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SliJTESE E MARCAÇÃO DE 19 IODOCOLESTEROL 1 3 1 I

Elena Setuko Hamada

RESUMO

Teniki t m vista o crescent» interesse, no campo du Medicina Nudeai. na obtenção d» agentes capai» de
visuahtar a glánduhi suprarenal por técnicas radioisotft.jirjis,, prepurou-se o 19-lodocolesttrol por llnttrte qufmiia

' Ideniificai'aWse os produtos, apôs cada reação, através da ctoterminacSo do ponto d> tuiío, da análise

efementar e de análises aspectroscopicas. como absorção em inlra-vetmelho e ressonância nuclear magnética. ^~.

C Para a análise radioqufmica do composto marcado raalino-sa a cromstografia em camada delgada de silie» Gel.~->

A distribuição biológica da 19-lodoi^Htsrol ' " l em animais de laboratório foi. igualmente, raalitada com o

propósito de conrirmar sua capacidade de concentração na glândula suprarenal.

1 - INTRODUÇÃO

Nos últimos anos, o emprego de produtos ra^iofarmaoéuticos em Medicina Nuclear vem se
destacando.

Eles têm possibilitado os mais variados tipos de exame e investigação clfnica permitindo,
principalmente, a vizualizacão de numerosos órgãos e sítios do organismo.

Esta evolução vem se fazendo à custa da utilização de traçadores radioativos, cada vez mais
específicos e inócuos ao organismo.

Tendo em vista o crescente interesse, da Medicina Nuclear, em obter um agente capaz de
visualizar a glândula supra-renal e tumores associados, por técnicas radioisotópicas, numerosas
investigações têm sido realizadas neste campo.

Certos autores constataram que alguns esteróides são sintetizados e armazenados na glândula,
enquanto outros têm afinidade por ela1 4 '3 1 ' . Os primeiros esteròides usados como traçadores radioativos
eram beta emissores.

NAGAI e colaboradores1381 obtiveram a incorporeçio de trício (3H) na molécula de
BStigmasterol e estudos realizados em animais revelaram grande afinidade pelo órgão. APPELGREN141

comprovou a afinidade do colesterol > 4 C e d i progesterone ' * C pela supra-renal de ratos e resultados
semelhantes foram descritos por HANNGREN e colaboradores121' na utilização de rortisona " C ,
estrona I 4 C e hirirocortisona-4- I 4 C .

A importância do colesterol se dr.taríi pelo fato de ser o principal precursor de vários
esteróides, existentes em maior quantidade na glândula suprarenal, principalmente na forma
«turificada1301.

nria paia publicação e-n írv«r* i io, ' I t / 9 .



A quantidade de colesterol encontrada no órgão de animais e no homem 4 da ordem de 2 — 6%

da glândula dessecada120'.

Esta informação levou alguns autores a tentar a obtenção do colesterol marcado com um

bôtopo radioativo11415) .

Por suas propriedades físicas favoráveis è detecção e medidas "in vivo", o iodo ' 3 ' I

constituiu-se no radioelemento mais utilizado em Medicina Nuclear. Este traçador apresenta várias

emissões gama, sendo a principal, a de 364 Kev. Sua meia vida física é igual a 8,05 dias.

A introduçfio de ' 3 ' I na molécula do colesterol, usando como oxidante cloramina T, baseia-se

na simples adição de I 3 I I ao composto, na posição 5-6, formando diiôdo derivado'281; essa "marcação",

entretanto, pode levar à formação de um produto inativo derivado do colesterol.

Os primeiros compostos preparados com radioiodo, t 3 l l ou I 2 S I , revelaram-se instáveis "in

vivo" ou "in vitro". Citam-se, na literatura, o estigmasterol I 3 I | ' 2 8 - 2 9 ' que foi utilizado em alguns

casos de mapeamento da glândula supra-renal. Este radiofármaco nSo obteve sucesso devido ao acúmulo

da radioatividade no fígado, principalmente, e uma posterior liberação de iodo no suco gfstrioo.

Também mereceu destaque a radioiodacao de substâncias análogas ao diclorodifenildicloroetano

ou DDO: 1,1-diclorc-2- (p-clorofenil)-2-(o-iodofenil 1 2 5 I | «ano (ou o,p'DDD115 l) e 1.1-dicloro-

2(m-clorofenil)-2-<p-c!orofenil) «ano I 2 5 I {ou m,p 'DDD l l 5 l ) , como agentes cintigráficos da supra-

renal ' 1 6 - 1 7 - 1 8 ' .

Em 1970, COUNSELL e colaboradores1141 verificaram a possibilidade de marcação do

colesterol através de síntese química, sem alteração da estrutura básica da molécula. Basearam-se na

introdução do halogênio na posição 19 do anel esteroídico, parecendo uma escolha lógica para os

estudos iniciais. Depois, por meio de reação de troca isotópica, utilizando-se > 3 I I ou 1 1 5 I , prepararam

um composto que se revelou um radiofármaco útil para a cintilografia da gilndula supra-renal'7'.

Por meio de 19-lodocolesterol marcado com iodo radioativo, várias doenças relativas I glândula

puderam ser melhor diagnosticadas'3'6'9'.

Recentes estudos demonstraram • aplicação de 19-lodocolesterol marcado no diagnóstico de

aldosteronismo primário'10) carcinoma adrenocortical'261 e síndrome de Cushing'8-261.

Dada a importância que essa droga apresenta na propedêutica médica e a inexistência da mesma

no mercado nacional, por dificuldade ou alto custo de importação, verificou-se o Interesse do Centro de

Processamento de Material Radioativo do Instituto da Energia Atômica na preparação de

19-lodocolesterol I 3 I I , com vistas ao seu uso diagnóstico.

2 -OBJET IVO

O ob|etívo do presente trabalho foi o de obter, por síntese química, o 30-acetoxí

19-lodocolest-5*no e, posteriormente, introduzir o iodo radioativo por meio de reeçfo de troca

isotópica.

O produto final, submetido aos controles de qualidade poderá, eventualmente, ser utilizado

como radiofármaco em Medicina Nuclear para visualização da glândula supra-renal.



3 - MATERIAL E MÉTODOS

a i -Material

11 .1 - Equipamentos

Para a realização do presente trabalho utilizaram se os seguintes equipamentos:

1) Ponto de Fusão

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

2) Espectro de Ressonância Nuclear Magnética - Varian. modelo T-60, operando com uma
fonte de radiofreqüência de 60 MHz.

Os deslocamentos químicos ' foram descritos em partes por milhão (ppm) em relação ao
tetrametilsilano (T.M.S.), usado como referência interna a como solvente, tetracloreto de carbono. As
constantes de acoplamento (J) foram dadas em Hertz (Hz) e as características dos picos em singleto (s.),
dupleto (d.) multipleto (m.) e pico largo (p.l.).

3) Espectro de absorção no Infravermelho
Espectrofotômetro de Infravermelho - PerkinElmer, modelo 710-A. A técnica empregada
foi a dissolução dos produtos em cloreto de metileno e aplicação em célula desmontável,
sendo cada amostra preparada na concentração de 5% e espessura de 1 mm.

4) Análise elementar
Para determinação da C e H utilizou-se um Analisador Elementar - PerkinElmer,
modelo 240.

5) Contagem de I 3 I I

A radioatividade emitida pelo " ' I foi medida em Cintilador de poço, dotado de um
cristal de Nal(TI) - Nuclear Chicago, modelo Ultrascaler I I .

6) Para concentrar as soluções orgânicas utilizou-ta um Evaporador Buohler operando •
temperaturas de até 60°C em presslo reduzida.

3.1.2 — Reagante* Químico*

Os reagente* químico* utilizado* eram de grau de pureza P.A., de procedência Merck, Sigma,
Baker • Cario Ertoa. "^

Algunt reagent»* como píridina'2", zinco e cloreto-p-toluanoMulfonila'191 foram purificados
•té que ai purazM.foitem constatada! através dos valores de SUM constante* física* referida* na literatura.

3.1.3-Crometogrefíe

Utilizaram-M placa* de «dica Gel G } 5 4 dt 20,0 x 20,0 cm Merck.

11.4 Rivfioelemento

Utouje lorieto de lódio (Na ' " l ) , livre de carregador e da redutor, produzido ptla Union
Carbide - USA.



4

a 2 - Métodos

3.2.1 - Preparação de Reagente

12.1.1-N-Br-Acetamida I30)

CHjCONH, + Br2 + KOH > CH,CONHBr + KBr t H ,0

A uma solução de 10 g de acetamida em 9,0 ml de bromo adicionou-se, lentamente e com
agitação, -ima solução aquosa de hidróxido de potássio a 50% até a mistura se tornar amarelo-pálida A
seguir, deixou-se em repouso por 3 horas à temperatura de 0 - 5°C. Após resfriamento tratou-se a
mistura com 20 g de cloreto de sódio e 100 ml de clorofórmio, aquecendo-se por 2 — 3 minutos e
agitando-se vigorosamente. Separou-se a camada clorofòrmica de cor vermelha repetindo-se a extração
por mais duas vezes com 100 ml e 50 ml de clorofórmio, respectivamente. O extrato clorofórmico, seco
sobre sulfato de sódio anidro, foi tratado com hexano. 0 extrato foi mantido a 0°C por uma hora, após
a qual os cristais de n-Br-Acetamida formados foram filtrados a vácuo.

Grau de pureza:

fctetuou-se Ü liijudiiiento do bromo orgânico com uma solução padrffo de tiottulfato de sódio

0,1 N.

A uma quantidade exatamente pesada de n-Br-Acetamida dissolveram-se 10 ml de iodeto de
potássio a 10%, acidificando-se com 10 ml de ácido sulfúrico a 10% e titulando-sa com tiossulfato da
sódio 0,1 N.

3.2.2 - Preparação de 19-lodocolesterol ' J ' I

O precursor inicial da síntese de 19-lodocolesterol é o 30-acetoxi-19-p-tolueno sulfonato da
colest-5-eno, análogo do colestarol que foi obtido de maneira similar ao descrito por KALV0DA a
colaboradores1231 e AKHTAR e BARTON*1 ' . Posteriormente, a síntese do 19-lodocolesterol 1 3 1 I ,
propriamente dita, fundamentou-se nos trabalhos de COUNSELL a colaboradores1141, com modificações
introduzidas por COUCH e colaboradores111'12', como poda ser apreciado no esquema da página
seguinte.

32.2.1 - 30-Acetoxi-Ga-Br-60-Hidroxl-Colestano ( I I ) ' 3 3 1

Dissolveram-se 6,0 g de acetato de colesterila (I) em 60 ml de dioxano a adicionaram-se, jun-
tamente com 4,4 ml de ácido perclórico diluído (4,66 ml de HCI04 70% em 20 ml de água), 3,0 g da
n-Br-acetamida em 3,0 ml de água destilada. Esta mistura foi deixada em repouso por 15 minutos à tem-
peratura da 10°C e por 30 minutos sob agitação mecânica a temperatura ambienta. A seguir, a 5°C, a-
dicionaram-te lentamente, 36 ml de tiossulfato de sódio a 1%. A emulsao formada foi diluída com 20 ml
de água destilada e extraída com éter etílico. Separou-se o extrato etéreo a removeu-se o solvente a pret-
tfo reduzida, obtendo-se um resíduo oleoso que «a dissolveu em cloreto de metileno-éwr etflico (1:2).
Em seguida, adicionou-se éter de petróleo a com o resfriamento a 0°C formou-se um precipitado bran-
co, recristalizado 3 vazes em éter de petróleo.

32 22 - 30 Acetoxiea-Br-ei-IS-ôxido-Colenano ( I I I ) 1 3 3 '

Uma aoluçao contando 10,1 g de tatraecetato de chumbo e 4,6 g da carbonato oe cálcio em
200 ml de cielotwxano foi aquecida ligeiramente a 80°C. Em seguida, adicionaram-se 2,2 g da iodo me-
tálico a 2,0g do produto (II) preparado no item 3.2.2.1.
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A mistura formada, de cor violácea, foi submetida a refluxo sob irradiação de lâmpada da 500
watts, com forte agitação mecânica, até o descoloramento da solução. Após o resfriamento da mistura.
filtrou-se através de filtro de Gouch contendo uma fina camada de ceiite, lavando-» com 30 ml de
áclohexano. Diluiu-se o filtrado com 20 ml de éter etflico e adicionaram-se 28 ml de tiossulfato de sódio
a 10%, lavando-se em seguida com 50 ml de água. Separou-se a fase orgânica e apôs a remoção do
solvente à pressão reduzida, tratou-se o resíduo formado com éter etflioo e metanol. O produto III foi
recristalizado em metanol por 2 vezes.

a2.2.3 - 30-Acetoxt-19-Hidroxi-CoU»t-5-eno ( IV ) ' 2 3 1

A 3,0 g do produto (III), preparado no item 3.2.2.2, dissolvidos em 99,5 ml de ácido acético
glacial e 4,4 ml de água destilada adicionaram-se, durante 15 minutos, com forte agitação, 11,9 g de
zinco em pó, mantondo-se temperatura de 45 - 50°C. Após 60 minutos de reação, a suspensão formada
foi filtrada e concentrada sob pressão reduzida. Tratou-se o resíduo com éter etílico e cloreto de
metileno (5:1). Adicionou-se, lentamente, carbonato de sódio a 10% até neutralização da mistura,
lavando-se várias vezes com água destilada. Da fase orgânica, removeu-se o solvente e tratou-se o resíduo
com uma mistura de cloreto de metileno-éter etílico (1 -2). Desta mistura, após recristalização em éter de
petróleo — mantida a temperatura de 0°C - obteve-se o produto IV.

a2.2.4 - 30Acetoxi-19-p-Tokieno Sulfonato de Cotot-5-eno ( V ) m

Dissolveram-se 1,17 g do produto (IV), preparado no item 3.2.2.3., em 30 ml de piridina e
adicionaram-se 2,5 g de cloreto-p-toluenossulfonila Após 6 dias de reação i temperatura ambiente,
procedeu-se à extração com éter etflico. Removeu-se o solvente è pressão reduzida a dissolveu-se o
resíduo formado em clorofôrmio. Posteriormente, por cristalização em metanol a 0°C, obteve-se o
produto V.

12 .2 .B - 30-Acetoxi-19-lodocolest5-eno (V l ) < 1 4 )

Dissolveram-se 300 mg do produto (V), item 3.2.2.4., e 200 mg de iodeto de sódio em 20 ml de
isopropanol; suavemente, esta mistura foi submetida a refluxo a 60°C, sob borbulhamento de nitrogênio,
durante 4 horas. Em seguida, concentrou-se até cerca da 5,0 ml e adicionaram-se 10,0 ml de água gelada.
Efetuou-se a extraçSo com 15 ml de éter por duas vezes. Cvaporou-se o solvente, obttndo-se um resíduo
oleoso que se solidificou em 0,5 ml de éter de petróleo. Após duas «cristalizações em acetona-metanol
obteve-se o produto VI .

a2.3-Mareac&> l 1 1 >

• Dissolveram-se 10 mg de 30-Acetoxi-19-lodocolest6<no, item 3.2.2.5., em 15 ml de acetone
adicíonando-se cerca de 5 mCi de Na ' 3 I I livre de carregador • de redutor. Esta mistura foi submetida a
refluxo a 60°C, sob ambiente de nitrogênio, durante 4 horas, a fim de ocorrer a reação da troca
isotopiea. A seguir, evaporou-se a acetone a adicionaram-se 2,0 ml de água galada, efetuendo-se a
extracfo com 3,0 ml de éter etílico por três vezes. Secou-se em sulfato de sódio anidro • evtporou-se o
extrato etéreo sob ambiente de nitrogênio.

Dissolveu-se o resíduo formado com 2,0 ml da díoxano a adicionaram-se, lentamente, 5,0 ml de
uma sokicfo metanólica de hidróxido de sódio (1 g da NaOH, 1 ml de água e 99 ml da metanol); a
mistura foi submetida a agitaçfo magnética am temperatura ambient* por 2 horas. Posteriormente,
adicionou-se 1 ml de água galada e* extraiu-se a mistura formada com 2,0 ml de éter etílico por três
vezes.



Secou-se o extrato etáreo em sulfato de sódio anidro e evjporoti-se o solvente até secura.

Obteve-se um resfduo branco de 19-lodocolesierol " ' I ( V I M - 1 3 ' I) .

12 .4 — Controle Radioqulmico

Utilizou-se a técnica de cromatografia em camada delgada em placas de silica Gel — G2S4 ' c o m

dimensões de 20.0 cm x 20.0 cm) desenvolvida em solvente de clorofórmio (CHC^).

A medida dos R ( do composto marcado e do iodo não incorporado ao composto (iodo livre),

foi feita semeando-se uma alíquota de 19-lodocolesterol I 3 I I e uma de iodeto (carregador).

O tempo de corrida da cromatografia foi de 20 minutos.

Detectaram-se duas manchas, fosforescentes è luz Ultra-Violeta, tendo o iodeto sido revelado

com solução de acetato de chumbo a 10% (cor amarela).

Determinou-se a radioatividade de cada centímetro e o resultado foi lançado em gráfico

relacionando a porcentagem de radioatividade em função do R f calculado.

3.2.5 - Distribuição Biológica

O estudo da eletividade biológica do 19-lodocolesterol ' " l foi realizado para confirmar sua

capacidade de concentração na glândula supra-renal.

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

Todos os animais receberam, por via endovenosa (artéria dorsal do pénis), cerca de SQuCi,
contidos em 0,5 ml de radiofármaco.

Acompanhou-se a distribuição da radioatividade nos diferentes órgíos, sacrificando-se os animais

nos dias 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7, após a dose administrada. Os órgãos extraídos foram: glândula supra-renal.

tíreóide, rins, baco, fígado, coraçSo e pulmões.

Pesaram-se a ôrgíos e a radioatividade foi determinada em contagens por minuto (cpm),

utilizando-se de contador de radiação gama.

Em todas as experiências manteve-se a mesma soluçto padrSo de 19-lodocolesterol ' J ' I.

4 - RESULTADOS

Dentro do esquema proposto para a síntese química do 19-lodocolesterol marcado com I J I I ,

os resultados obtidos com os respectivos rendimentos, análise elementar, análises espectroscópices,

radioiodecao, controle radioquímioo, distribuiçfo biológica, bem como algumas de suas propriedades,

foram os seguintes:

4.1 - Sínteses c Analise»

4.1.1-N-Br-Acetemida

Obteve-ie 8,09 g, com rendimento da 38%. Ponto de fusio 103-105°C. Ponto de fusfo segundo

literatura f02-105°C ( 3 0 1 .



Determinou-se o grau de pureza de N-Br-Acetamida pela seguinte equação:

,, . u . , . . ml S , O , . Normalidade. 69
% de n-Br Acetamida = . JQQ

peso da amostra (mg)

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

41.2 - 30-Aeetoxi-5a-Br-60-Hidroxi-Colettano (II)

Obteve-se 3,52 g do produto (II), item 3.2.2.I.. com rendimento da ordem da 48%.

Ponto de fusfto: 167 - 168°C
Ponto de fusão segundo literature 168 - 169°C ( 2 3 1 .

Analise eletnantar

Calculado para C i ,H« ,O 3 Br: C = 66,27%; H = 9.40%
Encontrado: C = 65,84%; H = 9,28%

Infravermelho em C H J C I J , concentraçCo 5%. Figura I.a.

O espectro de absorçfc infravermelho mostrou as seguintes bandas características (cm*1):

3600 ( tO-H) ; 2950 (vC-H)
1730 (xC=O); 810 ( K C = C )

Ressonância Nuclear Magnética em CCU. Figura I.b.

0 espectro de ressonância nuclear magnética apresentou o* aeguíntes p ia» (6): 6,40 (p.1.. 1H,
Cj H); 4,13 (p.1., 10H, C.-OH); 1.98 (i., 3H. CH,COO~).

4.1 J - 3^Acetoxi-5o>Br-6(3-19-ÓHid»Colaftane (II I)

Obteve-se 1,20 g do produto (I I I ) , Item 3.2.2.2., com rendimento da 60%.

Ponto de fusío: 148*C
Ponto da fusio segundo literatura: 148 - 148SC<23>.

Calculado para C , , H 4 , O , B r : C = 66,32%; H = 8^7%
Encontrado: C - 65,96%; H - 9,48%

Infravermelho em CH,CI 3 , concantraçlo 6%. Figura 2 A

O espectro de absorçfo infravermelho mostrou ai seguinte» banda* eafacttrística» (cm"1):

2960 ( tC-H) ; 1740 (»C=O); 1040 ( t C - O - C )

fUfaanlneia Nuclear Magnética em CCI«. Figura 2Jb.
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Figtirai-a — Espectro de Infravermelho do 3^-acetoxi-5a-Br-6^-hidroxi-colestano (II)



Y—iY

Ó ^OH

n

. r
p —

L-

. j | ., _ ,__L- .. J _ . ^ = - . - 1 -

^ " " " ^ " ^ SO M M i â l *** M IB

Fígwa1J> - E^MCtro d« R»Jionâncii Nuclear Magnética do 30-»e«toxi-5«-Br-60-hidroxi-colBstano(ll)



I FREQUENCY (CM)
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

IS 4.0 ] [MKJKX3) » 10 II 12 I I U I*

Figura2.a - Espectro de Infravermelho do 30-acetoxi-5a-Br-60-19,óxido-colestana (III)
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O espectro de ressonância nuclear magnética apresentou ns teipjintes piros (6). 5,31 (p.l., 1H,

C3 H); 3.98 e 3.75 (2d.J = 11cps. 2H. C, , -CH, I ; ?.11 I-, . i l l . CH,(.OO )

4.1.4 - 30-Acetoxi-19-Hidroxi Cok>st-5-eno (IV)

Obteve-se 1,53 g do produto (IV), item 3.2.2.3., com rendimento de 60%.

Ponto de fusão: 118.5°C

Ponto de fusão segundo literatura: 119 - 120°C*23).

Analise elementar

Calculado para C 2 , H 4 , O , : C = 78.32%; H = 10.88%
Encontrado: C - 78.88%; H = 10.95%

Infravermelho em CH,Cl j , concentração 5%. Figura 3.a.

O espectro de absorção infravermelho mostrou as seguintes bandas características (cm' 1 ) :

3600 (cOH); 2950 (vC-H); 1740 ( v O O ) ; 815 <vC=C>

Ressonância NucleBr Magnética em CCI4. Figura 3.b.

0 espectro de ressonância nuclear magnética apresentou os seguintes picos (6): 4,10 (p.l., 1H,
C j H ) ; 4,61 |p.l., 1H, Cj-H), 3,80 e 3,59 (2d; J= Iicps. 2H. C| , -CH, ) ; 1.9B (s., 3H, C, -CH,COO).

41.6 - 30-Acetoxi-19-pTohieno Sutfonato dá Cotest-5-eno (V)

Obteve-se 0,75 g do produto (V), Hem 3.2.2.4., com rendimento da 48%.

Pomo da fusão: 144°C
Ponto de fusão segundo literatura: 144 - 145°C (1>.

AnMftt twnwntflf

Calculado para C 3 4 H, 4 O,S: C = 72,20%; H - 9,09%

Encontrado: C = 71,91%; H •= 9,18%

Infravermelho em C H J C I J , concentracSo 6K. Figura 4.a.

' O espectro dt absorçfo infravermelho mostrou M leguintes bandas características (cm"1):

2970 <vC-H); 1720 ( P C = O ) ; 1380 W%% SO,); 1190 (v, SO,); 820 (vOC) .

Ressonância Nuclear Magnética am CCI4. Figura 4.b.

O espectro da rraonéncia nuclear magnética apresentou os seguintes picos (5): 7,99 • 7,17 (2d,
J«6cpt, 4H, aromítico); 6,63 (p.l., 1H, C,-H); 4,60 (p.l., 1H, C3-H); 4,06 (m., 2H, C, , -CH,) ; 2,60 (».,
3H, CH,-^); 1^8 {%., 3H, C,-CH,CO0-).
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Figura3.1 - Espectro de Infravermelho do 30-ac«oxi-19-hidroxi-colest-5-eno (IV)



Figura3A - Ecpactro dt Rassonincia Nuclear Magnitica do 30-acetoxi-19-hidroxi-colest-5-«no <IV)
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4.1.6 - 30-Acetoxi-19-lodocolest-5-eno

Obteve-se 98 mg do produto (VI), item 3.2.2.5., com rendimento de 37%.

Ponto de fusão: 92°C
Ponto de fusão segundo literatura: 91 - 9 3 ° C ( U I .

Analisa elemantar

Calculado para Cj 9 H« , 1 0 2 : C = 62,79%; H = 8,54%
Encontrado: C = 62,70%; H = 8,85%

Ressonância Nuclear Magnética em CCI4. Figura 5.

O espectro de ressonância nuclear magnética apresentou os seguintes picos (5): 5,70 (p.l., 1H,
C - H ) ; 4,68 (p.l., 1H, C3-H); 3,58 a 3,34 (2d, J = Iicps, C , , -CH, ) ; 2,03 (s.. Ca-CHjCOO").

4.2 - Marcação

42 .1 - Determinação do Rendimento da Marcação com ' 3 ' I

O resultado do rendimento de troca isotõpica foi determinado pela seguinte equaçlò:

Af (após a marcação)
RTI = — — . 100

Ai (antes da marcação)

RTI = Rendimento da troca isot6pica

Af = Atividade final em m I

Ai = Atividade inicial em 1 3 1 i

O RTI obtido foi da ordem da 36%.

4 Z 2 - Controla Radioquímico

Os valorai numéricos, percantuaii , da radioatividade incorporada à molécula da
19-lodocolastarol foram de cerca da 86% enquanto o» de »<' i livre ( ' J ' D foram da 3,0%; o» valore» da
R( correspondentes foram 0,20 a 0,0 respectivamente.

A Figura 6 é representativa do parfil cromatográfico do 19-lodocoleftarol marcado com 131,

4 3 - Formulação do 1»-lodoeole»tarol m I

O veículo utilizado para a prtparaclo injetável do 19-lodocotefterol ' " l foi o lagulnta: 8.0%
da álcool atílteo, 1,6% da Twaan 80 a 90,4% da tolucfo fisiológica11''

A toiuçfo final do produto marcado apresentou as seguinte* «recterírtlcas;



FiguraS - Ejpoctro de Ressonância Nuclear Magnética do aP-acetoxi-ig-iodocolest-B-eno (VI)
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concentração: 1,42 mg/ml

atividade/ml: 160fíCi/ml

atividade específica: 112,6 nCi/mg

4.4 - Distrlxiicao Biológica

Na Tabela I são apresentados os dados referentes a porcentagem (%) de dose encontrada nos
diversos órgãos, em tempos distintos. Cada valor numérico corresponde è média de dois animais. Os
valores percentuais de radioatividade neles encontrados foram expressos em porcentagem de dose por
grama de « d a órgSo e este, relacionado com a dose administrada.

% de dose

g

Hadioatividad» no órgão (cpm)

pesodocfgèb (g)
Igdeórgéb

Radioatividade da dose administrada
• 100

Figura 7.
Os valores numéricos obtidos desta forma foram lançados em gráficos linear como mostra a

Tabelai

Percentual da Atividade * de 19-lodocolesterol ' " l Absorvida em

ÓrgSòs de Ratos em Diversos Tempos

ÓRGÃOS

Gl. suprarenal

Tireoide

Rins

Baço

Fígado

Coração

PulntfM

Dial

10,203

84,199

0376

0,080

1,434

0,062

0,981

Dia 2

9,912

88,500

0,734

0,081

1,382

0,060

0,912

Dii3

12,342

78,014

0,690

0.078

1,091

0,026

0,570

Dia 4

13,156

70,247

0,413

0,048

1,091

0,026

0,570

Dia 5

9,880

74,298

0,325

0,030

0,972

0,021

0,492

Dia 6

8,070

80,067

0,166

0,027

0,713

0,018

0,202

Dia 7

6,219

75,186

0,135

0,010

0,683

0,009

0,187

* ft>cio*tMdad»tmconttgtm por minuto (cpm) por grama (g) d» orgfd
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5 - DISCUSSÃO

5.1 — Síntese e Análise

O [ireMiim? nat>.""io :*» |-t(.|i,ir,ic<ío tie 19 lodocolesterol ' " l trouxe como resultado alguns
dados lundamentdis, dos quais desMLamos em primeiro lugar, d laboriosa síntese química, desenvolvida
em etapas sucessivas e, posteriormente, a preparação do composto marcado com ' " I , evidenciada no
mapeamento da glândula supra-renal.

A preparação de compostos marcados para uso em Medicina Nuclear - mormente aqueles com
' • " l - já é, de certa forma, tradicional no Instituto de Energia Atômica de São Paulo, desde 1964,
Entretanto, deve ser salientado que os radiofarmacos ali produzidos, quase sempre, são preparados
partindo-se do composto estável, já na fase de receber o isótopo radioativo, quer seja a reação de troca
isotópica, de adição ou de substituição.

A preparação de 19-lodocolesterol m l parece ser a primeira tentativa em nosso setor, de
desenvolver radiofármacos a partir de precursores, a custa do estabelecimento de reações de síntese
química.

Embora tr/essemos utilizado métodos e técnicas jã descritos na literatura, somos de opinião que
o trabalho ofereceu a perspectiva de aprofundar nosso conhecimento nos aspectos relacionados com a
síntese orgânica, trazendo um valioso subsídio para aqueles que. como nós, dentro do Instituto de
Energia Atômica, desejam desenvolver outros compostos com finalidade radiofarmacêutíca, a partir de
precursores.

É bom lembrar, porém, que inúmeras dificuldades foram encontradas durante a síntese química,
mesmo levando em consideração o fato de que estávamos reproduzindo, dentro do possível, o que
outros autores já haviam feito. Dentre várias dificuldades, poderíamos citar aquelas relacionadas com s
segunda etapa da síntese, em que na oxidação por meio de tetraacetato de chumbo, o tempo anotado na
literatura era de 40 minutos; para nós, a oxidacSo só foi conseguida, após 4 horas. Outras vezes, as
dificuldades era superadas somente depois de duas ou mais cristalizações sucessivas, indicativas de que se
havia alcançado a pureza química.

As modificações a adaptações necessárias foram, de qualquer forma, tentadas com sucesso, haja
vista a$ análises elementares a determinação de ponto de fusão a que submetemos os produtos de cada
etapa da síntese, em concordância com os valores citados na literatura.

A identificação dos esteroides do 19-lodocolesterol foi feita nas várias fases de preparação,
mediante estudos comparativos de análises de pureza química a analisas espectroscopica*.

Análises de absorção no Infravermelho a Ressonância Magnética Nuclaar foram importantes no
sentido de confirmar, no primeiro caso, a» bandas de absorção registradas para os produtos obtidos no
presente trabalho, com aquelas referidas na literatura a, no segundo caso, cotejar o aparecimento dos
picos correspondentes aos grupos funcionais com aquelas descritos am trabalhos anteriores. As duas
técnicas, am um ou outro caso, foram sugestivas para indicar qua os produtos por nos obtidos
apresentaram es estruturai químicas previstas.

Na preperaçlo do lodocolesterol marcado, duas opções t io oferecidas: uma, utilizando-se do
método da COUNSFLL e colaboradores114), que consiste na preparação do 19-lodocolesterol por síntese
química a a outra, pela incorporação direta de iodo radioativo no anal esteroídk» da molécula do
oolesterol, proposto por NAG Al e oolaboradnreí'29*

Nossa escolha recaiu no método utilizado pi» COUNSELL a colaboradores"4', modificado por
COUCH e colaboradores111'121, que utili/am diretamente o produto (V) 30Ac«ioxi 19-p-tolgano
•/Ifonato o> colest fveno par» iodar e depois marcar cum o iodo radioativo.
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Com n-lação ã incorporação direta de iodo radioativo na molécula de colesterol, observa-se que
trahalhos anterioies, cumo o de NAGAI e colaboradores128) e o de ALMEIDA e colaboradores121, entre
nós. ja referiam alguns incovenientes como. por exemplo, a baixa especificidade da marcação na posição
19 acarretando, em conseqüência, uma liberação contínua de iodo, após a purificação. Provavelmente
devida á incorporação do iodo radioativo em outros sítios do colesterol, como por exemplo, na dupla
ligação existente entre os Carbonos 5 e 6; daí a liberação de iodo que se faria à custa dessa ligação
inespecífica.

Para que se possa fcistificar a modificação proposta por COUCH e colaboradores1121, na técnica
descrita por COUNSELL e colaboradores114), é interessante destacar os pontos comuns entre os autores
e o instante em que ocorre essa proposta.

Verifica-se, pois, que até a obtenção do produto (V) - 30-Acetoxi-19-p-tolueno sulfonato ds
colest 5-eno nenhuma diferença existe. COUNSELL e colaboradores'14' hidrolisam a forma acetato,
havendo a formação do produto intermediário (Via) - 30oM9-p-tokieno de colest-5*no - em que a
hidroxila ocupa o lugar do radical acético. Este composto, segundo os autores, tem melhor condição
para receber o iodo, adicionado na forma de Nal, adição que se faz na posição 19 formando
99-01-lodocolest-5-eno ou 19-lodocolesterol (Vila). Este composto iodado, agora, tem condições de
incorporar iodo radioativo, por meio de reação de troca isotópicj ( V I I I 1 3 ' I) .

O esquema, â Página 24, indica a técnica utilizada por COUNSELL

COUCH e colaboradores'121, recentemente, constataram através de análises espectroscópicas.
que o produto intermediário (Via), a forma hidrolisada 30-oM9-tolueno sulfonato de colest-5-eno é
Pouco «l ivel , apresentando, alguns dias após sua preparação, impurezas da ordem de 20 a 60%. HOTTE
e ICE também verificaram a instabilidade do produto intermediário preparado por COUNSELL e

l b d 1 1 4 'colaboradores
mbé
1 1 4 '

Segundo COUCH • colaboradores, a decomposição ocorria durante o refluxo do composto Via.
na» reações Via -V i la de Vila • V Í I I 1 J I I . Desta forma, propuserem um« modificação que u» »
iodaçSo do produto V - acetato - para formar o composto iodado mais estável e. em seguida, realizar a
reação de troca isotópica. S6 depois de obter o composto marcado é que os autores propuseram a
hKlrôliíe.

O esquema abaixo, refen-w á modrficacto proposta por COUCH, a partir do composto V.
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Esta modificação traz vantagens interessantes, como por exemplo, o fato de que o composto
(Vlb) — 3/iAcetoxi 19 lalotolcst-5-eno. é muito estável, podendo ser estocado por muito tempo'32 ' .
Pudemos, também, verificar a vantagem de preparar o produto (Vlb) pela facilidade de armazená-lo,
evitando repetidas sínteses.

5.2-Marcação

A reação química com radioiòdo consistiu na reação de troca isotópica do produto
30-Acetoxi-19-lodocolest-5-eno em acetona, com uma solução de Na I 3 I I , livre de carregador e redutor.
Obteve-se assim, o 30-Acetoxi-19-lodocolest-5-eno I 3 I I que, a seguir, foi submetido a hidrólise seletiva
em solução metanótica de hidróxido de sódio para formar o 19-lodocolesterol ' 3 I I .

O produto final marcado foi submetido ao controle radioqufmico para determinaçio
quantitativa do iodo radioativo não incorporada

Pelo resultado obtido por análise cromatogrlfica e pela confirmação da radioatividade na
mancha detectada pela luz ultra-violeta, o Rf igual a 0,2, encontrado, é concordant» com aqueles
observados por outros autores111'241.

Como mostra a Figura 6 o pico em 0,0 cm (Rf = 0,0) correspondeu ao iodo livre ( 1 3 1 I ) e em
2,0 cm (R f = 0,2) ao 19-lodocolesterol marcado. A 7,0cm (R ( =0 ,7 ) detectou-se uma atividade igual a
6%; de acordo com a literatura15'24' parece tratar-se de uma impureza present», representada pela
6-lodometil-nor-colesterol I 3 I I substância que apresenta propriedades semelhantes ao 19-lodocolesterol
1 3 1 1 , concentrando-se, igualmente, na glândula supra-renal131'.

O processo de marcação revelou-se eficiente, de acordo com a literatura, emoora o rendimento
possa ser considerado regular, da ordem de 38%.

6.3 - Distribuição Biológica

Com a finalidade de confirmar a captação do 19-lodocolasterol 1 3 I I pala gMndula supra-renal
foram realizados estudos de distribuição biológica em ratos.

De acordo com os resultados obtidos na Tabela I a na Figura 7 verifica-se que no 1? dia, apôs a
administração da droga aparece uma considerável atividade na glândula supra-renal, ocorrendo a maior
captação neste órgão no 3? a 4? dias.

Por outro lado, acentuada radioatividade foi detectada na glândula tireóide, certamente devido i
liberação de ' " I, proveniente, da metabolização da droga, ja que se sabá, da acordo com COUNSELL •
ICE* 1 3 ' , que é boa a estabilidade da compostos que apresentam I6do na posição C-19, tais como o
19-ttdo sitosterol a o 19-iodocolesterol.

Não h i dúvida de qua, faca â rápida metabolizaçfo da droga, sui utilização para fins
diagnóstico* deverá ser precedida da administração da solução da Lugol, com vistas ao bloqueio da
glândula tireóide, como habitualmente w procede.

No presente trabalho, como o objetivo primeiro era estudar a distribuição biológica, o oompono
foi administrado sem ene tratamento.

Os resultados obtido* concordam com aqueles encontrados ne literatura111-24'.

. No* demais orgSos, embora fosse detectada a presença de radioatividade, a* quantidade* foram
consideravelmente menores aquela encontrada na glândula supra-renal.
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Finalmente, com relaçüo è informação "in vivo", vale registrar as boas possibilidades do
19-lcdocolestsrol, aqui sintetizado e marcado, como agente de localização da glândula supra-rtnal.

A Figura 8 6 representativa do mapeamento realizado quatro horas ap6s a administraclo de
19-lodocolesterol ' " l cerca de 70/iCi de atividade injetada - verificando-se a concontracâo da
substancia na regiffo onde se situa a glândula supra-renal.
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Deve ser levado em conta a marsa de glândula correspondente a um rato de cerca de 250 g, da
ordem de 20 a 30 miligramas, e o fato de que o mesmo não era portador de tumor ou hiperplasia da
glândula supra-renal.

É interessante observar, ainda, a inexpressiva concentração radioativa na região da glandule
tireoide, numa clara evidência de que somente após ter iniciado o processo de metabolizacâb, o iodo que se
libera da estrutura do colesterol é captado pela glândula.

6 - CONCLUSÕES

Pelo exposto e de acordo com as condições experimentais do trabalho, podemos concluir que:

1) Mediante síntese química e posterior marcação por reacáo de troca isotópica com radioiòdo
( 1 3 I I ) , obteve-se o 19-lodocolesterol 1 3 1 I , a partir do acetato de colesterila (30-Acetoxi-
colest-6-eno).

2) Através de análises ffcico-qufmicas, espectroscopicas e cromatográficas, foi possível
identificar os vários compostos, desenvolvidos em etapas sucessivas.

3) O método de marcação, o rendimento obtido, o controle redioquímico e a distribuição
biológica, do composto 19-lodocolesterol I 3 1 I podem ser considerados satisfatórios quando
comparados com os da literatura consultada.

4) Verifica-se considerável concentração de 19-lodocolesterol " M na glândula supra-renal
dos ratos no 3? e 4? dias após a administração. Em vista dessa eletividade pela glândula
supra-renal, evidenciada nos ensaios de distribuição biológica, o radioférmaco poderia,
eventualmente, ser utilizado em Medicina Nuclear para fins de diagnóstico de tumores
ou hiperplasia da referida glândula.

ABSTRACT

Considering th* Incmilng Intaran in obtaining agenti (or vlzueliutlon of th* adrenal gland with radtoiwtoplc
M, 19-lodoehi

•xchtnoi nwctlon.~}
uchntquM, 19-lodocholMtwol wn procured by mm» of chemical •yntlwtli and redlotodine ( ' ' ' II Introduosd by kotoplc

f The rMctlon product «VM ktomlfI«J by drarmlnatlon of the melting point and tlenwnttry ipactrotcopic mrfyib
linfr*-r*d abMrptlon and magnetic nudMr rwioninc»).—-^

( Radlochtmial aralyii» of th» labtlled compound WM pcrfonrwd by mrnrn of thliv<«y*r cramatography ki

(~ In ontor to confirm la capacity of eoncintntloajM-trniidrenal gland, the distribution of IB-lodoeholMmol
'''lafwrlntrevvnoui Injection, wwtetnd In rit>. ( (lnffi#L )
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