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SINTESE, MARCACAO COM »"T¢ E BIOCINETICA DE RADIOFARMACOS
PERFUSORIOS DIAMINODITIOLICOS PARA CINTILOGRAFIAS CEREBRAIS

Marcos Moisés Gongalves

RESUMO

As atuais técnicas de tomografia cerebral que utilizam-se de radiofarmacos, estio
contribuindo intensamente para a chamada era da certeza nos exames diagnésticos de quadros
clinicos, sindromes e patologias pois permitem evidenciar fendmenos que ocorrem no ambito
molecular. O presente trabalho teve como propdsito o desenvolvimento de novos
radiofdrmacos perfusérios diaminoditiélicos ( D.AD.T. ) de tecnécio-99m (®™Tc ) a serem
utilizados em diagnésticos cerebrais pela técnica tomografica S.P.E.T. (“Single Photon
Emission Tomography”). Inicialmente procedeu-se ao planejamento racional das novas
estruturas moleculares DADT candidatas a radiofdrmaco. Utilizando-se técnicas de Q.S.AR.
(“Quantitative Structure Activity Relationship), foram estudados descritores moleculares tais
como o coeficiente de particio e a polarizabilidade efetiva que incrementassem,
respectivamente a passagem pela barreira hematoencefélica e o aumento na captagéio cerebral.

Aplicando-se técnicas de Q.S.P.R. (“Quantitative Structure Property Relationship”)
para latenciagdo de firmacos baseadas em grupos funcionais biolabeis, estudou-se a
transformagdo dos derivados congéneres em pro-farmaco que viesse a funcionar como um
carreador da por¢do DADT e que possibilitasse aumento da sua permanéncia no espago
intracerebral.

Em seguida, foram desenvolvidas rotas sintéticas e purificagdes quimicas que

possibilitassem a obtengdo das estruturas quimicas propostas. Cada novo derivado DADT
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sintetizado foi, entdo, analisado por espectro de infravermelho e ressondncia nuclear
magnética e por analise elementar para confirmagio de sua eslruu;ra quimica proposta.

A partir deste ponto, o novo derivado foi marcado com **"r¢, purificado
radioquimicamente e injetado intravenosamente em camundongos Swiss para elaboragdo de
distribui¢io biolégica que evidenciasse sua entrada e captagiio cerebral. Ap6s a elaboragdo de
cada distribuigio biolégica , reavaliou-se os estudos de planejamento racional para se julgar
qual era o descritor molecular que mais intensamente influenciava a melhora de suas
caracteristicas perfusorias € os novos derivados DADT eram entdo sintetizados.

Tré€s novos derivados DADT foram concebidos pela técnica de QSAR, a saber :
DADT-piperidina ramificada (DADT-PR), DADT-diisopropilaminico (DADT-DIPA) ¢
DADT - diisobutilaminico (DADT - DIB ). Em termos de valores absolutos expressos em
% dose/6rgdo, o DADT-DIPA apresentou maior captagdo cerebral por possuir coeficiente de
parti¢do mais préximo do ideal além de alta polarizabilidade. O DADT-DIPA provou que o
coeficiente de partigdo é o descritor molecular que mais influencia na otimiza¢do da captagfo
cerebral dos derivados pois o DADT-DIB, que possui maior polarizabilidade efetiva e
coeficiente de parti¢do que se distancia do ideal, mostrou possuir captagio cerebral expressa
em % dose/6rgdo, significativamente menor. O derivado DIPA ¢ potencialmente um
radiofdrmaco perfusério cerebral a ser pesquisado mais detalhadamente.

O DADT-BUT , desenvolvido pela técnica de QSPR, apesar de apresentar uma baixa
captagdo cerebral, expressa em % dose/6rgdo, demonstrou possuir atribui¢des que sugerem
comportamento de pré-formaco pois, mesmo apés terem decorridos 30 minutos de sua
administragdo , o radiofdrmaco ainda possuia 62% do captagdo cerebral referente a do tempo

de 5 minutos. Como o DADT-BUT provou possuir um clareamento cerebral pequeno com
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relagdo a captagdo inicial, ele abre a possibilidade de se tornar um bom agente perfusério

cerebral, uma vez que sua estrutura seja modificada de forma a assumir valores de coeficiente

de partig@o préximos ao ideal.
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b SYNTHESIS, LABELING WITH *"T¢ AND BIOKINETICS OF BRAIN

; SCINTIGRAPHHY DIAMINODITHIOL PERFUSION RADIOPHARMACEUTICALS

Marcos Moisés Gongalves

H
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3‘ ABSTRACT

The recent tomography status using radiopharmaceuticals have been contributing

greatly with the ‘age of certainty’ in the diagnosis examination of syndromes, pathologies and

f clinical signs, because they can evidence some phenomena occuring in a molecular manner.

3 The purpose of this work, have had the development of new diaminodithiol (DADT)

]

5 perfusion radiopharmaceuticals to be used in brain diagnosis using S.P.E.T. (Single Photon

7 Emission Tomography).

1 Initially, the rational planning had been performed with the new DADT molecular

;, structures as radiopharmaceutical candidates. Using of Q.S.A.R. (Quantitative Structure

k‘ Activity Relationship) technics, the molecular descriptors such as partition coefficient and

| effective polarizability, have been studied in order to increase the blood brain barrier transport

B

5{ and the brain uptake respectivelly. Applying the Q.S.P.R. (Quantitative Structure Property
Relationship) concepts to perform drug latentiation, based on bio-labile functional groups, the
congener DADT derivative has been transformed into a pro-drug that works as a DADT

; moiety carrier, allowing the increasing of brain radiopharmaceutical uptake.

; Later on, synthetic routes and chemical purifications have been developed allowing the

p creation of the proposed chemical structure. Each new DADT derivative has been synthesized

; and analyzed in terms of elemental analysis, infrared and NMR spectra, in order to confirm its

i
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proposed chemical structure. Then, the new derivative has been labeled with *™T¢ ,
radiochemically purified, intravenously injected in Swiss mice, all'owing its biodistribution to
evidence its brain transport and uptake. The rational planning studies have been re-cvaluated
after each biodistribution had been performed, to see what kind of molecular descriptor was
responsible for causing a stronger optimization in the brain perfusion characteristics and then,
new DADT derivatives have been prepared.

Three new DADT derivatives have been obtained by using QSAR : DADT-PR,
DADT-DIPA, DADT-DIB. In terms of absolute values, expressed as % dose/organ, the
DADT-DIPA showed the biggest brain uptake, because it has got the partition coefficient
closest to the ideal and a high effective polarizability value. DADT- DIPA proved that the
partition coefficient is the most important molecular descriptor in the optimization of the
DADT derivatives because in the case of DADT-DIB, even possessing the most effective
polarizability, but a non-ideal partition cocfficient value , it was showed a significantly
smaller brain uptake. The DADT-DIPA derivative is potentially a brain perfusion
radiopharmaceutical to be explored in details.

The DADT ~ BUT, developed by QSPR despite the fact of having a low brain uptake
expressed in terms of %dose/organ, presented pro-drug behaviour, because even 30 minutes
after its administration, the radiopharmaceutical strikingly still retained 62% of the 5 minutes
brain uptake . This DADT derivative has proved to possess low cerebral clearance, creating
the possibility of becoming a good brain perfusion agent, once its structure assumes the

closest to ideal partition coefficient value by adequate molecular modification.
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1. INTRODUCAO

I.1. O Papel da Medicina Nuclear Diagnéstica Cerebral

As pesquisas bioquimicas e quimico-farmacéuticas tém demonstrado possuir um papel
importante na medicina nuclear e estio contribuindo intensamente para a chamada “era da
certeza” na pratica médica.'"”® Estudos a partir de agentes endégenos marcados com
radiois6topos, tém conseguido proporcionar informagdes uteis a respeito da bioquimica do
metabolismo, em termos de homeostase e de estados patologicos.

Outrossim, estes agentes end6genos marcados tém elucidado intimeras respostas
biolégicas ocasionadas por sua complexagdo com receptores biolégicos. De forma
interessante, no que diz respeito a pratica diagnostica, somente os estudos com firmacos e
agentes endégenos marcados vieram a comprovar o fato de que um mesmo receptor biologico

pode estar envolvido com patologias totalmente diversas, uma vez que estas possuem em

116 77,78,79,89,90,100,101,117

comum uma implicagdo molecular. Seeman''® e outros autores puderam
demonstrar que a doenga de Parkinson, a esquizofrenia ¢ a deméncia estdo intimamente
relacionadas com um subtipo comum de receptores dopaminérgicos, o subtipo D, . Seeman''?
provou que existe uma interessante correlagdo entre a dose clinica média de um agente
neuroléptico e sua afinidade por receptores dopaminérgicos cerebrais, através de estudos de
inibi¢do da ligagdo do agente antagonista Espiroperidol marcado com *H. Segundo O’Dell et
al”®  a administragdo continuada de neurolépticos tipicos a seres humanos e animais, tem

provocado efeitos colaterais extra-piramidais , incluindo desordens de movimentos parecidas

com as do mal de Parkinson.
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1.2. O Diagnéstico Molecular como Procedimento

Ha pouco tempo atrés, os diagnoésticos estavam na dependéncia exclusiva dos olhares
atentos do médico e s6 se efetuavam se as patologias possuissem sinais ou sintomas evidentes
‘a sua percepgio. Entrementes, os fatores que irdo originar tais sintomas possuem conotagdes
metabélicas, podendo e devendo ser estudadas farmacologicamente ao nivel molecular. Para
exemplificar a técnica de diagnéstico molecular, pode-sc citar o tragador ""CWIN 35428 que é
usado mesmo que o paciente esteja no estigio 1 do mal de Parkinson '3 Neste estdgio 1,
metade das fungdes corpéreas permanccem normais, mas entretanto, existem marcantes
redugles nas ligagdes existentes entre os tragadores e os transportadores endogenos nas
por¢des anterior e particularmente posterior do putamen . Tais diferengas mostram-se mais
proeminentes para pacientes neste estagio da patologia, com relagdo ao que ocorre para 0s

individuos normais. '3

Estas notéveis anormalidades bioquimicas ocorrem em ambos os lados do cérebro de
pacientes com a patologia hemi-Parkinsoniana, mesmo que um de seus lados permaneca
inalterado em termos de sinais fisicos e de sintomas. O fato do declinio dos neurénios pré-
sinépticos, que ocorre com o passar da idade, poder acometer até as pessoas normais apoia a
hipotese de que a doenga de Parkinson ocorre quando um fator ambiental sobrepde-se a um
declinio normal dos ncurdnios pré-sindpticos no processo de envelhecimento. '3

No que diz respeito ao metabolismo dopaminérgico, varias informagdes importantes ja
podem ser acessadas, como a sintese da dopamina a partir da L-dopa marcada com flior-18
("°F), sua secregldo a partir dos neurdnios pré-sindpticos que ¢ medida pelo efeito que esta
provoca nos receptores pos-sindpticos, scu metabolismo através do sistema da monoamino

. - a $ oA 133 V-
oxidase € a re-captagdo da dopamina ndo-marcada pelo neurénio pré-sinaptico. >’ Esta ultima




informago é de grande importancia, devido ao fato da patologia idigpética de Parkinson estar
relacionada & deficiéncia dos neurénios pré-sinapticos.'*?

Pacientes com patologia idiopatica de Parkinson possuem receptores D; e D,
normais, e a degeneragdo nigroestriada  afeta  os neurdnios dopaminérgicos pés
sindpticos.”! No estagio inicial do mal de Parkinson, ocorrem maiores deficiéncias nos
neurdnios pré-sindpticos, que sio examinados pela injegdo de tragadores acumulados pelo
transportador pré-sinaptico de dopamina.'™ Contudo, o grande avango proporcionado
pelo  diagnostico molecular, reside em possuir uma sensibilidade a ponto de diagnosticar o
mal de Parkinson, mesmo antes de scus primeiros sintomas se manifestarem.

O fato do diagnéstico molecular possuir grande sensibilidade, de mancira a poder ser
efetuado mesmo antes da patologia apresentar sintomas, representa um dos avangos mais
importantes da neurologia nas Gltimas duas décadas, uma vez que a terpéutica com os
farmacos inibidores da monoamino oxidase sé sio eficazes se o tratamento se iniciar no

estagio precoce do mal de Parkinson.'*?
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1.3. Radiofirmacos Perfusérios Cerebrais

Oldendorf” Jaem 1978, percebeu a necessidade de serem desenvolvidos radiofairmacos
marcados com tecnécio—99m que fossem capazes de fornecer informagdes a respeito do fluxo
sangilineo cerebral local. Ele notou que as técnicas hospitalares de rotina, como as até entio
denominadas varreduras cerebrais com tecnécio ( “Technetium Brain Scanning” ), ou a
tomografia ~ de  transmissdo computadorizada CT (“Transmission Computerized

Tomography” ) sé eram capazes de demonstrar falhas na barreira hematoencefilica.

1.4. Avancos em Imagens de Perfusio Cerebral

No fim da década de 70, a técnica tomografica por emissdo de pésitrons denominada
PET ( “ Positron Emission Tomography ” ) mostrou-se adequada pois apesar da captacdo
cerebral (acimulo) e clareamento (saida) de tragadores de livre difusio Serem processos
dindmicos, estes dados sdo eficazmente coletados, pois csta tomografia consegue uma tomada
rapida de dados.

No inicio da década de 80, foram desenvolvidos radiofarmacos a base de '*’ para a
tomografia de emissdio de fotons puros do tipo SPET (“Single Photon Emission
Tomography”). SPLET demonstrou ser uma técnica atil para estudar epilepsia, deméncia, para
avaliar isquemia cerebral reversivel e detecgdo precoce de infarte cerebral,*

Assim, ambas as técnicas demonstraram possuir capacidade de fornecer mais
informagdes a respeito do potencial da imagem por perfusdo cercbral, no diagnostico e

assisténcia a doenga vascular cerebral e outras desordens neuroldgicas. Contudo, apesar dos
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radiofirmacos emissores de positrons e os radiofarmacos marcados com '2 [ terem provado
seu potencial no campo da imagem tomografica cercbral, nenhum deles pode ser facilmente
implantado para uso rotineiro. Segundo o pesquisador Nowotnik,”” membro da Bristol-Myers
Pharmaceutical Research Institute sediada em New Brunswick , New Jersey, a produgdo do
radioisétopo 123 de iodo possui um custo relativamente elevado €, por conseguinte, pouca
disponibilidade nos hospitais. Por outro lado, conforme afirma Nowotnik *’ > a utilizagdo de
radiofdrmacos emissores de positrons implica em gastos elevadissimos em infra-estrutura
hospitalar, devido ao fato de suas meias-vidas serem muito curtas, da ordem (de grandeza) de
minutos, estes tém que necessariamente ser produzidos ¢ utilizados localmente e estes gastos

s0 se justificam para pouquissimos centros especializados e abastados.
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1. 5. O Papel do Tecnécio na Farmacia Nuclear

Tecnécio ( Tc) é elemento de transi¢do do grupo VIIB da tabela periddica, que possui
7 elétrons a mais do que a configuragdo dos gases nobres. Os outros membros deste grupo sdo
0 manganés e o rénio, formando uma triade.'® Todos os elementos desta triade perdem
facilmente 7 elétrons para assumirem o estado de oxidagio +7 e, quando presentes
conjuntamente com o0s seus respectivos 4nions, sdo espécies quimicas denominadas
permetalatos.®?

Tecnécio, elemento que possui nimero atdmico 43, foi descoberto por Segré na
década de 40, num ciclotron em Berkeley, Califérnia.® Segundo Lever®, este foi o primeiro
elemento feito pelo homem, e por isso mesmo seu nome foi derivado da palavra grega
“technetos”, que semanticamente passa a idéia de artificial.

S@o conhecidos 21 isétopos de tecnécio, com a massa atdmica de 90 a 110. Suas
meias-vidas radioativas variam de 0,86 segundos a 26x10° anos e de todos estes nuclideos, foi
escothido o isétopo metaestavel de massa atdmica 99, por possuir propriedades fisicas
apropriadas para a detec¢o externa de radiag@o, como uma energia dos raios gama emitidos de
140 keV e meia vida de 6,02 horas, além da baixa exposi¢do radioativa do paciente.
Notavelmente, Owunwanne et al.'®> consideram que a energia do raio gama que € 1til para
gerar imagem ¢ justamente de 143 keV.

O tecnécio exibe viarios estados de oxidagdo possiveis, podendo assumir desde —1 até

~ . .y - 102
+7, com estados de coordenagdio e geometria variaveis.

Em solugdo aquosa, os estados de
oxidagdo mais estaveis sdo +7 no pertecnetato (TcOy) e +4 para o dioxido de tecnécio

(Tc02).'”  Os outros diferentes estados de oxidagdio podem ser estabilizados por meio de

diferentes ligantes quimicos. Os estados de oxidagdo V e VI do tecnécio, quando o elemento
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ndo estd complexado com ligantes, sofrem reagdo de desproporcionamento'® | como

demonstrado abaixo :

3Tc(V) —> 2Tc(IV)+ Tc(VIN)
3Tc(VI) —> Te(IV)+ 2 Tc (VII)
Esquema 1

Levando-se em consideragdo o fato do jon pertecnetato possuir o estado de oxidagdo
mais alto para o tecnécio, ou seja +7, este ndo é capaz de se complexar diretamente com os

ligantes. Dessa forma, sdo utilizados os agentes redutores para promoverem diminui¢des em
seu estado de oxidagdo.*> Em 1970, Eckelman e Richard®® utilizaram-se do ion €stanoso no
desenvolvimento  de  conjuntos de  reativos para a  preparagdo do  4cido
dietilenotriaminopentacético para efetuar marcagdo com  "T¢ ( "™ -DTPA), com um
método de uma s etapa, o que facilitava grandemente a utilizagio do radiofsrmaco em
hospitais e clinicas. A partir deste ponto, segundo Lever®® | a maioria dos radiotragadores de
tecnécio tem sido preparada utilizando-se o fon estanoso como agente redutor. E importante
salientar o fato de que durante o proprio processo de redugdo, a presenga do ligante (como por
exemplo o DTPA), estabiliza o tecnécio quando este encontra-se em estado de oxidagdo
menor. Caso contrario, forma-se TcQ, que ¢ espécie denominada de tecnécio coloidal, como
subproduto. Assim, uma estrutura quimica que atue como ligante de tecnéeio, pode ser anion

inorganico ou uma molécula organica possuindo 4tomos que possam doar elétrons ao atomo
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de tecnécio.™  Por isso, moléculas contendo atomos que possuem intrinsecamente elétrons

ndo compartilhados como nitrogénio, oxigénio ¢ cnxofre, usualmente atuam como pontos de
coordenagdo para tecnécio. Como a coordenagdo que existe entre tecnécio e os ligantes ¢
diversificada, os denominados radiotragadores de tecnécio, que sdo produtos da reac¢do entre a
espécie tecnécio (possuindo os estados menores de oxidagdo) e um ligante (orgénico ou

inorgénico), sdo também denominados de complexos.

1.5.1. Obten¢do de Tecnécio-99m

O tecnécio-99m pode ser obtido por um processo secundario, iniciado com a produgio
de molibdénio-99. Assim, *’Mo pode ser formado quando o ?°U ¢ colocado dentro do reator

nuclear e sofre fissdo do por intermédio de néutrons térmicos:

2!35U ( l’],f )99M0

Esquema 2

Molibdénio-99 também & obtido utilizando-sc o triéxido de molibdénio enriquecido
com molibdénio-98, para ser bombardeado em reatores nucleares por néutrons térmicos de
baixa energia.m2 Quando cada nucleo de Mo incorpora 1 néutron, este se rearranja
nuclearmente e torna-se instavel ou radioativo pois transformou-se em *’Mo . Uma vez que o
nicleo de molibdénio torna-se instavel, ele passa a emitir raios gama, esquematicamente
escreve-se :

Mo (n,v) Mo

Esquema 3




99Mo
67h

0,922

26% |73%

1%

0513

0.181

/

0,143

T.1

9Tc

Esquema 4

Segundo o que esta demonstrado no esquema 4 acima, 17% do decaimento do Mo
. . . - - 9 L
consiste em emissdes do tipo 7. Desta fragio, 73% se transformam em *°Tc por emissdo de

raios gama de 922 keV ¢ 181 keV . Ja a fragdo de 82% corresponde ao decaimento direto de

. , ¢ .
®Mo para o radionuclideo **™

principalmente em uso clinico.

2,12.10° anos

Ic, que ¢ a espécie desejada para as aplicagdes em pesquisa e
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Entretanto, como a utilizagdo ™ T¢ suscita a sua separagdo do Mo, os
pesquisadores de Brookhaven criaram o gerador ’Mo / *™ T¢ no final dos anos 50. 0 ™ T¢
¢ obtido por eluigdo desse gerador, sob a forma do anion pertecnetato na concentragdo de 107
al0*M e uma vez que a atividade especifica do *™T¢ ¢ de 2,04 x 10° GBg/g, a massa
contida em eluatos de, por exemplo 740 MBq, equivale a poucos nanogramas de *™T¢ 83
O IPEN , Instituto de Pesquisas Energéticas ¢ Nucleares de Sio Paulo, fabrica geradores de
Mo / *™ Te com tecnologia  nacional adquirindo o Mo, originado na fissdo do U,
concebido em outro pais , o que possibilita a utilizagdo de **Tc em hospitais e clinicas

brasileiras.
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1.5.2. Radiofirmacos Marcados com Tecnécio-99m

A escolha do isétopo 99 metaestavel de leenéeio para utilizagdo em marcagdes de
radiofdrmacos perfusérios, se deve a vérios fatores pois as principais técnicas de rotina
utilizadas principalmente em hospitais devem ser praticas e acessiveis. De acordo com Saha,'!
aproximadamente 80% dos radiofarmacos utilizados em medicina nuclear sdo compostos
marcados com tecnécio-99m, devido principalmente as caracteristicas fisicas favoraveis ao seu
uso em clinicas e hospitais. Sua meia-vida fisica, de cerca de 6 horas e a baixa quantidade de
emissfio de elétrons, permite administragSes de atividades radioatividade de tecnécio-99m da
ordem de dezenas de mega becquerel, ndo implicando em uma dose significativamente alta de
radiagdo para o paciente.!!

Outra propriedade favoravel deste is6topo estd na caracteristica dos fotons emitidos
Serem monocromaticos, com uma energia de 140 KeV, 0 que os torna potencialmente
colimaveis, permitindo assim a obten¢do de imagens de resolugdo espacial superior. Saha '
ainda chama a atengdo para o fato da energia destes fotons estar proxima do ideal para a
detec¢do pelas cAmaras de cintilagdo. Adicionalmente, **™Tc ¢ obtido rapida e facilmente no
hospital a partir de elui¢io em gerador de molibdénio-99 / tecnécio-99m sob forma estéril,

apirogénica e livre de carregador (espécie quimica ndo radioativa).

[P
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1.5.3. Tecnécio-99m Possui as Propriedades Quimicas Desejaveis

Os variaveis estados de oxidac¢do e nimeros de coordenagdo do tecnécio tém permitido
a preparagdo de uma grande variedade de radiofarmacos.'” Por outro lado, tecnécio forma
facilmente complexos quelatos, o que faz com que seja apropriado para a preparagdo de
inimeros radiofdrmacos no local hospitalar, pois separar quimicamente *™T¢ de seu
radionuclideo-pai no gerador ¢ uma tarefa simples com o eluato sendo obtido estéril,
apirogénico e isotdnico, nio necessitando posterior processamento ou purificagdo, prestando-

se assim para a administra¢do direta no paciente ou para ser incluido em processos de

marcagao de radiofirmacos para posterior injegio. '%2

1.5.4. Teenécio-99m Possui as Propriedades Fisicas Desejiveis

Uma grande vantagem em se trabalhar com o radionuclideo **™Tc¢ € o fato deste
praticamente ndo emitir radiagdes de alto L.E.T. (“linear tranfer energy”) para os tecidos
biologicos, como as a e principalmente as , o que propicia uma diminuigio dos efeitos
deletérios aos pacientes e principalmente ao pessoal que os manipula.

O radionuclideo *™T¢ pode ser considerado como emissor de raios-gama
monoenergéticos de 140keV que sido por isso facilmente colimaveis, proporcionando um
nimero suficiente de (6tons para estudos tomograficos. A sua meia-vida de 6,02 horas, tem
sido considerada como longa o suficiente para se obter a informagao diagnéstica desejada em
vérios estudos investigativos ¢ curta o suficicnte, de forma a causar pequena exposi¢do a

. 102
pacientes e ao pessoal que trabalha em contato dircto com ele.
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Deve-se levar em consideragdo também o fato da presenca do radionuclideo **Tc nio

ser carga adicional de radiagdo ao paciente, devido ao fato deste possuir uma meia vida longa

de 2,12 x 10 anos, podendo-se considera-lo como estavel.'%

[ ——
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1.6. Principios Basicos de SPET

O grande avango da técnica de SPET, esta na determinagdo das concentragdes regionais
relativas ou absolutas de radionuclideos como fungdo do tempo e pode-se dizer que a
especificidade de cada radionuclideo ird determinar as informagdes que as imagens poderdo
fornecer.”® O maior avango que a medicina nuclear pdde notar, deveu-se 3 introdugio do
gerador de radioisétopo de Mo - 2™ Te por Harper et al.** em 1965. SPET requer a colimagio
dos raios emitidos a partir da distribui¢do corpérea do radionuclideo. Segundo Jaszczak e
Ts0i*® na cmera Anger, um colimador de chumbo colocado na frente do cristal age como uma
lente em um sistema de imagem 6ptica. O colimador mais comumente usado consiste em um
conjunto de orificios paralelos, os denominados canais, que permitem aos fétons caminharem
dentro de um angulo de aceitagdo, passando através de canais, de forma a interagirem com o
cristal.

Situado  fisicamente atrds desse cristal, encontra-se um feixe de tubos
fotomultiplicadores sensitivos com relagdo as cintilagdes produzidas pelas interagdes das
radiagdes com o cristal. A larga 4rea de cintilagfo permite a formagdo de imagem de orgdos

inteiros, bem como de largas porgdes corpéreas de uma sé vez.
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circuitos eletronicos
tubos
[ k rf()tom ultiplicadores

L[ ~7 AV \/ N\ NN\

cristal de cintilacdo

Jonte
radioativa

Camara Anger utilizada em SEPT captando uma fonte
radioativa, figura adaptada de Jaszczak.e Tsoi*s
figura 1

A figura | evidencia as possiveis trajetérias dos f6tons emitidos a partir do corpo, que
funciona como fonte de radioatividade.> Segundo a figura 1, pode-se perceber os fétons que
ndo sdo captados, consistindo nos obliquos, aqueles que escapam do colimador e aqueles que
sdo emitidos de forma a adentrarem efetivamente no colimador, sendo detectados.
Considerando-se as energias dos fotons emitidos pelo radionuclideo, deve-se levar em
consideragdo principalmente os dois tipos de intera¢do da radiagdo com a matéria, a saber:

- Espalhamento Compton ;

- Interagdo Fotoelétrica.
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A interagdo ou efeito fotoeléirico se refere a um fen()menq que resulta na emissdo de
elétrons a partir de superficies metalicas que foram irradiadas por radiagdo eletromagnética. A
explicagdo para este fendmeno baseia-se no fato dos elétrons atdbmicos presentes no metal
estarem sob movimentagdo oscilatéria provocada pela radiagdo incidente e a amplitude de
oscilagdo dos elétrons ser determinada pela amplitude &, do campo elétrico. Como &2
define a intensidade da radiagdo incidente e o quadrado da amplitude da oscilagdo dos elétrons
resulta numa quantidade proporcional & energia cinética de cada elétron pode-se deduzir que,
no efeito fotoelétrico, a energia cinética dos elétrons emitidos a partir da incidénica da radiagiio
eletromagnética ¢ proporcional a intensidade da radiagdo incidente.

Por outro lado cada espalhamento Compton ocorre quando um foton se choca com um
elétron estacionario sofrendo uma colisdo elastica de forma a se desviar provocando um recuo
neste elétron. Assim a radiagdo espalhada consiste de dois componentes , o primeiro possui o
mesmo comprimento dae onda da radiagdo incidente € o segundo possui um um comprimento
de onda maior.

Fétons de espalhamento Compton podem se propagar dentro do dngulo de aceitagio do
colimador ¢ sdo detectados dentro da Jancla de energia priméria da camara e aqueles f6tons
espalhados em diregdes que ndo passam pelos orificios do colimador, nio sdo entio
detectados. Quando estes tipos de fétons ocorrem no proprio corpo do paciente, o processo
passa a se denominar atenuag¢do e esta acaba por reduzir o nimero de radiagdo que
efetivamente chega ao cristal detector. De forma particular, a magnitude da atenuagio esta
diretamente relacionada com a energia dos fotons e das propriedades do meio atenuante.

Exatamente na energia dos fétons de 140keV do PmTe o espalhamento Compton € o

fendbmeno que possui a maior probabilidade de ocorrer na agua dos tecidos. Somente uma
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pequena fragdo dos f6tons atenuados sio absorvidos pelo processo fotoelétrico dentro do

corpo.
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L.6.1. A Pritica e a Relevancia de SPET para Estudos Cerebrais

A tomografia por emissio de fétons puros, SPET (“Single Photon Emission
Tomography”), fornece importantes informagdes funcionais do cérebro, como o mapeamento
do fluxo sangiiineo cerebral regional, para possibilitar a feitura de exames basicos.

Além disto, pode-se citar excelentes  radiofirmacos para o estudo do fluxo
sangiiineo cerebral (F.S.C.) como o *"Tc-HIMPAO (hexapropilenoamina oxima), *™T¢-ECD
(dimero de etilcisteinato), m"‘l-IMP(isopropil-p-iodoanfelamina), que possibilitam os estudos
ndo s6 da imagem do FSC relativo, mas também a quantificagdo dos valores de FSC.!?
Algumas notaveis aplicagdes deste tipo de tomografia podem ser citadas como a anilise
fisiopatologica das doengas cerebro-vasculares, a identificagdo de focos epilépticos, o
diagnéstico de deméncias, a detecgdo e analises biologicas de tumores cerebrais.'?

O diagnostico morfolégico das disfungdes cerebrais (ém progredido acentuadamente
desde a utilizagdo dos raios-X, tomografia de transmissdo computadorizada (C.T.) e técnicas
de imagem por ressonancia magnética (I.R.M.). Segundo as ponderagdes de Wyper et al.'* ¢
Heiss et al*’ | as  anélises das desordens neurolégicas necessitam ndo somente da
determinagio das alteragdes estruturais ocorridas, mas também de informagdes a respeito das
anormalidades funcionais regionais do cérebro.

A técnica de varredura tomografica por emissdo SPET produz mapas da distribuigdo in
vivo dos tragadores radioativos'?, em que sdo utilizados modelos cinéticos do radiofarmaco
no tecido cerebral através de medigdes promovidas pela técnica de emissdo tomografica. O
fluxo sangiiineo regional cerebral (F.S.C.R.), pode ser calculado a partir de curvas tempo-

. ~ . . o 129
atividade radioativa do tragador na artéria (fungdo-entrada) e no tecido regional do cérebro.
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1.7. Estudos de Fluxo Sangiiineo Cercbral usando SPET

Uma das propriedades mais importantes para os radiofirmacos utilizados como
tragadores de fluxo é a denominada fracdo de extracdo de primeiro trinsito (E) , ou seja,
aquela fragdo de tragador que passou para o interior do tecido, com uma Gnica passagem
através dos capilares.'>'% A fragdo de extragio E ¢ fungdo do fluxo sangiiineo f e do produto

da permeabilidade P pela area superficial S :

Equacio 1
Numa condigdo ideal E ¢ 1,0 para qualquer valor de fluxo. Mas Murase et al
puderam averiguar que uma fragdo de extragdo limitada resulta numa determinagio
subestimada de fluxos sangiiincos altos e também afeta o padrdo de TSC das regives
possuidoras de baixos fluxos regionais.
Os fluxos sangiiincos podem ser calculados pelo método da microesfera, usando
pacientes possuidores de oclusdo na artéria cerebral média, em que o FSC foi reduzido

linearmente e progressivamente de uma margem normal para o centro da lesio.
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1.7.1. Método da Microesfera para Medi¢io do Fluxo Sangiiineo Cerebral

Em 1987, Wagner et al.'*? criaram uma estratégia alternativa para medig¢do de fluxo
sangiiineo local em animais, baseado num procedimento denominado método da microesfera.
Segundo tal método, sio injetados no ventriculo esquerdo cardiaco, tragadores com tamanho
apropriado que se comportem como microesferas radioativas , de forma a serem distribuidas e
capturadas no tecido, na mesma proporgdo do fluxo local. O fluxo sangiiineo pode entdo ser
calculado a partir da radioatividade medida em amostras de tecido e no sangue arterial,
coletado durante o experimento.

Assim, os pesquisadores (ém investigado  tragadores para  tomografia com
comportamento parecido com o de microesferas, que possam ser administrados
intravenosamente, sendo levados para dentro do cérebro, ficando retidos ai na mesma
propor¢do do fluxo sangiiineo. Para tanto, tais tragadores deveriam possuir uma distribuicao
estidvel no cérebro, facilitando a construgdo da imagem por parte do tomégrafo e as
quantificagdes relativa e absoluta do fluxo. Entretanto, os fluxos sangiiineos podem ser
calculados pelo método da microesfera, desde que o paciente possua oclusio na artéria
cerebral média, em que o fluxo sangiiineo cerebral (FSC) foi reduzido linearmente e

progressivamente duma margem normal para o centro da lesdo.
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1.7.2. Aplica¢ées Clinicas Relacionadas ao Fluxo Sangijineo Cerebral

Para vérias disfungaes, pode-se considerar que as principais cvidéncias patolégicas em
termos FSC, sdo o decréscimo focal ¢ o aumento do FSC, O decréscimo focal do FSC &

causado por viérios fatores como a diminui¢do da pressio de perfusdo até um valor préximo do

intervalo de auto-regulagao, a redugio da excitagdo e a perda neuronal parcial. Estes fatores

estdo relacionados com uma diminui¢do do metabolismo tissular, mas as vezes o FSC e
metabolismo apresentam uma diminuigdo difusa. '%

O aumento focal do FSC pode ser induzido por excitagdo neuronal focal ou
vasoparalisia regional, que pode ocorrer no proprio local, caracterizando a perfusdo de luxtria
que € uma perfusdo excessiva para um tecido que esteja danificado por isquemia.'? Segundo
Uemura,129 o fendmeno do aumento de FSC focalmente induzido através de excitagio

neuronal tem sido aplicado para vaérias anélises patologicas das fungdes regionais cerebrais,

L —— e ot
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1.7.3. Radiofirmacos Utilizados para Medir o Fluxo Sangiiineo Cerebral

Devido ao fato do FSC ser a fonte de informagdes de onde se fundamenta a neuroimagem
funcional, radiofarmacos desenvolvidos especialmente para SPET tém se tornado disponiveis
comercialmente. O xendnio-133, por exemplo, foi introduzido por Lassen e Ingvar’ em 1972,
baseado em seu clareamento £as0s0, em que as imagens eram construidas em duas dimensaes.
Desde o inicio da era da tomografia computadorizada (CT), o0 método do '**Xe foi aprimorado
por Kanno e Lassen®? para imagens tomograficas em resolugdo tridimensional.

Bxe possui a vantagem de ser inerte e de se difundir livremente pelos tecidos além de
possuir uma alta fragdo de extragdo de primeira passagem, que ¢ propriedade perfuséria
fundamental e que permite uma excelente quantifica¢do do FSC. Infelizmente, o método do
WXe ndo produz imagens espaciais com boa resolugdo devido ao fato dos raios-gama emitidos
pelo radionuclideo possuirem baixa energia.'?

P"Te-HMPAO por ser um radiofarmaco utilizado intensamente, tem sido adaptado
também para estudar o FSC. De forma a avalia-lo como tracador a ser utilizado para medigdes
de fluxo sangiiineo cerebral regional ( FSCR ), Payne et al.'”® utilizaram-se da tomografia de
SPET e basearam-se no xenénio-133 como padrdo de comparagio, devido ao fato de se tratar
da técnica mais bem estabelecida para estudos quantitativos de FSCR .

O fato da metodologia com gases inertes permitir a medi¢do dindmica do FSCR, faz
com que ela seja util para estudar a habilidade dos chamados tragadores estaticos como o
P"Te-HMPAO em seguir este tipo de fluxo sangiiineo. **™Tc-HMPAO é um tragador bastante
utilizado em pesquisa ¢ também em rotina, devido ao fato de ser radiofirmaco aprovado pelo
FDA (“Food and Drug Administration”) e tem sido utilizado extensivamente como
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marcador do FSCR porque consegue ultrapassar a barreira hematoencefilica na mesma

propor¢do do fluxo, além de ficar retido aproximadamente como uma microesfera quimica
fual i s . 2,73,9
permanecendo estavel in vivo por muitas horas.

105 - T , . .
Payne et al. ,» utilizaram 5 individuos voluntirios, neurologicamente e

psicologicamente normais, 14 pacientes com deficiéncias perfusérias médias a moderadas,

além de 7 pacientes com desordem depressiva, 1 com cnxaqueca, 1 doenga de Alzheimer, 1

com epilepsia € 1 com derrame. Inicialmente os individuos foram submetidos & inala¢do de
WXe ¢ os FSCR's foram determinados para 24 diferentes regides de interesse (R.1.) (essas

regides foram normalizadas para o fluxo sangiiinco cerebral global). Ao término dos estudos

com 'Xe , os individuos foram submetidos & injegdo endovenosa de ?"T¢-HMPAO. Em

seguida, foram entdo determinadas as densidades de contagem (D.C.) regionais para as
mesmas 24 RI's, de forma a possibilitar a comparagdo com os valores de FSCR obtidos do
estudo do ’Xe.

A partir deste ponto, foi elaborado um método que possibilitasse a comparagio entre os
dados obtidos dos dois tragadores. Tais comparagdes foram entdo efetuadas expressando-se o
FSCR do '**Xe para 1 minuto, 1 ml de sangue e 100g de tecido, ao passo que os dados do
P Tc-HMPAO inicialmente obtidos em termos  de DC, foram transformados para
min/ml/100g correlacionando-se ambos os valores globais de FSC e DC do *™T¢c-HMPAO,
uma vez que foi assumida a equivaléncia entre esses valores globais.

Os resultados dos dados para todos os individuos mostraram que a distribuigdo dos dois
tragadores, para a maioria das RI's cerebrais, ndo foram significativamente diferentes para
WXe ¢ P"Tc-HMPAO pois 8 RI's resultaram diferentes de um total de 24 Rl’s. Mas

interessantemente, quando foram feitas comparagdes entre as regides de todos os individuos,
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as distribui¢des dos dois tragadores ndo foram signiﬁcativamentg diferentes. Os dados de
P"Te-HMPAO sugerem que ele subestima os altos fluxos ¢ sobrestima os fluxos baixos.

Os esforgos das pesquisas estdo se concentrando no sentido de promover melhoras no
desempenho do *™Tc-HMPAO em medir o FSCR. Uma alternativa tem sido a administragdo
do medicamento vasoconstrictor Diamox, que € capaz de aumentar o FSC global em até 25%.,
Surpreendentemente, Payne et al.'® puderam comprovar que as diferengas existentes
anteriormente entre as taxas de FSCR do '"Xe e as taxas DC do ?"Te-HMPAO
desapareceram apés a inje¢dio do Diamox mas a os altos fluxos ficaram ainda mais
subestimados. Comparando-se ®™Tc-ECD e 99mTC—HMPAO, védrios autores®’8%93.128.135
puderam perceber que os dois tragadores possuem uma limitada extragdo de primeira
passagem devido a retrodifusdo que ocorre para ambos. Porém Murase et al.>> provaram que
P Te-ECD possui retrodifuséo significativamente menor do que "Tc-HMPAO, ao passo que
Di Rocco et al.”’ provaram que cnlrve esses dois agentes, *"Tc-ECD apresenta uma menor
fragdo de extragio, principalmente considerando-se altos FSCR 277393

Em suma, este estudo comparativo mostrou que "™ Tc-HHMPAO geralmente segue o
padido de distribuicdo de fluxo sangiiineo do '"PXe ¢ ficou ecvidente o fato de que a
comparagdo entre esses dois radiofirmacos deve ser feita em termos de fluxo sangiiineo
cerebral regional para '**Xe (ml/min/100g) e fluxo sangiiineo cerebral regional derivado para
PmTe-HMPAO (ml/min/100g), ao invés de se utilizar as comparagdes entre eles em termos de
taxa de densidade de contagem de **"Tc-IIMPAO e taxa de fluxo sangiiineo cerebral regional
de "PXe.

Outro radiofirmaco notavel que tem sido utilizado para medi¢do do FSC é o N-

isopropil-p-'iodoanfetamina (‘*Z1MP) que, quando injetado intravenosamente , fica retido
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nos vasos pulmonares

sendo liberado deste local, perfundindo em dire¢do a circulagdo

sisttmica. Uma notavel propriedade do '"®I-IMP consiste no fato de sua captagdo cerebral ser

proporcional ao FSCR. Winchel et a] '3 constataram que 'Z[-IMP possui a propriedade 5

perfuséria fundamental de apresentar captagdo cerebral proporcional ao fluxo sangiiineo

cerebral regional (FSCR). Considerando-se o periodo imediatamente posterior a injecdo dos

» 7 123 . ~ . . . . . ‘
radiofarmacos, '»|-IMp possut uma extrag¢do de primeira passagem mais alta para o interior do
i
cérebro se comparada com as dos radiofidrmacos de tecnécio-99m. Assim, as primeiras i
) .. 12 . . )
imagens adquiridas com o '"®I-IMP refletem bem o FSRC'? ¢ por 1sso, comegaram a surgir ‘2’
§
metodologias elaboradas com o intuito de quantificar o FSC. W
o)
2
Entretanto, apesar do rapido clareamento sangiiineo cerebral deste radiofirmaco f Y

dificultar a determinagdo do FSC em termos de valores absolutos, lida et al.’!2

conseguiram superar este problema desenvolvendo um método ndo invasivo de quantificagdo

ndo sujeito a esse tipo de limitagdo. Outro importante radiofirmaco que tem sido utilizado

para quantificar o FSC ¢ o dimero de etilcisteinato (ECD) marcado com tecnécio-99m. Sua

s &g
caracteristica mais marcante & possuir pouco clareamento cerebral pois devido ao fato deste [

, . . . . PRI b ;
ficar fixado no cérebro, tem sido considerado como o radiofarmaco de tecnécio-99m a '8

produzir as imagens tomograficas do FSC possuidoras do melhor contraste. Entretanto, quando

Devous et al.”® fizeram as comparagdes entre as habilidades de medir FSCR entre ™ Tc-ECD

A . 9 "
contra as do xendnio-133, eles concluiram que *™Tc-ECD  sobrestima moderadamente os

fluxos baixos e subestima moderadamente os altos.
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1.8. A Perfusio Cerebral e Suas Aplicagdes Clinicas

O valor clinico de se medir o fluxo sangiiineo cerebral regjonal (FSCR) é reconhecido
ha muito tempo j4 por Lassen et al.” em 1963. A medicina nuclear est4 transformando-se
rapidamente num importante instrumento para o estudo in vivo de neuroquimica cerebral.’
Vérios neuroligantes que t€m sido desenvolvidos estio proporcionando novas conclusges
em varias desordens neurais, que podem incluir desde injlria cerebral até as doengas

vasculares,>3°48!

Radiofdrmacos cerebrais mostraram ser uma nova fonte de informagio a respeito de
dados funcionais do paciente. Mormente a propriedade perfuséria sangiiinea tem sido esse
diferencial precioso para caracterizar alguns estados patologicos. Os esforgos estdo se
centrando cada vez mais no sentido de esclarecer as caracteristicas sangiiineas perfusorias
cerebrais regionais de forma a caracterizar os estados de normalidade, homeostase ou saide e,
principalmente, os desvios da normalidade. A grande vantagem das caracteristicas perfusérias

¢ que determinadas patologias causam modifica¢Ses especificas, de tal forma que permitem a

feitura de seu diagnostico.
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1.8.1. Estudo do Fluxo Sangiiineo Cerebral Regional
Nos iltimos dez anos, um numero

apreciavel de trabalhos cientificos tém sido

publicados a respeito da investigagdo do fluxo sangiiineo cerebral regional, em virias f

patologias neurolégicas e psiquiatricas utilizando-se HMPAO marcado com tecnécio — 99m
para tomografias cerebrais de SPET. A avaliagdo do FSCR pode ser efetuada por meio das

imagens de SPET , auxiliada por uma escala multi-colorida ( ou em matizes de cinza ) ou por
uma analise semi-quantitativa, que € mais utilizada em pesquisa clinica devido ao fato de se

tratar de um processo que possibilita um tratamento estatistico mais exato dos resultados.'®

Em 1998, Abbas et al.' iniciaram

um novo conceito em termos de radiofirmaco perfusoério ;

que consiste em salbutamol marcado com 99"‘Tc, na tentativa de efetuar uma interessante

T e e

investigagdo que pudesse utilizar um farmaco clissico dirctamente como agente quelante de

P"Te. Estes autores perceberam que a prépria estrutura do salbutamol ¢ intrinsecamente um

potencial agente complexante de

B e i S S S

#mTe por possui 4 dtomos doadores de elétrons (3 oxigénios

¢ um nitrogénio) e confirmaram su

. < 99 .
a capacidade de efetuar marcagdes com ™. Assim, o

. . . . 99 .
salbutamol foi eleito no intuito ser capaz de se complexar com **™T¢ ¢ também como agente

diagnéstico neural que possa monitorar desordens do fluxo cerebral.
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1.8.2. Estudo dos Padrdes de Normalidade Perfuséria

Os diagnésticos de anomalias , estados patoldgicos e sindromes,  suscitam

normalmente a comparagdo dos mapas ¢ dados semi-quantitativos, obtidos a partir de estudos

@ tomogréficos dos individuos que estdo sendo analisados com aqueles considerados normais.
‘B  Por isso, ¢ fundamental estudarem-se detalhadamente os padrdes de comportamento de
kN i

h

kit

i
;
i

normalidade anatémica e funcional, de forma a adota-los como uma referéncia a ser utilizada

para comparagses.

Catafau et al.” (o Hospital Clinic, University of Barcelona, estudaram o

comportamento do I'SCR de individuos Jovens ¢ idosos classificados como anatomicamente

s b i o o

normais quando analisados por mapas de CT (“transmission computerized tomography™).
Adicionalmente, os individuos idosos foram submetidos a um ensaio geral de estado mental
denominado “Mini-Mental State Examination” descrito por Folstein et al’® que € uma
metodologia pratica que classifica o estado cognitivo do paciente.

Utilizando-se do radiofarmaco HMPAO marcado com **™T¢, esses autores
investigaram o padrdo normal de distribuigdo do FSCR e sua inter-relagdo com a idade, os
géneros e as assimetrias inter-hemisféricas perfusérias cerebrais. O FSCR foi avaliado a partir

do procedimento semi-quantitativo de SPET, por meio dos indices resultantes da comparagio

de cada regifio do cérebro em relag@o a uma regido-referéncia fixa ( por exemplo o cerebelo ).
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Padraes de Normalidade de FSCR

Apds andlise minuciosa das diferentes regides do cérebro, algumas caracteristicas
perfusérias importantes foram clucidadas e estabelecidas e serdio descritas a seguir segundo
Catafau et al."”

A regido cercbelar mostrou possuir o maior FSCR do cérebro, ficando o lado occipital

com a segunda maior intensidade. A massa cinzenta apresentou valores de FSCR

substancialmente menores que a massa branca.

Relagiio entre FSCR e 0s Géneros

Mulheres e homens das populagdes jovem e idosa estudadas nao demonstraram possuir

diferencas significativas de FSCR.

Relacao entre FSCR e a Idade

Com relagdo a idade, os pacientes idosos saudéveis mostraram possuir taxas de FSCR
significativamente menores quando comparados com as taxas dos jovens nas regides do lobo
frontal esquerdo e na regido posterior do lobo temporal esquerdo. Este achado pode estar
relacionado com o maior grau de atrofia destas regides. O estudo de assimetria inter-

hemisférica mostrou um resultado surpreendente, pois veio a provar que a distribui¢io do
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FSCR das regides cerebrais homélogas pode ser adotada como simétrica independente da

idade. Estudos in vivo usando CT, mostraram haver um aumento progressivo no tamanho dos

ventriculos e sulcos corticais com o passar da idade,83%14! As anidlises ¢ comparagdes dos

hemisférios direito ¢ esquerdo de varias regides homélogas demonstraram que a assimetria
cerebral é minima ¢ independente da idade dos individuos .

Os estudos de assimetria perfuséria sdo um exemplo notavel de como os diagnésticos

podem ser desenvolvidos por inferéncia, de forma assegurar a decisdo do médico pois,

segundo Catafau et al.,"* ainda que 0 FSCR do lobo temporal deva ser avaliado com cuidado
para pessoas idosas, as assimetrias temporais maiores do que 10% podem ser consideradas

como patoldgicas. O grupo dos idosos produziu dados que possuiram um desvio-padrio

levemente maior na maioria das regides cerebrais estudadas, com relagdo a uma regiso-

referéncia. Esta constatagio pode ser atribuida ao diferente grau de atrofia demonstrado pelos

individuos idosos normais. ' Estudos in wvivo utilizando tomografia de transmissio

computadorizada (CT) evidenciaram haver um aumento progressivo no tamanho dos sulcos
ventriculares e corticais com o passar dos anos.®!"!

Em resumo, as pequenas diferengas existentes nos valores de FSCR entre os individuos
de diferentes faixas etarias, comprovaram que as determinagdes utilizando o complexo

HMPAO - *™T¢ e uma gama-camera possuidora de uma tinica cabega sdo muito reprodutiveis

em individuos normais.
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L.9. Estudo de Patologias Relacionadas ao FSCR

L.9.1. Perfusio Cerebral versus Sincope Cardiovascular Reflexa

Tory et al.'*® do departamento de fisiologia do Kuopio University Hospital na
Finlandia, efetuaram uma brilhante pesquisa com a sincope cardiovascular reflexa (S.C.R.). O
estudo desta patologia ¢ especialmente  adequado para ser cletuado com radiofirmacos
perfusérios, pois resulta de um estado de hipoperfusio cerebral, podendo ser provocada tanto
por resisténcia vascular ou por uma pressdo de perfusio cerebral inadequada, devida ao
retorno deficitdrio de sangue ao coragdo ou bombeamento cardiaco deficitario, 3

Estudando seres humanos portadores de sincope cardiovascular reflexa vasodepressora,
Téry et al.'?® provocaram intencionalmente nestes individuos os sintomas da SCR utilizando
0s ensaios investigantes de Kenny et al.® ¢ Sheldon et al''® . Adicionalmente, eles
efetuaram em dias separados um protocolo apropriado para que esses pacientes ndo
apresentassem o estado de sincope possibilitando, assim, a elaboragio da denominada “linha

de base” a ser utilizada como referéncia para comparagdo com as sincopes provocadas.
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Ensaios para Provocar a Sincope Cardiovascular Reflexa

Os ensaios descritos a seguir foram efetuados com o consentimento dos pacientes

utilizando protocolos de estudo aprovados pelo “ Ethics Committee of Kuopio University

Hospital », 126

Ensaio sem a Utiliza¢do de Medicamentos

As 14h00, os individuos portadores de sincope cardiovascular reflexa vasopressora

permaneceram em posi¢do inerte com a respiragdo ocorrendo de forma expontanea durante 5

minutos. Em seguida, suas cabegas foram passivamente vibracionadas de forma a serem
posicionadas eretas a 70°, empregando-se uma mesa vibratéria assim permanecendo por 45

minutos.

Ensaio Efetuado com Administra¢iio de Medicamento Beta-Adrenérgico
Adicionalmente, foi efetuado o mesmo procedimento para a sincope administrando-se,

as 14h00, isoprenalina (por infusdo), com os pacientes sendo vibracionados a  70° por um

periodo de 15 minutos.

v g e g e e
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Ensaio para Obten¢do da Linha de Base

Este protocolo foi utilizado para 0s mesmos pacientes portadores de SCR de tal forma

que estes ndo apresentassem os seus efeitos, ou seja, o estado sincopal. As 14h00, os

individuos foram colocados a uma posi¢do estaciondria, a 70 ° com as suas respiragdes

ocorrendo de forma expontanea por 5 minutos.

L3 2
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A perfusdo cerebral regional foi monitorada por tomografia foténica do tipo SPET 'z

i<

(S

utilizando o radiofirmaco ECD ( L, L - etilenodicisteinadietilester ) marcado com tecnécio- o
2

. ~ s . . A . A

99m e averiguando a pressio sangtinea por meio de um transdutor de impedancia. i
o)

Uma nova descoberta deste estudo foj a confirmagdo de que , para os individuos no =3

5

i

estado sincopal, a perfusdo cerebral assessada por SPET decresceu intensamente durante o 3
74

declinio da pressio sangiiinea, se comparada a dos individuos sob o estado ndo sincopal. Os g
‘§

fluxos sangiiineos cerebrais regionais dos cortex pré-frontal, frontal, temporal, parietal e L

occipital bem como o cerebelo, matéria branca, talamo e striatum claramente diminuiram.

Outro achado desta pesquisa, foi a constatagdo de que o desenvolvimento da sincope i

vasodepressora demonstrou possuir pouca influéncia em relagio ao declinio da pressdo
sangiiinea sistdlica, pois os dados espectrais estudados por estes autores ndo mudaram. Outra
evidéncia interessante foi a descoberta de que a hipotensdo ortostatica esta relacionada com a

. x e as . 126 ;
hipoperfusédo cerebral do fluxo sanguineo na area frontal™ do cértex esquerdo.
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1.9.2. Alteragées Perfusérias em Pacient

es Recém — Operados por Hemorragia Sub-
Aracnéide '

Hemorragia sub-aracnéide (H.S.A) é uma patologia que acaba originando alteragdes

hemodininmicas cerebrais e esta diretamente envolvida com a probabilidade de

ocorréncia de hipoperfusdo regional que, por sua vez, tem sido relacionada com vasoespasmo

para a maioria dos casos.'?’

Entretanto, a demora no diagndstico ou no tratamento implica em alto risco do paciente

sofrer isquemia irreversivel. Apesar de viérias técnicas diagnésticas estarem sendo utilizadas

em hospitais, a tomografia de transmissio computadorizada (C.T.) é considerada a melhor
técnica para evidenci

ar as isquemias irreversiveis. Contudo, esta possui limitagGes no que diz

respeito 4 pouca eficiéncia na detecgdo das deterioragdes clinicas ocorridas no periodo

transiente pés-hemorragico.'% Devido justamente ao risco de ocorrerem deficiéncias

neurologicas do vasoespasmo provocado como resposta secundaria da HSA, os clinicos
necessitavam de um método disponivel que quantificasse a hipoperfusio tecidual.

Em mais um exemplo extraordinario da aplicabilidade dos radiofarmacos perfusérios,
Tranquat et al.'*’ vieram a superar esta limitagdo, com sucesso, utilizando PMTe-HMPAO em
tomografias de SPET efetuadas nos terceiros e oitavos dias posteriores a operagdo dos
pacientes que sofreram HSA. Estes autores quantificaram a hipoperfusio utilizando-se de um
indice de assimetria obtido a partir da comparagdo direta entre as captagdes de duas regides
homélogas de interesse presentes numa mesma sec¢do trans-axial do mapa tomografico
cerebral. Esta pesquisa veio a comprovar que a hipoperfuso foi evidenciada principalmente
do mesmo lado em que as opera¢des foram realizadas ¢, durante o periodo de hospitalizagdo,

o grau de hipoperfusio regrediu progressivamente.
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Outra importante contribuigéo de Tranquat et al.'?’ foj 5 comprovag@o de que um indice

de assimetria menor do que 10% corresponde a uma auséncia de problemas neurolégicos.
Esta constatagdo foi corroborada quando nio se observou significante assimetria entre os lados

direito e esquerdo do cérebro de pacientes que ndo apresentavam nenhum tipo de deficiéncia

neuroldgica.

Para individuos portadores de HSA que foram recém-operados, pode-se dizer agora

que existe um acompanhamento eficaz da perfusdo cerebral que pode ser considerado como

procedimento objetivo para o correto tratamento desses pacientes. Esta técnica de SPET

e . . 14 e , . . . e
utilizando o radiofarmaco 9)"’FC-HMPAO, que € o primeiro exame a permitir o

acompanhamento da hipoperfusio para os casos de pacientes pés operados por HSA, pode ser

executada até em pacientes que estejam sob respiragdo artificial. O acompanhamento pés-

cinirgico desenvolvido por Tranquat et al.'"”’, provou categoricamente que para prevenir a

ocorréncia do vasoespasmo e amenizar riscos de lesdes irreversiveis, os pacientes necessitam

de uma avaliagio mais objetiva em termos de perfusdo cerebral.

Nota: as medidas para se evitar o vasoespasmo consistem na administragio de nimodipina

(30 ug /kg por hora) e terapia hipertensiva com expansio de volume (60mi/kg

diariamente).
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B! 1.9.3. Utilizagio da Perfusio Cerebral para Distinguir as Virias Formas de Deméncia
. ’
As doengas v

asculares tém sido consideradas como a segunda principal causa de

A+ 22 A . ‘
deméncia. Atualmente, os esforgos tém se concentrado em - conseguir um método para

distinguir

dentre as varias formas de deméncia vascular e em desenvolver critérios

ST A N T L e

radioldgicos e patologicos especificos para a deméncia vascular de Binswanger

i

T

JE  (D.V.B.).'78

T . , . A e, .. A . , . .

- Nesta patologia h4 predomindncia de injiria ISqueémica para as dreas periventriculares
- : o :

A ¢ da substancia branca dos hemisférios cerebrais.® Estudos de perfusio cerebral com

5 ; N-isopropil-p-'23Iodo—anfetamina (IMP) em DVB, revelaram um decréscimo significante no

i Indice de perfusdo cerebral no tallamo, ganglio basal e no lobo frontal.'”®  Nos pacientes

afetados S€veramente, a perfusdo foi reduzida em todas as regides neocorticais e subcorticais.*2
Nas tomografias CT para os casos de DVB, normalmente observa-se atrofia cerebral e
lesdes sub-corticais hipodensas da substancia branca rodeando o ventriculo lateral,
denominadas por Hachinski et a] 2 como leucarioses. Entretanto, as leucarioses estudadas até
entdo ndo serviam como sinais definitivos para se diagnosticar a DVB, devido ao fato destas

também ocorrerem para os casos de hipertensdo, deméncia de Alzheimer, deméncia muti-

e s

MRS Lt a3 55

infartada, leucoencefalopatia multifocal progressiva, encefalomielite aguda disseminada,

necrose da substincia branca causada por metotrexato, efeitos biologicos das radiagdes e

leucodistrofia 346

e € 5

g
H
H

Shyu et al.'"®®  desenvolveram uma andlise semi-quantitativa utilizando-se de

5 tomografia SPET e " Tc-HMPAO, em que foram correlacionadas as evidéncias clinicas com

85 neuro-imagens de pacientes possuidores de DVB. Esta analise foi efetuada por comparagdo

das segBes para-sagitais esquerda e direita, e as captagdes relativas do radiofiarmaco foram
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obtidas por normalizagdo das regides cerebrais de interesse como 0s ganglios basais e cértex
com relagdo ao cerebelo.

Nesta pesquisa foi efetuado um procedimento inovador para a andlise quantitativa,
uma vez que os mapas foram analisados por Shen,C-C.do grupo de Shyu et al.'?® sem que este

livesse acesso aos dados das avaliagbes clinicas, pois havia individuos com a patologia e

voluntarios com estado normal de saude.

Estudo das Neuroimagens por CT

Segundo as imagens evidenciaram, leucarioses sub-corticais foram localizadas na
regido frontal para os pacientes com deméncias de média a moderada, classificadas como

pertencentes ao grupo I, e de forma disseminada e difusa para pacientes com deméncia

severa, ou do grupo II.

Estudos em SPET com *™T¢ —-lIMPAO

A comparagdo visual das imagens revelaram redugdo da captagdo frontal cortical do
radiofirmaco  **™Tc-HMPAO nos pacientes do grupo | e uma redugdo amplamente
disseminada para aqueles do grupo II. Os dados semi-quantitativos mostraram resultados
animadores pois revelaram as por¢des parietal e occipital como as importantes regides-alvo
para diferenciar dentre os tipos de deméncia, a de Binswanger, uma vez que estas regides
demonstraram possuir diferentes caplagdes entre os pacientes dos grupos 1 e Il bem como para

os voluntarios do grupo controle.
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Surpreendentemente, os pacientes do grupo Il demonstraram possuir menores
captagdes parietal e occipital se comparados com aqueles do grupo 1, ficando os individuos do

controle com os maiores valores de captagdo. Shyu et al.'*°, conseguiram ainda demonstrar

que a leucariose e os defeitos perfusérios do pélo frontal, sio importantes fatores
determinantes de pacientes possuidores de DVB média. Mostraram ainda que a hipoperfusio

cerebral difusa, a degeneragdo sub-cortical da substincia branca e a atrofia cerebral sdo

provaveis fatores que contribuem com a maior deteriora¢do cognitiva e motora nos individuos

com DVB avancada.
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1.9.4. Mapeamento da Perfusio Cerebral no Auxilio do Diagnéstico e Prognéstico da
Isquemia Cerebral
Introducio

Pacientes que sdo acometidos por acidente vascular cerebral (A.V.C.) agudo, acabam
por ficar com modificacdes seqiienciais do FSC e alteragdes no metabolismo do oxigénio.
Num cérebro normal, o FSC e o metabolismo estdo bem correlacionados de forma regional. A
fragio de extracdo do oxigénio (F.E.O.), que correlaciona a taxa de consumo tecidual de
oxigénio com o suprimento arterial de oxigénio, ¢ também distribuida regionalmente pelo
cérebro.'?

Por outro lado, pacientes possuidores de isquemia cerebral aguda, fregiientemente
apresentam um comportamento para o fluxo e para o metabolismo que perde o paralelismo
com a FEO, e a correlagfio acaba variando consideravelmente. Pacientes que possuem oclusio
da artéria cerebral, apresentam mudangas seqiienciais tipicas de FSC e do metabolismo de
oxigénio.'” Baron, J.C.° comprovou que, as tomografias PET efetuadas 8 horas apos a
ocorréncia do AVC, a partir de compostos marcados com oxigénio-15, demonstraram que o
FSC ficou severamente diminuido ¢ ocorreu redugdo menos severa da taxa de oxigénio
metabolico.

A fragdo de extragdo de oxigénio (FEO), que ¢ um indicador da passagem do oxigénio
do sangue para os tecidos, ficou aumentada a0 maximo pois a quantidade de sangue que
chegou aos tecidos diminuiu muito . A perfusdo demonstrada por este tipo de investigagdo
clinica ¢ denominada perfusio de miséria, pois evidencia o fato do oxigénio suprido pelo FSC

. . . et . 9
reduzido ser insuficiente para atender as necessidades metabélicas do tecido.
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Entretanto, para melhor avaliar os casos de AVC com relagdo a recuperacdo dos

pacientes, € importante salientar que€ mesmo para os casos de perfusio de miséria, os tecidos

podem, pelo menos parcialmente, permanecer vivos, 2 Depois de uma semana apds o quadro

de isquemia ter se instalado, os dados de PET mostraram taxas de oxigénio metabélico

severamente diminuidas, em que os tecidos apareceram danificados nas imagens e até a

FEO ficou reduzida. Este quadro ¢ denominado perfusdo de luxiria, j4 que a perfusio

sangilinea € excessiva, levando-se em consideragdo que o tecido se encontra danificado

. 7 . .. . R .
esquemicamente.” Aos 28 dias, o decréscimo do FSC associado a reduzida taxa de

. ~ . . . 2
oxigenagao metabdlica, refletem a perda celular do tecido danificado.'??

Ja

E muito importante salientar que, para os pacientes que sofreram AVC, a distingdo

entre as areas cerebrais irreversivelmente afetadas por isquemia, daquelas 4reas com

. L. , a . S . 66 .
penumbra, potencialmente fecuperavets por possuirem neurdnios viveis,® pode ser crucial

para o diagnéstico, prognéstico e para a monitoragdo da eficacia da terapia com
medicamentos.

Sob as condigses de hipéxia, ocorrem virios estados de distrbio metabélico como as
dreas de perfusdo de miséria, penumbra e lesdo isquémica de centro infartado 8 Entretanto, a
dificuldade em se monitorar o grau de oxigenagao tecidual in vivo suscita a tomada de decisdo
para as atividades de rotina clinica. Por iss0, os trabalhos no campo da pesquisa clinica tém se
concentrado no desenvolvimento de radiofirmacos que se fixem, scletivamente, em locais
com hipoxia.

Chapman, J.D."® j& em 1979, trabalhando com nitroimidazéis, fez uma importante

- descoberta no campo de compostos que se ligam em regides hipoxicas. Ele constatou que o

tagador [*H]misonidazol ficou retido preferencialmente em células hipoxicas, e que em
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seguida, o grupo 2-nitro imidazol foj reduzido por redutases celula;es, ficando o tragador
preso aos componentes celulares.

Surpreendentemente, a presenga do oxigénio em niveis normais re-oxida
imediatamente esta molécula ndo permitindo sua posterior redugdo e, por conseguinte,
ocorrendo sua retengfio na 4rea em que esta se encontra . Quando o mapeamento dos locais em
hipdxia parecia ter se resolvido, afortunadamente, constatou-se que este tragador ndo era capaz
de ficar retido em tecidos seriamente danificados, os quais estivessem com as redutases
comprometidas. Justamente, nos casos de AVC, alguns tecidos poderio estar nestas condigdes
de degradagdo, ndo permitindo o Mapeamento por este tipo de tragador.

Para resolver tal impasse, Lythgoe et al.® propuseram um novo método de investigacdo
da hipéxia cerebral com a utilizagdo combinada de dois diferentes radioférmacos, a saber, o
marcador de hipéxia iodo-125 azamicina arabinose (' IFIAZA) e o agente perfusério **™Tc-
HMPAO. Estes autores utilizaram estudos em modelos animais, em ratos de linhagem Wistar
que foram submetidos & oclusio do canal carétido, no interior da artéria carétida, de forma a
impedir o afluxo de Sangue para os seus cérebros, numa metodologia denominada modelo
M.CA.O. (“Midle Cerebral Artery Oclusion”).?® Ap6s decorridas duas horas de oclusio,
injetaram-se nos animais '’I-IAZA e ®"Te-HMPAO através da veia femoral mantendo-se o
canal carétido ocluido por mais cinco horas. Seus cérebros foram entdo removidos, congelados

¢ dissecados em segdes de 20 pm .
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Resultados dos Autoradiogramas

As imagens cerebrais emparelhadas dos dois radiofdrmacos, comprovaram que quando
hd um aumento do 'ZSI-IAZA, existe uma concomitante redugdo no fluxo sangiiineo 3
acompanhado pelo *™Tc-HMPAO ¢, desta forma, conseguiu-se delinear a regido que
apresentava hipoxia. 24! Adicionalmente, ficou provado que a retengio do '®I-JAZA ocorreu
nas regides aonde a perfusio cerebral diminuiu moderadamente. Nestes locais, o nivel de
oxigénio é suficientemente baixo a ponto de promover a seletiva retengdo do radiofarmaco.

Entretanto, para as areas que estavam com o fluxo sangiiineo s6 levemente diminuido,
ndo havia nenhuma captagdo de 12SI-IAZA, demonstrando categoricamente que o nivel de
oxigénio permanccia suficientemente alto para oxidar as porgdes nitroimidazol (previamente
reduzidas nas células), fazendo com que a moléculas se difundissem livremente para fora
dessas células sem ficarem retidas. Interessantemente, esta regido pode representar uma area
de perfusdo de miséria, mas com suficiente liberagio de oxigénio para manter a atividade
celular. Justamente, a habilidade em definir areas de perfusdo de miséria pode possuir grande
importéncia na monitora¢do da isquemia cerebral e auxiliar na adequada aplicagdo de terapia
por fairmacos em pacientes que sofreram de AVC.$8 A partir da comprovagdo de tais
evidéncias corroboradas por estudos perfusérios cerebrais com »mre, Lythgoe et al.®®

apresentaram uma notavel utilizagdo do marcador de hipéxia 'PI-1AZA, para possibilitar a

investigagdo da hipéxia cerebral de forma mais incisiva.
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L.9.5. Alteracdes na Perfusio Cerebral de Pacientes com Diabetes do Tipo I

Quirce et al.'og, do Iospital Universitério Marqués de Valdecilla em Santander,
Espanha, verificaram que a qualidade de vida de pacientes diabéticos depende de

procedimentos profiliticos ¢ do tratamento das complicagdes crénicas da diabetes melito. '%®

6l 10 a . . . .
Kannel et al.®' ¢ Barret-Connor et al. » tem considerado a diabetes melito como fator de risco

para desenvolvimento de patologias cerebrovasculares como o AVC. Apesar de Kameyama et
al.® terem provado que ha envolvimento de artérias cerebrais para esta patologia, poucos
trabalhos t€m sido desenvolvidos no campo de perfusio cerebral, mormente com aqueles
individuos diabéticos que ndo apresentam doengas cérebro-vasculares.'?* A confirmagdo e a
validagdo da técnica de SPET com *™Tc-HMPAO para avaliar o fluxo sangiiineo cerebral
(FSC) € sua consegiiente introdugdo na pratica clinica, tém criado novas possibilidades para
correlacionar as chamadas alterages sub-clinicas em termos de fluxo sangiiineo cerebral de
pacientes diabéticos.'® Quirce et al.'® acreditam que estas alteragdes podem permitir uma
sele¢do precoce dos pacientes que possuam risco de contrairem doenga cerebrovascular de
forma a iniciar, de forma intensa, as medidas profilaticas.  Jiménez-Bonilla et al.’$ ,
pesquisadores do mesmo hospital , detectaram alteragdes no fluxo sangiiineo num ntmero
grande de pacientes com diabetes melito.

De posse de tantos dados, Quirce et al.'”® elaboraram um estudo prospectivo de SPET
com 99mTc-HMPAO, a respeito do FSC de pacientes com diabetes melito que ndo possuiam
doengas cerebrovasculares. Foram efetuados fatiamentos trans-axiais de SPET do cérebro, ¢

cadaum deles foi subdividido em 50 regides de interesse (R.1.) para comparagdo das regides
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homélogas dos hemisférios esquerdo e direito. Os mapas dos indiyl’duos com a patologia
foram entdo comparados contra os mapas de individuos do grupo controle em termos de
porcentagem de captagdo e, as RI's que demonstravam valores de captagdo com diferenga
superior ou inferior a dois desvio-padrdo, eram consideradas como areas de hiper ou

hipoperfusio.

A Incidéncia da Hipoperfusio

| . 0 . . ~
O estudo de Quirce et al '8 evidenciou alteragdes de fluxo sangiiineo, tanto

hipoperfusérias quanto hiperperfusoérias. Apesar dos individuos do grupo controle também
apresentarem  alteragdes de fluxo sangiiineo, nio houve uma diferenga preferencial na
incidéncia de hipo ou hiperperfusio.

Entretanto, para os individuos diabéticos, as areas de hipoperfusdo predominaram sobre
aquelas de hiperperfusio. O alto grau das alteragBes na populagio com diabetes & uma
evidéncia animadora de que o status de seu fluxo sangiiineo cerebral ¢ muito diferente do
grupo-controle, mesmo quando estes individuos com a patologia ndo possuem nenhum sinal
clinico ou ocorréncia prévia de distirbios cérebro-vasculares .

A severidade do disturbio, diagnosticada a partir dos dados de fluxo sangiiineo, pode
ser futuramente definida pelo numero de regides de interesse (R.1.) envolvidas, ja que para os

individuos possuidores da patologia, notou-se uma maior incidéncia de RI’s alteradas se

comparadas as RI’s do grupo-controle.
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A hipétese sustentada por Quirce et al.'® ge que o dano cerebro-vascular ocorre em
associagdo com as complicagdes vasculares do diabetes melito ¢ reforgada pela comprovagio
da existéncia das RI's com hipoperfusdo. Os locais que demonstraram possuir a maior
incidéncia de hipoperfusio consistem nas regides frontal, fronto-temporal e o cerebelo.

A hipoperfusdo na regido frontal tem sido relatada também por Keymeulen et a] 6465 ,
0s quais basearam suas explanagdes no efeito da hipoglicemia no fluxo sangiiineo cerebral e
por Somers et al.'??, que correlacionaram a hipoperfusdo com ensaios neuropsicolégicos.

Os resultados das investigagdes de Quirce et a], '8 ¢ Jiménez-Bonilla et al.* tem
confirmado a existéncia de alteragdes sub-clinicas no fluxo sangiiineo cerebral para uma série
de pacientes e tém definido suas regides de ocorréncia preferencial. Com isto, estes

| pesquisadores confirmaram a importancia da utiliza¢do de dados a respeito do fluxo sangiiineo
cerebral pela técnica de SPET como procedimento para diagnosticar tais alteragoes.

Uma vez que as pesquisas ja se desenvolveram a este ponto, falta ainda conseguir
informagdes adicionais quanto a fisiopatologia dos pacientes portadores de diabetes melito, no
que diz respeito ao envolvimento cerebrovascular, com vistas a estabelecer  as medidas
preventivas definitivas.'®  Talvez a principal limita¢do da tomografia SPET efctuada com

P 1e-HMPAO seja o fato de ndo permitir a quantificagio absoluta do FSRC. !¢
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1.9.6. Correlagiio entre Mudangas no Fluxo Sangiiineo e Epilepsia

Ja na década de 30, Penfield, W !06.107

mudangas de fluxo sangiiineo

observagdes intraoperativas em vasos sangiiineos piais.

46

conseguiu encontrar evidéncias sistémicas de

associadas com ataques epilépticos focais por meio de

9 . ar
Como pondera Duncan? , as técnicas PET

em pacientes epilépticos de forma nio invasiva. Segundo Engel, 1.3

¢ SPET podem investigar essas mudangas

técnicas de SPET ¢ PET est4 na dependéncia de se localizar o foco epiléptico.

Contudo, SPET é o procedimento tomografi
modificagdes no FSC relacionadas com o foco epiléptico

radiofdrmaco 99"‘Tc-HMPAO ¢ utilizado.

radioativo, a maior fragfio fica aprisionada no interior do tecido cerebral ,

a aplicabilidade das

co mais indicado por ser capaz de detectar

» principalmente quando o

Uma vez que apés a inje¢do deste tragador

estudos ictais e imediatamente pos-ictais de FSC por SPET na préatica clinica rotineira.

isto possibilita os

Duncan® descreve trés alteragdes do FSC apés ocorréncia de um ataque de origem

temporal com hiperperfusdo de todo o Jobo temporal. Num periodo compreendido em, no

méaximo, 2 minutos de ocorréncia do ataque denominado pés-ictal

temporal apresenta hiperperfusdo, com ocorréncia de hipoperfusdo no cértex

latera

1.2

imediato, o cértex médio

Apés

decorrer um periodo de 15 minutos, a hipoperfusio manifesta-se sozinha, a qual pode ser

localizada ao lobo temporal ou mais difusa para alguns casos. Por sua vez, os ataques de

origem extra-temporal parecem mostrar um padréo distinto de mudangas de FSCR.

Savic et al.'"

observaram a ocorréncia de uma importante redugdo de ligagdes no

receptor benzodiazepinico no foco epiléptico. Levando-se em consideragdo o fato do

. . . 123
radiofirmaco iomazenil marcado com ‘2]

ter tornado possivel o estudo de ligagdes ao
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receptor benzodiazepinico, Uemura'? pdde prever que este tipo de ligante pode ser adaptado

para aplicagdo em larga escala na pratica clinica.

1.10. A Evolugiio dos Radiofirmacos Perfusérios Cerebrais de **™T¢ Baseados em
Ligantes Aminotiélicos

1.10.1. Introdug¢io : Requisitos Moleculares para Imagem de Perfusio Cerebral

Os radiofarmacos, ao serem injetados intravenosamente, irdo formar imagem de
perfusdo cerebral uma vez que possuam a capacidade de passar eficazmente para o interior dos
tecidos cerebrais, refletindo o fluxo sangiiineo regional.’’ A natureza descontinua do
revestimento dos capilares distribuidos pelo corpo ¢ tal que permite a livre passagem de
pequenas macromoléculas através dos espagos intercelulares.”’ Para o cérebro, entretanto, o
revestimento endotelial ¢ caraterizado por possuir jungdes fortes entre as células a ponto de
ndo permitir a difusdo de tais macromoléculas nem por meio de pinocitose.''* Ao conjunto de
fatores que contribuem na restricdo da motilidade do soluto da corrente sangiiinea para o
cérebro denomina-se “barreira hematoencefalica”. O ideal seria utilizar o transporte ativo de
substdncias para fazer adentrar tragcadores no espago intracerebral mas normalmente, o

cérebro ird limitar a entrada de substancias especificas, como nutrientes essenciais e

' metabolitos que possuem caracteristicas moleculares rigidas. Para que os compostos de

i sejam passiveis de sofrer transporte ativo eles deveriam manter caracteristicas

moleculares dos agentes endégenos como momento dipolar, tamanho, carga, formato a ponto
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de serem confundidos com eles. Entretanto, a incorporagdo de **™Tc em moléculas se d4 por

formagZo de complexos que sdo estruturas volumosas e acabam por interferir nas propriedades

intrinsecas dos agentes end6genos inviabilizando a utilizagéo do transporte ativo.

Afortunadamente, a barreira hematoencefélica se comporta igualmente as outras

membranas biolégicas no que diz respeito a facilidade da difusdo simples de moléculas que
possuam adequada lipofilicidade. Este processo permite a difusdo através de membranas

biolégicas que é proporcional & diferenga de concentragdo entre os lados interno e externo,

com a substdncia migrando da regido mais concentrada para a menos concentrada,

podendo difundir-se para o lado de dentro ou para fora. Este tipo de difusdo simples possui
vérias vantagens por ndo causar dispéndio de energia, nio ser passivel de saturagio além de

ndo ser inibido por outras substincias.?’
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1.10.2. Fatores que Influenciam na Difusiio de Firmacos

.Peso Molecular ‘quanto maior for o peso ou o tamanho fisico da molécula, menor tende a ser

a difusdo

| Ligagio as Proteinas Plasmiticas : firmacos fortemente ligados as proteinas plasmaticas

estardo menos disponiveis para difundirem-se através das membranas
Grau de Ionizagdo : a passagem de moléculas por membranas biolégicas € intensamente
depreciada com o aumento do grau de ionizago.

A afinidade entre diferentes espécies quimicas estd relacionada com o fato de

possuirem  caracteristicas de polaridade préximas. Assim, compostos polares possuem

tfinidade por compostos polares e compostos apolares sdo afins de compostos apolares.

Interessantemente, estes conceitos sio relativos ao grau de polaridade que o composto possui,

assim pode-se dizer que a afinidade entre 2 compostos tende a ser maior quando suas

polaridades forem préximas.

Uma vez que as membranas biolégicas possuem constituigdo lipo-proteica sabe-se que
esla comporta-se preferencialmente como entidade apolar devido ao fato da fragdo lipidica

(apolar) ser predominante.
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.11, Complexos de Nitrogénio e Enxofre Marcados com *°™

Tc que Cruzam a Barreira
Hematoencefilica '

A partir de dados coletados da quimica inorgénica, os ligantes  aminotiélicos

bldentados e tridentados mostraram Possuir a propriedade de formar complexos neutros com

T além de serem facilmente sintetizaveis. Entretanto, estes tipos de ligantes nio

formaram complexos estaveis com *"T¢, desabilitando-os para o uso em hospitais e

clinicas . Dannals et a].2° puderam provar que estes complexos possuindo *™T¢ faziam

ripidas trocas com o *Te, evidenciando assim, a nio estabilidade destes.

Estruturas Bidentadas Estruturas Tridentadas
/ \ /\sn
RHN SH
SH
aminoetanotiol bis (mercaptoetil) aminas

Figura 2 - Estruturas ligantes de 2™ Tc
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Alte

99m.

rmativamente, foram sintetizados ligantes que possuissem mais pontos de ligagdo

com o Te, ou scja, as estruturas tetradentadas bis(hidroxietil)elilcnodiaml’nicas. Apesar

destas formarem complexos neutros, nos estudos de estabilidade elas mantiveram o

mesmo inconveniente de apresentarem sensivel troca com ligantes.5’

Entretanto, analogos tetradentados contendo dois grupos tiélicos no lugar das duas

hidroxilas produziram complexos neutros com *™Tc Menos  susceptiveis as trocas com

outros ligantes capazes de fornecer uma captagdo transiente e correlacionada com o fluxo

cerebral, caracteristica perfuséria desejada.”

Estruturas Tetradentadas Diaminoditiélicas

N\

NH HN NH HN

SH HS SH HS

Figura 3 - Estruturas ligantes de *™Tc

Depois da descoberta dessas qualidades, restava fazer modificagdes que resultassem

a I. Kung et al.”"? | em 1984
num radiofdrmaco melhorado em sua captagdo ou retengio cerebral. Kung et al. , ,
utilizaram-se de ligantes aminotiélicos ( inicialmente denominados de BAT , bis aminotois)
que formavam complexos neutros de **Tc e que fossem capazes de transpor a barreira

hemato-encefélica devido ao fato de estarem desenvolvendo agentes perfusérios cerebrais.

TETI e
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Neste trabalho foram feitas substitui¢des nos hidrogénios etilénicos e no hidrogénio aminico

do ligante de forma a tentar otimizar a captagiio cerebral, conforme a figura 4 abaixo:

R’

Figura 4 - BAT derivados marcados com **™T¢ concebidos por Kung et al.”!

Apesar dos diferentes derivados marcados apresentarem lipofilicidade e tamanhos
moleculares variados, suas Captagdes cerebrais ndo foram melhoradas a contento. Para
olimizar sua retengdo no espago intracerebral, a estrutura deveria entio possuir propriedades
fisico - quimicas diferentes.

Existem grupamentos quimicos que podem ser adicionados, por exemplo a estrutura
(DADT) e que sdo apolares e capazes de ultrapassar membranas biolégicas e, depois de
Mentrarem, passam a se polarizar no pH natural do ambiente proporcionando maior retengdo

cerebral. Trata-se de grupamentos aminicos ligados lateralmente ao DADT . A adigdo

)
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desses grupamentos alquilaminicos ao esqueleto DADT para incrementar tal captagdo foi

inicialmente sugerida por Kung et al.”

Efange et al.*' conceberam varios ligantes do tipo BAT possuindo uma cadeija

slquilaminica na posicéo 5 com o nitrogénio sendo substituido por diferentes grupos quimicos

Ri,R2, R3, Ry, Rss ., figura 5 :

0 NH Rl :
LLN k3
RS R4 ;

Figura 5 - Derivados BAT piperidinicos marcados com *™T¢ concebidos por Efange et al.*!

A inclusdo da porgio alquilaminica promoveu melhora significativa na retengao
cerebral destes radiofarmacos. A partir dai, os pesquisadores tém criado diversos derivados
slquilaminicos e os ligantes BAT passaram a ser denominados de DADT (diaminoditiol).

A adigdo desses grupamentos alquilaminicos ao esqueleto DADT foi inicialimente
estudada por Kung et al.”” num trabatho que foi o ponto de partida para a elucida¢do de
informagdes importantes a respeito das estruturas quimicas que se  formam especialmente

quando o tecnécio-99m se complexa no esqueleto DADT. Quando o tecnécio se complexa com
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a porgdo DADT possuidora de um grupo alquila na posigdo 4, o nitrogénio 4 por constituir

o vy 3 © A e ~ ;. c . A
hibridagdo sp”, possui trés ligagdes quimicas e um par de elétrons livres formando angulos de

sproximadamente 109° entre si,

ocupando no espago uma figura geométrica com o formato

préximo ao de um tetraedro. Assim,

quando o tecnécio se complexa , o nitrogénio 4 ¢ capaz

de posicionar o grupo alquila e duas diferentes maneiras, originando assim, dois tipos de
compostos estereoisdmeros, denominados respectivamente epimero A e epimero B ( figura 6
abaixo ) devido ao fato de originarem dois picos diferentes na espectrometria de ressonancia
nuclear magnética de préton ¢ na cromatografia liquida de alta eficiéncia . Esse tipo de

. . . . . . 31,69,84
estereolsomeria geométrica foi também verificada por alguns autores.

) Epimero A Epimero B
) 0
o T —Tow_
| A A4
kN/ \N. N NH

3 isémero syn- isomero anti- D

. . sy 99
Figura 6— Isdmeros geométricos de derivados DADT N-etilpiperidinicos marcados com **™T¢
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Chiotellis et al.'” ensajaram diferentes tipos de ligantes aminotidlicos de forma a

averiguarem quais deveriam ser as eslruturas mais adequadas para complexar com 99"'Tc,

que fossem neutras ou lipofilicas e que pudessem ser consideradas como 0 ponto de partida

para a criagdo de radiofdirmacos perfusérios cerebrais congéneres. Foram entdo concebidos

ligantes do tipo N,S, | N3S2, N4S; denominados de ligantes de configuragio A, configuracdo B

e configuragio C respectivamente, figura 7. Os diferentes tipos de ligantes foram marcados

¢

P"Te e avaliados por meio de distribuigdes biolégicas em animais.

. ‘ St
HS a N\/\R

Configuragdo A

R2 R2 R2 R2
R]

1S / \ SH
H H

Configuragio C

99m . . 17
Figura 7 — Diferentes Ligantes N,S,, N3S,, NS, de *° Tc, Chiotellis et al.
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achados de Efange et al.’, Chiotellis et al. também concluiram que as maiores afinidades
pelo cérebro eram devidas a inclusio de um grupamento alquilaminico adicional ao ligante de
configuragio A. O grupamento aminico foi incluido em R, figura 7. Outro importante achado
de Chiotellis et al.'” consiste na constatagdo de que o distanciamento do £rupo aminico com
relagdo ao ligante DADT de configuragdo A, provocado por uma cadeia alquilica mais longa
propicia a formacio de complexos de ®™T¢ com pouca afinidade pelo cérebro.

Assim, de forma a melhor esclarecer a influéncia exercida dos grupos alquilaminicos
nos radiofirmacos projetados a base de ligantes DADT, Scheffel et al.''4 efetuaram também
uma investigagio de compostos equivalentes aos de Chiotellis et al.'” de forma a avaliar a
influéncia dos pka’s de diferentes aminas ligadas por cadeia alquilica ao complexo *™T¢ -
"' DADT na captagdo cerebral dos radiofarmacos. Scheffel et al.'"* utilizaram-se de compostos
¢quivalentes aos da configuragdo A de Chiotellis et al.'"” em que seus grupamentos aminicos

foram modificados, como mostra a figura abaixo:

p/ ;“:
» P\ /_-§<
13
H HS N SH
u/ N\ R
R=
/
\_/N N\ \__/N
I 2 3
O <
vN VN\__/O \—/N
4 5 6

Figura 8 - Derivados DADT N-ctillaminicos sintetizados por Scheffel et al.'"?
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Adicionalmente, Scheffe] et a] ‘!¢ estudaram também o efeito provocado por derivados

alquilaminicos possuindo cadeias carbénicas estendidas possuindo 6 grupos metilénicos

HS SH

l/\/\/\N /\/\/\N/
L
7 < : 8 \
l/\/\/\N’ 6 1/\/\/\N~<
9 -/ 10
Figura 9 - Derivados DADT N- hexilaminicos sintetizados por Scheffel et al.'"*

Para estes diferentes derivados sintetizados, Scheffel et outros'! correlacionaram seus
coeficientes de particdo octanol-tampdo, com as respectivas captagdes cerebrais de forma a
elucidar quais seriam os melhores candidatos a serem utilizados como agentes perfusérios
cerebrais. Os resultados demonstraram claramente que a grande maioria dos radiofarmacos de
”"'Tc, baseados nas aminas de cadeia carbonica mais curta (figura 8) demonstraram possuir
maiores coeficientes de particio e superior captagdo cerebral, se comparados aos
correspondentes radiofarmacos de cadeia estendida da figura 9.

O complexo formado entre o derivado 3 ¢ ™ Te resultou num coeficiente de partigdo
mais elevado e na maior retengdo cerebral.  Em realidade, os derivados de cadeia carbdnica
estendida foram criados por Scheffel et al.'" na tentativa de resultarem em radiofarmacos mais
lipofilicos e, portanto, possuidores de maior captagdo cerebral . De fato, o coeficiente de

particdo possui propriedade aditiva-constitutiva, ou seja, a inclusio de, por exemplo, grupos

TRy
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CH; numa molécula, faz com que esta tenha um incremento em sey coeficiente de partigdo que
pode ser um fator 2, podendo chegar até 4.'880
Na prética, entretanto tais radiofdrmacos de cadeia mais longa demonstraram possuir
menores coefi icientes de particdo, ou seja, menor lipofi licidade, contrariando a propriedade
aditiva-constitutiva. Leo ef a] % descreveram quais poderiam ser as influéncias das mudangas
conformacionais de compostos organicos em solugdo no comportamento aditivo-constitutivo.
De acordo com estes autores, quando cadeias alifdticas se tornam suficientemente
longas, pode-se prever que elas tendem a formar helicéides em solugdo com a formagio de
estruturas moleculares em formato de goticula de 6leo. Se a cadeia alifatica assumiu o formato
de goticula, pode-se esperar que o niimero de moléculas de dgua que permanecem presas nas
redondezas (formando um aglomerado de moléculas qué permanecem vibrando) seja menor do

que o niimero de moléculas de agua que ficam circundando uma cadeia estendida , como na

figura abaixo:

H0 0 11O Hy0 6] 1120 0 >0
H,0 Hy0 2 >0 2 ”20”20“20 H,0 20 T 0[{2() 11,0 0”20
Hy “201120“201120” o2 “201120“20H2 150 2 [;2()“20 H, o H2 HyO

mokcula distendida

H0
1,0 H,0
1,0 1,0
H,0 H,0
1,0 H,0
H20 o 10

mokéculy contorcida
Figura 10 - Aguas de solvatagdo em cadeias estendida e contorcida
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Como resultado, o coeficiente de particdo das cadeias mais alongadas nio

experimentam os incrementos esperados nos coeficientes de partigdo. Adicionalmente,

114 . . a . .
Scheffel et al. perceberam ainda que o aumento da cadeia carbénica 0casionou aumento nos

valores de pka aparenle, propiciando maior protonag¢do das aminas e, consequentemente,

depreciando a entrada dos radiofarmacos no €spago intracerebral.

LIL.1. Quelatos Bifuncionais de ¥mre do Tipo DADT

Comparando estruturas quimicas capazes de se complexar com *™T¢, Volkert!3!
concluiu que relativamente poucos ligantes mostraram ser eficientes para a preparagdo de

quelatos formados a partir de pequenas quantidades de quelantes, da ordem de grandeza de 50

pmoles ou menos.

Para se conseguir tal eficiéncia, os ligantes acabam por ser estruturas tetradentadas,
contendo grupos tiol sendo os restantes, grupos constituidos por atomos de nitrogénio
doadores de elétrons, usualmente sob forma de nitrogénios aminicos oy amidicos."!

As estruturas do tipo diaminoditidlicas (DADT), baseadas no conceito de “agentes
quelatos bifuncionais” tém sido utilizadas para concctarem especificamente **™T¢ ou rénio as
biomoléculas com a vantagem de se utilizar pequenas quantidades de ligante ou de

Sy . : 5,6,7,21,57,
biomolécula pré-conjugada.>®
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Baidoo et al.>%7 desenvolveram um processo de marcagdo especial de um
grupamento DADT bifuncional do tipo tiolactona, Capaz de se associar com biomoléculas, pois
ele se conjuga com por¢Ges aminicas de forma a liberar grupos -SH livres, permitindo assim
a incorporagdo de *™Tc ( sob forma de * 9'"Tc-glucoheptonato) com estas biomoléculas, com

atividades especificas estimadas em 18,5 GBqg/umol, esquema 5 ;

]
1 >L\ v I >L‘\ /*<
\N N NN

S HiN-R*
—_—
(R’ =bionnlécula)
SH SH HS

#uc glucoheptonato

Esquema 5 —Quelato tiolactona N,S, para formar bioconjugados **"Tc-DADT adaptado de
Baidoo et al.®’
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A porgdo diaminoditidlica tem sido utilizada para marcar especificamente agentes-alvo

com afinidade por receptores bioldgicos. Os complexos de Te ou Re formados, considerados

¢omo a por¢do conjugada da molécula como um todo, sdo neutros ¢ lipofilicos®!%8 para se

difundirem livremente através das membranas celulares. DiZio et a].28 sintetizaram um

conjugado de progestina em que a por¢do DADT esta acoplada ao esteréide, como indica a

figura abaixo:

>

R'—§ N OH

(0]

Figura 11 - Conjugado de Progestina e DADT , Dizio et al.2®

B R e oS S Y ai s

Pesquisas utilizando-se do conceito de marcadores bioquimicos tém incluido quelatos

DADT conjugados com peptideos de tal forma a ndo interferir na capacidade destes peptideos

j  em se ligar a receptores bioldgicos. Segundo Lister-James et al.®, os peptideos possuindo até

1
i
48
1
§

3.500 Da, considerados de baixo peso molecular e que sdo capazes de se ligar a receptores
f  Dbioldgicos se constituem em excelentes agenles  para a criagdo de radiofarmacos adequados
para efetuarem ligagdes especificas, de forma a atuarem como marcadores bioquimicos que
. produzam imagens in vivo.

: Para simplificagdo de terminologia, Lister-James et al.%° cognominaram os peptideos de

¢ tecnécio como “techtides” e, de forma a aportuguesar tal neologismo adotou-se a palavra

B “tectideos”.
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1.12. Tectideos de DADT que se Ligam as Plaquetas Ativadas

. 5 . . . , .
Lister-James et a) 8 Investigaram uma categoria de petideos capazes de se ligar com o

receptores do tipo GPIIb/IIa que se situam na porgio superficial das plaquetas ativadas. Esta

venosos e arteriais, os quais ocorrem ¢m casos de trombose venosa profunda, embolia
pulmonar, placa aterosclerdtica rompida, acidente vascular cerebral (A.V.C), infarte do
miocardio, além de certos tumores.

Uma vez que as moléculas que conseguem mediar a adesdo celular » tals como
fibrinogénio, fibronectina e o fator de Willebrand, ligam-se ao receptor GPIIb/IIIa através de
uma seqii€ncia peptidica Arg-Gly-Asp e ja que esles trés amino-acidos possuem somente uma
baixa afinidade pelo receptor, Lister-James et al.** estudaram uma série de peptideos de alta

afinidade pelo receplor, em que o dominio de ligagdo do receptor foi confinado

conformacionalmente dentro de uma porg¢do sulfeto ciclica,

»t
1
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O peptideo P357, figura 12 abaixo, ¢ um dimero que possui a seqiiéncia especial Apc-
Gly-Asp, em que 0 amino-acido arginina foj substituido pela Apc (S~(3—aminopropil) cisteina )
para melhor se acoplar ao receptor bioldgico. O P357 inclui em Sua estrutura o ligante DADT

que € capaz de se complexar com *™T¢ 3 temperatura ambiente:

CHj S H ©

[
/—( D-tYR)-Apc-Gly-Asp— NHCI C-Gly-Gly~Cys(Acm)-Gly-Cys(Acm)~Gly-GI)*-N[IC(NH2
O

o

"\h/\/\/[LN/\/

St H

CHj S
/—( D-t YR)~Apc-GIy-Asp— NI IC:)IC-G ly-Gly-Cy s(Acm)-Gly -Cys(Acm)-Gly -Glyl~Nl ICONIR2
(0]

) H 0

Figura 12 — Peptideo P357, dimero conjugado com DADT » Lister-James et al.%

Em testes com animais o P357 demonstrou possuir alta Captagdo a nivel de trombo.

Além disto, o peptideo P357 tem fornecido excelentes imagens clinicas nio somente para

g tombose venosa profunda, mas também para embolia pulmonar.
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L13. Pré-Farmacos de DADT que Agem Como Carreadores de Radiofirmaco

Gongalves et al.* desenvolveram radiofirmacos possuidores do ligante DADT e de

um grupamento quimico lipofilico carreador criado por Bodor et al.'2 » Com caracteristica
especifica de facilitar a retengdo cerebral. Este grupo carreador  di-hidropiridina (DHP)

constitui-se de um anel piridinico reduzido que possui grande oxidabilidade de forma a se

transformar num grupamento piridinio, que ¢ polarizado positivamente com carga idnica : 5
L&)
;
>
N
-
P
| 2
N -
H :
Ho ) \ 3
\ O /\/ o
N N _.x
Tc ‘
/ N forma di-hidropiridina (apolar) 5
SH HS P 5
(O] y
lo :
N B
lll N
H 7‘:' —\
: AN O /\/
N N
N % o
Te
- 7N forma piridinio (polar)
M SH HS P (p

«

. e g .1 40
Esquema 6 — Oxidacdo do composto di-hidropiridina, adaptado por Gongalves et al.*
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Dessa forma, estes firmacos foram projetados para, uma vez injetados, sua porg¢do
DHP ¢ capaz de adentrar no cérebro sob forma de di-hidropiridina. Uma vez que a sua
oxidagdo tenha acontecido dentro do cérebro, se transformando na forma piridinio, o farmaco
polarizado fica retido no cérebro por tempo maior. Em realidade a por¢do DHP foi criada e

fundamentada no conceito de pro-farmaco pois uma vez atingido o tecido-alvo, esta se

i transforma no farmaco biologicamente mais ativo, ou seja, a espécie polar piridinio é capaz de

i

;' . . ~ ~ . - - ~ ..
2. ficar retida no cerebro devido ao fato de ndo conseguir sair do espago intracerebral por nio &
‘ ;.: b

S transpor a barreira hematoencefalica. ?

i J
8 4
4 J
g D
< u
S Z

Cy J

4 ?
iy . ’ - 9 o
1.14. Marcadores Bioquimicos Baseados em DADT - "¢ :

¢

]

3 :
4 Kung et al.%® num exemplo notavel de avango no campo diagnéstico da Farméacia :
.. 4
S Nuclear bascada em quelatos DADT- ¢ 9'“Ic, desenvolveram um novo conceito para !

®  marcadores bioquimicos. Enquanto os grupos de investigagdo concentram os seus esforgos em
desenvolver radioférmacos marcados com tecnécio-99m para o mapeamento de receptores
biolégicos , Kung e outros.® apresentaram a comunidade cientifica em 1998, uma pesquisa

iniciada ha dois anos, novos compostos derivados do tropano marcados com o mesmo

h R S el

radionuclideo, que forneceram imagens capazes de avaliar os agentes enddgenos
¢ transportadores da dopamina, no sistema nervoso central. Tais tropano-derivados, conjugados

. 9mr a : .
S 8 uma por¢do DADT, apés serem marcados com *™Tc, tém sido considerados como agentes

iteis para o estudo do mal de Parkinson, efetuado através de imagens in vivo de SPET.
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Segundo os mesmos autores, a captagdo cerebral dos tropano derivados deve ser estudada em

especial para os primeiros dois minutos, apés ter sido efetuada a administragdo intravenosa do
radiofirmaco, pois este espago de tempo notavel ¢ um indicador-chave para a avalia¢do da
penetragdo na barreira hematoencefalica. Um dos tropanos estudados, denominado TRODAT,

figura 13, demonstrou possuir uma captagio cerebral, expressa em Yedose/érgio, de 0,4%

considerada como boa para a construgdo de imagens além de possuir excelente captagio

seletiva para o striatum, sugerindo com ISSO possuir ligagdo aos transportadores da dopamina

no cérebro :

Figura 13 - TRODAT marcado com % Tc , Kung

cta

68
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L1S. Criagiio Racional de Radiofirmacos Perfusérios a Serem Marcados com **™T¢

O desenvolvimento racional de agentes perfusérios cerebrais marcados com "™,

S¢ concentra na descoberta de complexos que combinem corretamente propriedades fisicas
que os permitam se comportarem  como tragadores de livre difusdo.* Mas, para que o
candidato seja adequado ao uso rotinciro em SPET ele deve, nccessariamente, possuir uma
retengdo cerebral tal que seu clareamento do cérebro nio mude mais do que um fator 2. ¥’

A pesquisa de novos farmacos ¢ tarefa ardua uma vez que a tentativa aleatéria de
criagdo de uma nova estrutura quimica que satisfaga os requisitos a que se destinam possui

b g probabilidade de 1/3.000 a 1/20.000, niimeros que inviabilizam a pesquisa laboratorial

 ativos que ndo impliquem em sintese de um nimero tdo grande de compostos.
Entretanto para reduzir expressivamente as tentativas, deve-se desvendar quais sdo as
B propriedades fisico-quimicas que o farmaco possui e que confiram a ele a acdo biolégica que

. se deseja desenvolver.  Para se possuir um maior dominio das forgas que guiam a agido

0 biolégica estdo surgindo procedimentos que quantificam as influéncias de cada propriedade
1 fisico-quimica como a Q.S.A.R. ( “Quantitative Structure Activity Relationship” ) e a Q.S.P.R.
* A (“Quantitatie Structure Property Relantionship”).

. ik 17 de estabelecer relagdes estrutura-
De acordo com Wold e Eriksson'”’, o processo de estabelece ¢

[ atividade confiaveis envolve alguns passos importantes que estdo intimamente relacionados .
Primeiramente, sdo selecionados os compostos  representativos que possibilitem o ajuste e
validagdo da QSAR. Em seguida, procede-se entdo a caracterizagio quimica multivariada

desta série de compostos e a caracterizagdo do perfil bioldgico destes. Procede-se entdo a

N
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modelagem de QSAR ¢ 3 validagdo do modelo. '3’ Hui et al.%° elaborarqm uma investigagio de
QSAR justamente g respeito de radiofirmacos perfusorios cerebrais DADT marcados com
PnTe utilizando analise por regressdo mialtipla, de forma a claborar equagaes que
quantificassem a influéncia de cada parametro fisico-quimico na atividade biolégica, expressa
em % captagdo cerebral. Tais equagdes passam a ser importantes instrumentos de modelagem
molecular, uma vez que possam predizer a atividade biolégica de novos congéneres,
candidatos a radiofdrmacos. A grande vantagem deste tipo de procedimento estd em se
minimizar o tempo de desenvolvimento laboratorial ¢ os esforgos para se obter farmacos

otimizados uma vez que promoveu-se sensivel redugio no nimero de candidatos requeridos

para serem concebidos e ensaiados.
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1.15.1 Escolha Racional de Candidatos a Radiofirmacos Perfusorlos i DADT
Baseada nos Descritores Moleculares Quantitativos

O desenvolvimento racional de novos farmacos, pode ser

baseado em descritores

quantitativos de suas propriedades fisico-quimicas qQue estejam significativamente relacionados

com sua atividade bioldgica.

Por inimeras vezes a atividade biolégica dos farmacos foi comprovadamente

correlacionada preferencialmente a um descritor molecular, A natureza dos descritores

utilizados e a extensio com que eles podem codificar as Caracteristicas das moléculas, se

constitui numa tarefa crucial do estudo de QSAR.>
Dentre as centenas de descritores, pode-se citar os pardmetros fisico-quimicos como o
hidrofébico, estérico ou eletrénico, ou descritores estruturais como a freqiiéncia de ocorréncia
de uma estrutura, oy podem ser eletrnicos os quais sdo obtidos a partir de calculo de orbital
molecular, ou geométricos obtidos a partir calculo de superficie de area molecular.’

Serdo

descritos a seguir os descritores moleculares que foram cfetivamente utilizados na modelagem

: . (. 99m
molecular dos candidatos a radiofirmaco perfusério bascados em *™Tc-DADT.
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1.15.2. Coeficiente de Parti¢iao®®%

Dentre os viarios trabalhos de QSAR elaborados para farmacos cerebrais, ja € consenso

Rk

=g

o fato do coeficiente de partig¢do ser o principal descritor molecular a ser estudado e otimizado

ik

uma vez que ele dita se o farmaco ¢ Capaz ou nao de adentrar no cérebro, ou seja, de transpor a
barreira  hematoencefilica. O cérebro possui grande seletividade com relagdo  as

b caracteristicas de polaridade dos compostos quimicos que conseguem penetrar no seu interior.

A fisiologia cerebral ests correlacionada com a geracdo e recepgio de impulsos

Rervosos, que sdo fenémenos de natureza elétrica. A entrada de compostos polares no interior
do cérebro, como por exemplo eletrdlitos, ocasionaria uma indugio ou estimulagdo nervosa
desordenada. Dessa forma, a barreira hematoencefilica s6 permite a livre difusio de espécies
quimicas lipofilicas ou com um determinado grau de apolaridade ndo importando se as
mesmas sio de natureza enddgena ou exégena.

Entretanto, quando se projeta um farmaco para ficar retido no espago intracerebral, este

ndo pode possuir uma apolaridade muito pronunciada pois possuird tanto a facilidade de entrar

como a de sair, ficando dependente do gradiente de concentragdo de farmaco existente entre
BB o5 dois lados. Outrossim, sua estrutura apesar de ser lipofilica, deve possuir um certo grau de

polaridade. De forma a melhor ajustar o grau de polaridade dos farmacos, foi desenvolvido

um descritor fisico-quimico denominado coceficiente de parti¢io que mede a distribui¢io de um
soluto quando submetido a agitagdo entre 2 liquidos imisciveis, a saber o sistema n-octanol-
fgua. Uma vez que as taxas de concentragdo do soluto, distribuido entre as duas fases, ¢
constante e ndo dependente dos volumes utilizados, o processo de parti¢io ocorrera de forma
aestabelecer um equilibrio , pois ha tendéncia de qualquer espécic molecular simples de soluto

se deslocar para o solvente em que possui afinidade preferencial .

i 1 o AN« AR i 4a g 3 b5 g 1
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Neste sistema de solventes, o n-octanol representa a fase apolar e a agua, a fase polar.

Quando determinado firmaco ¢ submetido & agitagdo no sistema n-octanol-a4gua com seus

solventes pré-saturados mutuamente, ele se distribuj preferencial pela fase que possui
polaridade mais préxima da sua. Assim o coeficiente de parti¢do ¢ calculado dividindo-se sua

concentragdo na fase organica por sua concentragdo na fase aquosa:

[ farmaco ] fase organica

coeficiente de parti¢io =
-

[ farmaco ]fase 4quosa

Equagio 2

O coeficiente de particdio ¢ uma medida quantitativa e que acaba por fornecer

informagdes a respeito com relagdo a polaridade de um composto.

.t ——
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1.15.3. Descritores Eletronicos de Molécula Total

Existem virios descritores de molécula total que tém sido utilizados para efetuar sua

’codiﬁcag:éo eletronica.®  Dentre cles destacam-se a polarizabilidade ¢ refratividade na
modelagem de novos radiofarmacos perfusérios, pois além de serem propriedades fortemente
‘ eorrelacxonadas entre si, estas sdo uma medida da susceptibilidade que a molécula tem de se
Iomar polarizada.*® Adicionalmente, polarizabilidade & uma propriedade que esta relacionada
”‘eom a estabilizagao intramolecular de jong organicos em solugdo, '*138

Sabe-se que o maior afluxo de radiofarmaco para o interior do cérebro ocorre nos
primeiros minutos apoés ter sido injetado intravenosamente. [sto significa que se o
§ rdiofirmaco possuir alta polarizabilidade, e se este se polarizar no espago intracerebral, tem-
s entdo um especial mecanismo para aumentar sua reteng¢fo cerebral.

Poiarizabilidade ¢ uma medida da facilidade relativa de distorgdo da nuvem eletrénica
de um sistema dipolar quando exposto a um campo elétrico externo. Polarizabilidade & um
descritor eletronico a ser explorado nos candidatos g radiofdmaco perfusério por estar
implicada também com a estabilizagdo de uma amina protonada® . Portanto, estabelecer uma
. correlagdo existente entre polarizabilibidade e captacdo cerebral, significa achar um indicador
itil na modelagem de um firmaco que transponha a barreira hematoencefélica e se protonize

- . pH e ambiente intracerebral ficando assim retido mais intensamente.

Afortunadamente, em 1984, Gasteiger e Hutchings®  até entio pesquisadores do

' Organisch-Chemisches Institut, Technische  Universitit Miinchen, desenvolveram
| brilhantemente um modelo de metodologia de calculo tedrico de polarizabilidade que se
gjustasse com as determinagdes empiricas ensaiadas por eles. Segundo tais autores, o valor de

X qualquer modelo s6 pode ser estimado ensaiando-se sua fidedignidade contra dados ja

3
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diferentes grupos de dados experimentais, a saber:

i

i - Dados quimicos obtidos a partir de equilibrios de transferéncia de préton em alquilaminas

(as determinagdes foram efetuadas em fase £asosa para eliminar as complexas influéncias

dos solventes) ;

- Dois tipos de dados fisicos relacionados a determinagses de espectro fotoelétrico de

raios-X : medida de elétrons ESCA que sdo associados aos deslocamentos da energia de

ligagdo dos elétrons 1s de nitrogénio ¢ dados derivados da combinagio de experimentos

ESCA-Auger efetuados em cloro ¢ germanio.

3
k

i Gasteiger et al.*® desenvolveram O termo ay, ou polarizabilidade efetiva que possui as
i
1

dimensdes da polarizabilidade e € uma medida da energia de estabilizagdo molecular,

1.15.4. Labilidade a Hidroélise

A quimica organica tem estudado a labilidade de grupos funcionais em presenga de

solventes. Nos fenémenos denominados de solvdlise, os solventes, que possuem o papel de
agentes dispersantes de soluto, passam a reagir com estes assumindo o papel de reagente e
" fazendo com que o soluto seja degradado a outro tipo de espécie quimica (quando o solvente

em questdo € a dgua, o processo ¢ denominado de hidrélise).

conhecidos. Assim os modelos de polarizabilidade foram ensaiados e comparados a {rés
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Interessantemente, a hidrélise é um processo de solvélise notavel, considerando-se og

farmacos de uma forma geral, por se levar em consideragdo que estes estardo, de alguma

forma, imersos em agua tissular, sangiiinea, linfatica, intersticial, lacrimal, etc.

Ao invés de ser estudado €omo processo de degradagio dos farmacos, a solvélise tem

sido utilizada pela  técnica de latenciagdo de farmacos como forma de otimizagio de sua

biodisponibilidade. Assim, sdo concebidos pro-farmacos possuindo grupamento quimico
hidrolabil que, apds serem administrados no paciente, sofrem hidrélise liberando no local de

agdo o firmaco, espécie biologicamente ativa.

Friis et al.’ descrevem 0 pré-farmaco rolitetraciclina que foi projetado para possuir

em pH 74 a 37°C, liberando a tetraciclina. As bases de Mannich se degradam

independentemente de catalise enzimatica pois as taxas de hidrélise ocorrem de forma similar

tanto em soluc;ﬁes—tampﬁo como no plasma.

Assim, em termos de latenciagdo de farmacos, labilidade é um caso especial de
descritor molecular utilizado em estudos  de QSPR  (“Quantitative Structure- Property

Relationship™).
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Pré-Farmacos Esteres : Fun¢des Bio-Labeis

Segundo Friis e Bundgaard®® | os ésteres sdo fungdes largamente utilizadas como pré-

firmacos devido ao fato do organismo humano ser prodigo em possuir esterases capazes de
hidroliza-los. A distribui¢do de tais enzimas & difusa no organismo e virios tipos podem ser

encontrados no sangue, figado e outros orgéos e tecidos.>

Os ésteres podem e devem ser modelados para fornecerem ao pro-farmaco a

caracteristica de labilidade in vivo para que os subprodutos formados assim, sejam as espécies

biologicamente mais ativas, o que significa em termos de radiofarmacos perfusérios, maior

retengdo cerebral , como no €squema 7, abaixo:

Jarmaco L
pro Jarmaco

—|  pré Jirmaco

biotransformagdo
(a)

ragdc
+

Q-...\P:.‘/ZQQ.::Q

<

Esquema 7 — Biotransformagao enzimatica (a), ou ndo enzimatica (b) intracerebral,
. 36
Friis e Bundgaard




R, figura abaixo.

h’

R'—C—0—R~

Figura 14 — Substituintes da fungdo ester

Entretanto, no sistema biolégico tais previsdes ndo se aplicam, por se¢ tratar de

1 gy s .36 . . s . .
hidrélises enzimaticas. > Og cleitos estéricos geralmente influenciam ¢ alteram tanto as taxas

de hidrélise ndo enzimatica como enzimatica. Friis et al.’® atentaram para o fato de que para

que este tipo de hidrélise enzimatica » as propriedades hidrofilicas e a carga do éster podem
exercer as influéncias mais intensas e ponderaram que os dados a respeito de hidrélise nio

enzimatica ndo podem ser usados como referéncia confiavel para predizer o comportamento

das reagdes catalisadas por enzimas. Segundo cstes autores, a meclhor forma de se obter uma

impressdo precoce da taxa de hidrolise in vivo de um pré-farmaco pode ser a mensuragio de tal

taxa de hidrdlise justamente na presen¢a de um sistema apropriado que possua o tipo de
’5 enzima que se deparard com o pro-farmaco como por exemplo o plasma, homogenato de

tecido cerebral para o caso dos radiofarmacos perfusérios cerebrais.

GOMISSES NACIONLL OF EHERGIE MULIFAR/SY (b
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Deve ser notado o fato de existirem sensiveis diferengas entre as susceptibilidades de

hidrdlise enzimatica de Esteres, considerando-se 0s diferentes tipos de Csterases e de

experiéncias laboratoriais do que no plasma humano.?$
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2.0BJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver novos radiofarmacos do tipo diaminoditiélicos marcados com *™Tc de

como potenciais agentes perfusérios cerebrais. Inicialmente, escolheram-se agentes
diagnosticos tomograficos cerebrais, devido ao fato destes estarem se constituindo num dos
maiores campos de interess - medicina nuclear, gra gama de informagdes que eles
podem fornecer a respeito d. :nte.

O escopo fundamental do trabalho consistiu em dar continuidade, no Brasil, as
pesquisas mundiais de escolha de novos radiofarmacos de *™Tc do tipo diaminoditiélicos, a

serem utilizados como agentes perfusérios cerebrais para diagndsticos tomograficos SPET.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

O objetivo geral suscita, por sua vez, tarefas estratégicas basicas imprescindiveis ao
/ seu andamento, como a nacionalizaqéo da tecnologia de sintese dos derivados
diaminoditidlicos e o desenvolvimento de metodologias para separagdo e purificagdo dos
' intermediarios de sintese, que sdo as espécies quimicas adequadas a4 marcha de reagdes e

! que conduzem a rota sintética até a obten¢do dos novos compostos quimicos, candidatos a

o o v n s A RO o 31+ = v
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com relagdio as suas atividades bioldgicas increntes as estruturas quimicas , delineando assim
as alteragdes estruturajs que conduzam a atividade biolégica desejada. Outro procedimento de
planejamento racional utilizou-se da técnica de QSPR, de forma g estudar grupamentos
quimicos que uma vey ligados & estrutura DADT,  otimizassem Suas carateristicas de
biodisponibilidade no €spago intracerebral.

Com o intuito de “hsaiar o potencial dos novos derivados DADT marcados com
o COmo agentes perfusérios cerebrais, efetuou-se distribui¢ges biolégicas em
camundongos Swiss, para ensaiar seus desempenhos em adentrar o espago intracerebral, bem

€omo as suas capacidades de ficarem retidos peste local.
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3. MATERIALIS, PLANEJAMENTO E METODOS
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3.1. MATERIAIS

3.1.1. Reagentes - Solventes

- Acetona PA (Carlo Erba) ;

- Acetato de etila PA (Merck) ;

- Acido p-tolilsulfénico PA(Merck) ;

- Acido cloridrico PA (merck) ;

- Acido sulfurico PA (Merck) ;

- Agua deuterada, GE (Merck) ;

- Boroidreto de sodio PA (Fluka) ;

~"‘ - Butambeno, picrato GF (Abbott — Laboratérios do Brasil) ;
Cloreto de aménio PA (Sigma) ;

- Cloreto de cloroacetila PS (Fluka) ;

' - Cloreto de sédio PA (Merck) ;

- Cloroférmio deuterado, GE (Merck) ;

. l,2-diamino-2—metilpropano PS (Fluka) ;
-Dicloreto de dicnxofie PS (Aldrich) ;

- Dimetilsulféxido deuterado GE (Merck) ;
- Etanol PA (Merck) ;

- Eter dietilico PA (Carlo Erba) ;

- Fter de petréleo PA (Merck) ;

- Hidreto de litio e aluminio PS (Fluka) ;

5

- Hidroxido de sédio PA (Merck) :

81
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- Isobutiraldeido, purissimo> 99¢, (Fluka) ;

- Metanol PA (Merck) ;

- Pertecnetato de sddio, solugdo estéril apirogénica eluida de gerador
- Sulfato do magnésio PA (Nuclear) ;

- Tetracloreto de carbono PA (Merck) ;

- Tetraidrofurano PA (Merck) .

Onde:

PA = grau de pureza para anélise
PS = grau de pureza para sintese
GF = grau farmacéutico de pureza

GE = grau espectroscopico de pureza

?Mo- *™T (IPEN) ;

82
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3.1.2. Equipamentos

- Aparelho para determinagio dos pontos de fusido e ebuligdo Mettler, modelo FP-5, Suiga ;

- Balang¢a modelo HM100, Helmac, Brasi] ;
- Balanga analitica Mettler-Toledo modelo PB 303, Suiga ;
- Calibrador de radioistopos, modelo Mediac, Nuclear Chicago, Estados Unidos;

- Contador automatico de Po¢o, com cristal de Nal(TI), modelo MAG 312, Berthold,

Alemanha ;

B - Cimara de cintilagdo digital planar Gama Technical, Micro Segams Sofier System, modelo

V4.19, Hungria ;

kL

k - Camara anidra acrilica para manipulagdo de materiais higroscépicos, IPEN, Brasil ;

L - Contador automatico tipo pogo, com cristal de Nal(TI), modelo ANSR, Abbott, Brasil;

- Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Waters - Multisolvent System, com degaseificador,
detetor UV e integrador Waters, Estados Unidos e com detetor de radiagdo gama Camberra;

- Espectrometro de ressonancia nuclear magnética Brucker de 300 MI Iz, Estados Unidos ;

- Espectrémetro de ressonancia nuclear magnética Brucker de 200 MHz;

- Espectrofotdmetro de infravermelho com transformada de Fourrier, 1750, Perkin Elmer,
Estados Unidos ;

- Evaporador rotatério Biichi, modelo R-124, Suica.

- Glove box com pressio negativa para manipulagdo de materiais radioativos ;

- Medidor analégico de pH Metrohm Heriseo, modelo E-350-B, Suiga.
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3.1.3. Aparatos de Vidro

- Aparelho dessecante de Abden Halden ;
- Aparato de destilagdo com coluna de Vigreaux ;

-Baldes de reagdo de 3 e 4 bocas com condensador de bolas ;

- Funil de adigdo com pressdo compensada ;

- Aparato de cromatografia em coluna do tipo “Flash Chromatography" com vavula de alivio

de pressio;

- Aparato de Dean-Stark .

3.1.4. Materiais Gerais

- Oxido de aluminio para cromatografia em coluna (Merck) ;

- Silica gel para cromatografia em coluna ( Aldrich) ;

- Silica gel aluminizada para cromatografia em camada delgada TLC (Whatman) ;

- Papel para cromatografia em camada delgada de fibra de vidro impregnada de silica-gel tipo

ILTC-SG (Gelman) ;

- Silica-gel para “Flash Chromatography” (Aldrich) ;

;}f‘ - Silica-gel — 60 A° para cromatografia em coluna (Riedel de Hien) ;

3.1.5. Animais

-Camundogos adultos fémeas Swiss

e . T by s
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3.2. PLANEJAMENTO
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3.2.1. PLANEJAMENTO DAS ROTAS SINTETICAS

Sintese dos Derivados Diaminoditiélicos (DADT)

Inicialmente, sintetizou-se ¢ intermedidrio I do tipo 2,2'—diti0—bis(2—metilpropanal)

‘S reagindo-se isobutiraldeido com dicloreto de dienxofie -

0O O
2>\/< + S,Clh \—»M~s
H H

I

Esquema 8

—metil-l,2-diaminopropano

,3,6,6,10,1 0-hexametil-1 ,2-ditia-S,S-diazaciclodeca-

Esquema 9
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O processo de redugdo da diimina I1

pelo boroidreto de sodio propicia a formagdo
de trés produtos I r,

I’*) como descrito minuciosamente no trabalho de Joshua et a] 58 :

SOLIDA HI'

imidazolidinoditiazepina

ditiadiazaciclodecano

imidazolidinoditiazepina

F III: 7,7-dimetil-],],4,4-tetrametilimidazolidino [1,2-d] ditiazepina
I 3,3,6,6,10,10—hexametil-1,2-ditia-5,8-diazaciclodecano

- 1. 8,8-dimetil-l,l,4,4-tetrametilimidazolidino [1,2-d] ditiazepina
Esquema 10

wis: IPED
~AMISSAO NACIONAL DE ENFRGIA NUCLFAR/SP
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Para separar estes produtos, desenvolveu-se po IPEN  Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares, uma eficaz metodologia, como segue :

Desta etapa em diante as rotas sintéticas se bifurcaram pois utilizou-se na rota sintética- |

0 composto monociclico purificado, ou intermediario P, para obter o derivado DADT-

butambeno. Na rota 2, os isbmeros biciclicos foram utilizados para obter os derivados

DADT«diisopropilaminico » DADT-diisobutilaminico e DADT-piperidinico ramificado.

R TR R B s e
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Rota Sintética 1

Procede-se primeiramente 3 reducdo do intermediario Inr

» monociclico utilizando-se 0
método de Shiba et 4] '!? » que € um processo brando -

H\ > \ H
N N H > \ H
>[ j< LiAIL 4 _, NN N T
» 1 \ S
§ — g

Inr

\41!

Esquema 11 - Redu¢do Branda do composto I’

Cl/\[((:l ‘ nzi~3~@>~ﬂ~o/\/\
(
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Rota Sintética 2

Colocam-se os dois isdmeros I ¢ J11° para reagir com o cloreto de cloroacetila, sabendo-se
$6 I reagira ,Jd que a amina secundaria do composto 1’ ests estericamente impedida pelas

duas metilas em posig¢io a a ela. Portanto, 11’ forma cloridrato com as moléculas de

HCI provenientes g acilagdo : o cloridrato IV’ ¢ eliminado por filtragio em que 1V passa

para o filtrado):

r ]
_ S—s8

N N N N

' + "

, ZCI/“\/CI 1H — +
S“S\ﬁ S—S8
N—TN"

—~ e

I v

—

LS e o oy

Esquema 14 - Acilagdo dos isémeros III e 1
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Reagio que Determina og Novos Compostos

Reage-se entio com o intermediario v com as

diferentes aminas bara se obter difereptes
produtos ( por isso ag amin

as sjo consideradas reagentes diferenciadores), como ilustra o
" esquema abaixo -

S— s
i e
S/ Y N N—"N
i 0

/
, X~
= v Vv R

"

Esquema 15 - Reagdes que determinam os novos compostos

TTLTORI NN T AR CSE 1T
AOMISSLS oy Toonnog R I

NN EEEEIL ‘. -
SUTTIL S L 0

Vs




93

: Ultima Etapa: Redugio Enérgica
| O intermediario v Passa por uma reducio quimica enérgica que € capaz de quebrar a
ligagdo dissulfeto, a ligagdo no anel imidazolidinjco e de reduzir a carbonila a metileno,
; formando os produtos finais :
* S— S
q SH HS
R LIAIH 4
N N R'
O N\ - >r/ N
\V "
Esquema 16 — Formagio dos produtos finais v R

Adicionalmcnlc, utilizou-se 4 interessante metodologia  que Lever et 418

. desenvolveram, bara prosseguir a rotg sintética sem Separar os inte
i

reagindo-os conjuntamente com 3 amina, que € o reagente diferenciador :

- NH N NH N /
g \ . > / N
- >Y“'/ \IO]/\ ¢! R \Cn)/\ \ R"
- v v

+
S—s R" f 3
X~/ T\Cl N~ "

O N\
v

A%
. 1 84
Esquema 17 - Mctodologia de Lever et al.




Os compostos V e V?

um mesmo produto final VI :

Ultima Etapa : Redugao Enérgica

passam entdo por uma redugio enérgica de forma a produzirem

SH HS
LiAlT 4

/5

Vl R"

Esquema 18

94
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Compostos DADT Marcados com 99mr,.

Radiofirmacos Perfusérios

Os diferentes derivados DADT » compostos VI, como indicado na figura 15, se ligam

com tecnécio-99m, sob o estado de oxidag¢do VI dando complexos piramidais. O #*"T¢ (sob

forma de 6xido Tc=0) liga-se aos dtomos de nitrogénio e enxofre, formando um tipo de

complexo tetradentado:

O

|
S/’TC\S——
N{ N—/

N— R
Compostos VI /
Rll

Nota: as metilas ligadas aos carbonos quaternarios possuem o importante papel de estabilizar
0 complexo tetradentado formado pelo *™Tc e o esqueleto DADT.

Figura 15

P

E importante esclarecer o fato de que uma parte da estrutura destes compostos
denominada de “estrutura complexante” possui unicamente a fungdo de possibilitar a
marca¢do pois se liga habilmente com o radionuclideo *™Tc. As pesquisas da quimica de
coordenagdo do rénio e tecnécio tém concluido que para os compostos sejam complexantes
¢ficientes, suas estruturas devem possuir liberdade conformacional, por isso os compostos V

¢ V' sdo reduzidos de forma a promover a abertura de seus anéis diminuindo grandemente a

rigidez da estrutura.



a captagdo cerebral dos

firmacos. Assim, quando

wor
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3.2.2. Planejamento Racional dos R

Hui et al.*® trabalhando com relagSes quantitativas estrutura-atividade,

fortemente dependente de seu coeficiente de partic

valores logaritmicos de coeficiente de parti¢do de 20
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adiofarmacos Perfusérios de ®™Te do Tipo DADT

Concepgiio do Derivado DADT-Diisopropilaminico (DADT - DIPA)
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no apice da parabola ter-se-a uma captagdo cerebral otimizada.

¢ Efetuando-se entdo a primeira derivada da fun¢do quadritica do grafico 1 , equagdo 3
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J2.2. Planejamento Racional dos Radiofirmacos Perfusérios de *Te do Tipo DADT
Concepgdo do Derivado DADT-Diisopropilaminico (DADT - DIPA)

Hui et al.”® trabalhando com relagdes quantitativas estrutura-atividade, mostraram que

derivados aminicos de DADT marcados com ™T¢ ests

fortemente dependente de seu coeficiente de parti¢do. Neste trabalho foram comparados os
valores logaritmicos de coeficiente de parti¢do de 20 destes compostos, com os respectivos
valores logaritmicos de suas captagdes cerebrais. Como j& é notério dos estudos de QSAR,
log %captagdo cerebral ¢ uma fungdo quadratica do log coeficiente de particdo (P) dos
fimacos. Assim, quando Hui et al.* efetuaram a regressdo linear miltipla de log %

captagdo cerebral em fungio do log P, eles obtiveram uma relagdo parabolica com um
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Griafico 1 — Elaborado por Hui et al.*®

no apice da parabola ter-se-a uma captagdo cerebral otimizada.

Efetuando-se entdo a primeira derivada da fungdo quadratica do grafico 1 , equagdo 3
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elaborada por Hui et al.*°, se determinar o log P correspondente ao ponto de tangéncia da

curva , onde a captagiio cerebral serd a maior para esses tipos de derivados estudados.

log (%cap.cerebral) = - 0,26 log P*+ 1,79 logP-2,88
[n=20,r=086s=021 F5.17 (nivel de significéncia>99, 9) ], Hui et al. *°
Equagiio 3

1* Derivada:

0=2x0,26 logP-1,79 => log P =3,4423

O valor notével de 3,44 para log P passa a servir entdo de referéncia para a concepgio
de um novo candidato a radiofirmaco P"Tc-DADT desta série de derivados DADT
alquilaminicos.

De posse destes dados, a professora Dra. Anténia Tavares do Amaral, membro do
Instituto de Quimica da Universidade de Sio Paulo, calculou através do programa de
computador CLOGP, os valores dos coeficientes de parti¢do tedricos dos compostos 1 a 6 da
tabela 1 abaixo de forma a compara-los com os valores obtidos experimentalmente por
Scheffel et al.'"* (os compostos 7 a 10 foram desprezados devido ao fato de resultarem, em

geral, em radiofarmacos de débil captagdo cerebral).
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Grupamentos Substituintes R: >LO\N/R m ,/?4< C\O /_?ON
>(>”< TN T D)

M1 (log P) | CLOGPT A log P | log PMy | log fid/d [Polarizabj

FOSTO | Experim. | Cal. calc.- exp. ef:stlidvz;d:‘, lonliredo
1A 2,78 4,79 2,01 2,10 2,1 7,518 1,9540,19
2A 2,21 3,40 1,19 1,92 1,3 5,913 1,1140,15
JA 3,22 5,30 2,08 2,15 1,9 7,522 1,94+0,32
4A 2,38 6,36 3,98 2,23 3,1 7,086 1,43+0,19
5A 2,40 3,52 1,12 2,11 2,3 7,131 1,48+0,20
6A 1,82 3,83 2,01 2,00 0,3 5,994 1,1540,20
TA 2,04 2,26 0,4 7,651 0,74+0,14
§A 1,53 2,32 0,5 5,826 1,00+0,20
9A 2,79 2,33 2,2 7,339 0,69+0,03
10 A ‘ 1,04 2,19 0,5 6,128 0,61+0,10
1B 2,52 4,79 2,27 2,10 3,0 7,518 0,47+0,12
2B 2,41 3,40 0,99 1,92 2,0 5,913 0,88+0,11
iB 3,14 5,30 2,16 2,15 2,7 7,522 0,10+0,02
4B 2,08 6,36 4,28 2,23 3,4 7,086 0,18+0,06
5B 2,47 3,52 1,05 2,11 3,3 7,131 0,1240,01
6B 2,23 3,83 1,60 2,00 0,7 5,994 0,18+0,03
7B 2,03 2,26 -0,1 7,651 0,6840,17
8§B 1,50 2,32 0,5 5,826 1,14+0,32
9B 2,84 2,33 2,1 7,339 0,05+0,01
10B 1,04 2,19 0,5 6,128 0,0610,01

- Onde: PM; (peso molecular de R), fid ( ndo dissociado), d (dissociado), A (isébmeros ou
epimeros do tipo A), B ( isdmeros ou epimeros do tipo B) .
;: Dados: log P experimental, log PMg, log id/d, %dose /6rgdo, coletados de Scheffel et al.

o)
¢

o Tabela 1 - Descritores moleculares relacionados ao coeficientes de parti¢do
e polarizabilidades efetivas de derivados **™Tc-DADT alquilaminicos .
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Os valores de AlogP constantes na tabela | sdo resultado da diferenga existente entre

0s lopP determinados experimentalmente por Scheffel et al.'™ e 0s calculados no programa

CLOGP. Os valores de AlogP podem ser utilizados como importante recurso para se modelar

novos candidatos a radiofarmacos perfusérios **™Tc-DADT congéneres. Para tanto, o

comportamento da nova estrutura deve ser similar ao daquela pela qual se efetuou o céleulo de

AlogP, pois procedendo-se assim, o paralclismo entre os dados tedricos e os praticos sera

mantido e o AlogP possui assim caréter inferencial.

Entretanto, este paralelismo s existird uma vez que o nitrogénio do candidato a
radiofArmaco possua substituintes parecidos com os substituintes de um produto que possua
dados experimentais de logP , como um dos 20 compostos da tabela 1, pois procedendo-se
assim, o pKa do produto que est4 sendo modelado ndo sera expressivamente diferente daquele
jd sintetizado e os comportamentos de ambos serdo parecidos. Em seguida, num procedimento
inverso, modela-se no computador um novo derivado possuidor de uma estrutura quimica que

resulte num valor tal de CLOGP que subtraido de AlogP resulte num valor proximo de 3,44.

Desta forma, criou-se no presente trabalho o candidato a radiofirmaco perfusorio

”“'Tc-DADT, denominado derivado DADT-Diisopropilaminico ( DADT — DIPA):

<
Lk

Figura 16 - Derivado DADT-Diisopropilaminico ( DADT — DIPA)

. AR e e e s e

e
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O DADT - DIPA foi escolhido por apresentar um CLOGP de 5,08 e pode-se, através

de caleulo, estimar o seu valor experimental de logP,se este for comparado com o composto 2 ,

. fabela | , pagina 98, devido ao fato dos dois apresentarem comportamentos de pka préximos
) ‘_-"? . uma vez que seus nitrogénios sdo parecidos, figura 17. Entdo subtrai-se o AlogP de 1,19 (do
| composto 2A ), do valor de 5,08 (CLOGP do DADT DIPA) obtendo-se 3,89 que se aproxima

consideravelmente do valor notavel] 3,44.

E S SH |
- DADT-DIPA I

| /
BEEVAN /’\/\i“/

i Composto 2 AN
Figura 17 - Similaridades entre os nitrogénios do DADT-DIPA e do composto 2
Pode-se citar aspectos comuns aos nitrogénios desses 2 compostos:

- Os nitrogénios sdo terciarios ;

- Os nitrogénios sfo aciclicos ;

- Ascadeias carbdnicas entre o nitrogénio do grupo R e a porgdo DADT, s#o etilénicas.
E importante notar que, para se efetuar este tipo de modelagem inferencial utilizando
Alog P ¢ mister se certificar que o tipo de amina a ser adotada possua um pKa aparente
adequado tal que o radiofarmaco nio se ionize antes de encontrar a barreira hematoencefilica,
. 0 que depreciaria grandemente a captagdo cerebral. O trabalho de Huj et al provou

categoricamente  que, dentre  os 20 derivados DADT alquilaminicos estudados, os que

L T T apna————
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possuem um pka aparente maior que 6,9 apresentaram uma captagdo cerebral depreciada,

como segue :

Composto pka Aparente O/Oadpo()sse /Scrfll;fll.)ro
1A 53 1,95 + 0,19
1B 4,4 1,11 £ 0,15
2A 6,1 1,94 £+ 0,32
2B 5,4 1,43 £ 0,19
3A 5,5 1,48 + 0,20
3B 4,7 1,15 + 0,20
4 A 4,3 0,74 +0,14
4B 4,0 1,00 £ 0,20
5A 5,1 0,69 £ 0,03
5B 4,1 0,61 £ 0,10
6 A 7,1 0,47 £ 0,12
6B 6,7 0,88 + 0,11
7 A 7,0 0,10 £ 0,02
7B 75 0,18 + 0,06
8 A 6,9 0,12 + 0,01
- 6,9 1,18 £ 0,03
9 A 52 0,68 + 0,17
98B 5,3 1,14 £ 0,32
10 A 6,9 0,05 £ 0,01
10B 6,9 0,06 + 0,01

Tabela 2 — Valores de pKa aparente e de captagdo (% dose/cérebro) dos epimeros de

»"Te-DADT retirados do trabalho de Hui et al. >
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Na modelagem da estrutura do derivado DADT-DIPA foi incluida também a
influéncia do descritor cletrénico de molécula total ay, (polarizabilidade cletiva), equagdo 6,
pgina 119, com o intuito de aumentar a estabilizagdo dos nitrogénios protonados® no interior
do cérebro, uma vez que inicialmente seu coeficiente de parti¢do foi projetado de tal forma
que ele possua lipofilicidade que o permita transpor a barreira hematoencefélica. Assim,
foram escolhidos dois substituintes isopropilicos para a amina do substituinte R (ver desenho
da pigina 98) que proporcionaram uma alta polarizabilidade de 8,946, superior a de todos os
compostos da tabela 1. Este valor de ay foi alcangado gracas as ramificagdes dos 2 grupos

isopropilamina ligados diretamente em R que promovem um ganho significante em .
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Concepcio do Derivado DADT-Piperidinico Ramificado (DADT - PR)

DADT-Piperidinco Ramificado ( DADT - PR) foi modelado para possuir um valor de

g maior do que os derivados sintetizados por Scheffel et al.'"*

Para se e estudar a interligagdo entre polarizabilidade efetiva e captagdo cerebral foi
feita a comparagio dos ay’s dos compostos que possuem cadeia carbdnica igual (com dois
carbonos) e nitrogénios com substituintes similares (nitrogénios  piperidinicos ) , ou seja,

compostos 1A, 1B, 3A, 3B, 4A, 4B, 5A ¢ 5B ( tabela 1 ) com seus respectivos valores de

captacdo cerebral, como mostra o grafico abaixo :

2,5
g
g 2 K Zma
v
© 1.5 "
(] b
B0 .
§ 1 . 2 l/.
Z 0‘/
© 90,5
e ’
o~
0 T 1 L 1

7 7,2 7,4 7,6 7,8 8

polarizabilidade

Grifico 2
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O grifico 2, que foi claborado de forma a incluir os cpimeros A ¢ B, mostrou possuir

um coeficiente de correlagio (r)de0,769 .

Entretanto, quando correlacionaram-se somente os Epimeros A com as respectivas

captagGes cerebrais obteve-se um r de 0,941. Este coeficiente de correlagdo maior se deve ao

fato de se considerar somente os Epimeros A que sdo isémeros geométricos e com isso

diminuem-se as flutuagdes originarias do comportamentos dos Epimeros B que sio

quimicamente diferentes.

Segundo evidencia o grafico 2, os valores mais altos de polarizabilidade estdo

- relacionados com as maiores captagGes cerebrais. Isto implica numa informagdo de suma
importancia no sentido de se projetar um substituinte R que, segundo a equagdo de Gasteiger
¢ Hutchings®® | possua valores de ay quantitativamente maiores .
3 Para que isto seja possivel, deve-se escolher R's com substituintes carbdnicos
ligados ao nitrogénio que possuam o maior grau de ramificagdes possiveis, pois as drbitas
mais préximas ao nitrogénio central ¢ que atuardo na estabiliza¢do de sua carga. Desta forma
¢que o R do tipo piperidinico ramificado foi escolhido Ja que possuira um gy de 8,276.

Para corroborar com a idéia da criagdo de derivados DADT baseados no descritor
polarizabilidade é importante ressaltar que o calculo de ay  proposto por Gasteiger et al.*®

foi concebido justamente para compostos alquilaminicos em que o nitrogénio ¢ considerado o

centro de carga.
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A equagdo 6, pagina 119, ¢ prédiga em informar que a medida que os atomos se

distanciam do nitrogénio, centro de carga, cles irdo dando uma contribui¢do a polarizabilidade

efetiva cada vez menor, que ¢ refletida pelo fator de depreciagao d ™! :

78 0j751  g|752

Figura 18 — Fatores de depreciagdo d "' nas érbitas do nitrogénio alquilaminico

A figura 18 mostra que a primeira 6rbita de ligagdo, onde os dtomos estdo diretamente

- ligados ao nitrogénio, o fator de depreciagdo ¢ 1,0u seja, nesta érbita ndo ha depreciagdo de ay.

] Numa ideal devem-se criar derivados com 0 numero maximo de substituintes ligados
A'\": diretamente ao nitrogénio.

‘ Apesar do nitrogénio ser capaz de efetuar até 4 ligagdes quimicas, para efetuar-se a
,, modelagem de radiofarmacos perfusérios, s6 pode-se fazer 3 ligagdes alquilicas devido ao fato
- dos compostos quaternarios se constituirem em espécies idnicas permanentes, o que as

impossibilita ou as dificulta de adentrarem no espago intracerebral.

COMISSLS ReOl2l IF snrnot RUCLERR /3P iy

e S, RO INR



106

Resta entdo incluir ao nitrogénio central, 3 4tomos de carbono (figura 19) , porque

além de doarem uma contribui¢do para o Qualro vezes maior do que a do atomo de

i hidrogénio, os derivados DADT sintetizados por Scheffel et.'' al. em que os nitrogénios de R

330 tercidrios, mostraram possuir major captagao cerebral do que os secundarios.

1/\ _
N\

18 6rbita

Figura 19 — Carbonos na 12 6rbita com relagdo ao nitrogénio

Para a segunda é6rbita de ligagdo, pode-se incluir mais dtomos de carbono ligados
diretamente aos carbonos o com relagdo ao nitrogénio central, o que faz com que o produto
final seja ramificado. Entio para projetar uma estrutura que possua valores maiores de ay

deve-se ligar o maior numero possivel de atomos nas ligagdes quimicas mais préximas ao

nitrogénio, como indicado na figura abaixo:

T
| ~{ ‘\N/ L
AN

19 6rbitu \

24 érbita

Figura 20 — Carbonos na 1* ¢ 2* érbita com relagio ao nitrogénio

S e v 5 Ay T [ ——
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Em suma, quanto mais ramificados forem os produtos, mais- polarizabilidade efetiva
eles apresentario .

A estrutura do DADT-PR foi escolhida por possuir ramificagdes ja nos carbonos o
com relagdo ao nitrogénio piperidinico , o que possibilita um acréscimo em termos de
polarizabilidade efetiva deste. Contudo, houve a necessidade de se incluir um segundo
nitrogénio na estrutura para possibilitar a inclusio da por¢do piperidinica ramificada na
estrutura DADT,

Entretanto, a sintese de um derivado DADT possuindo a piperidina ramificada no
grupo substituinte R niio deve ser efetuada  diretamente entre o nitrogénio piperidinico e o
intermedidrio sintético 1V devido ao fato deste estar estericamente impedido pelos grupos

metila das ramifica¢des, como segue :

Figura 21 — Nitrogénio piperidinico impedido estericamente
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Assim, foi incluido na estrutura da piperidina, um nitrogénio adicional desempedido

estericamente que faz com que esta seja espécie reativa em presenca do intermedidrio TV,

como segue:

H |/
I ”——é 7 y | /IOK/ W
H > \ Cl / H N—i
AN N)k/ /-\ cion ~ ; \ N
N N N |
r + 1IN N—H - H ‘C-u
% C—1 ““7,° u
S S t— | H S S n
“/"l H
v v

Figura 22 - Sintese do intermediario V piperidinico-ramificado.

Apos  proceder-se a redugio deste intermedério V, chega-se entdo, ao derivado

DADT-PR, produto final desta rota sintética:

24

il v
geiidari s o

- —H
11\ , \‘ \\/N
N [
Sil HS

Figura 23 — Derivado DADT — Piperidinico Ramificado (DADT - PR)
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Concep¢io do Derivado DADT-Diisobutilaminico ( DADT - DIB)

O Derivado DADT-Diisobutilaminico ( DADT - DIB) foi projetado levando-se
principalmente em consideragdo o descritor eletrénico de molécula total, polarizabilidade
efetiva, ay, €quagdo 6, pagina 119,

Assim , o derivado DADT-DIB foi criado & luz destes conceitos para possuir um gy
significativamente maior , como mostra a figura abaixo, foram incluidos substituintes

ramificados ao nitrogénio central (porgdo diisopropilaminica) :

Figura 24 - Derivado DADT-Diisobutilaminico ( DADT - DIB)

P ——
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Adicionalmente , o derivado DADT-DIB foi projetado para resultar num radiofarmaco
com maior lipofilicidade que os derivados constantes na tabela 1 sintetizados por Scheffcl et
al'™ e para compensar as caracteristicas dos compostos desta séric de nio seguirem a
propriedade aditiva constitutiva do coeficiente de parti¢do, o que acaba depreciando o
coeficiente de partigdo experimental (todos compostos da tabela 1 apresentaram todos valores
de log P experimentais menores do 3,44). Assim, a estrutura do DADT-DIB foi modelada
para resultar em CLOGP de 6,37 expressivamente maior do que o valor 4,79 do composto 1,
tabela 1, esse composto tende a possuir nitrogénio em R, com pka similar ao seu, pois possui

substituintes parccidos com os scus, figura 25 :

1S \X<S“
“/ L*//\w/\ N/_—<
DADT-DIB L<

<
HS y L/\-/\Nl

Composto 1

Figura 25 - Similaridades entre os nitrogénios do DADT-DIB e do composto 1
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Aspectos comuns aos nitrogénios desses 2 Compostos:

- Os nitrogénios sdo terciarios ;

- As cadeias carbénicas entre o nitrogénio do grupo R e a por¢do DADT, sido etilénicas.

Concepgio do Derivado DADT-Butambeno (DADT - BUT)

O derivado DADT-Butambeno foj idealizado de uma forma totalmente diferente . A
" este, foram utilizados os conceitos de pro-farmacos como sistemas especiais de liberagio do
firmaco com a finalidade de facilitar a passagem pela barreira hematoencefalica e a retengdo
no espago intracerebral .

A conversdo de pré-farmaco perfusério a farmaco deve ocorrer apos ter ocorrido a sua

distribuigdo para o espago intracercbral, para que o mesmo fique retido mais intensamente

uma vez que sob forma de pré-farmaco cle é apolar e quando transformado a farmaco ele &

espécie polar. Entdo, para que ocorra essa conversdo, deve-se incluir em sua estrutura grupos

quimicos funcionais que reconhecidamente sio labeis em sistemas biologicos, como ésteres,

T M T PR VS G

amidas, imidas, carbamatos, aminas.

Assim, para modelar-se o derivado DADT —Butambeno (DADT-BUT), coletaram-se

173

o ity

3

i
i
s
1

. de Friis ¢ Bundgaard®®, dados de hidrolise enzimatica de éster-derivados em plasma humano,

»

© labela 3 abaixo e levou-se em consideragio o fato de que o radiofirmaco ¢ injetado
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intravenosamente e deve se hidrolisar preferencialmente apos ter ultrapassado a barreira

hematoencefilica :

COMPOSTO SUBSTITUINTE PLASMA HUMANO 80%
CsHs-COO-R*? R” k (min~!) t V2 (min)
constante hidrélise(éster) meia vida (éster)
1 CH,-H 6,4 x 107 108,0
2 CH,-CH; 3,3x 107 210,0
E 3 (CH,) »-CH 1,5x 107 46,0
4 (ClL) 4-Cl; 2,9x 107 24,0
5 CH,CgHs 3,7x 107 19,0
6 CH,-COO - <x10* > 6.000,0
f 7 CH,-COOCH; 2,0x 107 3,50
‘ 8 CH,-CONH, 1,7x 107 40,0
ji 9 CH,-CON(CH,), >5.0 <0,13
; 10 (CIL):N(CITy), > 8,0 0,08
11 (CH2),N *(CH;), > 8,0 <0,08

Tabela 3 — Taxa de hidrélise enzimatica a 37,0 %C de ésteres de acido benzéico, dados
coletados de Friis e Bundgaard ¢ .

o v et M
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Para melhor elucidar as constantes de velocidade de hidrélise dos ésteres efetuadas por
Friis e Bundgaard™, procedeu-se a uma analise dimensional matematica para desvendar a qual
cinética de degradagio o processo pertence. O resultado da analise evidenciou que a
degradagdo é de 12 ordem com a seguinte equagio:
InC=1InCo - it
Equagio 4
Onde:
C - concentragio instantanea do composto
Co - concentragio inicial do composto
k - constante de velocidade de degradagio
t-tempo decorrido
Como a tabela 2 incluiu dados de meia vida quimica, fez-se ento a anélise dimensional
para o tempo notavel de meia-vida quimica. Entdo, depois de decorrer uma meia-vida tem-se:
C=0,5xCo
Logo:

In0,5Co(g)=1InCo (8) k.t Yofmin.)

— k.t % (min) =1n0,5 Co ()
Co (g)

~ k.t % (min) = —0,693147

t7% = 0,693 (min,) !
k

Equacgao 5

5 i P IPE}
OMISSAO MACINNEL CE ENERGIA NUCLEAR/S

[ p———

.. ek
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Assim, ao se calcular por exemplo o r% do composto 3 , da tabela 3, obteve-se um

valor de 46, 2 minutos ,» concordante com o valor expresso nesta tabela. Em realidade, a

hidrélise tende a ser » por exceléncia, um caso clissico de solvélise em que a agua, que &

solvente, comporta-se também como reagente, caracterizando um processo de pseudo-

primeira-ordem que é uma reacdo de segunda ordem com excesso de um dos reagentes.

O derivado DADT-Butambeno (DADT-BUT) foi criado segundo os conceitos de pro-

+ fimaco possuindo um grupamento éster no substituinte R, figura 26 abaixo. O éster de acido

- benzdico escolhido possui em sua porgdo alcodlica, cadeia carbdnica com 4 carbonos, que é

um comprimento intermediario entre os compostos 3 ¢ 4 da tabela 3.

P

Figura 26 - Derivado DADT Butambeno (DADT-BUT)

Interessantemente, como a meia-vida quimica dos ésteres de acido benzéico no plasma
sdo inversamente relacionadas com o tamanho do grupo alquila substituido na porgao alcodlica
do éster, ¢ possivel se modelar compostos de forma a adequa-los para sofrerem hidrélise no
 spago intracerebral. Considerando-se a hidrélise dos éster de acido benzéico no plasma,
: poder-se-ia escolher o composto 7, tabela 3, para ser ligado & por¢gio DADT pois possui
m {7 de 3,5 minutos e, logo apés a inje¢do do radiofirmaco marcado, este sofreria
¥ koricamente hidrélise no espago intracerebral, facilitando assim sua retengdo cerebral (note-se

que este composto possui dois grupamentos éster).
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Entretanto, levando-se em consideragdo que a marcagdo do derivado DADT ¢ feita em
meio aquoso, sob agitaglio por 30 minutos, a temperatura ambiente, em presenga de boroidreto

de sédio ¢ que os efeitos dessa marcagdo na hidrolise do éster ndo sio inteiramente

conhecidos, optou-se por escolher um éster menos 1abil.

Sabendo-se que os trés carbonos em R’ conferem ao composto 3 (tabela2) um

t% de 46 minutos e que os cinco carbonos em R’ conferem ao composto 4 um ¢ %

* de 24 minutos, pode-se , por aproximagdo, concluir que o éster do DADT-BUT possuira,

~ provavelmente um ¢ % intermediario entre os dois anteriores.

O butambeno foi entdo escolhido como reagente ideal de rota sintética por possuir

justamente um grupamento éster com quatro carbonos em sua porgdo alcodlica, por ser

. derivado de 4cido benzéico permitindo se fazer analogia com os compostos da tabela 3, além

de possuir um grupamento amina, o que o torna intermediario sintético reativo com relagdo ao

| intermediario IV . De forma interessante, para que o derivado DADT-BUT fosse concebido
| foi necessario inverter a rota sintética para preservar os dois grupamentos carbonila presentes
" emsua estrutura final, uma vez que a rota original de Lever et al.® inclui, na Gltima etapa,

* uma reducdo enérgica que o destruiria. Assim, procedeu-se primeiramente a reducido do

intermediario 111’ , monociclico

H > \ H H > \ il
AN e AN NVS

redugdo brandu N

—
LidlH 4

/

§ — s 4 SH 1S
m'

Figura 27 — Redugdo do composto H1°
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Em seguida, de maneira inversa, reagiu-se o butambeno com o cloreto de cloroacetila,

para que os grupamentos éster e amida ficassem preserv

(
iy O Cl\/JLa 0] 0
H2N‘@>—ﬂ — 0 TN > CI\MIK;{N@J — 0 TN

butambeno

ados:

VII

Figura 28 - Intermediario VI, formado a partir de butambeno _

O cloreto de butambeno formado foi colocado para reagir com o composto

diaminoditiélico reduzido, resultando no

(DADT - BUT) :
“\N: N A 0 0
>[ j< + C'\/lknii-@ﬂ —0
SH HS

VI

produto final, derivado DADT - Butambeno

ey

>[j l DADT-BUT

Figura 29 - DADT — Butambeno




117

3.3. METODOS

3.3.1. Determinacio de CLOGP

Os valores teéricos de coeficiente de parti¢do dos derivados DADT foram elaborados

no programa CLOGP partindo-se da estrutura geral da figura 30 abaixo.

SH HS
>[ jr

_/VN 4
I\\

Rn

figura 30 - Estrutura geral dos derivados DADT — alquilaminicos .
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Em seguida, elegeu-se um 4tomo para ser o ponto de partida, de onde se desenhou o
restante da estrutura a ser incluida no programa ¢ as informagdes foram entio processadas.
Escolheu-se como ponto de partida , o nitrogénio, dtomo n? 4 da por¢ao DADT, como na

figura 31 abaixo :

TII
!

HyC—— C2-—~ CH;,

CH,

' 3
CH 2
o : N § i
N 2 HyC— i
i :
y N 8
4 .9 - CH,

— C
H;C QY

Figura 31 — Estrutura esbogada pelo programa CLOGP.
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3.3.2. Cilculo de Polarizabilidade Efetiva
O termo polarizabilidade efetiva aq, foi calculado segundo Gasteiger et al.** para os

nitrogénios alquilaminicos do grupo substituinte R, que consistem no centro de carga:

n-1

Old::/;d Tj

Equagio 6

Onde:

ay: polarizabilidade efetiva

N : nimero total de elétrons excluindo os do nitrogénio central
ni - menor nimero de ligagdes entre o ni
d : constante com valor 0,75

@ contribuigdo em polarizabilidade de cad

trogénio central e o 4tomo em questdo

a atomo (valores utilizados do trabalho original®®)

Para se determinar, por exem

plo ay do nitrogénio presente no R do composto 1A (ou
IB), tabela I, tem-se

—— e

P ——— ~

e -—-—- N

— -

4

= = [ 075 003 Te)H0,75(6T+ 31 )+0,75 2( 6Ty + Tc)+0,75%(2ty))°
W= mnien MG c

ad= 7,518
Figura 32

orw—
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3.3.3. Sintese dos Intermediarios e Derivados DADT

Primeira Etapa: Sintese do Intermediario I *!
2,2'~Ditio-Bis(Z-Meti]propanal)

o 0

Reagentes - Solventes:

Isobutiraldeido

.............................. 144 g
S2CI2 1358
CCM 2308

Método:

Primeiramente, destilou-se, a pressdo atmosférica, o dicloreto de dienxofre, devido ao

fato do mesmo ndo permanecer estivel sob estocagem. Coletou-se e separou-se somente as

fragdes destiladas no intervalo de 135,0 -139,0 °C.

Em seguida, em baldo reacional de | litro contendo quatro bocas, conectou-se funil

de adigdo com pressio compensada, condensador, termémetro, entrada para nitrogénio
gasoso e adicionou-se de uma vez todo o isobutiraldeido. Sob agitacao, aqueceu-se o

sistema a 44,0 °C e adicionou-se vagarosamente dicloreto de dienxofre durante um intervalo

de 20 minutos, de tal forma que a temperatura ficasse entre 40-50°C sob agita¢do. Misturou-

se¢ a 30-40 °C aplicando gas nitrogénio por 16 horas para eliminagdo dos vapores acidos.

Destilou-se a alto vacuo, o 6leo formado.

Destilagao do 6leo coletando as fragdes nas seguintes condigdes :
- Temperatura dos vapores : 150°C
- Pressdo de destilagdo :2-4 mmllig

- Banho de silicone, 170-190°C

P
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Segunda Etapa: Sintese do Intermediirio 1T
3,3,6,6,]O,lO-hcxamctil—l,2-dilia-5,8-diazaciclodcca—4,8-dieno

e
N
iMs—s - N\?’>[:
I

H HaN s—s
Il
Reagentes - Solventes:
Benzeno..........cooooooiii 280ml
Acido p-tolilsulfénico........ccocoo 50mg
Intermediario I (0,1430 mol).....ooooooiii 29,12¢g
2-metil-1,2-diaminopropano (0,1430 mol)............. 12,6g

Método:
Em baldo de reagdo possuindo aparelho de Dean-Stark , dissolveu-se o acido p-
tolilsulfénico no benzeno e adicionou-se o bis-aldeido. Em seguida, adicionou-se gota-a-
gota a diamina, sob agitagdo e refluxou-se por 2h30, destilando azeutropicamente a agua

formada na reagdo. O ponto final de reagdo foi monitorado medindo-se a quantidade de agua

destilada coletada no aparelho de Dean-Stark.
P
Eliminou-se o solvente e cristalizou-se o produto  com  éter de petrdleo e
posteriormente com éter. Removeu-se o solvente dos filtrados de forma a deixar o sistema

concentrado em soluto propiciando a recristalizagdo do produto e filtrou-se novamente.

i eierta TS At Pac I Y |
Sonnornet Tt TNERE HUCLE St




Terceira Etapa: Sintese dos Intermediarios III, I11°, I11’
3,3,6,6,10,10-hexametil-1,2-ditia-5 ,8- dlazacwlodecano

A

o e p

1NaBH..

3 S—8§ S— Sj( S—s8§
e >~

ur nr I}

;;:, Reagentes - Solventes:

‘; Boroidreto de sédio (0,195 mol).............._. 7,377g
%" ACCLONA. ..o S5imli
: Etanol...........cocooiiie 605ml

Intermediario 11 (0,195 mol)........oocooo . 50,388g

Método:;

Dissolveu-se o Intermediario II no etanol em banho de silicone a 40°C por 10
minutos, sob agitagdo, até completa dissolugdo. Adicionou-se o boroidreto aos poucos,
durante 1h20min e agitou-se por 2h & temperatura ambiente. A acetona foi adicionada e
agitou-se por mais 20 minutos. Monitorou-se o fim da reagdo com fita cromatografica de
camada delgada de silica-gel aluminizada, possuindo indicador de ultra-violeta e utilizou-se

como fase mével éter dietilico e éter de petrdleo 1:1. O fim da reagdo foi evidenciado quando a

mancha intensa do intermediario 11 desaparcceu. Em seguida, eliminou-se o  solvente a
g vicuo em rotaevaporador e aplicou-se corrente de nitrogénio para secar bem . Dissolveu-
s¢ a fragdo orgénica com 300ml de pentano a morno e filtrou-se com celite de forma

suave utilizando vacuo. Lavou-se o funil de Buchner com 200ml de pentano.

Eliminag¢do do Pentano:
- Utilizou-se primeiramente rotaevaporador a vacuo;
- Colocou-se o produto em béquer e climinou-se o solvente remanescente em dessecador, sob

alto vacuo, e pesou-se o béquer até peso constante.
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O interediario liquido I1P’, foj separado mediante filtragdo a vacuo por 3 a 4 horas. O

residuo sélido, compreendendo os intermediérios II1 e 111’

, foi tratado com éter de petroleo.
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Quarta Etapa : Sintese do Intermediario 1V *
9 cloroacetil-7,7-dimctil-1,I,4,4-tetramctilimidazolidino-[l,2-?1] ditiazepina

. o
] (0 I L.

0
11 v
Reagentes - Solventes:
Cloreto de cloroacetila (0,038 mol).................. 20,00g
Mistura isomérica (111 + HI)( 0,077 mol)......... 4,40g
Eter dietilico......cooooooooooovv 400ml
Método:

Em  baldo reacional de | litro contendo trés bocas, conectou-se 2 funis de adigdo
1;\: com pressdo compensada e condensador de bolas, verteu-se 360ml de éter dietilico. Em um-
dos funis, dissolveu-se a mistura isomérica em 60ml de dietil éter e adicionou-se no baldo de
reagdo, gota-a-gota por 1h20 ao mesmo tempo em que o cloreto de cloroacetila dissolvido em
40m!l foi gotejado mais rapidamente, durante 1hOS. Agitou-se o sistema a temperatura
ambiente por 2 horas. Monitorou-se o fim da reagdo com fita cromatografica de camada
delgada de silica-gel aluminizada com indicador de ultra violeta e utilizou-se como fase médvel
éter dietilico 1:1 éter de petrdleo. Os reagentes III ¢ 111’ apresentaram rf de 0,55 e rf de

0,62 respectivamente e o produto, rf de 0,48. Em seguida, filtrou-se lavando os residuos com

e o

b éter dietilico a 40°C.
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Concentrou-se o filtrado em rotaevaporador a 96°C e alto vacuo para eliminar o
excesso do cloreto de cloroacetila. Os cristais foram entdo lavados com éter de petréleo para
eliminar as impurezas liquidas.

Purificagdo : cromatografia “flash”em coluna com silica-gel de porosidade de 6 A° com
corrente de

gas nitrogénio

1% sistema de solvente: 100ml (éter de petréleo )

2% sistema de solvente: 150ml (éter de petroleo 4 : 1 éter dietilico)

3% sistema de solvente: 400ml (éter de petrleo 1 : 1 éter dietilico)

SP IPE
AQMISSAO KACCN/AL DE ERERGIA NUCLE AR/SP

P——
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Quinta Etapa : Sintese do Intermediirio v

. S— s
. / R’ S S
N H— N\ R
\ M~ R N—"N
T >v_/ \H/\N
v Ru
Reagentes - Solventes:
Amina (reagente diferenciador)................. 2,1953 mol
Intermediario IV..................... 0.1953 mol
Btanol............ccooo 50ml

Método:

Adicionou-se a amina gradativamente sobre uma solugdo do intermediario IV
em etanol. O sistema foi aquecido em refluxo por 2 horas. Monitorou-se o {im da reagdo com
fita cromatografica de camada delgada de silica-gel aluminizada com indicador de ultra violeta
e utilizou-se como fase mével éter dictilico 1:4 éter de petrdleo. O reagente, intermedisrio 1V,
possuiu rf de 0,30 ¢ o produto apresentou rf diferente de 0,30 (os valores variaram de acordo
com o reagente diferenciador escolhido). Em seguida, eliminou-se as fragdes volateis sob
pressdo reduzida. Ajustou-se o pH do residuo em 11 com solugdo de NaOH 0,IN, extraiu-se
com éter dietilico, tratando a fase organica com carvdo granulado, silica gel e filtrou-se

usando celite como pré-filtro. Cristais brancos foram obtidos por concentragdo do solvente.

Purificagdo : cromatografia em coluna com silica-gel de porosidade de 6 A° com corrente de
gés nitrogénio
1% sistema de solvente: 100ml (éter de petréleo )
2% sistema de solvente: 150ml (éter de petrdleo 4 : 1 éter dietilico)
3% sistema de solvente: 400ml (¢ter de petrdleo 1 : 1 éter dietilico)
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Sexta Etapa : Sintese dos Produtos Finais *

S—s
{/j St NS
: LiAIH

N R 4

>\J\n’\ N - NH N R

0 N\, I~
Reagentes - Solventes:
Hidreto de litio e aluminio.............___ 0,04071 mol
IntermediarioV ... 0,01934 mol

.................................................. 80ml
Método:

Previamente tratou-se o tetra-hidrofurano, utilizando-se sistema de aquecimento e
refluxo e sédio metalico para extinguir as moléculas de agua presentes no solvente. Para
confirmagdo de que o solvente tornou-se anidro, monitorou-se o sistema até a formagdo de
coloragdo azul por parte do indicador benzofenona. Em seguida, procedeu-se a sua destilagdo
utilizando coluna vigreaux e armadilha de silica-gel na saida do condensador, para evitar a re-
hidratagdo do solvente. Sob agitagdo, dissolveu-se o intermediario V em THF seco utilizando
um baldo de reagdo sccado recentemente. Adicionou-se o hidreto de litio e aluminio
gradativamente em porgdes por 5 minutos. O sistema ficou sob refluxo por 24 horas em
condensador de bolas contendo armadilha de silica-gel, extinguiu-se o excesso de redutor com
solugdo saturada de cloreto de amonio, removeu-se as fragdes voliteis & vécuo e 60° C.
Adicionou-se 100m! de etanol ao residuo, misturou-se por 2 horas, o liquido foi filtrado e
o solvente foi eliminado a vacuo e 65°C.

Adicionou-se 50ml de agua, ajustou-se o pH em 6 com NaOH IN, extraiu-se com
50ml de éter dietilico para eliminar as impurezas soliveis em éter (essa fase etérea foi
descartada). O pH foi ajustado em 6,2-7,2, extraiu-se com éter dietilico, secou-se com sulfato

. . . <. N . 0 . .
de sodio e aplicou-se HCI gasoso. O solvente foi eliminado 2 vacuo, a 45° C e o residuo foi

dessecado sob vicuo de 5 mmHg e pentoxido de fosforo por uma noite.
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Rota Sintética Diferenciada

A rota sintética diferenciada (rota 1) é igual a rota 2 até a terceira ctapa, , a partir deste
ponto o intermedidrio 111’ ¢ utilizado.

Quarta Etapa : Sintese do Intermedidrio VII '
2,2,9,9-tetrametil-4,7-diaza-1 ,10 decanoditiol

“\> \ u

N N ) il\ "
\ j< e NV
§$—'s

nr vl

Reagentes - Solventes:
Intermediario III° 20mmol)................_ 5,00g
L,iAll-h (20mmol).......cooooe 5Iml
Eter dietilico
Método:

Dissolveu-se o intermediario HI’ em 300ml de éter etilico seco e colocou-se em baldo
de reagdo de 500m! com duas bocas, contendo condensador de bolas com armadilha de silica-
gel ( a vidraria foi recém-secada). Adicionou-se o hidreto de litio e aluminio em por¢des
durante aproximadamente 20 minutos. Adicionou-se solugdo saturada de 4cido citrico para
hidrolisar e agitou-se por 30 minutos a temperatura ambiente. Extraiu-se com éter dietilico, o

sistema foi secado com sulfato de sédio e eliminou-se o solvente com evaporador rotatério.
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Quinta Etapa : Sintese do Intermediario VIII
4-cloroacetilamino-n-butilbenzoato

cnﬂ(c' . llzﬁ@j—om
1
CI/T“NA@—(IJ)NO/\/\

VIl

Reagentes - Solventes:
Cloreto de cloroacetila (R0 mmol)....................... 2,26g

Butambeno  base-livre (20mmol).................... 5,50g
Eter dietilico

Método:

Dissolveu-se o butambeno em 300ml de éter dietilico. Em funil de adi¢ao de o

pressdo compensada, dissolveu-se o cloreto de cloroacetila em 100ml de éter dietilico e

adicionou-se a solugdo, gota-a-gota, durante 40 minutos ao baldo de reagdo. O sistema ficou

reagindo por 2 horas, a temperatura ambiente, e filtrou-se lavando os residuos com éter

dietilico a 40°C. Concentrou-se o filtrado em rotaevaporador a 96°C e alto vacuo, para eliminar

o excesso do cloreto de cloroacetila. Os cristais foram entio lavados com éter de petréleo para

eliminar as impurezas liquidas.
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Sexta Etapa : Sintese do DADT-Butambeno
2,2,6,6,9,9-hexametil-4,7-diaza - 4-N—(4-buloxicarboni]etananilida)— 1,10-decanoditiol

O 9]
N s/ . )
is N N BT 4 CI\*WG—@—H‘ PN

l Vil
! >L\/lk PN
Il'\——\/N NUQTQ/U\

DADT-Butambeno

Reagentes - Solventes:

Intermediario VII (10 mmol)................ 2,650g

Intermedidrio VIIT ( 2,5 mmol)............... 0,674g

Etanol absoluto......................... 400ml
Método:

Dissolveu-se o intermediario VII em 300ml de etanol absoluto no baldo de reagdo. Em
funil de adi¢do de pressio compensada, dissolveu-se o intermediirio VIII e adicionou-se,

gota-a-gota, no sistema por 30 minutos. O sistema foi aquecido em refluxo por 2 horas.

Monitorou-se o fim da reacdo com fita cromatogréfica de camada delgada de silica-gel
aluminizada com indicador de ultra violeta e utilizou-se como fase mével acetato de etila 1:2
éter de petréleo. O reagente, intermediario VI, possuiu rf de 0,95 e o produto apresentou rf
de 0,84. Em seguida, eliminou-se as fragdes volateis sob pressdo reduzida. Filtrou-se, lavando

oresiduo com éter de petrdleo, para eliminagdo do excesso do intermediario VII .



Purificagio :

cromatografia em coluna com siljca-

g4s nitrogénio

12 sistema de solvente
2% sistema de solvente
3% sistema de solvente
4% sistema de solvente

: 100ml (éter de petréleo 20 :
1 150ml (éter de petréleo 15 -
:200ml (éter de petroleo 2 -
:300ml (éter de petroleo 2 -

I acetato de etila)
I acetato de etila)
I acetato de etila)
I acetato de etila)
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gel de porosidade de 6 A° com corrente de
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3.3.4. Anilises Espectroscépicas e Fisico-Quimicas

De forma a identificar os produtos de sintese, foram efetuados os seguintes

procedimentos para os compostos-chave ;

- Espectro de infravermelho em pastilhas de KBr;

. A - " I

- Espectro de ressonincia nuclear magnética de "H, para certos compostos efetuou-se
também espectro de ressonancia nuclear magnética de °C ;

- Ponto de fusio

- Analise elementar .

3.3.5. Método de Marcacio ¢ Purificacdo dos Derivados DADT

Inicialmente preparou-se tampéo fosfato pH 7 utilizando 1,16 g de hidréxido de sédio,
6,8045g de fosfato monobasico de potassio para um volume final de 1 litro. Em ambiente de
umidade reduzida, pesou-se 2 pmol de ligante (esses derivados DADT em geral s@o altamente
higroscépicos) em frasco de centrifuga pequeno e dissolveu-se em 1ml de solugdo salina .
Adicionou-se 2mg boroidreto de sodio, homogeneizou-se e adicionou-se 0,5ml de pertecnetato
de sédio com atividade de 529 MBq, dissolvido em solugdo salina. Agitou-se mecanicamente,

& temperatura ambiente, por 30 minutos.

b AMARE G

P LA B W 8 U 7 ot v
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Purificag¢iio dos Produtos Marcados

Procedeu-se a purificagdo dos produtos marcados utilizando-se a metodologia
desenvolvida no Institute of Radioisotopes & Radiodiagnostic Products — Demokritos, Atenas
para derivados DADT alquilaminincos  marcados com PmTe, Assim, para separar o
petecnetato de sédio (Na'TcO4) que € soliivel em dgua o sistema foi extraido 4 vezes com
0,8ml de cloreto de metileno utilizando-se agitador mecanico do tipo vértex. Em seguida, com
0 auxilio de um funil de separagdo a fase orgéanica foi infegralmente reunida em frasco de
penicilina e tratada com sulfato de magnésio para eliminagio de tragos de dgua presentes e
para minimizar quantidades de Na'TcO4". O cloreto de metileno  foi eliminado aplicando-se
corrente de nitrogénio, até que o sistema se transformasse num residuo sélido.

O residuo foi entdo dissolvido com etanol e posteriormente com solugdo tampédo pH 7
numa propor¢do de 20% de etanol e 80% de tampdo de forma a obter uma solugdo final com
18,5 MBq /ml . Esta solugfio foi entdo filtrada em millipore (com porosidade de 0,8 A®) para
minimizar a eventual presenca de tecnécio coloidal (TcO,) , espécie radioquimica ndo desejada
de tecnécio e pelo fato de ser filtragdo esterilizante, o que a torna adequada pafa efetuar
administragdes intravenosas em camundongos. Este procedimento de rotina do Instituto de

Demokritos permite a obtengéo de produtos marcados com pureza radioquimica de 90 - 98%.

Na realidade, optou-se por injetar a fragdo lipofilica contendo os epimeros A e B
misturados para simular uma situagdo de uso em rotina clinica. Para cada tempo estudado
foram utilizados 3 animais e,apos decorrer periodos pré-estabelecidos de tempo, os animais
foram sacrificados  por decapitagdo, seus 6rgdos internos foram isolados por dissec¢do e
contados em cintilador gama tipo po;co de forma a avaliar o comportamento de captagdo de

cada agente perfusorio.

. oo . g -2
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Adicionalmente, para confirmar se os novos derivados DADT marcados com %™Te
(sintetizados no Brasil) possucm a tendéncia de formar os epimeros “A” ¢ “B” | procedeu-se,
apés a clapa de purificagiio quimica, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para
separa-los e evidencid-los. Assim, o derivados DADT-PR , DADT-DIPA foram submetidos

a cromatografia CLAE.

3.3.6. Anilises Radioquimicas

A pureza radioquimica foi efetuada para detectar as porcentagens das espécies
radioativas ndo desejadas, pertecnetato de sédio (TcOy ) e didxido de tecnécio (TcO,)
presentes conjuntamente com cada produto marcado. Ao se subtrair as porcentagens presentes
destas espécics da porcentagem total de radioatividade obtém-se a purcza radioquimica do
produto marcado. Para este tipo de controle efetuou-se cromatografia em camada delgada com
fitas de fibra de vidro impregnadas com silica-gel, denominadas ITLC-SG utilizando solugdo
salina para detectar TcOy °, neste sistema a radiagdo detectada no final da fita evidencia a
quantidade de TcO, ~ ( faixa de r£ 0,7 a 0,9) . A presenga de TcO, foi averiguada utlizando-se
fitas de ITLC-SG e acetona como fase mével. Neste sistema, o inicio da fita cromatogréfica

evidencia a quantidade de TcO, presente e o produtos marcados possuem rf de 0,95.
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3.3.7. Distribui¢ées Biolégicas dos Produtos Marcados

O estudo das distribui¢ses bioldgicas foi cfetuado visando averiguar se os diferentes
produtos marcados com *™T¢ sio capazes de ultrapassar a barreira hematoencefilica, se
fixando no cérebro por determinado periodo de tempo de forma a possibilitar a obteng¢do dos
mapas pela técnica de SPET (“Single Photon Emission Computed Tomography™). Foram
utilizados camundongos fémea Swiss de 2 a 3 meses de vida anestesiados com uretana e, logo
em seguida, injetados com os produtos marcados com **"T¢ dissolvidos em solugdo salina e
tampdo fosfato de plI 7 através da veia caudal.

Apbs decorrer periodos pré-estabelecidos de tempo, os animais foram sacrificados por
decapitagdo e, de forma a avaliar a captagdo de cada agente perfusério, procedeu-se a
dissec¢do de cada animal com separacdo dos respectivos rgdos para contagem em contador
gama tipo pogo com cristal de Nal(Tl), automatico. Sabendo-se que a atividade radioativa
injetada intravenosamente pela seringa eqiiivale a 100% da dose, calcula-se a porcentagem de

dose por 6rgido com a seguinte formula:

CPM/érgao X 100

% dose / ORGAO =
dose administrada CPM

Onde: CPM= contagens por minuto

Equacgiio 7
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Afim de comparar as afinidades relativas dos radiofdrmacos por diferentes érgios calculou-

se também a % dosc administrada por grama de tecido para se anular a aparente captagio

que ocorre em 6rgdos que possuem maior peso, onde: 7

CPM/grama de érgao X 100

% dose /grama =
dose administrada CPM

Onde: CPM= contagens por minuto

Equacio 8

A Afim de evidenciar o comportamento das captagdes cerebrais (%dose/orgio) e da

“dose/sangue em fungiio do lempo, construiu-sc graficos cartesianos.

Tratamento Estatistico dos Dados de Distribui¢ao Biolégica

O tratamento estatistico dos resultados foi especialmente aplicado para os valores de
captagdo cerebral expressa em porcentagem de captagdo por 6rgdo, de forma a averiguar se as
propriedades fisico-quimicas realmente foram responsaveis por proporcionar aumento na
captagdo cerebral dos diferentes produtos marcados. Como esta comparagdo tem que ser
necessariamente efetuada entre diferentes populagdes (de camundongos) que possuem uma
varidncias proprias, ndo se pode adotar uma analise de varidncia simples, como o ensaio t de

Student aplicado dirctamente.

e b e e S ——— At - — — —— —
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Assim, utilizou-se a analise de varidncia de Bonferroni que compara duas-a-duas as
médias (com desvios-padrio) das populagdes.

Para processar as informagdes utilizou-se o programa de computador MINITAB do

Instituto de Matematica e Estatistica da USP.
Para este tipo de procedimento, a hipétese nula Ho considera que duas médias

analisadas (por exemplo nl , n2) sdo iguais , ou seja: pl =p2 . Esta hipétese € chamada de

nula porque se as médias sio iguais entdo elas se anulam - pl - p2 = zero . Como se ests

querendo provar que determinado tipo de derivado DADT possui maior captacio cerebral que

outro, a hip6tese nula nio pode-se confirmar, ou scja , o teste de Bonferroni deve rejeitar a

hipétese nula.

Entretanto para se comparar 2 com pl deve-se verificar se 12 encontra-se ou ndo na
regido critica de pl. Se H2 estiver dentro desta regido critica, considera-se que p2 é
diferente de 1, pois a regido critica em questfo ¢ a regido menos provavel de se encontrar
ul. Nestas condigdes a hipétese nula ¢ rejeitada e considera-se, por exemplo, que a captagdo
cerebral (valor médio) de determinado derivado DADT ¢ significativamente maior do que a
do outro derivado (para um determinado tempo de estudo e um nivel d significéncia).

Para os ensaios biolégicos efetuados, utilizaram-se 3 camundongos para cada tempo
estudado. Como as médias sdo comparadas duas a duas, cada comparagio efetuada inclui trés

dados de uma média e trés dados da outra, totalizando 6 dados. Estes seis dados implicam em

quatro graus de liberdade, uma vez que cada média perde um grau de liberdade.

G ; R/SP IPER
~OMISSAG NECIONAL DE ENERGIA NUCLEAR/
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Em seguida, calcula-se o valor “t” de Student adequado a andlise de variancia de

Bonferroni, com a seguinte equagdo :

Equagio 9

Onde ;

x : média dos valores experimentais
QMR : estimador de & 2

t: valor de Student

i n: nimero de dados usados na média

Cada valor t de Student que ¢ obtido pela equagdo 7 acima, ¢ calculado automaticamente
quando se da a entrada dos dados no programa MINITAB e se processa o comando para
analise por variancia “Two Way”.

Uma vez calculado o valor de t e sabendo-se que a analise das duas médias possui 4
graus de liberdade, o valor da probabilidade “p” para a distribui¢do de Student é fornecido
pelo MINITAB. Se p for menor do que 5% significa que a média p2, que esta sendo
ensaiada, encontra-se na regifio critica da média il e, assim, a hipdtese nula é rejeitada

significando que as médias sao diferentes com um nivel de significancia de 95% .
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Se p for maior do que 5%, a hipétese nula é aceita e estas duas médias sio

consideradas iguais para o nivel de significincia de 95%. Adicionalmente para corroborar com
I g

a analise dos valores de probabilidade das regides criticas » calculou-se o intervalo de

confianga para uma das médias (por exemplo pl) para se comparar com o intervalo de

confianga calculado para a outra média (por exemplo 12) e evidenciar se as médias possuem

algum provavel ponto de intersegdo, onde sdo consideradas iguais ou se elas nido possuem

nenhuma regido em comum sendo consideradas como diferentes.

Assim, o intervalo de confianga de cada média foi efetuado a partir da seguinte

expressio :

X - A QMR < u < x4 zlQMR

Expressio 1
Onde :

QMR : estimador de o 2

n: nimero de dados usados na média
#: média calculada para o intervalo
¥: coeficiente de confianga

x : média dos valores experimentais

Z: ordenada no grafico de probabilidades que esta relacionada com o valor do nivel de
significancia

B e ™
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3.3.8. Ensaio de Atoxicidade

Para verificar a atoxicidade de radiofirmacos desta categoria foi efetuado ensaio
denominado toxicidade anormal segundo a European Pharmacopoeia ~ terceira edicdo e
denominado de atoxicidade, segundo o Control de Calidad de Radiofarmacos da ALASBIMN
(Asociacion Latinoamericana de Sociedades de Biologia y Medicina Nuclear segue.
Utilizando-se  § camundongos sadios adultos (foram utilizados 10 animais), injetar
intravenosamente | 1,1mg de ligante ndo marcado (derivado de DADT) em cada animal, que &
quantidade equivalente a 500 vezes a dose de ECD (produto perfusério aminotislico que ja é
administrado em seres humanos), dissolvidos em 100ul de solugdo salina estéril, isotdnica,
apirogénica . A inje¢do € efetuada pela veia caudal em periodo que ndo deve ser superior a 5
segundos.

A substancia passa no teste se apods 6 horas de descanso em recinto fechado ndo houver
morte de um ou mais camundongos. Havendo morte de um ou mais individuos, repete-se o

ensaio em um niimero similar que deve ficar 24 horas de observagio.
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4. RESULTADOS
4.1. Descritores Moleculares
4.1.1. Valores Teéricos e Simulados de Cocficientes de Parti¢io
COMPOSTO CLOGP AlogP AlogP log P
ADOTADO EXPERIMENTAL
4 SIMULADO
1A* 4,79 2,01 - -
i 2A* 3,40 1,19 - -
E IA* 5,30 2,08 . :
1 4A* 6,36 398 - -
SAY 3,52 1,12 5 §
2 6A* 3,83 2,01 i .
DADT-DIPA 5,08 - 1,19 (composto 2 A) 3,89
2 DADT-DIB 6,32 - 2,01 (composto 1 A) 4,06
DADT-PR 4,30 - - -

* Compostos da tabela 1, idealizados por Scheffel et al.''*

Tabela 4
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4.1.2. Valores de Polarizabilidade Efetiva Calculada Qg

COMPOSTO &4 (NITROGENIO DE R)
1* 7,518
| 2+ 5,913
3 7,522
4* 7,086
5* 7,131
6* 5,994
7+ 7,651
g* 5,826
o¥ 7,339
10* 6,128
11* 7,518
12+ 5913
13* 7,522
B 14* 7,086
15* 7,131
16* 5,994
17* 7,651
18* 5,826
19 7,339
20* 6,128
DADT - PR 8,276
DADT -DIPA 8,946
DADT - DIB 9,128

* Compostos da tabela 2, idealizados por Scheffel et al.''*

Tabela 5
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Composto Aspecto Ponto De Ponto de Rendimento
Fusao Ebulicao
Intermediario I Oleo amarelo palido - 150°C, 2-4mmlHg 50%
Intermediario 11 | Cristais branco-amarelados 97.9°C - 60%
Intermediario Il | Cristais branco-amarelados 72.0°C - 30%
Intermediario 111’ Oleo amarelo palido - - 40%
Intermedidriol V’ | Cristais branco-amarelados | 109,6°C - 70.,3%
Intermediario IV { Cristais branco-amarelados | 1 19,8°C - 25%
Intermediario V |  Cristais amarelo-pardos 124,4°C - 26%
DADR-PR
Intermedidrio V | Cristais amarclo-palidos 122,2°C - 63%
DADT-DIPA
Intermediario V | Cristais branco-amarelados 109,0°C - 52%
DADT-DIB
Interimediario VII Oleo amarelo palido - - 58%
Intermediario  VIII Cristais amarelos 83.4°C - 91%
DADT-PR Cristais brancos * - 3-5%
DADT-DIPA Cristais brancos * - 3-5%
DADT-DIB Cristais brancos * - 3-5%
DADT-BUT Cristais brancos * - 3-5%
* Produtos higroscépicos
Tabela 6
SRR ieH 1
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4.3. Anilises Espectroscopicas

As andlises espectroscopicas foram efetuadas a partir dos Intermediarios TV e

» Que s80 produtos-chave nas rotas sintéticas dos produtos finais.



145

4.3.1. Espetros de Infravermelho em Pastilhas de KBr

Intermcdiéorio 1V

Numero deOnda (cm™) Caracteristicas
3.450,0 harménica de 1.718,3 (amida tercidria)
2.988.5 estiramento de C-H alifatico
1.718,3 banda forte de amida terciaria
1.651,9 deformagdo axial de carbonila de amida — banda I
1.313,6 banda forte de amina terciaria
1.249,0 deformagio axial de C-N
1.155,8 deformagdo de C-S
670,2 deformagiio axial de C-S
493,3 deformagdo axial de S-S
Tabela 7
oo n - - - - R LRALRINRE]
40,8 : (T
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Nimero deOnda (cm™)

Caracteristicas

3.450,0 harménica de 1.718,3 (amida tercidria)

2.988.5 estiramento de C-H alifitico

1.718,3 banda forte de amida Tercidria

1.651,9 deformagdo axial de carbonila de amida — banda I

1.313,6 banda forte de amina Terciéria

1.249,0 deformagdo axial de C-N

1.155,8 deformagdo de C-S

670,2 deformagdo axial de C-S

4933 dcformagdo axial de S-S

Tabela 8

LI AN T —— o e e il e Lasks
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Derivado DADT - PR Intermedisrio A%

S
N%_/“\Jr\w N

Numero de Onda (cm™) Caracteristicas
3.323,7 Deformagio axial de N-H
2917 ,2.963 4 Estiramento de C-H alifatico
2.867.4 Estiramento de C-I1 saturado
1.652,1 Deformagao axial de carbonila de amida — banda I
1.010,3 , 1.064,0 Deformagdo axial de C-N
669,25 Deformagdo angular simétrica de N-I1
521,52 Deformagio axial de S-S
Tabela 9
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Derivado DADT - DIPA
%*%_J’LSQLN)\

Caracteristicas

Numero de Onda (cm™)

3.426,4 Deformagio axiat de N-H

29214 Estiramento de C-H alifatico

2.867,4 Estiramento de C-H saturado

2.560,0 Deformagio axial de S-11, banda fraca
2.521,0 Deformagio axial de S-H, banda fraca
1.558,65 Deformagio angular simétrica N-I1, banda forte
1.460,0

Deformagéo axial C-N

1.082,9,1.133,47 Deformagio axial de C-N

Tabela 10
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Derivado DADT-DIB Intermediario V

R

Numero de Onda (cm™) Caracteristicas
3.320,7 deformagéo axial N-H
2930,49 estiramento de ligagio C-I{ saturada
1.420,13 deformagiio axial C-N
1656,85 deformagdo axial de carbonila de amida — banda 1
1317,97 barménica de 664,01 cm’!
1.247.32 banda de¢ amina tercidria
1.204,73 banda de amina terciaria
1.137,94 banda de amina terciaria
1.065,01 banda de C-S
1.004,77 banda de C-S
963,84 harménica de 495,11 cm™
664,01 deformagdo angular simétrica de N-I1
495,11 Deformagiio axial de S-S

Tabela 11
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Derivado DADT - Butambeno
M O
HS NH NoSH
é—/ ¥< O~
0
Nimero deOnda (cm™) Caracteristicas
- 3.320,7 deformagdo axial simétrica e assimétrica de N-H
29158 estiramento de C-H alifatico
1.718,3 deformagao axial de carbonila de éster
* 1.685,6 deformagao axial de carbonila de amida — banda I
1.602,1 deformagdo angular N-H
1.459.3 harménica de 704,1 (ligagdo C-S)
1.406,9 deformagdo axial de C-C de anel benzénico
1.274,1 deformagdo axial de C-N
800,2 deformagao C-H angular fora do plano de anel benzénico
704,1 deformacgio axial C-S
Tabela 12
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4.4.2. Espectros de Ressondnica Nuclear Magnética

Intermedidrio I’ : Espectro de 'II
! J

k
- k /] [a
b
; .j, b c
S—S d
S ppm n? de H’s Hidrogénios e suas
Caracteristicas
3,1785 1 I dublete de acoplamento geminal : b LI =122 Hz
: 2,,6446 1 I dubletes de acoplamento geminal: b e =122 Hz
o 2,6280 1 1 singlete : g
2,4445 - 2,3569 3 multiplete : g, k k
1,4333 , 1,3381 6 2 singletes < 1, j
4 1,2275 , 1,2121 6 2 singletes - e,
1,0929 |, 1,0464 6 2 singletes : ¢, d
A 1,44333 - 1,3381 2 hidrogénios aminicos (deduzidos pela rea total sob os picos:
I8 hidrogénios metilicos e 2 hidrogénios aminicos)
4 Tabela 15
; r
] ]
M
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Intermedidrio IV ; Espectro de "Il

5 ppm n?de H’s Hidrogénios e suas
- Caracteristicas
4,61268 1 singlete de hidrogénio metinico: a

3,9729 2 2 dubletes de acoplamento geminal: g, g’
Jgg- = 13 Hz (os dubletes sdo mais discretos devido
ao fato do grupo metilénico ser aciclico)

3,37115 , 3,1973 2 2 dubletes de acoplamento geminal: f, f° (Jir- = 10 Hz)
: 2,7873 , 2,6646 2 2 dubletes de acoplamento geminal: d, d’ (Jua =15 Hz)
) 1,10966 - 1,33524 18 multiplete - b, b, ¢, ¢, e, e

S

oty

AR

Tabela 13
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Intermediario IV : Espectro de PC
i i O

4 ;j k> /Ub\/Ct
N— a
i h c
" t e
i 8 d
4
T ! S—S§ e
.
o S ppm nde C’s Carbonos e suas
. b Caracteristicas
166,601 ] b : carbono quaternario (sinal sumiu no DEPT)
87,301 1 ¢ : carbono metinico
3 60,706 1 k : carbono metilénico (sinal se inverteu no DEPT)
3 59,793 | h : carbono metilénico (sinal se inverteu no DEPT)
be 59,645 1 d :carbono quaternario (sinal sumiu no DEPT)
‘-f“ 52,601 1 g, :carbono quaternario (sinal sumiu no DEPT)
51,803 1 J :carbono quaternario (sinal sumiu no DEPT)
: 42,285 1 a : carbono metilénico (sinal se inverteu no DEPT)
29,050, 26,945 2 e, ¢’ : carbonos metilicos
25,619, 25212 2 f,  : carbonos metilicos
A 20,336, 18,220 2 i, I’ : carbonos metilicos
E Tabela 14
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Intermedidrio 1V : Espectro de ’C com DEPT
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G
i
g Derivado DADT PR Intermedidrio V: Espectro de 'l
”::: n
: S
o p
p
\
4 5 ppm n=de H’s Cara(jterlstlcfls
dos hidrogénios
7,2662 1 singlete de hidrogénio aminico - i
: 6,9828 1 singlete de hidrogénio aminico : a
5,0198 1 singlete : h
4,0280 2 - dois dubletes de acoplamento geminal : j, j’ (os picos sdo
mais discretos devido ao fato do grupo metilénico ser aciclico)
3,4210, 3,2818 2 2 dubletes de acoplamento geminal. s, s’
Joo =101z
2,8714 - 2,7337 2 2 dubletes de acoplamento geminal: p, p’
Joo= 1511z
2,2740 - 1,6160 4 hidrogénios metilénicos : [, f, g g
1,4332 | 1,14190 6 dois singletes : I, m
1,2860 , 1,2552 6 dois singletes : n, o
1,1815, 0,9726 6 dois singletes : q, r
0,8813 , 0,8550 12 quatro singletes : b, ¢, d, e
Tabela 16
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Derivado DADT - DIPA : Espcctro de "Il

24_ 'y /[&
qH- 1'4/1%
1 il \/b
p' &

m I
S ppm nd de s Caracteristicas
dos hidrogénios
3,93736 I q , hidrogénio aminico
3,4132 - 3,2305 21 multiplete: 12H (a,b,c,d) hidrogénios metilicos,
9H metilénicos
2,79 3 multiplete: 2H (e,f *) - 2 Quadripletes superpostos
de hidrogénios metinicos, 1 hidrogénio metilénico
2,5408, 2,5290, 2,5348 DMSO
1,51396 — 1,43099 & 12 multiplete: (j,k,n,0), hidrogénios metilicos
1,36309 - 1,25323
1,39708 , 1,38703 2 2 singletes : (1,m) , hidrogénios sulfidrilicos
1,19806 , 1,50060 6 2 singletes (r,s), hidrogénios metilicos
Tabela 17

*Calculos dos deslocamentos dos hidrogénios “e”, “f” segundo a regra de
Shoolery *': & (C-H) 1,55
8 (w NRR*) 1,33+
2,88
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f
5 ppm nde H’s Caracteristicas
Dos hidrogénios

4,69239 1 singlete de hidrogénio metinico : h

4,0687 ,4,0184 2 . 2 dubletes de acoplamento geminal : g,g> (os dubletes sio mais
discretos devido ao fato do grupo metilénico ser aciclico)
Jygr=12Hz

3,4380 2 - 2 dubletes de acoplamento geminal : p,p’ (Jp.pr =12 Hz)

3,2757 2 . 2 dubletes de acoplamento geminal : m,m’ um =15 Hz)
2,8616 ,2,7444 4 2 dubletes superpostos : e, e, f, f°

1,41437 2 I singlete , hidrogénios metinicos : ¢, d

1,28215 6 singlete , hidrogénios metilicos : i, j
1,26203, 1,23368 12 singletes superpostos , hidrogénios metilicos : a, a’ ,b, b’

1,18415 6 singlete , hidrogénios metilicos : k, |

0,97528 6 ~  singlete , hidrogénios metilicos : n, o

Tabela 18
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Derivado DADT-DIB Intermediario V: Espectro de Be

Foi elaborado espectro de RMN de "*C para diferenciar o DADT-DIB Intermediario V
do intermedidrio 1V pois os espectros de 'H sdo muito parecidos.

S ppm nde C’s Carbonos e suas
Caracteristicas
166,825 1 ] : carbono carbonilico
87,517 1 k : carbono metinico
65,311 1 1 : carbono quaternario (sinal sumiu no DEPT)
60,894 2 g,,h,: carbonos metilénicos (sinais se inverteram DEPT)
60,031 1 r: carbono metilénico (sinal s¢ inverteu no DEPT)
59,850 1 v, :carbonos metilénicos (sinais se inverteram no DEPT)
52,803 1 q, :carbono quaternario (sinal sumiu no DEPT)
51,993 1 u, :carbono quaternario (sinal sumiu no DEPT)
42 285 | 1 : carbonos metilénicos (sinal se inverteu no DEPT)
29,623 & 29,236 2 m, n : carbonos metilicos
27,044 2 s, t : carbonos metilicos
25,824 2 0, p : carbonos metilicos
25,393 , 22634 2 ¢, f : carbonos metinicos
20,511 & 19,418 4 a, b, ¢, d : carbonos metilicos

Tabela 19
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5 ppm n? de H’s Hidrogénios e suas
caracteristicas
0,09820 3 triplete: a
1,0964 - 1,2753 18 multiplete: j, m, p
1,3706 1 singlete : o
1,5190 2 sexteto: b
1,5747 2 2 singletes sobrepostos : k, 1
1,7545 2 quinteto: ¢
2,5400 - 3,0591 2 2 dubletes de acoplamento geminal (picos de
dubete I e 1V) de hidrogénios metilénicos J = 11,0111z
2,69-2,95 2 2 dubletes de acoplamento geminal (picos de dublete 11 e IIT) de
hidrogénios metilénicos
3,45-3,81 2 2 dubletes de acoplamento geminal de hidrogénios metilénicos
3,5196 1 singlete de hidrogénio metilénico
4,3143 2 Triplete: d
7,6240 - 7,6605 2 2 dubletes sobrepostos: e
8,0192-8,0627 2 2 dubletes sobrepostos: f
9,2855 1 singlete: g
Tabela 20
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. kz 4. 4. Anilises Elementares
g Os intermediarios ¢ produtos finais foram analisados com relagdo ds porcentagens de
carbono, nitrogénio e hidrogénio.

. Composto Formula Minima | Valores Calculados | Valores Encontrados
%C %N %H|%C %N %H
Intermedisrio I'V C14H,5N,S, CIO 49,90 831 7,48 |5043 8,11 7,20

DADT-DIPA CaoHlgsN3S, 3HCI. H,0 |4627 809 971 |46.84 724 835
DADT-BUT-Interm.V CysH39N;0;8, 60,82 8,51 7,96 (60,36 7,20 8,06
DADT-PR-Interm.V C23H4N,OS, 60,48 1227 971 |6047 1239 944 |

Tabela 21 — Analises elementares de intermediarios e produtos finais

4.5. Anilises Radioquimicas

As porcentagens de TcO, presentes apos o processo de marcag¢do dos derivados

DADT foram determinadas logo apés ter sido efetuada a filtragdo em millipore de 0,8 A° e
& apresentaram valores entre 4 a 5 % independentemente dos intermediarios analisados. Da
mesma forma, ao determinarem-se as porcentagens de TcO, observaram-se  valores que

variaram entre 3 a 4% e assim as purezas radioquimicas totalizaram os seguintes valores:
p

Produto Pureza Radioquimica (%)
apos purificagio
DADT-Piperidina Ramificada 90,3+ 2,1
DADT-Diisopropilamina 920+ 1,3
DADT-Diisobutilamina 896+ 20
DADT-Butambeno 90,8 + 1,3
Tabela 22
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4.6. Perfis de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

4.6.1. Derivado DADT-PR Marcado com s

!

i

JJ ' \'\/\/Mw’\u\}f\“"\mp LAY eV N

—

.

DADT-PR marcado com °™T¢
Fase mével : tetraidrofurano : agua (50:50)
Fase reversa, fluxo = 1,0 ml/min.

Figura 33 — Cromatograma CLAE tragado pelo detector de U.V.
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DADT-PR marcado com **™Tc
Fase movel : tetraidrofurano : agua (50:50)
Fase reversa, fluxo = 1,0 ml/min.

Figura 34 — Cromatograma CLAE tragado pelo detetor de radiagio
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Fase Movel : cloreto de metileno: etanol (30:70)
Fase reversa : fluxo = 2,10 ml/min.
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Figura 35 - Perfil de CLAE, detector de radioatividade, cscala em minutos



4.7. Distribuic¢des Biolégicas

4.7.1. Distribui¢do Biolégica do Derivado DADT-Piperidinico Ramificado
Marcado com ™ T¢

DADT-PR *™T¢
% DOSE / ORGAO

ORGAO 2 MINUTOS 5 MINUTOS 1S MINUTOS | 30 MINUTOS
Coragio 1,22+ 0,23 1,44+ 0,26 0,63:0,04 | 0,51+0,11
Pulmao 5,92+ 1,15 5,100,73 4,58+0,95 | 3,38:0,65
Figado 26,16+ 3,46 33,00+8,75 129,82:629 27,79 : 3,16
Cérebro total 0,36+ 0,04 0,30:0,17 | 0,28:0,15 | 0,14 ¢ 0,02
Cortex 0,27+ 0,02 0,24+-0,13 | 0,21+0,11 | 0,18+ 0,13
Cerebelo 0,09+ 0,02 0,07+0,04 | 0,07:0,04 | 0,04: 0,01
Sangue Total 3,22+0,25 2,57+0,82 1,72+0,44 | 1,38+0,06

valores de média e desvio padido para n =3 experimentos

Tabela 23

DADT-PR ”*™T¢

% DOSE / g

ORGAO 2MINUTOS S MINUTOS 15§ MINUTOS 30 MINUTOS
Coragdo 1,36+ 0,11 1,45:0,15 | 0,73:0,16 | 0,65:0.08
Pulmio 4,02:0,79 | 3,69:0,07 | 2.90:0,72 | 2.27:0.29
Figado 2.32:0,22 3,12:0,96 | 2,59:0,69 | 2,48:035
Cérebro total 0,25 : 0,05 0,19:0,09 | 0,17:0,09 | 0,09:0,00
Coriex 0,24 : 0,04 0,18:0,09 | 0,17+0,09 | 0,09:0,01
Cercbelo 0,29 : 0,08 0,204 0,09 | 020:0,12 | 022:0,16

valores de média e desvio padrdo para 7 = 3 experimentos

Tabela 24
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4.7.2. Distribui¢io Biolégica do Derivado DADT-Diisopropilaminico Marcado com *™T¢
DADT-DIPA *™T¢
% DOSE / ORGAO

ORGAO S MINUTOS 15 MINUTOS 30 MINUTOS 60 MINUTOS
Coragdo 1,08 ¢+ 0,67 0,52+0,10 0,29:0,08 | 0,24+0,10
Pulmio 3,55+1,25 2,36+0,16 1,06+0,30 | 0,84:0,14
Figado 31,22+233 31,60*4,58 [27,12+4,95 19997 11
Rins 3,19+0,85 3,30 0,20 1,91 0,50 1,51+0,14
Intestinos 2556343 | 44,11+12,53 [52,08:8,05 |57,02:7.11
Cérebro total 1,94 0,70 0,92:0,36 | 0,30:0,08 | 0,25:0,03
Cortex 1,39+ 0,39 0,65*0,23 | 0,22:0,05 | 0,20+ 0,02
Cerebelo 0,56+0,31 0,28+0,13 0,08 + 0,04 0,05+0,01
Estdmago 3,95+1,71 3,28+0,65 | 2,16+1,09 | 2,05+ 0,45
Sangue 8,67+1,89 7,99 0,52 5,26+ 1,82 | 565:0,14

valores de média e desvio padrio para n =3 experimentos

Tabela 25
DADT-DIPA **"T¢
% DOSE / g

ORGAO S MINUTOS 15 MINUTOS 30 MINUTOS 60 MINUTOS
Coracdo 8,98 + 586 5,19+0,88 2,81+0,78 | 2,17:0,84
Pulmao 16,74+10,75 | 12,68+0,98 6,532,332 | 3,77:0,37
Figado 24,31+4,02  |27,93:3,73 |25,78:9,01 |17,82:1,90
Rins 10,67 + 3,87 12,27+2,75 | 7,12:235 | 6,84+2.61
Intestinos 736122 13,20:2,36 [18,53:546 [17,74:2.97
Cérebro Total | 5,16 +2,20 2,46:0,95 | 0,85:0,28 | 0,64:0,07
Cortex 4,67+1,69 2,44+0,99 0,83:0,27 | 0,63 0,04
Cerebelo 8,58+7,44 2,53:0,88 | 0,90:0,35 | 0,69:0,27
Estémago 6,03 +2.24 6,72 +3,30 4,57+0,87 3,18+ 1,13

valores de média e desvio padrio para n = 3 experimentos

Tabela 26
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4.7.3. Distribuicio Biolégica do Derivado DADT-Diisobutilaminico Marcado com ™ T¢

DADT-DIB "™ 3

% DOSE / ORGAO |

ORGAO 5 MINUTOS 15 MINUTOS 30 MINUTOS | 60 MINUTOS |

Coragdo 0,50: 0,11 | 0,25:0,03 | 0,36:0,31 | 0.11:0.01

Pulmido 1,46+ 0,32 1,060,04 | 0,78:0,13 | 0,50 0,01 ’
Figado 22,08:3,60 |2424:1,64 [20,62:198 |17.19 3,66
Rins 2,38:0.41 2,01+0,43 1,79+ 0,32 1,20+ 0,26
Intestinos 12,92 +2.15 26,81:6,63 13783+ 3,12 138,393 64
Cérebro total 0,71+ 0,04 0,30+ 0,04 0,16:0,04 | 0,11+ 0,02
Cortex 0,51+0,05 0,20+ 0,04 0,11:0,04 | 0,06+ 0,01
Cerebelo 0,20+ 0,04 0,09+ 0,01 0,05+0,00 | 0,04+0,01
Estdmago 2,63:0,01 5,47+2725 2,11-0,66 | 233182
Sangue 6,15:0,70 4,58+ 0,67 3,22+1,46 | 259+1,17

valores de média e desvio padréo para n = 3 experimentos
Tabela 27
DADT-DIB *™T¢
% DOSE / ¢

ORGAO S MINUTOS 15§ MINUTOS 30 MINUTOS 60 MINUTOS
Coragdo 3,52+ 0,05 1,76+ 0,47 | 2,99:268 | 0,78+:0,01
Pulmio 7,62+ 1,24 3,85+ 0,70 3,51+0,88 1,88+ 0,35
Figado 12,603 58 1546+ 1,32 |17,22:4.82 11,65+5,09
Rins 6,10+0,58 5,26+ 0,52 | 591:0,22 | 3,19+ 0,91
Intestinos 401+2,50 7,60+ 3,00 {37,83+3,12 [12,53¢« 2,68
Cérebro total 1,80+0,11 0,71+ 0,13 | 042 +0,08 0,27 0,03
Cortex 1,75+ 0,02 0,68+ 0,14 | 0,39:0,11 0,23 + 0,05
Cerebelo 2,07+ 0,61 0,79+ 0,11 | 0,48+0,10 | 0,36:0,08
Estdmago 4,73 +2.66 10,14+ 4,64 | 3,60+1,67 | 3,98+3,50

valores de média e desvio padrdo para n =3 experimentos

Tabela 28
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4.7.4. Distribuicao Biolégica do Derivado DADT-Butambeno Marcado com *™T¢

DADT-BUT *™T¢
_ . % DOSE / ORGAO
ORGAO S MINUTOS 1S MINUTOS | 30 MINUTOS | 60 MINUTOS
Coracdo 060: 0,13 | 024:0,05 [ 024:0,14 | 0.15:0,02
Pulmio 3,05+0,34 1,51+0,07 0,91+0,78 | 0,68+0,07
Figado 35,38:0,86 | 27,81:0,84 (22,242 1,58 |18.32:3.05
Rins 2,84 10,30 1,714 0,16 2,03+0,67 | 0,96+0.01
Intestinos 10,63 +2 84 19,66+ 1,59 [26,77+3.39 27,654,777
Cérebro total 0,29+ 0,05 0,24+0,03 | 0,18+0,03 0,13+0,06
Cértex 0,21 0,02 0,17+0,01 0,13+0,03 | 0,10+0,04
Cerebelo 0,08+ 0,02 0,06 0,01 0,04+0,00 | 0,11+0,09
Estdmago 1,00 + 0,40 3,70+2.22 1,93+0,52 | 2,83:1,12
valores de média e desvio padrio para n =3 experimentos
Tabela 29
DADT-BUT marcado com *™T¢
% DOSE / g
ORGAO S MINUTOS 15 MINUTOS | 30 MINUTOS | 60 MINUTOS
Coragio 6,17+ 1,90 | 2,54:0,56 | 2,52:128 | 1.25:013
Pulmao 14,721 1,64 5,19:0,98 | 458:0,18 | 2.29:0.33
Figado 25,89+ 3 81 23,02+4,59 |18,89+1,79 |13.37:240
Rins 11,13:1,55 7,08+ 1,49 6,032 65 2,68+ 0,01
Intestinos 3,36+ 0,24 7,31:0,62 | 8.80:2,57 | 7.93:0.79
Cérebro total 0,87:0,18 0,63:0,12 0,44+0,03 | 0,30+0,12
Cortex 0,82:0,16 0,55:0,06 | 0,44+0,04 | 0,29:0,11
Cerebelo 1,02+0,27 0,98:0,34 | 0,45+0,03 | 0,34:0,15
Estdmago 1,89:0,41 8,91+6,00 | 455204 | 2.83:1,12

valores de média e desvio padrdo para » =3 experimentos

Tabela 30
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4.7.5. Clareamentos Sangiiineos dos Derivados DADT em Fungio do Tempo :
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4.7.6. Clareamentos Cerebrais dos Derivados DADT em Fun¢ao do Tempo:
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4.7.7. Clareamento Cerebral do Derivado DADT-BUT em Funcio do Tempo :
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4.7.8. Clareamento Cerebral do Derivado DADT-DIPA em Funcio do Tempo:
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4.7.9.
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Clareamento Cerebral do Derivados DADT-DIB em Fun¢io do Tempo:
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4.7.10. Clarcamento Cerebral do Derivado DADT-PR em Fungdio do Tempo:
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Derivado DADT-DIPA Marcado com 99mTe

1h10 1h20

Figura 36 - Captagoes cerebrais do DADT-DIPA apés | hora
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Derivado DADT-DIB Marcado com 99mTec

10 minutos 20 minutos

Figura 37 - Captagdes cerebrais do DADT-DIB apés 10 minutos.
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4.8. Tratamento Estatistico dos Dados de Distribuigdo Biolégica

Apos processarem-se os dados no programa MINITAB obteve-se comparagdes de

médias duas a duas como segue :

Comparagio de " Tc-DADT-DIPA com V" Te-DADT- DIB
Tempo : 5 minutos
QMR =0,105 | t=4,64405 | p=00072 Ho : 1ejeig0 | 1 pavromar ¥ 1t naoroms
Intervalos de Confianca (nivel significincia 95%) : ndo hi intersecio
1,5751 < I opant pieas < 2,3085

0,3464 < I pavr pipe < 1,0798
* = produto marcado com " T¢

Tabela 31

Comparagio de *™Tc-DADT-DIPA com ™ Tc-DADT- PR
Tempo : 5 minutos
QMR =0,109 | t=64029 | p=00018 Ho : 1ejeigh0 | 1 panromaF It oavr omae
Intervalos de Confianga (nivel significAncia 95%) : ndo ha intersecao
1,5751 < L obapr pivas < 2,3085
-0,0706 < ppapr e < 0,6766
* = produto marcado com *" Tc ’

Tabela 32

Comparagio de ”™Tc-DADT-DIPA com >™Tc-DADT- BUT
Tempo : S minutos
QMR =0,105 | t=625115 | p=0,0020 Ho : rejeicdo | jtpar peaF I paor sore
Intervalos de Confianga (nivel significincia 95%) : nio hd intersecdo
1,5751 < W opapr.owar < 2,3085
-0,1300 < popapr mre < 0,6034
* = produto marcado com *™ T¢

Tabela 33




Comparacio dos Intervalos de Confianga para o Tempo de
Nivel de Significancia de 98%
Intervalos de Confianca : ndo ha intersecdes

1,3637 < I papr-pipas < 2,5199 , ’

0,1350 < W panropme < 12912 , logo

-0,286 < W papy_pre < 0,8920 , logo :

-0,2902 < K papr -purs < 0,8660 , logo :
* = produto marcado com *” T¢

S Minutos

- K opapr-piwear ¥ K papT -pipe

K papt-pipas ¥ H papt -pre

’»1 DADT -DIPA* * H papr -BUT*

Tabela 34

Comparacio dos Intervalos de Confianga para o Tempo de 15 Minutos
Nivel de Significancia de 90%
Intervalos de Confianca : nio h4 intersecoes
0,6144 < i DADT -Dipas < 1,2300
-0,0085 < W papr-pme < 0,6071 , 1080 © W papropipas # M papr -piBe
-0,0293 < 1 payrpre < 0,5863 logo :

- 0,07] 1 < }1 DADT -BUTY < 0,5445 ) lOgO .
* = produto marcado com " T¢

K papt-pipar ¥ HpADT -pR*

H papr -pDipas ¥ K pADT -BUTH

Tabela 35

Comparacio dos Intervalos de Confianca para o Tempo de 15 Minutos
Nivel de Significincia de 95%
Intervalos de Confianga : ha intersecdes

0,5555 < W gourre pADT DipaA < 1,2889
0,1896 < U paprpme < 0,6660 , 1080 : W panT _DIPA® H pabT —DIp*

-0,0951 < W papropr+ < 0,6521, logo : M papr-piwar = K DADT -pR*

_0,]300 < },l DADT -BUT* < 0,6034 s lOgO . }l DADT -DIPA* = l-l DADT -BUT*
* = produto marcado com *™ T¢

Tabela 36
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Comparacio dos Intervalos de Confianca para o Tempo de 30 Minutos
Nivel de Significancia de 90%
Intervalos de Confianga : h4 interse¢des
-0,0100 < U papr_pias < 0,6056
-0,1499 < U papropme < 0,4657 , logo :

K papt-pipa* = U pADT -DIBe
-0,1767 < W paprpre < 0,4505 , logo : H papr-pipas = U papT _pRe
-0,1316 < W papp_pure < 0,4840 , 1080 © W pant_pipar = DADT -BUT*

* = produto marcado com *" Tc
Tabela 37

4.9. Ensaio de Atoxicidade

O ensaio de atoxicidade foi efetuado para 0 DADT-DIPA e nio foi detectada nenhuma

morte nem mudanga notavel de comportamento num grupo de 10 animais num periodo de

observagdo de 24 horas .
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5. DISCUSSAO

Um dado curioso do processo sintético mostrou que certas sutilezas interferem no
trabalho de pesquisa. Certos derivados DADT concebidos por Scheffel et al.'™ sintetizados
no Instituto Demokritos de Atenas a titulo experiéncia , foram também preparados no Brasil .
Interessantemente, o mesmo processo efetuado com sucesso na Grécia ndo teve igual éxito no
Brasil mesmo uatilizando-se os mesmos reagentes, solventes e recursos. Apds analise detalhada
dos procedimentos chegou-se a intrigante conclusio que a umidade relativa do ar de Sio
Paulo estava propiciando a deligiiescéncia dos produtos justamente no ultimo passo de sintese.
Como alternativa para o impasse, construiu-se, no IPEN uma cimara anidra de acrilico e

utilizou-se desumidificador de ar para manipular tais produtos .

Ao serem comparados, na tabela 1, pagina 98, os valores de coeficiente de parti¢do
tedricos, denominados CLOGP com os valores experimentais citados por Hui e outros 30 ,
percebe-se que os valores teédricos sdo maiores devido a alguns fendmenos que ndo sdo
computados pelo programa CLOGP. Primeiramente, os valores empiricos foram determinados

§ . .
para os produtos marcados com *™Tc que forma uma estrutura piramidal quando se

complexa no ligante, por¢do DADT.

O programa CLOGP, por sua vez, nfo inclui no calculo o elemento de transigdo
tecnécio-99m quelado, formando complexo com o DADT . Além disto, existem fendmenos
que ocorrem na pratica € que contribuem para a existéncia do desvio entre os valores

calculados e os observados, a saber :
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- As conformag3es adotadas pela molécula podem modificar o tipo de solvatagdo que a

.y, . 80 . " . . ~
mesma Ira experimentar  alterando a propriedade aditiva constitutiva do coeficiente de

parti¢ao;

- Algumas moléculas sio capazes de formar ponte de hidrogénio intramolecular ;

- As diferengas existentes entre os valores de pka dos compostos e 0 dos adotados pelo

programa.

Entretanto, a inclusdo do A lop P no célculo do coeficiente de parti¢do tedrico ou
presumido ¢ utilizada em modelagem molecular como um método racional de criagdo de
novos derivados que se aproximem do valor otimizado de 3,44 calculado por Hui et al.”® |
pagina 97. O A lop P ¢ um valor valido quando elege-se uma nova estrutura quimica que
possua um atomo de nitrogénio apresentando um pka que se aproxime ao pka do nitrogénio
do produto ja sintetizado que originou o A lop P. Dessa forma as diferengas, existentes entre
os valores de coeficiente de partigio tedricos e os praticos fica otimizada uma vez que este
Alop P reflete justamente tais diferengas.  Assim, este A lop P ¢ subtraido do valor de

CL.OGP obtendo-se um namero que simula o valor experimental de log P.

Assim, a modelagem dos novos derivados DADT foi entdo cfetuada de tal forma que
0 novo candidato apresentasse nos calculos, um valor simulado de log P experimental que se
aproximasse do valor ideal de 3,44. O derivado DADT-DIPA, por exemplo, que foi concebido

principalmente levando-se em consideragdo o descritor molecular “coeficiente de partigdo”,

OMISSAC NACIONZL DE ENERGIL NUCLEAR/SP €
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apresentou realmente um log P experimental simulado de 3,89 bem proximo do valor ideal de

3,44

Considerando-se os valores de polarizabilidade efetiva «; , constantes na tabela 5,
pagina 142, nota-se que os derivados DADT sintctizados no presente trabalho apresentaram
valores de @y numericamente superiores do que os derivados concebidos por Scheffel et al '
calculados pela equagiio 3, pagina 119. Isto ocorre devido ao fato de terem sido idealizados
racionalmente para possuirem seu atomo de nitrogénio mais ramificado nas posi¢es ae £, o
que resulta em contribuigdes numéricas maiores de 7 ¢, por conseguinte valores maiores de

ay .

Fazendo-se alusiio & metodologia sintética pode-se afirmar que tratou-se de processos
multi-etapas em que os intermediarios sintéticos e produtos finais foram puricados através
utilizagdo de solventes para remogdo de impurezas, por concentracio de solventes e por
recristalizagdes.  As purificagdes dos produtos de sintese, efetuadas em cromatografia de
coluna utilizando silica-gel ¢ corrente de gas nitrogénio foram bem sucedidas a ponto de se

isolar os produtos purificados com grau de pureza espectroscopica.

Um importante tento do trabalho consistiu no desenvolvimento de uma metodologia
simples e eficaz quantitativamente de separagdio dos produtos de sintese formados na quarta
etapa da rota sintética , intermedidrios IV, IV’, IV’ . Nesta metodologia, descrita na

pagina 88 (ver esquema 9 ), o intermediério IV’ foi isolado por filtragdo a um vécuo de

e
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6 mmHg, o que propiciou rotas sintéticas alternativas para sinteses diferenciadas de produtos

finais, como o caso do derivado DADT-BUT.

As andlises espectroscépicas de infravermelho efetuadas nos intermedidrios sintéticos
¢ produtos finais evidenciaram a presenga dos grupos funcionais pertencentes  as suas
estruturas. As unicas bandas que niio apareceram pronunciadas nos espectros de infravermelho
foram as correspodentes aos grupos SH do derivado DADT-BUT. Estas bandas normalmente
sdo fracas e podem, de fato, niio produzir picos proeminentes apesar de estarem presentes no
estrutura do composto .

Entretanto, a presenga destes dois grupos sulfidrila foram demonstradas no espectro de
ressondncia magnética nuclear através dos picos dos hidrogénios “I”e “m” da tabela 20,

pagina 159.

Os espectros de ressonancia magnética nulear de *C e 'H dos intermedarios e produtos
finais analisados demonstraram-se consistentes com suas estruturas declaradas ou propostas.
Os espectros de C do intermediario sintético IV foram especialmente elaborados para
comprovar o fato de que este composto contitui-se de estrutura biciclica . Para tanto efetuou-
se o espetro de C do composto IV ¢, em seguida, utilizou-se a técnica de DEPT nesta
amostra para inverter os picos dos carbonos metilénicos. Assim, no espectro constante na
pagina 153, os picos “a”, “h “, “k” apareceram invertidos no espectro com DEPT | na
pagina 154. Este comportamento do composto IV quando submetido ao DEPT prova que

este ¢ de fato biciclico pois, se 0 mesmo fosse monociclico, como no caso do intermediario

IV’, ele possuiria 4 carbonos metilénicos , o que resultaria em 4 inversdes de pico. Este
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comportamento de estrutura biciclica submetida ao DEPT € corroborado também pelo
intermediério V do derivado DADT-DIB, pagina 158 em que aparecem 3 inversdes de pico

no espectro com DEPT.

As andlises elementares descritas no item 4.5. . pagina 160, mostraram-se consistentes

com as formulas minimas propostas dos compostos analisados.

As analises radioquimicas dos derivados DADT marcados com “"Tc e purificados
por extragdo com solventes, tabela 22, pagina 160, deram valores de pureza radioquimica
proximos de 90% que se prestaram aos estudos de distribigdo bioldgica, mas que devem ser
posteriomente  otimizados principalmente para os dois derivados #™Pe-DADT-DIPA ¢
99y

‘c- DADT-DIB devido ao fato destes serem mais promissores como radiofirmacos

perfusdrios cerebrais.

Para verificar s¢ os derivados marcados preparados no Brasil realmente formaram os
epimeros syn e anti ( figura 6, pagina 54 ), procedeu-se as separagdes por cromatografia de
alta eficiéncia ( CLAE ) dos derivados **™Tc-DADT-PR (figuras 33 e 34, pagina 161) e
99m

Tc-DADT-DIPA (figura 35,pagina 162) e evidenciaram-se os dois picos correspondentes

-4 2 (13 3 99
aos epimeros “A” e “B” para ambos os quelatos de "™ Tc.

Os dados provenientes da distribuigdes bioldgicas dos produtos marcados mostraram
clareamentos cerebrais diferentes para os quatro derivados DADT. Analisando-se na pagina

167 o clareamento dos derivados comparativamente a captagio inicial de 5  minutos, nota-
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se que os derivados *™Tc-DADT- DIPA e P Tc-DADT-DIB possuem um clareamento mais
intenso. Curiosamente, o ”“"l‘c-DADrl‘»BUT, apesar de apresentar baixa captacdo cerebral
apresenta um interessante comportamento que sugere ser o de um pré-farmaco devido ao fato
de sua captagiio ndo diminuir muito com 0 passar do tempo. Em realidade, para ensaiar
melhor esta carateristica de pro-farmaco, poder-se-ia conceber um radiofarmaco possuindo a

fungdio éster que apresentasse um coeficiente de partigdo mais proximo de 3,44.

Ao se efetuar a andlise estatistica dos dados comprovou-se que a média da captagdo do
99"‘1‘c—DADT-DIPA, em % dose/cérebro para o tempo de 5 minutos, tabela 34, pagina 175, ¢
maior do que a dos outros trés derivados DADT e mostrou-se diferente mesmo a um nivel de
significancia de 99,8% . A andlise de varidncia de Bonferroni efetuada a um nivel de
significdncia de 95% demonstrou, tabela 31, pagina 174, que a probabilidade da média do
99m

Te-DADT-DIPA ser igual a do ™ T¢-DADT-DIB ¢ de 0,72% ¢ para os outros derivados

(DADT-PR e DADT-DIPA) esta probabilidade ¢ ainda menor , tabelas 31 e 32.

Estudando-se os intervalos de confianga gerados a partir dos valores de captacéo
meédia ( %dose/cérebro ) para o tempo de 15 minutos , tabelas 35 e 36 , pagina 175, notou-se
que a captagdo do DADT-DIPA ¢ significativamente maior do que a dos outros trés
derivados DADT apenas se considerarmos um nivel de significancia de 90% onde a média do
DADT-DIPA ¢ considerada diferente. Entretanto, a um nivel de significincia de 95.% as
médias ndo podem ser consideradas diferentes, onde a captagdio do DADT-DIPA ¢

considerada igual a dos outros derivados DADT.



A captagiio (%dose/orgio) especialmente baixa do 9()“'T(:-DADT—PRL, tabela 23, pagina
163, teve explicagdo em um fendmeno que foi explanado recentemente por Nowotnik’”? | a
partir da proposi¢io de Stein'?® de que a constante de permeabilidade de um composto
lipossolivel penetrando numa membrana celular por difusdo passiva ¢ inversamente
relacionada com o numero de pontes de hidrogénio intensas em solugdo aquosa.
Notavelmente, o derivado DADT-PR possul um nitrogénio a mais propiciando a formagio
mais intensa de ponte de hidrogénio o que sugere depreciar sua captagio cerebral. Stein'?
sugeriu que para adentrar numa membrana lipidica as ligagSes de hidrogénio entre o substrato

¢ as moléculas de dgua devem ser quebradas ou desfeitas.

. 97 . . - . . .
Segundo Nowotnik” , este ttpo de interagdo implica em processos nos quais o
substrato possui um tempo limitado de intcragdo com uma membrana biolégica que, por
conseguinte, pode ser a barreira hematoencelzlica. Utilizando o método de atribuigdes,

Pardridge et al.'®®

estudaram a interagdo existente entre a permeabilidade de compostos pela
barreira hematoencefalicacom relagdo as pontes de hidrogénio para estimar o o numero
dessas ligagdes de hidrogénio e Young et al."** mediram a ponte de hidrogénio intramolecular
por comparagdo dos coeficientes de particio dos sistemas octanol-dgua. Como resultado os
autores puderam confirmar que a permeabilidade da barreira hematoencefalica realmente
relacionava-se inversamente as pontes de hidrogénio. Nowotnik ainda chama atencio para o
fato de ainda ndo haver estudos que tratam da interrelagdo entre as ligagdes de hidrogénio e a
captagdo cerebral em termos de radiofirmacos de tecnécio mas existem dados na literatura
onde percebe-se os efeitos provocados pelas pontes de hidrogénio na captagdo cerebral de

99

. .q: 72 o .
complexos de "™ Tc. Assim, utilizando-se dados de Kung et al. ** . Nowotnik et al. Cita o
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produto 1, da tabela 39 abaixo, possuindo um substituinte com hidroxila livre que apresenta
um coeficiente de partigdo que permite seu transporte pela barreira hematoencefilica, mas
que demonstrou possuir captagdo cerebral substancilamente menor se comparada ao composto
2, que € um analogo possuindo amina primaria .

H R

N ” N

>c/
S \ S

Composto R % dose orgio Referéncia
(2 min. apds injegdo) Bibliografica
1 CH,0OH 0,4 72
2 CH,NH, 1,3 72
3 N 3,8 70
v N—
-
4 0,2 70
1 N\/\/’(

Tabela 38 - Captagdes cerebrais em animais dos derivados DADT marcados com
99m
Tc

O analogo que possui amina tercidria, composto 3, possui captagdo cerebral ainda

maior do que o composto 2. Como a fora de ligagdo das pontes de hidrogénio geralmente
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segue a sequ€éncia OH>NH,>NR;, a captagdo cerebral nesta série parece ser inversamente

proporcional a forga das pontes de hidrogénio.

Curiosamente, quando o analogo possuir um nitrogénio adicional, como no caso do

composto 4, existe mais um ponto de formagdo de ponte de hidrogénio contribuindo

fortemente para depreciar sua capta¢ao cerebral.
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6. CONCLUSOES

Os intermedidrios e produtos finais envolvidos nas seis etapas de rota sintética foram
cspectroscopicamente analisados ¢ suas estruturas mostraram-se consistentes com os
espectros de infravermelho, ressonancia magnética nuclear além se serem confirmados por

analise elementar.

Pode-se afirmar que a metodologia de sintese de derivados DADT foi adaptada para o
Brasil para fins de pesquisa. Mas este tipo de processo sintético muli-etapas  deve ser
otimizado para sc tornar mais simples e rapido a ponto de facilitar a produgdo rotineira dos

compostos quimicos.

Analisando-se as porcentagens de captagdo cerebral (Yedose/orgdo, tabela 25, pagina
164) teve-se a grata surpresa de confirmar a captagdo muito boa do *™Tc-DADT-DIPA de
1,94% * 0,70 para 5 minutos. Esse valor esta entre os melhores valores que a equipe de
Scheffel" conseguiu para 0 composto 1 A criado por Scheffel et al.'"* (tabela 1, pagina 98)
¢ se levar-se em consideragio o fato de que a captagdo do "™ Tc-DATD-DIPA foi obtida com
a mistura dos isdmeros A ¢ B, pode-se dizer que ele tedricamente possui uma captagiio

cerebral melhor do que a do composto 1.

Outra carateristica notavel deste radiofarmaco esta em sua afinidade pelo tecido
cerebral tabela 26, pagina 164, que mostra valores percentuais de captagdo dose/g para
cérebro comparaveis com outros érgdos como  intestinos, estdmago e coragdo para o tempo de

5 minutos.

b
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Ao analisarem-s¢  as captagoes dos radiofarmacos criados expressos em %dose/g | vé-
N are (> =Y At 99mr 1 A i1
se claramente que o derivado ™ Tc¢-DIPA possui, apos | hora, uma captagio de 0,64 + 0,07
( tabela 26, pagina 164 ) ainda  superior ao valor de 0,25 * 0,05 do derivado *"Te-

piperidinico para os 2 minutos (tabela 24, pagina 163 ).

Apesar do DADT-DIPA possuir um clarcamento cerebral intenso, ele pode ser
ensaiado como potencial agente perfusério cerebral porque mesmo apds terem decorridos
trinta minutos apds a administragfio, sua captagdo ainda foi de 0,30% =+ 0,08, que pode ser
considerado valor relevante pois Kung et al.®® | em seu trabalho com radiofarmacos DADT
para uso em imagens cerebrais, chamam aten¢ao para o fato de que uma captagfio cerebral de

0,5% ja ser suficiente para que o radiofarmaco possa ser utilizado como agente perfusdrio em

SPET.

Dos trés derivados DADT marcados com ™ Te concebidos pela técnica de QSAR, a
saber : DADT-diisopropilaminico (DADT-DIPA), DADT-piperidina ramificada (DADT-PR),
¢ DADT - diisobutilaminico ( DADT - DIB ), o derivado " Tc-DADT-DIPA apresentou
maior captagdo cerebral, em termos de valores absolutos expressos em % dose/érgdo, por
possuir coeficiente de partigio calculado mais proximo do ideal além de alta
polarizabilidade. O *™Tc-DADT-DIPA provou que o coeficiente de parti¢gio é o descritor
molecular que mais influencia na otimizagio da captagio cerebral dos derivados pois o **™Tc-
P"Te-DADT-DIB, que possut maior polarizabilidade efetiva e coeficiente de partigdo

experimental simulado que se distancia do ideal ,mostrou possuir captagfo cerebral expressa
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em % dose/érgdo, significativamente menor. O derivado DIPA marcado com ?*"Tc é
potencialmente um radiotirmaco perfusdrio corebral a ser pesquisado mais partticulanuente,
Analisando-se 0 mapa da cidmera de cintilagdo planar, figura 36, nota-se que mesmo apds a, a
captagdo cerebral do "™ Tc-DADT-DIPA ainda & cvidente apds ter decorrido um intervalo de

P e-DADT-DIB, efetuado para os primeiros minutos apés a

1 hora apds sua inje¢io. O
administragdo revela um mapa que mostra uma captagdo menos intensa se comparado com o

mapa do derivado "™ Tc-DADT-DIPA.

O " Te-DADT-BUT , descnvolvido pela técnica de QSPR apesar de apresentar uma
baixa captagdo cerebral, expressa em % dose/6rgdo, demonstrou possuir atribuigdes que
sugerem comportamento de pré-firmaco, pois mesmo apés terem decorridos 30 minutos de
sua administra¢do , o radiofarmaco ainda possuia 62% da captagdo cerebral referente a do
tempo de 5 minutos. Como o *"Tc-DADT-BUT provou possuir um clareamento cerebral
pequeno com relagdo a captagdo inicial, ele abre a possibilidade de se tornar um bom agente
perfusorio cerebral uma vez que sua estrutura seja modificada de forma a assumir valores de

coeficiente de parti¢do proximos ao ideal.
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