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SIITESE E MARCACAO DE 1910DOCOLESTEROL 31}

Elena Setuko Hamada

RESUMO

Tento em vista o crescente interesse, no campo do Medicina Nudeas, na obtencio de ogentes capazes de
visuahizar a gldndula suprarenal por técricas radioisotdyicas,, prepurou-se o 19-lodacolesterol por sintese qufmica
introduzindo-se o radiciodo {3'1) por reacdo de troca isotdpica~

- N - —
* tdentificalmese 08 produtos, apds cado reacfo, stravés da determinaclo do ponto de fusdo, de anslise
elementar » de andlises espactraschpicas, como absorcdo em infro-ver metho e ressondncia nuciear Magnética. ~.

{ Para a anélise radioguimica do composto marcado malit%so a cromatografia em comade delgada de silica Gol.\)

A distribuic3o biolbgice de 19-lodow Dissterol 1311 gm animais de Isboratério toi, igualmenta, realizads com o
propbsito de conlirmar sua capacidede de cor ¢80 na glanduls supra-renal.

1 - INTRODUGAO

Nos Gltimos anos, 0 emprego de produtos radiofarmacéuticos em Medicina Nuclear vem se
destacando.

Eles tdm possibilitado os mais variados tipos de exame e investigagdo clinica permitindo,
principalmente, a vizualizac3o de numerosos 6rgdos e sftios do organismo.

Esta evolugio vem se fazendo d custa da utilizacdo de tracadores radioativos, cads vez mais
especificos e inbcuos a0 organismo.

Tendo em vista o crescente interesse, da Medicina Nuclear, sm obter um sgente capaz de
visualizar a glindula suprarenal e tumores associados, por tdcnicas radioisotopicas, numerosas
investigacOes tdm sido realizadas neste campo.

Certos autores constataram que alguns esterdides s3o sintetizados e armazenados na glinduls,
enquanto outros tdm afinidade por ela'?2!). Os primeiros esterbides usados como tracadores radioativos
eram beta emissores.

NAGA) e colaboradores'?® obtiveram a incorporacio de tricio (PH) na molécula de
estigmasterol e estudos realizados em animais revelaram grande afinidade pelo 6rgdo. APPELGREN'4'
compravou a stinidade do colesterol ' *( e da progesterona 19¢ pela suprs-rensl de ratos e resultados
semelhantes foram descritos por HANNGREN e colaboradores'?’? na utilizacho de cortisona '°C,
estrona ' *C e hidrocortisona4- ' C.

A importdncia do colesterol se t.taca pelo fato de ser o principal precursor de vérios
estardides, existentes em maior quantidade na glandula supra-renal, principalmente na forma
esteriticada'?0",

et e

Apravada para publicagio e feveeeo /1979,



A quantidade de colesterol encontrada no 6rgio de animais e no homem & da ordem de 2 — 6%
da glandula dessecada'20’,

Esta informacdo levou alguns autores a tentar a obtengio do colesterol marcado com um
isbtopo udioativo“"“).

Por suas propriedades fisicas favoriveis 3 deteccio e medidas "in vivo”, o iddo '*'I
constituiu-se no radioelemento mais utilizado em Medicina Nuclear. Este tracador apresenta vériss
emissdes gama, sendo a principal, a de 364 Kev. Sua meia vida flsica & igual a 8,05 dias.

A introdugio de '2'| na molécula do colesterol, usando como oxidante cloramina T, baseia-se
e simples adicBo de ') a0 composto, na posicao 5-B, formando diiddo derivado!28) essa “mareacio”,

entretanto, pode levar & formagdo de um produto inativo derivado do colesterol.

Os primeiras compostos preparados com radioiddo, '?'1 ou 25|, revetaram-se insthveis “in
vivo” ou “in vitro". Citam-se, na literatura, o estigmasterol 211128:29) o0 46i utitizado em siguns
casos de mapeamento da glandula supra-renal. Este radiofésmaco nSo obteve sucesso devido a0 acimulo
da radioatividade no flgado, principalments, ¢ uma posterior liberag8o de iddo no suco géstrico.

Também mereceu destague a radioiodacio de substincias andlogas ao diclarodifenildicloroetano
ou DDD: 1,1dicioro2- (p-clorofenil)-2-(o-iodofenit *2°1) etano (ou ©,p’'DDD'2?%l) e 1,1dicloro-

2-(m-clorofenil)-2-{p-clorofenil) etano '2%] (ou m,p'DDD'%%l), como agentes cintigréficos da suprs-
16,17, ‘8'
renal

Em 1970, COUNSELL e colaboradores'’®! versificaram a possibilidade de marcaciio do
colesterol através de sintese quimica, sem alteracSo da estrutura bésica ds moléculs. Basesram-ss na
introducdo do haloginio na posiclo 19 do anel esterofdico, parecendo uma escolha logica pera os
sstudos iniciais. Depois, por meio de reacSo de troca isotépica, utilizando-se '3} ou 1331, prepsraram
um composto que se revelou um radiofdrmaco Gtil para a cintilografia de gldndufa :upn—nnalm

Por meio de 18-lodocolesterol marcado com iddo radicetivo, vérias doencas relativas 3 gidndula
pudersm ser melhor diagnosticadas!'3:6.9),

Recentes estudos demonstrsram a aplicaclio de 19-lodacolesterol marcado no diagnéstico de
sidosteronismo primério’'?? carcinoma adrenocorticai’?®! o sindrome de Cushing'®-26),

Dada a importdncia que essa drogs apresenta na propedutica médica e a inexistincis ds mesms
no mercado nacionsl, pos dificuldsde ou sito custo de importaclo, verificou-se o intereste do Centro de
Processamento de Materisl Radiostivo do instituto de Energia AtSmica na prepwacio de
18-1odocolesterol 1271, com vistas s0 seu uso disgndstico.

2~ OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi o de obter, por sintese quimica, o 33-scetoxi
19-1odocolest-5-en0 e, posteriorments, introduzir o idda radioativo por meio de resclo de troca
isotopica.

O produto finel, submetido #0s controles de quelidede poders, sventuaiments, ser utmzado
como redioférmaco em Medicina Nucfesr pare visuslizecSo de giSndula suprs-renst.



3 — MATERIAL E METODOS

31 — Materiat

3 1.1 - Equipamentos

Para a realizacdo do presente trabalho utilizeram-se os seguintes equipamentos:

1) Ponto de Fusio

Aparelho de Ponto de Fusio - modelo Mettler FP5 acoplado a FP51.

2) Espectro de Ressonincia Nuclear Magnética — Varian, modelo T-60, operando com uma
fonte de radiofreqiiéncia de 60 MHz.

Qs deslocamentos qulmicosw’ foram descritos em partes por milhdo (ppm) em relacio ao
tetrametifsilano (T.M.S.), usado como referéncia interna & como soivente, tetracloreto de carbono. As
constantes de acoplamento (J) foram dadas em Hertz (Hz) e as caracter(sticas dos picos em singleto (s),
dupleto (d.) multipleto {m.) e pico largo {p.l.).

3) Espectro de absor¢do no Infravermelho
Espectrofotdmetro de Infravermelho — Perkin-Elmer, modelo 710-A, A técnics empregads
foi a dissolu¢do dos produtos em cloreto de metileno e aplicagclo em célula desmontével,
sendo cada amostra preparads na concentracio de 5% e espessura de 1 mm.

4

Andlise elementar

Para determinago de C e H utilizouse um Anaslisador Elementar -~ Perkin-Eimer,
modelo 240. '

S

Contagem de '2'1

A radioatividede emitide pefo *>'i foi medids em Cinulsdor de poro, dotsdo de um
cristal de Nal{T1) — Nuclear Chicago, modelo Ultrascaler II.

6) Para concentrsr as solugdes orghnicas utilizou-se um Eveporador Buchler operando s
tamperaturas de até 60°C em pressio reduzida.
11.2 —~ Reagantes Quimicos

Os reagentes quimicos utilizados eram de grau de purezs P.A., de procedéncia Merck, Sigma,
Baker ¢ Carlo Erba.

Alguns resgentes cOmo pirkﬁnu""’, 2inco e cloroto-p-tolumouulfonlll"" foram purificedos
até que as punz:s/fouom constatadss stravés dos valores de suss constantes fisicas referidss na literstura.
NI

3.1.3 — Crometogrefis

Utitizaramyse places de silica Gel G,., de 20,0 x 20,0 cm Merck.

3.1.4 - Andicelemento

Usou-se indeto de s8dio (Na '2'1), livre de carregesdor e da redutor, produzido pels Union
Carbide - USA,



4

3.2 — Métodos

32.1 — Preparaglo de Reagente

32.1.1 — N-Br-Acetamida'3?
CH,;CONH; + Br, + KOH -—— CH,CONHBr + KBr + H,0

A uma solugdo de 10g de acetamida em 9,0 ml de bromo adicionouse, lentamente e com
agitagio, '1ma solugdo aquosa de hidroxido de potissio a 50% até a mistura se tornur amarelo-pllida A
sequir, deixou-se em repouso por 3horas & temperatura de 0 — 5°C. Apds resfriamento tratou-se 8
mistura com 20g de cloreto de sddio e 100 ml de cloroférmio, aquecendo-se por 2 — 3 minutos e
agitando-se vigorosamente. Separou-se a camada cloroférmica de cor vermetha repetindo-se a extracdo
por mais duas vezes com 100 ml e 50 mi de clorotbrmio, respectivamente. O extrato clorotormico, seco
sobre sulfato de sbdio anidro, foi tratado com hexano. O extrato foi mantido a 0°c por uma hora, apds
8 qual os cristais de n-Br-Acetamida formados foram filtrados a vécuo.

Grau de pureza:

Efetuou-se ¢ CLaLamento do bromo organico com uma solugiio padrio de tiossuifato de sédio
0,1t N.

A uma quantidade exatamente pesada de n-Br-Acetamida dissolveramse 10 ml de iodeto de
potéssio a 10%, acidificando-se com 10 mi de 4cido sulfurico 8 10% e titulando-se com tiossulfato de
sbdio 0,1 N,

3.2.2 — Preparagio de 19-lodocolesteral ' |

O precursor inicial da sintese de 19-lodocolesterol & o 3f-acetoxi-19-p-tolueno sulfoneto de
colest-5-eno, andlogo do colesterol que foi obtido de maneirs similar ao descrito por KALVODA e
colaboradores'?23) ¢ AKHTAR e BARTON''). Posteriorments, a sintese do 19-lodocolesterol 2!,
proprismente dita, fundamentou-se nos trabathos de COUNSELL & colaboradores''4), com modificacBes
introduzidas por COUCH e colaboradores”"'z’, como pode ser spreciado no esquems da pégina
seguinte.

32.2.1 — 35-AcetoniSa-Br-66-Hidroxi-Calestano {11){33

Dissolversm-se 6,0 g de acetato de colesterila {I) em 60 ml de dioxano e adicionaram-se, jun-
tamente com 4,4 ml de Acido perclérico ditufdo (4,66 ml de HCIOs 70% em 20 mi de dgua), 3,0 g de
n-Br-scetamida em 3,0 ml de 4dgua destilada, Ests mistura foi deixads em repouso por 15 minutos & tem-
peraturs de 10°C e por 30 minutos sob agitacho mecanica A temperaturs smbients. A seguir, 8 5°C, &
dicionaram-se lentamente, 36 m| de tiossulfato de sbdio a 1%. A emulsSo formads foi diluide com 20 mi
de dgus destilads ¢ extralda com éter etflico. Separou-se o extrato etéreo @ removeu-se o solvente § pres-
o reduzids, obtendo-se um residuo oleoso que s dissolveu em clorato de metileno-$ter etflico (1:2).
Em seguida, adicionouse éter de petréizo ¢ com o resfrismento & 0°C formou-w ur precipitado bran-
co, recristalizado 3 vezes em éter de petrdiso.

3222 - 3- Acetoxi-5a-81-68.19-Gxido-Colestano (111) 2%

Uma solucBo contendo 10,1 g de tetrsecetato de chumbo e 4,6 g de carbonato oe ciicio em
2@ mi de ciclohsxano foi equecida ligeirsmente a 80°C. Em seguida, adicioneram-se 2,2 g de iodo me-
thlico e 2,09 do produto (I1) preparado no item 3.2.2.1.
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A mistura formada, de cor violicea, foi submetida a refluxo sob irradiacdo de ldmpada de 500
watts, com forte agitagdo mecanica, até o descoloramento da solugio. Apbs o resfriamento da mistura,
filtrou-se através de filtro de Gouch contendo uma fina camada de celite, lavando-se com 30 ml de
ciclohexano. Diluiu-se o filtrado com 20 ml de éter etflico e adicionaram-se 28 mi de tiossulfato de sbdio
8 10%, {avandose em seguida com 50 mi de &gua. Separou-se a fase organica e apbs a remogio do
solvente & pressao reduzida, tratou-se o residuo formado com éter etfilico e metanol. O produto | foi
recristalizado em metanol por 2 vezes.

32.2.3 — 30-Acstoxi-19-Hidroxi-Colest-5-eno (1v)'23

A 3,0 g do produto (M}, preparado no item 3.2.2.2, dissolvidos em 99,5 ml de icido acético
glacial ¢ 4,4 ml de dgua destilada adicionaram-se, durante 15 minutos, com forte agitagio, 11,9 g de
zinco em pb, mantendo-se temperatura de 45 — 50°C. Apbds 60 minutos de reagdo, 8 suspensio formada
foi filada e concentrada sob pressdo reduzida. Tratou-se o residuo com éter etflico e cloreto de
metileno (5:1). Adicionou-se, lentamente, carbonato de sbdio a 10% eté neutralizacdio da misturs,
lavando-se vérias vezes com agua destilada. Da fase crginica, removeu-se o solvente ¢ tratou-se o residuo
com uma mistura de cloreto de metileno-éter etflico (1:2). Desta mistura, apbs recristalizacdo em éter de
petrleo — mantida a temperaturs de 0°C — obteve-se o produto IV,

3.2.2.4 - 38-Acstoxi-19-p-Tolueno Sulfonato de Colest-5-eno (V!

Dissolveram-se 1,17 g do produto (IV}, preparado no item 3.2.2.3., em 30 ml de piridina e
adicionaram-se 2,59 de cloreto-p-toluenossulfonila. Apds 6 dias de reagdo 3 temperatura ambiente,
procedeu-se 3 extracio com éter etilico. Removeuse o solvente d pressdo reduzide & dissolveuse o
residuo formado em cloroformio. Posteriormente, por cristalizacio em metanol a 0°C, obtevese o
produto V.

22.2.6 — 38-Acetoxi-19-fadocolest 5-eno (VI)$14

Dissolveram-se 300 mg do produto (V), item 3.2.2.4., ¢ 200 mg de iodeto de sddio em 20 mi de
isopropanol; suavemente, ests mistura foi submetida a refluxo a 60°C, sob borbuthamento de nitroginio,
durante 4 horas, Em seguida, concentrou-se até cerca de 5,0 mi ¢ adicionaram-se 10,0 mi de dgua gelada.
Efetuou-se @ extragio com 15 ml de éter por duas vezes. Cvaporou-se o solvents, obtendo-se um residuo
oleoso que se solidificou em 0,5 ml de éter de petrbleo. Apds duas recristalizacdes em acetona-metsnol
obteve-ss 0 produto VI,

32.3 - Mareagio' V!

. Dissolveram-se 10 mg de 3f-Acstoxi-19-lodocolest-6-eno, item 3.2.2.6., em 15 mi de scetone
adicionando-se cercs de 5 mCi de Na '2'| livre de carregador e de redutor, Esta mistura foi submetida a
refluxo a 60°C, sob smbiente de nitrogdnio, dursnte 4 horas, a fim de ocorrer & rescio de troce
isotbpica. A seguir, evaporou-ss o acetons e adicionsram-ss 20 ml de #gus gelads, efstusndose @
extraclo com 3,0 mi de éter etflico por trds vezes. Secou-se em sulfsto de sddio anidro e evaporou-se o
axtrato etéreo sob smbiente de nitrogénio.

Dissolveu-38 o residuo formado com 2,0 mi da dioxano # adicionaram-ss, lentamente, 5,0 m! de
uma soluclo metanblica de hidroxido de sodio {1 g de NaOH, 1 ml de égua ¢ 99 mi de metanol); 8
mistura foi submetide a sgitacfo magnética em temperatura ambients por 2 hores, Posteriormente,
adicionou-se 1 mi de Sgus gelada e extraiu-se 8 mistura formada com 2,0 ml de éter etflico por trés
vezes,



?

Secou-se 0 extrato etéreo em sulfato de sddio anidro e evaporou-se 0 solvente até secura.
Obteve-se um residuo branco de 19-lodocolesterct '*'1 (vIN-' 1),

3.2.4 — Controle Radioquimico

Utilizou-se 8 técnica de cromatografia em camada delgada em placas de sflica Gel — G, ., (com
dimensdes de 20,0 cm x 20,0 cm) desenvolvida em solvente de cloroférmio (CHCI,).

A medida dos R, do composto marcado e do iddo ndo incorporado ao composto (ibdb livre),
foi feita semeando-se uma aifquota de 19-lodocolesterol 1311 e uma de iodeto (cerregador).

O tempo de corrida da cromatografia foi de 20 minutos.

Detectaram-se duas manchas, fosforescentes 3 luz Ultra-Violeta, tendo o iodeto sido revelado
com solugdo de acetato de chumbo a 10% {cor amarela).

Determinouse a radioatividade de cada centimetro e o resultado foi lsngado em grifico
relacionando a porcentagem de radioatividade em fungdo do Rf calculado.

3.2.5 — Distribuigcdo Biolégica

O estudo da eletividade biolégica do 19-lodocolesterol '>'1 foi renlizado pars confirmar sua
capacidade de concentragdo na glandula supra-renal.

Utilizaram-se 14 ratos machos, linhagem Wistar, pesando em média 260 g.

Todos os animais receberam, por‘ via endovenosa {artéria dorsal do pénis), cerca de 80xCi,
contidos em 0,5 mi de radioformaco,

Acompanhou-se 8 disribuiclio da radioatividads nos diferentes 6rglios, sacrificando-se os snimais
nos dias 1, 2, 3, 4, 5, 6 & 7, apbs a dose administrada. Os 6rglos extraldos foram: glindule supre-renal,
tirebide, rins, baco, figado, corac80 e puimdes.

Pesaramse os Orglos ¢ a radicatividade foi determinads em contagens por minuto (cpm),
utifizando-se de contador de radiaclo gama.

Em todas es experibncias manteve-se s mesma soluglo padrdo de 19-lodocolesterol ' 314,

4 - RESULTADOS
Dentro do esquema proposto pera a sintese quimica do 19-lodocolesterol mercado com 13,
os resultados obtidos com os respectivos rendimentos, anslise elementsr, anblises espectroscopicss,

redioiodacBo, controle radioquimico, distribuiclo bioldgica, bem como sigumas de suas propriedades,
foram os seguintes:

4.1 - Sintesss ¢ Anblises

4.1.1 = N-Br-Acetemids

Obteve-se 8,09 g com rendimento de 38%. Ponto de fusdo 103-106°C. Ponto de fuso segundo
literstura 102-105°C130),



Determinou-se o grau de pureza de N-Br-Acetamida pela seguints equacko:

_ mIS;0; . Normalidade . 69
peso da amostra {mg) )

% de n-Br-Acetamida

grau de pureza obtido: 98 — 99%
pela literatura: 98 — 100%

4.1.2 — 33-Acetoxi-5a-Br-63-Hidroxi-Colestano (It}
Obteve-se 3,52 g do produto (11}, item 3.2.2.1., com rendimento da ordem de 48%.

Ponto de fusfo: 167 — 168°C
Ponto de fusio segundo litersture: 168 — 169°C123),

Anilise olementar

Calculado para C39H4903Br: C=66,27%; H = 8,40%
Encontrado: C = 65,84%; H= 9,28%

Infravermetho em CH;Cl;, concentraclio 5%. Figura 1.a.
O espectro de absorgBo infravermelho mostrou as seguintes bandss caracteristicas (cm™'):

3600 (vO—H); 2950 (»C~H)
1730 (1C=0); 810 (¥1C=C)

Ressondncis Nucissr Magnétics em CCla. Figura 1.b.
O espectro de ressondncia nuciesr magnética apresentou os seguintes picos (5): 540 (p.l., TH,
Cs-H); 4,13 (p.l., TOH, C4-OH); 1,98 (5., IH, CH;CO0").
413 ~ 38-Acstoxi-5a-8r-80-19-Oxido-Colestano (111}
Obteve-se 1,20 g do produto (111), item 3.2.2.2., com rendimento de 60%.

Ponto de fuslo: 148°C
Ponto de fuslo segundo literatura: 148 — 148°C3%),

Andlise elementar

Ceiculado pers C39H4+104Br: C=66,32%; H=897T%
Encontrado: C = 65,86%; H= 9,48%

Infrevermelho em CH; Cl;, concentraclio 5%. Figura 2.8,
O espactro de sbsorclo infravermelho mostrou ss seguintes bandes caracteristices (cm™'):
2050 (vC—H); 1740 (sC=0); 1040 (¥C~0=C)

Resonineis Nuclosr Megnétics em CCl,. Figura 2.b,
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O espectro de ressondncia nuclesr magnética apresentay ns cequintes picos: {5): 5,31 (pl, 1H,
C;3-H); 3,98 @ 3,75 (2d, J = 11¢cps, 2H, Cy9-CH,); 2,11 {5 31, CH.LOO )
4.1.4 — 3f-Acetoxi-19-Hidroxi Colest-5-eno (IV)
Obteve-se 1,53 g do praduto (IV), item 3.2.2.3., com rendimento de 60%.

Ponto de fusio: 118,5°C
Ponto de fusdo sequndo literatura: 119 — 120°¢'23,

Anflise elementar

Calculado para C;9H4g05: C=78,32%; H=10,88%
Encontrado: C = 78,88%; H= 10,95%

Infravermalho em CH,Cl;, concentraco 5%. Figura 3.a.
O espectro de sbsorgdo infravermelho mostrou as seguintes bandas caracteristicas {em™'):

3600 (vOH); 2950 (vC—H); 1740 (vC=0); 815 (1C=C)

Ressondncia Nuclear Magnética em CCl,. Figura 3.b.
O espectro de ressondncia nuclear magnética apresentou os ssguintes picos (5): 4,10 (p.l, 1H,
Cs-H); 4,61 (pl., TH, C5-H); 3,80 e 3,58 (2d; J= 11cps, 2H, C;4-CH;); 1,88 (s, 3H, C3-CH,CO0").
4.1.6 ~ 38-Acetoxi-19-p-Tolueno Sulfonato de Colest-5-eno (V)
Obteve-se 0,75 g do produto (V), item 3.2.2.4,, com rendimento de 48%.

Ponto de fusdo: 144°C
Ponto de fusdo segundo literstura: 144 — 146°C'1).

Antlise slementar

Calculado pers CygHs404S: C=72,20%; H=9,00%
Encontrado: C=71,91%; H=9,18%

Infravermetho em CH; Cl;, concentraclo B%. Figura 4.s,
" O espectro de absorclo infravermelhc mostsou as sequintes bandes carscterfsticas (em™'):
2070 (C—H); 1720 (vC=0); 1360 {v,, SO,); 1190 (v, SO;); 820 (vC=C).
Remonincis Nuclesr Magnitics em CCl,. Figurs 4.b.
O espectro de ressonSncia nucissr magnética spresantou os seguintes picos (5): 7,80 ¢ 7,17 (2d,

J = Bcps, 4H, sromitico); 5,63 (p.l., 1H, Cs-H); 4,50 (p.l., 1H, Cy-H); 4,06 (m., 2H, C;9-CH;); 2,50 (s.,
3H, CH3-9); 198 (s, 3N, C3-CH,CO0"}.
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4.1.8 — 3f-Acetoxi-19-lodocolest-5-eno
Obteve-se 98 mg du produto (Vi), item 3.2.2.5., com rendimento de 37%.

Ponto de fusdo: 92°C
Ponto de fusdo segundo literatura: 91 — 93°C“4’.

Andlise elementar

Calculado para C, 9 H4 7'0) :C= 62,79%; H= 8,54%
Encontrado: C=62,70%; H= 8,85%_

Remonincis Nuclear Magnética em CCl,. Figura 5,

O espectro de ressondincia nuclear magnética apressntou os seguintes picos (5): 5,70 (p.l., 1H,
Cs-H); 4,68 (p.l., 1H, C3-H); 3,58 ¢ 3,34 (2d, J = 11cps, C,4-CH;); 2,03 (s, C,-CH;COO").

4.2 — Marcaglo .
42.1 — Determinagio do Rendimento da Marcagio com ***)

O resultado do rendimento de troca isotbpica foi determinado pels seguints equaclo:

_ Af (apbs a marcagio)
Ai (antes da marcaglio)

RTI 100

RTI = Rendimento de troca isotbpics
At = Atividade fina) em '?!}

Ai = Atividade inicial em 31t

0O RT! obtido foi da ardem de 36%.

4.2.2 — Controle Radioquimico

Os vatores numéricos, percentusis, de radioatividede incorporads & molécula de
19-lodocolestarol foram de cercs de B6% enquanto os de i8:'> livre {12?17) forsm de 3,0%; 08 valores de
ﬂ, correspondentes foram 0,20 e 0,0 respectivamente.

A Figura 6 & repressntative do perfil cromatogrifico do 18-todocolesterol marcade com *3'),

4.3 — Formulaglio do 19-lodocolesterol * 21§

O velculo utilizedo pera o preparaclo injetével do 19-lodocolesterol *** | foi o seguinte: 8,0%
de §icool etflico, 1,6% de Tween 80 e 80,4% de solucho fisiologica'? !

A soluclio finel do produto Mercado spresentou ss seguintes ceracter(sticas;
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Figura5 — Espectro de Ressondncia Nuclear Magnética do 30-acetoxi-19-iodocolest-5-eno (V1)
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concentragdo: 1,42 mg/ml
atividade/ml: 160 uCi/mi

atividade especifica: 112,6 uCi/mg

4.4 - Distribuiclo Biokgica

Na Tabels | s¥o apresentados os dados referentes a porcentagem (%) de dose encontrada nos
diversos 6rgios, em tempos distintos. Cada valor numérico corresponde 4 média de dois animais. Os
valores percentuais de radioatividade neles encontrados foram expressos em porcentagem de dose por
grama de cda 6rgdo e este, relacionado com a dose administrada,

fadioatividade no 6rgo (cpm)

1gde 6
% de dose _ peso do érglo (g) 9 de brofo 100
9 Radioatividede da dose sdministrads

Os valores numéricos obtidos desta forma foram langados em graficos linear como mostra a
Figura 7.

Tabela |

Percentual da Atividede ®* de 19-lodocolesterol '*!l Absorvida em
Orgdos de Ratos em Diversos Tempos

N

ORGAOS Dis 1 Dia 2 Dia3 Dia4 Dia§ Dis 8 Dia7
Gl. suprarensl 10,203 0,012 12,342 13,158 9.880 8,070 6,219
_’Tireoido 84,199 88,500 78,014 70,247 74,298 80,087 76,188
Rins 0876 0,734 0,690 0,413 0326 0,168 0,136
Bago 0,080 0,081 0,078 0,048 0,030 0,027 0,010
F lg;do 1,434 1,382 1,001 1,001 0872 0713 0,683
Coraglo 0082 0,050 0,028 0,028 0,021 0,018 0,009
Pulnvies 0,981 0,912 0570 0570 0402 0202 0,187

¢ [ wi08tividads em contagem por minuto (cpm) por grams (g) de brplo.
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Radicatividade nos Orgics ( % dose/g }

102 4
Gl.swra-renal
10 1 —————
1,0 4
0,1 1
¥ T 1 L) i T ¥
1 2 4 5 6 7

Dias apds administragio

Figura? — Concentracho de 19-todocolesterol ! 31 em cada Orgo, por dis, Apés Administracio
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5 — DISCUSSA0D

6.1 - Sintese e Andlise

O presente veabathio e preparacio de 19-dodocolesteral ') trouxe como resultado alguns
dados fundamentais, dos quais destacamos em prmeiro lugar, a laboriosa sintese quimica, desenvolvida
em etapas sucessvas e, posteriormente, a preparacao do composto marcado com '), evidenciada no
mapeamento da glindula supra-renal.

A preparagio de compostos marcados para uso em Medicina Nuclear -~ mormente aqueles com
- j4 é, de certa ftorma, tradicional no Instituto de Energia Atdmica de Sdo Paulo, desde 1964,
Entretanto, deve ser salientado que os radiofsrmacos ali produzidos, quase sempre, s3o preparados
partindo-se do composto estdvel, j§ na fase de receber o isbtopo radioativo, quer seja a reagido de trocs
isotdpica, de adicdo ou de substituicio.

I3l|

A preparagio de 19-iodocolesterol '2'I parece ser 8 primeira tentativa em nosso setor, de
desenvolver radioformacos a partir de precursoves, & custa do estsbelecimento de reacdes de sintese
quimica.

£mbora tivessemos utilizado métodos e técnicas j4 descritos na literatura, somos de opinido que
o trabalho ofereceu a perspectiva de aprofundar nosso conhecimento nos aspectos relacionados com @
sintese orginica, trazendo um valioso subsfdio para aqueles que, como néds, dentro do Instituto de
Energia Atdmica, desejam desenvolver outros compostos com finalidade radiofarmacéutica, a partir de
precursores.

E bom iembrar, porém, que inimeras dificutdades foram encontradas durante a sintese quimica,
mesmo levando em consideragdo o fato de que estdvamos reproduzindo, dentro do possivel, o que
outros autores |4 haviam feito. Dentre virias dificuldades, poderfamos citar aquelas relacionadas com &
segunda etapa da sfntese, em que na oxidacdo por meio de tetraacetato de chumbo, o tempo anotado na
literatura era de 40 minutos; para nés, 3 oxidagSo sO foi conseguida, epds 4 horas. Outras vezes, as
dificuldades era superadas somente depois de duas ou mais cristalizagdes sucessivas, indicativas de que sa
havia alcangado a pureza quimica,

As modificagBes & adaptacdes necessirias foram, de quaiquer forma, tentadas com sucesso, haja
vists as anélises elementares e determinagio de ponto de fusfio a que submetemos os produtos de cada
etaps ds sintese, em concorddncis com os valores citados na literatura.

A identificacio dos esterbides do 19-lodocolesterol foi feita nas virias fases de preperaco,
mediante estudos comperstivos de andlises de pureza quimics e anélises espectroscHpicas.

Andlises de sbsorgBo no Infravermelho ¢ Ressondncia Magnética Nuclear foram importantes no
sentido de confirmar, no primeiro caso, as bandas de absorcio registradas pare 0s produtos obtidos no
presente trabstho, com aquelas referidas na literaturs s, no segundo caso, cotejsr o aperecimento dos
picos correspondentes 808 grupos funcionsis com aqueles descritos em trabalhos snteriores. As duss
thcnicas, em um ou outro caso, forsm sugestives pera indicar que os produtos por nbs obtidos
sprosentaram as estruturas Quimicas previstas.

Na preparscSo do lodocolesterol marcsdo, duas opcBes 380 oferecides: ums, wtilizando-se do
método de COUNSELL e colaboradores''®’, que consiste na preparacBo do 18-lodocolesterol por sintese
quimics & a outra, pela incorporscBo direts de iddo radiostivo no anel esterofdico da molécula do
colesterol, proposto por NAGAI ¢ cotsboradaree'28}.

Notss es:oiha recaiu no método utlizado pn COUNSELL e colsboradares''®’, modificsdo por
COUCH @ colaborardores'' 12! que utilizam diretamente o produta (V) 3)-Acatoxi-19-p-tolusno
nitfonatn de colest-5 eno para iodar e depois marcar com o iddo radioativo.
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Com relaciio @ incorporacdo direta de iddo radioativo ra molécuia de colesterol, observa-se que
trabalhos anteriotes, como o de NAGAI e colabovadores(m) e ode ALMEIDA e colahomdores(z‘, entre
nds, |4 referiam alguns incovenientes como, por exemplo, a baixa especificidade da marcag3o na posigio
19 acarretando, em conseqiéncia, uma (iberagio continua de iddo, ap6s a purificacio. Provaveimente
devide 3 incorporacio do iddo radioativo em outros sitios do colesterol, como por exemplo, na dupla
ligacdo existente entre os Carbonos 5 e 6; dal a liberagdo de iddo que se faria 3 custa dessa ligagdo
inespecitica.

Para que se possa justificar 8 modificagio proposta por COUCH e oolaboradores"z), na técnica
descrita por COUNSELL e cold)oradares””, ¢ interessante destacar os pontos comuns entre os autores
e 0 instante em que ocorre essa proposta.

Verificase, pois, que até a obtengdo do produto (V) — 38-Acetoxi-19-p-tolueno sulfonato de
colest-5eno nenhuma diferenca existe. COUNSELL e colaboradores' !4 hidrolisam a forma acetato,
havendo s formagdo do produto intermedisrio (Vis} ~ 380l 19-p-tolueno de colest-5-eno — em que a
hidroxila ocupa o lugar do radical acktico. Este composto, segundo 0s autores, tem melhor condicio
pars receber o iddo, adicionado na forma de Nal, adicio que se faz na posicio 19 formando
X-oklodocolest-5-eno0 ou 19-lodocolesterol (Vila). Este composto iodado, agora, tem condicles de
incorporar iddo radioativo, por meio de reacio de troca isotdpica (VIH-131)),

O esquema, 4 pagina 24, indica a técnica utilizada por COUNSELL.

COUCH e colabondom"z', recentemente, constatarem satravés de andlhises espectroscopicas,
que o produto intermedidrio (Vla), a forma hidrolisada 38-ol-19-tolueno sulfonato de colest-5eno &
pouco estével, apresentando, alguns dias apds sua preparacdo, impurezas da ordem de 20 a 60%. HOTTE
e ICE'2?) também veriticaram a instabilidade do produto intermedisrio preparado por COUNSELL e
colaboradores‘ 14) .

Segundo COUCH e colaboradores, a decomposicSo ocorria durante o refluxo do composto Via,
nas reacBes Via ——> Vila de Vila——> Vill '2!1, Desta forma, propuseran umu inodincacso que 1us 2
iodacSo do produto V — acetato — para former o composto iodado mais estdvel 8, em seguida, realizar a
reacio de troca isotdpica. S6 depois de obter o composto marcado 6 que 03 autores propuseram a
hidrolise.

O esquama abaixo, reicre-se § moditicaclo proposta por COUCH, a partir do composto V.

i 7 : Y
2HC 2HC
NaI,:L-PrOH,I‘l2 Vi b
>
4 HCCO

cco 3
L : 3 na 1314,
Acetona,
v s
N,
131, 131,
JHC HHC
_ NaOH/CH,OH
HO 4HCCO
"
)
131

VIII I VII b
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Esta modifiracio traz vantagens interessantes, como por exemplo, o fato de yue o composto
(VIb) — 3f-Acetoxi-19-lodocolest-5ena, é muito estivel, podendo ser estocado por muito tempo(az,.
Pudemos, também, verificar a vantagem de preparar o produto {VIb) pela facilidade de armazend-lo,
evitando repetidas sinteses.

5.2 — Marcagdo

A reacdio quimica com radioiddo consistiu na reagdo de troca isotépica do produto
38-Acetoxi-19-lodocolest-5-eno em acetona, com uma solugiio de Na '2'1, livre de carregador e redutor.
Obtevese assim, o 36-Acetoxi-19-lodocolest-5-eno 2!l que, a seguir, foi submetido a hidrblise seletiva
em solucdo metandlica de hidroxido de sddio para formar o 19-lodocolesterol ' 31,

O produto final marcado foi submetido ao controle radioquimico para determinacdo
quantitativa do iddo radioativo ndo incorporado.

Pelo resultado obtido por enélise cromatogrifice e pela confirmagdo da radicatividade ns
mencha detectada pela luz ultra-violeta, o R' igual a 0,2, encontrado, é concordante com aqueles

cbservados por outros autores!!1-24),

Como mostra a Figura 6 o pico em 0,0 cm (R, =0,0) correspondeu ao iddo livre ('>'1) e em
20cm {R,=0,2) ao 19-lodocolesterol marcado. A 7,0cm (R, =0,7) detectou-se uma atividade igual a
6%; de acordo com a literatura!5-2%) parece tratar-se de uma impureza presents, representada pela
6-lodometil-nor-colesterol '3'| substdncia que apresenta rror'iedades semelhantes ao 19-lodocolesterol
131}, conrentrando-se, igualmente, na gléndula supra-renat'='!,

O processo de marcaciio revelou-se eficiente, de acordo com a literatura, empora 0 rendimento
possa ser considerado regular, da ordem de 36%.

6.3 — Distribuigio Biolbgica

Com a finalidade de confirmar a captagio do 18-lodocolestero! 3! pela gldndula supra-renal
foram realizados estudos de distribuicBo biolbgica em ratos.

De acordo com os resultados obtidos na Tabela | @ na Figura 7 verifica-se que no 1° dis, spls s
administracio ds droga aparece uma considerével stividsde na glindula supra-renal, ocorrendo a maior
captaclo neste 6rgdo no 39 e 49 dias.

Por outro lado, acentuada radiostividade foi detectada ne gldnduta tireGide, certamente devido &
libaracso de !3'1, proveniente, da metabolizag3o da droga, J& que se ssbe, da acordo com COUNSELL e
ICE“:”, que 4 boa a estabilidede de compostos que apresentam ddo na posiclio C-19, tais como o
18-iddo sitosterol ¢ o 19-iodocolesterol.

NBo hd davide de que, face & répids metabolizaclo ds drogs, sus utilizacko para fins
disgnbsticos deverd sor precedids ds administracBo de soluclo de Lugol, com vistas so blogueio da
gidnduls tiredide, como habitusimerte se procede.

No presents trabaiho, como o objetivo primeiro ers ostudar a distribuicBo biolbgics, o composio
foi sdministrado sem esse tratamento.

Os resultados obtidos concordam com squeles encontrados ne literstura'' +24),

. Nos demais 6rgBos, embors fosse detectacs 8 presenca de radioatividads, as quantidades forem
considersveiments menores dquele encontrsda na glnduls supra-renal.



27

Finaimente, com rela¢?o 3 informagdo “‘in vivo”, vale registrar as boas possibilidades do
19-todocolesterol, aqui sintetizado e mascado, como agente de localizagEo da giindula supra-renal.

A Figurs 8 & representativa do mapeamento realizado Quatro horas apbs » sdministraclio de
18-lodocolesterol '3'I cerca de 70uCi de stividade injetada — verificando-se s concentracio da
wbstincia na regifo onde se situa a gidndula supra-renal,

'u'lcfn' 'I""'m.' ) 1.
-,:l‘“:'l,&."l '. )
A S AL, !

uv L) N
'l.:'lt‘vfu -..murl A !

e GO R ¢ {
LRSI 3 Y JEL I eI t‘
! »

L lm:nnu. "
Clll'llull "un,, [ 1

ul
[ 1) n.'l'l ] l‘" " l " ‘
[] [T ] CUNRLLT) ]
] ‘l“lu |.H|'|‘=n'|' :0. : :
-fm CTme )

' )
N NLU TSN R S Y SF | )
T )

PRI AT A N

Figurs8 — Cintigrafis de Rato, 4 horas Apos Administraclo Endovencss de 19-Jodocolesterol — ''1



Deve ser levado em conta a massa de glandula correspondente 8 um rato de cerca de 250 g, da
ordem de 20 a 30 miligramas, 8 0 fato de que o mesmo nao era portador de tumor ou hiperplasia da
gléndula supra-renal.

E interessante observar, ainda, 8 inexpressiva concentragio radicativa na regido de glindule
tiredide, numa clara evidéncia de que somente apos ter iniciado o processo de metabolizagdo, o iddo que se
libera da estrutura do colesterol é captado pela ylandula.

8 — CONCLUSOES
Pelo exposto e de acordo com as condigoes experimentais do trabalho, podemos concluir gue:

1) Mediante sfntese quimica e posterior marcagdo por reagdo de troca isotépica com radioiodo
{*311), obteve-se o 19-lodocolesterol '3*1, a partir do scetato de colesterila {38-Acetoxi-
colest-5eno).

2) Através de anélises fisico-quimicas, espectroscépicas e cromatogrificas, foi possivel
identificar os virios compostos, desenvolvidos em etapas sucessivas.

3} O método de marcagdo, o rendimento obtido, o controle radioguimico e a distribui¢éo
biolégica, do composto 19-lodocolesterol * *'1 podem ser considerados satisfatdrios quando
comparados com os da literatura consuitada.

4) Verificase considerdvel concentracio de 19-lodocolesterol *?!1 na glindula supra-renal
dos ratos no 39 e 4° dias ap6s a administregdo. Em vista dessa eletividade pela glandula
supra-renal, evidenciada nos enssios de distribuicio biolégica, o radioférmaco poderia,
eventualmente, ser utilizado em Medicina Nuclear para fins de diagnéstico de tumores
ou hiperplasia da referida glindula,

ABSTRACT

Considering the incressing interest in obtaining agents for vizuslization of the sdrensl gland with radioisotopic
tachniques, 18-1odocholesterol was prepared by means of chemicsl synthesls and redioiodine (”'l) imroduced by kotopic
exchenge resction.™)

/‘;o resction product was identitied by demsrmination of the meiting point snd e Y spec; ic snalysis
(infra-red sbsorption and magnetic nuciser ummml.“-\

¢ Radiochemical snslysis of the Isbelled compound wes performed by means of thinlsyer cromatogrephy in
silica-gel.

I order to confirm i capacity of concentration ja-the, sdrenel giend, the distribution of 19-iodocholsstero!
1314 otrer imtravenous injection, was tested in raty. ( a"'/' 8
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