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Estudo do Ditiocarbamato de Espiperona - Tc 99m como
agente potencial para diagnodstico de patologias
cerebrais relacionadas aos receptores dopaminérgicos

do tipo D-2

Spiperone Dithiocarbamate - *™Tc kit a potential diagnosis agent for dopaminergic D2 brain

pathologies - biodistribution

Unitermos: Ditiocarbamato de Espiperona - Tc99m, patologias cerebrais, receptores dopaminérgicos.
Uniterms: Spiperone Dithiocarbamate Complex; brain patologies, D2 dopamine receptors.

RESUMO

A Psicofarmacologia temdescoberto muito a respeito dos receptores dopaminér-
gicos D-2 e suainter-relagdo com patologias cerebrais, tais como Mal de Parkinson,
esquizofrenia, Doenga de Huntington. Esses receptores biolégicos possuem afinida-
de com o agente endégeno dopamina, de forma a se complexar, e, em individuos
normais, estes contribuem para estabelecer o equilibrio entre os niveis de dopamina
eacetilcolinalivres.

Em especial, estudos com cérebros “post-morten”de individuos esquizofrénicos
mostraram que estes possuem um numero consideravelmente maior de receptores
D2, resultando em taxas menores de dopamina livres quando comparadas as de
individuos normais.

Porsuavez, as pessoas com Doenga de Parkinson geraimente possuem evidén-
cias anatomopatolégicas na substancia negra e fibras dopaminérgicas nigroestriadas
de forma a diminuir as taxas de agdo dopaminérgica nesses locars.

Assim, agentes psicotrdpicos antagonistas dos D-2, por apresentarem grande
afinidade a esses receptores, tém sido transformados em radiofarmacos comointuito
de efetuarem-se diagndsticos de neuropatias.

Ocomplexoditiocarbamato de espiperona-*Tc estudado por nés é um potencial
agente diagnéstico por ser acentuadamente lipossaiivel e altamente afim pelos
receptores D-2, além de ser emissor gama, possibilitando o uso da técnica SPECT
(“Single Photon Emission Computed Tomography”) que é mais vidvel economica-
mente quando comparada & técnica de PE T (“Positron Emission Tomography’).

Destarte, oditiocarbamato de espiperona (SPDC ou spiperon dithiocarbamate) foi
por nés sintetizado, a partir da espiperona, e sua marcagéo (complexagdo), através
de tecnécio 99m, foi efetuada tendo seus parémetros estudados e otimizados.

Em seguida, a distribui¢do biolégica foi realizada em ratos Wistar com as capta-
gOes esplénica, cardiaca, hepatica, estomacal, pulmonar, renal, sanguinea, intestinal
ecerebral sendo determinadas.

Foiestabelecida a curva de decaimento plasmético do complexo SPDC-*"Tc, a
partir de dados obtidos de ratos Wistar e desenvolvida metodologia de preparo de
conjuntos reativos para a obtengéo do produto marcado.
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INTRODUCAO

A Psicofarmacologia tem descoberto
nuito arespeito dos receptores dopami-
nérgicos e suainter-relagao com as pato-
logias cerebrais, tais como Mal de Par-
kinson, Esquizofrenia, Doenga de Hun-
tington.

Com efeito, agentes terapéuticos
como o neuroléptico espiperona, que
possuem grande afinidade por recepto-
res D-2, tém sido transformados em ra-
Jiofarmacos emissores de pdsitrons ou
emissores-gama com a finalidade de
mapear regioes cerebrais e possibilitar o
diagndstico dessas doengas.

O presente trabalho discorre sobre a
marcagao da espiperona com tecnécio
99m e estudos de distribuigao bioldgica
do preduto marcado, bem como sua cur-
vade decaimento plasmatico. A prepara-
¢ao de farmacos marcados com emisso-
res-gama destinam-se & utilizagao da
técnica diagnostica qualitativa e semi-
quantitativa de SPECT (Single Photon
Emission Computed Tomography).

METODOS

Processo de marcagao

A espiperona nao é capaz de se ligar
ao Tc-99m. Portanto, para possibilitar a
marcagao € mister transforma-la num
conjugado com poder complexante. Uma
alternativa consiste em modificar o gru-
pamento aminico secundario da espipe-
rona com a formagao de um ditiocarba-
mato' (Fig. 1):

1. Metodologiade sintese do conjuga-
1o SPDC, segundo Ballinger & cola-
ooradores:

- dissolver 10 mg de espiperona em

EVENTOS
CPM
2
|
COMPRIMENTO
Q 15 Cm DE FITA
% TeO2 - % produto com Ri = zero (pico 1)
(tecnécio coloidal)
Nota: No pico 2 estéo presentes o produto marcado SPDC-Tc 99m e a impureza TeO4

Figura 2

10 ml de etanol absoluto e resfriar o
meio com banho de gelo e cloreto de
sodio;

-~ adicionar 0,2 ml de dissulfeto de car-
bono e alcalinizar 0 meio com 1ml de
hidréxido de sodio 2,5M:

- deixar reagir, sob agitagdo, por 20
minutos e evaporar o meio reacional
até a secura com aplicagdo de gas
nitrogénio;

- dissolver oresiduo com 30 mi de dgua
elavartrés vezescom 10mlde cloreto
de metileno paraeliminar a espipero-
na nao reagida;

- separar a fase aguosa, completar a
25 ml e separaraliquotasde0,5mlem
frascos tipo penicilina.

*SPIPERONE DITHIOCARBAMATE®

Figura 1
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2. Procedimento de marcagao
A complexagao do tecnécio-99m no

conjugado SPDC foi sensivelmente mo-

dificada e otimizada em nossos laboraté-

rios a partir dos trabalhos de Ballinger e

col., como segue:

A cada frasco de penicilina contendo
por volta de 230 ug do conjugado SPDC
adicionamos consecutivamente:

- 0,5 ml de solugéo 0,1M de fosfato
dibasico de sddio;

— 25 ul de solugéo redutora (417 ug
cloreto estanoso/ml acido cloridrico
0,1M);

- apos homogenizar suavemente, dei-
xamos o sistemaemincubagao por 15
minutos.

Parafazer o controle radioquimico do
processo de marcagéo foi utilizada uma
metodologia para determinagéo das im-
purezas presentes no meio reacional.

3. Controle radioquimico
3.1. Determinagédo da impureza TcO,:
Apds efetuar o processo de marcagao
adicionamos por volta de 15 gotas de
etanol, homogenizamos e transferimos
uma gota para outro frasco, contendo
1ml de etanol.
Fizemos, entéo, corrida cromatografi-
ca com suporte ITLC-SG em fase cloro-
férmio-metanol (9:1) (Fig. 2).
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EVENTOS 3
CPM
4
Q 58
% TcO4 -
{Tecnécio Livre)

% produto no pico 4

COMPRIMENTO
Cen DE FITA

Figura3

4. Determinagao daimpureza “Tecné-
cio Livre”:

Utilizamos o mesmo liquido prepara-
do anteriormente para efetuar eletrofore-
se em suporte de papel Whatman nume-
ro 1 em fase movel tampao fosfato
(0,05M) voltagem 180V (12V por centi-
metro de fita), 50 minutos de corrida
(Fig. 3).

A pureza radioquimica pode ser cal-
culada com a seguinte expressao:

% pureza = 100% - (% TcO2 + % TcO4)
radioquimica pico 1 pico 4

DISTRIBUICOES BIOLOGICAS

1. Distribuigao biolégica 1

Em Ratus novergicus albinus de linha-
gem Wistar, machos anestesiados com
uretana, foi administrado 0,1 ml de mistu-
ra contendo o produto marcado através
daveiadorsal peniana. Apés adecorrén-
ciadeintervalos determinados detempo,
os animais foram sacrificados tendo seus
orgaos retirados, lavados e contados em
cintilador-gamatipo pogo.

766

2. Distribuigao biolégica 2
Novadistribui¢do bioldgicafoi efetua-
da com o prévio blogueio dos receptores

plasmatico do produto marcado fiz
o estudo dos respectivos niveis pl.
ticos nos seguintes tempos apos a
nistragdo: 1,5, 20,30, 45, 60 minut
animais foram anestesiados e, a
intervalo de tempo estabelecido,

decapitados e o sangue destes fo
Ihido em frascos heparinizados. Un
me de 1ml de sangue foi utilizadt
leitura de hematdcrito, o restante ¢
triftugado a 2000 rpm por 15 mini
100 ul de plasma foi utilizado para
gem em cintilador de pogo. Foi fei
padrao contendo a mesma dose |
em cada animal e foram usados ca
para determinagao da % da Dose
matica Total, conforme demonstre
Fig. 4 abaixo.

4, Toxicidade bioldgica

Foi efetuado o Ensaio de Toxici
segundo método da Associacion A
tina de Biologia y Medicina Nuclee

RESULTADOS

D-2. Dessaforma, primeiramente os ani-
mais receberam umainje¢ao de Halope-
ridol e, apés o decorrer de uma hora,
administramos 0,1 ml de produto marca-
do e procedemos aos passos posteriores
como citado acima.

3. Curva de decaimento plasmatico

O processo de prepare do conjt
SPDC demonstrou rendimento de
e, por suavez, amarcagao do conjt
pelo Tc-99m resultouem 93% de p
radioquimica. Adicionalmente, fiz
um estudo de estabilidade e verific
que, apés uma hora decorrida do fil
marcagao, o rendimento aindaser

Para determinagdo do'decaimento  nha por volta de 92%.
% Dose Plasmatica/ml = Y = CPM plasma (em 1mi) x 100
CPM padrao
% Dose Plasmatica Total = Y X volume plasmatico
Onde:
Volume Plasmadtico =  volemia x (100 - He real)
100
Volemia - peso do animal x 0,0575
He real = Helidox0,91x096

(Hematdcrito real)

Figura4
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

DECAIMENTO PLASMATICO
tempo (min.) Plasma/ml Plasma total
1 4,48+ 0,78 22,63 + 3,00
5 271034 14,61+ 2,24
10 2,34+ 0,04 .12,91+ 2,14
20 3251112 11,97 £ 4,02
45 2,15+ 0,16 8,68 + 0,39
60 2,10+ 0,19 8,68+ 1,19
CURVA DE DECAIMENTO PLASMATICO
% DOSE
ADMIMISTRADA \
CURYA DE
". DECAIMENTO pusufrnco
§
\\
L
I 2] MINUTOS
Figura s
x
TABELA 1
DISTRIBUIGAO BIOLOGICA - 1
% DOSE|g
1 MIN 5 MIN 15 MIN 30 MIN 60 MIN
Coragao 181:021 078010 073:016 0622020 049:0,18
Pulméao 238:044 185£030 1,73:045 1,71£032 136:0,13
Bago 072+037 182+045 221+186 2221058 167017
Figado 1,884042 371:026 439:1,12 435:078 4,10:0,57
Rim 1182005 158:016 292:011 5102242 347%0,57
Estémago 016003 017:004 017:001 025:+008 0,20+0,08
Intestino delgado 0,24 +0,05 0,37 £+ 0,07 1012026 159+097 0,71x040
Cerebelo 017+003 009:003 006:003 0082003 0054001
Striatum 0212002 010+002 006002 007+001 005:0,04
Cortex 0,11+£001 008+002 005+002 005+002 0,040,001
Sg. total 469:065 274:029 258:065 232+030 1,78+0,22

O processo de marcagéo mostrou-se
pratico, com bom rendimento e de relati-
vamente rapido preparo, além de de-
monstrar boa estabilidade nointervalo de
uma hora. Segundo calculos efetuados,
o coeficiente de particdo do produto mar-
cado SPDC-Tc99mresultouem 97,27%,
valor muito préximo ao da espiperona
(98,27%). Isto quer dizer que, mesmo
depois de transformar a espiperonanum
conjugado e marca-lo com Tc-99m, néo
houve significativa mudanga nas carac-
teristicas farmacocinéticas no gque diz
respeito a coeficiente de parti¢ao.

Por outro lado, o elevado valor de
97,92% indica que o produto marcado é
favoravel a estudos cerebrais. O ensaio de
toxicidade demonstrou que o conjugado é
indcuo “in vivo”, pois uma concentragéo
administrada em camundongos equiva-
lente a 500 doses paraindividuo adulto (70
kg) ndo causou nenhuma mudanga per-
ceptivel no comportamento dos animais.

Segundo dados obtidos das Distribui-
¢bes Bioldgicas expressos em % dose
administrada/g tecido (Tabela 1), temos
para a regido cerebral uma captagao
maior a nivel de striatum indicando a
preferéncia do produto marcado por este
local. Conforme indicam os dados da
Tabela 2 (expressos em % dose/6rgao),
o produto marcado, que no primeiro mi-
nuto esta concentrado no sangue, passa
rapidamente paraofigado e ai permane-
ce. Com respeito ao estudo biolégico
efetuado com o prévio blogueio dos re-
ceptores D-2, ficou evidenciado o apare-
cimento daperda de seletividade do pro-
duto marcado por striatum, cortex e cere-
belo, pois seus valores de captagdo ex-
pressos em % dose/fg (Tabela 3) resulta-
ram em valores praticamente iguais nos
tempos de 30 e 60 minutos (com os
receptores D-2 ocupados pelo haloperi-
dol o produto marcado fixou-se indiferen-
ciadamente nos tecidos cerebrais).

A Tabela 4 (% doseférgdo) mostra
que nac houve (nosintervalosde 30 60
minutos) mudanga nos valores de capta-
¢éo, reforgando idéia da afinidade do
radiofarmaco pelo cérebro “mesmo es-
tando este com seus receptores D-2 blo-
queados”.

REV. BRAS. MED. - VOL 50-N? 7-JULHO DE 1993
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TABELA 2
% DOSE/ORGAO
1 MIN 5 MIN 15 MIN 30 MIN 60 MIN
Coragao 1,25 0,71 0,66 +0,10 0,59+0,08 050+0,17 0,33:0,04
Pulmao 302+068 240:062 201:038 208+069 1911006
Bago 033+0,16 087+015 081072 0792015 0802019
Figado 1823+312 3394+155 3649604 -3601+513 3641083
Rim 1,83+ 0,18 257+033 439+054 7214326 6,10¢074
Estémago 024:003 025:003 024:001 0,34 0,11 025012
Intestino delgado  0,18+0,04 0,32:009 101+022 1564087 0392026
Cerebelo 0,05+ 0,01 0,02 £ 0,01 0,02+0,01 0,02 + 0,01 0,01 £ 0,01
Striatum 0,05+ 0,01 0,03 £ 0,01 0,02 £ 0,01 0,02 £ 0,04 0,01 £ 0,01
Cortex 0122001 0,09+0,03 0,06+002 0,06+002 0052001
Sg. total 62174791 3447:087 30,28:629 28,09+6,12 20,97+0,78
Somatoério 8757+856 7562:192 7592:+878 76681870 67231197
TABELA 3 TABELA 4

DISTRIBUIGAO BIOLOGICA - 2

Distribui¢do biolégica efetuada com
administragao prévia de haloperidol

Distribuigéo biolégica efetuada com
administragao prévia de haloperidol

% DOSE/g % DOSE/ORGAO
30 MINUTOS 60 MINUTOS 30 MINUTOS 60 MINUTOS
Coragio 034:001 0.50+014 Coragéo 041+003 0564030
Pulmao 071:014 074:008 Pulmao 125+0,22 1381039
Bago 069+020 0652020 Bago 0,34+009 0,28+0,05
Figado 1,60+048 1,69+031 Figado 1546+ 3,04 16,22+ 152
Rim 1,07+014 155:0,19 Rim 221:048 317033
Estémago 0,10£0,05 0,09+ 0,01 Estémago 0,16+0,07 0,18+0,07
Intestino delgade 0,481 0,09 0,50 + 0,34 Intestino delgado 0,36 + 0,06 0,56 + 0,52
Cerebelo 0,03+000 0,04 +001 Cerebelo 0,01£000 " 0,01£0,00
Striatum 0043002 003001 Striatum 0,01+0,00 00121000
Cértex 0,03+0,01 0,03 +0,01 Cortex 0,04+£0,01 0,04+0,01
Sg. total 010+003 0,13£0,02 Sg. total 1,76+036 1,90+0,29
SUMMARY Schizophrenia and Huntington Disease.
) Those biological receptors have got
Psichopharmacology has been affinity with dopamine endogenous

discovering much about the D2
dopamine receptors and their
interrelationship to brain patologies
such as Parkinson’s Disease,

agent, so that they complex and, in non
pathological individuals, the biological
receptors contribute to bring the levels
of dopamine and free acethylcholine

into equilibrium.

“Post morten " brain studies in
schizophrenic individuals have specia
showed that they have got a
considerable large amount of D2
receptors. Therefore, free dopamine
(non complexed) rates are lower then
the ones found in non pathological
individuals.

On the other hand, Parkinsonian
individuals generally have anatomical-
pathological evidences such as injurie
in the “substancia nigra” and
nigrostriatal dopamine fibers, so that
dopamine rates are decreased in thos:
areas.

Thus, D2 antagonic psychotropic
agents because of having got strong
affinity with those receptors, have beer
being transformed into
radiopharmaceduticals to diagnose
these pathological disease of Central
Nervous System. The Spiperone
Dithiocarbamate complex studied for u
is a potential diagnosis agent because
of being highly liposoluble and having
close relationship with D2 receptors.
Besides, it is a photon emitter, allowing
the use of SPECT (Single Photon
Emission Computed Tomography)
technique, wich is economically less
expensive if compared to the PET
(Positron Emission Tomography)
technique.

So, we have sinthesized Spiperon
Dithiocarbamate from Spiperon and its
complexation with Technetium-99m ha:
been prepared with its reaction
parameters after being studied and
improved.

The SPDC-**"Tc complex biofogical
distribution have made in Wistar rats
and the uptake of spleen, heart, liver,
stomach, lung, kidney, blood, intestine
and brain have been resolved.

The plasmatic clearance curve has
been based on Wistar rats data and the
know-how of the kit (for label SPDC
with Tc) has been achieved.
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