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RESUMO

O desenvolvimento deste trabalho baseou-se no grande interesse da classe médicana utilizagéo
do cloridrato de N-isopropil-p-iodoanfetamina (IMP) marcado com iodo-123, para avaiacdo da
perfusdo cerebral. Foram realizados estudos para otimizacdo dos paré@metros de marcagdo do IMP
com iodo-131, utilizando método de substituicdo nucleofilica: temperatura e tempo de reagdo; massa
de &cido ascorbico, pH e relagdo massa de IMP/atividade de radiociodo e, estabilidade do produto
final. O método para determinacéo da pureza radiogquimica empregado, mostrou ser preciso, eficiente,
rapido e de facil manuseio. Estudos de distribuicdo biolégicos foram realizados, injetando-se o
radiofarmaco por via intravenosa em camundongos e retirados sangue e 6rgdos. Os dados de
distribuicdo bioldgica demonstraram a capacidade do composto em atravessar a barreira
hematoencefélica intacta, apds administragéo intravenosa do radiofarmaco. O IMP-"*1 mostrou ter
uma depuracdo sanglinea relativamente lenta, com duas vias de eliminacdo, predominando a urinéria.
Portanto, baseado nos resultados da pureza radioguimica, estabilidade e, comportamento biol6gico
em camundongos, concluiu-se que o produto encontra-se em conformidade com as caracteristicas
exigidas de um radiofarmaco indicado, com aplicacdo em clinica médica na obtencéo de imagens

cintilograficas cerebrais.

I. INTRODUCAO

O papel da Medicina Nuclear estd cada vez mais
fundamentado no uso didrio de compostos marcados para
diagnosticar fungdes fisioldgicas ateradas e tratamentos
terapéuticos pos-diagndstico. Com o avanco da Medicina,
na tentativa de entender a base da estrutura celular e
molecular das funcBes complexas e variadas do cérebro
humano, e a extensa patologia a elas associadas, 0s exames
clinicos convencionais passaram a fornecer poucas
resolugbes e, desta maneira, poucas respostas as
necessidades apresentadas[1,2].

Um radiofarmaco para estudo da perfusdo cerebral,
deve apresentar certas caracteristicas fisico-quimicas
especificas tais como: peso molecular (PM) pequeno, pH
neutro, lipofilicidade elevada e estabilidade suficientemente
longa.

Compostos aminicos lipofilicos, difundem-se
passivamente pela barreira hematoencefdica e sio extraidos
do cérebro na proporcdo do fluxo sanglineo regional
[1,3,4,12,13]

Nos estudos da sé&rie de compostos aminicos
investigados, realizaram-se ensaios com 0O grupo das

iodoanfetaminas. Dentre as substitui¢les realizadas, obteve-
se 0 composto |MP (N-isopropil-p-iodoanfetamina):
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Figura 1 — Estruturaquimica do
N-isopropil-p-iodoanfetamina (IMP)

Baldwin e cal.[7], observaram que a posi¢do do iodo
(orto, meta, para € 3,4-diiodo) no anel aromatico afeta a
captacdo cerebral, sendo que o isdmero que mostrou maior
afinidade ao tecido cerebral, com incremento no instante
tardio, foi 0 com iodo localizado na posicdo para.

Winchell e col.[6] pesquisaram e observaram que o
IMP-'2%| apresentava uma captacdo cerebral elevada e um
clareamento lento do cérebro.



Baldwin e Wu [9], redlizando experimentos em
animais de laboratério, identificaram que a
biotransformacdo do radiofarmaco pode ser por
dealquilacéo, deaminacdo e degradacdo oxidativa para écido
iodobenzoico, sucedido por conjugacdo com glicina,
resultando em &cido p-iodohipdrico como o0 seu maior
metabdlito. Foi observado, também, uma deiodacdo
minima, in vivo, ocorrendo um aumento da radioatividade
na tiredide de aproximadamente 0,2% da dose injetada em
24 horas[5,9,10].

Oguchi e col.[14], redlizaram estudos clinicos em
SPECT, injetando o IMP-"?| intravenosamente, para
determinacdo do fluxo sangiiineo cerebral. Observaram que
a maior por¢do da atividade injetada do radioférmaco,
encontrava-se inicidlmente, acumulada no pulméo e,
gradualmente e concomitante ao clareamento pulmonar,
ocorria o transporte da atividade do pool pulmonar para a
circulagdo sistémica, seguido de um aumento da atividade
no fluxo sangliineo cerebral regional.

II. MATERIAIS E METODOS

O IMP marcado foi com radioiodo de acordo com
Godoy e col.[11], que consiste em dissolver o IMP em &gua
destilada purificada, adicionando-se uma solucdo &cida de
CuS0..5H,0, &cido ascorbico e Na*'l, seguida de
aquecimento a170 - 175°C por 20 minutos.

E um método de troca nucleofilica isotopica que
ocorre em presenca de Cu®, podendo formar um complexo
intermediédrio do tipo Ar-Cu-l, favorecendo a substituicao
isotépica. O Cu’(cobre 1) é utilizado como agente redutor
do iodo da molécula do IMP e o &cido ascorbico como
agente catalisador do Cu*™ (cobre 1) paraCu’.

A pureza radioquimica foi determinada utilizando-se
como fase estaciondria papel Whatman 3 MM (13x 1 cm) e
como fase mével a mistura Cloroférmio:Metanol:Acido
acético glacial (85:15:1), obtendo-se Rf do IMP-"*'| = 0,9
-1,0eRf doNa™1 =0,0-0,1[11].

Realizou-se cromatografia liglida de alta eficiéncia
(CLAE) das amostras de IMP-"*!1 (0,150 - 0,270
MBg/10 m.) e Na**| (0,074 - 0,111 MBg/10 ni.) de acordo
com Baldwin e col.[7], utilizando a mistura Etanol:Agua
destilada purificada:Acetato de aménio:Acido acético
glacial (55:43:1:1) como solvente e coluna RP Cig
-Whatman (250 x 4,6 mm, 10 mm).

Para 0 estudo de otimizagdo das marcacOes,
realizaram-se, para cada pardmetro, de 3 a 6 marcacdes (n),
com excegdo dos parémetros temperatura e tempo de reacéo,
de 6 a9 marcagdes (n).

Foram avaiados os seguintes parémetros, tendo-se
como preestabel ecidos os de Godoy e col .[11]:

Tabela 1 — Otimiza¢&o dos parametros
de marcagdo para obtencdo do IMP-|

PARAMETROS . .

DE REACAO OTIMIZAGAO DOS PARAMETROS
AVALIADOS

T | 149-151 | 150-161 | 169-171 | 174-176 | 179-181 | 189-191
TEMPO (min) | 10 15 20 2 0 4
MASSA DE ACIDO

ASCORBICO (mg) 05 10 15 20 25 30

pH 40 60
RELACAO mg 1/80 1/40 1/10 12 U1
deIMPMBqde | (0,1/206) | (0.V148) | (0L37) | (0174) | (U3D)
Na”1

No estudo da estabilidade analisaram-se quatro
relacbes massa IMP/atividade Na™'l, sendo cada uma
investigada por um periodo de 4 dias. As relagdes avaliadas
foram: 1/1, 1/5, /10 e 3/1. As amostras foram
conservadas em ambiente refrigerado (2 - 8 °C), durante este
estudo.

Redlizou-se a didtribuicdo  biolégica em
camundongos fémeas adultas da raga Swiss normais,
pesando entre 15 a 25 g. O radiofarmaco foi injetado
(1,11 - 1,48 MB@/100 ni.) pela veia caudal e nostempos de
15, 30 minutos g, 1, 2, 6 e 24 horas apds a administracéo,
ao animais foram sacrificados. Para cadatempo foi utilizado
um nimero de 6 a9 camundongos (n).

Apos o sacrificio dos animais, coletou-se 0 sangue e
retiraram-se 0s seguintes 6rgdos: tiredide, pulmdo, figado,
intestinos (com conteldo), rins, e cérebro, para
determinacdo da %Dose/0rgdo calculada frente a um padréo
de dose administrada.

III. RESULTADOS E DISCUSSOES

As figuras 2 e 3 mostram os pefis de
desenvolvimento radiocromatogréficos ascendentes em
papd Whaman 3 MM do IMP-®Y e Na™!,
respectivamente,  detectados no  radiocromatgrafo
(Berthold).

As porcentagens das areas calculadas nos perfis dos
radiocromatogramas corresponderam a:
> Figura 2 ® Pico 1= 2,60% de **'I" ePico 2 = 97,40%

de IMP-"31
> Figura 3 ® Pico1=99,83% de ™" ePico2=0,17%
outras formas quimicas de impurezas do Na**|

2
|

Lcts]

Figura 2 - Radiocromatograma do IMP-"2|

avaliado pelo sistema de cromatografia
ascendente em papd Whatman 3 MM
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Figura 3 - Radiocromatograma do Na™'

avaliado pel o sistema de cromatografia
ascendente em papd Whatman 3 MM

Os radiocromatogramas apresentados demonstraram
aeficiéncia do sistema utilizado para separacéo do IM P-3e
Na ™.

Nas figuras 4 e 5 foram mostram-se os perfis das
andlises da CLAE para o IMP-"* e Na™*1, em funco do
tempo de retencdo, respectivamente.

Os tempos de retencdes do IMP-"*] e Na**!| obtidos
corresponderam:
> Figura 4 ® Pico1=""" (Rt =348 minutos) e Pico 2

= IMP-" (Rt = 7,21 minutos).
> Figura5® Pico1l="" (Rt = 3,48 minutos).

Portanto, verificou-se que o método cromatografico

escolhido, foi adequado e confiavel.

Tempo de Retengio (min)

Figura 4 - Espectro da CLAE do IMP-"*!|

Tempo de Retenio (min)

Figura 5 - Espectro da CLAE do Na**|

PARAMETROS AVALIADOS

a) Temperatura de Reacio (°C)

A tabela 2 apresenta os resultados expressos em
porcentagem da pureza radioquimica do IMP-"*" em relacéo
a temperatura de reacdo. Observou-se que para o intervalo
de temperatura de 174 - 176 °C, ocorreu um aumento na
porcentagem  da pureza radiogquimica do IMP-3,
diminuindo nos intervalos subseqlientes de 179 - 181 °Ce

189 - 191 °C. Entretanto, o intervalo de 179 - 181 °C,
apresenta um desvio padrdo de + 4,35, significativo, porém
a0 término da reacdo verificou-se uma coloragcdo amarelo
escuro. O radiocromatograma do  IMP-** para este
intervalo revelou a presenca de outro pico além do IMP-!|
(figura 6), o que levou-nos a considerar a formacdo de
provaveis produtos de degradacdo que estariam ocorrendo
neste intervalo de temperatura.

Tabela 2 - Porcentagem da pureza radiogquimicado
IMP-*3! em funcao da temperatura de reacéo

TEMPERATURA (°C) PUREZA
RADIOQUIMICA (%)

149 - 151 86,21 + 3,46

159 - 161 86,37 + 1,57

169 - 171 86,51+ 2,86

174 - 176 91,43+ 1,65

179 - 181 87,32+ 4,35

189 - 191 89,14+ 0,20
n=6-9
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Figura 6 - Radiocromatograma do IMP-"*!{

a179- 181 °C determinado pelo sistemade
cromatografia ascendente em papel Whatman 3 MM

b) Tempo de Rea¢do (minutos)

A porcentagem da pureza radioguimica do IMP-
em funcdo do tempo de reagcdo, encontra-se na tabela 3.
Observou-se que ha um acréscimo na porcentagem da
pureza radioquimica do IMP-*3!, com o aumento do tempo
de reacdo. Entretanto, como o objetivo € futuramente
marcar 0 IMP com % e sendo, radioisétopo de meia vida
curta (13,2 horas) e, ndo havendo uma variacdo significativa
no rendimento de marcacdo de 30 para 40 minutos,
escolheu-se o tempo de 30 minutos.

lSlI
1

Tabela 3 - Porcentagem da pureza radioquimica do
IMP-*3! | em funcao do tempo de reacdo

PUREZA
TEMPO (min.) RADIOQUIMICA (%)

10 83,32+ 1,80

15 90,54 + 2,25

20 93,73+ 1,59

25 95,93 + 2,10

30 98,01+0,38

40 99,17 +0,21
n=6-9

¢) Massa de Acido Ascérbico (mg/miL)



A tabela 4 apresenta a variagdo da porcentagem da
pureza radioguimica, em fun¢do da massa do catalisador,
acido ascérbico, e do seu volume de dissolucéo.

Para massas de &cido ascorbico de até 2,0 mg
dissolvidas em 10 ni. de &gua destilada purificada, houve
um aumento da porcentagem da pureza radioquimica,
entretanto, para as massas de 2,5 e 3,0 mg de é&cido
ascorbico dissolvidas em 20 ni. de agua destilada purificada,
ocorreu uma reducdo da porcentagem da pureza
radioquimica do IMP-"*!. Foi verificado o mesmo
resultado, quando outras marcagdes foram redlizadas, com a
introducdo de um volume maior de Na™1, sugerindo que o
aumento do volume final de reacdo, deve influenciar a
porcentagem da pureza radioquimica do IMP-23.

Tabela 4 - Porcentagem da pureza radiogquimicado
IMP-"*| em funcéo da variagéo da massa de &cido
ascorbico/volume de &gua destilada purificada

MASSA DE ACIDO PUREZA
ASCORBICO (mg/niL) | RADIOQUIMICA (%)
0,5/10 78,56 + 1,53
1,0/10 97,56 + 1,61
1,5/10 98,39 +1,37
2,0/10 98,01 + 0,38
2,5/20 96,73+1,21
3,0/20 96,76 + 1,86
n=3-6
d) pH final de Reacéo

Na tabela 5 encontra-se demonstrada a variagdo da
porcentagem da pureza radioquimica do IMP-"*! em funcéo
do pH final de reacéo.

Tabela 5 - Porcentagem da pureza radiogquimicado
IMP-*3! em funco da variacdo do pH final de reacao

pH FINAL DE PUREZA
REACAO RADIOQUIMICA (%)
4,0 94,33+0,14
6,0 86,06 + 0,42
n=3-6

Observou-se um decréscimo da porcentagem da
pureza radioguimica com o aumento do pH final de reagdo.

¢) Relagio mg de IMP/MBq de Na™'I

A variacdo da pureza radioquimica do IMP-"* em
funcdo da massa de IMP /atividade de Na™'l (relagdo)
encontra-se na tabela 6. Analisando-se os dados, observou-
se que a porcentagem de pureza radioquimica do
radioféarmaco é diretamente proporciona a massa de IMP
presente nareaco.

Tabela 6 - Porcentagem da pureza radiogquimicado
IMP-*3! em funcao da variagdo darelacio massa
de IMP em mg/atividade de Na**'l en MBq

RELACAO mg de PUREZA
IMP/MBq de Na'*'I RADIOQUIMICA (%)
1/80 (3/8880) 83,59+1,21
1/40 (3/4440) 83,89+0,41
1/10 (3/1110) 96,34 + 1,24
1/2 (3/222) 97,28 +1,32
1/1 (3/111) 98,73+0,13

n=3-6

ESTABILIDADE DO IMP-"*'1 EM FUNCAO DA
RELACAO mg de IMP/MBq de Na'*'I

Os dados da estabilidade do IMP-"*| avaliados por
um periodo de 4 dias, encontram-se apresentada na tabela
abaixo.

Tabela 7 - Porcentagem de pureza radioquimica em fungdo
da estabilidade do IMP-"*'1 e davariaéo
darelacio mg de IMP/MBq de Na™|

RELACAO PUREZA RADIOQUIMICA (%)
mg de
m]ig,MBq 1° DIA 2° DIA 3° DIA 4° DIA
1/10 9849007 | 9226023 | 8443:047 | 8133033
(3/1110)
15 9938+008 | 9548+007 94,78+ 0,07
(3/555)
11 97,91+0,11 96,11+ 0,31 9541+ 0,37 9459+ 0,17
(3/111)
31 9491002 | 9367012 | 9292022 | 9%90+009
(3/37)
n=3-6

Andisando-se os dados da tabela 7, verificou-se que
no primeiro dia de marcacdo as relagbes de 1/1 — 1/10,
apresentaram porcentagem de pureza radioquimica superior
a 97% de IMP-"* e que, nos dias subseqiientes ocorreu um
decréscimo da porcentagem de pureza radioquimica, com a
diminuicdo darelaco.

Conforme aumentavase a relacdo massa de
IMP/atividade de Na!l, o produto permaneceu mais
estével, 0 que garantiu a qualidade para sua aplicabilidade
em dias subseqlientes a marcacao.

DISTRIBUICAO BIOLOGICA DO IMP-"'1

Os dados do estudo da distribuicdo biologica
realizados em camundongos, encontram-se nastabelas8 e 9,
expressos em porcentagem dose/orgdo  (%Dose) e
porcentagem dose/grama de tecido (%oDose/g de tecido), em
funcdo do tempo, respectivamente.

Tabela 8 - Porcentagem dose/6rgéo, sangue e plasma do
IMP-*3!| em camundongos em funczo do tempo

TEMPO MINUTO(S) HORA(S)
15 30 01 02 06 24

ORGAOS
TIREOIDE 0,13+0,02 0,15+0,02 0,29+0,02 0,460,06 0,72+0,08 0,31+0,04
PULMAO 5,01+0,96 4,71+0,88 4,37+0,98 4,75+0,18 4,34+0,68 0,11+0,004
FIGADO 15,65+2,56 15,91+1,86 15,13+2,96 10,61+0,70 8,62+0,74 0,35+0,11
INTESTINO 16,28+1,95 16,94+1,67 16,00£0,70 15,32+0,59 12,02+1,51 0,24+0,04
RINS 4,3140,53 4,22+0,17 3,63+0,41 3,13+0,55 3,01+0,09 0,12+0,03
CEREBRO 4,3410,45 4,40£0,52 4,8940,36 4,9140,31 3,49+0,59 0,08+0,01
SANGUE 29,24+3,10 26,3742,54 26,31£3,20 23,55£2,86 20,50£2,01 8,02+1,53

n=6-9




Andisando-se os dados da tabela 8, observou-se que
a captacdo pulmonar do composto apresentou um pico
méximo de 8,75 + 1,10% da dose administrada do IMP-
B4 no primero minuto, mantendo-se praticamente
inalterado entre os tempos de 15 minutos a 6.

Oguchi e col. [14], em estudos redlizados em
humanos, verificaram que, quando o IMP-?*| era injetado
intravenosamente, uma dta radioatividade achavase
concentrada no pulmao.

A captacdo hepética e pulmonar obtida nos tempos de
1 e 24 horas (tabela 8), apresentou uma certa concordancia,
com os dados experimentais de Holman e col. [10] e Hoshi
e col.[8]. A alta captacdo hepédtica na primeira hora, talvez
sga, reflexo da atividade circulante de IMP-"*| na forma
integra e/ou como algum possivel metabdlito que, mesmo
com a acdo enzimdtica diversificada do figado, estga
conseguindo manter a capacidade metabdlica em seu campo
de atuacéo.

A captacdo cerebral do IMP-"*| demonstrou ser
efetivamente boa, com um pico maximo de 4,91 *
0,31%Dose em 2 horas e boa retencdo cerebral tornando-o
apropriado para realizacéo de estudos clinicos tardios.

Tabela 9 - Porcentagem dose/gramado IMP-"* em
camundongos em funcéo do tempo

Observando-se a tabela 10, verificase uma
eliminag@o fecal inexpressiva para os tempos de 6 e 17
horas, respectivamente.

Tabela 10 - Porcentagem dose de fezes excretada
do IMP-"*Y em func&o do tempo

TEMPO (horas) FEZES
06 0,21+0,03
17 3,07+£0,40
24 3,65+ 0,64
48 3,47+0,26
n=4-5

IV. CONCLUSOES

Estabel eceu-se 0 protocolo de marcacdo do IMP com
iodo-131, onde na tabela 11 encontram-se os valores dos
pardmetros de marcacdo do IMP-** escolhidos, apds o
estudo de otimizago.

Tabela 11 — Par@metros de marca%ao
avaliados para obtencéo do IMP-""{

TEMPO MINUTO(S) HORA(S)
ORGAOS 15 30 01 02 06 24
PULMAO 31,53+2,64 23,70+3,03 23,73+4,16 23,65+3,50 20,11+0,46 0,45+0,16
FIGADO 13,86+1,44 14,27+1,84 13,86+1,18 12,26+1,15 9,64+0,91 0,24+0,06
INTESTINO 5,90+1,10 6,70+0,58 6,74+1,04 6,09+0,25 5,41+0,79 0,09+0,00
RINS 13,95+2,23 12,98+0,99 11,72+1,00 11,95+1,90 12,76+0,61 0,37+0,10
CEREBRO 11,67+1,44 11,84+1,23 12,38+1,34 11,29+0,93 9,37+0,94 0,24+0,03

n=6-9

Baldwin e col. [7], investigaram diferentes isdmeros
do IMP marcados com iodo-123 e, observaram uma maior
afinidade a estrutura cerebral, do isdbmero para. Fazendo-se
uma andlise comparativa com os dados da tabela 9,
verificou-se que a captacdo cerebral experimental obtida, é
significativamente maior que a mencionada pelos autores
(aproximadamente 70% maior).

A baixa captacdo apresentada pela glandula tiredide
permite supor que praticamente ndo ocorreu deal ogenacéo
in vivo do radioférmaco.

Os valores obtidos para captacéo renal nos tempos de
30 e 60 minutos foram de 12,98 + 0,99%Dose/g de tecido e
11,72 + 1,00%Dose/lg de tecido, respectivamente,
mantendo-se constante por 6 horas. Dados estes semel hantes
aos obtidos por Hoshi e col. [8] e, que indicaram ser esta,
uma provave rota de eliminagéo do radiofarmaco e seu(s)
metabdlito(s).

Acreditase que, o IMP-*! e seu(s) metabolito(s),
devam passar por um mecanismo de biotransformacdo sendo
excretados do organismo na forma de é&cido p
aminobenzdico, cuja rota principal de €liminacdo deste
derivado, é aviaurinaria.

PARAMETROS DE CONDICOES ESCOLHIDAS
REACAO PARA CADA PARAMETRO
TEMPERATURA (°C) 174-176
TEMPO..(min.) 30
MASSA DE ACIDO 2,010
ASCORBICO (mg/mi)
pH FINAL @2,0
RELACAO 1/1-1/10
mg de IMP/MBq de Na"*'I (3/111 - 3/1110)

A técnica de marcagdo do IMP com radioiodo foi
eficaz e, de fécil preparo e obtencao.

O sistema cromatografico utilizado para avaliacéo da
pureza radioquimica foi adequado, obtendo-se uma
porcentagem superior a97%.do IMP-*3.

O radiofarmaco obtido apresentou uma estabilidade
do in vitro e in vivo e &inidade cerebral, tanto para estudos
recentes como tardios.
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VI. ABSTRACT

The development of this work was based on a great
interest from the medical class in the utilization of
chloridrate of N-isoproyl -p-iodoamphetamine (IMP) labeled
with ", for brain perfusion avaliation. Studies were
g)erformed to optimize the labeling parameters of IMP with
3! using nucleophilic substitution: temperature and, time
reaction, ascorbic acid mass, pH and relaion IMP
mass/radioiodo activity, and stability of the final product.
Radiochemistry purity method used showed to be efficient,
quick and of easily handling for routine production.
Biological distribution studies were performed in mice to
determine the percent administered dose in the blood,
different organs and whole body after intravenous
administration of the radiopharmaceutical. The product
crossed the intact blood brain barrier, allowing a follow up
of further studies after the intravenous administration of the
radiopharmaceutical. The principal eimination route **I-
IMP was the urinary. Based on the results from
radiochemica purity, stability and biological behavior in
laboratory animals, we concluded that the studied
radiopharmaceutical presents al ideal characteristics for
clinical usein brain studiesin Nuclear Medicine.



