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"OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES DE MARCAÇÃO DO 

CLORIDRATO DE N-ISOPROPIL-p-IODOANFETAMINA (IMP) 

COM RADIOIODO. ESTUDOS DE DISTRIBUIÇÃO BIOLÓGICA" 

Maria Tereza Colturato 

RESUMO 

O desenvolvimento deste trabalho baseou-se no grande interesse da classe 

médica na utilização do cloridrato de N-isopropil-p-iodoanfetamina (IMP) marcado com 

iodo-123, para avaliação da perfiasão cerebral. 

O IMP foi inicialmente caracterizado por: Ponto de Fusão (PF), 

Espectrofotometria na região do Infravermelho (IV), Espectroscopia de Ressonância Nuclear 

Magnética (RNM), Análise Elementar e Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE). 

Após a escolha da técnica adequada para marcação do IMP com iodo-131, que 

utilizou cobre I como agente redutor e ácido ascórbico como agente catalisador do cobre II 

(método de substituição nucleofílica isotópica), foram realizados estudos para ofímização dos 

parâmetros de marcação do IMP-'^'l: temperatura de reação, tempo de reação, massa de ácido 

ascórbico, pH da reação e relação massa de IMP/atividade de radioiodo (relação 

massa/atividade), concluindo com o estudo da estabilidade do produto em função da relação 

massa/atividade. O método de controle de qualidade (cromatografia ascendente em papel) 



empregado para determinação da pureza radioquímica, mostrou ser preciso, eficiente, rápido e 

de fácil manuseio. 

Em seguida realizou-se os seguintes estudos biológicos, injetando-se o 

radiofármaco por via venosa (veia da cauda) em animais de laboratório: estudo de distribuição 

biológica, estudo da captação de corpo inteiro; estudo in vitro para determinação da 

porcentagem de ligação às proteínas plasmáticas, estudo radiofarmacocinético e, ensaio de 

tolerância toxicológica, em camundongos. As imagens cintilográficas foram obtidas injetando-

se o EVCP-'̂ Î, em coelho. 

Os dados de distribuição biológica, captação de corpo inteiro, porcentagem de 

ligação às proteínas plasmáticas, ensaio de tolerância toxicológica e imagens cintilográficas, 

demonstraram a capacidade do composto em atravessar a barreira hematoencefálica intacta, 

permanecendo tempo suficiente para obtenção de imagem cintilográfica cerebral, inclusive, 

possibilitando um acompanhamento por um tempo mais prolongado em estudos tardios, após 

administração intravenosa do radiofármaco. Apesar da rápida distribuição, o IMP-'^'^I mostrou 

ter uma depuração sangüínea relativamente lenta, com duas vias de eliminação, predominando 

a urinária. 

Ao realizar o estudo cinefico do IMP-^^I, verificou-se que, ao submeter-se os 

dados das amostras sangüíneas obfidas na distribuição biológica, ao programa BIEXP.BAS, 

este apresentou um modelo, cujo perfil da curva de decaimento, foi de uma fiinção bi-

exponencial, a qual permitiu constatar que o composto apresentou: uma primeira fase rápida 

(distribuição) e, uma segunda lenta, correspondente ao equilíbrio e a eliminação. 

Portanto, do ponto de vista de pureza radioquímica, estabilidade e 

comportamento biológico em animais de pequeno e médio porte, concluiu-se que o produto 

encontra-se em conformidade com as características exigidas de um radiofármaco indicado 

para aplicação em clínica médica na obtenção de imagens cintilográficas cerebrais. 



"OPTIMIZATION OF LABELING CONDITIONS OF N-

ISOPROPYL-p-IODOAMPHETAMINE CHLORIDATE (IMP) 

WITH RADIODINE. BIOLOGICAL DISTRIBUTION STUDIES" 

Maria Tereza Colturato 

ABSTRACT 

The development of this work was based on a great interest from the medical 

community in the utilization of N-isopropyl-p-iodoamphetamine chloridrate (IMP) labeled 

with '^•'l, for brain perfusion avaliation. 

The IMP was initially characterized by: Melting Point (MP), Infrared 

Spectrophotometry (IR), Nuclear Magnetic Ressonancy Spectrometry (NMR), Elemental 

Analysis and High Performance Liquid Chromatography (HPLC). 

After having chosen the ideal method (nucleophilic substitution) to label IMP 

with that used Cu(I) as reducing agent and ascorbic acid as catalyzing of Cu(II), studies 

were performed to optimize the labeling parameters of '•'^I-IMP: temperature reaction, time 

reaction, ascorbic acid mass, pH and molar ratio, and stability of the final product. The quality 

control method (ascending paper chromatographic) used to determine the radiochemistry 

purity showed to be efficient, fast and of easily handling for routine production. 



Biological distribution studies were performed with laboratory animals (mice) 

to determine the percent administered dose in the blood, different organs and whole body after 

intravenous administration of the radiopharmaceutical. Toxicological evaluation and in vitro 

study to determine the plasmatic protein binding were also done. 

The data of the biological distribution in mice have shown that the product 

crossed the intact blood brain barrier, for a enough time to obtain brain scintigraphic image, 

thus, allowing a follow up of fiarther studies after the intravenous administration of the 

radiopharmaceutical. The ^^^I-IMP showed a blood clearance and then the principal 

elimination route was the urinary. 

The kinetic study of " ' l - IMP, submiting blood samples data to BIEXP.BAS 

program, showed a biexponencial pattern which allowed demonstrating that the compound 

presents a first phase of quick distribution and a second one slower corresponding to the 

equilibrium and elimination. 

Based on the results from radiochemical purity, stability and biological 

behavior in laboratory animals, we concluded that the studied radiopharmaceutical presents all 

the ideal characteristics for clinical use in brain studies in Nuclear Medicine. 



"Uma criança sempre pode ensinar três coisas a um adulto: 

a ficar contente sem motivo; 

a estar sempre ocupado com alguma coisa, 

e a saber exigir, com toda força, aquilo que deseja" 

Paulo Coelho 



1 - I N T R O D U Ç Ã O 

1.1 - ESTUDO DAS FUNÇÕES CEREBRAIS NA MEDICINA 

O papel da Medicina Nuclear está cada vez mais fundamentado no uso 

diário de compostos para diagnosticar funções fisiológicas alteradas e tratamentos 

terapêuticos realizados pós-diagnóstico. 

Com o avanço da Medicina, na tentativa de entender a base da estrutura 

celular e molecular das funções complexas e variadas do cérebro humano, e a extensa 

patologia a elas associadas, os exames clínicos convencionais passaram a fornecer poucas 

informações e, desta maneira, poucas respostas às necessidades apresentadas 

O crescimento da Medicina Nuclear e a sua associação à tecnologias cada 

vez mais avançadas, abriu novos caminhos que possibilitam compreenção mais detalhada 

da anatomia, da fisiologia e da química do Sistema Nervoso Central (SNC). Paralelamente 

é enorme o interesse demonstrado por parte dos pesquisadores em encontrar compostos 

com características específicas que avaliem minuciosamente quaisquer disfijnções nas 

medições da fisiologia regional, em particular, o fluxo sangüíneo cerebral, o metabolismo 

da glicose e o consumo do oxigênio 

Embora, ainda não inteiramente definida em termos anatômicos, a barreira 

hematoencefálica intacta representa um importante Hmite entre os sistemas nervosos 

central e periférico, de tal forma que sua permeabilidade atua como uma barreira 

propriamente dita, permitindo ou não a passagem de substâncias da corrente sangüínea 

para várias regiões do SNC '̂"-̂ ^^ 



Diversificações estruturais nas membranas celulares sugerem a existência 

de diferentes vias para que um composto atravesse esta barreira. A difiasão passiva ou livre, 

o transporte mediado por carregador (difusão facilitada) e o transporte ativo, são os fipos 

de processos utilizados pelos compostos ('̂ '̂ -̂̂ ^̂  

No primeiro caso, o composto penetra por difiasão passiva ou livre ao longo 

de um gradiente de concentração, baseado na solubilidade da camada dupla de lipídeos que 

faz parte dessa membrana. Essa transferência é diretamente proporcional ao gradiente de 

concentração através da membrana e ao coeficiente de partição lipídio:água do composto 

(lipossolúvel ou hidrossolúvel). Quanto maior o coeficiente de partição, mais elevada a 

concentração do composto na membrana e mais rápida a sua difiisão. Esse transporte 

ocorre, em geral, para as moléculas lipossolúveis e não ionizadas '•̂ •̂̂ '̂̂ \̂ 

Embora, a difiasão passiva através da camada dupla esteja fiandamentada, 

predominantemente, na absorção, para a maioria dos compostos, mecanismos mais ativos e 

seletivos podem desempenhar papéis importantes. 

O transporte atívo envolve seletividade, energia, índice de saturação e 

movimento contra um gradiente eletroquímico (ex: composto na forma ionizada). O grau 

de ionização do composto está diretamente relacionado com a sua solubilidade. Portanto, 

para um composto, nessa condição, a absorção ocorre por transporte ativo e a sua 

distribuição dependerá de seu grau de ionização e o pH do meio. Geralmente, os 

compostos quando ionizados, ligam-se à receptores ^̂ \̂ 

A difusão facilitada é descrita por um processo de transporte mediado por 

carregador, no qual, não há utilização de energia e, dessa maneira, o movimento do 

composto, não pode ocorrer contra um gradiente eletroquímico. Em geral, esse fipo de 

transporte é utilizado por compostos endógenos (ex: a glicose é transportada por proteínas 

carregadoras) cuja velocidade de movimento através das membranas por difiisão passiva 

seria lenta demais 

É essencial, portanto, considerar os mecanismos pelos quais os compostos 

atravessam a membrana, suas propriedades físico-químicas e propriedades da membrana 

cerebral que influenciam nessa transferência. As características importantes para o 



transporte de um composto são: tamanho (peso molecular), forma molecular (aspectos 

eletrônicos da molécula), grau de ionização (solubilidade e pH) e grau de lipossolubilidade 

(concentração fase orgânica e aquosa) 

Portanto, a formulação de um radiofármaco que se adeqüe bem, tanto 

anatômica como fisiologicamente, para estudo da perfusão cerebral, exige certas 

características físico-químicas específicas tais como: peso molecular (PM) pequeno, pH 

neutro, lipofilicidade elevada e estabilidade suficientemente longa. 

1.2 - DESENVOLVIMENTO DE COMPOSTOS UTILIZADOS 

EM MEDICINA NUCLEAR PARA AVALIAÇÃO 

DAS FUNÇÕES CEREBRAIS 

Atualmente, os Centros de Medicina Nuclear, encontram-se equipados com 

aparelhos de alta resolução e sensibilidade como: Tomógrafo Computadorizado por 

Emissão de Fóton Único (SPECT - Single Photon Emission Computer Tomography) e 

Tomógrafo por Emissão de Positron (PET - Positron Emission Tomography). 

Nos estudos de imagens cintilográficas cerebrais, existem vários 

radiofármacos que atuam como perfiisórios e outros que interagem com os receptores 

locais. 

Os radiofármacos que interagem com os receptores cerebrais, utilizados em 

SPECT e PET, permitem uma avalição da atividade neuroquímica por meio da ligação 

radiofármaco:receptor específico do tipo: muscarínico, benzodiazepínico, serotoninérgico e 

dopaminérgico 



Os radiofármacos utilizados em PET marcados com emissores tais como 

o Oxigênio-15 (^^O), Nitrogênio-13 (^^N), Carbono-11 ("C) e Fluor-18 ('^F) podem ser 

classificados em ^ O ' ^ - ^ - ^ ^ - » » " ) ; 

a) Receptores cerebrais: 

• Receptor dopamínico: (3-N-[^^C]-metil)-espiperona; Espiroperidol-'^F; 

Haloperidol-'^F; N-(3-iodoprop-2E-enil)-2P-carbometoxi-3P-(4-

metilfenil)nortropano-"C (PE2I-^^C) 

• Receptor opiáceo: Carfentami 1-" C; 

• Receptor colinérgico: l-benzil-4[(5,6-dimetoxi-l-oxoindan-2-il)metil]piperidina-
l l ç (28). 

• Receptor serotoninérgico (5-HT2): l-(2,5-dimetoxi-4-iodofenil)-2-di-''C mono-

metilamino-propano-^^C 

• Receptor serotoninérgico (5-HTIA): [carbonil-"C]WAY-100635 (WAY) ^̂ ^̂  

b) Perfusores cerebrais: Fluordeoxiglicose-'^F (FDG-'^F) (^H^Ó^S.US). JJ^ISQ. 

Metionina-^^C 

A classe médica apresenta pelo FDG-'^F um interesse especial. Entretanto, 

devido ao alto custo na aquisição de Tomógrafos (PET) e/ou adaptação dos equipamentos 

(Câmaras de coincidência), com a inclusão de sistemas sofisticados de softwares ou 

hardwares para correção d atenuação, assim como, a meia-vida curta do ^^F, limitam sua 

distribuição em diferentes Centros de Medicina Nuclear (15,22,34,38,77.119,130) 

Os radiofármacos utilizados em SPECT classificam-se em: 
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a) Receptores cerebrais: 

^ Receptor dopamínico (D2/D3): Epidepride-'^^I L-6-[^^^I]-Iodo-m-

Tirosina ^ ' ' ' ' ' \ TRODAT-l[^^"Tc] 

• Receptor benzodiazepínico: etií-5,6-dihidro-7-[^^''l]-5-metil-6-oxo-4H-imidazo-

[15a]-[l,4]-benzodiazepina-3-carboxilato (Ro 16-0154-^"l) Iomazenil-'"l 

(roZM-^^^I) 3-(5-ciclopropil-l,2,4-oxadiazo-3-il)-7-iodo-5,6-dihidro-5-

metil-6-oxo-4H-imidazo[l,5-a][l,4]-benzodiazepina (NNC 13-8241) 

• Receptor serotonínico: álcool 5-iodo-2-[2-[(dimetilamino)metil]fenoxi]benzóico 

[ODAM-'"l] 

b) perfusórios cerebrais: dentre os radiofármacos utilizados em SPECT, encontram-se 

os marcados com o Xenônio-133 (^^^Xe), Tálio-201 (̂ "̂ ^Tl), Tecnécio-99m (^^"'Tc) 

e Iodo-123 (^"l). 

Por sua vez, os radifármacos perñisórios cerebrais podem ser 

utilizados nas investigações de infarto cerebral, associado a distribuição 

proporcional do fluxo sangüíneo regional, demencia de múltiplo infarto e demência 

senil (doença de Alzheimer) e, doenças cerebrais, como, esquizofrenia e psicoses 

maníaco-depressivas("'̂ '̂̂ '̂̂ ^^^^^^^^^ '̂̂ '̂i°̂ 'î '̂î )̂. 

O radioisótopo '•'^Xe é um gás nobre, inerte, emissor gama (Ey = 81 keV) de 

meia-vida física (ti/,) de 5,3 dias e, quando administrado por inalação, permite a medida do 

fluxo sangüíneo cerebral regional. Esse gás radioativo provou ter validade na investigação 

de doenças vasculares e psíquicas, entretanto, demonstrou que, além de ser um tanto caro, 

exige uma tecnologia tomográfíca especialmente adequada, sem descartar a alta 

periculosidade, devido ao seu estado físico que, inevitavelmente, resultaria numa possível 

contaminação ambiental (50J2,99.u4,i25) 

O TI tem um t./, = 73,1 horas e uma energia baixa relativa de fóton de 

69-83 keV O composto dietilditiocarbamato (DDC) marcado com ^"^Tl (DDC-^'^^Tl) 
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também foi proposto para estudo do fluxo sangüineo cerebral, pois sua fixação no cérebro 

ocorre logo no primeiro minuto após injeção intravenosa. Apesar dessa vantagem, 

esse composto não foi introduzido como rotina em clínica médica, provavelmente, 

devido aos inconvenientes ao uso do ^"^Tl, energia relativamente baixa e meia-vida 

relativamente longa 

O ^^""Tc é um radioisótopo com t>/, = 6,02 horas, emissor gama puro com 

energia de 140 keV. Encontra-se na forma de gerador ^^Mo-^^'"Tc, onde pelo decaimento 

do pai (^^Mo) forma-se o elemento filho (^^""Tc) (^^'"'^ Após a percolação do gerador 

^^Mo-^^^Tc com solução fisiológica, obtem-se o pertecnetato de sódio (Na^^'"Tc04), 

encontrando-se ^^""Tc na valência +7. Para complexá-lo às moléculas de um composto, 

necessita-se reduzí-lo a estados de valência inferiores e, para tal, faz-se uso de um agente 

redutor como por exemplo o cloreto estanoso (SnCl2), ácido ascórbico, etc. 

Os compostos complexados com ^^"Tc existentes tais como o ácido 

dietiltriaminopentacético (DTPA-^^'"Tc), pirofosfato de sódio (Piro-^^™Tc) e 

glucoheptonato de sódio (GHA-^^^Tc), utilizados em testes cintilográficos para 

mapeamento cerebral, não são capazes de cruzar a barreira hematoencefálica intacta para 

perfimdir-se no tecido cerebral (•̂ '̂ '̂ '̂ -̂ '̂'̂ i) Tendo como objetivo a determinação do fluxo 

sangüíneo regional, os pesquisadores iniciaram estudos para o desenvolvimento de novos 

compostos marcados com ^^""Tc, visando a obtenção de um composto lipofílico e neutro 

que atravessasse a barreira hematoencefálica intacta e que avaliasse a distribuição 

proporcional ao fluxo sangüíneo cerebral ^̂ '̂ •̂ \̂ 

Outro radionuclídeo, comumente empregado é o Iodo-123, devido as suas 

excelentes propriedades físicas, com t./, = 13,2 horas, emissor gama de 159 keV (83%) e 

ausência de partículas p". 

Dentre os radiofármacos perfusórios utilizados em SPECT, observou-se que 

a presença de um grupamento químico que contribuía favoravelmente, era o amínico. Esses 

compostos amínicos são lipofílicos, diflindem-se passivamente pela barreira 

hematoencefálica e são extraídos do cérebro na proporção do fluxo sangüíneo regional. A 

força motriz necessária para o composto lipofílico difiandir-se pela barreira 

hematoencefálica, é controlada pela diferença de pH entre o sangue (pH = 7,4), meio 
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extracelular, e o tecido intracelular do cérebro (pH = 7,0). Uma vez que a amina (carregada 

positivamente) cruza a barreira, é aprisionada pelas bases fracas do meio intracelular, 

sendo ionizada, devido a diferença de pH existente entre os meios intracelular 

(relativamente ácido) e extracelular (i'^i^-^'^.^o.gg) 

Por esta razão, as investigações foram direcionadas para a síntese de 

derivados das aminas simpatomiméticas, levando-se em conta o estudo da relação estrutura 

química;atividade biológica (REA) ^̂ \̂ 

1.3 - DESENVOLVIMENTO DE RADIFÁRMACOS AMÍNICOS 

UTILIZADOS NA AVALIAÇÃO DE FUNÇÕES CEREBRAIS 

Há várias décadas, pesquisadores vem estudando a relação estrutura 

química:atividade biológica (REA) dos compostos, no sentido de obter-se fármacos com 

maior especificidade em seus sítios de ação ('•^ -̂̂ '̂ '̂ i) 

Foram pesquisados e sintetizados vários compostos amínicos e pela 

determinação semi-quantitativa do fluxo hematoencefálico, foram selecinados os 

seguintes 

a) Grupo das Cícloamínas: 

• propilenoaminoxima (PnAO); 

• hexametilpropilenoaminoxima (HMPAO) 

b) Grupo dos Ciclodiaminoditíois: 

• bis-aminoetanotiol (BAT); 
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• N-piperidiniletildiaminoditiol (DADT); 

• N,N'-bis-(l-carboetoxi-2-mercapto)-etiletilendiamina (ECD) 

c) Grupo das Iodoanfetaminas: 

• N-isopropil-p-iodoanfetamina (IMP); 

• N,N,N'-trimetil-N-(2-hidroxi-3-metil-5-iodobenzil)-l,3-propanodiamino (HIPDM); 

Dentre o grupo das ciclodiaminas, o PnAO (Propilenoaminoxima), quando 

complexado com ^^""Tc (PnAO-^^^Tc) forma um complexo neutro e lipofílico, 

demostrando uma captação cerebral alta, porém, com a desvantagem de apresentar um 

clareamento rápido. Quando comparado ao ^"'̂ Xe, apresenta um contraste menor entre as 

massas cinzenta e branca do cérebro ^̂ '̂'̂ '̂ \ 

Um grande número de análogos do PnAO foram investigados e dentre toda 

a série, o que mostrou características promissoras foi o HMPAO 

(Hexametilpropilenoaminoxima). Na síntese desse sal obtiveram-se dois isómeros: meso e 

tíf,/-HMPAO, e quando complexados com ^^""Tc formam o HMPAO-^^"Tc que, por sua 

vez é neutro e lipofílico. Entretanto, estudos clínicos realizados com a mistura isomérica e 

os isómeros separados, demostraram que o t^Z-ÜMPAO-^^^Tc possuía uma maior 

captação cerebral e maior tempo de retenção, fornecendo imagens cerebrais de alta 

qualidade (io,gi,88,io4,io8) g^^^ composto pode ser encontrado comercialmente na forma 

liofílizada. 

O ¿/./-íIMPAO-^^^Tc apresentou uma seletividade cerebral efetiva com uma 

captação alta da massa cinzenta, visibilizando-se detalhes estruturais na cavidade 

ventricular em imagens obtidas com SPECT transversal. Foi possível obter estudos 

seriados em um mesmo paciente a cada 24 horas, por ter o ^ "̂"Tc uma meia vida de 

6,02 horas 
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Entretanto, quando o ¿/,/-HMPAO-^^'"Tc encontra-se na corrente sangüínea, 

ocorre uma troca rápida para um complexo menos lipofílico, o que permite avaliar a 

porcentagem do fármaco retido no cérebro por suas características químicas e, a velocidade 

de conversão do complexo lipofílico para hidrofílico. A conversão intracerebral do 

complexo pode ser influenciada por muitos fatores, como por exemplo, o conteúdo de 

glutafíona ' ' ' - ' ' • ' ' \ 

Além disto, a incoveniência do uso deste radiofármaco é que o 

dJ-HMPAO-^^'^Tc deve ser injetado intravenosamente, dentro dos primeiros 30 minutos 

após reconstituição do composto liofílizado, devido a rápida conversão do complexo 

primário para secundário, observado em estudos radioquímicos realizados. Há também um 

aumento da quantidade de impurezas quando utiliza-se solução de pertecnetato de sódio 

eluída de gerador ^^Mo-^^'"Tc a mais de 2 horas, ou ainda, quando utíliza-se gerador 

^^Mo-'^"Tc não previamente eluído no prazo de 24 horas, dependendo inclusive este 

último fato, da procedência do gerador ^̂ '̂ '̂ \̂ 

Apesar deste radiofármaco ser um traçador excelente apresentando captação 

cerebral aha, continuaram-se as investigações de modo a obter-se um composto lipofílico 

com melhor estabilidade radioquímica, a ser utilizado rotineiramente. 

Do grupo dos ciclodiaminoditíois, sintetizaram-se ligantes do tipo BAT 

(Bis-Aminoetanotiol) e, com a introdução de grupamentos esteres na molécula, obteve-se o 

ECD (N,N'-bis-(l-carboetoxi-2-mercapto)-etiletilendiamina) '̂"^ 

Na síntese do ECD obtém-se dois isómeros que encontram-se diferenciados 

pela propriedade esterioquímica do composto: D,D e L,L-ECD. Tal qual o HMPAO, o 

ECD quando complexado com ^^"Tc forma um complexo neutro e lipofílico (ECD-^^^Tc). 

Observou-se, em estudos realizados em macacos, que os dois isómeros atravessam a 

barreira cerebral, porém, com prioridade, o L.L-ECD-^^^Tc que mantem-se mais tempo 
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intracelularmente ^̂ '̂ '̂ '̂̂ ^̂ \ Esse composto também pode ser encontrado comercialmente na 

forma liofílizada. 

Testes clínicos com o L.Z-ECD-'^^Tc mostraram uma captação 

cerebral de até 6 ,8 %Dose. A razão da captação entre as massas cinzenta cerebral e branca 

foi de 2 , 2 %Dose quando comparada com 1,6 %Dose para o Í/,/-HMPAO-^^"Tc ^̂ \̂ 

Testes farmacológicos realizados com o I,L-ECD-^^'"Tc, sugerem que a 

captação cerebral alta desse radiofármaco é devida a sua rápida metabolização na região 

intracerebral com a ocorrência de deesterifícação causada por enzima (hidrólise 

enzimática). Na primeira hora, 90% da radioatividade captada permanece retida no 

cérebro, relacionando-se a sua metabolização, portanto, à espécies mais polares 

No grupo das iodoanfetaminas, do estudo da série de compostos amínicos 

investigados, realizaram-se ensaios com o grupo das iodoanfetaminas. A estrutura química 

padrão (grupo farmacofórico) estudada corresponde a uma amina simpatomimética 

(figura l)(^^-^^>. 

Figura 1 - Grupo farmacofórico do derivado amínico simpatomimético 

Substituindo-se no grupo farmacofórico, R, Ri e R2 pelo elemento 

hidrogênio, obteve-se a feniletilamina. A partir deste composto começaram os estudos 

substituindo-se os hidrogênios por outros elementos ou grupamentos químicos. Dentre as 

substituições realizadas obteve-se a N-isopropil-p-iodoanfetamina (fígura 2 ) : 
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a) Substituição do Hidrogênio do anel aromático na posição quatro (posição para) pelo 

halogênio Iodo (I); 

b) Substituição de R2 pelo radical isopropil (-C3H7); 

c) Substituição de Ri pela metila (-CH3); 

d) R = H2. 

Fígura 2 - Estrutura química do N-isopropil-p-iodoanfetamina (IMP) 

O EMP (figura 2) apresenta fórmula molecular igual a C^HisIN e peso 

molecular (PM) de 303,1854 g. 

Baldwin e col. observaram que a posição do iodo (orto, meta, para e 

3,4-diiodo) no anel aromático afeta a captação cerebral, quando o radiofármaco foi injetado 

em animais de laboratório. As atividades obtidas, captadas pelo cérebro, encontram-se 

expressas em %Dose/g de tecido nos tempos de 5 e 60 minutos após injeção do 

radiofármaco, respectivamente: posição orto (1,0 e 0,6%), meta (1,1 e 0,9%), para 

(1,5 e 1,9%)) e 3,4-diiodo (1,1 e 1,2%>). Portanto, o isómero que mostrou maior afinidade 

pelo tecido cerebral nos tempos citados com incremento no instante tardio, foi o com iodo 

localizado na posição para. 
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Winchell e col. '-̂ ^̂ ^ pesquisaram e observaram que o IMP quando marcado 

com ^̂ •̂ I (IMP-^^^^I) apresentava uma captação cerebral elevada e um clareamento lento do 

cérebro. 

Estudos de distribuição biológica do IMP-^ '̂̂ 1 realizados em camundongos 

da raça ddy, apresentaram uma retenção de 8,3%Dose/g após injeção intravenosa, aos 10 

minutos mantendo-se praticamente constante até 120 minutos. Encontrou-se atividade alta 

nos pulmões (50%Dose/g), imediatamente após a injeção, mantendo-se constante entre os 

tempos de 30 e 120 minutos (20%Dose/g). A %Dose/g encontrada no fígado (10,8%), 

manteve-se também praticamente constante. A captação encontrada nos rins (= 15%)Dose/g 

para os tempos entre 30 e 60 minutos), indica ser, a via urinária, uma provável via de 

eliminação do radiofármaco e seus metabólitos '̂̂ \̂ 

Oguchi e col. ^̂ ^̂  realizaram estudos clínicos em SPECT, injetando o 

IMP-'^''l intravenosamente, para determinação do fluxo sangüíneo cerebral. Observaram 

que a maior porção da atividade injetada do radiofármaco encontrava-se, inicialmente, 

acumulada no pulmão (estudo de captação pulmonar) e, gradualmente e concomitante ao 

clareamento pulmonar, ocorria o transporte da atividade do pool pulmonar para a 

circulação sistêmica, seguido de um aumento da atividade no fluxo sangüíneo cerebral 

regional. Os cálculos dos valores estimados foram associados ao equivalente às integrais 

da atividade sangüínea arterial e fluxo sangüíneo cerebral regional. 

Baldwin e Wu ''̂ ^\ realizando experimentos em animais de laboratório, 

identificaram que a biotransformação do radiofármaco pode ser por dealquilação, 

deaminação e degradação oxidativa para ácido iodobenzóico, sucedido por 

conjugação com glicina, resultando em ácido p-iodohipúrico como o seu maior 

metabólito. Foi observado, também, uma deiodação mínima, in vivo, ocorrendo um 

aumento da radioatividade na tireóide de aproximadamente 0,2% da dose 

injetada em 24 horas 

Observaram ainda nos animais de laboratório, uma redistribuição do 

radiofármaco no cérebro, devido provavelmente, à liberação e reabsorção do próprio 

IMP-'^^I ou de um metabólito (p-iodoanfetamina) que mostrou também ser absorvido pelo 

cérebro de rato, após 2 horas de sua injeção por via intravenosa. Entretanto, concluíram 

cmssm mioréi Uc ÍIUCLEAR/SP-IPEÍ 
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que, se esta redistribuição do traçador tem algum valor de prognóstico ou algum outro 

significado clínico, é aínda duvidoso ^̂ \̂ 

Experimentos realizados em macacos, injetando-se intravenosamente o 

IMP-^^^I, apresentaram uma captação cerebral de 7,8%Dose/órgão aos 60 minutos, 

mantendo-se em 6,3 %Dose/órgão após 4 horas. A razão da concentração do radiofármaco 

entre as massas cinzenta e branca do cérebro após a dose, foi de 2,4%Dose/órgão aos 15 

minutos; 2,2% aos 60 minutos; 1,8%) após 4 horas; 0,6% no primeiro dia e 0,5% no 

segundo dia. A atividade encontrada no pulmão foi de ll,2%)Dose/órgão aos 15 minutos; 

4,5%o após 4 horas e 0,6% no primeiro dia. No fígado, a primeira hora foi de 

18%)Dose/órgão, diminuindo para 1,5%) depois de 24 horas ^''^l 

Yonekura e col ^̂ '̂*\ realizaram estudos clínicos com IMP-'^^I e observaram 

haver uma captação alta pelo pulmão logo após sua injeção intravenosa, ocorrendo na 

seqüência, um rápido clareamento pulmonar com aumento da captação cerebral, sendo 

sugerido pelos autores que a captação cerebral do EVÍP-̂ ^ Î é influenciada pelo clareamento 

pulmonar. 

Em estudos clínicos efetuados por Dewey e col. '•̂ \̂ foi verificada a 

captação do IMP-^^^I pelo melanoma maligno ocular, após 12 horas de sua injeção 

intravenosa. 

Outros estudos clínicos foram realizados para obtenção de imagens 

cerebrais e revelaram a importância do IMP-^^^I: 

a) Associando-se o IMP-^^^I com outras técnicas utilizadas na avaliação de imagens 

cerebrais como: Tomografia Computadorizada (TC) (^•'^^•^^•^-'^'^•^^y^ Ressonância 

Magnética (RM) e Eletroencefalografia ^^"); 

b) Injetando-se o IMP-'^'l em paralelo com outros radiofármacos de ' " X e (gás), ^^"Tc e 

^̂ Î utilizados na obtenção de medidas do fluxo sangüíneo cerebral regional para 

avaliação de imagens cerebrais: ECD-'^ 'Tc HMPAO-'^'Tc (3i ,94, i25). 

mZM-^^I^''-'^'^ e 1 3 3 X e (50,72,114,125). 
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c) Injetando-se IMP-̂ ^^ Î, para visibilização de imagens obtidas no 

diagnóstico de demência de múltiplo infarto e demência senil (doença 

de Alzheimer) («.24.63.64.97,105.135,136). 

d) Injetando-se IMP-'^^I para visibilização de imagens obtidas nos estados patológicos 

do cérebro que inclui estudos de desordens fixncionais, tais como: esquizofrenia e 

psicose maníaco depressiva (54,92,97,111,132). g p j i g p g j a (49,51,124). jj^f^j^^ agudo e 

crônico (4o ,85 , i i7 , i26 , i29) . ¿Qgj^ca de Parkinson ('̂ ;̂ transtornos cerebrais ocorridos 

em pacientes diabéticos (̂ ^̂ ; demencias vasculares e degenerativas ^̂ '̂̂ ^̂  e anorexia 

nervosa 

e) Injetando-se IMP-'^^I para detecção de anomalias em diferentes áreas do 

cérebro e cerebelo e, visualização de imagens obtidas nos estudos de vários tipos 

de desordens do sistema nervoso central com obtenção de imagens recentes e 

tardias (35.39,56,57.63,87). 

f) Injetando-se IMP-^^"'l para visualização de imagens obtidas de tumores cerebrais 

não comuns como glioma, assim como, tumores malignos primários do tipo 

linfoma^'^'^''"'). 

Como resultados desses estudos, ficou evidenciado que o IMP- ' " l permite: 

a) Identificar diferentes captações nas diferentes áreas cerebrais: pacientes sadios, 

realizando diferentes estímulos visuais e auditivos; pacientes sadios, com diferença de 

faixa etária; pacientes com desordens cerebrais e pacientes com lesões cerebrais; 

b) Obter imagens de 4-6 minutos logo após injeção do composto (imagens recentes) e de 

até 4 horas (imagens tardias); 

c) Obter imagens cerebrais seriadas indicando a lesão e o curso da evolução da doença, 

em paciente com desordem cerebral; 

d) Evidenciar tumores cerebrais, antes e pós-tratamento quimioterápico; 



20 

Um outro composto investigado pertencente à familia da iodoanfetamina foi 

o HIPDM (N,N,N'-trimetil-N-(2-hidroxi-3-metil-5-iodobenzil)-l,3-propanodiamino). Este, 

quando marcado com iodo-123 (HIPDM-^^^I), apresentou-se também como agente de 

perfusão cerebral 

Estudos com HIPDM-^"l injetado em macacos, mostraram uma rápida 

captação cerebral de até 5% da dose administrada. Assim como o IMP-^^^I, a captação 

desse traçador mostrou-se inalterada no cérebro entre 30 e 60 minutos após injeção 

intravenosa. Sabendo-se que o HIPDM-^^^I, também apresenta retenção cerebral 

devida à diferença de pH obtida entre o sangue (7,4) e o cérebro (7,0), a razão da 

concentração cérebro:sangue poderá ser alterada por qualquer mecanismo que venha 

alterar estes valores de pH ^̂ '̂̂ '̂ \ 

1.4 - ESTUDO DA TÉCNICA DE MARCAÇÃO 

DO IMP COM IODO RADIOATIVO 

O Iodo-123 apresenta as seguintes propriedades físicas: ty, = 13,2 horas, 

emissor gama de 159 keV (99%) e ausência de partículas P". É um elemento de 

ciclotrón e pode ser produzido por um grande número de reações nucleares, sendo o 

IMP-^"I obtido por (20.52,68,97,98,101,103,110). 

a) Processo direto: utiliza-se ou prótons ou deutêrons para irradiação do alvo de telúrio 

(̂ '̂*Te02 ou '^"^Te-metálico). As principais reações são: '^''Te(p,n)^^^I; 

''^Te(p,2n)'^^I e '^'*Te(d,n)^^^I. 

O processo normalmente escolhido para uma produção, consiste na reação: 

'^'*Te(p,2n)^^^I. O alvo utilizado pode ser '^''Te-metálico ou ^̂ '*Te02 enriquecidos e, as 

partículas utilizadas na irradiação são de baixa energia (Ep = 24 MeV). Entretanto, esta 

reação apresenta como incoveniente o aparecimento de outros isótopos: '̂ "̂ I, '^^I e '^^I 
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(contaminantes), durante a sua produção. O '^''l é a impureza mais freqüente e 

significativa, pois, possue energia gama de 603 keV (83%) e t./, = 4,2 dias. 

b) Processo indireto: utiliza como sistema precursor '^^Xe decaindo a ^"l. O '^^Xe é 

um radioisótopo de Ua = 2,08 horas, e decai por captura eletrônica (CE) e p^. As 

principais reações são: 

127T/-„ C „ \ 1 2 3 V „ D + . r^u. o n o u 123T • ^'l(p,5n)^' 'Xe p ; CE; 2,08 ^ ^^'I; 

• ^^^I(p,6n)^^^Xe P ;̂ CE; 2,08 ^ ' " l ; 

• ^^^Xe(p,2n)^^^Cs 6 mii^ ^"Xe p'^;CE; 2,08 ^ ^^I; 

• '^^Xe(p,pn)'"Xe p"; CE; 2,08 1^ ' " l . 

Os processos mais utilizados em produção rotineira são os dois últimos 

citados. A energia dos prótons das irradiações é de 30 MeV e, o alvo é o gás de ^̂ "̂ Xe 

enriquecido. Nestas reações não há formação de contaminantes no meio. 

O ^̂ Î é um elemento produzido em reator, com ti/2 = 8,04 dias, decai por 

emissão de partículas P" e, emissão gama de 364 keV (79%). É obtido pelo 

bombardeamento de neutrons pelas reações (6' ' '97,98,ioi . io3). 

• "°Te(n,y)i^'Te P'; 25 mir^ '^^1; 

• " 'U(n,f). 

Tanto o ^^^I, como o ^^'l, são obtidos em solução de hidróxido de sódio na 

forma de Na^^^I e Na"^I, respectivamente. Quando utilizados em marcações de moléculas, 

devem apresentar-se livres de redutor e carregador. 
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Os métodos de marcação de moléculas com iodo radioativo existentes, 

classificam-se em (^^•i''^). 

a ) Métodos de radioidação por substituição aromática eletrofílica; 

b) Método de radioidação por substituição nucleofílica, incluindo-se a substituição por 

troca isotópica; 

c) Métodos de radioidação aplicado as duplas ligações; 

d) Métodos de radioidação por demetalação; 

e) Métodos de radioidação por marcações por conjugação. 

Cada método de marcação acima citado, é específico a um tipo de molécula. 

Dentre os métodos de marcação com iodo radioativo citados (^ '̂î ^)^ avaliou-

se as técnicas descritas por Figols e col. e Godoy e col. para obtenção do IMP-' '\l. 

A técnica de Figols e col. ^̂ '̂ ^ consistiu no método de substituição 

nucleofílica isotópica, onde adicionou-se a um fi-asco Na"^I, Na2S03 e solução ácida de 

IMP e, levou-se o fi-asco à uma temperatura de 170 °C por 20 minutos. O IMP-'''^I formado 

foi purifícado por uma coluna de fase reversa (RP Cig) com solventes (etanol e dietiléter), 

os quais foram removidos por aquecimento à 70 °C até secura, sendo o radiofármaco 

ressuspendido em solução fisiológica. 

Godoy e col. ̂ ^̂ ^ descreveram dois tipos de técnicas de marcação, sendo que 

ambas ocorrem por troca isotópica entre o radioiodo e o iodo da molécula do IMP (método 

de substituição nucleofílica isotópica). 

A primeira marcação de Godoy e col. ^^ \̂ consistiu em dissolver o IMP em 

água destilada purifícada, adicionando-se uma solução ácida de CUSO4.5H2O e Na^^'l, em 

consto mm-L :^ c.iLR âA fiuaaR/sP-iPf^ 
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seguida levou-se a um aquecimento no intervalo de 170 - 175°C por 20 minutos. A 

segunda era semelhante à primeira, entretanto, ao frasco de reação deve-se acrescentar o 

Godoy e col. c , descreveram que na marcação, a troca nucleofílica 

isotópica ocorre em presença de Cu , podendo formar um complexo intermediário do tipo 

Ar-Cu-I, favorecendo a substituição isotópica. O Cu +(cobre I) é utilizado como agente 

redutor do iodo da molécula do IMP e o ácido ascórbico como agente catalisador da 

conversão de C u + + (cobre II) para Cu + (cobre I). 

A representação esquemática da reação de substituição nucleofílica 

isotópica, na presença de cobre e ácido ascórbico corresponde ( 1 0 9 ) : 

Ar-I + Cu + -» Ar-I + Cu + + *T -> Ar-I Cu + + *T -> 

-> {[Ar-r] C u + + *T] -> {[Ar-*r] Cu + + 1} -> 

-> Cu + + Ar-*I + F 

1.5 - ENSAIO DE SEGURANÇA 

TOXICOLÓGICA EM RADIOFÁRMACOS 

Como os demais fármacos, os compostos radiomarcados encontram-se 

inclusos no quadro dos produtos farmacêuticos, com a designação de radiofármacos, cuja 

finalidade é o emprego em diagnóstico e/ou terapia. Como tal, é essencial assegurar sua 

uniformidade, confiabilidade e segurança nas avaliações de sua formulação, afim de evitar 

incidência de efeitos tóxicos, quando administrado em ser humano ( 1 2 2 ' 1 2 3 *. 

sal de ácido ascórbico, antes da adição do Na 1 3 1 I . 

e 
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As massas das matérias primas que compõem o radiofármaco, encontram-se 

em quantidades traçadoras, de tal forma que, aparentemente, não haveria 

comprometimento quanto sua aplicabilidade, porém sabe-se que, para essa classe de 

produtos, requer cuidados especiais em seu preparo. Para a realização do ensaio de 

segurança toxicológica, não há uma regra específica para o estudo da sintomatologia 

provocada em animais de pequeno porte, entretanto, há a necessidade da verificação do 

efeito danoso na conjugação composto:radiação^'^^'^^^l 
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"Os excessos do sistema de competição assassinam o espírito, 

impossibilitam qualquer vida cultural e 

chegam a suprir os progressos nas ciências do futuro ... 

Não basta ensinar ao homem uma especialidade, 

porque se tornará assim uma máquina utilizável, mas não uma personalidade. 

É necessário que adquira um sentimento, 

um senso prático daquilo que vale a pena ser empreendido, 

daquilo que é belo, do que é moralmente correto" 

Albert Einstein 
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2 - OBJETIVO 

Tendo em vista o grande interesse na utilização do IMP-'^^I em exame 

clínico rotineiro na avaliação do fluxo sangüíneo cerebral regional, nosso objetivo 

consistiu em: 

1 - Otimização dos parâmetros de marcação do IMP (N-isopropil-p-iodoanfetamina) com 

o radioíodo; 

2 - Estudos biológicos do radiofármaco em animais de pequeno e médio porte; 

3 - Adequação ao programa BIEXP, BAS e análise do perfil da curva traçada das amostras 

sangüíneas obtidas na distribuição biológica do composto. 
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"Quanto mais simples é a nossa representação do mundo e 

quantos mais fatos ela engloba, 

mais fortemente ela reflete a harmonia do Universo" 

Albert Einstein 
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3 - MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 - MATERIAIS 

3.1.1-REAGENTES E SOLUÇÕES 

> Acetato de amónio, grau de pureza p.a., Merck; 

> Acetonitrila, grau de pureza de 99,9%, Mallinckrodt; 

> Ácido acético glacial, grau de pureza p.a., Merck; 

> Ácido acético glacial, grau de pureza de 99,9%., Mallinckrodt; 

> Ácido L-ascórbico, grau de pureza p.a., Synk; 

> Água destilada purificada, Millipore; 

> Cloridrato de N-isopropil-p-iodoanfetamina (IMP), Emka Chemie; 

> Clorofórmio, grau de pureza p.a., Merck; 

> Etanol, grau de pureza de 99,9%, Mallinckrodt; 

> Éter etílico, grau de pureza p.a., Merck; 

> Éter de petróleo, grau de pureza p.a., Merck; 

> Heparina, solução 5000UI/mL - Liquemine, Roche; 

> Hidróxido de amónio, grau de pureza p.a., Merck; 

> Hidróxido de sódio, grau de pureza p.a., Merck; 

> lodeto de sódio, grau de pureza p.a., Merck; 

> Iodo metálico, grau de pureza p.a., Merck; 

> Metanol, grau de pureza de 99,9%o, Mallinckrodt; 
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> Silica gel azul, grau de pureza p.a., CRQ; 

> Solução de ácido tricloroacético 10% (TCA 10%), grau de pureza p.a., Synk; 

> Solução de N a ' " l , IPEN-CNEN/SP, 

> Solução de cloreto de sódio 0,9%, Sanibol; 

> Solução de Na'"'^!, MS Nordion, Canadá; 

> Sulfato de cobre pentahidratado (cúprico), grau de pureza p.a., Reagen; 

> Tetrahidrofurano (THF), grau de pureza de 99,9%, Mallinckrodt; 

3,1.2 - EQUIPAMENTOS 

> Acelerador de partículas. Ciclotrón CV-28, IPEN-CNEN/SP; 

> Aparelho para agitação. Vortex; 

> Aparelhos para determinação do ponto de fusão: 

4 tipo capilar, modelo FP5, Mettler, Suíça; 

• tipo laminar, modelo PF 1000 com potenciómetro e termômetro, Copller; 

> Aparelho para análise elementar, modelo 2400 CHN, Perkin Elmer, Alemanha; 

> Aparelho para cromatografía líquida de alta eficiência (CLAE) composto pelos 

seguintes módulos: 

• Modelo composto por injetor manual e bomba de solventes (Multisolvent delivery 

system), modelo 600 E, Waters, EUA; 

• Detector UV/visível (210 - 600 nm), modelo 486, Waters, EUA; 

• Radiocromatógrafo com células para radiação gama e beta, modelo Radiomatic^'^''-

150TR, Flow scintíUatin analyzer Packard, Gamberra, EUA; 

cowssÃo HKxnf:. : l Oí-;£nC!A ?;uaEAR/5P-i 
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• Degaseficador, Waters, EUA; 

• Integrador, modelo 746, Waters, EUA; 

> Balança analítica, modelo B6, Mettler, Alemanha; 

> Balança semi-analítica, modelo PB 303, Mettler/Toledo, Alemanha; 

> Balança semi-analítica, modelo HM 100, Helmac, EUA; 

> Calibrador de doses modelo CRM™-35R, Carpintee, Inc, EUA; 

> Câmara de cintilação, modelo Gammatomo MB9300, matriz 128, zoom 70, Gama do 

Centro de Medicina Nuclear do Hospital das Clínicas (C.M.N. - H.C.); 

> Centrífiiga, modelo CF7D2, Himac, Brasil; 

> Chapa de aquecimento, Digi Mec, Brasil; 

> Contador automático tipo poço, com cristal Nal(Tl), modelo D5002, cobra II, auto-

gamma, A. Packard, Camberra, EUA; 

> Contador automático tipo poço com cristal Nal(Tl), Ansr-Abbot, EUA; 

> Despertador, Herweg, Brasil; 

> Espectrómetro na região do infravermelho, modelo FTIR 1750, Perkin Elmer, 

Alemanha; 

> Espectrómetro de ressonância nuclear magnética, modelo 300 MHz, Brooker, EUA; 

> Glove box. França; 

> Lacrador e deslacrador manual, Wheaton, EUA; 

> Micropipetas: 0,0 - 20,0 nL; 0,0 - 100,0 |iL; 0,0 - 200,0 \iL e 200,0 - 1000,0 nL, 

Gilson, EUA; 

> Purificador de água. Water Purification System, modelo Milli-RX 45, Millipore, EUA; 

> Radiocromatógrafo, modelo tracemaster 20, Automatic TLC-Linear Analyzer, 

Berthold, Alemanha; 

> Ultrassom, Thornton, Inpel Eletrônica S/A, EUA. 



31 

3.1.3-OUTROS 

> Coluna Partisil 10 ODS-1 (RP-Cig) para Cromatografia Liqüida de Alta Eficiência, 

250 X 4,6 mm, 10 \im, WCS Analytical column, Whatman; 

> Frasco de fundo cónico sem tampa, 5 mL, Wheaton; 

> Gaiolas para conservação de animais; 

> Guilhotina; 

> Lacre de alumínio rasgável, Farmacap; 

> Luva cirúrgica descartável, Mucambo; 

> Luva anti-derrapante fijrrada, Mucambo; 

> Luz ultravioleta, 8 Watts, GE; 

> Filtro descartável de 0,22 |j,m e 0,45 um Millipore; 

> Microsseringa de vidro para CLAE, com capacidade de 25 ]xL e 50 ^L, Waters; 

> Nitrogênio líquido, White Martins; 

> Papel de alumínio com silicagel 60, DC - Alufi)lien, Kieselgel 60, Merck; 

> Papel Whatman 3MM para cromatografia; 

> Pinça comum e cirúrgica; 

> Ponteira descartável para micropipeta, Gilson; 

> Seringa descartável com agulha tipo insulina de 1,0 mL; 

> Tampa butílica comum de borracha, Farmacap; 

> Tesoura comum e cirúrgica; 

> Vidraria em geral; 

> Programa de computador ACD-LABS; 

> Programa de computador BIEXP, Instituto Nacional de Astrofisica, México; 

> Programa de computador MSExcel-7.0 - Microsoft. 
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3.1.4-ANIMAIS 

> Camundongo Swiss, adulto, fêmea, pesando entre 15 - 25 g, biotério IPEN-CNEN/SP; 

> Coelho New Zeland, pesando aproximadamente 3,5 Kg, Centro de Medicina Nuclear 

do Hospital das Clínicas (C.M.N. - H.C.). 

3.2 - MÉTODOS 

3.2.1 - ANÁLISES QUÍMICAS DO CLORIDRATO 

DE N-ISOPROPIL-p-IODOANFETAMINA (IMP) 

3.2.1.1-ANÁLISES FÍSICO-QUÍMICAS 

A) Ponto de Fusão (PF) 

Realizou-se a determinação do PF do IMP em dois aparelhos. O primeiro, 

em tubo tipo capilar, aparelho pertencente ao Laboratório da Divisão de Produção (CRP) 

do Centro de Radiofarmácia (CR) do IPEN-CNEN/SP e o segundo, tipo laminar, aparelho 

pertencente ao Laboratório da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de 

São Paulo (FCF-USP). 
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B) Espectrofotometria na Região do Infravermelho (IV) 

Obteve-se o espectro na região do IV da amostra de IMP no Laboratório do 

Instituto de Química Orgânica da Universidade de São Paulo (QO-USP). A amostra IMP 

foi preparada em pastilha de KBr e analisada na região de IV no intervalo de freqüência de 

500 - 4000 cm\ 

C) Espectroscopia de Ressonância Nuclear Magnética (RNM) 

O espectro de '̂'C RNM da amostra de IMP foi obtido em um aparelho de 

300 MHz no Laboratório de Análise Instrumental do Instituto de Química da Universidade 

de São Paulo (IQ-USP). Utilizou-se como solvente, clorofórmio deuterado. 

Em paralelo obtiveram-se espectros de '^C RNM, que foram simulados pelo 

programa ACD-LABS; para tanto, forneceu-se ao programa as estruturas químicas dos 

isómeros N-isopropil-p-iodoanfetamina e N-isopropil-m-iodoanfetamina. 

D) Análise Elementar 

Avaliaram-se as porcentagens de Carbono (C), Nitrogênio (N) e 

Oxigênio (O) do IMP no Laboratório de Análise Elementar do Instituto de Química 

da Universidade de São Paulo (IQ-USP). 
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3.2.1.2 - ANÁLISES EM CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA 

EFICIÊNCIA (CLAE) 

Foram realizadas análises no Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência do 

Laboratório da Divisão de Garantia da Qualidade (CRQ) do Centro de Radiofarmácia (CR) 

do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN-CNEN/SP). As amostras 

utilizadas foram: IMP dissolvido em água destilada purificada e água destilada purificada. 

Realizaram-se as análises utilizando-se dois tipos de sistemas de CLAE, 

para obteção dos cromatogramas das amostras, IMP e água destilada purifícada, conforme 

descrito por Angelberger e col. 

O primeiro sistema utilizado consistiu em: 

> Mistura de solvente -> Etanol:Água destilada purifícada:Hidróxido de amónio 

(60:40:1); 

> Coluna: RP Cig-Whatman, 250 x 4,6 mm, 10 |im; 

> Comprimento de onda: 254 nm; 

> Fluxo: 1,4 mL/min.; 

E para o segundo sistema de CLAE utilizou-se: 

> Mistura de solvente —> Etanol:Água destilada purifícada:Acetato de amônio:Ácido 

acético glacial (55:43:1:1); 

> Coluna: RP Cig-Whatman, 250x4 ,6 mm, 10 um; 

> Comprimento de onda: 254 nm; 

> Fluxo: 1 mL/min.; 
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3.2.2 - MÉTODO DE MARCAÇÃO DO 

IMP COM IODO RADIOATIVO 

A técnica de marcação do IMP com iodo radioativo escolhido foi o descrito 

por Godoy e col. ^^ \̂ que consiste no seguinte: 

1 ) Em um frasco de marcação de ílmdo cónico adicionar: 

• 1 - 5 mg de IMP.HCl + 50 ¡iL de água destilada; 

• 50 |j,L de solução de CUSO4.5H2O em ácido acético 96% [3,15 ¡amol Cu^^/mL]; 

• 2 mg de ácido ascórbico; 

• 10 - 50 laL de solução de Na^^'l (37 - 370 MBq). 

2 ) Fechar o frasco. 

3°) Reagir à 170 - 175 °C por 20 minutos. 

3.2.3 - MÉTODOS UTILIZADOS NA AVALIAÇÃO DA 

PUREZA RADIOQUÍMICA DO IMP-̂ ^ Î 

Para avallar a pureza radioquímica do EMP-^'^'l, foram utilizados os 

métodos cromatográficos de adsorção e partição. 

COWSSÃO m:\om:L a wtK&A íjuclear/SP-IPEM 
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3.2.3.1 - Cromatografía de Adsorção (Sflica Gel) e Partição (Papel 

Whatman) em Sistema Ascendente ^̂ '̂̂ ^̂  

Para determinação do perfil cromatográfico do IMP e iodeto (I), utilizou-se 

dois tipos de fase estacionária, o primeiro foi em folha de aluminio impregnada com 

silicagel 60 contendo revelador de UV (TLC - sistema cromatográfico de adsorção), com 

dimensão de 20 x 2 cm e, o segundo em papel Whatman 3 MM, com dimensão de 13 x 1 

cm. Como fase móvel utilizou-se a mistura Clorofórmio:Metanol:Acido acético glacial 

(85:15:1) para ambos os sistemas, conforme Godoy e col. ^̂ ^̂  e Figols e col ^̂ \̂ 

As amostras de IMP e Nal foram preparadas com água destilada purificada 

e aplicadas a 1,5 cm de distância da margem inferior dos papéis, percorrendo o solvente 

uma distância de 17 cm no ITLC e, 10 cm no papel Whatman 3 MM. Todas as análises 

foram feitas em triplicatas. Após o término dos processos cromatográficos, as tiras de 

ITLC e papel foram secadas e, reveladas sob luz ultravioleta e em vapor de iodo, 

respectivamente, apresentando os seguintes Rf para as duas fases estacionárias: 

Rf IMP = 0,9 - 1,0 

Rf lodeto (1-) = 0,0-0,1 

O procedimento realizado para as amostras radioativas Na '̂̂ ^I e IMP-'^'l 

foram idênticos ao descrito acima. 

Ao término da corrida cromatográfíca, as tiras foram secadas á temperatura 

ambiente, cortadas a cada centímetro e, cada segmento foi colocado em tubos apropriados 

para avaliação da radioatividade, apresentando o mesmo Rf 
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3.2.3.2 - Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

A CLAE das amostras de IMP-"^I (0,150 - 0,270 MBq/10 |iL) e N a " ' l 

(0,074 - 0,111 MBq/10 x̂L) baseou-se na descrição de Angelberger e col. As condições 

utilizadas na obtenção do perfil das amostras foram: 

> Sistema de solvente -> Etanol:Água destilada purificada: Acetato de amônio:Ácido 

acético glacial (55:43:1:1); 

> Coluna: RP Cig-Whatman, 250x4 ,6mm, 10 ^m; 

> Comprimento de onda: 254 nm; 

> Fluxo: 1 mL/min.; 

3.2.4 - ESTUDO DE OTIMIZAÇÃO DOS PARÁMETROS 

DE MARCAÇÃO DO IMP COM IODO-131 

3.2.4.1 - Parâmetros Avaliados 

Foram avaliados os seguintes parâmetros, tendo-se como pré-estabelecidos 

os de Godoy e col. 
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Tabela 1 - Otimização dos parâmetros de marcação para obtenção do IMP-^^'l 

e os parâmetros estabelecidos por Godoy e col. ̂ ^̂ ^ 

PARÂMETROS 

DE REAÇÃO 

AVALIADOS 

OTIMIZAÇÃO DOS PARÂMETROS 
GODOY 

TEMPERATURA 149-151 159-161 169-171 174 - 176 179-181 1 8 9 - 1 9 1 1 7 0 - 1 7 5 

(°C) 

TEMPO 10 15 20 25 30 40 20 
(min.) 

MASSA DE 

Ácroo 

ASCÓRBICO 
0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 2,0 

ASCÓRBICO 

(mg) 

p H = lfi 4,0 6,0 - - - = 2,0 

RELAÇÃO 

MASSA DE IMP 1/80 1/40 1/10 1/2 1/1 - 1/1 - 1/2 

(mg)/ATIVIDADE (3/8880) (3/4440) (3/1110) (3/222) (3/111) - (1/37-1/74) 

DE Na'"l (MBq) 

Para o estudo de otimização das marcações, realizou-se para cada parâmetro 

um número de 3 a 6 marcações (n), com exceção do parâmetro temperatura e tempo de 

reação, que foram de 6 a 9 marcações (n). 

Escolheu-se a técnica de Godoy e col. nesta verificou-se que o ácido 

ascórbico era introduzido na reação sob a forma de cristal. Com a finalidade de se obter 
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uma maior facilidade na manipulação dos componentes envolvidos na marcação, procurou-

se introduzir o ácido ascórbico na forma de solução. 

Dessa maneira, preparou-se a seguinte solução: 100 mg de ácido ascórbico 

foram dissolvidos em 500 |j,L de água destilada purificada, de tal modo que, um volume de 

10 iaL correspondesse a quantidade de 2 mg do ácido ascórbico (massa utilizada por 

Godoy e col. ^^^ )̂. Foram realizadas duas marcações em paralelo, uma com ácido ascórbico 

sob forma de cristal (2 mg) e outra sob forma de solução (10|aL/2mg). Como em ambas, os 

resultados foram similares, ficou estabelecido que todos os procedimentos de marcação do 

IMP com iodo-131, seriam executados com ácido ascórbico na forma de solução aquosa. 

A solução aquosa de ácido ascórbico deve ser preparada no momento da 

marcação, visto ser esse um produto altamente fotossensível, havendo a possibilidade de 

formação de produtos de oxidação, como o ácido dehidroascórbico 

3.2.4.2 - Estabilidade do em Função da Relação Massa de IMP 

(mg) pela Atividade de Nâ ^̂ I (MBq) (Relação Massa/Atividade) 

No estudo da estabilidade analisou-se quatro relações massa/atividade, 

sendo cada uma investigada por um período de 4 dias. As relações avaliadas foram: 

1/1 (3mg de IMP/111 MBq); 1/5 (3mg de IMP/555 MBq); 1/10 (3mg de IMP/1110 MBq) 

e 3/1 (3mg de IMP/37 MBq). As amostras foram conservadas em ambiente 

refrigerado (2 - 8°C), durante este estudo. 
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3.2.5 - ESTUDOS BIOLÓGICOS DO IMP 

MARCADO COM RADIOIODO 

3.2.5.1 - Distribuição Biológica do IMP-^^4 em Animal de Pequeno Porte 

Realizou-se a distribuição biológica em camundongos fêmeas adultas 

da raça Swiss, normais, pesando entre 15 a 25 g. O radiofármaco foi injetado (1,11 - 1,48 

MBq/100 i^L) pela veia caudal e nos tempos de 1, 5, 15, 30 minutos e, 1, 2, 4, 6, 16, 24 e 

48 horas após a administração, foram sacrificados por decaptação. Para cada tempo foi 

utilizado um número de 6 a 9 camundongos (n). Os animais não passaram por nenhum tipo 

de preparo, tais como proteção da tireóide (solução de iodo não radioativo) e, aplicação de 

anestesia. 

Após o sacrificio dos animais, coletou-se o sangue em tubos previamente 

heparinizados (Liquemine) e retirou-se os seguintes órgãos: olhos, tireóide, pulmão, 

coração, baço, figado, estômago (sem conteúdo), intestinos (com conteúdo), rins, músculo 

(fração anterior da coxa esquerda) e cérebro. Os órgãos foram lavados, pesados, colocados 

em tubos apropriados e contados em contador gama tipo poço Camberra. A cauda foi 

também cortada e contada para posterior correção da captação do padrão de IMP-'^'l. 

Além da coleta dos órgãos citados, retirou-se também uma fração de 

gordura da cavidade abdominal nos tempos 16, 24 e 48 horas e, a medula espinhal dorsal 

nos tempos de 1, 15 e 30 minutos e, 1 e 2 horas para verificação da captação do 

radiofármaco nesses tecidos, que passaram pelo mesmo tratamento dado aos demais 

órgãos. 

Nos tempos de 16, 24 e 48 horas após receberem doses de IMP-'^4 por via 

venosa, outros animais foram colocados individualmente em gaiolas e, as fezes de cada 

animal foram coletadas, pesadas e a radioatividade detectada em um contador gama. 
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Retirou-se 100 |iL do sangue coletado de cada animal, para determinação da 

porcentagem de dose do radiofármaco. Colocou-se o restante em tubos de fundo cónico, 

centrifligou-se a 3000 r.p.m. por 15 minutos e, separou-se uma alíquota de 100 |j,L de 

plasma. A radioatividade contida em cada amostra, foi avaliada em um contador gama tipo 

poço. 

Para o cálculo das porcentagens das doses administradas em cada animal, 

procedeu-se da seguinte maneira: diluiu-se uma amostra correspondente à atividade 

injetada de IMP-^^^I (1,11-1,48 MBq/100 \xL) com água destilada em um balão 

volumétrico de 1 0 - 2 5 mL. A partir dessa diluição retirou-se um volume de 1 mL para 

avaliação da radioatividade em um contador gama (foram feitas triplicatas). Calculou-se a 

média, multiplicou-se por 10 ou 25 (conforme balão volumétrico utilizado na diluição) e 

desse valor, subtraiu-se a contagem da atividade obtida em cada cauda. O valor resultante 

serviu como padrão de referência para cada camundongo. 

Após a contagem do sangue, plasma e órgãos, realizou-se os cálculos de 

acordo com as equações 1 e 2: 

%Dose/órgão cpm orgao 

cpm padrão 

X 100 (Equação 1) 

%Dose/g de tecido %Dose/órgão (Equação 2) 

peso órgão correspondente 

Os cálculos da %Dose de sangue total, da %Dose de plasma total, da 

volemia e do volume plasmático, foram determinados de acordo com Altman e col. 

segundo as equações 3, 4, 5 e 6 abaixo descritas: 
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VOLEMIA (mL) = Peso corpóreo do animal (g) X 0,0778 (mL/g) (Equação 3) 

%DOSE SANGUE TOTAL = cpm de 1 mL de sangue X volemia (Equação 4) 

VOLUME PLASMÁTICO (mL) = Peso corpóreo do animal (g) X 0,0488 (mL/g) 

(Equação 5) 

%DOSE PLASMA TOTAL = cpm de 1 mL de plasma X volume plasmático 

(Equação 6) 

Para a determinação da %Dose músculo total, considerou-se o cálculo de 

Jones e col. como demostrado na equação 7: 

%DOSE MÚSCULO TOTAL = 40% peso corpóreo animal (g) X cpm de Ig de 

músculo (Equação 7) 

3.2.5.2 - Estudo de Captação de Corpo Inteiro do IMP-̂ ^ Î em Animal de 

Pequeno Porte 

Para o estudo de corpo inteiro, injetou-se o IMP-" ' l (1,11-1,48 

MBq/100 |iL) pela veia caudal e os tempos de sacrifício pós-administração foram 

de: 30 minutos e 2, 6, 24 e 48 horas. Nesse experimento utilizou-se 4 a 5 

camundongos (n) por tempo. 

COESÃO míJjK.. f;UCLEAR/SP« 
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Para cada tempo pré-determinado, os animais foram sacrificados por 

imersão em nitrogênio liquido. Após o congelamento, seus corpos foram seccionados em 

pequenas fatias com guilhotina especial, para animais pequenos. Os segmentos foram 

colocados em tubos apropriados e a radioatividade avaliada em contador gama tipo poço, 

Camberra. Totalizada a somatória das contagens dos segmentos de cada animal, calculou-

se a porcentagem da radioatividade retida em cada organismo (equação 8), com relação ao 

padrão de referência da dose administrada (conforme como descrito no item 3.2.5.1). 

%DOSE CORPO INTEIRO = S cpm dos segmentos X 100 (Equação 8) 

cpm padrão dose administrada 

3.2.5.3 - Estudo in vitro para Determinação da Porcentagem de Ligação 

do IMP-^^4 às Proteínas Plasmáticas em Animal de Pequeno 

Porte 

Avaliou-se a porcentagem de ligação do radiofármaco às 

proteínas plasmáticas pelo método de precipitação proteica com ácido 

tricloroacético (TCA 10%) ^ " - ' ^ ^ l 

Obteve-se o plasma a partir de amostra de sangue heparinizado, 

coletado aos 15, 30 e 60 minutos após administração intravenosa do IMP-^^'l e 

centrifugação por 15 minutos a 3000 r.p.m.. Determinou-se a radioatividade contida 

em um volume de 200 [iL de plasma [contagem por minuto (cpm) total]. Para cada 

tempo especificado, três camundongos foram sacrificados e cada determinação foi 

feita em duplicata. 

Após a contagem, adicionou-se ao plasma 1 mL de solução de TCA 10%) 

para precipitação das proteínas plasmáticas e agitou-se por 1 min em vórtex. Depois de 

incubado em banho de gelo por 15 minutos, centrifiigou-se por mais 15 minutos a 
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3000 r.p.m.. O sobrenadante foi colocado em outro tubo e repetiu-se o processo por 

mais duas vezes, igualmente como descrito acima. A radioatividade das três amostras 

de sobrenadante e seus respectivos precipitados, foi determinada em contador gama 

(cpm precipitado). 

A determinação da porcentagem de ligação do IMP-'^^I às proteínas 

plasmáticas foi calculada pela seguinte equação: 

% de Ligação às Proteínas Plasmáticas = cpm precipitado X 100 

cpm total (200 [xL de plasma) 

(Equação 9) 

3.2.5.4 - Estudo Radiofarmacocinético do IMP-̂ ^ Î em Animal de 

Pequeno Porte 

O estudo farmacocinético possibilita descrever a alteração na concentração 

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

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

experimentais que permitem a obtenção de parâmetros farmacocinéticos de interesse ^ ' " l 

A análise compartimental representa um modelo utilizado para definir 

quantitafivamente a distribuição de um fármaco no organismo, em fiinção do tempo. Um 

compartimento é um volume real de distribuição potencial do fármaco, podendo ser 

representado por um conjunto de órgãos com características semelhantes de irrigação e 

afinidade pelo fármaco ^^°\ 

A maioria dos radiofármacos apresenta distribuição por difusão passiva, 

podendo ser representado por modelos de distribuições multicompartimentais ^^°\ 



41 

A cinética sangüínea difere de acordo com o composto e também de acordo 

com a via de administração. No caso de administração intravenosa, a curva pode assumir a 

forma de uma simples exponencial, a uma série de exponenciais ^'"^ 

A análise da curva sangüínea para obtenção da equação exponencial que a 

representa, pode ser feita utilizando-se programas de computador adequados. 

Murphy ^̂ ^̂  desenvolveu um programa denominado BBEXP.BAS que ajusta 

a curva de clareamento sangüíneo, por meio de um modelo matemático, em duas 

exponenciais (curva bi-exponencial): uma de decaimento rápido e outra de decaimento 

lento, sugerindo a presença de dois compartimentos (Equação 10). 

C(t) = A.e^* + B.e P* (Equação 10) 

onde: 

> C: concentração sangüínea em um determinado tempo (cpm/min.mL); 

> A e B: constantes relacionadas à concentração inicial [Co = C (t = 0) = A + B]: 

• A: corresponde a intersecção da fase inicial (rápida) da curva de decaimento 

rápido no eixo das ordenadas (cpm/min.mL); 

• B: corresponde a intersecção da fase lenta da curva de decaimento no 

mesmo eixo (cpm/min.mL). 

> a e P: constantes de velocidade de transferência ou eliminação, indicam a 

velocidade de trocas das concentrações de radioatividade nos diferentes 

compartimentos e são a base dos logarítimos naturais em função do tempo: 

• a : constante de eliminação rápida (h'^); 

• P: constante de eliminação lenta (h"'). 

> t: tempo (h). 
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A curva bi-exponencial traçada, consiste em uma fase inicial rápida 

(distribuição no compartimento central) seguida de uma fase lenta (equilibrio e eliminação 

no compartimento periférico). 

A figura 3 representa um modelo bi-compartimental aberto 

Dose do 

radiofármaco 

Figura 3 - Esquema de um modelo bi-compartimental aberto 

onde: 

Ce = compartimento central; 

Cp = compartimento periférico; 

K i 2 = constante de transferência de Ce para Cp (h"^); 

K21 = constante de transferência ou difijsão de Cp para Ce (h"'); 

Kio = constante de eliminação de Ce (h'^). 

O compartimento central corresponde ao compartimento sangüineo, sendo 

este que recebe o radiofármaco e o distribui pelo organismo e realiza também a sua 

eliminação. 
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O compartimento periférico corresponde ao compartimento onde ocorre a 

metabolização e o equilibrio do radiofármaco no organismo. 

Portanto, aplicando-se os dados sangüíneos ao programa BIEXP.BAS ^^ \̂ 

obtêm-se uma equação matemática que define uma curva bi-exponencial. 

O programa BIEXP.BAS determina também as microconstantes de 

transferencias (K12 e K21), a microconstante de eliminação (Kio) e as meias-vidas (ti/2) de 

cada componente exponencial. 

Os dados experimentais introduzidos no programa BIEXP.BAS ^̂ ^̂  

foram os dados sangüíneos obtidos na distribuição biológica do IMP-'^^I, expressos 

em %Dose sangue total com seus respectivos desvíos padrões em seus respectivos tempos 

de: 1 (0,02 h), 5 (0,08 h), 15 (0,25 h), 30 minutos (0,50 h) e, 1, 2, 4, 6, 16 e 24 horas. 

Foram introduzidos os dados de %Dose sangue total e a equação obtida 

com o programa BIEXP.BAS, ao programa computacional MSExcel, obtendo-se a curva 

bi-exponencial que expressou o comportamento bi-exponencial do radiofármaco no 

organismo. 

3.2.5.5 - Estudo de Imagens Cintilográficas do IMP-̂ ^^I em Animal de 

Médio Porte 

Para realização desse estudo, marcou-se o IMP com solução de Na^"l, para 

obtenção do IMP-'^'^I, seguindo-se a mesma metodologia utilizada para o IMP-'""! 

As imagens foram adquiridas em coelho da raça New Zeland, pesando 

aproximadamente 3,5 kg, posicionado-o em decúbito ventral (para aquisição de imagem 

frontal) e dorsal (para aquisição de imagem lateral), após a injeção do IMP-'^^I (55,5 

MBq/0,7 mL) na veia lateral da orelha direita do animal. Manteve-se o coelho imobilizado 
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durante todo o procedimento. As imagens foram adquiridas na câmara de cintilação do 

Centro de Medicina Nuclear do Hospital das Clínicas (C.M.N. - H.C.), com colimador de 

baixa energia e alta resolução, nos tempos 20 (frontal) e 60 minutos (lateral), após 

administração da dose. Para obtenção das referidas imagens o aparelho foi preparado para 

um total de 300.000 contagens. 

3.2.5.6 - Ensaio de Segurança Toxicológica do em Animal de 

Pequeno Porte ^̂^̂^ 

A DL50 da anfetamina em ratos corresponde a 180 mg/l Kg. Por ser o 

IMP um derivado da anfetamina, considerou-se este dado como base de análise para 

realização do ensaio. 

Wintrobe e col. ^̂ ^̂ \ relataram que o ser humano saudável apresenta 

endógenamente, 100 - 150 mg de cobre em sua composição, encontrando-se 64 mg na 

massa muscular, 23 mg nos ossos e 18 mg no fígado. 

No ensaio de segurança toxicológica em animais de pequeno porte, 

observou-se os prováveis fatores que provocariam efeitos fisiológicos (manifestações) nos 

animais, após aplicação intravenosa, que são: sensação apnêica, edema nas regiões das 

narinas e olhos e, possíveis alterações no comportamento do animal 

Utilizou-se na marcação para obtenção do IMP-'^'l: 3 mg IMP e 

0,025 mg/50 |iL de CUSO4.5H2O (6,3625 ^g de Cu^V50 fiL). A atividade final do 

radiofármaco obfido foi de 407 MBq/3,0 mL de solução físiológica. 

O produto obtido apresentou-se apirogênico, com ausência de 

microorganismos e uma pureza radioquímica de 97,39 ± 0,08% de IMP-^^^I. 
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Injetou-se uma dose de IMP-'^^I de 12,95 - 13,32MBq/100^L (350 - 360 

|xCi/100|aL), em quatro camundongos pesando entre 15 - 25 g, onde, considerou-se como 

média, 20g de massa corpórea por camundongo, para realização dos cálculos das massas 

de IMP e de Cu^^ injetadas, que corresponderam a 0,1 mg/lOO^L e 0,2118 |ig/100(xL. Os 

animais foram mantidos isolados, em gaiolas com alimentação ad libitum e água com livre 

acesso. O comportamento foi monitorado por um período de 72 horas. 
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"... O homem correto age por uma Lei Interna, 

e não por mandamentos externos. 

Bebe as águas da Fonte, 

e não dos canais. 

Transcende estes 

e vai sempre à Origem Daquele..." 

Prof. Marcelo Pereira de Souza 
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4 - RESULTADOS E DISCUSSÕES 

4.1-ANÁLISES QUÍMICAS DO CLORIDRATO 

DE N-ISOPROPIL-p-IODOANFETAMINA (IMP) 

4.1.1 - ANÁLISES FÍSICO-QUÍMICAS 

A) Ponto de Fusão (PF) e Análise Elementar 

A Tabela 2 apresenta os dados obtidos nas análises de PF e Análise 

Elementar do IMP. 

Tabela 2 - Ponto de Fusão e Análise Elementar do IMP 

PONTO DE FUSÃO (°C) ANÁLISE ELEMENTAR (%) 

EXPERIMENTAL TEÓRICO ELEMENTO EXPERIMENTAL CALCULADO 

IPEN FCF-USP LITERATURA*""' 

165,3 166 156 - 158 

C 42,13 42,43 

H 5,53 5,64 

N 4,07 4,13 

Analisando-se os dados experimentais, observou-se uma variação no ponto 

de fusão (literatura e experimental), atribuindo-se esta diferença provavelmente aos 

sistemas de solventes utilizados para purificação do IMP (Experimental: acetona/etanol e 

Literatura éter). 
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B) Espectrofotometria na Região do Infravermelho (IV) 

Conforme observado na figura 4, identificou-se as seguintes bandas de 

absorção correspondentes aos grupamentos 

> Amina secundária: 711,4 cm"̂  de freqüência; 

> Anel aromático 1,4 dissubstituído: 810,3 cm^ de freqüência; 

> Ar-I: 1095 - 1138 cm"' de freqüência; 

> C-C aromático: 1464 - 1484 cm'' de freqüência; 

> C-H alifático: 2790,6 - 2968 cm'' de freqüência; 

> N-H cloridrato: 3122 - 3394 cm'' de freqüência. 

Observando-se o espectro de IV do IMP, constatou-se a presença das 

principais bandas de absorção correspondentes à estrutura química do N-isopropil-p-

iodoanfetamina (Amina secundária - 711,4 cm "' e Anel aromático 1,4 dissubstituído -

810,3 cm"'). 
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Figura 4 - Espectro de Infravermelho do IMP em KBr 

C) Espectroscopia de Ressonância Nuclear Magnética (RNM) 

As figuras 5 e 6 representam os espectros C RNM simulados do N-

isopropil-p-iodoanfetamina e N-isopropil-m-iodoanfetamina, respectivamente, obtidos pelo 

programa de computador ACD-LABS. A figura 7 corresponde ao espectro 1 3 C RNM 

experimental da amostra do Cloridrato de N-isopropil-p-iodoanfetamina. 

Analisando-se a figura 5, observou-se que no espectro desacoplado de 1 3 C, a 

molécula do IMP é composta por doze átomos de carbono, e o C-5 e C-3 têm picos 

coincidentes, assim como, C-6 e C-2, e C- l l e C-12, o que não se obteve no espectro da 

figura 6, pois, apenas o C- l l e C-12 é que estavam coincidindo. 
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A figura 7 representa o espectro experimental da amostra de IMP e, 

analisando-se este da direita para a esquerda temos os três primeiros picos: 15,768; 19,089 

e 20,222 ppm correspondentes aos C-11, C-12 e C-9 (-CH3). O fato de cada um destes 

carbonos terem três átomos de hidrogênio e pela regra de blindagem nos hidrocarbonetos, 

quanto maior o número de átomos de hidrogênio ligados ao átomo de carbono, mais 

blindado fica o átomo de carbono, posicionando o pico correspondente à direita da escala 

do espectro. 

O pico 39,401 ppm (figura 7) correspondeu ao C-7 (-CH2-), pois encontra-

se menos blindado que os C-11, C-12 e C-9 (-CH3) citados anteriormente. Os picos 48,119 

e 53,251 ppm indicaram ser os átomos de carbono C-10 e C-8 (-CH-) respectivamente, por 

encontrarem-se menos blindados que o C-7. 

De acordo com Silverstein ^'"^\ sabe-se que o iodo aromático desblinda 

mais intensamente os carbono-P (C-5 e C-3) e menos intensamente os carbono-y (C-1), 

como blinda também o carbono-a (C-4). Segundo estes pesquisadores '̂''̂ ^ tem-se que, o 

pico de um benzeno não substituído corresponde ao 128,5 ppm: 

128,5 ± X = Y (ppm) (Equação 11) 

onde: 

X = blindagem (-) ou desblindagem (+) provocada pelo iodo no anel aromático 

Y = deslocamento do pico calculado em ppm 
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Portanto, utilizando-se a equação 11, chega-se aos seguintes dados: 

> Para C-5 e C-3 ^ X = +9,9 

O pico correspondente a este valor na figura 7 é o 138,252 ppm. 

> Para C-6 e C-2 ^ X = +2,6 

O pico que corresponde a este valor na figura 7 é o 131,689 ppm. 

> Para C-4 ^ X = -32,2 

Este valor corresponde na figura 7 ao pico 92,846 ppm. 

Não se fez esse tipo de cálculo para o C-1, porque, segundo a teoria 

proposta por Silverstein ^̂ ^̂ \ esta é aplicada à compostos monossubstituídos, ou seja, é 

utilizada apenas para carbonos não ramificados (C-5, C-3, C-6 e C-2) e para o próprio 

carbono monossubstituído (C-4). 

Outra evidência concreta, é que a amostra de IMP é isómero para. 

Analisando-se as intensidades dos picos dos espectros simulado (figura 5) e experimental 

(figura 7), onde o pico menos intenso (figura 7, 136,670 ppm) corresponde a um átomo de 

carbono, e os mais intensos (138,252 e 131,689 ppm) correspondem a soma dos sinais de 

dois átomos de carbono, enquanto que a figura 5 mostra intensidades semelhantes aos 

picos correspondentes (C-1, C-5 e C-3, e C-6 e C-2), o que não se observa, na figura 6, 

onde existe um pico para cada carbono (C-1, C-2, C-4, C-5 e C-6). 

Os picos referentes a 77,036, 77,460 e 77,883 ppm (figura 7) correspondem 

ao solvente utilizado na '^C RNM, clorofórmio deuterado (CDCI3). 

Concluiu-se então, que o produto utilizado era o isómero N-isopropil-p-

iodoanfetamina, pelas semelhanças apresentadas pelas figuras 5 e 7, diferindo do isómero 

N-isopropil-m-iodoanfetamina apresentado pela figura 6. 
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4.1.2 - ANÁLISES EM CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA 

EFICIÊNCIA (CLAE) 

As figuras 8 e 9 apresentam os espectros da CLAE, conforme descrito por 

Angelberger e col. ( 7 ) para o primeiro sistema utilizado, das amostras de IMP e água 

destilada purificada, respectivamente. 

2 .23 

Figura 8 - Espectro da CLAE do IMP 
Coluna RP-C18 (250 x 4,6 mm; 10 um); Etanol:H 20:NH40H (60:40:1); 1,4 mL/min 
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.09 

Figura 9 - Espectro da CLAE da água destilada purificada 
Coluna RP-Cig (250 x 4,6 mm; 10 um); Etanol:H 20:NH40H (60:40:1); 1,4 mL/min 

Analisando-se os perfis dos cromatogramas CLAE obtidos nas figuras 8 e 9, 

observou-se que há um único pico do IMP com tempo de retenção (Rt) igual a 71,47 

minutos, e que os picos iniciais correspondem a água destilada purificada, meio de 

dissolução do IMP (figura 9). 

As figuras 10 e 11 apresentam os espectros da CLAE das amostras de IMP e 

ägua destilada purificada, respectivamente, conforme descrito por Angelberg e col. ( 7 ) para 

o segundo sistema utilizado. 

J r T . 3 7 1 .50 
2 .23 
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Figura 10 - Espectro da CLAE do IMP 
Coluna RP-Cig (250 x 4,6 mm; 10 |im); Etanol:H20: Acetato de 

amônio:Ácido acético glacial (55:43:1:1); 1 mL/min 

s 

3 .83 
4 .24 

Figura 11 - Espectro da CLAE da água destilada purificada 
Coluna RP-C18 (250 x 4,6 mm; 10 ^m); Etanol:H20: Acetato de 

amônio:Ácido acético glacial (55:43:1:1); 1 mL/min 
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Comparando-se os cromatogramas obtidos para o IMP dissolvido em água 

destilada purificada e o da própria água (figuras 10 e 11), verificou-se a presença na 

figura 10, do EMP com Rt = 7,21 minutos e, os picos com Rt = 3,83; 4,02 e 4,24 minutos, 

correspondem, a água, conforme observa-se na figura 11. 

Todavia, ao comparar-se os Rt obtidos nas figuras 8 e 11, escolheu-se o 

segundo sistema de Angelberg e col. para dar continuidade às análises, por apresentar 

um Rt do IMP menor. 

4.2- MÉTODOS UTILIZADOS NA AVALIAÇÃO 

DA PUREZA RADIOQUÍMICA DO IMP-̂ ^ Î 

4.2.1 - CROMATOGRAFIA DE PARTIÇÃO (PAPEL WHATMAN) EM 

SISTEMA ASCENDENTE ̂ ^̂ '̂ ^̂  

As figuras 13 e 14 mostram os perfis de desenvolvimento 

radiocromatográficos ascendentes em papel Whatman 3 MM do IMP-'"''l e Na" ' l , 

respectivamente, detectados pelo radiocromatógrafo Berthold. 

As porcentagens das áreas calculadas nos perfis dos radiocromatogramas 

corresponderam a: 

> Figura 13 ^ Pico 1 = 2,60% de ' ^ ' T e Pico 2 = 97,40% de IMP-'^'l. 

> Figura 14 -> Pico 1 = 99,83% de " ' T e Pico 2 = 0,17% outras formas químicas de 

impurezas do N a " ' l . 
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Figura 13 - Perfil do radiocromatograma do IMP-'^'l avallado pelo sistema de 

cromatografía ascendente em papel Whatman 3 MM 
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Figura 14 - Perfil do radiocromatograma do Na'^'l avallado pelo sistema de 

cromatografia ascendente em papel Whatman 3 MM 
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Os radiocromatogramas apresentados demonstraram a eficiência do sistema 

utilizado para separação do IMP-'^'l eNa'^ ' l . 

Tendo sido obfido valores de Rf iguais para ambos os sistemas, optou-se 

então pelo sistema cromatográfico de partição em papel Whatman 3 MM para 

determinação da pureza radioquímica do IMP-'^ ' l 

4.2.2 - CROMATOGRAFÍA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA 

(CLAE) 

Realizou-se a CLAE das amostras de IMP-'^'l e Na''"!, para demonstrar a 

eficiência do método de cromatografia de partição em papel Whatman 3MM, escolhido 

para determinação da pureza radioquímica do radiofármaco. 

Nas figuras 15 e 16 verificou-se os perfis das curvas da CLAE para o IMP-

'^'l e Na''' '!, em fiinção do tempo de retenção, respectivamente. 

Os tempos de retenções do IMP-'^'l e Na'^'l obüdos corresponderam: 

> Figura 15 Pico 1 = ' ^ ' T (Rt = 3,48 minutos) e Pico 2 = IMP-'^'l (Rt = 7,21 

minutos). 

> Figura 16 ^ Pico 1 = '^'f (Rt = 3,48 minutos). 

Portanto, verificou-se que o método cromatográfico escolhido, foi eficiente 

e confiável. 
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Figura 15 - Espectro da CLAE do IMP- 1 3 1 I 
Coluna RP -C18 (250 x 4,6 mm; 10 um); Etanol:H 20: Acetato de 

amônio:Ácido acético glacial (55:43:1:1); 1 mL/min 

Figura 16 - Espectro da CLAE do Na 3 1 I 
Coluna RP-Cig (250 x 4,6 mm; 10 [im); Etanol:H 20:Acetato de 

amônio:Ácido acético glacial (55:43:1:1); 1 mL/min 
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4.3 - ESTUDO DE OTIMIZAÇÃO DOS PARÁMETROS 

DE MARCAÇÃO DO IMP COM IODO-131 

4.3.1 - PARÁMETROS AVALIADOS 

4.3.1.1 - Temperatura de Reação (°C) 

A tabela 3 apresenta os resultados expressos em porcentagem da pureza 

radioquímica do IMP-^"^'l em relação à temperatura de reação. 

Observou-se que até o intervalo de temperatura de 174 - 176 °C, ocorreu 

um aumento na porcentagem da pureza radioquímica do IMP-^''^I, diminuindo nos 

intervalos subseqüentes de 179 - 181 °C e 189-191 °C. Entretanto, o intervalo de 

179 - 181 °C, apresentou um desvio padrão de ± 4,35, significativo, porém ao término da 

reação verificou-se uma coloração amarelo escuro. 

Analisando-se este fato, realizou-se um radiocromatograma do IMP-'''^I 

para o intervalo de 179 - 181 °C, utilizando-se o sistema cromatográfico em papel 

Whatman 3MM. Verificou-se a presença de outro pico além do IMP-''"l (figura 12), 

indicando a formação de prováveis produtos de degradação que estariam ocorrendo neste 

intervalo de temperatura. 
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Tabela 3 - Porcentagem da pureza radioquímica do IMP-'^'l 

em fiinção da temperatura de reação 

TEMPERATURA (°C) PUREZA RADIOQUÍMICA (%) 

149 - 151 86,21+3 ,46 

1 5 9 - 1 6 1 86,37 ± 1,57 

1 6 9 - 1 7 1 86,51 ±2 ,86 

1 7 4 - 1 7 6 91,43 ± 1,65 

1 7 9 - 1 8 1 87,32 + 4,35 

1 8 9 - 1 9 1 89 ,1410,20 

n = 6 - 9 

CC«S] 

' I I 
2 

Figura 12 - Perfil do radiocromatograma do IMP-^^4 á 179 - 181 °C, determinado pelo 

sistema de cromatografia ascendente em papel Whatman 3 MM 



4.3.1.2 - Tempo de Reação (minutos) 

A porcentagem da pureza radioquímica do IMP-^^'l, em fiinção do tempo de 

reação, encontra-se apresentada na tabela 4. 

Observou-se na tabela 4, que há um acréscimo na porcentagem da pureza 

radioquímica do EMP-^^'l, com o aumento do tempo de reação. Entretanto, como o objetivo 

é fiituramente marcar o IMP com '^^I e sendo este um radioisótopo de meia vida curta 

(13,2 horas) e, não havendo uma variação significativa no rendimento de marcação de 30 

para 40 minutos, escolheu-se o tempo de 30 minutos. 

Tabela 4 - Porcentagem da pureza radioquímica do IMP-"^I 

em fiinção do tempo de reação 

TEMPO (min.) PUREZA RADIOQUÍMICA (%) 

10 83,32 + 1,80 

15 90,54 + 2,25 

20 93,73 + 1,59 

25 95,93 +2,10 

30 98,01+0,38 

40 99,17 + 0,21 

n = 6 - 9 
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4.3.1.3 - Massa de Ácido Ascórbico (mg/(iL) 

A tabela 5 apresenta a variação da porcentagem da pureza radioquímica, em 

função da massa do catalisador, ácido ascórbico, e do seu volume de dissolução. 

Verificou-se então que, para uma massa de ácido ascórbico de até 2,0 mg 

dissolvida em 10 |j,L de água destilada purificada, houve um aumento da porcentagem da 

pureza radioquímica, entretanto, para as massas de 2,5 e 3,0 mg de ácido ascórbico 

dissolvidas em 20 piL de água destilada purificada, ocorreu uma redução da porcentagem 

da pureza radioquímica do Foi verificado o mesmo resultado, quando ft)ram 

realizadas outras marcações, com a introdução de um volume maior de Na^^^I. Analisando-

se estes dados, acreditou-se que o aumento do volume final de reação, era um dos fatores 

que diminuia a porcentagem da pureza radioquímica do IMP-^^^I. 

Tabela 5 - Porcentagem da pureza radioquímica do IMP-^^^I em fimção da variação da 

massa de ácido ascórbico pelo volume de água desfilada purificada 

MASSA DE ÁCIDO ASCÓRBICO (mg/piL) PUREZA RADIOQUÍMICA (%) 

0,5/10 78,56 + 1,53 

1,0/10 97,56 ± 1,61 

1,5/10 98,39 + 1,37 

2,0/10 98,01+0,38 

2,5/20 96,73 + 1 ,21 

3,0/20 96,76 ± 1,86 

n = 3 - 6 
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Estabeleceu-se portanto, uma massa de 2,0 mg de ácido ascórbico em 10 îL 

de solução. 

4,3.1.4 - pH Final de Reação 

Na tabela 6 encontra-se demonstrada a variação da porcentagem da pureza 

radioquímica do IMP-^^'l em fiinção do pH final de reação. 

Tabela 6 - Porcentagem da pureza radioquímica do IMP-^^^I 

em fimção da variação do pH final de reação 

pH FINAL DE REAÇÃO PUREZA RADIOQUÍMICA (%) 

= 2,0 98,01+0,38 

4,0 94,33 +0,14 

6,0 86,06 ± 0,42 

n = 3 - 6 

Observou-se um decréscimo da porcentagem da pureza radioquímica com o 

aumento do pH final de reação. Ficou estabelecido o pH = 2,0 como pH final de marcação. 

4.3.1.5 - Relação Massa de IMP(mg) pela Atividade de Nâ ^̂ I (MBq) 

(Relação Massa/Atividade) 

A variação da pureza radioquímica do IMP-^^'l em fiinção da massa de 

IMP (mg)/atividade de Na^^^I (MBq) (relação massa/atividade) encontra-se na tabela 7. 
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Analisando-se os dados da tabela 7, observou-se que, a medida que 

aumentou-se a relação, massa de IMP (mg) em função da atividade de Na^^^I (MBq), 

houve um aumento simultâneo da porcentagem de IMP-'^'l ou seja a massa de IMP 

presente na reação é diretamente proporcional à porcentagem de pureza radioquímica do 

radiofármaco. Assim sendo, verificou-se que para as relações de massa IMP/afividade de 

Na'^4 menores que 0,1 (1/10), a pureza radioquímica do IMP-^^'l apresentou valores 

inferiores. 

Tabela 7 - Porcentagem da pureza radioquímica do IMP-^^'l em fimção da 

variação da relação massa de IMP (mg) pela atividade de Na '^4 (MBq) 

RELAÇÃO MASSA DE IMP(mg) / 

ATIVIDADE DE Na'^^1 (MBq) 
PUREZA RADIOQUÍMICA (%) 

1/80 (3/8880) 83,59 + 1,21 

1/40 (3/4440) 83,89 + 0,41 

1/10 (3/1110) 96,34 ± 1,24 

1/2 (3/222) 97,28 ± 1,32 

1/1 (3/111) 98,73 ±0,13 

n = 3 - 6 

4.3.2 - ESTABILIDADE DO IMP-̂ ^ Î EM FUNÇÃO DA RELAÇÃO 

MASSA DE IMP (mg) PELA ATIVIDADE DE N a ( M B q ) 

A estabilidade do IMP-^^^I em função da relação da massa de IMP/afividade 

de Na^^^I (relação massa/atividade), avaliada por um período de 4 dias, encontra-se na 

tabela 8. 
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Tabela 8 - Porcentagem de pureza radioquímica em fimção da estabilidade 

do IMP-''^I e da variação da relação massa/atividade 

RELAÇÃO 

MASSA DE IMP 

(mg)/ATIVlDADE 

DE Nâ ^ Î (MBq) 

PUREZA RADIOQUÍMICA (%) 
RELAÇÃO 

MASSA DE IMP 

(mg)/ATIVlDADE 

DE Nâ ^ Î (MBq) 
1° DIA 2" DIA 3" DIA 4*̂  DL\ 

1/10 
98,49 ± 0,07 92,26 ± 0,23 84,43 ± 0,47 81,33 ±0,33 

(3/1110) 
98,49 ± 0,07 92,26 ± 0,23 84,43 ± 0,47 81,33 ±0,33 

1/5 
99,38 ± 0,08 95,48 ± 0,07 94,78 ± 0,07 

(3/555) 
99,38 ± 0,08 95,48 ± 0,07 94,78 ± 0,07 

1/1 
97,91 ±0,11 96,11 ±0,31 95,41 ±0,37 94,59 ±0,17 

(3/111) 
97,91 ±0,11 96,11 ±0,31 95,41 ±0,37 94,59 ±0,17 

3/1 
94,91 ± 0,02 93,67 ±0,12 92,92 ±0,22 92,90 ± 0,09 

(3/37) 
94,91 ± 0,02 93,67 ±0,12 92,92 ±0,22 92,90 ± 0,09 

n = 3 - 6 

Verificou-se que, conftjrme aumentava-se a relação massa/atividade, o 

produto permaneceu mais estável, o que garantiu a qualidade para sua aplicabilidade 

em dias subseqüentes à marcação. Entretanto sabe-se que, assim como o 

o N-isopropil-p-iodoanfetamina (IMP) não marcado, apresenta também uma afinidade 

pelas células cerebrais, competindo dessa forma com o radiofármaco, podendo 

comprometer a imagem cintilográfica cerebral 

Analisando-se os dados da tabela 8, verificou-se que no primeiro dia de 

marcação as relações massa/atividade de 1/1 - 1/10, apresentraram porcentagem de pureza 

radioquímica superiores a 97% de IMP-'^'l e que, nos dias subseqüentes ocorreu 

decréscimo dessa, com a diminuição da relação massa/atividade. 
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A tabela 9, apresenta os valores dos parâmetros de marcação do EMP-'^^I 

escolhidos, após o estudo de otimização. 

Tabela 9 - Parâmetros de marcação avaliados para obtenção do IMP-'^^I 

PARÂMETROS DE CONDIÇÕES ESCOLHroAS PARA CADA 

REAÇÃO PARÂMETRO 

TEMPERA'1'URA (°C) 1 7 4 - 1 7 6 

TEMPO (min.) 30 

MASSA DE Á c r o o 

ASCÓRBICO (mg/Hl) 
2,0/10 

pH FINAL = 2,0 

RELAÇÃO MASSA DE 

IMP (mg) / ATFVroADE 

DE Na"' l (MBq) 

1/1 - 1/10 

(3/111-3/1110) 

Dessa maneira, estabeleceu-se um protocolo de marcação do IMP com 

iodo-131 que seria utilizado: 

1°) Adicionar a um frasco de marcação de fundo cónico: 

> 3 - 5 mg de IMP.HCl + 50 |iL de água destilada purifica; 

> 50 [iL de solução de CUSO4.5H2O em ácido acético 96% (3,15 |imol Cu^^/mL), 

> 2 mg/10 ]xL de solução aquosa de ácido ascórbico (11,36 [imo\ CeHsOe/mL); 

> 37 - 1850 MBq de solução deNa^^'l (50 - 100 ^L). 

2 ) Fechar o frasco. 
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3°) Reagir à 174 - 176 °C por 30 minutos. 

4 ) Resfriar o produto por 15 minutos. 

5°) Ressuspender com solução fisiológica [CR = 3 7 - 74 MBq/mL]. 

Durante os estudos de otimização dos parâmetros de marcação do EMP-'^4, 

verificou-se que um fator determinante, após o término do tempo de aquecimento da 

reação, era o resfriamento do frasco à temperatura ambiente, antes de ressuspender o 

produto com solução fisiológica. Constatou-se que um período de repouso de 15 minutos, 

seria suficiente para o resfriamento e estabilidade do radiofármaco. 

4.4 - ESTUDOS BIOLÓGICOS DO IMP 

MARCADO COM RADIOIODO 

4.4.1 - DISTRIBUIÇÃO BIOLÓGICA DO IMP-̂ ^ Î EM ANIMAL DE 

PEQUENO PORTE 

Os dados do estudo da distribuição biológica realizado em camundongos, 

encontram-se nas tabelas 10 e 11, expressos em porcentagem dose/órgão (%Dose) e 

porcentagem dose/grama de tecido (%Dose/g de tecido), em função do tempo, 

respectivamente. Isso nos permitiu determinar o grau de seletividade do radiofármaco 

pelos diferentes órgãos. 
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Analisando-se os dados da tabela 10, observou-se que a captação 

pulmonar do composto apresentou um pico máximo de 8,75 ± 1,10% da dose administrada 

do IMP-^^^I no primeiro minuto, mantendo-se praticamente inalterado entre os tempos de 

15 minutos a 6 horas com captação de 5,01 ± 0,96%Dose e 4,34 + 0,68%Dose, 

respectivamente. 

Oguchi e col. em seus estudos realizados em humanos, verificaram que, 

quando o 1MP-'^^I era injetado venosamente, no estudo da determinação do fluxo 

sangüineo cerebral regional, uma alta radioatividade achava-se concentrada no pulmão. 

Embora os resultados interespécies dificilmente possam ter valores homogêneos, não se 

pode negar a similariedade existente no comportamento da distribuição biológica, pois há 

uma razão na utilização de animais de laboratórios de diferentes espécies como ferramenta 

básica quando deseja-se investigar e aprovar um fármaco para aplicação clínica 

Fazendo-se uma análise comparativa entre os dados experimentais da tabela 

10 com os obtidos em macacos por Holman e col. '̂ ^̂ \ verificou-se que a captação 

pulmonar mostrava um comportamento similar, no entanto, em menor proporção, para o 

tempo de 15 minutos de 5,01 ± 0,96%Dose do obfido experimentalmente, para 

1 l,20%Dose dos dados citados pelos autores. 

Analisando-se a captação hepática obtida nos tempos de 1 e 24 horas, na 

tabela 10, observou-se que esta, apresentou uma certa analogia entre os dados 

experimentais de 15,13 ± 2,96%Dose e 0,35 ± 0,ll%Dose e os dados de 18%Dose e 

l,50%Dose obüdos, respectivamente, por Holman e col. A alta captação hepática na 

primeira hora, talvez seja, reflexo da atividade circulante de IMP-'^4 (25,24 ± 3,5%Dose) 

na forma íntegra e/ou metabolizada que, mesmo com a ação enzimática diversificada do 

fígado, esteja conseguindo manter as características de perfiisão cerebral. 

Observou-se comportamentos semelhantes entre os dados pulmonares e 

hepáticos obtidos em camundongos por Hoshi e col. '̂̂ ^̂  e Holman e col. '̂̂ \̂ com os dados 

experimentais por nós obtidos. 



76 

A captação cerebral do IMP-'^'l demonstrou ser efetivamente boa, 

apresentando no primeiro minuto 3,14 ± 0,35%Dose, com um pico máximo de 4,91 ± 

0,31%Dose em 2 horas. Apresentou um periodo de permanência longo na estrutura 

cerebral, onde, em 6 horas detectou-se uma captação de 3,49 ± 0,59%Dose, considerando-

se um tempo razoável, em se tratando de radiofármaco cerebral. 

Baldwin e col. ^ ' ^ l investigaram diferentes isómeros do EVEP marcados com 

iodo-123 em camundongos e, observaram uma maior afinidade do isómero para, pela 

estrutura cerebral com l,50%Dose/g e l,90%Dose/g, para os tempos de 5 minutos e 1 hora, 

respectivamente. Fazendo-se uma análise comparativa com os dados da tabela 11, 

verificou-se que a captação cerebral experimental obtida, é significativa nos tempos 

mencionados por Baldwin e col. ou seja, 11,05 ± l,44%Dose/g e 12,38 ± 

l,34%Dose/g, respectivamente, sendo de 70% a mais do que àquelas mencionadas pelos 

autores. 

Averiguando-se a seqüência dos dados experimentais obtidos da captação 

cerebral do em camundongos, comprova-se que, o radiofármaco apresenta uma 

meia-vida cerebral relativamente longa, tornando-o apropriado para realização de estudos 

clínicos tardios. 

Estas características já eram esperadas uma vez que as modificações 

introduzidas no grupo farmacofórico (figura 1) devem contribuir para o incremento da 

captação cerebral, em fiinção de alterações de lipossolubilidade, carga e características 

estéricas do composto 

As modificações observadas, descritas abaixo, correlacionam-se, 

provavelmente, com as seguintes alterações no comportamento biológico: 

a) Substituição do hidrogênio pelo iodo que provoca alteração no efeito estérico: 

• Raio atômico do Hidrogênio = 0,29 e do Iodo = 1,33 Â; 

• Distância Interatômica de Ligação C-H = 1,14 e C-I = 2,12 Â; 

• Força de Ligação do C-H = 93 e C-I = 45 (cal/mol) 
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b) Substituição do hidrogênio pelo iodo na posição para (anel aromático) que provoca 

alteração no efeito eletrônico, predominando o efeito de ressonância, tornando-o mais 

ativo biologicamente; 

c) Substituição de Ri pela metila (-CH3), que provoca aUeração no coeficiente de partição 

da molécula, tornando-a mais lipossolúvel; 

d) Substituição de Ri pela metila (-CH3) que prolonga a duração da ação do composto no 

sítio de interação; 

e) Substituição de R2 pelo grupamento isopropil (-C3H7) que aumenta a atividade do 

composto com P-receptores locais; 

f) Substituição de R por hidrogênio (H) que altera a solubilidade do composto, tornando-

o com maior ação estimuladora central. 

Outros dados contribuíram para supor que a estabilidade biológica em 

camundongos do IMP-^^^I foi eficaz, entre eles, a baixa captação do radioiodo apresentada 

pela glândula tireóide e pelo estomago. Estes órgãos são tidos como referência no processo 

de desalogenação in vivo dos fármacos radioiodomarcados. Obteve-se 0,020 ± 0,004 

%Dose no estômago e 0,31 ± 0,04 %Dose na tireóide em 24 horas, sendo este 

último próximo aos níveis obtidos por Owunwanne e col. Baldwin e col. ^̂ ^̂  e 

Holman e col. ^^^l 

Outro órgão avaliado foi o olho. A tabela 11, apresenta uma captação ocular 

de 10,17 ± l,17%Dose/g de tecido para o tempo de 2 horas, após a injeção do 

radiofármaco, porcentagem esta que não poderia ser considerada desprezível, por achar-se 

próxima da captação hepática, para o mesmo tempo (12,26 ± l,15%Dose/g de tecido). 

A captação ocular do radiofármaco encontrada por Dewey e col. ^̂ "̂  e a 

obtida experimentalmente, permitiram supor, que a possibilidade do IMP possuir uma 

afinidade pelo órgão, seja real, ou que ocorra algum mecanismo que permita a infiltração 

do produto no tecido ocular lesado. 
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A radioatividade presente nos rins manteve-se praticamente constante até 

6 horas, conforme observou-se nas tabelas 10 e 11. Fato este atribuído a eliminação dos 

compostos radioativos circulantes por esta via, sem contudo, ser o sítio de ação 

propriamente dito. 

Os valores obtidos para captação renal nos tempos de 30 e 60 minutos 

foram de 12,98 ± 0,99%Dose/g de tecido e 11,72 ± l,00%Dose/g de tecido, 

respectivamente, mantendo-se aproximadamente constante por 6 horas. Dados estes 

semelhantes aos obtidos por Hoshi e col. ^̂ ^̂  e que indicaram ser esta uma provável rota de 

eliminação do radiofármaco e seu(s) metabólito(s). 

Acredita-se que, o IMP-'^'l e seu(s) metabolito(s), devam passar por 

um mecanismo de biotransformação e serem excretados do organismo na forma de 

ácido p-aminobenzóico, sendo a rota principal de eliminação deste derivado a via urinaria. 

A biotransformação ocorre predominantemente nos microssomas hepáticos 

por hidroxilação do anel aromático, desaminação oxidativa e N-desalquilação, sendo a 

velocidade de transformação proporcional ao número de carbonos que deverá ser 

substituído ^̂ ^̂ \ 

O mecanismo de hidroxilação do anel aromático que leva à formação do 

p-hidroxiderivado, é considerado o principal método de biotransformação em cães e ratos. 

No homem este processo ocorre em uma porcentagem de apenas 3% sendo esta 

somada à desaminação oxidativa, constituindo o processo metabólico mais importante em 

humanos, porém secundário para os ratos. Provavelmente, o mesmo mecanismo 

considerado para os ratos, pode ser atribuído aos camundongos. 

O aumento da radioatividade intestinal apresentado na tabela 10, demonstra 

ser aparentemente esta, uma provável rota de excreção do IMP-^^'l e seu(s) produto(s) de 

degradação. Entretanto, analisando-se a seqüência dos dados nos tempos subseqüentes, 

notou-se uma redução da atividade de 16,94 ± l,67%Dose aos 30 minutos para 12,02 + 

l,51%Dose e 0,88 ± 0,14%Dose, nos tempos de 6 e 16 horas, respectivamente. 
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Observando-se a tabela 12, verifica-se uma eliminação fecal de 0,21 + 

0,03%Dose e 3,07 ± 0,40%Dose, para os tempos de 6 e 17 horas, respectivamente. Fato 

este que levou a supor, a via urinária, como a verdadeira rota de eliminação e, uma 

possível existência de um processo de reabsorção, à nível intestinal. 

Os resultados mostrados na tabela 12 sem dúvida, contribuem para afirmar a 

existência de uma reabsorção intestinal do(s) metabolito(s) e/ou produto(s) degradado(s) 

do IMP-'^^I, como encontra-se descrito por Hoshi e col. '̂*̂ \ Baldwin e col. ^̂ ^̂  e, Holman e 

col. '̂*̂ \ Este processo provavelmente deve ser favorecido, pelo meio em que se encontra, 

rico em enzimas, como glucoronidase, sulfatase, etc, que o(s) tomaria(m), em um(ns) 

elemento(s) facilmente reabsorvível(is). Talvez, os fatores que contribuem para manter a 

taxa sangüínea um tanto quanto elevada, como observou-se na tabela 10 para os tempos de 

6 e 24 horas, 20,50 ± 2,01%Dose e 8,02 ± l,53%Dose respectivamente, devam ser a 

metabolização e a reabsorção intestinal. 

Tabela 12 - Porcentagem dose de fezes excretada 

do IMP-^^^I em função do tempo 

TEMPO (horas) FEZES (%Dose) 

06 0,21 ±0,03 

17 3,07 ± 0,40 

24 3,65 ± 0,64 

48 3,47 ± 0,26 

n = 4 - 5 

A %Dose/g de gordura do radiofármaco para os tempos de 16, 24 e 48 

horas, determinadas, foram respectivamente: 1,79 ± 0,27%; 2,14 ± 0,01% e 0,90 ± 

0,03%Dose/g de tecido. Pelos dados apresentados observou-se que o produto apresenta 

pouca afinidade pela camada de gordura em camundongo. 



Hoshi e col. '̂̂ \̂ em estudos com camundongos, empregaram a técnica de 

autoradiografia e visualizaram nitidamente o acúmulo da radioatividade na medula 

espinhal. Para complementação dos estudos realizados na distribuição biológica do 

IMP-'^'l, avaliou-se a quantidade de radioatividade contida neste órgão, coletando-se 

amostras, nos tempos de 1, 15, 30 minutos e, 1 e 2 horas (tabelal3). 

Conforme observou-se na tabela 13, notou-se uma real afinidade (%Dose) 

do cérebro pelo IMP-'^'l. Comparando-se esta com o cerebelo e bulbo, verificou-se que a 

captação correspondente foi cerca de 4,3 vezes menor que a radioatividade encontrada no 

cérebro, após 2 horas da injeção do radiofármaco. Comportamento similar pode ser 

verificado para a captação da medula espinhal que, no mesmo intervalo de tempo, foi cerca 

de 3,8 vezes menor que a cerebral. 

TABELA 13 - Porcentagem dose/órgão do IMP-" ' l 

em camundongos em fimção do tempo 

TEMPO 

ORGAOS (%Dose) 

CEREBELO E 

BULBO 
CEREBRO 

MEDULA 

ÓSSEA 

01 1,02 ±0,08 3,14 ±0,35 1,44 ±0,13 

MINUTO(S) 
05 1,05 ±0,36 3,91 ±0,75 -

15 1,08 ±0,18 4,34 ± 0,45 1,56 ±0,16 

30 1,06 ±0,13 4,40 ± 0,52 1,69 ±0,12 

01 1,24 ±0,16 4,89 ±0,36 1,65 ±0,10 

HORA(S) 
02 1,14±0,16 4,91 ±0,31 1,29 ±0,16 

04 0,79 ±0,19 3,72 ±0,71 -

06 0,69 ± 0,20 3,49 ± 0,59 -

n = 6 - 9 
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4.4.2 - ESTUDO DE CAPTAÇÃO DE CORPO INTEIRO DO 

ÍMP-̂ ^^I EM ANIMAL DE PEQUENO PORTE 

Todo o sistema envolvido na distribuição biológica foi avaliado plenamente. 

Analisando-se sob o ponto de vista de dosimetria de radiação, ou seja, o tempo de 

residência do radiofármaco no organismo, o decréscimo da radioatividade observado nas 

últimas horas, demonstrou ser bastante satisfatório, mostrando um resíduo de 6,47 + 

l,24%Dose e 2,06 ± 0,41%Dose, em 24 horas e 48 horas, respectivamente, ao avaliar-se a 

%Dose de IMP-"^I retido no corpo inteiro dos camundongos (tabela 14). 

Tabela 14 - Porcentagem dose do IMP-"^I retida 

no corpo inteiro em fimção do tempo 

TEMPO CORPO EVTEIRO (%Dose) 

MINUTOS 99,66 ± 0,58 

85,56 + 6,61 

75,16 + 5,86 

6,47 + 1,24 

2,06 + 0,41 

n = 4 - 5 
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Analisando-se os dados de decaimento do corpo inteiro (tabela 14), 

observou-se uma retenção de praticamente 100% aos 30 minutos, sugerindo portanto, que 

o EMP-^^^I e/ou seu(s) derivado(s), devem sofrer um processo de biotransformação um 

tanto quanto lento, até que resulte na formação de ácido p-iodoaminobenzóico que, em 

conjugação com a glicina é convertido a ácido p-iodohipúrico ^^ \̂ cuja velocidade de 

depuração, em condições normais do organismo, deveria mostrar-se bastante rápida. 

Entretanto, examinando-se os dados da tabela 14, subtraindo-se as porcentagens obtidas 

dos dados das fezes na tabela 12, para os tempos 30 minutos e, 2, 6, 24 e 48 horas, 

verificou-se que existe uma linearidade na excreção urinária de 3 - 4%Dose/hora. Assim 

sendo, isto vem colaborar para a hipótese da existência de um ou mais reservatórios 

(existência de múltiplos compartimentos) do IMP-'^'l e/ou seu(s) derivado(s) que, 

obedecendo a lei do equilíbrio de difiisão, encontra-se em processo contínuo, liberando o 

produto que, após a ação metabólica, provavelmente será depurado do sangue na forma de 

ácido p-iodohipúrico, pela via urinária. 

Comparando-se os resultados das tabelas 10 e 14 e analisando-se a 

radioafividade refida de no corpo inteiro dos animais, observou-se uma depuração 

relativamente lenta, pois a eliminação do(s) composto(s) metabolizado(s), apresenta uma 

constância num período de 24 horas, o que nos leva a supor, uma contínua liberação da 

radioatividade de uma possível área de armazenamento. 

4.4.3 - ESTUDO IN VITRO PARA DETERMINAÇÃO DA 

PORCENTAGEM DE LIGAÇÃO DO IMP-̂ ^ Î ÀS PROTEÍNAS 

PLASMÁTICAS ^̂ '̂ '̂̂  EM ANIMAL DE PEQUENO PORTE 

Realizou-se o estudo de ligação às proteínas plasmáticas no periodo 

de 1 hora e obteve-se os seguintes resultados: 



Tabela 15 - Porcentagem Dose de ligação às proteínas 

plasmáticas do IMP-'^^I em função do tempo 

TEMPO (minutos) 
LIGAÇÃO ÀS PROTEÍNAS 

PLASMÁTICAS (%Dose) 

15 12,15 + 0,72 

30 11,34 + 0,56 

60 11,20 + 0,84 

n = 4 - 5 

Observando-se esta tabela, verificou-se que a proporção de IMP-^^'l ligado 

às proteínas plasmáticas (geralmente a albúmina), apresentou-se reduzida, encontrando-se 

na faixa de 11 - 12%, quando aplicada a técnica de precipitação com ácido tricloroacético 

(TCA), indicando que o IMP-'^'l encontra-se na corrente sangüínea, na forma livre, em 

uma maior proporção. 

4.4.4 - ESTUDO RADIOFARMACOCINÉTICO DO IMP-̂ ^ Î EM 

ANIMAL DE PEQUENO PORTE 

Ufilizou-se o programa BIEXP.BAS introduzindo-se os dados de 

%Dose total de sangue, a partir de t = 1 minuto e transformando os tempos 

correspondentes em horas. 

ícmsko feÁiic •̂ f̂ L i- í ía í íUoi ar / sp- ipen 
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Os valores calculados pelo programa BIEXP.BAS, para obtenção da 

equação bi-exponencial, foram: 

• A = 12874,44 cpm/min*mL; 

• B = 17488,60 cpm/min*mL; 

• a = 0,1761978 K\ com Ti/2= 3,9339161 h; 

• p = 0,0324838 h"\ com Ti/2= 21,3382320 h; 

• Ki2 = 0,043763 h"̂ ; 

• K21 = 0,115261 h"\ 

• Kio = 0,049658 h-̂  

Portanto, substituindo-se os valores citados acima na equação 10, obteve-se 

a equação 12, que corresponde a equação da curva bi-exponencial do radiofármaco: 

C(t) = 12874,44 . e»'^'"''"* + 17488,60. e-<''°'24838.t 
(Equação 12) 

Em seguida introduziu-se no programa MSExcel, os dados experimentais de 

%Dose sangue total com seus desvios padrões respectivos, e os dados BIEXP 

(equação 12), obtendo-se a figura 17. 

Comparando-se os dados experimentais (pontos vermelhos) e os dados 

BIEXP (pontos azuis) da figura 17, verificou-se que a maior parte dos pontos 

experimentais com seus respectivos desvios padrões encontram-se ajustados a curva 

BIEXP.BAS. 
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4.4.5 - ESTUDO DE IMAGENS CINTILOGRÁFICAS DO IMP-'"l 

REALIZADO EM ANIMAL DE MÉDIO PORTE 

A pureza radioquímica do IMP-'^^I injetado no coelho, para obtenção das 

imagens cintilográficas foi de 97,29 ± 0,10%. 

As imagens cintilográficas realizadas em coelho são apresentadas nas 

figuras 18 e 19. 

Figura 18 - Imagem Cintilográfica do IMP-'^^I em Coelho 

(Posição Lateral - 60 minutos pós-dose) 
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Nas imagens cintilográficas do IMP-'^^I realizadas em coelho, identificou-se 

que, tanto para a projeção lateral (figura 18) como para a frontal (figura 19), houve uma 

boa captação cerebral do radiofármaco, sem visualização da glândula tireóide, 

comprovando-se, assim, a ausência de '^^f (impureza radioquímica), que poderia ser 

proveniente, tanto da marcação do radiofármaco (in vitro), como também, de sua liberação 

no organismo do animal pós-injeção (desalogenação), comprovando-se assim, sua 

estabilidade in vivo. 

Figura 19 - Imagem Cintilográfica do IMP-'^-'l em Coelho 

(Posição Frontal - 20 minutos pós-dose) 

Comparando-se as figuras 18 e 19, observou-se que na figura 19, obteve-se 

uma resolução cerebral melhor que na figura 18, pois para realização dessas imagens 

cintilográficas, o equipamento foi programado para um acúmulo total de 300.000 

contagens e na figura 18 verifica-se uma maior contribuição de outros órgãos, 

principalmente na região pulmonar. 
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4.4.6 - ENSAIO DE SEGURANÇA TOXICOLÓGICA DO IMP-'^^I EM 

ANIMAL DE PEQUENO PORTE 

Neste ensaio os camundongos foram mantidos sob observação nos primeiros 

minutos e, nos tempos subseqüentes de 24, 48 e 72 horas, sem ocorrência de distúrbio 

comportamental ou alimentar. Suas excreções (fezes e urina) foram também observadas, 

não apresentando mudança na coloração e no cheiro. 

À dose injetada de IMP-'^'l de 12,95 - 13,32 MBq/100|xL (350 -

360 |iCi/100|aL), em quatro camundongos pesando entre 1 5 - 2 5 g, correspondeu a uma 

massa de 0,1 mg de IMP e 0,2118 ]xg de C u ^ para o volume injetado; os animais não 

apresentaram nenhum distúrbio que comprometesse a qualidade do radiofármaco. 

A quantidade de IMP administrada nos camundongos foi equivalente a 1050 

vezes maior do que a massa administrada a um homem adulto de 70 kg. 

Mesmo se toda a massa de uma marcação (3 mg de IMP) fosse administrada 

a um único paciente adulto, estaríamos trabalhando com uma margem de segurança de 

cerca de 100 vezes. 

Também, no caso do Cu"^ a massa utilizada na marcação é muitas vezes 

menor que a encontrada endógenamente em um ser humano saudável. 
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"Todos admiram e aproveitam sua beleza. 

As folhas verdes de Esperança, viçosas, alimentam com seu metabolismo 

de néctar etéreo das radiações solares, a planta. 

Os pássaros colocam em torno das árvores, o canto alegre e festivo, 

fazendo morada em seus galhos. 

A terra se beneficia da sombra refrescante e lhe dá alimento. 

A árvore faz nascer belas flores e belos frutos que lhe enfeitam 

A árvore é sábia. 

Aceita com Coragem o inverno que tenta destruí-la. 

Mantem-se viva e serena. 

Não se desespera. 

Não desanima e aguarda. 

Tem consciência que na sua seiva corre o Espírito Eterno. 

Conhece sua missão. 

Com a mesma nobreza aceita a glória passageira na primavera, 

pois, entende a efemeridade dos tempos. 

Na efemeridade dos acontecimentos da vida, 

saibamos imitar a árvore" 

Dr. Celso Charuri 
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5 - CONCLUSÕES 

Conclui-se, portanto: 

1. A técnica de marcação do IMP com radioiodo foi eficaz e, de fácil preparação e 

obtenção; 

2. O sistema cromatográfico utilizado para avaliação da pureza radioquímica foi eficiente 

e confiável; 

3. Ambos os radiofármacos, IMP-'^'l e IMP-'^^I, foram obtidos com pureza radioquímica 

superiores a 97%; 

4. Garantia de estabilidade dos radiofármacos in vitro e in vivo; 

5. Os radiofármacos apresentaram segurança toxicológica; 

6. Os produtos marcados apresentaram uma afinidade cerebral, tanto para estudos 

recentes como tardios. 
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"Quem souber colocar a Inteligência ao lado do Coração, 

alcançará na Terra as maiores alturas" 

Prof. José Henrique de Souza (J.H.S.) 
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