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PREPARACAO E DISTRIBUICAO BIOLOGICA DO COMPLEXO DITIOCARBAMATO
DE ESPIPERONA- 8Tc ,AGENTE DIAGNOSTICO POTENCIAL DE PATOLOGIAS
CEREBRA'S RELACIONADAS AOS RECEPTORES D-2 APRESENTADO SOB
FORMA DE CONJUNTO DE REATIVOS PARA MARCACAO "IN SITU”

RESUMD

A Psicofarmacologia tem descoberto muito a respeito dos
reccptores dopaminérgicos D2 e sua interrelagcao com patologi-
as cerebrais,tais como mal de Parkinson, esquizofrenia, doen-
¢a de Huntington, Esses receptores bioldgicos possuem afinida
de com o agente enddgeno dopamina de formo a se complexar e,
em individuos normais, estes contribuem para estabelecer o
equilfbrio entre os niveis de dopamina e acetilcolina (ivres,

Em especial, estudos com cérebros "post-morten” de indi
viduos esquizofrénicos mostraram que estes possuem um nimero
consideravel[mente maior de receptores D2 resultando em taxas
menores de dopamina [ivres quandc comparadas ‘as de individuos
normais,

Por sua vez as pessoas que possuem a doenca de Parkin-
son geral(mente possuem evidéncias anatomopatoldgicas na subs—~
tincia negra ¢ fibras dopaminérgicas nigroestriadas de forma
a diminuirem as taxas de a¢do dopaminérgica nesses (ocais,

Assim, agentes psicotrbpicos antagonistas dos D2 por
apresentarem grande afinidade a esses receptores tém sido
transformados em radiofd4rmacos com o intuito de efetuarem—se
diagndsticos de neuropatias,

O complexo ditiocarbamato de espiperona~ 8Tc  estudado
por nds & um potencial agente diagnéstico por ser acentuy-
adamente (ipossolldvel e altamente afim pelos receptores D2
além de ser emissor gama possibilitando o uso da técnica
SPECT ("Sing(e Photon Emission Computed. Tomography") que ¢
mais vidvel economicamente quando comparada com a técnica de



PLT ("Pdsitron Emission Tomography”).

Destarte, o ditiocarbamato de espiperona{ SPDC ou spipe-~-
ron dithiocarbamate) fof por néds sintetizado a partir da espi
perona e sua marcacao (comp(exacao) através de tecnécio 9I9m
foi efetuada tendo seus parimentros estudados e otimizados.

Em seguida, a distribuicao bioldgica foi realizada em ra
tos Wistar com as captagoes esplénica, cardiaca, Repdtica, e
tomacal , pulmonar , renafl , sanguinea, intestinal e cerebral
sendo determinadas.

Foi estabelecida a curva de decaimento plasmético do com
plexo SPDC-MT¢c a partir de dados obtidos de ratos Wistar
e desenvolvida wmetodologia de preparo de comjuntos reativos
para obtengdo do produto marcado.



SPIPLRONE  DITHIOCARBAMATE - Tc KIT
A POTENCIAL DIAGNOSIS AGENT FOR DOPAMINERGIC
D2 BRAIN PATHOLOGIES -  BIODISTRIBUTION

Marcos Moisés Gongalves

ABSTRACT

Psichopharmacology hRas been discovering much about the
D2 dopamine receptors and their interrefationship to brain pg
tologies such as Parkinson’s Disease, Schizophrenia and Hun-
tington Disease. Those biological receptors have got affinity
with dopamine endogenous agent, so that they complex and, in
non pathological individuals, the biological receptors contri
bute to bring the [evels of dopamine and free acethylcholine
into equilibrium, ’

"Post morten” brain studies in schizophrenic individuals
have specially showed that they have got a considerable [arge
amount of D2 receptors, Therefore, free dopamine (non comple-~
xed) rates are.{ower then the omes found im mon pathological
individuals,

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

Thus, D2 antagonic psychotropic agents becausg of ha-
ving got strong affinity with tRose receptors,have been being
transformed into radiopharmaceuticals to diagnose these pathg
(ogical disease of Central Nervous System, The Spiperone Di-
thiocarbamate complex studied for us is a potencial diagnosis
agent because of being Righly [iposoluble and HRaving close



relationship witk D2 receptors . Besides, it is a photon
emitter, all{owing the use of SPECT (Single Photon Emission
Computed Tomography) technique, wick s economically [ess
cxpensive if compared to the PET (Positron Emission To-ogrc-
phy) technique. - :

So, we Rgve sinthesized. £Spspcron Duthuoccrﬁulntg,{?ou
Spiperonﬁhdawfié ‘chuptcxntion with Techuetium-99m kas been
prepared wttﬁ its reaction pura-gters after being studied and
lmpTO\’Cd./

+.! The SPDC—”‘TI: complex biological distribution has been

made in Wistar rats and tRhe uptake of spleen, keart, (iver,

stomach, tuug. Ridney, blood, intestine and braimn Rave ObDeen
reso(vcd

"./'

T&e ptasuntic clearance curve Ras been based on Wistar

rats date end the know-kow of the kit ( for (abel SPDC with
% Tc ) Ras been achieved. |

H
—
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I - INTRODUCAO

1.1, CONCEITOS GERAIS

Como o desenvolvimento do trabalho estd intimamente
relacionado com o férmaco espiperona, & mister classificé-
(o, defini-lo e correlaciond-lo ao que se propoe a disserta-
¢ao.

1.2, CLASSIFICACAO FARMACOLOGICA DA ESPIPERONA

Com relagcdo "a sua agcdo terapéutica, a espiperona é neu-
roléptico ndo tradiclional descoberto por Paul A. Janssen e cg
laboradores (25, 26, 27, 28) sendo introduzida mos Estados U

nidos desde 1967 e fabricada pela firma japonesa Eisai desde
1969.
O termo "neuroléptico” foi concebido por Delay e¢ Deni-

ker (20) para classificar dois fadrmacos estrutural(mente dife-
rentes(como c (orpromazina e reserpina) com agcdes farmacoldgi-
cas similares., Essa cfassificacdo visou distinguir esses
agentes dos depressores gerais como os hipndticos-sedativos,

Firmacos neurolépticos, também chamados de antipsicéti-
cos sao [enitivos que produzem calma em pacientes psiquid-
tricos gravemente conturbados e aliviam seus sintomas ( 40 ).0
uso de neurolépticos tem se restringido ‘as desordens mais sé-
rias que mndo podem ser tratadas por outros agentes terapéu-
ticos. Eles sdo usados no tratamento de uma variedade de de -
surdens (22) :

Psicose Funcional
.. Esquizofrenia ;
.. Mania ;
.. Depressao ,



. Nesordens Psiquidtricas Organicas:
. Deméncia ;
. De(lrio ;
. Psicose induzida por estimulantes

. Desordens dos Movimentos :
.. Sindrome de Giffes de [a Tourette ;
.. Doen¢a de Huntington ;
.. Hemibalismo ;

. Ansiedade ;

. Nduseas, Vomito ;

Os neurolépticos bloqueiam os seguintes receptores

neurotransmissores (56) :

Receptores Dopaminérgicos:
..Pbs sindpticos
..Pré sindpticos
..Autoreceptores

Receptores alfa~-1 e bHeta-1 adrenérgicos ;

Receptores colinérgicos muscarfnicos ;
. Receptores Rhistaminicos H1 e H2 ;

Receptores da Serotonina,

de



Na maioria dos casos, o mecanismo de a¢ao terapéutica
esth relacionado com a habilidade desses fhrmacos em bloquear

especificamente o0s receptores dopamindrgicos

A classificacdo que & adotada para diferenciar os
tipos de sitios dopaminérgicos & feita segundo a sensibilida-
de desses [ocais por dopamina e também por neurolépticos (60):

cerebrais.

Sitios D1: estimulados por concentragcoes micromolares

de dopamina e antagonizados por concentra-
coes micromolares de neurolépticos

.
’

., Sitios D2: estimulados por concentragcoes micromolares

de dopamina e antagonizados por concentra-
¢oes nanomolares de neuroflépticos ;

Sitios D3: estimulados por concentragodes

nanomolares
de dopamina e antagonizados por concentra-

¢oes micromolares de¢ neurolépticos ;



I.3. CLASSIFICACAO QUIMICA DA ESPIPERONA

Espiperona (Espiroperidol):
8~[4~(fluorofenil)~-4-oxobutil])-1-fenil-1,3,8,triazaes -

piro [4,5) decan-4-ona.

Férmula Estrutural :

©

Os agentes antipsicdticos podem ser classificados se-
gundo suas estruturas quimicas nos seguintes grupos (22) :

. Butirofenonas e Difenil(butilaminas ;
. Alcaldides da Rauwo(fia e substdancias relacionadas ;

Fenotiazinas ;

. Tioxantenos ;

. Derivados indblicos ;
, Benzamidas substituidas.

. Arilpiperazinas ;

.
’

+ Compostos triciclicos de 5, 6 ¢ 7 membros
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A espiperona & classifirada como uma butirofenona,
que & uma classe de fdrmacos apresentando a seguinte estrutu-

ra em comum:.

(o) R
I
F @ C—CHQ—CHQ—Cﬂz — N
R
Y=GC,N

Butirofenonas foram descobertas por Paul A. Janssen no
ano de 1957(22,43) quando uma série de propiofenonas, deriva-
das da norpetidina , estavam sendo ensaiadas devido“a sua acao
analgésica potencial., Foram encontrados os seguintes tipos
de compostos:

Analgésicos potentes ; .
Analgésicos-neurolépticos;

Compostos similares ‘a clorpromazina no perfil farmacol(d-
gico mas de agoes diferenciadas ‘as da morfina.



1.4. SURGIMENTO DA ESPIPERONA NA TERAPEUTICA:

Ao cumparar os neurolépticos usados na década de 60
(os fenotiazinicos) os pesquisadores concluiram que a butirofe-
nona haloperidol se mostrou meito importante como ogente tera-
péutico:

.Neuroléptico potente;

.Menos tdxico do que as fenotiazinas;

.Indicado em todos os estados =neurdticos agudos e manifes-

tagoes psicossomiticas onde se necessita diminuir o tonus

mental,a tensao psiquica e atuar no estado emocionafl;

.Nao possuia influéncia tao pronuciada sobre a insdnia;

Conscquentcemente, a espiperona foi descoberta na experi-
mentacdo de novos derivados de butirofenona que foram sinteti-
zados.

Rotas Sintéticas que Conduziram & Obten¢do da Espiperona
Ao rever as pesquisas da Janssen Farmaclutica, fica evi -
dente que o0 Precursor-A usado na sintese do haloperido( do ti

po 4-ari( 4~-hidroxipiperidino nao conduz 4 formagdo da espipe-
rona, mas sim, a outros fdrmacos:

Precursor-A do tipo 4-ari( 4-hidroxipiperidino

OH v



Os fédrmacos resultantes do Precursor A foram os seguintes:

Haloperidol

OH
R-
1
Clof(uperidol
Moperona
H
R—
CHy
~;la';'-ifluperidol
OH
R _—

Chy

. .. - 8 G e > - -

Onde R F -(C"Z)a“



Na realidade a espiperona sé viria a ser cencebida a par -
tir de¢ uma outra estrutura chave, o Precursor-B(piperidonico),
que origina inclusive fdrmacos nao-butirofendnicos:

~=~Precursor - B do tipo piperidonico transformando-se em
espirofdrmacos em que um dos anéis & do tipo imidazolidona
(43)

@—CM—N(}O Precursor - B

Q0

o
. H H
@— CHy- —— F-@f:CH‘-(CHz)Q"N
CH, ’

(ESPIRO DERIVADO)

(ESPIRILINA)
F \\\\\\\\\
o O
! H H
CH~—(CHY4— R=

(FLUSPIRILINA) ("ESPIPERONA")

Onde R

F-@-!’!—(cu,)s—
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ROTA DE SINTESE EFETUADA PARA A ESPIPERONA
(Efetuada por Paul A. Janssen e Colaboradores)

FORMACAO DA AMINONITRILA
A etapa inicial dessa sintese utifliza o precursor pipe-
ridonico para a formacac da aminonitrila correspondente ( a

piperidona estd benzilada para que o grupamento amlnico este-
ja protegido do meio reacional)

OO~ D O

piperidona aminonitrila

HIDROLISE ACIDA DA AMINONITRILA

Pela adigao nucleofi(ica da 4gua ao grupo nitrila surge
o composto amidico correspondente

o H
_"'/—PH s C-NH
OO A OO
"'H (I
toutompria

ceto -endlica



11

Como @ forma cetomice (Il1)é mmito mais estdvel que e
Jorma endlica (I1)hé grande predomindncia de existéucie da
forma 1].

OBTENCAO DA IMIDAZOLIDONA (H) (46):
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DESBENZILACAO DA IMIDAZOLIDONA

(o) 0]

H
cH,— (Pd—C) H

-Ar CHj

FORMACAO DA ESPIPERONA

o
r-@ . \>c-(cuz)3—cu
ci

acllaLio de
Friedel|[-Crafts

o
F'@g —(CH2 )3 -—Cl

meio carbonato o

O

F c--(cu»‘,)3

ESPIPERONA
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1.5. ESCOLHA DA ESPIPERONA PARA USO DIAGNOSTICO

1.5.1. INTRODUCAO: O PRINCIPIO DIAGNOSTICO DE PATOLOGIAS COMD
‘ MAL DE PARKINSON, ESQUIZOFRENIA, DOENCA DE HUNTINGTON.

Algumas neuropatias estao fortemente relacionadas , de
alguma forma, com o0s receptores do tipo D2, presentes prin—
cipalmente na substdncia negra e terminais nervosos no"stria-
tum”.

Individuos esquizofrénicos possuem maior nimero dos si-

tios D2 (60) e parkinsonianos geralmente apresentam (esdes na

substincia negra e nas fibras dopaminérgicas nigro-estria-
das (46) . Dessa forma, os diagnésticos para patologias
afins se baseiam no uso de agentes neurolépticos para produ-
c¢do de radiofdrmacos que se complexem intensa e especifica-
mente com esses receptores dopaminérgicos,

USO DE FARMACOS PARA SIMILAR
PROCESSOS FISIOLOGICOS E PATOGENICOS:

O uso de farmacos como fonte de estudo para desvendar a
natureza de processos fisiolbgicos ¢ processos patogénicos
vém de (onga data (11) . Em Psiquiatria Kraepelin efetuava
estudos com fAdrmacos para testar esta ARipltese (41 ).

INDICIOS DE QUE FARMACOS NEUROLEPTICOS
ACEM A NIVEL DE RECEPTORES DOPAMINERGICOS
1-Hipdtese Dopaminérgica da Esquizofrenia:
Lssa hipbdtese diz 0o seguinte:

" Pelo menos alguns individuos esquizofrénicos sofrem de uma

Riperatividade de alguns sistemas dopaminérgicos desconhe-
cidos " (50,60), ’
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Esta hipbtese ¢ fundamentada em evidéncias farmaco(é-
gicas e segundo Matthysse (48) "efa pode tornar—-se uma pro-
fecia que se completard porque se podemos usar o Hloqueio da
dopamina como ensaio de comportamento para tranquilizar indi-
viduos, & inevitdvel que consideremos todas as substancias
¢jetivamente neurolépticas como bHl{oqueadoras dopaminérgicas”.

Evidéncias fermacolbgicas e cfinicas que tém reforcado
a premissa de que o bloqueio dopaminérgico & o sitio de acao
antipsicédtica

, A inibicao das funcoes dopaminérgi_.as sugere existir
uma propriedade bdsica comum a fdrmacos antipsicéti-
cos sendo as porgoes mesolimbica e nigroestriada pro-
vavelmente os alvos principais para as a¢oes mentais

e extrapiramidais desses fdrmacos (12) H

. A liberagdo de dopamina & aumentada pelos neurolépti-
cos(11) Essa afirmacao sugere dque os neurolépticos

se complexem no sitio dopaminérgico ;

. Uma correlagdo estreita tem sido encontrada entre a
acdo estimulante dos neurofépticos na sintese da do-
pamina (a nivel de "striatum”) e sua agdo antagdnica
‘a apomorfina (em ratos)., Como as doses necessédrias
para provocar a metade da resposta mdxima das duas
agcoes foram aproximadamente as mesmas, isto sugere

afinidade similar de receptores envolvidos nessas
agées (12 ) ; '
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IFdrmacos dque alteram a transmissao dopaminérgica, fo—-
cilitando-a ou inibindo-a, reforgcam a idéia do bfg
queio( 49 );

. Vdrios congéneres da dopamina reduzem a [iberacao de
prolactina das cé{ulas pituitdrias., Esse efeito &
anulado por neurol{épticos resultando em Riperproflac-
tinemia ¢ galactorréia, em afgumas instdncias ( 60).

. Neuro(épticos provocam catalepsia em animais(16,23,24)
e sinais parecidos aos daoa doenga de Parkinson em pa-
cientes . Hoje se sabe que os o0s individuos possuindo
Mol de Parfiinson sao deficitdrios em dopamina cere—
6vraf{.Como os neuroflépticos tao somente intensificam o
metabolismo geral da dopamina (“turnover”) sem muito
a{terar seu conteltdo cerebral, fica cf{aro que a
ocorréncia de catalepsia ou sintomas da doenca de
Parkinson & devida ao Hfloqueio dos sitios dopaminér-
gicos por neurolépticos (60) .
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2- Mectabolismo Geral da Dopamine ("Turmover”™):

O metabolismo cerebral da dopamina & caracterizado pelo
equiltbrio mas taxas de sintese e destruigao desta amina sob
condicoes metabdficas normais. Fdrmacos antipsicédticos promo-
vem aumento dae taxa de metabol{izacdo e, portanto, acréscimo
da atividade dopaminérgica a nivel( de trato migroestriado
para compensar o bloqueio sindptico ( 3, ¢, 5, 8, 13, 17, 18,
19, 38, 42, 47, 52, 54, 55, 58, 59, 60, 63, 67).

Como reflexo da intensificacdo dessa metabolizacao, hd
aumento de formacdo do A4&cido Romovamilico (HVA), produto
principal do metabolismo da dopamina (21) :

CATECOL ORTO

NH,  METIL TRANSFERASE NH,
HO HO

(3MT)
Hd  DOPAMINA H3

3-METOXITIRAMINA

] (metabbdl(ito extra-neuraf()
via proposta por Bartho-

{ini et afit (10) //O
= OH
o<
o) ~e=v}
o ©/\<
"o OH LEVOIDPA E.XOGENA

ACIDO 3,4-DIIDROXIFENILA- M)NOAMINO-
CETICO (DOPAC) OXIDASE (MAO)

o
0
HO <:
OH
H
AC HIDROXIFENILPIRAVICO

OH

HO
T
ACIDO HOMOVANILICO
( HVA)
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Laiste, inclusive, uma boa correlacao entre as doses
clinicas usades para causar a¢ao antipsicética e as doses ne-
cessdrias para elevar a concentracao de HVA (com algumas pou-
cas excegoes ) (60 ).

3- Similaridades Conformacionais entre Dopamina e Neurolép-
ticos: '

Evidéncias indiretas da interagcao de fhrmacos neurolép-
ticos em sitios dopaminérgicos se baseiam em similaridades
conformacionais existentes entre a estrutura da dopamina (com
posto enddgeno de referéncia) e as estruturas dos neurolépti-
cos.

Segundo demonstram as técnicas de andf{ise por raios-X
( 36 ) os métodos de orbital moflecular ( 34 ) ou mode-
los de Dreiding (37, 59), existe considerdvel semelRanga
conformacional entre dopamina e neurolépticos(14,35,36,38,65).

Comparacoes conformacionais entre dopamina ((inkas pon-
tilhadas) e neurolépticos segundo Seeman (60) : ‘

HALOPERIDOL
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CLORPROMAZINA

(=)=5-hidrox!=N,N~dipropi(-2-aminotetralina
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.

REQUISITOS DESEJAVEIS E NECESSARIOS AO RADIO-
FARMACO PARA USO EM DIAGNOSTICOS DE NEUROPATIAS
RELACIONADAS A RECEPTORES DOPAMINERGICOS D2

., Possuir a maior afinidade possivel aos receptores D2, jé
que estas patofogias estao,de alguma forma, relacionadas a
eles ;

., Ter alto coeficiente de particao , ou seja, afta {[iposso -
(ubilidade de forma a permitir a sua passagem pefa barreira
hematoencefd{ica e possibiflitar a sua passagem ao interior
do cérebro ;

. Provocar a menor intensidade possivel de respostas biolébgi-
cas no paciente, J& que para fazer o diagnbéstico basta sim-
plesmente que o fdrmaco se complexe com o receptor bioldgi-
co, & preferivel que este seja um antagonista ao invés de
agonista, O antagonista caracteriza~se por complexar com o
receptor sem produzir a resposta bioldgica do agonista, que
neste caso ¢ considerada efeito colateral. Na realidade, a
quantidade de radioférmaco que efetivamente chega ao
cérebro & muito pequena, da ordem de grandeza de nanogra-
mas., Entretando, mesmo nessas concentragcoes os mneuroflépti-
cos sdo capazes de sensibilizar os receptores D2

.
’

. Possuir um tempo de reten¢do que permita a feitura do mapa
da regiado a ser ana(isada .
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AFINIDADE DOS NEUROLEPTICOS PELOS RECEPTORES D2

A poténcia dos neurolépticos & diretamente proporcional
‘as suas capacidades de b(oquear os sitios cerebrais D2, Esta
interligagcdo fica evidenciada quando as doses clinicas médias
para controlar esquizofrenia (mg/dia) sdo comparadas cowm os
valores de IC 50, em que existe uma boa correfagdo.

Onde:

IC 50 = concentragoes de antipsicdticos dque inibem 50% da
(igagao estereoespecifica de IH-haloperidol.( IC S50
é uma grandezo que indica dquanto o meuroléptico se
figa, ou inibe o sltio neuroléptico) (29, 61).

Dos agentes estudados,as butirofenonas demonstraram ser
sensive{mente mais potentes que o0s fdrmacos femotiazinicos
além de possulrem me(fior ajuste a reta fog IC 50 (moles/([) x
dose clinica média para controle de esquizofrenia (mg/dia) ,

A IMPORTANCIA DIAGNOSTICA DA ESPIPERONA

Como dentre as butirofenonas a espiperona demonstrou
ser o agente mais potente ¢, por consequéncia,o mais afim pe-
(os D2, ela & considerada ideal para conceber radiofdrmacos
para diagnbsticos em neuropatias reflacionadas o sitos dopa-~
minérgicos (espiperona possui um dos menores valores de IC 50
que se tem noticia). ‘
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JUSTIFICATIVA DO BAIXISSIMD VALOR DE IC 50 DA ESPIPERONA

A andlise dos pré-requisitos estruturais de comp(exagao
dos agonistas de receptores D2 (60 ) ajuda a explicar porque
o antagonista espiperona se complexa tao intensamente com es-
s¢s receptores, como segue

Requisitos Necessdrios e Desejdveis a um Agonista
de Receptor Dopaminérgico D2 segundo Seeman (60 ) :

1- Possuir um grupamento que possa fazer ponte de hi-
drogénio no [(ocal equivalente a posigao 3 da dopamina :

HO
3 NH,

HO

Esse grupamento ird interagir com o receptor D2 propi -
ciando a complexagao. :

Ex: (-)-5-fidroxi-N,N-dipropi(-2-aminotetralina ( 60 ):

OH

Para interagir com o recepto- D2, a presenca de um se -~
gundo grupo capaz de fazer ponte de hidrogénio & desejével
mas nao essencial para atividade dopaminérgica.

Esse grupo nao exerce influéncia mnas aminotetralinas
como as 5~-N,N-dipropilaminotetralinas ;

Al
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2- Alta Solubil{idade por Lipides

A alta (ipossolubilidade nao & caracteri{stica suficien-
te mas necessédria.

Presumive(mente, segundo Seeman (60), a adigao de &to-
mos de carbono "apropriadamente [ocalizados” gumenta @ solu-
bilidade em biomembranas e, dessa forma, o agonista entra
mais rapidamente no cérebro ¢ mais rapidamente se associa Ai-
drofobicamente com o receptor D2 ;

3- Atomo de nitrogénio posicionado @ 0,6 A do plano do
anel que possui o grupamento capaz de fazer ponte de hidrogé-
nio @

OH

Este requisito caracteriza-se por ser essencial‘a po~
tencia dopaminérgica,

A presenca do anel fenila nao & essencial mas aparente-
mente serve para auxiliar o posicionamento entre o grupo dque
pode se (igar através de ponte de hRidrogénio (-OH, -F,...) e
o nitrogénio,

Concluindo, a molécuf{a deve ser suficientemente flexi -
vel a ponto de se posicionar de tal forma que permita go ni-
trogénio estar a 0,6 A do plono do anel,
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4- Distdncia menor do que 7,3 A entre o Grupo Capaz de
estabelecer Ponte de Hidrogénio ¢ o Grupo contendo Nitrogée-
nio @

Este requisito esté diretamente relacionado com e po-
téncia do agonista,

Outrossim, os compostos que possuem as wmaiores poten-
cias sdo aqueles que possuem uma distdincia menor do que 7.3‘.

Ex : A (¢£)-7-Ridroxi-N,N~dipropilaminotetralina ou (%)-7-
OlI-DPAT ¢ wmais potente do que a (%)-6-hidroxi-N,N-
dipropilaminotetralina ou (%)-6-OH-DPAT (60) :

23i P
\//
/

)

{2) 7- OH-DPAT 12) 6 -OH~-DPAT

Com base nos pré-requisitos de complexacao dos agonitas
aos sitios D2 ficam esclarecidos varios aspectos da complexa-
¢do da Espiperona

Espiperona possui grupamentos capazes de fazer pontes
de hidrogénio com o receptor D2 ;

Espiperona possuil alta (ipossolubilidade ;

»

- Espiperona possui também Atomo de Nitrogénio .

Espiperona possui dtomo de nitrogénio o uma distdncia
Prérima de 7,3A com relagdo ao dtomo de fl(Gor .
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1.5.2. A LSCOLHA DOS RADIOFARMACOS NO DIAGNOSTICO DE NEUROPA-
TOLOGIAS RELACIONADAS A RECEPTORES D-2 :

Como afirma Consuelo Arteaga de Murphy (53 ), o termo
"radiofdrmaco” foi alve de polémica j& que existem diferencas
entre esses compostos quimicos radioativos e os fdrmacos no
que diz respeito ao efeito farmacolbgico no sentido estrito
da palavra.

Contudo, como no uso dos primeiros se aplicam os prin-
clpios da farmacocindtica ¢ de controle de qualidade de fér-
macos,a denominacdo "radiofdrmaco” tem prevalecido (53) .

A A.L.A.S.B.I.M.N. "Asociacidén Latino Americana de
Sociedades de Biologia y Medicina Nuclear” define os usos
medicinais dos radioférmacos ( 39).

Segundo esta entidade, radioférmacos se caracterizam
por possuirem forma farmacéutica, quantidade e tipo de radia
¢do emitida,

Seus usos se resumem em:

., Uso Diagnéstico ;

. Uso Terapéutico.

A ALASBIMN considera que radiofdrmacos para diagnésti-
co "sdo verdadeiros tracadores radioativos dque sdo adminis-
trados com finalidade de visualizar a anatomia de um érgao
ou sistema, avaliar o comportamento fisiopatoldgico a nivel
de tecidos, analisar através de um metabolismo, o comportg
mento bioquimico ou determinar quantitativamente seus parime-
tros farmacocinéticos, comparando esses resultados com os ob-
tidos de um teste feito em seres Aumanos normais voluntdrios"”
{39). '
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1.5.3. ESTUDO DA ESPIPERONA COMD RADIOFARMACO PARA USO DIAG-
NOSTICO USANDO SPECT :

Como o préprio mome denota, a técnica de SPECT, "Single
Photon Emission Computed Tomography”, utiliza-se de radiofér-
macos emissores de radiagao gamn (ou emissores de fétons) pa-
ra produzirem as imagens que possibilitem a feitura dos diag-
nésticos. Portanto, para que a concepcdo desse radiofédrmaco
diagndstico seja possivel, a marcacao da espiperona deve ser
efetuada com um isdtopo emissor gama adequado.

O isétopo metaestével do Tecnécio ( M pc) possui ca-
racteristicas fisicas apropriadas para esta finalidade. Des-
tarte, o tecnécio-99m tem sido vestamente wutilizado (a nive(
Mundial) em pesquisa e producao de agentes diagndsticos. Suas
principais caracteristicas flsicas sao : '

- Possuir meia vida radiativa relativamente baixa :

t 1/2 =6,02 &

(esse valor de t 1/2 impede que o paciente, ao qual se
efetua o diagnético, fique exposto ‘a radiacao por perio-
do aprecibdvel de tempo) ;

- Radiagcoes emitidas adequadas ‘a utilizagao em pacientes :

Ll pode ser considerado um emissor gama puro ;

- Baixa energia dos raios gama emitidos :

% Tc emite gamas possuindo uma baixe energia média de
aproximadamente 142,7keV(o radiofdrmaco ¢é desenvolvido
de forma a possibil(litar que os raios gama emitidos sen-
sibi(izem o aparelfio de SPECT ¢ este, por sua vez, cons—

trua {magens regionais qualitctivcs’¢ semi-quantitati~
vas) .,
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II- OBJETIVOS

Os objetivos que mnorteiam o0 seguinte trabalho sao :

Otimizar o método de marcag¢ao da Espiperona com »s e
inicialmente proposto por Ballinger et alii(9);

. Fazer adequagao de metodologia que auxilie o desenvol(-

vimento de conjuntos de reativos congelados para marca-
cao "in situ” destinados ao diagnéstico de doengas ce-
rebrais relacionadas a receptores dopaminérgicos do ti-
po D2, como mal de Parkinson, esquizofrenia,doenga de
Huntington ;

Fazer estudos de distribuigcao biolbégica da espiperona
marcada (em tempos pré~determinados) dando é&nfase ‘as
captagdoes dos seguintes drgdos:

1.Coragao 6.Estomago

2,Pulmao 7.Cérebro subdivido em: . cerebelo
3.Bago " striatum”
4.Figado » cldrtex
5.Rins

11.4, Efetuar curva de decaimento plasmitico do complexo

SPDC -¥sTc,
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I11I- MATERIAIS

REAGENTES, SOLVENTES, SOLUCOES, SOLUCOES-REAGENTES :

,Acetato de amonio P.A.(Merck);

Acido acético glaciafl P.A.(Merck);

.Acido cloridrico O,1M;

.Acido formamidinosulfinico - FSA (Sigma);
.Cloreto estanoso diidratado P.A. (Merck);
.Cloreto de metil(eno P.A. (Riede( de Hien);
,Cloreto de sédio 0,9% - solugdo estéri( e apirogénica
(Drogasi();

.Cloreto de sddio P.A. (Merck);

.Cloroférmio P.A. (Merck);

.Dissulfeto de carbono P.A. - A.C.S. (Reagen);
.Ditionito de sddio P.A. (F.Maia);

.Espiperona (Sigma);

.Etanol P.A.(Merck);

,Heparina 5,000 UI/ml - "Liquemine” (Roche);
JHidrbéxido de sddio O,1M;

Hidrbéxido de sédio 2,5M;

Metanol P.A, (Merck);

.1-octanofl P.A. (CAAL);

.pertecnetato de sbédio -~ solugao estéril, apirogénica,
efulda de Gerador Mo - %STc (IPEN-CNEN);

.solucao fosfato 0,IM pH 9;

. tampdo fosfato 0,05M pH 6,8,

MATERIAIS GERAIS :

.Papel( cromatogrdfico com fibra de vidro ITLC-SG "Ins-
tant Thin Layer Chromatography - Silica Gel Impregna-
ted Strips” (Gelman Sciences);

.Papel Whatman no, 1 (WRR Balston Ltda);

JFiltro Mi((ipore O,2 um (Gelman Sciences);

.Vidraria de uso rotineiro em Laboratdrios.
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EQUIPAMENTOS :

.Microcomputador PC, XT 80-88, Modelo Nexus 2100 ;

.Calibrador de dose modelo Curitest,Siemens{Alemanha);

.Calibrador de dose Capintec 10BC (Estados Unidos);

.Centrifuga Sorval GLC-1 (Estados Unidos);

.Cintilador de Pogo com cristal de Nal(T()de 1,5"x1,5"
modeflo ANSR, Abott (Estados Unidos);

.Cintilador de pog¢o com cristal de Nal(T(), Berthold
{(Alemanha);

.Detector Berthold Spectrometer LB2040 (Alemanha);

. Espectrdmetro de Infravermelho Transform Fourier Per-
Rin~E(mer modelo 1360 (Estados Unidos) ;

.Aparelfiagem padrdio de Eletroforese.

ANIMALS

."Rattus norvegicus aflbinus” [inhagem Wistar, machos
com peso no intervalo de 200 a 3009g;

.Camundongos fémeas sufcos com peso no intervalo de 27
a 339;

Os animails foram alimentados com racao comercial e &~
gua "ad [(ibitum”,
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1V- METODOS

IV.1. PROCESSO DE MARCACAO

1vV.1.1, INTRODUGCAO

A espiperona em si ndo & capaz de se (igar com o tecné-
cio- 99m. Para possibifitar a marcacdo & mister transformi-(a
num derivado com poder complexante.

Uma alternativa consiste em modificar o grupamento ami-
dico secunddrio convertendo-o num derivado do tipo ditiocar-
bamato (15,51) num método sugerido por Ballinger et alii (9):

Q
0 : tN—
F—@-"!"(C“z)s—.
A

i)cs2
ii)NaOl-l
o}
’ﬂ N—C—S~ N2’
F C—(CHz)3— I
|
Ar

DITIOCARBAMATO DE ESPIPERONA
(SPDC)
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iv.1.2. METODOLOGIA DA SINTESE DO DERIVADO SPDC:
(segundo Ballinger et alii (9) )

1-Dissolver 10mg de espiperona em 10m( de etanol( absolu-

to ¢ resfriar o meio com banko de gelo-NaCl ;

2-Adicionar 0,2m[ de dissulfeto de carbono e alcalini-
zar o meio com Iml de hidrédxido de sbédio 7,5M;

3=-Deixar reagir por 20 minutos ‘a temperatura ambiente e

sob agitagdo;

4-Evaporar o meio reacional até a secura com aplicagdo

focal de g&s mitrogénio;

5-Dissolver o residuo com 30m( de dgua e ([avar trés

vezes com 10ml de cloreto de metileno para eliminar a

espiperona nao reagida;

6-A solugao aquosa : separd-fa ,diluf-laa 25ml com dgua

e envasar allquotas de O, 5m( em vidros de peni-

cifina ( frascos do derivado SPDC )
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IV.1,3, RENDIMENTO REACIONAL DA SINTESE ;
Para determinagcdo do rendimento do processo partimos de

de (0,019 de espiperona, seguir a metodologia acima descri-
ta e proceder aos seguintes cdlculos :

-Rendimento Teébrico (rt) :
1 mol espiperona (Cp3H,cFN3O,) - 395,4835¢g

x - 0,0100g

x = ntmero de moles deespiperona usados na reagdo

fogo: x = 2,5286 , E-5 moles de espiperomna
1 mol SPDC (Cp4H4sFN302S59Na) - 493,6039g
2,5286 . E-5 moles - rt

fogo: rt = 0,0125¢g

-0 cdlculo do Rendimento Prdtico (rp) se resume a:

rt - 100% rendimento
y - L 4
Onde: y = massa de produto obtido em (aboratédrio
rp= rendimento prético
Assim :

0,0125¢g - 100% rendimento

0,0120¢ - rp
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IV.1.4. DIFERENCIACAO ENTRE ESPIPERONA E O DERIVADO SPLC :

Espectros de Infravermelho:

A identificagdo foi efetuada a partir de duas curvas de
infravermel{ho para espiperona e derivado que aparecew as
bandas caracteristicas de cada composto.

IV.1.5. PROCEDIMENTO DE MARCACAO DO CONJUGADO PELO ¥8Tc :

Mo método de marcagao utilizou-sefrascos SPDC (metodo-
logia IV.1.2.), e adicionou~se sequencialmente :

- 0,5ml de sofugcao NapHPO4 0,1M (pH 9) ;

-~ 0,5ml de sofug¢cao salina a 0,9% ;

- 25,0uf de solucdo redutora(417ug SnClz.2 H,0/ml HC( 0,1M);

- 0,5ml de pertecnetato de sédio ‘Nc+ Tco;) possuindo ati-
vidade de 2 mCi ;

E, apbs deixar incubando por 15 Tgnutos, adicionou-se
15 gotas de etanol absoluto e fhomogeneizou-se .
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[V.1.6. CONTROLE RADIOQUIMICO DO PRODUTO MARCADO :

O controle de pureza radioquimica do complexo SPDC-
MRTc foi efetuado através de cromatografia em camada delgada
com suporte de fibra de vidro impregnado de slflica gel(croma-
tografia ITLC-SG) e eletroforese. Para calcular a porcenta-
gem de pureza radioquimica efetuamos adequagcao da metodologia
de forma a determinar primeiramente a porcentagem de impure-
zas presentes apbds o processo de marcagdo:

Determinacdo da Impureza Tecnécio Coloidal (TcOj):

A partir do produto marcado descrito acima fex-se cor-
rida cromatogrdfica ITLC-SG em fase mdvel cloroférmio-metanol(

(9:1),cortamos a fita em 16 partes de lcm contando-as em cin—
tilador gana,

EVENTOS
cPm

[]
N J
COMFKIMENTO
0 15 C=  DEFITA

% I'cO2 = % produto Rf = zero (Pico 1)

No Pico 2 (Rf 0,938) estdao presentes concomitantemente

o complexo SPDC-3Tc¢ e o TcOy4
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Determinacao da Impureza TcOg4q :
Lhiti:ou-sc‘bproduto marcado para fazer eletroforese em
suporte de papel Whatman no.1( com 12 V/ecm de fita ), tampao
fosfato pH 6,8(0,035M) e,apds 50 minutos de corrida, o papel
foi cortado em segmentos de lcm e contado em cintiflador gama.
(em contagens por minuto)

EVENTOS
CcCPM w

COMPRIMENTO
0 55 C»  DE FITA

% TcOy = % produto que foi detectado distante do [ocal de
aplicagcao da amostra (Pico 4)
Com os valores das porcentagens de impureza, calcy -
[ou-se a percentagemde pureza radioquimica:

% pureza -
radioquimica = 100% - ( ®TcO, + ®TcO4 )
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IV.1.7. OTIMIZAGAO DOS PARAMETROS DE MARCACAO:

ESTUDO DOS PARAMETROS DE MARCACAO :

A) ESCOLHA DO REDUTOR E ADEQUACAO DE SUA ESTEQUIOMETRIA :

A (iteratura fornece virias opcoes de redutores que e-
ventualmente poderiom ser utilizados.

Os redutores ecolhidos por nds foram o cloreto estanoso
por .er eficiente em virios processos de marcagcao e o &cido

formamidinossulfinico (FSA) (32,33,62) por ser, segundo Bal(lip

ger (9) e Fritzberg (30), o mais adequado dentre os tiorredu-
tores ,

--Metodologia da Marcacdo Utilizando ESA_como Redutor(9):

A cada frasco de penicilina contendo o derivado SPDC
adicionar

. 0,5mf de solugdo saling ;

. 0,5mf de pertecnetato de sédio com atividade de 2,0mCi

’

. 0,5ml de solucdo de FSA (10mg/m() ;
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Em seguida, para averiguar a estabilidade da marca-
cdo estudar os seguintes tempos de incubagdo :

tl = 5 minutos
t2 = 10 minutos
t3 = 15 minutos

Nota : antes de fazer as contagens, efetuar a purificacao quf
mica do complexo SPDC-Tc através de extragado com
cloreto de metileno j& que o processo forneceu baixa
porcentagem de rendimento radioquimico.

Visando descobrir a pureza radioquimica do método de
marcacdo direto fazer adicionalmente uma reagdo sem, no en-
tanto,proceder ‘a purificacao do produto marcado.

-- Marcacao Utilizando Cloreto FEstanoso como Redutor :

A metodologia utilizada na marcacdao com cloreto estano-
s0 estd descrita no {tem IV.1.5,

Nota: o cdlculo de pureza radioquimica foi efetuado sem que
o produto marcado fosse previamente purificado .
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Ensaio da Estabilidade do Produto Marcado :

O ensaio de estabilidade & efetuado para averiguar se o
redutor escolhido possibilita a formagcdo de um produto marca-
do estdvel com o decorrer do tempo de incubacao (esse procedi
mento visa saber se esse produto marcado & estdvel wo préprio
meio reacional). Dessa forma, sao feitas marcagcdoes em tempos
de incubagdo crescentes em que sao determinadas as respecti-
vas purezas radioquimicas. Caso as purezas radicquimicas de-
crescam bruscamente com o0 passar do tempo o produto & conside
rado instdvel e¢ sua constante de degradabilidade ¢ calculada
pelo método cinético da substituicao (para desvendar a qual
ordem de reagcao o0 processo pertence). No método cinético
adota~se uma equacdo de ordem determinada (primeira,se-
gunda, etc) e calcula~se para cada tempo uma constante de ve-
(ocidade. Se equagao da ordem escolhida fornece valores
iguais para as constantes de velocidade essa seréd justamente
a ordem da reagdo em questao.

Método da Substituigdo:

~ Testou-se a equa¢ao da reagao de primeira ordem e calcufou-se
uma constante de velocidade para cada tempo de reacdo:

kv = 2,303 (og a
t 10 (a - x)
Onde
kv = constante de velocidade }
t = tempo de reagdo ;
a = 100% de comp(exo integro :

»n
[

= porcentagem de complexo degradado.
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_Adequacao da Estequiometria do Redytor :

Procedeu-se ‘a otimizagcdo da quantidade de redutor para
evitar as impurezas indesejdveis TcOz e TcOq ™ .

Portanto, para acertar a concentracao ideal de redu-
tor fez-se um estudo estequiombtrico correlacionando niémero
de moles de SPDC versus nimero de moles do redutor cloreto
estanoso ( o parimetro varidvel foi a concentragcao de redutor
utifizada) .

B) TEMPO DE INCUBAGAO :

O parimetro”tempo” foi estudado de ta('foruu a determi-
nar o ponto exato de miéxima complexa¢cdo do derivado e a es-
tabifidade do comp(exo SPDc-”'Tc .

C) pH :

O pH do meio reacional foi adequado para possibilitar
uma boa marcag¢do. O intervalo de pH estudado foi de 7 a 10,

D) ATIVIDADE DO TRACADOR ¥71¢ :

Ndo foram estudadas as atividades mais altas, j& que na
ciinica nao teriam grande interésse. As atividades testadas
foram de 1,5 mCi e 2,0 mCi.

E) MASSA DE SPDC :

A adequacdo da quantidade de SPDC a ser utifizada foi
efetuada variando sua massa no seguinte intervalo :

114 ug - 600 ug
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IV.2. DETERMINACAO DO COEFICIENTE DE PARTICAO DO COMPLEXO
SPDC-\Tc

A um frasco de penicilina contendo o derivado SPDC,proce

demos o marcagdo com MTc ¢ extraimos o (lquido resultante
com 2,0ml de 1-octanol(. Separamos 1lml[ de fase orgdnica ¢ adi-
cionamos 1lm{ de &gua, agitamos vigorosamente por S minutos,
centrifugamos por S minutos e separamos as duas fases re-
sultantes.
Para cada fase, retiramos S aliquotas de igual volume
e contamos no calibrador de doses. Fizemos a determinacao de
5 coeficientes de partigao (c.p.), como segue:

coeficiente f.o.
de = {og
particéo f.a.

contagens de eventos na fase orgidnica ;
contagens de eventos na fase aquosa,

P O
n

Para o cdlculo do coeficiente de particido do complexo
temos

c. ’
coeficiente de par- ?

=
ticdo do complexo
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1V.3. DESENVOLVIMENTO DO CONJUNTO DE REATIVOS PARA MARCACAO
"IN SITU" :

A fim de permitir que o processo de marcacdo pudesse
ser também efetuado fora de nossos (aboratdrios fez-se o de-
senvolvimento de um conjunto de reativos para preparacao do
processo de marcacao "in situ”.

Para isso, foram testadas véadrias formas de acondicio-
namento dos reagentes de marcacao. O processo wutilizado con-

sistiu no congelamento dos frascos de penicilina da seguinte
forma:

~ tomar iguais volumes de solu¢cdo de derivado SPDC e solugdo

de fosfato dibdsico de sédio 0,IM e nitrogenar por meia ho-
ra ;

~ preparar a solugcdo redutora adicionando 8,34mg de cloreto

estanoso em 20m( de solugcao nitrogenada de dcido cloridrico
0,1N ;

- a cada frasco de penici(ina {acrado e possuindo vdcuo em
seu interior adicionar 1Im( da solugcao SPDC- fosfato e
325 ul da soflucao redutora e congelar a ~ 4°C,

Para efetuar a marcacao basta degelar o frasco de peni-
cifina, adicionar 0,5m( da solugcao de pertecnetato de sé~
dio (4mCi/m() e deixar incubar por 15 minutos.

A estabil(idade do conjunto de reativos foi estudada num
intervalo de tempo de dois meses. A cada semana, a marca-
c¢do dos reativos foi efetuadn em tripl(icata e, [ogo em se-
guida, foi efetuado o controfe radioquimico ,
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IV.4. ENSAIO DE TOXICIDADE BIOLOGICA:

Fot efetuado segundo método da Associacao Argentina de
Biologia e Medicina Nuclear ( 7 ).

Em (otes de 5 camundongos brancos de 20 a 309 de peso
foram injetados 0,1 a 0,2ml da substdncia em estudo via veia
dorsal da cauda ( a administragcao ndao deve ser superior a 5
segundos)

Antes da substdncia ser considerada atéxica, foram a-
guardadas 6 horas, periodo no qual nao deverd haver morte de
nenfium animal, .

A quantidade ou volume injetado aos camundongos por
quilograma de peso foi varias vezes superior ‘aquelas empre-
gadas em seres Humanos ( de 100 a 500 vezes maior).

Para a execu¢do deste tipo de ensaio, foram utilizados

2 [otes de 5 camundongos e fol administrada uma efevada dose
de SPDC nao marcado.

Humano adulto 7ORg - 240 ug SPDC (1 dose)

1 camundongo 35 10-3&9 - x

x =2 0,12 ug (valor equivalente a 1 dose por camundongo)

0,12 aug - 1 dose

massa de fadrmaco
administrada no animal~ y

y = nimero de doses edministrada em 1 animal equivalentes

a
1 individuo adulto de 7Okg.
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Apds termos injetado o fdrmuco, 0s animals foram obser-
vados nos seguintes tempos:

10, 20, 30, 60, 120, 240, 1440 minutos.

IV.5. DISTRIBUIGCAO BIOLOGICA:

O estudo de distribuicdo bioldgica foi efetuado visando
averiguar se o complexv SPDC-¥Tc ¢ capaz de ultrapassar a
barreira fhRematencefd(ica ¢ permanecer no cérebro por algum
tempo de forma a possibitar a obtencdo dos mapas pela técnica
de S.P.E.C.T. ("Single Photon Emission Computed Tomography").

Foram utif{izados ratos sendo primeiramente os animais
anestesiados com uretana e, [ogo em seguida, injetado atra-
vés da veia dorsal peniana o complexo SPDC-¥Tc , Apds espe-
rar decorrer determinados intervalos de tempo, os animais fo-
ram sacrificados por decapitacdo e seus sangues, recolhidos
em frascos fReparinizados, Os tempos estudados consistiram em
1, 5, 15, 30, 60 minutos ¢ 3 a 5 animais foram utilizados pa-
ra a determinagao de cada tempo.

Visando avaliar a captagdo do complexo, procedemos ‘a
dissec¢cao de cada animal e separacao dos respectivos brgdos
para contagem em cintilador gama incluindo:

- coragao - ftgado - intestino delgado
- pulmao - rim - cérebro ("striatum”, cértex,
- bago - estdmago cerebelo)

Adicionalmente foi efetuada uma nova distribuigcao bio-
(bgica simiflar a supracitada em que os receptores D-2 foram
previamente b(oqueados com Hhaloperidol (ndo-marcado) e, apds
ter decorrido um intervalo de tempo de uma hora o

complexo
SPDC- 8 Tc foi administrado.
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A partir dessas contagens foram calculados os seguintes
parametros: ¥

CPM/g de brgao

% dose/g 100

[}
L,

dose administrada (CPM)

CPM/érgao
% CPM/ébrgao

x 100
CPM total dos b8rgaos analisados

Esse parametro de estudo cariacteriza-se por trabalhar
somente com as contagens dos b6rgaos escolhidos para serem es-
tudados.

CPM/ébrgiao
% dose/bdrgiao = x 100
dose administrada (CPM)

Onde: CPM = contagens por minuto

# Esses parGmetros foram determinados em microcomputador atrg
vés de plani(fia de célcuflo,
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IV.6. CURVA DE DECAIMENTO PLASMATICO DO SPDC- ®Tc :

Pura determinacao da curva de decaimento plaswmitico fo
ram colhidos sangues de ratos Wistar nos seguintes tempos :

1, 5 , 10 , 20, 45 e 60 minutos
(para cada tempo foram utilizados 5 enimais)

Cada amostra de sangue Reparinizado com Liquemine fol
centrifugada com wmm ali{quota de 100 ul{ de pl{asma sendo com-
tada em cintilador gamm.

Para calcular a porcentagem da dose administrada de

SPDC-”'Tc presente no sangue total em cada tempo estudado
fizemos os seguintes célculcs :

% Dose Plasmdtica / mf = Y = CPM plasma (em Im{) x 100
CPM poadrao

% Dose Plasmdtica Total = Y x volume plasmitico

Onde :
(31)
Volume Plasmdtico = volemia x ( 100 - He real )
100
(1,45)
Volemia 3 peso do animal x 0,0575
(66)
He real = He (ido x 0,91 x 0,96

(Hematdcrito real)
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V=-RESULTADOS

V.1. PROCESSO DE MARCACAO:

V.1.1. RENDIMENTO REACIONAL - FORMACAO DO DERIVADO SPDC:

O rendimento de rea¢cdao obtido foi de 96,0%.

V.1.2. DIFEXENCIACAO ENTRE ESPIPERONA COMERCIAL (SIGMA) E O
DERIVADO. DE ESPIPERONA SINTETIZADO NO LABORATORIO

Espectros de Infraverme(fio dos dois Compostos :

H
60+
a0 2 N
20}
40 209 2000 2800 2330 %0 1508 e w:w ‘ 7;0 P
[ ]

CURVA 1 - ESPIPERONA
CURVA 2 - DITIOCARBAMATO DE ESPIPERONA

freqﬁéncids das (igagdes :
C=S : 1100 cm'

N-H 3500 cnm
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V.1.3. TECNICA DE MARCACAO DO SPDC COM ' Tc -ESCOLHA DO TIPO
DE REDUTOR:

ENSAIO DE ESTABILIDADE DO COMPLEXO SPDC-¥%Tc

% PUREZA RADIOQUIMICA :

Tempo de Incubagdo FSA SnCl, . 2H,0
{minutos)
5 95,48 | 92,17
10 90,77 92,13
15 83,11 92,72
60 57,59 91,56

O processo de marcacdo que utilizou o redutor cloreto
estanoso resultou em complexos estdveis (no 1intervalo de
uma fora).Dessa forma o chlculo da constante de degradabili-
dade foi efetuado somente para o método de marcacdo que uti-
(izou o FSA,
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DETERMINAGCAO DA CONSTANTE DE DEGRADABILIDADE DO
PRODUTO DA MARCACAO EFETUADA COM O REDUTOR FSA
METODO DA SUBSTITUICAO

- Testada a equagio da rea¢do de primeira ordem , calculamos
as constantes de velocidade para cada tempo de reacao:

tl= 5 minutos - kv 1 = 0,0093 min ~1

t2a 10 minutos = kv 2 = 0,0097 min 1

t3= 15 minutos - kv 3 = 0,0092 min~1

t4= 60 minutos - - kv 4 = 0,0092 min~1
r=e-0,99

As constantes de velocidade calculadas deram valores
praticamente iguais @

kv = 0,0094 %+ 0,0003

kv

(SPDC),~ ¥ Te n SPDC  + e
complexo produtos de degradacao

MARCACAO UTILIZANDO FSA COMO REDUTOR
SEM PURIFICACAO DO COMPLEXO SPDC~ %%8Tc :

A pureza radioquimica obtida nesse processo foi de 50%
sendo que 39,10% do tecnécio permaneceu sem complexag¢do, como
TcO4™ e o0s 9,89% restantes consistiram da impureza TeO,.
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V.1.4. OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DE MARCA{AO:

A) ESTEQUIOMETRIA DO REDUTOR :

Nimero de Moles NGtmero de Mo(es (%) Pureza
SPDC snCl, . 2 H,0 Redioquimica
1 : 2 57,81
1 : 1 65,60
7 : 1 87,85
10 : 1 92,72
11 : 1 91,09
15 : 1 90, 55
B) TEMPO DE REAGCAO :
Tempo de Incuba¢do (%) Pureza
(minutos) Radioquimica
5 92,17
15 92,72
60 91,56




¢) pH REACIONAL
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°
pll (%) Pureza (%) TcO;
Radioquimica
6,0 86,90 13,10
7,5 92,72 7,28
9,0 91,39 8,61
d) ATIVIDADE DE 'Tc :
Atividade de (%) Pureza
MTe (mCi) Radioquimica
1,5 91,22
2,0 92,72
E) MASSA DE SPDC :
massao (%) Pureza
de SPDC (ug) Radioquimica
114 92,72
228 92,77
600 79,19
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V.2. COEFICIENTE DE PARTICAO (C.P.) :

Atividade - Fese Atividade - Fase Coeficiente
Orgdnica (uCi) Aquosa (uCi) de Particao
37,30 0,62 | 1,?8
28,10 0,59 | 1,68
25,60 0,60 1,63
27,90 0,62 1,65
27,30 0,63 1,64

CP= 1,68 x 0,06

V.3, CONJUNTO DE REATIVOS PARA MARCAGCAO "IN SITU" :

Ao testar a eficiéncia de marcagcdo do conjunto de rea-
tivos constatamos uma pureza roadioquimica de 96% .0 estudo de
estabilidade demonstrou que no intervalo de 2 meses o conjun~

to de reativos manteve suas caracteristicas praticamente inafl
teradas (com degradacdo menor que 2%).
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V.4. ENSAIO DE TOXICIDADE BIOLOGICA :

V.4.1. DOSAGEM :

A massa utilizada para ser injetada em cada ani-
mal foi de :

500 doses (esse valor a ser administrado em cada ani-
mal ¢&¢ equivalente a uma dose 500 vezes maior do que a-
quela a ser usada no paciente).

V.4.2, COMPORTAMENTO DOS CAMINDONGOS AO ENSAIO :

Apbs a inje¢cao do fdrmaco ndo foi notada nenfiuma espé-
cie de mudanca no comportamento dos camundongos.
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\'.5. DISTRIBUICAO BIOLOGICA
Tabela 1 - Captacao do complexo SPDC- T :
TABELA _=_1
X DOSE / ¢

1 MIN. 5 MIN. 15 MIN, 30 MIN, 60 MIN.
coragao 1,8140,21 | 0,7840,10 | 0,73%0,16 | 0,6240,20 | 0,49+0,18
pulmao 2,3840,44 | 1,8540,30 | 1,73#0,45 | 1,7140,32 | 1,36%0,13
baco 0.7240,37 | 1,8220,45 | 2,21#1.86 | 2,2240,58 | 1,6740,17
floado 1,8830,42 3,7140,26.| 4,39+1,12 4,35+0,78 4,1040,57
rim 1,1840,05 | 1,5820,16 | 2,92#0,11 | 5,1042,42 | 3,4740,57
estomago 0,16+0,0)3 0,1740,04 | 0,1740,01 0,25+0,08 | 0,20%0,08
int.del. | 0,2430,05 | 0,37+0,07 | 1,0140,26 | 1,5940,97 | 0,71+0,40
cerebelo 0,1740,0) 0,09+0,03 0,06+0,03 0,08+40,03 0,0540,01
striatum | 0,2140,02 | 0,1030,02 | 0,0640,02 | 0,0740,01 | 0,05+0,01
cortex 0,1140,01 0,0840,02 0,05+0,02 0,05¢0,02 0,0440,01
sg.total 4,69+0,65 2,7440,29 2,5840,65 2,3240,30 1,7840,22




Na Tabela 2 os valores de
em % da dose adwmini{strada / érgao :
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TABELA_=_2

captac¢éao

estdo expressos

% DOSE / ORGAD

pror.

1 MIN, 5 MIN. 15 MIN, 30 MIN. 60 MIN.
coracdo 1,2520,71 | 0.6620,10 | 0,5920.08| 0,5020,17| 0.3320,04
pulmio 3,0240,68 | 2,4040,62 | 2,01+0,38 | 2,0820,69] 1,91%0,06
bago 0,3340,16 | 0,8740,15 | 0,8120,72| 0,7920,15| 0,8040,19
figado 18,2323,12 |33,9421,55 | 36,4926,04 | 36,0125,13| 36,4120,8)
rim 1,9320,18 | 2,5720,33 | 4,3920,54 | 7,2143,26| 6,1020,74
estdémogo | 0,2420,03 | 0,2520,03 | 0,2400,01| 0,3420,11| 0,2540,12
int.del. | 0,1820,04 | 0,3220,09 | 1,0140,22 | 1,5620,87| 0,3920,26
cerebelo | 0,0520,01 | 0,0230,0: | 0,0240,01| 0,0220,01| 0,0120,01
striatum | 0,0540,01 | 0,0320,01 | 0,0240,01( 0,0240,01| 0,0140,01
cor’ =x 0,120,031 | 0,09$0,03 | 0,0640,02| 0,06+0,02| 0,050,01
sg.total [62,1747,91 | 34,4740,87 | 30,2846,29 Lza,os:s.:z 20,9740,78
somatdrio|87,57¢8,56 | 75,6221,92 | 75,9248,78 | 76,6828,70| 67,2341,97
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A fim de estudar as porcentagens de captacao somente dos
drgaos dissecados fizemos estudo do pardmetro ¥CPM/érgao.Esse

pardmetro ¢ calculado dividindo-se a captacdo do drgao pela
soma das captagcdes dos drgdos dissecados (Tabela 3).
TABELA_-_2
% CPM / ORGAO
1 MIN, S MIN. 15 MIN. 30 MIN. 60 MIN,
coracgao 1,9140,24 | 0,8740,11| 0,7740,05] 0,65¢0,23| 0,48+0,04
pulmio 3,4020,53 | 3,1840,74 | 2,65:0,06| 2,70+0,82} 2,84%0,12
baco 0,3840,20 | 1,15:0,19 | 0,97+0,74 | 1,02+0,11| 1,19+40,25
figado 20,9244,56 | 44,8730,74 | 48,21+1,14 | 46,85%24,20 | 54,1740,86
rim 2,2040,0) 3,4040,46 5,85¢0,74 9,67+5,18 9,0540,80
estomago 0,2740,03 | 0,33+0,04 | 0,32+40,05 0,4540,13 0,37+0,17
ing.del. | 0,20$0,03 | 0,4320,12| 1,32$0,05| 2,11#1,34| 0,5840,37
cerebelo | 0,05:0,01 | 0,03%0,01 | 0,02$0,01! 0,0320,01| 0,0240,00
striatum | 0,05:0,01 | 0,0440,01 | 0,0240,00| 0,0240,01 0,0240,01
cortex 0,1420,01 0,1240,04 0,08+0,00 0,08+0,03 0,0840,01
sg.total [ 70,48%4,14 | 45,5920,81 | 39,78+0,91 | 36,4245,48 31,1940,09
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DISTRIBUICAO BIOLOGICA EFETUADA COM
ADMIN]ISTRACAO PREVIA DE HALOPERIDOL

TABELA_ 4
% DOSE / @
30 MINUTOS 60 MINUTOS
cora¢cdao 0.34+0,01 0,5040,14
pulmio 0,7140,14 0,7440,08
6ac;‘“ 0,6930,26_ 6,6510,20
figado 1,6040,48 1,69%0,31
rim 1,0740,14 1,5540,19
estomago 0,10+0,05 0,09+0,01
int.defg, 0,4840,09 0,5040, 34
cerebelo 0,03+0,00 0,04+0,01
striatum 0,0420,02 0,03+0,01
coretex 0,0340,01 0,03+0,01
sg.total 0,10+0,03 0,1340,02




DISTRIBUICAO BIOLOGICA EFETUADA COM
ADMINISTRACAO PREVIA DE HALOPERIDOL
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TABELA_S

% DOSE / ORGAO

30 MINUTOS 60 MINUTOS
coragao 0,4140,03 0,56+0, 30
pulmio 1,25+0,22 1,38+0,39
bago 0,34+40,09 0,2840,05
flygado 15,462+3,04 16,22+41,52
rim 2,21+0,48 3,1740,33
estomago 0,16+0,07 0,1840,07
int.delg. 0,36%0,06 0,56+0,52
cerebelo 0,01+0,00 0,01+0,00
striatum 0,01+0,00 0,01+0,00
chdrtex 0,0420,01 0,0430,01
sg.total 1,7620,36 1,90+0,29

e —— -t
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V.6. VOLUME PLASMATICO E HEMATOCRITO DE CADA ANIMAL :

TABELA_G
Ntmero Peso(g) Vofume Plas- Hematbcerito

Rato mitico (m()
1 115 4,65 34
2 118 4,60 37
3 96 3,54 41
4 105 3,82 42
5 108 4,15 38
6 105 : 4,03 38
7 100 3,79 39
8 120 4,19 45
9 116 4,11 44
10 95 3,65 38
11 105 3,61 46
12 92 3,40 41
13 929 3,70 40
14 110 4,12 ' 40
15 167 5,91 44
16 186 6,59 44
17 143 5,13 43
18 159 5,87 41
19 152 5,30 45
20 136 5,02 41
21 132 5,34 34
22 162 5,98 41
23 144 5,31 41
24 138 5,30 38
' 25 132 4,61 44
26 134 4,81 43
27 162 5,90 42
28 133 4,78 43
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V.7. NIVEIS PLASMATICOS DE SPDC-™Tc x TEMPO DECORRIDO APOS
A ADMINISTRACAO DA DOSE :

PORCENTAGEM DA DOSE ADMINISTRADA

tempo
( min.) PLASMA TOTAL PLASMA / wmlL
1 22,63 + 3,00 4,48 + 0,78
5 14,61 + 1,91 2,71 + 0,34
10 12,91 # 2,22 2,34 + 0,04
20 11,98 + 4,02 3,25 + 1,12
45 8,68 + 0,39 2,15 + 0,16
60 8,68 + 1,19 2,10 + 0,19
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CURVA DE DECAIMENTO PLASMATICO DE SPDC-Tc EM
RATOS WISTAR (% DOSE ADMINISTRADA X TEMPO DECORRIDO)

22,6
CURVA DE
DECAIMENTO PLASMATICO
14,64
12,9
12,9
8 » 7 4

TEMPO

1 510 20 45 60 MINUTOS
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VI-DISCUSSAO

A sintese do derivado SPDC foi efetuada com alto ren-
dimento e o produto foi posteriormente isolado quimicamente
do meio reacional pcra que sua pureza fosse ainda maior,

O processo de marcacdo foi inicialmente estudado com a
utilizagao de dois tipos de redutores diferentes.

O FSA, confirmando os resultados de Ball[inger (9) pro-
porcionou uma incorporacdo de apenas metade do ¥ Tc enquan-
to que pa.a cloreto estanoso obtivemos valores prbéximos de
100% .Processos utilizando fon pertecnetato como tragcador e o
cloreto estanoso como redutor podem ser cousiderados cléssi-
cos devido 'a sua vasta utilizacao em radiofarmbécia, Pertecne-
tato promove as marcagoes de vdrios tipos de moléculas apds

sofrer redugdo em presenca de sofucoes dcidas de cloreto estg
noso.

Estudos de estabilidade do produto marcado foram feitos
tendo em vista que sua integridade é muito importante para a
feitura de uma boa distribuigcao biolbgica, Dessa forma, estu-
dando o pardmetro estabilidade até o intervalo de tempo de
1 hora ficou evidenciado que cforeto estanoso forma produ~
tos marcados que praticamente nao se alteram e FSA ( proposto

no trabato original de Bafllinger(9) )} os concebe com instabi~
(idade.
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Os c8lculos de degradabilidade foram efetuados para os
complexos obtidos através do redutor FSA e, através do método
cindtico da substituic@o verificamos dque, quando testada
uma equacao de primeira ordem, obtivemos valores fixos para
as constantes de velocidade (para os diferentes tempos estu-
dados). Ficou entao comprovado que o processo de degradagao
obedece a cinética de uma reag¢ao de primeira ordem.

Os resultados dos ensaios para a escolha do redutor dei
xaram claro que o FSA é um redutor insatisfatébrio se compara-
do ao cloreto estanoso .,

COM RESPEITO AOS PARAMETROS DE MARCACAO TEMDS :

- Estequiomctria do redutor Cloreto Estanoso .
Demonstrou influenciar sensivelmente o rendimento de
marcagdo ¢ o relagdo estequiométrica ideal (em termos de nt-

mero de moles) foi de:

CONJUGADO 10

LX)
[

REDUTOR

(SPDC) , (CLORETO ESTANOSO)

- Tempo _de_Reagio ;.

No intervalo de tempo estudado a pureza radioquimica
praticamente nao se alterou. Entdo, em termos de praticidade
e dindmica de marcagdo, os tempos menores foram osescolhidos
mormente o tempo de 15 minutos por promover um valor de pure-
za radioquimica um pouco maior.
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- pH Reacional :

O meio reacional &cido propicia a formagcao de tecnécio
coloidal (TcOz) (2,6,64,68) :

- 2+ + 4+
[TcOg) + Sn +4H TcO,.2 HO + Sn

Pudemos verificar que os teores de TcO, como impureza
foram diminuldos em pH’'s menos &cidos. Porisso que os pH's
mais alcalinos demonstraram ser mais adequados e responséd-
veis pela redugcao dos teores de tecnécio cofoidal. O pH adota
do por nds foi o de 7,5 por ser o mais préximo do pH fisiol(é-
gico.

- Atividade_de_ ¥ Tc_:_

Verificou-se que o parimetro atividade do tracador nao
altera significativamente o processo de marca¢ao jd& que a
quantidade de tecnécio & muito menor do que a quantidade da
substdncia a ser marcada; dessa forma testamos duas ativida-
des e adotamos 2,0 mCi para todas as marcagcoes.

- Massa____do__Derivado SPDC ;:_

A massa escolhida foi de 228 9 porque propor-
ciona a melhor marcacado.

- Rendimento de Marcacdo :_

Esse pardmetro foi considerado bom ,
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Com reflacdo ao alto valor calcuflado do coeficiente de
particao podemos dizer que ele indica que o produto marcado
¢ favordvel a estudos cerebrais.

E interessante notar que o coeficiente de partigcao do
complexo SPDC-Tc ( 1,68 ) ¢é um valor muito préximo ao
da prépria espiperona { 1,75 ). Isso significa dizer que, mes
mo depois de transformar a espiperona no derivado SPDC e
marcar esse Gltimo com ¥ Tc, ndo houve significativa mudan-
c¢a nas caracteristicas farmacocinéticas desse fadrmaco com re-
(agao a seu coeficiente de partigao.

Com respeito ao conjunto de reativos podemos dizer que
seu desempenho de marcacdo foi satisfatdrio e que esse fator
¢ muito favordve(l 'a utifizagao desse radiofdrmaca.

Segundo o Ensaio de Toxicidade, o devrivado & conside -
rado inbcuo "in vivo"”. Apesar da espiperona estar entre os
neurolépticos mais potentes que se conhece, o seu derivado
quando injetado em camundongos nao provocou nenfiuma resposta
biologica que se refl(etisse no comportamento desses animais.

De posse dos dados de distribuigcao biolbdgica realizados
notamos que a principal via de metabolizacao do produto marcg
do parece ser a hepdtica,.Como demonstra a Tabela 2, apbs de-
corridos os primeiros 5 minutos cerca de 34% de toda a dose
administrada se encontra nesse érgao, permauecendo entdao pra-
ticamente constante,
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A fim de se estudar as porcentagens de captagcao so-
mente dos Orgaos dissecados fizemos estudo do parametro
% CONTAGENS POR MINUTO / ORGAO (Tabela 3).

Essa tabela corrobora para a teoria de que o produto
marcado seja metabolizado pela via Hhepdtica pois enquanto o
clareamento sanguineo estd acelerado nos 5 minutos iniciais,
a captacao do flgado estéd praticamente se duplicando.

A captagdo expressa em % CPM / ORGAO também evidencia
a afinidade do complexo ( produto marcado ) pelo cérebro mor~
mente pelas regioes do "striatum” e cerebelo j& que no inter~-
valo de 15 para 60 minutos esses vafores permaneceram cons-
tantes. A fixacao principalmente no "striatum” & muito {mpor-
tante e favordvel ao uso desse produto como agente diagnbsti-
co.
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VI1. CONCLUSOES :

A sintese do derivado SPDC foi viabilizada com alto

rendimento ¢ o produto obtido foi posteriomente purifi-
cado quimicamente ;

O processo de marcagao foi desenvolvido de forma a ob-
ter uma alta taxa de incorporagcdo de M Te no deri -
vado SPDC sem, no entanto, ser necessédria nenfhuma
purificagcao posterior ;

- Os conjuntos de reativos congelados demonstraram viabi-—

{idade de dispensa¢cao do radiofdrmaco para marcagcdo "in
situ” com 98T ;

O produto marcado demonstrou possuir alto vafor de coe~
ficiente de partigcao. Esta caracteristica é muito favo-
rével e importante para os agentes a serem utilizados
em estudos cerebrais j4& que a passagem pela barreira

fhematoencefdlica & grandemente favorecida por compostos
[ipossollveis ;
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O firmaco espiperona demonstrou possuir baixa toxicida-
de ;

A otimizagcdo das condigcoes de marca¢do imcluiram tempo

de reacao, pH, redutor, massa de espiperona ;

O produto marcado demonstrou possuir afinidade pelos tg
cidos cerebrais como o "striatum”, cédrtex e cerebelo.No
"striatum”, regido onde se encontram os receptores dopag
minérgicos D2 em grandes quantidades, foram verificados

os maiores niveis de captacao cerebral ( expressa em
% dose/g ) ;

Apbs ocorrer o bloqueio dos receptores D2 (cérebro) fi-
cou demonstrado que as captacoes nessas trés regioces
cerebrais ficaram igualadas (Tabelas 4 ¢ 5) fortalecen~
do a idéia da existéncia de intera¢do do tipo flrmaco-

receptor, ou seja, afinidade do produto marcado pelos
receptores D2 ;
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—EINALIZACAQ

Com o desenvolvimento de um fdrmaco como a espiperona,
servindo a mil(tiplos propdsitos dentro da moderna Psicoradio-
farmacologia, julgamos ter (ogrado um tento no desenvolvimen~-
to da moderna Radiofarmécia e Medicina Nuclear.
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