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PREPARAÇÃO E DISTRIBUIÇÃO BIOLÓGICA DO COMPLEXO DITIOCARBAMATO
DE ESPIPERONA- !SlTc .AGENTE DIAGNÓSTICO POTENCIAL DE PATOLOGIAS
CEREBRA'S RELACIONADAS AOS RECEPTORES D-2 APRESENTADO SOB

FORMA DE CONJUNTO DE REATIVOS PARA MARCAÇÃO "IN SITU"

A Psico/armacoíogia tem descoberto muito a respeito dos
receptores dopamínèrgicos D2 e sua inter relação com patologi-
as cerebrais,tais como maí de Parkinson, esquizofrenia, doen-
ça de Hunting ton. Esses receptores biológicos possuem afinida
de com o agente endògeno do p ami na. de forma a se compíejcar e,
em indivíduos normais, estes contribuem para estabelecer o
equilíbrio entre os níveis de dopami na e acetilcolina livres.

Em especial, estudos com cére6ros "post-morten" de indi.
vlduos esquizofrênicos mostraram que estes possuem um número
consideravelmente maior de receptores DZ resultando em taxas
menores de dopamina livres quando comparadas'as de indivíduos
normais.

Por sua vez as pessoas que possuem a doença de Parkin-
son geralmente possuem evidências anatomopato lógicas na subs-
tância negra e fibras dopamintrgicas nlgroestriadas de forma
a diminuírem as taxas de ação dopamínéroica nesses locais.

Assim, agentes psicotrópicos antagonistas dos D2 por
apresentarem grande afinidade a esses receptores têm sido
transformados em radiofàrmacos com o intuito de efetuarem-se

/ diagnósticos de neuropatias.
O complexo dltlocarbamato de espiperona- ""Tc estudado

por nós i um potencial agente diagnóstico por ser acentu-
adamente llpossolüvel e aítamente afim pelos receptores D2
além de ser emissor gama possibilitando o uso da técnica
SPLCT ("Single Photon Emission Computed. Tomography") que i
mais viável economicamente quando comparada com a técnica de



I'LT ("Positron Emission Tomography") .
Destarte, o ditiocarbawato de espiperottef SPDC ou spipe-

ron d i thiocarbaumte) foi por nós sintetizado a partir da rspi
perona e sua marcação (compíexação) através de tecnécio 99m
foi efetuada tendo seus par intent r os estudados e otimizados.

Em seguida, a rfistrióuição óioíófica foi realizada em ra
tos Wistar com as captações espfênica, cardíaca, ftepdtica, es.
tomacaí , pulmonar , renal , sangüínea, intestinal e cerebral
sendo determinadas.

Foi estabelecida a curva de decaimento pi asma tico do com
plexo SPDC-)'*Tc a partir de dados obtidos da ratos Wistar
e desenvoívida metodologia de preparo de conjuntos reativos
para o6tençao do produto marcado.



UITHIOCAKBAMATE - 5J"Tc KIT
A POTENCIAL DIAGNOSIS AGENT FOR DOPAMINERGIC
0 2 BRAIN PATHOLOGIES - BIOOISTRIBUTION

Marcos Moisés Gonçalves

ABSTRACT

Psichopharmacology has been discovering much about the
D2 dopamine receptors and their interrelationship to brain pft
xologies sue ft. as Parkinson's Disease, Schizophrenia and Hun-
ting ton Disease. Tnose biological receptors have got affinity
with dopamine endogenous agent, so that they complex and, in
non pathological individuals, the biological receptors contri
bate to bring the levels of dopamine and free acethylcholine
into equi Iiorium.^

"Post marten" 6rain studies in schizophrenic individuals
have specially showed that they have got a considerable large
amount of D2 receptors. Therefore, free dopamine (non comple-
xes) rates are.lower then the ones found in non pathological
individuals.

On the other hand, Par kinsonian individuals generally
have anatomical-pathological evidence* such as injurie» in
the" su6stancia nigra" and nigrostriatal dopamine fibers, so
that dopamine rates are decreased in those areas.

Thus, D2 antagonic psychotropic agents because of ha-
ving got strong affinity with those receptors,have been being
transformed into radiopharmaceuticals to diagnose these pat no.
logical disease of Central Nervous System. The Spiperone Di~
thiocarbamate complex studied for us is a potencial diagnosis
agent because of being highly liposoluble and having close



refationsnip with D2 receptors . Besides, it is a pfcotou
emitter, af(owing the use of SPECT (SingCt, Photon Emission
Computed Tomograpny) teefcai^ue, wick is econo»icafiy fess
expensive if compared to tne PET (Positron Emission. Tomogra-
phy) technique. *^ , L _ ~

So, we have sintnesized ípiperon Ditniocar6a«otev/rom
Spiptron^Jini His "c^mpiexation witfc Tec/inetiiu»-99w nas 6een
prepared with its reaction parameters a/ter 6eing stniíierf ami

improved.^1 ,.-,*••

j. The 5PDC-55áTc coMpíex 6ioíogica( distribution fcas 6een

Made in Vfistar rats and tfce uptaie of spfeen, neart, fiver,

stomacn, íuna, àidney, 6íood, intestine and 6rain nave 6een

resofved.

r>J*ne pfasmatic ciearance curve fcas 6een 6ased on Wistar
tats data and tne fcuow-fcow of the kit ( for fafiei SPDC witft
"•Tc ) has been achieved. )
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I - INTRODUÇÃO

1.1. CONCEITOS GERAIS

Como o de.stnvo(v intent o do trabalho está intimamente

reiacionado com o /armaco espiperona, é mister cíassi/icá-

ío, defini-lo e correlacioná-lo ao que se propõe a disserta-

ção .

1.3. CLASSIFICAÇÃO FARM\COLÔGICA DA ESPIPERONA

Com relação *a sua ação terapêutica, a espiperona e neu-
roítpilco nào tradicional descoberto por Pauí A. Janssen e cs
labor adores (25, 26, 27, 28) sendo introduzida nos Estados y
rtidos desde 1967 e /aóricada pefa /irmã japonesa Eisai desde
1969.

O termo "neu.ro dp tico" foi concebido por Deíay e Deni-
ker (20) para cíassi/icar dois jarmaços estruturaTmente dife-
rentes (como c (orprotnazina e reserpina) com ações /artnacof ógi-
cas similares. Essa classificação visou distinguir esses
agentes dos deprcssores gerais como os hipnóticos-sedativos.

Farmaços neuroíépticos, tamoém cnamados de antipsicótí-
cos são tenitivos que produzem caíma em pacientes psiquiá-
tricos gravemente conturoados e aíiviamseus sintomas (40).O
uso de neuroítpticos tem se restringido *as desordens mais sé-
rias que não podem str tratadas por outros agentes terapêu-
ticos. Eíes são usados no tratamento de uma variedade de de -
•luicícns ( 2 2 ) :

. Psicose Funcionai ;

. . Esquizofrenia ',

. . Mania ;

. . Depressão .



Desordens Psiquiátricas Orgânicas:
.. Demência ;
.. Deítrio ;
.. Psicose induzida por cstiwm(antes

Desordens dos Movimentos :
.. Slndrowu de Gitíes de ia Tourette ;
.. Doença de Huntington ;
.. Hemiâaíismo ;

Ans i eda.de ;

Hàuseas, Vômito ;

Os neuroíépticos 6Coquei am os seguintes receptores de
rn-urot ransmissorcs (56) ;

Receptores Dopaminérgícos:
..Pós sinápticos
. .Pré s indpt icos
,.Atttoreceptores

Receptores aí/a-1 e 6eta-l adrenirgicos ;

Receptores coíinèrgicos muscarlnicos ;

Receptores histamlnicos HI e H2 ;

Receptores da strotonina.



Na maioria dos casos, o mecanismo de ação terapêutica
está rei acionado com a habit idade desses /ármacos em ôíoquear
especificamente os receptores dopaminérgicos cereórais.

A cíaisi/icaçâo que é adotada para diferenciar Os
tipos de sítios dopaminèrgicos é feita segundo a sensibilida-
de desses locais por dopamina e tanto em por tteurof épt icos (60):

Si tios 01: es t intuí ados por concentrações micromof ares
de dopamina e antagonizados por concentra-
ções micromofares de neuroíépticos ;

Sítios 02: estimulados por concentrações micromoíares
de dopamina e antagonizados por concentra-
ções nanomolares de neurofépticos ;

.Sítios D3: estimulados por concentrações nanomolares
de dopamina e antagonizados por concentra-
ções micromofares de ncurolépticos ;



1.3. CLASSIFICAÇÃO QUÍMICA DA ESPIPERONA

Espiperona (Espiroperidoí):

8-14-(fluorofeni l)-4-oxobut i l]-l-feni í-1,3,8, t riaza.es
piro [4,5] decan-4-ona.

Fórmuía Estruturai :

Os agentes antipstcóticos podem ser cíassl/icados se-
gundo suas estruturas químicas nos seguintes grupos [22) :

. Butíro/enonas e Difenilbutilâminas ;

. Alcalóides da Ramvoí/ia e suâstâncias relacionadas ;

. Tenotiazinas ;

. Tíoxantenos ;

. Derivados indo ticos ;

. Dctixamidas su6st i tuidas .

. Arífpiperazinas ;

. Compostos tricicíicos de 5, 6 t 7 membros ;



A esptperono i classificada como uma butiro/enona ,

que é uma ciasse de /drmacos apresentando a seguinte estrutu-

ra em comum:

—CH2 — N

Y=C,N

Butiro/enonas foram descobertas por Pauí A. Janssen no
ano de 1957(22,43) quando uma série de propio/enonas, deriva-
das da norpetidlna , estavam sendo ensaiadas devido Na sua ação
analgésica potencial. Foram encontrados os seguintes tipos

de compostos:

Analgésicos potentes ;

Anaígés ícos-neuroíépticos;

Compostos s imi (ares %a clorpromazina no perfil f ar maço 16-
Oico mas de ações diferenciadas 'as da morfina.



1.4. SURGIMENTO DA ESPIPERONA NA TERAPÊUTICA:

Ao empatar os neuroítpt icos usados na década de 60
(os fenotiazlnicos) os pesquisadores concluíram due a 6utiro/e-
nona nafoperidoí se mostrou muito importante como agente tera-
pia t if.o:

.Neuroíéptico potente;

.Menos tóxico do que as fenotíazinas;

.Indicado em todos os estados neuróticos agudos e manifes-
tações psicossomàtícas onde se necessita diminuir o tônus
mentaí.a tensão psíquica e atuar no estado emocionai;

.Não possuía influência tão pronuetada so6re a insônia;

Consequentemente, a espiperona foi descoberta na experi-
mentação de novos derivados de 6utirofenona que foram sinteti-
zados .

Rotas Sintéticas que Conduziram d Obtenção da Espiperona

Ao rever as pesquisas da Janssen Farmacêutica, fica evi -
dente que o Precursor-A usado na síntese do haíoperidoí do ti
po 4-arlí 4-hidroxipiperidino não conduz d formação da espipe-
rona, mas sim, a outros fármacos:

Precursor-A do tipo 4-arií 4-hidroxipiperidino



Os fármacos resultantes do Precursor A foram os seguintes:

Haíoperidol

Cío/fuperidoí

Moperona

Tri f(uperidoí

R-

R—

CH3

R—i

Onde R -:



Na rea( idade, a espiperona só viria a ser concebida a par •
tir ilc uma outra estrutura enave, o Precursor-B(piper idônico),
que origina inclusive farmacos nâo-6utiro/enônicos:

Precursor - li do tipo piper Idônico trans formando-st em
espi rofármacos em que um dos anéis é do tipo imidazoddona
(43) :

CHj—N \=O Precursor - B

C=CH-(CH2)2—N Y j

CH3

(ESPIRILINA) O

(TLUSPIRILINA) ("ESPIPERONA"}

Onde R -



FARMA.COS OBTIDOS A PARTIR DO DERIVADO PIPERIDONICO
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ROTA DE SÍNTESE EFETUADA PARA A ESPIPERONA
(Efetuada por PauC A. Janssen e Coíaòoradores)

FORMAÇÃO DA AMINONITRILA

A etapa iniciai dessa síntese utiliza o precursor pipc-
ridônico para a formação da aminonitriCa correspondente ( a
piperidona está 6enzifada para que o grupamento amlnico este-
ja protegido do melo reacionaí)

KCN
piperidona

HIDRÔLISE ÁCIDA DA AMINONITRILA

Peía adição nucfeo/lííca da água ao grupo nitriía surge
o composto atnidico correspondente :
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COMO a forma cctônica (II)é Muito mais estAveí que a
Jurma cnóíica (I)Ikd grande predominância rfe existência da
forma II.

OBTENÇÃO DA IMIDAZOLIDONA (•) (46):

REDUÇÃO

CLIAJH4 3
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DE5BENZILAÇÃO DA IMIDAZOLIOONA

H
era-el

H2,39-C
-ArCH3

FORMICAO DA ESPIPERONA

O.

Cl

•cila
Friede»

;ão de
-Crafts

- ( C H 2 ) 3 —Cl

meie carbonato • Kl

•otr
C-(CH2)3-cb-
E5PIPERONA



13

1.5. ESCOLHA DA ESPIPERONA PARA USO DIAGNOSTICO

1.5.1. INTRODUÇÃO: O PRINCIPIO DIAGNOSTICO DE PATOLOGIAS COM3
MAL DE PARKINSON, ESQUIZOFRENIA, DOENÇA DE HUNTINGTON.

Aígumas neuropatias estão fortemente relacionadas , de
alguma forma, com os receptores do tipo D2,presentes prin-
cipalmente na substância negra e terminais nervosos no"stria-
lum" .

Indivíduos esquizofrênicos possuem maior número dos sí-
tios DZ [SO) e parkinsonianos geralmente apresentam lesões na
substância negra e nas fibras dopaminirgicas nigro-estria-
das (46) . Dessa forma, os diagnósticos para patologias
afins se baseiam no uso de agentes neurofépticos para produ-
ção de radiofàrmacos 4ue se compíexem intensa e especifica-
mente com esses receptores dopaminérgicos.

USO DE FARMACOS PARA SIMILAR
PROCESSOS FISIOLÓGICOS E PATOGÊNICOS:

O uso de fármacos como fonte de estudo para desvendar a
natureza de processos fisiológicos e processos patogênicos
vêm de íonga data (11) • Em Psiquiatria Kraepeíin efetuava
estudos com fármacos para testar esta hipótese (41 ).

INDÍCIOS DE QUE FARMACOS NEUROLEPTICOS
AGEM A NÍVEL DE RECEPTORES DOPAMINERGI COS

1-Hipótese Dopaminergica da Esquizofrenia:

Essa. hipótese diz o seguinte:

" Pelo menos alguns indivíduos esquizofrênicos sofrem de uma
hiperatividade de alguns sistemas dopaminérgicos desconhe-
cidos " (50,60).
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Esta hipótese e fundamentada em evidências /armacoíô-
gicas e segundo Matt Aysse (48) "eía pode tornar-se uma pro-
fecia que se compíetará porque se podemos usar o bloqueio da
dopami na como ensaio de comportamento para tranquiíizar indi-
víduos, é inevitavef que consideremos todas as suôstâncias
ejciivãmente neuroíèpticas como 6íoqueadoras dopaminérgicas".

Evidências jarmacológicas e cí(nicas que têm reforçado
a premissa de que o bloqueio dopaminérgico t o sitio de ação
art t i ps icót ica :

A íni6içáo das funções dopaminèrgi,as sugere existir
uma propriedade básica comum a farmaços antipsicòti-
cos sendo as porções mesoftmoica e nigroestriada pro-
vavelmente os alvos principais para as ações mentais
e extrapiramidais desses farmaços (12) ;

A Íi6eraçáo de dopamina è aumentada peíos neuroíèpti-
cos(ll). Essa a/irmação sugere que os neuroíepticos
se compíexem no sitio dopaminérgico ;

Uma correlação estreita, tem sido encontrada entre a
ação estimulante dos neuroíepticos na síntese da do-
pamina (a nível de "striatum") e sua ação antagônica
'a apomorfina (em ratos). Como as doses necessárias
para provocar a metade da resposta máxima das duas
ações foram aproximadamente as mesmas, isto sugere
afinidade similar de receptores envolvidos nessas
ações ( 12 ) ;
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idrmacos que alteram a transmissão dopaminèrgica.f»-
ci( itando-a ou ini6indo-a, reforçam a idéia do fcffi
<iueio( 49 );

Vários congêneres da dopami na reduzem a (iteração de
proíacttna das céfulas pituitarias. Esse tf cito t
anuí ado por aeuroíeptícos resultando em niperproíac-
tinemia e gaíactorréia, em aígumas instâncias ( 6 0 ) .

Neuroíépticos provocam cataíepsia em anima is (16,23,24)
e sinais parecidos aos da doença de Parkinson em pa-
cientes.Hoje se saèe due os os indivíduos possuindo
Maí de Par ft. inson são deficitários em dopamina cere-
bral .Como os ncuroíépticos tão somente intensificam o
meta6oíismo geral da dopamina ("turnover") sem muito
aíterar seu conteúdo cerebral, fica claro que a
ocorrência de cataíepsia ou sintomas da doença de
Par&inson é devida ao òíoqueio dos sítios dopaminir-
gicos por neuroféptIcos {60)



2- Metabolismo Gerai da Dopamina ("Turnover"):

O metabolismo cere6raf da dopamina è caracterizado peío
equií(6rio nas taxas de sintese e destruição desta ami na so6
condições me ta6oficas normais. Farmacos ant{psicóticos promo-
vem aumento da taxa de metaòoíização e, portanto, acréscimo
tia atividade rfopaminérgica a ntveí de trato nigroestriado
para compensar o 6íoqueio sinaptico ( 3, 4, S, 8, 13, 17, 18,

IP. 38. 42, 47, 52, 5<, 55, 58, 59, 60, 63. G7).

Como re/íexo da intensi/icação dessa meta6oíização, hà
aumento de formação do ácido homo-van.ilico (HVA), produto
principal do metabolismo da dopamina (21) :

CATECOL ORTO
METIL TRANSFERASE

H DOPAMINA

via proposta por Bartno-
fini et .aíti (10)

HO

3-METOXITIRAMINA
(mttabólito extra-neuraíj

NH2
LEVODOPA EJCOGENA

ÁCIDO 3,4-DIIDROXIFENILA- MDNOAMINO-

CETICO (DOPAC) OXIDASE (M\O)

AC HIDROXIFENILPIROVICO

CHtp

ÁCIDO HOM3VANILICO

( HVA)
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LAÍSIU, inclusive, uma 600 cor rei ação entre as doses

clinicas usadas para causar ação aitt ipsicót ica e as doses ne-

cessária.* para eíevar a concentração de HVA (com aígumas pou-

cas exceções ) ( 60 )•

3- Similaridades Conformacionais entre Dopamina e Netirolip-

ticos:

Evidências indiretas da interação de fàrmaços neuroíép-
ticos em sítios dopaminérgicos se ôaseiam em similaridades
conformacionais existentes entre a estrutura da dopamina (com
posto rndàgcno de referência) e as estruturas dos ncuroíépti-
cos .

Segundo demonstram as técnicas de análise por raios-X
( J6 ) os métodos de orbitai molecular ( 34 ) ou mode-
íos de Dretding ( 37, 59 ), existe considerável semelhança
conformacionat entre dopamina e neurolIpticos(l4,35,36,38,65),

Comparações conformacionais entre dopamina (íinftas pon-
t i (fiadas) e ncurofépt ícos segundo Seeman (60) :

,OH

HALOPERIDOL



CLORPROM^ZINA

(-)-5-flitífOxI-N,N-rflproptf-2-aminotetraf ina
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REQUISITOS DESEJÁVEIS E NECESSÁRIOS AO RADIO-

FARMACO PARA USO EM DIAGNÓSTICOS DE NEUROPATIAS

RELACIONADAS A RECEPTORES DOPAMINERGICOS D2

Possuir a maior afinidade possível aos receptores D2, já

que estas patologias estão,de aíguma forma, relacionadas a

eíes ;

Ter aíto coe/iciente de partição , ou seja, aíta íiposso -
tubi(idade de forma a permitir a sua passagem peía óarreira
fiematoence/áíica e possiôifitar a sua passagem ao interior
do cirebro ;

Provocar a menor intensidade possível de respostas biológi-
cas no paciente. Já que para fazer o diagnóstico basta sim-
plesmente que o fàrmaco se comptexe com o receptor biológi-
co, t preferível que este seja um antagonista ao invés de
agonista. O antagonista caracteriza-se por complexar com o
receptor sem produzir a resposta biológica do agonista, que
neste caso é considerada efeito colateral. Na real idade, a
quantidade de radiofàrmaco que efetivamente chega ao
cérebro é muito pequena, da ordem de grandeza de nano gra-
ma s . Entretando, mesmo nessas concentrações os neurotépti-
cos são capazes de sensibilizar os receptores D2 ;

Possuir um tempo de retenção que permita a feitura do mapa.

da região a ser anaíisada ,
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AFINIDADE DOS NEUROLEPTI COS PELOS RECEPTORES D2

A potência dos neurofèpticos e diretamente proporcionai
'as suas capacidades de ôíoquear os sítios cerebrais D2. Esta
interligação fica evidenciada quando as doses clinicas médias
para controlar esquizofrenia (mg/dia) são comparadas com os
valores de IC 50, em que existe uma 6oa correíação.

Onde:

IC 50 a concentrações de antipsicôticos que Inibem 50% da
ligação estereoespectfica dm *H-ha(operido(.( ÍC 50
i uma grandeza que indica quanto o neuroliptico se
íiga, ou inibe o sitio neuroliptico) (29, 61).

Dos agentes estudados,as butirofenonas demonstraram ser
sensivelmente mais potentes que os fármaços fenotiazlnicos
além de possuírem melhor ajuste a reta log IC SO (moles/l) x
dose clinica mídia para controle de esquizofrenia (mg/dia) ,

A IMPORTÂNCIA DIAGNOSTICA DA ESPIPERONA

Como dentre as butirofenonas a espiperona demonstrou
ser o agente mais potente c, por conseqüência,o mais afim pe-
los DZ, ela e considerada ideal para conceber radio farmaços
para diagnósticos em neuropatias relacionadas a sitos dopa-
minèrgicos (espiperona possui um dos menores valores de IC 50
que se tem not(cia).



21

JUSTIFICATIVA DO BAIXÍSSIMO VALOR DE IC 50 DA ESPIPERONA

A anáíise dos pré-requisitos estruturais de complexação
dos agonist as de receptores D2 { 60 ) ajuda a explicar porque
o antagonista espiperona se complexa tão intensamente com es-
ses receptores, como segue :

Requisitos Necessários e Desejáveis a um Agonista
de Receptor Dopaminérgico D2 segundo Seeman ( 60 ) i

1- Possuir um grupamento que possa fazer ponte de hi-
drogênio no (ocaí equivalente %a posição 3 da dopamina :

HO.

Esse grupamento irá interagir com o receptor Dl propi •
ciando a compíexação.

Zx: (-)-5-hidroxi-it,it-dipropi(-2-aminotetra(ina ( 60 )

Para interagir com o receptor DZ, a presença de um se -
gundo grupo capaz de fazer ponte de hidrogênio e desejávet
mas não essencial para atividade dopaminérgica.

Esse grupo não exerce inf Cuincla nas aminotetrafinas
como as 5-N,N-dipropi(aminotetraCinas ;
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2- Aíto 5oíu6iíidade por Lipides :

A oíta (ipossoíttb li idade nâo i característica suficien-
te tuas necessária.

Presumivelmente, segundo Seeman (60), a adição de Áto-
mos de carbono "apropriadamente focalizados" aumenta a sofu-
bilido.de em 6iomem6ranas e, dessa forma., o agonista entra
mais rapidamente no cèreoro e mais rapidamente se associa hi-
drofobicamente com o receptor D2 ;

3- Átomo de nitrogênio posicionado a O,6 A do piano do
anel que possui o grupamento capaz de fazer ponte de hidrogi-
nio :

L

Este requisito caracteriza-se por ser essencial sa po-
fi-ricla dopamin£rgica,

A presença do anel feniía nâo è essenciaT mas aparente-
mente serve para. auxiliar o posicionamento entre o grupo que
pode se ligar através de ponte de hidrogênio (-OH, -F,...) e
o nitrogênio,

Concluindo, a molécula deve ser suf i dent emente ftexl -
veí a ponto de se posicionar de taí forma que permita ao ni-
trogênio estar a O,6 A do plano do anel,
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4- Distância menor do que 7,3 A entre o Grupo Capaz de
estaòeíecer Ponte de Hidrogênio e o Grupo contendo Nitrogê-

nio

Este requisito está diretamente relacionado com a po-
tência do agonista.

Outrossim, os compostos que possuem as maiores potên-
cias são acuei es que possuem uma distância menor do que 7,3À.

Ex A (±)-7-nidrojcl-N,N-dÍproptíaminotetraíina ou (±)-7-
OH-DPAT è mais potente do que a (±)-6-«idrojci-N,N-
dipropiíaminotetraíina ou (±)-6-QH-DPAT ( 6 0 ) :

it» 7-0H-DPAT l«6-0H-0PAT

Com 6ase nos pré-requisitos de compfexação dos agonitas
aos sítios D2 ficam esclarecidos vários aspectos da compíexa-
ção da Espiperona ;

Espiperona possui grupamentos capazes de fazer pontes
de hidrogênio com o receptor 02 ;

- Espiperona possui aíta (ipossoíuóiíidade ;

- Espiperona possui também átomo de Nitrogênio .

Lspiperona possui átomo de nitrogênio a uma distância
prór.ima de 7,3Á com relação ao átomo de f(á.or .
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1.5.2. A CSCOLIIA DOS RADIOFÀRM\COS NO DIAGNOSTICO DL NEUROPA-
TOLOGIAS RELACIONADAS A RECEPTORES D-2 :

Como afirma Consueío Arteoga de Murphy ( S3 ), o termo
"radiofarmaco" /oi afvo de pofêmica já que existem diferenças
entre esses compostos químicos radioativos e os ja.rwac.os no
que diz respeito ao efeito farmacofógico no sentido estrito
da pafavra.

Contudo, como no uso dos primeiros se apíicam os prin-
cípios da farmacocinètica e de controíe de qualidade de fir-
maços,a denominação "radio/4rmaco" tem prevalecido (S3) .

A A.L.A.S.B.I.M.N. "Asociaciòn Latino Americana de
Sociedades de Biologia y Medicina Nucíear" define os usos
medicinais dos radio/drmacos (39).

Segundo esta entidade, radio/armacos se caracterizam
por possuírem forma farmacêutica, quantidade e tipo de radia,
cão emitida.

Seus usos se resumem em:

. Uso Diagnóstico ;

. Uso Terapêutico.

A ALASBIMf considera que radiofdrmacos para diagnósti-
co "são verdadeiros traçadores radioativos que são adminis-
trados com finalidade de visuaíixar a anatomia de um órgão
ou sistema, avaíiar o comportamento fitiopatoíògico a nível
de tecidos, anaíisar através de um metaóoíismo, o comporto,
mento bioquímico ou determinar quantitativamente seus parâme-
tros farmacodnlticos, comparando esses resultados com os ob-
tidos de um teste feito em seres humanos normais voluntários"
139).
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1.5.3. ESTUDO DA ESPIPERONA COM) RAOIOFARMICO PARA USO DIAG-

NOSTICO USANDO SPECT :

Como o próprio nome denota, a técnica de SPECT, "Single
Photon Emission Computed* Tomograpny", utifiza-se de radiofàr-
macos emissores de radiação gama (ou emissores de f6tons) pa-
ra produzirem as imagens que possióiíitem a feitura dos diag-
nósticos. Portanto, para que a concepção desse radiofarmaço
diagnóstico seja posslveí, a marcação ata espiperona deve ser
tf atuada com um isòtopo emissor gama adequado,

O isótopo metaestavef do Tecnecio ( ""Tc) possui ca-
racterísticas físicas apropriadas para esta finalidade. Des-
tarte, o tecnécio-99m tem sido vastamente utilizado (a niveí
Mundial) em pesquisa e produção de agentes diagnósticos. Suas
principais características físicas são :

- Possuir meia vida radiativa relativamente baixa :

t 1/2 = 6,O2 h

(esse valor de t 1/2 impede que o paciente, ao qual se
efetua o diagnótico, fique exposto %a radiação por perío-
do apreciável de tempo) ;

- Radiações emitidas adequadas %a utifixação em pacientes :

"•Tc pode ser considerado um emissor gama puro ;

- Baixa energia dos raios gama emitidos :

"•Tc emite gamas possuindo uma 6ai*a energia média de
aproximadamente 142,7keV(o radi of&r maço é desenvolvido
de forma a possiôiííitar que os raios gama emitidos sen-
sibilizem o aparelho de SPECT e este, por sua vez, cons-
trua imagens regionais qualitativas e semi -quantitati-
vas ) .



II- OBJETIVOS

Os objetivos que norteiam o seguinte trabalho são :

II.l. Otimizar o mitodo de marcação da Espiperona com "lTc
inicialmente proposto por Baífinger et a(ii(9);

11.2. Fazer adequação de metodologia que auxilie o desenvol-
vimento de conjuntos de reativos congelados para marca-
ção "in situ" destinados ao diagnóstico de doenças ce-
rebrais relacionadas a receptores dopaminirgicos do ti-
po T>2, como mal de Parkinson, esquizofrenia,doença de
Huntington ;

11.3. lazer estudos de distribuição biológica da espiperona
marcada (em tempos pré-cíe terminados) dando tnfase xas
captações tios seguintes órgãos:

1.Coração
2.Pulmão
3.Baço
4.fígado
5.Rins

6.Estômago
7.Cérebro subdivido em: cerebelo

striatum"
cortex

11.4, E/etuar curva de decaimento piasmatico do complexo
SPDC -M«Tc.
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III- MATERIAIS

111 .1. REAGENTES, SOLVENTES, SOLUÇÕES, SOLUÇÕES-REAGENTES :

.Acetato de amânio P.A. (Mercft.);

.Ácido acético gíaciaí P.A.(Mercfc);

.Ácido cíorldrico O.1M;

.Ácido formamidlnosutflnico - ISA (Sigma);

.Cíoreto estanoso diidratado P.A. (Mercfc);

.Cloreto de metiíeno P.A. (Riedeí de Haen);

.Cíoreto de sódio O,9% - soíução esterif e apirogênica
(Drogas ti);
.Çíortto de sódio P.A. (Mercfc);
.Ctorofórmio P.A. (Mercfc);
.Díssuí/eto de car6ono P.A. - A.CS. (Reagen);
.Ditionito de sódio P.A. (F.Maia);
.Espiperona (Sigma);
.Etanof P.A.(Mercfe);
.Heparina 5.000 Ul/mf - "Liquemine" (Rocftc);
.Hidróxido de sódio O,1M;
.Hidróxido de sódio 2,5M;
.Metattof P.A. (MercH);
.1-octanof P.A. (CAAL);
.pertecttetato de sódio - soíução estéríí, apirogênica,

eíuida de Gerador 5íMo - SígTc (IPEN-CNEN);
.soíuçâo fosfato O,IM pH 9;
. tampão fosfato 0,05M pH 6,8.

II1.2. M\TERIAIS GERAIS :

.Papei cromatográ/ico com fibra de vidro ITLC-SG "Ins-
tant Thin Layer Chromatography - Silica Ge( Impregna-
ted Strips" (Ge[man Sciences);
.Papei Mftatman no. 1 (WttR Bafston Ltda);
.filtro Míííipore 0,2 um (Geíman Sciences);
.Vidraria de uso rotineiro em Laboratórios.
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111.3. EQUIPAMENTOS :
.Microcomputador PC, XT 80-88, Modeío Nexus 2100 ;
.Caí ibrador de áost. modelo Cur it es t .Siemens (Aí eman/ia);
.Catibrador de dose Captntec 1OBC (Estados Unidos);
.Centrifuga Sorval GLC-1 (Estados Unidos);
.Cintiíador de Poço com cristaí de NaI(TÍ)de l,5"jcl,5"
modelo ANSR, Abott (Estados Unidos);
.Cintiíador de poço com cristal de Naí(TÍ), BertAoíd

(Alemanha);

.Detector Berthold Spectrometer LB2040 (Alemanha);

. Espectrâmetro de Infravermelho Transform Fourier Per-
kin-Ltmer modelo 1360 (Estados Unidos) ;

.Apareínagem padrão de Ztetroforese.

ItI.4. ANIMAI5 :

."Rattus norvegicus aíbinus" linhagem V/i star, machos
com peso no intervalo de 2OO a 3OOg;

.Camundongos fêmeas suíços com peso no intervalo de 27
a 33g;

Os animais foram alimentados com ração comerciai e d-*
gua "ad libitum".
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IV- MSTODOS

IV.1. PROCESSO DE MARCAÇÃO

IV.1.1. INTRODUÇÃO

A espiperona. em si não é capaz de se ligar com o tecné-
cio- 99m. Para possibilitar a marcação é mister transformá-la
num derivado com poder complexante.

Uma aíternativa consiste cm moiíi/icar o grupamento ami-

dlco secundário convertendo-o num derivado do tipo ditiocar-

b ama to (15,51) num método su.ge.rido por BaC linger et aí ii (9):

i)cs2
H)NaOH

-c—(CH2)3-rí Y

Ar

C — S - Na*

DIT1OCARBAMATO DE ESPIPERONA
(SPDC)
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IV. 1.2. àCTODOLOGIA DA SÍNTESE DO DERIVADO SPDC:
(segundo Baflinger et aíii ( 9 ) )

1-Dissofver lOmg de espiperoum. em lOmí de etanol a6solu-

to e res/riar o «eio com 6anno «Ce gefo-NaCl ;

2-Ad'icionar O,2mí de dissuífeto de carbono e alcalint-
zar o meio com lmí de hidróxido de sódio ?,SU;

3-Dtixa.r reagir por ZO minutos *a temperatura am6iettte e

so6 agitação;

4-Evaporor o meio reacionaí até a secura com aplicação

focai de gas nitrogênio;

S-DlssoCver o resíduo com 3Omí de água e íavar tris

vexes com lOmí de cloreto de metileno para eliminar a

espiperona não reagida;

6-A solução aqnosa ; separa-la ,dilui-Ia a 2Sml com água

e envasar aí {quotas tfe O,5mí em vidros de pení-

cííína ( frascos do derivado 5PDC ) .
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IV. 1.3. RENDIMENTO REACIONAL DA SÍNTESE ;

Para determinação do rendimento do processo partimos de
de O.Olg de espiperona, seguir a metodologia acima descri-
ta e proceder aos seguintes caícuíos :

-Rendimento Teórico (rt) :

1 moí espiperona (C23H26FN3O2) - 395,4835g

x - O.OlOOg

x = número de motes de espiperona usados na reação
fogo: x s 2,5286 . E-5 mofes de espiperona

1 moí SPDC (C24H25FN3O252Na) - 493,60390

2,5286 . £-5 motes - rt

logo: rt = 0,0125g

-O cáícuío do Rendimento Pratico (rp) se resume a:

rt - IOO5 rendimento

y - rp

Onde: y = massa de produto o6tido em íaóoratório
rp- rendimento prático

Assim ;

0,01250 - 100% rendimento

0,0120g - rp ••



32

IV. 1.4. DIFERENCIAÇÃO ENTRE ESPIPERONA E O DERIVADO SPÜC :

Espectros de In/ravermeíno:

A identificação foi efetuada a partir de duas curvas de
infra.vtrme.Cho para espiperona e derivado que apareceu as
bandas características de cada composto.

IV. 1.5. PROCEDIMENTO DE MARCAÇÃO DO CONJUGADO PELO SJtTc :

Ko método de marcação útilizou-sefrascos SPDC (metodo

logia IV.1.2.), e adicionou-se seqüencialmente :

- 0,5ml de solução Na2HPO4 O,1M (pH 9) ;

0,5mf de solução salina a 0,9% ;

- 25,0ul de soíução redutora(417ug SnCÍ2-2 H20/mí HCÍ O,1M)

+

- O,5mf de pertecnetato de sódio (Na TCO4) possuindo ati

vidade de 2 tnCi ;

E, após deixar incu6ando por 15 minutos, adicionou-se
15 gotas de etanoí a6soíuto e nomogeneTzou-se .
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ÍIM.G. CONTROLE RADIOQUÍMICO DO PRODUTO MARCADO :

0 coittrofe de pureza radioqulmica do complexo SPDC-
M«Tc foi efetuado através de cromatogra/ia em camada defgada
com suporte de fibra de vidro impregnado de silica ge((croma-
tografia 1TLC-SG) e e(etrofore.se. Para caícuíar a porcenta-
gem de pureza radioqutmica efetuamos adequação da metodofogia
de forma a determinar primeiramente a porcentagem de impure-
zas presentes após o processo de marcação:

Determinação da Impureza Tecnècio Cofoidaí (TCO2):

A partir do produto marcado descrito acima fez-se cor-
rida cromatogrd/ica ITLC-SG em fase móvel cíoro/órmio-metanoí
(9:1),cortamos a fita em 16 partes de leis contando-as em cin-
tiíador ga-ria.

EVENTOS
CPM

O 15

TcO2 » JS produto R/ « zero (Pico 1)

_ _ COMfMlMENTO
C OE FITA

No Pico 2 (Rf 0,938) estão presentes concomitant emente

o complexo SPDC-sStTc e o TcO4
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Determinação da Impureza TCO4 :
Utiíizou-se o produto marcado para fazer efetro/orese em

suporte de papeí Wfiatman no.li com 12 V/cm de fita ), tampão
fosfato pH 6,8(0,03M) e»apò> 50 minutos de corrida, o papel
foi cortado em segmentos de lent e contado em cintilador gama.
(em contagens por minuto)

EVENTOS
CPM

4

A
5,5 Cm

COMPRIMENTO
DE FITA

% TCO4 s % produto que foi detectado distante do local de
aplicação da amostra (Fico 4)

Com os valores das porcentagens de impureza, cal eu -
lou-se a percentagemde pureza radioquimico:

% pureza
radioqulmica %TcO4
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I V.I. 7. OTIMIZAÇÃO DOS PARÂMETROS DE MARCAÇÃO:

ESTUDO DOS PARÂMETROS DE MARCAÇÃO :

A) ESCOLHA DO REDUTOR E ADEQUAÇÃO DE SUA E5TEQUI0METRIA :

A literatura fornece várias opções de redatores que e-
ventuaímente poderiam ser utilizados.

Os redatores ecolhidos por nas foram o cloreto estanoso
por -er eficiente em vários processos de marcação e o ácido

formamidinossulflnico (FSA) (32,33,62) por ser, segundo Baffin
ger (9) e Fritzberg (30), o mais adequado dentre os tiorredu-
tores .

A cada frasco de penic.ilina contendo o derivado SPDC
adicionar

. 0,5mt de solução salina ;

. 0,5ml de pertecnetato de sódio com atividade de 2,0mCi ;

, 0,5mí de solução de FSA (10mg/ml) ;



Em seguida, para averiguar a tstabilidade da marca-

ção estudar os seguintes tempos de incu6ação :

ti = 5 minutos

\2 - 10 minutos

t3 = 15 minutos

Nota : antes de fazer as contagens, efetuar a purificação
mica do complexo SPDC-M"Tc através de extração com
cloreto de metiíeuo já que o processo forneceu baixa
porcentagem de rendimento radioquimico.

Visando descobrir a pureza radioqutmica do método de
marcação direto fazer adicionalmente uma reação sem, no en-
tanto , proceder *a puri/icação do produto marcado.

A metodologia utilizada na marcação com cloreto es t ano-
»o está descrita no item IV.1.5.

Nota; o cáícuío 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 é efetuado para averiguar se o
rcdutor escolhido possibilita a formação de um produto Marea-
do estdveí com o decorrer do tempo de incuóação (esse procedi
mento visa saber se esse produto marcado l estável no próprio
meio reacionaf). Dessa forma, são feitas marcações em tempos
de incubação crescentes em que são determinadas as respecti-
vas purezas radioqulmicas. Caso as purexas radioquimicas de-
cresçam 6ruscatnente com o passar do tempo o produto è cons ide.
ratio instável e sua constante de degradabilidade é calculada
veto mi todo dnitico da substituição {para desvendar a qual
ordem de reação o processo pertence). Ho método cinètico
adota-se uma equação de ordem determinada (primeira,se-
gunda, etc) e cafcufa-se para cada tempo uma constante de ve-
locidade. Se equação da ordem escolhida fornece valores
iguais para as constantes de velocidade essa será justamente
a ordem da reação em questão.

Método da Substituição:

Testou-se a equação da reação de primeira ordem e calculou-se
uma constante de velocidade para cada tempo de reação:

kv s 2,303 m log
t IO

Onde:

kv s constante de veíocidade ;
t = tempo de reação ;
a = 100% de compíexo Integro ;
x = porcentagem de compCejco degradado
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Procedeu-se "a otimização da quantidade de redutor para
evitar as impurezas indesejáveis TcC>2 e TCO4 " .

Portanto, para acertar a concentração ideai de redu-
tor fez-se um estudo estequiométrico correiacionando numero
de mofes de SPDC versus namero de mofes do redutor cíoreto
estanoso ( o parâmetro variaveí foi a concentração de redutor
utiíizada) .

B) TEMPO OE INCUBAÇAO :

O parâmetro"tempo" foi estudado de taí forma, a determi-
nar o ponto exato de maxima compfexação do derivado e a es—
tabiCidade do complexo SPDC-S*"Tc .

C) pH :

O pfí do meio reocíonaí foi adequado para possibilitar

uma 60a marcação. O intervaío de pH tstudado foi de 7 a 10.

D) ATIVIDADE DO TRAÇADOR fffTc :

Não foram estudadas as atividades mais altas, já que na
clinica não teriam grande interesse. As atividades testadas
foram de 1,5 wCi e 2,0 nCi.

E) MASSA DE SPDC :

A adequação da quantidade de SPDC a ser utilizada foi
efetuada variando sua massa no seguinte intervaío :

114 ug - 600 »g.
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IV.2. DETERMINAÇÃO DO COEFICIENTE DE PARTIÇÃO DO COMPLEXO

SPDC-^Tc :

A um frasco de peniciíiua contendo o derivado SPDC.proce.

demos * marcação com ""Tc e extraímos o liquido resultante

com 2,0ml de 1-octanot. Separamos lmf de fase orgânica e adi-

cionamos lm( de Água, agitamos vigorosamente por 5 minutos,

centri/ugamos por 5 minutos e separamos as duas fases re-

suítantes.
Para cada fase, retiramos 5 alíquotas de igual volume

e contamos no caí{orador de doses. Fizemos a determinação de
5 coeficientes de partição (c.p.), como segue:

coeficiente
de =

partição

log
f .o.

/.a.

Onde:

f.o. - contagens de eventos na fase orgânica ;
/.a. = contagens de eventos na fase aquosa.

Para o cálculo do coeficiente de partição do complexo
temos :

c. p.
coeficiente de par- s

tição do complexo «
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IV.3. DESENVOLVIMENTO DO CONJUNTO D£ REATIVOS PARA MARCAÇÃO

"IN SITU" :

A fim de permitir que o processo de marcação pudesse
ser também, efetuado fora de nossos laboratórios fez-se o de-
senvolvimento de um conjunto de reativos para preparação do
processo de marcação "in situ".

Para isso, foram testadas várias formas de acondicio-
namento dos reagentes de marcação. O processo utiíizado con-
sistiu no congelamento dos frascos de peniciíina da seguinte
forma:

tomar iguais vofumes de soíução de derivado SPDC e solução
de fosfato dibásico de sódio O,1M e nitrogenar por meia no-

preparar a solução redutora adicionando 3,34mg de cíoreto
estanoso em 20ml de solução nitrogenada de ácido clorídrico
0.1N ;

a cada frasco de peniciíina lacrado e possuindo vácuo em
seu interior adicionar lmt da soíução SPDC- fosfato e
325 »l da solução redutora e congelar a - 4°C.

Para efetuar a marcação basta degelar o frasco de peni-
ciíina, adicionar 0,5ml da soíução de pertecnetato de só-
dio (4mCi/mí) e deixar incubar por 15 minutos.

A esta6iíidade do conjunto de reativos foi estudada num
Intervalo de tempo de dois meses. A cada semana, a marca-
ção dos reativos foi efetuada em tripíicata e, logo em se-
guida, foi efetuado o controle radio químico ,
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IV.4. ENSAIO DE TOXICIDADE BIOLÓGICA:

Foi efetuado segundo má todo da Associação Argentina de
Bioíogia e Medicina Nucíear ( 7 ).

Em Cotes de 5 camundongos brancos de 20 a 3Og de peso
foram injetados 0,1 a 0,2mí da su6stância em estudo via veia
dorsaC da cauda ( a administração nâo deve ser superior a 5
segundos)

Antes da substância, ser considerada atóxica, foram, a-
guardadas 6 horas, período no qual não deverá, haver morte de
nenhum animai.

A quantidade ou voíume injetado aos camundongos por
quifograma de peso foi várias vezes superior *aquelas empre-
gadas em seres Humanos ( de 100 a 500 vezes maior).

Para a execução deste tipo de ensaio, foram utiíizados
2 lotes de 5 camundongos e foi administrada uma elevada dose
de SPDC não marcado.

Humano adulto 70kg - 24O «ug 5PDC (1 dose)

1 camundongo 35 10~ kg - x

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

0,12 jug - 1 dose

massa de fármaco
administrada no animal~

y s número de doses administrada em 1 animai equivalentes a
1 indivíduo adulto de 70kg.
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Apôs termos Injetado o fármaco, os animais /oram obser-
vados nos seguintes tempos:

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

IV. 5. DISTRIBUIÇÃO BIOLÓGICA:

O estudo de distri6uição 6ioíógica foi efetuado visando
averiguar se o complexo SPDC-SílTc e capaz de ultrapassar a
barreira nematence/dfica e permanecer no cérebro por aí gum
tempo de forma a possióitar a o6tenção dos mapas peía técnica
de S.P.E.C.T. ("SingCe Photon Emission Computed Tomography").

Foram utifixados ratos sendo primeiramente os animais
anestesiados com uretana e, logo em seguida, injetado atra-
vés da veia dorsaC peniana o complexo SPDC-M"Tc . Após espe-
rar decorrer determinados intervalos de tempo, os animais fo-
ram sacrificados por decapitaçio e seus sangues, recolhidos
em frascos heparinizados. Os tempos estudados consistiram em
1, 5, 15, 30, 60 minutos e 3 a 5 animais foram utilizados pa-
ra a determinação de cada tempo.

Visando avaliar a captação do complexo, procedemos "a
dissecção de cada animai e separação dos respectivos órgãos
para contagem em cintilador gama incluindo:

- coração - fígado - intestino delgado
- pulmão - rim - cérebro ("stríatum", cortex,
- baço - estômago cerebelo)

Adicionalmente foi efetuada uma nova dístrí6uição bio-
lógica, similar a supracitada em due os receptores D-2 foram
previamente bloqueados com haloperidol (não-marcado) e, após
ter decorrido um Intervalo de tempo de uma hora o complexo
SPDC- MlTc foi administrado.
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A partir dessas contagens /oram caí enfados os segu.in.tts
parâmetros: *

% dose/g =
CPWg de órgão

dose administrada (CPM)
x lOO

% CPWórgão =
CPM/órgão

CPM totaf dos órgãos anaíisados
X 100

Esse parâmetro de estudo caracteriza-se por tra6afftar
somente com as contagens dos órgãos escolhidos para serem, es-
tudados .

CPW órgão
% dose/órgão -

dose administrada (CPM)
x 1OO

Onde; CPM = contagens por minuto

* Esses parâmetros foram determinados em microcomputador atra
vé* de píaniíha de calculo.
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IV.6. CURVA DE DECAIMENTO PLASMLTICO DO SPDC-

Pura determinação da curva de decaimento píasmatico /©.
ram colhidos sangues de ratos IWstar nos seguintes tempos :

1 , 5 ,10 , 20 , 45 e CO minutos
(para cada tempo foram utilizados 5 animais)

Cada amostra de sangue neparinizado com Liquemine foi
centrifugada com uma aí (quota de 100 ul da plasma sendo con-
tada em cintiíador gama.

Para calcular a porcentagem da dose administrada de
SPDC-í!tTc presente no sangue totaí em cada tempo estudado
fizemos os seguintes calcules :

% Dose Píasmatica /mi = r = CPU plasma (em lmf) x 100
CPM padrão

% Dose Píasmatica Totaí = T x -volume píasmatico

Onde :
(31)

Voíume Píasmatico * voíemia x ( 100 - He reaf )
100

(1.45;
Voíemia s peso do animai * 0,0575

Í66)
He real * He lido x 0,91 % 0,96

(Hematócrito reaí)
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V-RESULTADOS

V.I. PROCESSO DE MARCAÇÃO:

V.l.l. RENDIMENTO REACIONAL - FORMAÇÃO DO DERIVADO SPDC:

O rendimento de reação oôtído /oi de 96,0*.

V.1.2. DIFEKENCIACAO ENTRE ESPIPERONA COMERCIAL (SIGMA) E O
DERIVADO DE ESPIPERONA SINTETIZADO NO LABORATÓRIO

%T

CURVA 1 - ESPIPERONA

CURVA 2 - DITIOCARBAMATO DE ESPIPERONA

freqüências das ligações :

C s s : 1100 cm"

N - H : 3500 cm"
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V.I. 3. TÉCNICA DE MARCAÇÃO DO SPDC COM Mt Tc -ESCOLHA DO TIPO
DE REDUTOR:

ENSAIO DE ESTABILIDADE DO COMPLEXO SPDC-MlTc

Tempo de lncubação
(minutos)

5

10

15

60

*

F5A

95,48

90,77

83,11

57,59

PUREZA RADIOQUÍMICA

SnCl2 . 2H20

92,17

92,13

92,72

91,56

O processo de marcação que utííizou o redutor cloreto
es t ano so resultou, em complexos estáveis (no intervalo de
uma frora).Dessa forma o cálculo da constante de degradabiti-
dade foi efetuado somente para o método de marcação que uti-
lizou o FSA,
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DETERMINAÇÃO DA CONSTANTE DE DEGRADABILIDADE DO
PRODUTO DA MARCAÇÃO EFETUADA COM O REDUTOR FSA

MÉTODO DA SUBSTITUIÇÃO

- Testada a equaçio da reação de primeira ordem. , cafeuíamos
as constantes de. velocidade, para cada tempo de reação:

tl= 5 minutos - Hv 1 = O,OO93 min

t2» 10 minutos - Hv 2 » 0,0097 min."1

t3= 15 minutos - Hv 3 = 0,0092 min'1

t4= 60 minutos - Hv 4 : 0,0092 min"*

r • - 0,99

As constantes de velocidade calculadas deram valores

praticamente iguais :

kv s O,0O94 ± O,0003

kv

rt- MtTc n SPDC + " BTc
complexo produtos de degradação

MARCAÇÃO UTILIZANDO FSA COMO REDUTOR
SEM PURIFICAÇÃO DO COMPLEXO SPDC- »«Tc :

A pureza rarfloquímíca obtida nesse processo foi de 50%
sendo que 39,105 do tecn&cio permaneceu sem complexação, como
TCO4" e os 9,895 restantes consist iram da impureza TcO2.



V.I .4. OTIMIZAÇÃO 005 PARÂMETROS OE MARCAÇÃO:

A) ESTEQUIOMETRIA DO REDUTOR :

Número de Motes
SPDC

1

1

7

10

11

15

Número de Mofes
SnCÍ2 . 2 H2O

2

1

1

1

1

1

(%) Pureza
Radioqulmica

57,81

65,60

87,85

92,72

91,09

90,55

ü) TEMPO Dt REAÇÃO :

Tempo de Incuõação
(minutos)

5

15

60

(5) Pureza
Radioqulmica

92,17

92,72

91,56
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c) pH REACIONAL :

pll

6,0

7,5

9.0

(%) Pureza
Radioouimica

86,9O

92,72

91,39

(%) TcO2

13,1O

7,28

8,61

d) ATIVIDADE DE !JlTc :

Atividade de
ÍJlTc (mCi)

1.5

2,O

(%) Pureza
Radioquimica

91,22

92,72

E) MASSA DL SPDC :

massa
de SPDC (ug)

114

228

600

(%) Pureza
Radioqulmica

92,72

92,77

79,19
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V.2. COEFICIENTE DE PARTIÇÃO (CP.)

Atividade - fase
Orgânica. (fiCi)

37,3O

28, IO

25,SO

27,90

27,30

Atividade - Fase
Aquosa. (ud)

0,62

0,59

O,6O

0,62

0,63

Coeficiente
de Partição

1,78

1,68

1,63

1,65

1,64

CP= 1,68 x 0.06

V.3. CONJUNTO DE REATIVOS PARA VftRCAÇAO "IN SITU" :

Ao testar a eficiência de marcação do conjunto de rea-
tivos constatamos uma pureza radioqulmica de 96% ,O estudo de
€»tabíí idade demonstrou que no intervalo de 2 meses o conjun-
to de reativos manteve suas características praticamente ína.í
teradas {com degradação menor que 2%).
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V.4. ENSAIO DE TOXICIDADE BIOLÓGICA :

V.4.1. DOSAGEM :

A massa utiíizada para ser Injetada em carfa ani-
mai foi de :

SOO doses (esse valor a ser administrado em cada ani-
mai è e<iuivaíente a uma dose SOO vezes maior do que a-
queía a ser asada no paciente).

V.4.2. COMPORTAMENTO DOS CAMUNDONGOS AO ENSAIO :

Após a injeção do fàrmaco não foi notada nennuma espé-
cie de mudança no comportamento dos camundongos.
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V.5. DISTRIBUIÇÃO BIOLÓGICA
Ta6eía 1 - Captação do coMpfexo SPDC- "*Tc

% DOSE / 9

coração

pufmào

6aço

/l garfo

rim

estômago

ínt.def.

cereoeío

striatum

cortex

sa,totoí

1 MIN.

l,«l±0.21

2,38+0.44

0,72+0.37

1.88+0.42

1.18+0,05

0,16+0,03

0,Z4±0,05

0,17+0,03

0,21±0.02

0,11*0,01

4,69+0,65

5 MIN.

0,78+0,10

1.85+0,30

1,82+0.45

3.71+0,26.

1.58+0,16

0,17+0,04

O,37±O,O7

0,09+0,03

0,10±0,02

0,08+0,02

2,74+0,29

15 MIN.

0.73+0.16

1.73+0.45

2,21+1.86

4.39+1.12

2,92+0.11

0,17+0.01

1,01+0,26

0,06+0.03

0,06+0,02

0,05+0,02

2,58+0,65

30 MIN.

0.62+0,20

1.71+0,32

2,22+0,58

4.35+0.78

5,10+2,42

0,25+0,08

1,59+0,97

0,0B±0,03

0,07*0,01

0,05+0,02

2,3210,30

60 MIN.

0.49+0.18

1.36Í0.13

1.67+0.17

4,10+0,57

3,47+0,57

0.20±Q,0B

0,71+0,40

0,0S±0,01

0,05*0,01

0,04+0,01

1,78+0,22



S3

Na Taoeía 2 os vaíores de captação estão expressos
em % da dos* administrada / órgão :

% DOSE / ORGA0

coração

PUÍMÂO

6»po

rim

CStdMAfO

tttt.rfcí.

cere6eío

striatum

cor'«x

«f.totaí

somatório

1 MIN.

l ,25±0,7l

3.02*0,68

0.3310.16

1«,23+3,12

1,93*0,18

0.24*0,03

0,l«tO,04

0,05*0,01

0,05*0,01

0,12±0,01

62,n±7,9l

B7,S7t9,S6

5 MIN.

0.66*0,10

2.40*0,62

0.87*0,15

33,54*1,55

2.57±0,33

0.25+0.C3

0,32t0,09

0,02*0,01

0,03±0,0l

0,09±0,C3

34,47t0,S7

75,62±1,92

^ 15 MIN.

0.59*0.08

2,01*0.38.

0.81±0.72

36,49*6,04

4,39*0,54

0,24*0,01

1,01*0,22

0,02*0,01

0,02*0,01

0,06*0,02

30,28t6,29

75,9218,78

30 MIN.

0.50*0.17

2,08*0,69

0,79*0.15

36,01*5,13

7,21*3,26

0.3410,11

1,5610,87

0,02*0,01

0,02*0,01

0,06t0,02

28,0916,12

76,68*8,70

60 MIN.

0.3310,04

1,91*0.06

0.8010.19

36.41*0,83

6,1010,74

0,2510,12

0,3910,26

0.01*0,01

0,01*0.01

0,05*0,01

20.9710,78

67,2311,97
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A fim de estudar as porcentagens de captação somente dos
órgãos dissecados /izetnos estudo do parâmetro jCCPM/órgão.Esse
parâmetro è caícufado dividindo-se a captação do órgão peía
soma das captações dos órgãos dissecados (Taôeía 3).

% CPU / ÔRGAO

coração

PUÍMÃO

baço

fígado

rim

estômago

int.átl.

ctrtbtlo

ttriatum

cortex

*g.total

1 MIN.

1.91+0.2«

3.40±0,5J

0,3810,20

20,92+4,56

2,20*0.0J

0,27+0,03

0,20+0,03

0,05+0,01

0.05±0,0l

0,14*0,01

70,48*1,14

5 MIN.

0,«7±0,ll

3,ia±0,74

1,15+0,19

44.87+0,74

3,4010,46

0,33*0,04

0,43*0,12

0,03*0,01

0,0410,01

0,1210,04

45,S9tO,$1

15 MIN.

0,77+0,05

2,6510,06

0,97+0,74

48,2111,14

5,8510,74

0,32+0,05

1,32*0,05

0,02+0,01

0,02±0,00

0,08*0,00

39,7S±0,91

30 MIN.

0,6510,23

2,70+0,82

1,0210,11

46,85*4,20

9,67+5,18

0,45+0,13

2,11+1,34

0,03+0,01

0,0210,01

0,08±0,03

36,42±5,48

60 MIN.

0,4810,04

2,84±0,12

1,1910,25

54,1710,86

9,05*0,80

0,37*0,17

0,58+0,37

0,0210,00

0,0210,01

0,0810,01

31,19±0,09
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DISTRIBUIÇÃO BIOLÓGICA EFETUADA COM
ADMINISTRAÇÃO PREVIA DE HALOPERIDOL

TABELA.*

coração

puímâo

baço

fígado

rim

estômago

int .deíg,

ctre.be. to

stríatum

córtex

sg.totaí

% DOSE / g

30 MINUTOS

0.34+0,01

0,71+0,14

0,69+0,20

1,60+0,48

1,07+0,14

0,10*0,05

0,48+0,09

0,03+0,00

0,04±0,02

0,03+0,01

0,10+0,03

60 MINUTOS

0,50+0,14

0,74+0,08

0,65+0,20

l,69±0,3l

1,55+0,19

0,09+0,01

0,50+0,34

0,04+0,01

0,03+0,01

0,03+0,01

0,Í3±0,02
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DISTRIBUIÇÃO BIOLÓGICA EFETUADA COM

ADMINISTRAÇÃO PREVIA DE HALOPERIOOL

coração

pufmão

6aço

fígado

rim

estômago

int.delg.

cerebeío

stríatum

corte*

sg. total

% DOSE / ORGÀO

30 MINUTOS

0,41+0,03

1,25+0.22

0,34±0,09

15,46+3,04

2,21±0,48

0,16+0,07

0,3610,06

0,01+0,00

0,01+0,00

0,04+0,01

l,76±0,36

60 MINUTOS

0,56+0,30

1,38+0,39

0,28+0,05

16,22+1,52

3,17+0,33

0,18+0,07

0,56+0,52

0,01+0,00

0,01±0,00

0,04+0,01

1,90+0,29
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V.6. VOLUME PLASMATICO £ HEMVTÔCRITO DE CADA ANIMAL

Número
Rato

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
12
23
24
25
26
27
28

Peso(g)

115
118
96
105
108
105
100
120
116
95
105
92
99
110
167
186
143
159
152
136
132
162
144
138
132
134
162
133

Volume Pins-
mdtico (mi)

4.65
4.60
3.54
3.82
4.15
4.03
3,79
4,19
4,11
3.65
3.61
3.40
3,70
4,12
5.91
6,59
5.13
5,87
5,30
5,02
5,34
5,98
5,31
5,30
4,67
4,81
5,90
4,78

Hetnatócrito

34
37
41
42
38
38
39
45
44
38
46
41
40
40
44
44
43
41
45
41
34
41
41
38
44
43
42
43
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V.7. NÍVEIS PLASMATICOS DE SPDC-55"TC x TEMPO DECORRIDO APÔS
A ADMINISTRAÇÃO DA DOSE :

TABELA__7

PORCENTAGEM DA DOSE ADMINISTRADA

tempo
( min.) PLASMA TOTAL PLASMA

10

20

45

60

22,63 ± 3,00

14,61 ± 1,91

12,91 ± 2,22

11,98 ± 4,02

8,68 ± 0,39

8,68 ± 1,19

4,48 ± 0,78

2,71 ± 0,34

2,34 ± 0,04

3,25 ± 1,12

2,15 ± 0,16

2,10 ± 0,19
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CURVA DE DECAIMENTO PLASMATI CO DE SPDC-J9tTc EM
RATOS IVISTAR {% DOSE ADMINISTRADA X TEMPO DECORRIDO)

22.6

14,6
12,9
12,0

8,7

CURVA DE

DECAIMENTO PLASMATICO

1 5 10 45 60
TEMPO

MINUTOS
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VI-DISCUSSÃO

A síntese do derivado SPDC foi efetuada com aí to ren-
dimento e o produto foi posteriormente isolado quimi contente
do meio reacionaf pera que sua pureza fosse ainda maior.

O processo de marcação foi inicialmente estudado com a
utilização de dois tipos de redatores di/erentes.

O FSA, con/irmando os resultados de Baílinger (9) pro-
porcionou, uma incorporação de apenas metade do "gTc enquan-
to que pa.a cloreto estanoso obtivemos valores próximos de
100% .Processos utilizando lon pertecnetato como traçador e o
cloreto estanoso como redutor podem ser considerados clássi-
cos devido *a sua vasta utilização em radio/artndcia. Pertecne-
tato promove as marcações de vários tipos de mofécuías após
sofrer redução em presença de soluções ácidas de cíoreto esta.
noso.

Estudos de estabilidade do produto marcado foram feitos
tendo em vista que sua integridade e muito importante para a
feitura de uma boa distribuição biológica. Dessa forma, estu-
dando o parâmetro estabilidade, até o intervalo de tempo de
1 hora ficou evidenciado que cloreto estanoso forma produ-
tos marcados que praticamente não se alteram e FSA ( proposto
no trabaio original de Baííinger (9) } os concebe com instabi-
l idade .



Os cáícuíos de degradabiCidade foram efetuados para os
complexos obtidos através do redator FSA e, através do método
cinético da substituição verificamos que, guando testada
uma equação de primeira ordem, o6tivemos vaíores fixos para
as constantes de velocidade (para os diferentes tempos estu-
dados). Ficou então comprovado que o processo de degradação
obedece, a cinética de uma reação de primeira ordem.

Os resuítados dos ensaios para a escolha do redutor dei.
jcaram claro que o F5A é um redutor insatisfatório se compara-
da ao cloreto estanoso ,

COM RESPEITO AOS PARÂMETROS DE MARCAÇÃO TIMDS :

Demonstrou influenciar sensivelmente o rendimento de
marcação e a reíação estequiométrica ideai (em termos de nú-
mero de moles) foi de:

CONJUGADO 10 : 1 REDUTOR

(SPDC/ (CLORETO ESTANOSO)

No intervalo de tempo estudado a pureza radioquimica
praticamente não se alterou. Então, em termos de praticidadc
e dinâmica de marcação, os tempos menores foram os escolhidos
mormente o tempo de 15 minutos por promover um valor de pure-
za radio química um pouco maior.
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O meio reacionaí ácido propicia a formação de tecnécio

coíoidaf (TcO2) (2,6,64,68) :

2+ + 4+
(TcO4J + Sn + 4 H TcO2.2 H2O + Sn

Pudemos verificar que os teores de TcO2 como impureza
foram diminuídos em pH's menos ácidos. Forisso que os pH's
mais aícaíinos demonstraram ser mais adequados e responsá-
veis pefa redução dos teores de tecnécio coíoidaí. O pH adota.
do por nós foi o de 7,5 por ser o mais próximo do pH fisioló-
gico.

Verificou-se que o parâmetro atividade do traçador não
altera significativamente o processo de marcação já que a
quantidade de tecnécio é muito menor do que a quantidade da
substância a ser marcada; dessa forma testamos duas ativida-
des e adotamos 2,0 mCi para todas as marcações.

A massa escolhida foi de 228 jug porque propor-

ciona a melhor marcação.

Esse parâmetro foi considerado bom .
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Com relação ao aíto vaíor cafcuíado do coeficiente de
partição podemos (fizer que efe indica flue o produto marcado
è favorável a estudos cereôrais.

£ interessante notar que o coeficiente de partição do
complexo SPDC-SJ"Tc ( 1,68 ) é um vaíor muito próximo ao
da própria espiperona { 1,75 )• Isso significa dizer que, mes
mo depois de transformar a espiperona no derivado SPDC e
marcar esse último com SStTc, não houve significativa mudan-
ça nas características farmacocinéticas desse fármaco com re-
lação a seu. coefIdente de partição.

Com respeito ao conjunto de reativos podemos dizer que
seu desempenho de marcação foi satisfatório e que esse fator
é muito favorável "a utilização desse radiofármaco.

Segundo o Ensaio de Toxicidade, o derivado i conside -
rado inócuo "in vivo". Apesar, da espiperona estar entre os
neuroíépticos mais potentes que se conhece, o seu derivado
quando injetado em camundongos não provocou nenhuma resposta
biológica que se refletisse no comportamento desses animai».

De posse dos dados de distribuição biológica realizados
no'amos que a principal via de metabolização do produto marca.
do parece ser a fiepát ica.Como demonstra a Tabela 2, após de-
corridos os primeiros 5 minutos cerca de 34% de toda a dose
administrada se encontra nesse órgão, permanecendo então pra-
ticamente constante,
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A fim de se estudar as porcentagens de captação so-
mente dos órgãos dissecados fizemos estudo do parâmetro
5 CONTAGENS POR MINUTO / ORGAO (Taóeía 3).

Essa ta6efa corroóora para a teoria de que o produto
marcado seja rntta.boliza.do peta. via nep&tica pois enquanto o
cíareamento sanguineo está aceíerado nos 5 minutos iniciais,
a captação do fígado está. praticamente se dupficando.

A captação expressa em % CPM / ÔRGAO tam6em evidencia
a afinidade do compíejco ( produto marcado ) pelo cérebro mor-
mente petas regiões do "striatum" e cerebelo já que no inter-
vafo de 15 para 60 minutos esses vaíores permaneceram cons-
tantes. A fixação principalmente no "striatum" è muito impor-
tante e favorável ao uso desse produto como agente diagnósti-
co .
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VII. CONCLUSÕES

A síntese do derivado SPDC foi viabilizada com aíto
rendimento e o produto oótido foi posteriomente purifi-
cado quimicamente ;

O processo de marcação foi desenvolvido de forma a ob-
ter uma aíta taxa de incorporação de M*Tc no deri -
vatío SPDC sem, no entanto, ser necessária nennuma
puri/icaçáo posterior ;

Os conjuntos de reativos congelados demonstraram viabi-
lidade de dispensação do radiofármaco para marcação "in
situ" com

0 produto marcado demonstrou possuir alto valor de coe-
ficiente de partição. Esta caracteristica e muito favo-
rável e importante para os agentes a serem utilizados
em estudos cerebrais já que a passagem pela barreira
hematoenccfali ca t grandemente favorecida por compostos
lipossoluveis ;
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O farmaco espiperona demonstrou possuir baixa toxicida-
de :

A otimização das condições de marcação incluíram tempo
de reação, pH, redator, massa de espiperona ;

O produto marcado demonstrou possuir afinidade petos te.
cidos cerebrais como o "striatum", córtex e cere6eío.No
"striatum", região onde se encontram os receptores dopa.
minlrgicos D2 em grandes quantidades, foram verificados
os maiores níveis de captação cere6raí ( expressa em
% dose/g ) ;

Após ocorrer o bloqueio dos receptores D2 (cére6ro) fi-
cou demonstrado que as captações nessas trEs regiões
cerebrais ficaram igualadas {Tabelas 4 e 5) fortalecen-
do a idéia da existência de interação do tipo fármaco-
receptor, ou stja, afinidade do produto marcado pelos
receptores D2 ;
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Com o des envo ívimeitto de um fa.rma.co como a espiperona,
servindo a màCtiptos propósitos dentro da moderna Psicoradio-
farmacologia, julgamos ter logrado um tento no desenvolvimen-
to da moderna Radio/armacia e Medicina Nuclear.
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