Ae®t + Be Bt (1)

Representando-se graficamente o logaritmo de C em
fungao do tempo (t), obteremos uma curva que sera analisada

submetendo-a ao método de decomposicao (peeling).

A e B sao respectivamente os valores das duas compo
nentes da curva biexponencial, no tempo t = 0, obtidas experi

mentalmente.

a e B sao respe.tivamente os coeficientes angulares

das duas componentes da curva biexponencial.

Temos entao que A e B, o e 8 sao valores que pode
rao ser calculados a parfir da curva representativa do loga

ritmo da concentracgao plasmatica em fungdo do tempo (t).

As constantes de transferencia ki, € kp;, e a cons
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tante de eliminagao klo podem ser definidas a partir das se

guintes relagoes:

a . B = k21 . klO (I111)

Integrando-se a equagao (I), em fungao do tempo te

Temes :

J caqt- A . B . € _ _Dose (1V)
o a 8 klO vd

onde Co = concentragao inicial do farmaco

vd volume de disiribuigéo aparente da droga

Dose= quantidade do farmaco injetada

de onde teremos:

. a . B
k10 ”
21
kyo = a+8-ky -k
A8 + Ba _ aB
ky = —o-=¢ . 82
A+B k0

I.5. Objetivo do Trabalho

Tendo em vista a importancia da aplicagdo da genta

micina no combate as infecgOes provocadas por bactérias Gram-
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-negativas, infecgoes essas, principalmente renais e os seus
efeitos colaterais, entre eles o0 mais grave a ototoxicidez,

nos propusemos a realizagao do seguinte projeto:

1. Preparacao da gentamicina marcada com o isotopo de facil

obtencao no IPEN e de interesse em Radiofarmacia: 99myc,

Otimizagao das condigoes de marcagao do sulfato de

gentamicina marcada com 99mTc:

estudo da variagao da massa
do sulfato de gentamicina; estudo da variagao do pH final de
marcagao; estudo da massa de redutor e estudo da variagao do

tempo de reagao.
2. Estudos quimicos.

Algumas contribuigdes no estudo da estrvtura quimi
ca da complexagao do sulfato de gentamicina com a wutilizagao
do perrenato de amonio, dadas as caracteristicas semelhantes

do Rénio com o Tecnécio.
3. Estudos biolédgicos.

a) Realizagdo de estudos da distribuigdo biologica do

sulfato de gentamicina marcado com 9ngc em ratos.

b) Proposigao de um modelo cinético da atuagao do sulfa

to de rentamicina marcado com 99mr.,



11, PARTE EXPERIMENTAL

MATERIAIS E METODOS

I1I.1. Materiais

I1.1.1. Reagentes

Sulfato de gentamicina: Sigma Chemical Company, EUA
Perrenato de amonio p.a.: Merck, Alemanha

Cloreto estanoso bihidratado p.a.: Merck, Alemanha
Dimetilglioxima p.;.: Merck, Alemanha

Uretana p.a.: Merck, Alemanha

"Liquemine": 5000 UI/ml de heparina: Roche, Brasil
Klcool etilico p.a.: Merck, Alemanha

Kcido cloridrico d = 1,19 p.a.: Merck, Alemanha

Cloreto de sodio 0,9% - solugao estéril e apirogenica: Droga

sil, Brasil

Eter etilico p.a.: Merck, Alemanha

Metiletilcetona p.a.: Carlo Erba, Italia

Pertecnetato de sédio, Gerador 2°Mo-?"™c: IPEN-CNEN/SP, Bra
sil

Papel cromatografico Whatman n® 3 MM: ¥ § R Balston Ltda, In

glaterra
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"Sephadex" G.10-120, particula 40-120 u: Sigma, EUA

Filtro millipore 0,2 uym: Gelman, EUA

11.1.2. Material Biologico

Animal utilizado: '"Rattus norvegicus albinus” 1i
nhagem Wistar, machos, pesando 275 + 25 g. Os animais recebe
ram durante todos os experimentos, ragao comercial e agua "ad

libitum".

11.1.3. Equipzamentos

Contadores de fédioatividade:

Contador gama de pogo com cristal de Nal(T1l) de 3 polegadas,
Nuclear Chicago, EUA

Curietest: Siemens, Alemanha

Contador com cristal Nal(Tl1): Abbot, EUA

Aparelho contador de corpo inteiro comportando um cristal de

NaI(T1), 8" x 4': Harshaw Chemical Company, EUA

Aparelho para analise elecentar: Perkin Elmer-240, EUA; (Ins

tituto de Quimica - USP)
Centrifuga: '"Sorval' GLC-1, EUA

Espectrometro infravermelho: Infrared Fourier FT-1750 Perkin

Elher, EUA; (Instituto de Quimica - USP)

Espectrometro de ressonancia nuclear magnética: Varian, mode

lo T-60-A, EUA; (Instituto de Quimica - USP)



22

Liofilizador: The Virtis Company Gardiner - N.Y. 12525, EUA
Separador de fragoes: LBK 2070 URTRORAC 11 - Suécia
Bomba: LBK Varioperpex 11, Pump 2120, LBK Produkter AB

S-16125 Bromma 1, Suecia.

Gaiola metabolica para a coleta das fezes e urinas elimina-

das, de acordo com o modelo idealizado por Lucas e colaborado
res (70

11.2. Métodos

11.2.1. Técnica de Marcacao e Otimizacao das Condicoes de
99mTc

Marczcao do Sulfato de Gentamicina com

A metodologia empregada na marcagao do sulfato de
gentamicina com 99Mr: baseou-se no trabalho de Kutlan e cola

(46)

boradores , tendo sido otimizado e padronizado por nos.

Uma solugao de 1 ml de.pertecnetato de sodio
(Nagngc04), foi adicionada em um frasco tipo penicilina, con
tendo 10 mg de sulfato de gentamicina dissolvidos em 1 ml de
agua destilada; em seguida adicionaram-se 0,5 ml de solugdo
de cloreto estanoso 0,5 mg/ml em HCl 0,5N. O conteiido do fras
co foi agitado, durante um minuto e deixado reagir por 30 mi
nutos a temperatura ambiente, perfazendo-se um volume de rea

¢ao de 2,5 ml e um pH final de 1,7.

0 rendimento de marcagao foi calculado por meio de
analise cromatografica, sistema ascendente, em papel Whatman

n® 3 MM e como solventes, solugao de NaCl 0,9%{ e metiletilce
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tona. Em cada fita de papel de 25 x 1,5 cm foi semeada a solu
¢ao do produto marcado. As fitas apos a corrida nos solventes,
foram cortadas em segmentos de 1 cm num total de 15 e as suas
atividades avaliadas em contador gama tipo pogco ~om cristal

Nal(T1), Abbot.

O Rf do produto marcado em solugao salina € zero e

em metiletilcetona o Rf € 1.

11.2.2. Otimizacao das Condicoes de Marcacao

Estudaram-se-os-seguintes parametros: a) variagao
da massa de sulfato de gentamicina; b) variagan do pH final
)

de marcagao; c¢) variacao da massa de redutor (Sn+ ; d) va

riagao do tempo de reagao.

11.2.3. Estudos Quimicos

Tendo em vista a impossibilidade de serem efetuados
estudos quimicas com o elemento Tc, procedemos a complexagao
do sulfato de gentamicina com Re, devido a semelhanga do com

portamento quimico entre os dois elementos(ZI).

A metodologia empregada foi semelhante a descrita
no item 11.2.1, sendo entretanto introduzida algumas modifica
¢oes:

- em tubos de reagao foram colocados 1 ml de solu
¢do de NH,ReO, (5,7 mg/ml em solucdo fisioldgica), e 0,5ml de
solugao de cloreto estanoso (0,5 mg/ml HC1). A mistura foi

aquecida até 50°C e apds o resfriamento foi acrescentado 10mg
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de solucao de sulfato de gentamicina dissovidos em 1 ml de
agua destilada. Agitou-se o tubo e deixou-se reagir por 30 mi
nutos. A solugao foi percolada numa coluna de Shephadex G-10
(1,5 » 23 cm), sendo eluida com solugao de cloreto de sodio
0,9%. Foram recolhidas amostras de 2,5 ml em 35 tubos, manti
do um fluxo de 0,5 ml por minuto. Todos os tubos com os elua
tos foram submetidos a reagao de toque para se detectar a pre
senga de Re: reagindo-se a solucao eluida com solugao satura
do de dimetilglioxima em etanol e com solugao de cloreto esta
noso 25% em HC1 lON(34). observou-se ura coloragao vermelha
alaranjada caracteristica da presenga de Re. Em seguida os tu
bos contendo Re foram liofilizados; a solugao foi refeita com
0,5 ml de agua destilada e recromatografada em coluna de Sepha
dex G-10, recolhendo-se novamente amostras em 35 tubos e ana
lisando-se qualitativamente a presenca de Re; os tubos com
reagoes positivas foram novamente liofilizados e destinados a
analises fisico-quimicas utilizando-se dos seguintes métodos:
espectroscopia no infravermelho e ressonancia nuclear magnéti

ca.

Foi realizada também a analise elementar.

11.2.4. Estudos Bioldgicos

11.2.4.1, Distribuicao biologica

Utilizaram-se 14 grupos de 6 ratos machos para o es

tudo de captagao de sulfato de gentamicina marcada com 99mTc

pelos Organs, musculo e para avaliagdo dos niveis plasmaticos.
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Inicialmente os animais foram pesados e anestesia
dos cor uretana (100 mg/100 g peso). Prepararam-se amostras
com pH ajustado para valor 6,5 com solucao fisiologica, con

tendo cada uma 0,075 ml da solugao de gentamicina marcada com

(V2]

99mTc (4 mg/ml), com atividacdes especificas entre 216 e 16
uCi/mg: as respectivas doses foram injetadas na artéria dor
sal do penis de cada animal. Tomaram-se amostras de 2 ml de
sangue por pungao cardiaca nos seguintes tempos: 3, 10,15,20,
30, 45. 60, 90 minutos e 2; 3; 4; 6: 16,20 e 24 horas. O san
gue foi coletado em frascos heparinizados com Liquemine, par
te foi destinado a leitura do hematocrito. O plasma foi obti

do por centrifugacao (2500 rotagoes por minuto durante meia

hora), a radioatividade contada, e o volume medido.

Apos a coleta de sangue, os animais foram sacrifica
dos para a retirada dos seguintes orgaos: bago, coragao,rins,
estomago, figado, pulmao, intestino delgado, intestinc gros
so, amostra do misculo da pata traseira e parte da cabega (re

giao auricular).

Os materiais biologicos foram pesados e em seguida

contados em contador gama.

Todas as contagens foram efetuadas e calculadas em
relagac a um padrao contendo exatamente a mesma dose injetada
nos animais. Manteve-se a mesma geometria e o tempo de conta

gem para todas as medidas.
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11.2.4.2. Medidas do hematocrito real. volume sanguineo e vo-
(4.65)

lume plasmatico

0 hematocrito rela foi medido por meio da seguinte

formula:

Hematocrito real = Hematocrito lido no tubo x 0,91 x

O volume plasmatico foi calculado por meio da seguin

te formula:

volemia(ml)x(100-hematécrito rea1)(®°)
100

Volume plasmatico:

A volemia de cada rato foi determinado usando-se a

seguinte formula:

Volemia = Peso do animal x 0,0528(4 )

11.2.4.3. Medidas de corpo inteiro

As medidas de corpo inteiro foram efetuadas em um
lote de S5 ratos machos, injetados endovenosamente na artéria
dorsal do penis com 0,075 ml de solugao de sulfato de gentami
cina 29™1c (4 mg/ml), com atividade especifica de 216 a 316
vCi/mg. Os animais foram mantidos individualmente durante um
periodo de 24 horas.em gaiolas metabSlicas e contados em con
tador de corpo inteiro para avaliagao da atividade nos seguin

tes tempos: 1; 3; 4; 6,30 e 24 hs. A cada medida nos tempos
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previstos foi efetuada também a contager de um padrao, consis
tindo em uma simulagao representada por urm frasco de volume e
forma cilindrica aproximadamente equivalente a um ratc de 275,
preenchido com agua e contendo a mesma dose previamente inje
tada nos animais. Foi mantida também a mesma geometria entre
a gaiola do animal e o colimador do contador de corpo inteiro

para animais e padrao.

11.2.4.4., Coleta de fezes e urinas

Foram recolhidas urinas e fezes dos ratos mantidos
em gaiolas metabolicas e injetados endovenosamente com sulfa
to de gentamicina 99Mr. como em 11.2.4.3. Recolheram-se uri
nas apos 3, 5, 24 e 48 horas da aplicagac de sulfato de genta
micina gngc. Foram medidos os volumes de urina e contados em

um contador gama.

As fezes foram recolhidas das gaiolas metabolicas
nos seguintes tempos: 24 e 48 horas, levadas 3 uma estufa a
50°C para secar; tendo sido entido trituradas pesadas e leva
das ao contador tipo pogo para a medida de radioatividade. To
das essas medidas foram realizadas e calculadas em relagao a

um padrao, que continha a mesma dose injetada nos animais.

As contagens obedeceram aos critérios de igualdade

de geometria para o padrao e amostras.

11.2.5. Programas de Computador Empregados nos Calculos

O estudo estatistico dos dados referentes a distri
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buicac biologica foi realizado no computador 1BM/4341 wutili

tando-se o programa SAS (Statistical Analysis Systen)(sz).

A determinagao do volume plaskatico aparente de dis
tribuicao foi realizada utilizando-se os dados experimentais
das concentragoes plasmaticas expressos em porcentagem de Tra
dioatividade por mililitro. Estes dados foram ajustados nume
ricamente, empregando-se o método iterative Gauss-Newton de
minimos quadrados nao linear disponivel nc programa SAS (Sta

tistical Analysis Systen)(sz).

A meia-vida biologica foi calculada utilizando-se
os dados obtidos nas medidas de corpo inteiro, expressos em
porcentagem de radioatividade. Estes dados foram ajustados nu
mericamente, empregando-se o método dos minimos quadrados 1i

near disponivel no programa SAS (Statistical Analysis S)'stell)(522

Na analise compartimental, a determinagao numérica
dos coeficientes de transferencia foi realizada a partir dos
pontos experimentais da curva plasmatica em porcentagem de do
se utilizando-se o codigo SAAM2S, (Simulation Analysis and
Modeling), desenvolvido por M.Berman e M.F.Weiss(9 ). Obtidos
os coeficientes de transferéncia foram substituidos no siste
ma de equagoes diferemciais e a solugao foi obtida com o auxi

lio do sistema CSMP, (Continous System Modeling Prograw)(6l).

As curvas foram construidas com o SAS/GRAPH, e fo

ram tragadas numa unidade grafica TK4662.
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117.1. Estvdo das Condicoes de Marcacao do Sulfato de Genta-

micina com gngc

Tabela III.1.1. - Variagao da Massa de Sulfato de Gentamici
na
Massa de Sulfato | vol. SnCl, (ml); Atividade pH final| $ Marcacao
de Gentamicina | (0.5 mg/ml) 99Mrc0, (mCi)
(mg) (ImCi=3, 7x10'Bq) X
0s 0,5 1 1,7 9,0 2,5
10 0,5 1 1,7 95,5 2,4
15 0.5 1 1,7 95,4 2,3
20 0,5 1 1,7 9,8 1,0
25 0,5 1 1,7 95,5 1,9
Tabela I111.1.2. - Variagao do pH Final de Marcacao
Massa de Sulfato | vol. SnCl, (mI)] Atividade pH final| ¢ Marcagao
de Gentamicina (0,5 mg/ml) 99mTcO4 (mCi)
(mg) (ImCi=3,7x10’ Bq) X6
10 0,5 1 1,3 80,2 5,2
10 0,5 1 1,7 9,4 3,8
10 0,5 1 2,1 48,5 4.8
10 0,5 ] 4,0 32,5 1,0
10 0,5 1 4,3 39,1 2,9

10 7,5 1 4,5 25,0 1,2




Tabela 111.1.3.

- Variacao da Massa do Redutor Sn

30

Massa de Sulfato | pH Final | Atividade Massa de Redu-| ¢ Marcagao
de Gentamicina 99“%co4 (mCi) tor SnC]2 (mg)
(mg) (ImCi=3,7x10'Bq) | (0,5 mg/m1) ¥ ¢
10 1,7 1 0,063 75,6 5,5
10 1,7 1 0,125 1,9 0.4
10 1,7 1 0,250 95,9 2.5
10 1,7 1 0,375 £€3,1 5,5
Tabela 111.1.4. - Variagao do Tempo de Reagao
Massa de Sul- Atividade vol. SnCl, | Tempo de | t Marcagao
fa*o de Genta |Final | 9 . (m1) -
-acina (mg) ngcO4 (mC;; Reagao )
(ImCi=3,7x10 ‘Bq){(0,5 mg/ml1) | (min.) X L)
10 1,7 1 0,5 15 9,5 7,8
10 1,7 1 0,5 30 7,6 1,9
10 1,7 1 0,5 60 98,6 0,6
10 1,7 1 0,5 90 99,0 0,3
111.2. Estudos Quimicos
111.2.1. Espectros de absorcao na regido do infraverrelho

Os espectros de absorgao
to de gentamicina nao complexado e

obtidos nos limites de comprimento

no infravermelho do
complexado com Re,

de onda entre 500 e

sulfa
foram

4.000



k)|

em™ 1. As amostras foram preparadas na forma de pastilhas de

brometo de potassio, na concentracao de 0,01%.

As figuras 111.2.1 e 111.2.2 apresentam os espec
tros infravermelho do sulfato de gentamicina antes e apds a

complexagao com Re, respectivamente.

111.2.2. Espectrometria de ressonancia nuclear magnetica pro-

tonica

Os espectros de ressonan.ia nuclear magnética do
sulfato Je gentamicina nao complexado e do complexado com Re
foram obtidos em aparelho com frequencia de 60 MHz, sendo uti

1izado como solvente a DZO'

As figuras II1.2.3 e 111.2.4 apresentam os espec-
tros de ressonancia nuclear magnética protonica do sulfato de
gentamicina nao complexado e do complexado com Re respectiva

mente.

111.2.3. Analise elementar

Determinou-se a porcentagem de C, H e N do sulfato
de gentamicina complexado com Re, sendo que os valores experi
mentais obtidos e calculados para estes elementos foram:

C 16,74% H 3,75% N 7,16%

Os valores tedricos para este composto sao:
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Figura II1.2.1. - Espectro de Absorgcao no Infravermelho do Sulfato de Gentamicina.
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Figura I111.2.2. - Espectro de Absorgao no Infravermelho do Sulfato de Gentamicina

Comnlexado com Re.
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micina.
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C 15,64% H 3,71% N 8,21%

111.3. Estudos Biologicos

111.3.1. Distribuicao biologica do sulfato de gentamicina

marcado com 9ngc apos administracao por via endo-

venosa

A captagao de sulfato de gentamicina 99”Tc~por gra

ma de orgaos e tecido € apresentada na tabela III.3.5.

I11.3.2. Niveis sanguineos e plasmaticos do sulfato de gen-

tamicina marcado com gngc apos injecao endovenosa

Nas tabelas III.3.16 e I11.3.17 sao apresentadas as
porcentagens de radioatividade no sangue e plasma por milili

tro, emr ratos Wistar respectivamente, em relagao a um padrao.

Para o calculo da porcentagem de radioatividade no
sangue e no plasma total foi necessario a determinagao da vo

lemia e do volume plasmatico de cada animal respectivamente.

111.3.5, Niveis plasmaticos de sulfato de gentamicina 99my

apos uma administracao endovenosa

Os dados experimentais do plasma expressos emn  por
centagen de dose por mililitro, que foram ajustados numerica

mente pelo programa SAS(SZ[correspondem a uma expressao



Tabela I11.3.5.

9%rc: Volume Injetado: 0,075 ml, Atividade Especifica: 216-316 uCi/ml

- Porcentagem de Radioatividade por g de Orgios e Tecidos de Ratos Wistar: Via Endovenosa-Sulfato de Gentamicina

Tempo BAQO CORACAD RINS ESTOMAGD PULMAO INTESTINO INTESTINO MOSCULO CABECA FIGADO
{wmin) GROSSO DELGADO

X ] X ] x | 8 X ] X s X ] b ] x ] X s x s
0s 0.11]0.00 | 0,27]0,03{0,48 { 0,02 |0,33 | 0,03]0,50 Jo,00 | 0,35 | 0,02 | 0,37 {0,03]0,22{001}0,26[0,08]0.,44] 0,02
10 0,24} 0,03 0,22}0.01]0,36 | 0,02 0,42 | 0,02)0,44 |0,00 | 0,46 | 0,04 | 0,44 | 0,03 ] 0,22 |0,00 | 0,40]0,02 | 0,44 | 0,04
15 0.35]0,00 | 0,37f0,02] 2,54 | 0,27 }0.32 | 0,02} 0,50 |0,03 | 0,28 |0,02] 0,42 ] 0,01 |0,22{0,02{0,3]0,00|0,66][0,04
20 0,%]0,03)0,28y0,01]1,725| 0,130,331 0,02]0,46 0,02 0,11 0,00 |]0,3]o0,01 0,04 0,00]0,10}0,01 ] 0,55 | 0,04
3 0,240,031 0,29}0,02}2,03]0,61]0,62 ) 0,62]0,43 10,03 0,230,001 | 0,5 | 0,03 | 0,12 {0,02 | 0,24|0,01 | 0,48 | 0,02
43 0,23]0,0110,23}0,03}{2,50{ 0,34j0,61 | 0,03{0,38 0,02 0,29 0,01 0,40 { 0,03 0,11 0,01 | 0,37}0,02 ] 0,5 | 0,04
60 0,26/ 0,03} 0,24}0,03|4,00 | 0,41 /2,05]0,26]0,45}0,02 | 0,3 |o0,02] 0,35 ] 0,00 0,19(0,02]0,40]0,03|1,02{0,06
90 0,310,004 | 0,26 |0,02/4,55 | 0,22 1,09 |{ 0,00{0,38 0,08 | 0,42 |0,04 | 0,42 ] 0,01 | 0,09 (0,00 | 0,26 0,04 | 0,89 | 0,05
120 0,23} 0,02 | 0,16]0.02{4,95 | 0,80 [1,30 } 0,02]0,34 |0,03 | 0,28 |0,00 | 0,67 | 0,02 | 0,09 |0,01 | 0,19}|0,02 | 0,68 | 0,01
180 0.,3%}004)]0,18/0,02)6,96 | 0,48 ]0,38 | 0,02]0,43 |]0,02 0,31 0,02 )0,43)0,03}0,11]0,02]0,25/0,04 | 0,74 | 0,04
240 0.,47}0,02}0,17}0,02}16,53 | 0,62{0,35 } 0,05]|0,44 |0,03 0,34 |0,01 0,42 | 0,03} 0,06 {0,001 | 0O,04{0,03} 0,67 | 0,04
360 0,55|0,03]0,23/0,02[{4,66 | 0,5210,20 | 0,03]0,36 {0,04 | 0,34 | 0,03 0,62 0,02]|0,08[0,02]0,04}0,03]0,77 0,02
980 0,13/ 0,03 {0,0a|0.,00f2,34 0,16 }0,24 | 0,04|0,10]0,00 |o0,06 |0,00 |0,09]|0,01]0,02{0,00 |0,0{0,00]0,3 0,01
1440 0,05} 0,01 | 0,02}0,01}1,65 | 0,14 (0,24 | 0,01|0,04 J0,00 | 0,03 0,00 | 0,04 |0,01]/0,04]001]|0,04]0,01]0,19 0,02

LS



Tabela I11.3.6. -

BACO - Porcentagem de Dose/Grama

Tempo | Média Desvio Valor Valor Variancia
(min) Padrao | Maximo Minimo
5 0,31 0,01 0,32 0,30 1,53E-04
10 0,24 0,03 0,28 0,21 8,67E-04
15 0,35 0,01 0,35 0,34 3,33E-05
20 0,36 0,03 0,40 0,34 7,20E-04
30 0,24 0,03 0,29 0,22 1,10E-03
45 0,23 0,01 0,24 0,23 3,33E-05
60 0,26 0,03 0,29 0,22 1,16E-03
90 0,36 0,04 0,39 0,30 1,63E-03
120 0,23 0,02 0,26 0,22 3,67E-04
180 0,36 0,04 0,39 0,32 1,23E-03
240 0,47 0,02 J,48 0,45 2,33E-04
360 0,55 0,03 0,58 0,53 7,00E-04
980 0,13 0,03 0,17 0,10 8,92E-04
1440 0,05 0,01 0,05 0,04 3,33E-05

Tabela 111.3.7. -

CORAGAO - Porcentagem de Dose/Grama

Tempo | Méedia Desvio Valor Valor Variancia
(min) Padrao | Maximo Minimo
5 0,27 0,03 0,30 0,25 6,33E-04
10 0,22 0,01 0,24 0,21 2,00E-04
15 0,37 0,02 0,39 0,36 3,00E-04
20 0,28 0,01 0,28 0,27 3,33E-05
30 0,29 0,02 0,31 0,27 4,33E-04
45 0,23 0,03 0,26 0,20 7,58E-04
60 0,24 0,03 0,27 0,20 1,10E-03
90 0,26 0,02 0,29 0,25 3,67E-04
120 0,16 0,02 0,18 0,14 3,67E-04
180 0,18 0,02 0,19 0,15 5,33E-04
240 0,17 0,02 0,19 0,14 4,92E-04
360 0,23 0,02 0,26 0,21 4,92E-04
980 0,04 0,00 0,04 0,04 8,67E-19
1440 0,02 0,01 0,02 0,01 3,33E-05




Tabela I11.5.8. - RIM -~ Porcentagem de Dose/Grama

Tempo | Media | Desvio Valor Valor Variancia
(min) Padrao Maximo Minimo
5 . 0,48 0,02 0.49 0,45 S,35E-03
10 0,36 0,02 0,38 0,34 4 ,33E-04
15 2,54 0,27 2,73 2,23 7,45E-02
20 1,75 0,13 1,88 1,62 1,69E-02
30 2,03 0,61 2,53 1,35 3,71E-01
45 2,50 0,34 2,87 2,20 1,16E-01
60 4,00 0,41 4.48 3,75 1,71E-01
920 4,55 0,22 4,79 4,36 4,81E-02
120 4,95 0,80 5,83 4,26 6,43E-01
180 6,96 0,48 7,44 6,49 2,26E-01
240 6,53 0,62 6,97 6,09 3,87E-01
360 4,66 0,52 5,03 4,29 2,74E-01
980 2,34 0,16 2,46 2,23 2,65E-02
1440 1,65 0,14 1,75 1,55 2,00E-02

Tabela II1.3.9. - ESTOMAGO

- Porcentagem de Dose/Grama

Tempo { Média | Desvio Valor Valor Variancia
(min) Padrao Maximo Minimo
5 0,33 0,03 0,36 0,31 7,00E-04
10 0,42 0,02 0,44 0,40 4 ,00E-04
15 0,32 0,02 0,35 0,31 5,33E-04
20 0,33 0,02 0,35 0,32 3,00E-04
30 0,62 0,05 0,66 0,56 2,63E-03
45 0,61 0,03 0,63 0,58 6,33E-04
60 1,05 0,16 1,23 0,96 2,43E-02
90 1,09 0,01 1,10 1,09 3,33E-05
120 1,30 0,02 1,32 1,28 - 4,00E-04
180 0,38 0,02 0,40 0,37 2,35E-04
240 0,35 0,05 0,40 0,31 2,03E-03
360 0,29 0,03 0,31 0,25 1,03E-03
980 0,24 0,04 0,28 0,20 1,63E-03
1440 0,24 0,01 0,24 0,23 3,33E-05




Tempe | Média | Desvio Valor Yalor Var.iancia
(min) Padrao Maximo Minimo
5 0,44 0,02 0,47 0,42 4 67E-01
10 c.aA 0,04 0,47 0,40 1,23E-03
15 0,66 0,04 0,69 0.60 1,63E-03
20 0,55 0,04 0,59 0,49 1,80E-03
30 0,48 0,02 0,50 0,47 2,33E-04
45 0,55 0,04 0,58 0,51 1,235E-03
60 1,02 0,06 1,09 0,98 3,43E-03
90 0,89 0,05 0,93 0,84 2,10E-03
120 0,68 0,01 0,69 0,67 1,33E-04
180 0,74 0,04 0,77 0,68 1,83E-03
240 0,67 0,04 0,72 0,64 1,90E-03
360 0,77 0,02 0,79 0,75 4 ,00E-04
980 0,39 0,01 0,40 0,38 1,33E-04
1440 0,19 0,02 0,21 0,18 .2,33E-04
Tabela I111.3.11. - PULMAO - Porcentagem de Dose/Grama
Tempo | Média | Desvio Valor Valor Variancia
(min) Padrao Maximo Minimo
5 0,50 0,01 0,50 0,49 3,33E-05
10 0,44 0,01 0,44 0,43 3,33E-05
15 0,50 0,03 0,53 0,48 6,33E-04
20 0,46 0,02 0,47 0,44 2,33E-04
30 0,43 0,03 0,46 0,41 6,33E-04
45 0,38 0,02 0,40 0,37 3,00E-04
60 0,45 0,02 0,47 0,43 4 ,33E-04
90 0,38 0,08 0,47 0,33 6,10E-03
120 0,34 0,03 0,36 0,31 8,33E-04
180 0,43 0,02 0,45 0,42 2,33E-04
240 0,44 0,03 0,47 0,41 9,33E-04
360 0,36 0,04 0,39 0,32 1,30E-03
980 0,10 0,01 0,11 0,09 1,33E-04
1440 0,04 0,01 0,05 0,03 1,00E-04
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Tabelsz I1]11.35.14. -~ MUSLULU -

FOTCENUAREW UT VUDE/viema

Tempc | Média | Desvio Valor Valor Variancia
(min’ Padrao Maximo Minimo
3 0.12 0,01 0.13 0.11 1,00E-04
10 0.21 0.01 0,21 0.20 3.33E-05
15 0,12 0,02 0.13 0,10 2.33E-04
20 0.04 0,00 0.04 0.04 8.67E-19
3¢ 0,12 0,02 0.14 0.11 2,33E-04
45 0,11 0,01 0.12 0,10 1,00E-04
60 0,19 0,02 0,21 0,18 3,00E-04
90 0,09 0,00 0,09 0,09 0,00E-00
120 0,09 0,01 0,10 0,08 1.00E-04
18C 0,11 0,02 0,12 0,09 2,33E-04
240 0,06 0,01 0,07 0,05 1,00E-04
360 0,08 0,02 0,10 0,07 2,33E-04
98C 0,02 0,01 0,02 0,01 3,33E-05
1440 0,04 0,01 0,05 0,03 1,00E-04
Tavela I11.3.15. - CABECA - Porcentagem de Dose/Grama
Tempo | Média | Desvio Valor Valor Variancia
(min) Padrao Maximo Minimo
S 0,26 0,04 0,30 0,22 1,63E-03
10 0,40 0,02 0,41 0,38 2,33E-04
15 0,30 0,01 0,30 0,29 3,.33E-05
20 0,10 0,01 0,11 0,08 2,00E-04
3c 0,24 0,01 0,24 0,23 3,33E-05
45 0,37 0,02 0,38 0,35 2,33E-04
6C 0,40 0,03 0,43 0,36 1,16E~03
90 0,26 0,04 0,29 0,21 1,56E-03
120 0,19 0,02 0,21 0,18 2,33E~04
18C 0,25 0,04 0,30 0,22 1,73E-03
28C 0,14 0,03 0,19 0,11 1,10E-03
360 0,14 0,03 0,17 0,11 7,58E-04
980 0,10 0,01 0,10 0,09 3,33E-05
1440 0,04 0,01 0,05 0,02 2,00E-04




por ml Obtida Experimentalmente de

Ratos

Wistar: Injecao Endovenosa de Sulfato de

99m

Gentamicina Tc
Tempo (Minuto) $ Radioatividade
ml

03 6.67 + 0,60
10 2,16 + 0,21
15 1,79 + 0,16
20 1.33 + 0,08
30 0,66 + 0,07
45 0,53 + 0,08
60 0,66 + 0,03
90 0,51 + 0,05
120 0,52 + 0,05
180 0,46 + 0,03
240 0,35 + 0,04
360 0,26 + 0,02

980 0,06 + 5 x 1073

1440 0,02 + 5x 1073




AUV AU 4 440 I aloe e TVILVLIIIVHuRWIH We ervwmemawe—ww- v = —— — - - -

por ml Obtida Experimentalmente de Ratos

Wistar: Injecao Endovenosa de Sulfato de

Gentamicina 99Imre
Tempo (Minuto) ¥ Radioatividade
ml

03 9,55 + 0,90

10 3,63 + 0,33

15 1.40 + 0,20

20 0,98 + 0,13

30 0,82 + 0,05

45 0,73 + 0,04

60 0,63 + 0,06

90 0,61 + 0,06
120 0,56 + 0,04
180 0,46 + 0,05
240 0,42 + 0,09

360 0,30 + 0,07

980 0,07 + 5 x 1073
1440 0,00 + 7x 1073




Tabela I111.5.18. - Volemia

Volemia (ml) = Peso do Rato x 0.0528( 4)

Tempo (Minuto) Volemia (ml)
X §(média de 6 ratos)

03 14,50 + 0,50
05 14,50 + 0,60
10 14,47 + 0,74
15 14,27 + 0,81
20 15,00 + 0,77
30 15,03 + 0,88
45 14,71 + 0,60
60 13,59 + 0,27
90 14,37 + 0,24
120 14,34 + 0,18
180 14,22 + 0,54
240 14,29 + 0,80
360 14,34 + 0,85
980 13,74 + 0,22
1440 : 14,80 + 0,67

ClMIE BL bl LE ENERGIA NUCLEAR/SP - PEN



Tabela 111.5.1Y. =~ Vvolume riasmaLiwv

Volemia x (lOO-Hr)(65)

Volume Plasmatico(ml) =

100
Tempo (Minuto) Volume Plasmatico (ml)
x 5 (média de 6 ratos)
03 6,80 + 0,18
05 6,44 + 0,60
10 6,73 + 0,30
15 7,26 + 0,59
20 7,93 + 0,79
30 7,39 + 0,36
45 , ' 7,06 + 0,29
60 6,48 + 0,16
90 6,36 + 0,22
120 7,29 + 0,69
180 6,80 + 0,37
240 6,92 *+ 0,63
360 7,46 + 0,65
980 6,75 + 0,26

1440 ' 6,86 + 0,32




taoveia

111.9.4V.

FUICCHLAETH UT NOVLIVE LAY awwwuw

- - e m e ——

e Fezes de Ratos Wistar, Obtida Experimen

talmente, Apos Injecao Endovenosa de Sul
fato de Gentamicina gngc
Terpo | Urina To- | Cumula | Urina/ml |Fezes To- |Cumula| Fezes/g
(horzs) ] tal tivo tais tivo
X s X 6 x 8 X 8
5,00 6,66 + 2,20 6,66 [3,25 + 1,40 - - - -
5,00 0,31+ 0,14} 6,97 [7,88 + 5,44 - - - -
24,00 22,13+ 6,78 129,10 14,23 + 2,74|26,67 + 4,33| 26,67| 6,91 + 1,35
48,00 {2,23+ 0,99 31,33 [0,61 + 0,20] 5,29 + 1,92} 31,96 1,86 + 0,90
Tabela II1.3.21. - Porcentagem de Radioatividade no Corpo In
teiro de Ratos Wistar Obtida Experimental
mente Apos Injegao Endovenosa de Sulfato
de Gentamicina 9ngc
Tempo (Horas) $ de Radioatividade
X 8
1,00 75,87 + 5,16
3,00 70,36 *+ 1,27
4,00 54,95 + 0,93
6,30 50,20 *+ 2,27
22,50 29,39 + 2,35
24,00 25,93 + 1,63
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P (1) = A e b1t A, e-b2t (1)

Analise de Variancia

Fonte de Variagao G.L. Soma Je Quadrados Quadrado Médio
Modelo 4 107,8780 26,9695
Residuo 10 0,2930 0,0293

Totzl (nao corri-

gido) 14 108,1710

Total (corrigido) 13 79,3705

Estimativa dos Parametros

Parametro Valor Desvio Intervalo de Confianga(95%)
Estimado Padrao Lim.Inferior Lim.Superior
Ay 14,7821 0,5044 13,6583 15,9059
A,y 0,6866 0,1109 0,4395 0,9337
by 0,1725 0,0095 0,1514 0,1936
b, 0,0021 0,0011 - 0,0004 0,0046

Temos entao a seguinte curva ajustada pelos pontos experimen

tais:

P(t) = 14,7821 e 0-1725¢ 4+ o 6866 ¢70:0021¢

(11)

No tempo t=0, a concentragao inicial Co, apresenta os seguin

tes valores:

Co = A, + AZ = 14,7821 + 0,6866 = 15,4687%/ml

1
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matica do sulfato de gentamicina Tc

A partir da expressao (II), podemos calcular o Tl/Z

de czda exponencial da curva do plasma:

Temos entao:

in
T1/2 = 2 - 0.693 . 0,07 horas
bl 0,1725
e
in
T1/2 = 2 = __0;6_9_3_ = 5'5 horas
b2 0,01

I11.5.5. Determinacao do volume aparente de distribuicao

De acordo com a definigao, descrita em 1.4.1,temos:

vd = -Dose
Co

Portanto, substituindo pelos valores encontrados:

va = 100 . 6 4647 m1

15,4687

vd

6,4647 ml

I11.5.6. Determinagio da meia-vida biolégica

Os dados experimentais do corpo inteiro expressos
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todo dos minimos quadrados linear de Gauss - Markov disponi

vel no SAS(SZ). com o seguinte modelo para 0 ajuste: gn A-bt

Analise de Variancia

Fonte de G.L. Soma dos Quadrado Valor Prob>F
Variagao Quadrados Médio F.

Modelo 1 0.5849 0,5849 48,580 0,200
Residuo 2 0,0241 0,0120

Total(corr.) 3 0,6090

2

Quadrado do coeficiente de correlacao R° = 0,9605

2

R® & definido como o quociente entre a soma dos quadrados do

modelo e a do residuo.

Estimativa dos Parametros

Parametro Valor Desvio t para HO Prob > |t]
Estimado Padrao Parametro = 0
ZnA 4,2560 0,0773 55,075 0,0003
b 0,0007 0,0001 - 6,970 0,0200

Na estimativa dos parametros foi aplicado o teste
t (Student); temos entdo que t para HO, parametro = 0, signi
fica o valor de t para o teste da hipotese nulidade do para

metro. Os valores apresentados na coluna Prob > |t] , signifi
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dade que os parametros sejam diferentes de zero e portanto

sao significativos para o modelo escolhido.

Temos entdo: Ty, = 0,693
b
Tyy2 = 0.693 . 990 min = 16,5 h
0,007

111.3.7. Determinacao da depuracao total

A depuragao total € expressa considerando-se como
sendo o produto da constante de depuragao total (b), pelo vo

lume de distribuigao aparente Vd.

Dessa foram temos:

pt = b x vd
bt = 0,0007 x 6,4647
Dt = 0,0045 ml/min.
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Apos uma Injecao Endovenosa er Ratos Kistar

111.4.1. Modelo bi-compartimental

Os dados da concentragao plasmiatica em funcgao do

tempo ajustaram-se a uma soma de duas exronenciais. Temos por
(30)

tanto, um modelo aberto de dois compartimentos esquemati
zados na figura I11.4.9.
adminis-
tragac
endov k12 1 — compartimento in
nosa 1 s L
J(' — travascular
k21
2 — compartimento ex
1 k travascular

S — saida

Figura I11.4.9. - Esquema de Modelo Aberto de Dois Comparti

mentos.

A determinagdao das constantes de transferencia klZ'
k,; € da constante de eliminacao k;,, foi realizada empregan

do-se o codigo SAAMZS( 9),

Temos entao:

ky, = 0,1225 + 0,0068 (min" ')
k,y, = 0,0113+ 0,0007 (min~1)
kjo = 0.0382+0,0010 (min~1)

Na tabela I11.4.22 é apresentada a simulagio de um



moagaeio D].-Compartlmtfll Ldl UUIAIILT 1%V JHAIIULUVUD 3 wwis svpAaT v

de valeres a cada 10 wrinutos.

Na figura II1.4.10 temos o grafico onde estao regis

tradas as seguintes curvas:

Pl(t) versus t - curva atividade plasmatica versus tempo

Pz(t) versus t - curva atividade extravascular versus tempo

S(t) versus t - curva de excregao versus tempo

CI(t) versus t - curva de corpo inteiro versus tempo

I11.4.2. Modelo bi-compartimental com um compartimento de
retengao

0 modelo com dois compartimentos intravascular e ex
travascular (1 e 2) e um compartimento de retengao 3 esta es

quematizado na figura IIT.4.11.

dministragao
endovenosa
k "
13 12
L
7 S,
k
. 21
} *10
1: compartimento intravascular
2: compartimento extravascular
3: compartimento de retengao
kIS: constante de transferencia da droga para um comparti
mento de retengao(durante a observagao do experimen
., to) ]
kip: constante de eliminagao para o exterior

Figura III.4.11,- Modelo de 2 Compartimentos e Um de Retengao



sentada na figura II1.4.9 do compartimento intravascular
sub-dividida em duas componentes:

kKig ~ Kk, + k

H 10 13

Para calcular a constante k;o foram utilizados

dados experimentais do plasma e os das excregoes totais.

foi

0os

Os dados referentes as excrecdes totais foram calcu

lados a partir dos dados do corpo inteirc, ou sejam:

Excregao total = 100 - corpo inteiro

Supondo-se o compartimento 1, como precusor direto

das excregoes, tem-se o seguinte modelo:

(P1)
*
l k10
(S)
ou seja:
d S * = =
E-: klO Pl(t) com S(t=0) 0

(1

‘Integrando-se a equagao ant:rior (I) dos instantes

t=0 ao instante t = t;, tem-se:



S(t)) = kyg Jo Py(e) at (I1)

sabe-se que: Pl(t) = Ay e

segue-se que:

)
+

t
1 A, eP1t1 A, e P2t1
P (1) dt < am

substituindo-se em (II), tem-se:

S(t))

ho (t=t)) = :
Al(l-e'bltl) AZ(I-e_bZtl)

+
b b

1 2

Substituindo-se para os valores numéricos conheci
1
)

dos, obtem-se um E;o = 0,0307 + 0,0026 (min~

Utilizando-se o "Continous System Modeling Pro-

"(61), foram feitas diversas simulagoes e verificou-se,

gram
comparando-as com a curva de corpo inteiro e de excregoes,que
o melhor valor para o k;O seria igual a 0,0285 min‘l, valor
este que se encontra dentro do intervalo do desvio padrao re

gistrado.

Chegando-se portanto aos no’os coeficientes de trans

ferencia temos:



60

k., = 0,1225 (min })

k,, = 0,0113 (min~ 1)
kio = 0,0285 (min })
kyy = (0,0362-0,0285) = 0,007 (min~ 1)

Na tabela 111.4.23 ¢€ apresentada a simulagao do mo
delo compartimental com um compartimento de retengao durante

1440 rinutos, com dados registrados a cada 10 minutos.
Na figura 111.4.12 apresentamos um grafico onde es
tao construidas as seguintes curvas:
Pl(t) versus t: curva atividade plasmatica versus tempo
Pz(t) versus t: curva atividade extravascular versus tempo
S (t) versus t: curva excregao versus tempo
CI(t) versus t: curva corpo inteiro versus tempo

P3(t) versus t: curva compartimento retengao versus tempo.
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IV. DISCUSSAO E CONCLUSOES

DISCUSSAO

IV.1. Estudo das Condicoes de Marcagao do Sulfato de Gentamici
na com gngc.

Analisando-se os resultados obtidos ap0s estudo das
condigoes de marcagao do sulfato de gentamicina com gngc. ob

Servou-se que:

- nao houve variagao apreciavel na porcentagem de
marcagao, para o aumento da massa do sulfato de

gentamicina (Tabela 111.1.1)

- para um pH final de valor 1,7 obtivemos a melhor

porcentagem de marcagao (Tabela 111.1.2)

- para uma massa de redutor de 0,25 mg de cloreto
estanoso obtivemos a mais alta porcentagem de mar

cagao (Tabela I11I1.1.3)

- nao ha variagao sensivel na porcentagem de mar
cagao com o aumento do tempo de reagao, todas as
variacoes encontram-se dentro do erro estatisti

co (Tabela 111.1.4).

As analises cromatograficas de sulfato de gentamici
na 99™T¢c dentro das condigoes descritas com solventes utiliza
dos, apresentam Rf bem determinados o que nos permitiu reali-

zar os calculos de rendimentos do produto apds cada marcagao.
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As melhores condigoes encontradas na marcagao do

sulfato de gentamicina com 99‘1c foram:

massa de sulfato de gentamicina : 10 mg

pl! final de marcagao - : 1,7

massa de redutor SnClZ.ZHZO : 0,25 mg
volume final de marcagao : 2,5 ml
tempo de reagao : 30 minutcs

Dessa forma foi estabelecido um protocolo de marca
¢ao que foi aplicado a todas as marcagoes realizadas para o

estudc biologico.
IV.2. Complexagao com Re

A complexagao de sulfato de gentamicina cor Re, des
tinadz a realizagao de estudos quimicos, baseando-se na simi
laridzds dos dois elementos, foi efetuada em pH mais acido que

99'“T<:; o pH esteve em torno do valor igual

a comprlexagao com o
a 0,5 e a complexagao foi também auxiliada pelo aquecimento a
50°C, condigoes essas observadas por Duatti e colaborado
(29

Tes em seus trabalhos de complexagac com Re.

Caracterizagao do complexo gentamicina-Re
1. Analise Elementar
Pela analise elementar de C, H, N, apos calculos

pertinentes conclui-se em uma primeira aproximagao de carac

ter semi-quantitativo que, a composigdo quimica mais provavel
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para ¢ complexo em estudo seria: para cada molecula de genta
micina teriamos o equivalente a quatro moléculas de perrenato

de amonio.
2. Espectros de Absorgao no Infravermelho

Analisando-se os espectros de absorgao no infraver
melhe do composto nao complexado e apés a complexacao com Re,

observa-se uma banda em 3400 em™ !

que indica vibracoes de es
tiramento O-H e N-H, nue embora apresentando um pequeno deslo
camento no espectro do produto complexado com Re, elas estao
sobrepostas, dificultando portanto, uma proposigao pem defini

da, mas que indicam alteragoes nessa regiac.

1

A banda ‘de ‘1630 cm ~ que corresponde a vibrajio de de

formagao N-H do composto nao complexado, sofre um deslocamen

1 PR
no complexado com Re, com fortes indicios de

to para 1617 cm~
que este deslocamento iria indicar o envolvimento do grupamen

to NH. na complexagao.

A banda de 1057 cm'1 que corresponde a vibragao de
estiramento C-O no composto nZo complexado sofre um desloca
mento para 1045 cm"l no complexado com Re, permitindo-nos di
zer que provavelmente esta ligagao esta envolvida também na

complexagao.
3. Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear

Analisando-se o espectro de ressonancia magnética

nuclear protonica do composto nao complexado e relacionando-o
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com a formula estrutural da gentamicina podemos concluir que,
os pices em 6 2,95; 6 2,75; 6 1,35 e 6 1,25 coincidem com os
descritos nos trabalhos de Calam e colaboradores(ld); desta
forma podemos afirmar que a amostra utilizada em nossos tra
balhes. consistiu em sul{ato de gentamicina com grau de pure

za satisiatorio.

Por outro lado, ao analisarmos o espectro de Tes
sonancia nuclear magnética protonica do sulfato de gentamici
na corrlexado com Re, notamos que o mesmc abresenta  algumas
alteracoes com relagaoc ao espectro da droga pura. Pelos deslo
camentc< observados nos picos para a regiao de 6 4,1 a 6 5,9
poderos deduzir que muito provavelmente houve uma modificagao
estrutural causada pela complexagao do Re na molécula de gen
tamicina; entretanto considerando-se que os dois espectros te
nham sido obtidos em condigoes similares, ao analisarmos o es
pectro da droga complexadsz com Re, verificamos nesse caso,que
os pices se concentram proximos a regiao do solvente (2,0 con
taminaca com H,0), e a técnica utilizada nao permite resolu
goes rais aprofundadas. Contudo, tratando-se de estudos preli
minares, € perfeitamente aceitavel uma primeira aproximagio ,
isto € a hipotese de uma alteragao estrutural devido a comple

xagac de gentamicina com Re, baseados nos dados experimentais.

Finalizando, as analises apresentadas nos permitem
relatar que muito provavelmente esta complexagdao ocorreu com
o envclvimento dos grupamentos NH2 e a ligagao C-0 da molécu

la de sulfato de gentamicina.
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IN.3. Estudos de Parametros Farmacocin€ticos do Sulfato de Gen

99m

tamicina Tc com o Auxilio da Analise Compartirental

IV.3.1. Distribuicao biologica do sulfaio de gentamicina

99mTc

Analisando-se os dados relativos a captagao do sul
fato de gentamicina gngc por grama de Orgaos e de tecidos,
em ratcs da linhagem Wistar, no intervalo de tempo estudado
até 2- horas, observa-se para uma dose de 0,3 mg de gentamici
na—ggETc injetada, via endovenosa que os rins e o figado sao
os Orgaos que captam em maior porcentagem a droga marcada; os
rins apresentam um maximo de captagao 3 horas apds a injegao,
decrescendo gradualmente, ou seja, o antibibtico se acumula

até ur maximo e depois € eliminado lentamente; quanto ao figa

do, a captagao maxima situa-se em torno de uma hora.

F.C. Luft e colaboradores(ss) em seus trabalhos a
nivel celular, sobre o acUmulo de antibiéticos aminoglicosi
dios no parenquima renal de ratos, verificaram que, a gentami
cina apds uma simples dose de 10 mg/kg, injetada via sub-cuta
nea apresentou um maximo de captagao até 6 horas, e depois
disso declinou gradualmente, apresentando uma meia-vida no te
cido renal de 109 horas; justificando estes dados foi consta
tado ¢ acumulo da gentamicina no cortex renal numa area cons
tituida de tubulos proximais, acarretando meias-vidas relati
vamente longas desse antibiotico; dessa forma em nossos traba
lhos com tragcador isotdopico e zdministracao endovenosa 'pudg
mos otservar a reducdo no tempo maximo de captagdo dos rins

para 3 horas.
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(45)

K. Uzker e colaboradores ap6s alguns estudos

prelininares de captagao em ratos e coelhos utilizando genta
micina gngc, destinada a cintilografias renais, verificaram
pouca captacao de figado nas imagens obtidas; isso também coin
cide com.-nossos dados que oferecem indices de 9,38% de capta
¢ao na relacao rins/figado apos 3 horas por grama de teci

do.

Quanto ao efeito colateral ototoxico da gentamicina
verificamos que a captagao pela cabega (regiao auricular) e

desprezivel no intervalo de tempo estudado e nas doses util

[

zadas. Isso nos leva a deduzir que o acumulo de antibiodtico,
na regiao do ouvido interno, deve ser relacionada com repeti

das doses do antibiotico e niveis plasmaticos mais elevados.

Observa-se ainda uma captagao relativamente um pou
co mais alta no estomago apGs 2 horas; isto provavelmente po

de ser devido ao Tc na forma ionica nao complexada.

A tabela de captagao de gentamicina gngc mostram
que grande parte dos outros orgaos e tecidos apresentam uma

captacao desprezivel nos intervalos de tempo estudados.

IV.5.2. Estudo farmacocinético do sulfato de gentamicina

99mr por via endovenosa

A observagao dos dados experimentais quanto ao de-
caimento plasmatico, no intervalo de 24 horas nos permite ob
servar a soma de duas exponenciais, o que a principio permi
te-nos relaciona-las com a presenga deé dois compartimentos
que seriam: compartimento 1, o intravascular e o compartimen

to 2 extravascular(so).



Na analise de variancia. relacionada com o ajuste
numérico dos dados observados dos niveis plasmaticos, verifi
ca-se que a soma dos quadrados do modelc e do residuo sao
dois valores bem diferentes, respectivamente: 107,8780 e
0,295CG. o que significa que o ajuste do rodelo aos dados expe
rimentais foi satisfatorio. Podemos observar na figura 11I.
3.5, que apresenta o grafico dos valores preditos dos niveis
plasmaticos em fungao do tempo, a ocorrencia de 10 valores
coincidentes entre a simulagao e a observagao experimental;
ainda na figura I11.3.6, onde temos a distribuigao dos resi

duos en relagao aos valores preditos, verificamos uma distri

buicao estatisticamente satisfatoria dos valores apresentados.

Analisando-se as meias-vidas de cada componente ex
ponencial da curva referente aos niveis plasmaticos da genta

9 s e . P -
ngc, observa-se que no inicio os niveis plasmaticos

micina
decaer com uma meia-vida rapida, T/2 igual a 0,07 horas, pas
sando em seguida para o compartimento extravascular e antes
da eliminagao, decaindo mais lentamente apresentando um T/2
igual a 5,5 horas. Para explicarmos o fato, devemos conside
rar a ligacao da gentamicina a proteina do plasma, visto que
somente o material livre no plasma seria eliminado, sendo fil

(31)

trado pelo glomerulo. Gyselynck e colaboradores em seus
estudos sugerem que uma fragdo livre da droga € reversivelmen
te ligada as proteinas plasmaticas, sendo que estas 1ligagoes
vao refletir quantitativamente no mo- io cinético adeotado. Os
resultados decorrentes do modelo bi-compartimental encontrado
apos injegao de gentamicina 9ngc em ratos Wistar se asseme
lham com os resultados dos trabalhos sobre o comportamento da

gentaricina durante tratamento terapeutico em bumanos(55’56’69).
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utilizando-se de métodos de detecgao microhiologicos e de Ra

dioimunoensaio.

(69)

Os trabalhos de Wilson e colaboradores » cue uti
lizarzr. a simulagao de um modelo com um s6 compartimenzo estu
dande a eliminacao da gentamicina triciada em pacientes huma
nos normais e pacientes com a funcac renal comprometidez, apre
sentar graficos que relacionam a meia-vida aparente da droga
com varios parametros da fungao renal, mas sugerem a zpresen
tagac de um outro modelo de deis compartimentos, basealos na
disparidade encontrada pelos autores entre a velocidade de de

saparecimento da droga do plasma e a velocidade de aparecimen

to na urina.

A partir dos dados obtidos por nos, quanto a curva

de niveis plasmaticos do sulfato de gentamicina 99m

Tc, pude
mos calcular o volume de distribuiga. aparente, cujo valor €
6,47 rl considerando-se que ele € ligeiramente inferior ao vo
lume plasmatico de 7,11 ml, obtido experimentalmente, cor-
Tespondente a um rato normal de 275 g; isto significa que a

droga logo apds a aplicacao se distribui uniformemente pelo

organismo do animal, num primeiro estagio.

Analisando-se as medidas de radioatividade observa
das nas excregoes urinarias e fecais apresentadas na tabela
111.3.20 destacamos que nas 24 horas apds a injegao, tantc a
eliminagao pela urina, bem como pelas fezes apresentar o mes
mo nivel de eliminagdo, havendo uma redugao sensivel nas vin

te e cuatro horas subsequentes.

No trabalho de Luft e colaboradores 38) foi obser
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vado que a gentamicina € eliminada por via renal com filtra
¢ao gplomerular, constituindo-se portanto os rins, os Orgaos
de elirinagao preferencial. Neste ponto podemos associar a
eliminacao pelas fezes com a radioatividade presente nos in
testincs as 24 horas e também a uma provavel metabolizacao da
droga pelas enzimas relacionadas, como menciona também Gyse-

(31) em seus estudos farmacocinéticos

(22)

lynck e colaboradores
da gentamicina em humanos. Alér disso, os trabalhos de Cox
se referem a uma mal absorgao intestinal da gentamicina,o que
em parte pode explicar a eliminagao fecal relacionada em nos

so trabalho.

Os dados experimentais do corpo inteiro foram ajus

tados a uma curva exponencial do tipo monoexponencial.

0 grafico dos valores preditos em relagao ao tempo
e os dos residuos apresentados nas figuras 111.3.7 e 1I1I.3.8
respectivamente, relacionam valores que foram submetidos a
analise de variancia, (teste de Fischer ou teste F); observa-
-se que Rz, o quadrado do coeficiente de correlagao € igual
a um valor 00,9605, valor este que indica que o modelo explica

quase que aproximadamente 100% dos dados(zs).

Temos entao para valor da meia-vida biologica 16,5
horas, sendo este relativamente alto; todavia se considerar
mos que a gentamicina poderia permanecer acumulada e~ grande
parte no cortex renal dos ratos, antes de ser totalmente eli
minada, podemos justificar essa meia-vida biologica prolonga

da.

Foi calculada também a depuragao total da droga do
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organismo, cujo valor € 0,0045 ml/minuto, estando relacionada

significativamente com a depuragao renal estabelecida.

Dentro do intervalo de tempo estudado, o plasma foi

o compartimento de entrada do sulfato de gentamicina gng

C,
sende conduzida a um segundo compartimento extravascular, on
de os rTins se constituem nos orgaos que retiram-na da
circulagao, havendo tambem uma pequena captacao pelo figado.
Nesse sentido foram calculadas as constantes de transferencia
klz,k21 do compartimento intravascular para o extravascular e
deste para o intravascular respectivamente evuma constante de

eliminagao klO' Para a escolha deste modelo foram feitas duas

hipoteses:

1. no instante inicial toda a droga esta no compar

timento 1.

2. a eliminagao da droga marcada obedece a um pro
cesso de primeira ordem, isto €, a quantidade
de substancia que sai na unidade de tempn € pro
porcional a quantidade de substancia presente

nele.

Contudo ao analisarmos a simulagao do modelo bi-com
partirental e o grafico que estao apresentados na tabela I1II.
4.22 e na figura IIT.4.10 respectivamente, verificou-se a ne
cessidade da inclusao de um compartimento de retengao que pu
desse explicar satisfatoriamente a discrepancia entre a simu
lagdo das curvas de excregao e a do corpo inteiro com as cur

vas baseadas nos dados observados experimentalmente.
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A partir desses dados, simulou-se entao um modelo
de deis compartimentos com um de retengao, onde o coeficiente
de eliminagao k]O do compartimento plasmatico foi dividido em
dois componentes: k]O = k;o + k]3. sendo que 1;0 € o coefi-
ciente de eliminagao da droga marcada para o exterior do ambi
to biologico e kg3 € responsavel pela transferencia da genta

micina gngc para o compartimento de retencao.

A simulacao deste modelo e o grafico representativo
estao apresentados na tabela 111.4.23 e nz figura 111.4.12 res
pectivamente. Ao analisarmos estes dados, observamos que a in
clusao de um compartimento Je retengao explicou a concordan
cia verificada entre as curvas simuladas e as observadas cor

respondentes.

A explicagao para este compartimento de retengao es
ta provavelmente, na absorgao pelo trato gastro-intestinal do
sulfato de gentamicina marcado com gngc e também no acimulo
do antibiotico pelo cortex renal(sa), e carcassa em geral,pa
Ta o intervalo de tempo observado. A simulagao deste modelo
com a presenca de um compartimento de retengao € um dado liga

do ao nosso modelo proposto para cinética do antibiético, nao

tendo sido descrito portanto na literatura.

CONCLUSDES

gngc resultou

1. A marcagao do sulfatc de gentamicina com
num complexo viavel, para serem feitos estudos cinéticos

desse importante antibidtico aminoglicosidio.
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A complexagao do sulfato de gentamicina com Re, que € o
elemento que tem caracteristizas quimicas mais similares
ao Tc, possibilitou alguns estudos preliminares estrutu-
rais, permitindo-nos sugerir que os grupamentos NHZ e ali
gagao C-0 estao envolvidos na complexagao com Re e portan

to do mesmo modo com o 99lnTc.

A distribuigao biologica do sulfato de gentamicina marcadc
Q . ..

com ‘ngc, por via endovenosa, em ratos Wistar,revelou uma

maior afinidade dos rins pela droga, sendo este, o orgao

excretor principal do produto.

A curva de decaimento plasmatico tragada a partir dos da
dos experimentais do produto marcado com gngc, resultou
numa curva biexponencial, comportando dois compartimentos:
o intravascular e extravascular; num primeiro tempo a gen
taricina abandona o plasma com uma meia-vida muito curta:
Ty/2 = 0,07 horas, para em seguida, decair com um Tj/, mais

longo de 5,5 horas.

0 calculo do volume de distribuigao aparente nos leva a
concluir que num primeiro instante, apos a administracao,
via endovenosa, a gentamicina se difunde pelo organismo to
do do animal, para depois ir sendo captada pelos orgaos

afins.

A eliminagao da gentamicina por via urinaria bem como tam
bér pela fecal aparesentam niveis aproximadamente iguais
nas 24 horas, reduzindo-se sensivelmente nas 24 horas sub
sequentes. A eliminagao pelas fezes nos leva a sugerir em

parte, uma provavel metabolizagao da droga.
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0 coeficiente de depuragao renal nos revela que a gentami
cina no total € uma droga que € dc climinagado relativamen

te lenta.

A meia-vida biologica da gentamicira € de 16,5 horas, pa
ra uma dose unica injetada de 0,3 rg de gentamicina em ra

tos de 275 gramas de peso.

0 modelo compartimental escolhido para o intervalo de tem
po de 24 horas estudado, resultou na difusao da droga.atra
vés da circulagao por todo o organismo do animal num pri
meiro instante, sendo depois captada e eliminada preferen
cialmente pelos rins com uma meia vida de 16,5 horas e os
25% de residuos que permaneceram no organismo do animal,
representaram a quantidade da droga que ficou acumulada
no coértex renal, alem da que ficou depositada na carcacga
e do que foi absorvida pelo trato gastro-intestinal,sendo
estas duas ultimas provavelmente er. menor porporgao em re

lagao a primeira.

0 modelo matematico obtido pela anialise compartimental
apresentou bom ajuste, havendo uma boa concordancia entre

as curvas simuladas e as obtidas experimentalmente.

Os compartimentos intra e extravascular se constituem em
dois compartimentos de troca, sendo mais rapida no senti
do da passagem do compartimento intravascular para o ex
travascular, pois k;, € maior do que kyyr € observa-se
também, que no intervalo de 24 horas estudado, para uma
dose de 0,3 mg de gentamicina aplicada existe um k13 rela

tivamente pequeno, mas presente no tempo de observacao do



12.

82

experimento, representando a transferencia da gentamicina

99Imyc para um compartimento de retencao.

A cin€ética apresentada pela gentaricina 99"Tc em ratos
Kistar, podera ser utilizada para explicar nas condigoes
estudadas, um possivel acumulo relacionado com os efeitos

colaterais da dJdroga.

Julgamos assim, com a técnica radioisotopica utilizada
teimos dados um passo adiante dentro do ambito da moderna
Radiofarmacologia, especificamente no conhecimentc¢ de an
tibioticos importantes como no caso do sulfato de gentami

cina.
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