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Os inumeros avangos técnico-cientificos das ultimas décadas
possibilitaram identificar e caracterizar a estrutura de uma
variedade de neurotransmissores e de seus receptores no cérebro,
bem como estudar suas interacoes. Nesse artigo serdo relacionados
os radiofarmacos utilizados em medicina nuclear diagnostica para
acesso a neurorreceptores. Radioligantes cerebrais sdo moléculas
marcadas com isotopos emissores de positron ou emissores de
fotons (gama emissores) que se ligam seletivamente a sitios
receptores especificos no SNC (Sistema Nervoso Central). Para
utilizagcdo in vivo esses radioligantes ndo devem apresentar toxici-
dade e, também, ndao devem apresentar atividade farmacologica
na dose administrada. Utilizando-se ligantes marcados com
nuclideos radioativos, em técnicas como tomografia por emissdo
de positron (PET) e tomografia por emissdo de foton unico
(SPECT), é possivel gerar imagens que auxiliam eficazmente no
diagnostico de doengas neuropsiquidtricas, tanto pela visualizagdo
da distribui¢do e func¢do dos inumeros tipos de neurorreceptores
como pela investigacdo de anormalidades neuroquimicas. Salienta-
se que a utilizagdo dessas técnicas constitui-se em ferramenta de
fundamental importancia para a exploragdo funcional do SNC.
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INTRODUCAO

Utilizando-se ligantes marcados com nuclideos ra-
dioativos e técnicas de auto-radiografia ¢ possivel
visualizar a distribui¢ao de varios tipos de neurorrecepto-
res in vitro € ex-vivo. O mesmo principio tem sido aplicado
para possibilitar a visualizacdo e a medida da funcdo do
neuroreceptor in vivo, utilizando tomografia por emissao
de positron (PET) e tomografia por emissao de féton tinico
(SPECT). Esta metodologia €, atualmente, uma das for-
mas de investigar condi¢des neurologicas e patologias

neuroquimicas, sendo também empregada no estudo
de mecanismos de agdo de psicofarmacos (Camargo,
2001).

A imagem de neurorreceptores consiste no registro
da distribuicao espacial da radioatividade, apds injecao de
um radioligante na circulacdo, que atravessa a barreira
hematencefalica e se liga a um neurorreceptor por fragao
de tempo suficiente. E importante considerar que para ser
utilizado in vivo o radioligante nao deve apresentar
toxicidade ou atividade farmacolodgica na dose utilizada
(Baulieu, Guilloteau, 1998).
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Radioligantes sdo moléculas marcadas com is6topos
emissores de positron (radiagdo particulada 7) ou emisso-
res gama (radiacao eletromagnética - fotons), que se ligam
seletivamente a sitios receptores especificos. Ligantes que
sdo antagonistas de receptor sao preferidos por possuirem
maior afinidade pelo sitio ativo em comparagdo com
agonistas e sdo menos propensos a produzir respostas
decorrentes da interagdo farmaco-receptor.

Vale salientar que o estudo in vivo de receptores de
neurotransmissores se constitui como ferramenta funcio-
nal eficiente de exploracdo do Sistema Nervoso Central
(SNC) (Katsifis et al., 2003).

Os inimeros avangos tecnoldgicos do século XX
possibilitaram caracterizar a estrutura e estudar as
interagoes de variedade de neurotransmissores especificos
com seus receptores no cérebro. Assim, a obtengao de
imagens de neurorreceptores em estudos in vivo € aplica-
da, basicamente, em duas grandes frentes: (1) para deter-
minar o papel do sistema receptor especifico na fisiopa-
tologia das disfun¢des neuropsiquiatricas como esqui-
zofrenia, epilepsia, deméncia do tipo Alzheimer, ansieda-
de e depressao, entre outras, bem como nos casos de uso
de drogas de abuso; (2) para avaliar a interagdo de agen-
tes farmacoldgicos com sistemas receptores visando ao
esclarecimento do mecanismo de a¢do de agentes psico-
tropicos, bem como assistir o desenvolvimento de trata-
mentos alternativos de doengas neuropsiquiatricas e (3)
auxiliar o desenvolvimento de novos farmacos para utili-
zagdo em diagnostico ou terapia. (Maziére, Maziére,
1990; Katsifis et al., 2003).

O desafio relacionado a obtengdo de imagens de
receptores cerebrais com PET (Positron Emission
Tomography) e SPECT (Single Photon Emission
Tomography) tem se multiplicado nos ultimos anos. Estu-
dos de biologia molecular descobrem novos subtipos de
receptores para muitos sistemas neurotransmissores com
propriedades caracteristicas e, possivelmente, com papel
especifico em condi¢des neuropsiquiatricas. Isto aumen-
ta a necessidade do desenvolvimento de novos radioli-
gantes com alta especificidade por estes subtipos de recep-
tores sem, contudo, perder os padroes de exceléncia na
geragdo de imagens observadas para a maioria dos radio-
tragadores empregados rotineiramente (Maziére, Maziére,
1990; Katsifis et al., 2003).

Diante do problema e dispersao de informagdes pre-
tende-se, neste artigo, apresentar de forma sistematizada
os radioligantes utilizados na medicina nuclear diag-
nostica bem como os que estdo em desenvolvimento para
acesso aos receptores cerebrais, com énfase em radioli-
gantes de receptores benzodiazepinicos, bem como suas
aplicagdes na obtengao de imagens de neurorreceptores.
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Neurotransmissores, neuro-receptores e sinapses

A comunicacao entre células do SNC ocorre através
de jungdes neuronais ou sinapses, que podem ser media-
das quimica ou eletricamente. Quase todas as sinapses
utilizadas para a transmissao de sinais no SNC, no ser
humano, sdo quimicamente mediadas. Nas jungdes
neuronais, o primeiro neuronio secreta na fenda sinaptica
o neurotransmissor, que nada mais € do que uma substan-
cia quimica, que atuando sobre proteinas receptoras loca-
lizadas na membrana do neurdnio seguinte o excita, inibe
ou muda sua sensibilidade de alguma maneira (Trevor,
1998; Bloom, 1996). Cada neurotransmissor ¢ secretado
por diferentes tipos de células e funciona em areas distin-
tas, porém especificas do cérebro, resultando em efeito
que depende do local de interagao com o tecido neuronal.

A atividade de farmacos resulta da interagdo destes
com macromoléculas especificas de forma a alterar sua
atividade bioquimica ou biofisica. Assim, apos ser libera-
do, o neurotransmissor se liga a receptores especificos na
superficie da célula pds-sinaptica, ja tendo sido demons-
trada, inclusive, a existéncia de inimeros subtipos de re-
ceptores para cada neurotransmissor especifico (Trevor,
1998; Bloom, 1996). Os neurorreceptores estao presentes
tanto nos neurdénios pds-sinapticos como nos pré-
sinapticos, sendo que nestes ultimos funcionam como
inibidores da liberacao adicional de neurotransmissor na
fenda sinéptica (Baulieu, Guilloteau, 1998).

Os neurotransmissores sao secretados por diferentes
tipos de células e sdo moléculas relativamente simples e
pequenas. Cerca de 60 dessas substancias ja foram
identificadas, podendo ser classificadas em quatro catego-
rias: (1) colinas — sendo a acetilcolina a mais importante;
(2) aminas biogénicas - serotonina, histamina e cateco-
laminas como a dopamina e norepinefrina; (3) amino-
acidos - o glutamato e o aspartato sdo transmissores
excitatorios bem conhecidos, enquanto que o acido g-
aminobutirico (GABA), a glicina e a taurina sdo
neurotransmissores inibidores; (4) neuropeptideos — esses
sao formados por cadeias mais longas de aminoacidos.
Sabe-se que mais de 50 deles ocorrem no cérebro e mui-
tos deles sdo implicados na modulagao ou na transmissao
de informagdo neural (Baulieu, Guilloteau, 1998).

Conceito importante na farmacologia de receptores
¢ aatividade ou a efic4cia intrinseca, medida da capacida-
de do ligante em ativar receptor especifico. Se a interagao
com o receptor aumentar a resposta celular (inibitdria ou
excitatoria) este ligante possui eficacia intrinseca positi-
va e ¢ classificado como agonista. Se, no entanto, esta
interacdo diminuir a associagao entre receptor e trans-
dutor, o ligante possui eficacia negativa e ¢ referido como
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agonista inverso. Assim, um antagonista passa a ser um
ligante que se une a um receptor especifico sem afetar a
associacdo entre o receptor e o transdutor (Bloom, 1996).

GABA e receptores GABAérgicos

A atividade do sistema nervoso central depende
basicamente das fungdes de excitacdo e inibigdo. O prin-
cipal neurotransmissor excitatorio no SNC de mamiferos
¢ o L-glutamato, que despolariza os neurénios por ativa-
cao de receptores. Ja 0 GABA, considerado o principal
neurotransmissor inibitdrio no SNC, ativa os receptores
resultando em hiperpolarizagdo (Bloom, 1996; Korpi et
al., 2002).

GABA ¢ inibidor pré-sinaptico de grande importan-
cia na regulagio da fungdo neural. E formado pela
descarboxilagdo do L-glutamato através da enzima
glutamato-descarboxilase (GAD) e catabolizado pela
GABA-transaminase (GABA-T) por transaminag¢do em
semialdeido succinico (Stahl, 2002; Trevor, 1998). Este
neurotransmissor exerce seus efeitos mais estudados pela
ligagdo a dois tipos de receptores distintos: (1) GABA ,
presente nos canais iénicos de cloro e que tem a fungéo de
aumentar a condutancia de cloro nos neurdnios pré-
sinapticos e (2) GABA,, que atua via proteina-G intra-
celular, aumentando a condutancia de canais de potassio
associados.

O aumento da condutancia de cloro pode ser obtido
por farmacos ansioliticos como os benzodiazepinicos,
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enquanto que sua diminui¢do acontece em presenca de
picrotoxina, substancia convulsivante (Bloom, 1996).

J& foram relatados trés tipos de interagdes ligante-
receptor benzodiazepinico: (1) os agonistas facilitam a
acdo do GABA, alterando a afinidade pelo complexo re-
ceptor; (2) os antagonistas, exemplificados pelo fluma-
zenil, bloqueiam as agdes dos benzodiazepinicos por ocu-
pac¢ao do receptor, mas nao exercem qualquer atividade
intrinseca e (3) os agonistas inversos reduzem a eficiéncia
da transmissao sinaptica GABA-adrenérgica, resultando
em estimulacao do SNC (Bovill, 2001). Apresenta-se na
Figura 1 um modelo proposto para a representagao do re-
ceptor GABA-benzodiazepinico.

Compostos benzodiazepinicos

Os compostos benzodiazepinicos constituem-se em
classe de farmacos que atua no SNC, sendo uma das mais
intensamente estudadas entre os psicofarmacos, destacan-
do-se pela sua utilidade como sedativo-hipndtico. As ra-
z0es para tal aceitacdo na medicina atual incluem seu
amplo espectro de agdo no SNC, comprovada eficacia na
redug¢do da ansiedade e tratamento de disturbios do sono,
relativa seguranga terapéutica e propaganda intensa, nem
sempre correta, dos produtos dessa familia (Stahl, 2002,
Hobbs, 1996; Coleman, Temo, 2001).

Os farmacos pertencentes a essa classe ligam-se a
sitio do canal de cloro que funciona como o receptor
GABA,, mas ndo ao local de ligagdo do GABA propria-

Benzodiazepinicos
diazepam
flurnazenil
OfAC K (=)

barbituratos
neuroesterdides

anestésicos
alcool

FIGURA 1 - Modelo do Complexo Receptor GABA-benzodiazepinico. Adaptado de: Korpi et al., 2002.
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mente dito. Quando se ligam ao receptor, facilitam a acao
inibitoria do GABA na transmissdo neuronal. Existem
varias conformacoes de receptores benzodiazepinicos,
mas, ainda hoje, ndo se sabe ao certo como essas diferen-
tes conformacgdes podem resultar em diferengas tanto na
interagdo ligante-receptor como na atividade funcional
(Stahl, 2002). Existem, pelo menos, cinco subtipos de re-
ceptores de benzodiazepinicos, sendo que trés deles apre-
sentam perfis farmacoldgicos distintos: (1) os receptores
de benzodiazepinicos 1 (denominados 6mega 1) com re-
conhecimento de alta afinidade pelos benzodiazepinicos,
localizados preferencialmente no cerebelo; (2) receptores
de benzodiazepinicos 2 (6mega 2), localizados predomi-
nantemente na medula espinhal e ntcleo estriado; (3) o
receptor de benzodiazepinico 3, localizado fora do SNC e
encontrados abundantemente nos rins (Stahl, 2002). En-
tretanto, estas denominagdes variam conforme o autor
considerado.

Interacao de ligantes radiomarcados com
neurorreceptores

O radiotracador ideal para a geracao de imagem de
neurorreceptor deve apresentar as seguintes caracteristi-
cas: (1) alta seletividade, concentrando sua radioativida-
de no receptor alvo; (2) lipofilicidade adequada para atra-
vessar a barreira hematencefalica de forma facil e rapida;
(3) estabilidade metabdlica, com baixo acumulo de
metabolitos ativos; (4) rapida saida dos sitios de ligacao
ndo-especificos; (5) rapida eliminagdo sanguinea; (6) au-
séncia de efeitos clinicos em doses de saturagdo do recep-
tor e (7) processo de sintese economicamente viavel
(Magziére, Maziére, 1990).

A interacdo de um ligante com seu receptor exibe
duas propriedades que sdo comumente utilizadas para
caracterizagdo do receptor, que sdo a especificidade
molecular e a saturabilidade. A especificidade molecular
descreve o comportamento da interagao do ligante com
seu receptor em termos de afinidade e habilidade em reco-
nhecer molécula em particular, enquanto que a satura-
bilidade esta relacionada a densidade do receptor. O teci-
do cerebral contém concentracdo de receptores de aproxi-
madamente 102 mol/g e, se um ligante é liberado em
excesso, os receptores serao saturados. Concentragoes
muito baixas de ligantes devem, portanto, ser injetadas, o
que implica preparacao de radioligantes marcados com
alta atividade especifica expressas em Becquerel/
nanomol. A localizagio receptor-especifico de um ligante
em um Orgao ou uma estrutura anatomica deve ser valida-
da in vivo, de acordo com critérios como saturabilidade,
estereoespecificidade, distribuicao regional especifica dos
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receptores e alta afinidade pelo radioligante (Maziére,
Maziére, 1990; Katsifis et al., 2003).

PET e SPECT

No inicio dos anos 70 a geragao de imagens cere-
brais foi revolucionada pela associagdo de computadores
a varios sistemas de detec¢do externos. Tal associag¢dao deu
origem aos métodos de imagens tridimensionais atual-
mente utilizados como PET e SPECT.

As técnicas de PET e SPECT possibilitam a
monitoragdo, em fungdo do tempo, da concentragdo do
radiotragador no tecido regional ap6s administracdo de
molécula marcada com radionuclideo emissor de positron
ou de foton de média energia, respectivamente (Turkington,
2001; Groch, Erwin, 2001).

As técnicas de imagens funcionais envolvem a con-
versao da energia do foton emitido em mapas tomogra-
ficos da atividade cerebral regional. Isto se d4 pela admi-
nistragdo de moléculas marcadas com elementos radioa-
tivos, possibilitando o mapeamento da captagdo cerebral
com detectores de radiacdo externos. Dependendo do
radioligante utilizado, podem-se obter indices gerais da
fun¢ao cerebral como fluxo sanguineo regional ou meta-
bolismo de glicose ou, ainda, a medida da funcionalidade
dos receptores.

Asimagens geradas em estudos de PET resultam de
conjunto de detetores que, circulando a cabeca do pacien-
te, registram a chegada simultanea de pares de fotons
emitidos em sentidos opostos, apos a interagdo dos
positrons emitidos pelo radioligante com elétrons do teci-
do. Imagens tridimensionais, de alta resolucdo e precisao,
sdo adquiridas e quando se coletam amostras de sangue,
quantificagdo absoluta da atividade regional pode ser ob-
tida. Contudo, a complexidade da tecnologia e necessida-
de de um ciclotron local para produzir os radioligantes
emissores de positron com tempo de meia-vida fisico cur-
to tornam a técnica recurso dispendioso e de aplicabi-
lidade limitada.

Em SPECT os detetores sdo posicionados ao redor
da cabeca do paciente e registram a radioatividade cere-
bral ap6s a administragdo de radioligantes, que sdo, eles
proprios, emissores de fotons. Apesar da sensibilidade e
resolucao menores, quando comparados com PET, a sim-
plicidade relativa e o baixo custo dos radioligantes e dos
equipamentos geradores de imagem tornam o SPECT fer-
ramenta mais apropriada para o uso rotineiro e com alto
potencial para aplicabilidade clinica. Além disso, desen-
volvimentos recentes na area de instrumentagao resulta-
ram em aumento significativo da qualidade das imagens
geradas por SPECT, aproximando-se, em termos de reso-
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lucdo de imagem, a técnica de PET. A técnica de SPECT,
método que apresenta custo relativamente baixo, utiliza-
da também para tomocintilografia convencional de cére-
bro e medida do fluxo sanguineo cerebral, ¢ promissora na
investigacdo clinica de receptores cerebrais. Varios
ligantes para receptores marcados com '*’I e, mais recen-
temente, *™Tc, encontram-se disponiveis (Groch, Erwin,
2001).

Imagens de neurorreceptores: aplicacoes e
potencialidade

A aplicagdo de estudos in vivo de receptores cere-
brais através de detecgdo externa foi demonstrada por
Comar et al., em 1979, utilizando técnica de PET. Os es-
tudos demonstraram que o flunitrazepam marcado com
"'C ¢ deslocado do cérebro de macacos pela administragdo
de doses terapéuticas de benzodiazepinico nao-marcado.
Contudo, a primeira visualizag¢ao de receptores cerebrais
in vivo em animais, utilizando-se SPECT, foi realizada por
Friedman ef al., em 1982, e em humanos, utilizando-se
PET, por Wagner ef al., em 1983. Esta tltima permite,
atualmente, mapear receptores dopaminérgicos, opioides,
serotonérgicos, benzodiazepinicos e muscarinicos em
humanos e em primatas (Maziére, Maziére, 1990).

Os metabolismos da glicose e do oxigénio estdo in-
timamente relacionados a atividade cerebral e a investiga-
¢do de PET com ['®F]fluordesoxiglicose ¢ ['*O] mostra
claramente que estudos metabolicos do cérebro sao impor-
tantes para o entendimento de disfungdes psiquiatricas e
neurodegenerativas. Desta forma, anormalidades no me-
tabolismo neuronal podem estar relacionadas a alteragdes
em um sistema neuroquimico regulador de transmissao da
informagao entre neurdnios (Maziére, Maziére, 1990).

Quando a molécula radiomarcada interage seletiva-
mente com um receptor, esta pode ser usada in vivo para
avaliar a distribuicdo regional e afinidade dos sitios de
ligacdo envolvidos. Este principio ¢ aplicado em
psicofarmacologia clinica e farmacologia. De fato, varias
doengas neuroldgicas e psiquiatricas tém sido relaciona-
das a neurotransmissores ¢ disfun¢des em receptores que
podem ser diagnosticados por estudos de PET ¢ SPECT.
Assim, radioligantes especificos para varios sistemas
neurotransmissores tém sido sintetizados ¢ avaliados para
uso em PET e SPECT. Os mais extensivamente aplicados
em investigacdes de condi¢des neuropsiquiatricas estao
listados nas Tabelas Ia e Ib (Busato, Pilowsky, 1995;
Baulieu, Guilloteau, 1998; Maziére, Maziére, 1990).

Os receptores dopaminérgicos apresentam em co-
mum a capacidade de reconhecimento de um ligante espe-
cifico, a dopamina. Os subtipos D, € D, se diferenciam
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pelo modo de acdo, ativagdo ou inibigdo da adenilciclase,
respectivamente. Os radioligantes de receptores D, perten-
cem a familia das benzazepinas, cuja estrutura esta repre-
sentada na Figura 2 (Baulieu, Guilloteau, 1998).

R1 O
HO

N—R3
R2
Composigao R1 R2 R3
IBZP 29 H CH;
TISCH Cl i CHjs
SCH23390 Cl H "CH,3

FIGURA 2 - Ligantes de receptores D,.

Os radioligantes de receptores D, pertencem a dife-
rentes familias quimicas, sendo que os mais importantes
sdo derivados de butirofenonas, em particular a espi-
perona, derivados de benzamidas (Figura 3) e derivados
do tropano (analogos da cocaina), usados em imagens de
transportadores dopaminérgicos e serotonérgicos (Figuras
4 ¢ 5) (Baulieu, Guilloteau, 1998; Giinther et al., 1997;
Carpinelli et al., 2001; Amatamey et al., 1995, Fang et al.,
2000; Leslie et al., 1996).

Radioligantes para receptores dopaminérgicos sao
utilizados na avaliacdo de inimeras doengas, particular-

i
o N L o NH L

Y R1 HO 0

X R2 |
Composto X Y R R,
IBZM I OH |OCH; |H
Racloprida Cl OH |OCH; |CI
Epideprida | OH |OCHj3; [OCH3;
Eticloprida CoHs [OH |OCH; |CI
FLB 457 Br OH |OCH; |OCH3;

FIGURA 3 - Ligantes de receptores D, da familia das
benzamidas.
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TABELA la - Radiotragadores empregados em PET e SPECT com afinidade por neuro-receptores

SISTEMA RECEPTOR DOPAMINERGICO

Subtipo Técnica de imagem

Radioligante

Observagoes

D PET

2

["'CJracloprida

Benzamida do tipo salicilamida, que tem
sido utilizada com sucesso na analise
seletiva de receptores centrais D, por PET

["'C] ou ['®F]N-metilespiperona

Derivados da espiperona (butirofenona);
a marcacdo com '8F, que apresenta tempo
de meia-vida maior que !'C, é mais
adequada ja que as imagens sdo adquiridas
apos 1 hora da administracdo; afinidade
por receptores D, e SHT,

['C]CFT

2pB-carbometoxi-2-(4-

fluorofenil)tropano

['*F]FPbCIT

N-(3-fluoro-propil)-23-carbometoxi-33(4-
iodo-fenil)nortropano

SPECT ['*T]iodobenzamida (IBZM) Analogo radioiodado da racloprida
['*I]epideprida Benzamida de alta afinidade
['I]BCIT 2B-carbometoxi-33-(4-iodo-fenil)tropano
['=1]FP-BCIT N-(fluoropropil)2carbometoxi-3-(4-
iodofenil)tropano
[*"Tc]TRODAT-1 9mTe-2B[N,N’-bis(2-
mercaptoetil)etilenodiaminometil]-33-(4-
clorofenil)tropano
['=1IPT N-(3-iodopropen-2-il)-23-carbometoxi-
3[-(4-clorofenil)nortropano
D, PET ["C]SCH23390 Derivado benzazepinico, primeiro
antagonista seletivo de receptor D, de alta
afinidade descrito
SPECT ['#T]SCH 23982 Analogo radioiodado do SCH23390 —

afinidade e seletividade por receptores D,
similares ao antagonista original

['Z[]IBZP

8-10do-2,3,4,5-tetraidro-3-metil-5-fenil-1
H-3-benzazepina-7-ol

[ TISCH

7-cloro-8-hidroxi-1-(3’-iodofenil)3-metil-
2,3,4,5-tetraidro-1 H-3-benzazepina —
radiofarmaco potencial para imagem de
receptor D, em SPECT
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TABELA Ib - Radiotragadores empregados em PET e SPECT com afinidade por neuro-receptores

SISTEMA RECEPTOR DOPAMINERGICO

Subtipo Técnica de imagem Radioligante

Observagoes

5-HT,  PET ["'C] ou ['8F]setoperona Imagens de receptores 5-HT,; seletividade
cruzada com receptores adrenérgicos ol € D,
[''C] ou ['®F]N-metilespiperona Derivados da espiperona (butirofenona)
["'C]cetanserina
SPECT ['*T]cetanserina
5-HT, PET ["'CTWAY-100635 (WAY) Ligantes de alta afinidade, produzem
excelentes imagens de receptores SHT|
["'C]desmetil-WAY-100635 (DWAY)
p-[*FIMPPF Ligantes de alta afinidade, produzem exce-
lentes imagens de receptores SHT,
1CJrobalzotam (NAD-299)
SISTEMA RECEPTOR COLINERGICO
M, PET [""CIQNB Ligantes ndo-seletivos, mas ainda utilizados
para caracterizar receptores muscarinicos
da acetilcolina
SPECT ['*[]QNB
SISTEMA RECEPTOR OPIOIDE
PET ["'C]diprenorfina ou ["*F]ciclofoxi ~ Dois potentes antagonistas opidides de alta
afinidade, sem efeitos colaterais
SISTEMA RECEPTOR GABAérgico
GABA, PET ["'C]flumazenil Antagonista de receptor benzodiazepinico
SPECT ['*I]iomazenil Analogo radioiodado do flumazenil

['BIINNC 13-8241

3-(5-ciclopropil-1,2,4-oxadiazo-3-il)-7-
10do-5,6-diidro-5-metil-6-0x0-4H-
imidazo[1,5-a][1,4]-benzodiazepina —
analogo do iomazenil mais resistente a
metabolizacdo in vivo

mente no grupo das doengas relacionadas a anomalias da
motricidade, como o mal de Parkinson, paralisia
supranuclear progressiva (mal de Steel Richardson), mal
de Huntington e sindrome de Rett, principalmente como
forma de diagnostico diferencial do mal de Parkinson e
indicagdo de tratamento dopaminérgico substitutivo

(Baulieu, Guilloteau, 1998, Bourguignon et al., 1997).
Alguns derivados de espiperona apresentam reacao
cruzada com receptores serotonérgicos do tipo SHT,. Na
tentativa de obtencdo de ligantes especificos para recep-
tores SHT, foram desenvolvidos derivados da cetanserina
(Figura 6), mas que ainda apresentam problemas de
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FIGURA 4 - Derivados do tropano como ligantes para
receptores D,.

FIGURA 5 - Derivados do tropano como ligantes para
receptores D, ([*"Tc]TRODAT-1).

especificidade. Outros derivados encontram-se em estudo
(Baulieu, Guilloteau, 1998; Pietzsch et al., 1999).

Diversos compostos vém sendo estudados visando
aelaboracdo de um ligante para receptor serotonérgico do
tipo SHT,. Entre eles citam-se analogos estruturais do
agonista 8-OH-DPAT, analogos estruturais do antagonis-
ta WAY-100635 e apomorfinas. Os radioligantes mais
bem sucedidos sdo [''C] WAY-100635 (WAY), [!'C]
desmetil-WAY-1-635 (DWAY), p["*F]MPPF e [''C]
robalzotam (NAD-299) (Figura 7).

Os receptores SHT, estdo envolvidos na patogénese
da ansiedade, depressdo, comportamento alucinégeno e
disfungdes alimentares, constituindo-se em importantes
alvos para farmacoterapia (Baulieu e Guilloteau, 1998;
Passchier et al., 2001; Sandell et al., 2001) .

A acetilcolina é neurotransmissor importante dos
sistemas nervoso central e periférico. Liga-se aos recep-
tores nicotinicos e muscarinicos, que diferem entre si por
sua distribui¢@o, pelos agonistas farmacologicos e pelo
mecanismo molecular de agdo. Os receptores nicotinicos
sao distribuidos essencialmente no sistema nervoso peri-
férico, nos ganglios do sistema nervoso autdbnomo e nas
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FIGURA 6 - Ligantes de receptores serotonergicos SHT,.
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FIGURA 7 - Ligantes para receptores serotonérgicos SHT
Adaptado de: Passchier, J., Waarde, V. A. Eur. J. Nucl.
Med.,v.28,n.1, p.113-129, 2001.
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juncdes neuromusculares enquanto que os receptores
muscarinicos estao presentes, essencialmente, no SNC,
nas versoes pré e pos-sinapticas (Bloom, 1996) .

Niao existem radioligantes para receptores
nicotinicos utilizados em PET ou SPECT. Dois tipos de
compostos sdo propostos para estudar receptores
muscarinicos, a dexatimida (Figura 8) e o benzilato de
quinuclidina, marcados com '*F, 7Br e ''C para PET e com
123] para SPECT (Figura 9) (Baulieu, Guilloteau, 1998;
Bourguignon et al, 1997).

X

Composto X
iododexatimida |
fluorodexatimida I3

C-dexatimida H (-CHy)

FIGURA 8 - Ligantes de receptores muscarinicos
derivados da dexatimida.

Composto R1 |R2
iodo-QNB OH ™
fluor-QNB BF | H

FIGURA 9 - Ligantes de receptores muscarinicos
derivados da quinuclidina.

Com esse objetivo, foram desenvolvidos alguns
derivados quinuclidinicos marcados com *Tc (Hom et
al., 1997). As principais aplicagdes potenciais de imagens
de SPECT de receptores muscarinicos sao no diagndstico
de epilepsia e do mal de Alzheimer. No caso da epilepsia,
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avisualiza¢do da perda de receptores muscarinicos permi-
te localizar e delimitar o foco gerador de acesso. No caso
do mal de Alzheimer, detectar a degeneragao das fibras
colinérgicas ¢ importante e deve ser feita precocemente. A
cintilografia de receptores colinérgicos permite o diagnos-
tico diferencial e 0 acompanhamento evolutivo do mal de
Alzheimer (Baulieu, Guilloteau, 1998).

Ligantes para receptores benzodiazepinicos

Na regulagdo da atividade neuronal, o complexo
receptor GABA/benzodiazepina apresenta papel essencial
como desencadeador de inibi¢do. Estudos relatam que a
densidade deste receptor complexo ¢ alterada em estados
como depressao, epilepsia e sindrome do panico (Kuikka
et al., 1996).

Estudos de PET e SPECT utilizando [''C]flumazenil
permitiram mapear a densidade de sitios receptores BZ no
cérebro humano (os quais serdo referidos a seguir como
RBZ) evidenciando alteracdo na densidade destes recep-
tores em apoplexia experimental, doenga de Huntington,
doenga de Alzheimer, distirbios de ansiedade, dependén-
cia ao etanol, encefalopatia hepatica, sindrome de
Angelman, esquizofrenia e epilepsia (Baulieu, Guilloteau,
1998; Beer et al., 1996; Dargham et al., 1995; Hatazawa
et al., 1995; Ishibashi et al., 1998; Moriwaki et al., 1998;
Kukichi et al., 1997; Sasaki et al., 1997; Busato et al.,
1995).

O iomazenil (Ro 16-0154) (Figura 10), analogo
radioiodado do flumazenil, apresenta afinidade subna-
nomolar por sitios RBZ in vitro. Este composto € utiliza-
do como radioligante para geracao de imagem em SPECT
de sitios receptores BZ em primatas (Pike ef al., 1993;
Foged et al., 1996; Hatazawa et al., 1995; Onishi et al.,
1996; Dey et al., 1994).

Apresenta caracteristicas favoraveis para o acesso in
vivo aos sitios RBZ como alta captacao cerebral, pequena
ligacao nado-especifica, alta afinidade por sitios RBZ e por
ndo promover efeitos farmacolodgicos intrinsecos em do-
ses traco (Foged et al., 1996; Onishi et al., 1995; Onishi et
al., 1996).

Varios estudos de SPECT tém demonstrado a
aplicabilidade clinica do ['**I]Jiomazenil para o acesso a
sitios RBZ no cérebro humano (Beer ef al., 1990, Onishi
et al., 1995; Odano et al., 1996; Busato et al., 1995;
Dargham et al., 1995; Onishi et al., 1996; Dey et al., 1994;
Ishibashi et al., 1998; Moriwaki et al., 1998; Kukichi et
al., 1997; Sasaki et al., 1997), sendo desenvolvido para
geracdo de imagem de sitio RBZ em SPECT, o
['*I]iomazenil é extremamente seletivo e apresenta alta
afinidade, cerca de dez vezes maior que o [''C]flumazenil.
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Westera et al. (1996) demonstraram que os
parametros cinéticos e de biodistribuicdo do
[''C]flumazenil sdo comparaveis aos do ['*I]iomazenil,
ilustrando, desta forma, que a técnica de SPECT represen-
ta uma alternativa viavel ao PET neste caso (Bourguignon
etal., 1997).

Dargham et al. (1995) investigaram a reproduti-
bilidade das medidas de SPECT examinando seis indivi-
duos duas vezes no intervalo de uma semana. Estes auto-
res observaram que, com base em variabilidade de 10-
17% e comparando os resultados do teste e sua comprova-
¢éo, a medida do actmulo do ['**T]iomazenil regional em
SPECT ¢ procedimento reprodutivel.

)1
i N\
o
FIGURA 10 - Estrutura quimica do ['**I] iomazenil.

Um inconveniente associado ao uso do
["'C]flumazenil e ['*I]iomazenil é o rapido metabolismo
destes ligantes no plasma. Estudos realizados com
['%T]iomazenil em humanos revelam que menos de 10%
da radioatividade do plasma representa o composto nao
metabolizado 20 minutos apos a injecao.

A rapida metabolizagdo do radioligante implica
baixas taxas de contagem e, conseqiientemente, estatisti-
ca de contagem de radioatividade pobre (Baulieu,
Guilloteau, 1998; Foged et al., 1996; Foged et al., 1997;
Bohorquez et al., 2000).

O composto NNC 13-8241 [3°-5-ciclopropil-1,2,4-
oxadiazol-3-il)-7-iodo-5,6-diidro-5-metil-6-0x0-4 H-
imidazo[1,5-a][1,4]benzodiazepina] (Figura 11) é um
agonista parcial, que se liga seletivamente e com afinidade
subnanomolar aos sitios RBZ em homogenatos de tecidos.
Anélogos do NNC 13-8241 foram, entdo, sintetizados
observando-se maior eficacia agonista para o 3-
oxadiazolil imidazol do que para os ésteres analogos. Es-
tes analogos sdo potentes anticonvulsivantes e sdo aplica-
dos em modelos experimentais para estudo de ansiedade
apresentando utilizagdo potencial como farmacos para
tratamento de apoplexia e ansiedade, o que ndo ocorre
com os antagonistas de BZ flumazenil e iomazenil
(Kuikka et al., 1996; Foged et al., 1996).
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FIGURA 11 - Estrutura quimica do NNC 13-8241.

Com a presenca do grupo 5-ciclopropil-1,2,4-
oxadiazol na posi¢ao 3’ do NNC 13-8241 espera-se que a
molécula se torne menos sensivel ao metabolismo, quan-
do comparado ao flumazenil e iomazenil, que apresentam
0 grupo éster.

Sabe-se que o grupo éster na posic¢do 3 do ligante
imidazobenzodiazepinico ¢ importante para a ativagao de
sitios RBZ. A substitui¢ao do grupo éster pelo grupo 3’-
oxadiazolil ¢ identificada como sendo metabolicamente
mais estavel mantendo a afinidade pelo sitio RBZ.

Experimentos in vitro e in vivo em ratos € macacos
demonstraram a ligag@o do radioligante a sitios RBZ.
Estudos realizados em humanos indicaram que o
['BIINNC 13-8241 apresenta cinética favoravel e consti-
tui-se em agente especifico e promissor para o mapea-
mento de receptores BZ no cérebro (Kuikka ef al., 1996;
Foged et al, 1996). Mais recentemente, outros derivados
do flumazenil foram propostos (Compostos 1 e 2, Figura
12), com modificagdes no grupamento éster. Os estudos
de afinidade de ligacdo aos receptores cerebrais foram,
contudo, ainda inconclusivos (Katsifis et al., 1999).

Receptores GABA | contendo subunidade protéica
a,B,y, € oy, ligam-se fortemente ao agonista inverso
parcial Ro 15-4513, com afinidade reduzida ao antagonis-
ta flumazenil e ndo apresentam afinidade para os agonistas
BZ como diazepam e triazolam. Designados como
diazepam insensiveis (DI), por sua baixa afinidade
micromolar pelo diazepam, estes receptores sdo encontra-
dos predominantemente no cerebelo e, em menor exten-
sd0, no hipocampo de areas corticais (Katsifis et al., 1999;
Korpi et al., 2002).

Exibindo alta afinidade de ligagdo por receptores
benzodiazepinicos o Ro 15-4513, um derivado azidico do
flumazenil, tem sido utilizado extensivamente como
marcador de fotoafinidade para receptores BZ por apre-
sentar alta afinidade farmacoldgica e estrutural por recep-
tores diferentes dos ligados por benzodiazepinas conven-
cionais (Katsifis et al., 1999).
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FIGURA 12 - Ligantes para receptores BZ: flumazenil e
derivados.

Investiga¢des com [''C]Ro 15-4513 utilizando
autorradiografia in vitro de cérebros humanos apds morte e
de macacos Cynomolgus com PET indicaram alta captagao
da atividade no neocortex, ganglio basal e cortex cerebelar.

Ro 15-4513 e outros agonistas inversos apresentam
propriedades como anxiogénese, proconvulsao e acao
anoréxica, que sao farmacologicamente opostas as do
diazepam. Também héa relatos de agdo cognitiva
potencializada e capacidade de antagonizar algumas acdes
neuroquimicas e fisiologicas do etanol (Katsifis et al.,
1999).

O composto bretazenil (Figura 13) apresenta propri-
edades favoraveis para o estudo de receptores benzodia-
zepinicos in vivo. A presenca do grupo tert-butil éster e do
anel pirrol fundido ao ntcleo benzodiazepinico no
bretanezil melhoram a estabilidade metabolica da molécu-
la, quando comparado ao iomazenil e flumazenil, como,
também, permite a realizacdo de imagens em SPECT e
PET, quando marcado com '*’I e "°Br, respectivamente
(Katsifis et al., 2003).

~ »—C0,C(CHy)s

J x

(S)

FIGURA 13 - Estruturas quimicas do (S)-bretanezil e (R)-
bretanezil (X= Br ou I).
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Estudos recentes em instituicoes brasileiras

No Brasil, o IPEN, Instituto de Pesquisas Energé-
ticas e Nucleares, autarquia estadual vinculada a Secreta-
ria de Ciéncia, Tecnologia e Desenvolvimento Economi-
co do Governo do Estado de Sao Paulo, gerido, técnica,
administrativa e financeiramente pela Comissao Nacional
de Energia Nuclear (CNEN), detém o monopdlio de pro-
ducdo de radiofarmacos, distribuindo para todo o territo-
rio nacional diversos produtos entre radiois6topos prima-
rios, moléculas marcadas e reagentes liofilizados para
pronta marcag¢do com *™Tc.

O IPEN possui um reator de pesquisa € um ciclotron
de 30 MeV de protons destinados a produgao de radio-
isotopos de interesse para producdo de radiofarmacos.

O desenvolvimento de radiofarmacos para interagdo
com receptores cerebrais, utilizando-se radiotracadores
emissores de positron de meia-vida ultracurta, tais como
1C, BN ou ®F, implicaria o desenvolvimento prévio de
multiplos centros produtores do radionuclideo e detento-
res de tecnologia automatizada de produgdo e controle de
qualidade. Assim, a obtencao de imagens de receptores
cerebrais utilizando-se PET representa uma realidade ain-
da distante para o Brasil. Apesar disso, a tecnologia de
obtencdo de imagens em PET foi recentemente implanta-
da em alguns hospitais da cidade de Sao Paulo, visando ao
diagnostico de tumores especificos, utilizando-se como
radiofarmaco o ['*F]FDG (fluordesoxiglicose).

Por outro lado, a técnica de SPECT ¢ amplamente
utilizada no Pais e radioisotopos gama-emissores, com
caracteristicas potenciais para utilizacdo em radiotra-
¢adores para mapeamento de receptores cerebrais, tais
como o *™Tc (Aratjo, 1995) e %I, sdo produzidos rotinei-
ramente pelo [PEN (Colturato et al., 2002).

Apesar da potencialidade para produg@o de radioiso-
topos emissores gama com caracteristicas favoraveis para
utilizagdo diagnéstica em SPECT, os radiotracadores des-
tinados a interagdo com receptores cerebrais ainda ndo sao
utilizados no Brasil, em fungao das dificuldades de impor-
tacdo dos ligantes ou substratos para marcagao, agravadas
pelas barreiras protecionistas internacionais.

Por outro lado, a importagao do radiofarmaco ja
preparado torna-se invidvel tendo em vista as limitacdes
fisicas dos radionuclideos empregados para marcagao,
como tempo de meia-vida curto (Colturato et al., 2002).

Sob esta perspectiva, o desenvolvimento da meto-
dologia de sintese de ligantes para neurorreceptores
benzodiazepinicos possibilitara a realizag@o de estudos de
marcagao necessarios ao desenvolvimento de um novo
radiotracador e, conseqiientemente, produgdo para atendi-
mento da demanda nacional.
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Para tanto, foi estabelecida parceria entre o IPEN,
instituicao detentora da produgdo de radionuclideos, ¢ o
Departamento de Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
de Sao Paulo, institui¢do detentora de conhecimento na
area de planejamento, sintese e desenvolvimento de
farmacos.

Em um dos projetos em andamento, no contexto
dessa parceria, tem-se como objetivo a sintese de interme-
diario-chave, com nucleo benzodiazepinico bromado,
que, marcado com radioiodo, resulta no radiotragador
['#I]iomazenil, radiofarmaco aplicado em SPECT para
investigacdo de neuropatologias associadas aos recepto-
res benzodiazepinicos (Katsifis, 1999). Além disso, al-
guns compostos analogos a este radiotracador, racional-
mente planejados, estdo sendo sintetizados, visando a
obten¢ao de produtos com caracteristicas de distribuicao
biologica melhoradas e com potencial de reserva
patentaria. O planejamento e desenvolvimento desses
analogos conta com forte contribui¢ao dos estudos de
QSAR, Quantitative Structure Activity Relationships, que
vém sendo utilizado para descrever quali e quantitati-
vamente as relagdes entre a estrutura quimica de molécu-
las e a atividade biologica por elas desempenhadas.

Este estudo visa a quantificacdo de propriedades
fisico-quimicas, que influenciam a interagao dos ligantes
com a biofase, dando base para o planejamento de analo-
gos mais especificos, com maior atividade intrinseca ou
com melhor perfil farmacologico (Drug Fut., 2002).

Em paralelo, estdo sendo estudados, também, os
parametros de marcacao com radioiodo dos andlogos sin-
tetizados, objetivando obtengao de radiotragador com alta
pureza radioquimica. Estudos de distribui¢do biologica
dos analogos marcados serdo realizados de modo a iden-
tificar analogo(s) com caracteristicas de distribuicao bio-
l6gica compativeis com a utilizagdo clinica do produto em
medicina nuclear diagndstica.

ABSTRACT
Radioligands for benzodiazepine neuroreceptors

In the last decade several technological advances allowed
the biochemical characterization of many specific
transmitters and receptors in the brain and the study of the
respective interactions. This review focuses the most
important radiopharmaceuticals used in diagnostic nucle-
ar medicine to access neuroreceptors. In this case,
radioligands are molecules labeled with positron or
photon emission (gamma) radioisotopes that interact with
a specific neuroreceptor. For in vivo application, these
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radioligands must present no toxicity and pharmaco-
logical properties in the administered dose. The
visualization of the neuroreceptors distribution in brain
and the study of the neuroreceptors function is possible
using labeled radioligands in diagnostic techniques like
positron emission tomography (PET) and single photon
emission tomography (SPECT). The same principle can
be applied to the investigation of neurochemical
abnormalities. This development represents an important
tool for the investigation of neurological dysfunction and
exploration of functional aspects of the central nervous
system.

UNITERMS: Brain radiotracers. Neuroreceptors.
Benzodiazepine receptors. Radiopharmaceuticals
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