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PREPARAÇÃO DE L ASPAR AGIN A M m T c

Hctama Okada Silva. Constância Pagano Goncalvas da Silva a Nilda Patrona Sota d* Paraira

RESUMO

Oada • importância da incorporação da aaparagina marcada com radtonuctidaot am tumorat «ntívafc a

aaparaajina, attabtlacararw ia uaiimatroí para a praparaçlb do compJaico L^aparaabia* Tc*

O* aatudo* da marcação foram raalizadot com «guintw radumraa para o ibn **mTcO4: ctorato aatanoao.

pmiu McoroicOp ctoraio aronovo v sciao mmjm vivw, MCDVUVIO

O randimanto méxino d* nwcaçJb. da ordam da 95%. é obtido quando «• utilizam como aomtat radutorat

o aaeorbato astanoio ou o «inama dorato attanoto a áddo atcòrbico.

PREPARATION OF MmTe-L-A8PARAGINE

ABSTRACT

Tha inttrralationriiip batwaan tachnatium-99m, *ffarant raducing agant* and tha L-a«par(o)na it itudtad. Tha

maximum laballinf yiald, about 96%, i> obtainad by uflng tha fotlowing molar ratio» for ligand to radudng agantcL-Mpa-

•raabw: narmott* «aoorbata. 160:1; tha lytiam L-aaparagina^tcorMcacId, 60:1, and L-aaparagina:itannout chlorida, 800:1.

TMf radiopharmacautleal it mad for vimalization ofdapandant a^iaraajna tumour*.

INTRODUÇÃO

Algum aminoácidos marcado* com alamanto* radioativos tam tido utadot no diagnóstico mé-
dico da tumorat «aniívaii18-151 a am aspacial, a L-atparagína tam ia mostrado útil nassas astu-
(jOlti,2.4,6,10,12)

A asparagina da fórmula NH,CO-CH,-CH(NH1)-COOH é um aminoáddo nfo asaanctal, ancon-
trada como constituinta da muitas protafnas a htdrolisada am maio ácido quante.

Nasta trabalho, astabalaoararrvta os parimattos para a praparacio da asparagina marcada com
** m Tc , após astudos à» dlfarantas radutoras pur» o (on p a r t a c ^ ^

PARTE EXPERIMENTAL

Os astudos da marcaçio foram raaHzados com os saguintas radutor«s:clor«to astanoso19', ácido
aacórbk»17'11', ckxato astanoso a áoido ascorbico'13', ascorbato astanoso131.



MATERIAIS

1. " m T c . am forma de pertecnetato. obtido em sofuofb salina, por eluiçib de um gerador
' • ^ - ' " " T C O P E N - T E C ) .

2. L-asparagina monohidratado (PM=150,1) de procedência Sigma, recristalizada em água
antes do u » .

3. Cloreto estanoso dihidratado PA, SrtClj . 2H2O (PM=22C,6) da procedência Merck com
título de pureza maior que 95%. titulado segundo método descrito na Farmacopéia Bra-
sileira, 2* edicao.

4. Ácido U+!ascórbicoPA(PM=176,12) de procedência Merck.

5. Hidróxido de amônio PA (PM=17,03) da procedência Merck.

6. Soluçab de cloreto de sódio 0,9%.

MARCAÇÃO COM W m T c

Inicialmente, prepararam-se as seguintes soluções:

1. L-asparagina ( L N H } Asp) 2x 10* 'M, em soluçab de cloreto de sódio 0,9%.

2. Ácido ascórbíco (HjAsc) em diferentes concentraçdes em HCMH.

3. Cloreto estanoso dihidratado (SnCI2 . 2H2O) em diferentes concentrações am HCMN.

4. Hj Ase obtido por dissolução em diferentes concentrações na soluçab 3.

6. Ascorbato estanoso (Sn, Ase) preparado a partir da SOOmg de SnCl2 . 2HaO dissolvidos

em HCI 0,25N e alcalinizado com hidróxido da amônio até pH 9 a 10. 0 hidróxido da

estanho assim obtido foi lavado em água a ressuspenso em 8ml da HjAsc (300mg/ml).

A suspensfo foi filtrada através da filtro Millipore 0,22jim a liofilizada por 16 horas.

Prepararam-se amostras contendo 0,96ml de soluçab de L-asparagina, que foram nítrogenadas por

30 minutos e as quais adicionou-se ou 0,02ml de HCI 1N ou redutorts em diversas concentrações. 0 pH

das preparações foi de 3,5.

As soluções assim preparadas foram filtradas por filtro Millipore 0,22/im. Adícionou-se entáb a

cada preparaçfo solucfb de pertecnetato de sódio" "^Tc com atividade da 3,7 x 107Bq. Decorridos 30,

60, 90 e 120 minutos após a adiçfo de 9 " n T c , retiraram-se amostra* a daterminou-:e a purest radioquímica

pelo sistema "Micrtrom"18-15'. Utihzaram-sa fitas de dimensões tcmxõcm da papal Whatman 3MM

recoberto de Silica gel 60 (70-230 mesh ASTM) de procedência Merck e solvente NaCI 0,9% para sepa-

ração do teenécio reduzido hidrolisedo a do produto marcado a TcOJ livra-. Fitas da papal Whatman n° 1

a solvente acetona foram usados para seperaçJb do TcOí livra a do produto marcado a o tacnédo raduzido

hidrolisado.

As medidas de atividade correspondentes a esperagine-'9mTc, TeO« livra a teenécio raduzido

hidrolisado foram feitas em cir.tílador gama da 240 amostras (ANS-Abbot Laboratories).



RESULTADOS E DISCUSSÃO

Ai Tabelas I, II e III atoarem os valores oercentuait correspondentes i amida marcada, tecnécio
reduzido hidrolit&do e pertecnetato livre, em diferentes sistemas radutores para o íon " r n T c 0 í .

Peruano1101 descreve, em seus estudos de espectrofotometria, que o tecnécio reduzido se incor-
pora è L-esparagina e a complexaçab se di nos grupamentos cerboxila e emínico. Explorando esta rspecto,
preperaram-se as soluçOes em pH 3,5 onde a concent*açJb do aminoáádo na forma anfótera é cerca de
30 vezes maior que na forma ácida, sendo que os pKas para semineutralisacfo de cada um dot protons
dissociados da asparagina monohidratada sfb 2,02 a 8,80.

Pode-se verificar que a estrutura molecular de asparagina NH,-CH,-CH(NH2)-COOH nfo con-
tém grupamento redutor. No sistema sem redutor, como era de se esperar há pradominincia de pertecne-
tato, indicando que nfo houve mudança no estudo da oxideçtb do tecnécio (Tabela I).

A fim de reduzir Tc + VI I para o estado de oxídeçfo mais baixo para ser incorporado è asparagina,
adicionou-se ao meio, (on de Sn1* na suposição de uma reduçfb quantitativa de Tc + VII para Tc + IV e
uma possível formação de quelato bimetálico (14).

A adição de SnCI2 . 2H2O na razfo molar 1:400 (Tabela I), provoca raducfo quantitativa do

'•""TcOí. NO entanto, cerca de 40% da espécie reduzida é nfb reativa19', indicando um excesso da con-

centração do redutor. Com o aumento da diluiçfb do redutor, pode-se observar, na Tabela I, que a raduçfo

néb é mais quantitativa, aumentando a percentagem do '9 I T VTc0í e tarrbém diminuindo aquela do Tc

reduzido hidrolisado.

Salaria e colaboradores11" estudando a reduçlò de pertecnetato a tecnécio + IV com ácido

escórbico, concluíram que em soluoSes ligeiramente ácidas em temperatura ambiente, a reduçfb ocorre

muito lentamente. Hodara e colaboradores'7' demonstraram que para a raduçfo eficiente do pertecnetato

eom ácido atcórbico é necessário meio ácido clorídrico 2N e temperatura de 70°C.

Como podemos observar na Tabela I I , o ácido ascórbico «m pH 3,5 nfo consegue reduzir pertec-

neteto.

Numa ..itativa de estabílisar o Tc reduzido com baixas concentrações da Sn1*, adicionou-se o

ácido ascórbico113>. Observe-se na Tabela II que o rendimento de marcação mais alto foi aquele em que

as relapses dos redutores SnCI2 . 2 H , 0 e ácido ascórbico para a asparagina foram de 1:800 e 1:600, res-

pectivamente.

Outro agente redutor utilizado foi o ascorbeto estanoso. O íon de Sn1* quando incorporado ao

ácido ascórbico em solução saturada, minimiza a decompotiçJb química causada pala oxideçfo do Sn1*

e Sn4*, a presença de elementos traço» e formação de solução coloidal1141. A Tabela III mostra que o

melhor resultado á aquele em que a releçáb de ascorbato estanoso para asperagina á de 1:150.

Pode-se concluir, portanto que a preparação do complexo L-esparagine-**rnTc apresentou melhor

rendimento de marcação, cerca de 94% quando st utilizam ascorbato ettanoto em relação ao ligente n$

proporção 1:150 e o sistema redutor cloreto ettanoto a ácido ascórbico em releçfo è amida de 1:800 e

1:50, retpectivemente.

O estudo da estabilidade do complexo realizado á temperatura ambiente ett 2 horas após a pre-

pereefo 6o complexo, indicou que o produto é estável, nfo se verificando o aumento da percerrugem de

pertecnetato livre ou de tecnécio reduzido (Tabela II a I I I) .



Tabela

Controle Radioquímico da Preparação de L-a<paraqina- Tc (funç&o do tempo - Sistema "Michrom")

Tempo! min)

SnCI; ?H2O/Atpwagina

Samradutor

1:50

1:200

1:400

1:800

1:1600

30'

Rendimento

d* mareactfo

<%)

1.22

8.64

55.19

56.67

52.47

55.91

Te redurido

hidrotiiecto

(%)

0.72

86 01

43.54

42.56

45.93

41.10

TcOi

1%)

96.06

545

1.27

0.77

1.60

3.19

eo'

Rendimento

de marcaçjb

1%)

1.42

11.18

44.46

51.17

57.46

60.06

Tc reduzido

hidroliudo

1%)

0.30

84,68

54.63

47.86

40.45

35.43

TcOÍ

(%)

96.28

4.14

0.91

0.97

2,09

4.51

90

Rendimento

de mareaçfo

1%)

»,35

16,51

45.02

65,70

60.87

67.97

Tc rnetori- -j

hídroliiado

[%l

0.26

81,47

53.70

33.56

37,41

26,30

TcOí

(%)

98.39

2.02

0.74

1.72

5.73

120'

Rendimento

oe marcação

(%)

1,50

20.30

43.56

58,01

54,88

55.35

Tc reduzido

hidrolitado

1%)

0.23

78,91

56.05

40.24

43.15

37,33

TcOí

(%)

98.26

0.50

1.40

1,75

1,97

7,32



Controle Radioqutmieo da Preparação

II

L-wparagina-"mTc ffuncffò do tampo • Sistema "Michrom")

Tempo(min)

SnO2 2HjO/A«(Mr^m«

Sna,.2HjO -
H?Asc6fbico 1AO

SnCl, 2HjO 1:200
HjAíCÓrWeo 1:50

SnCI, 2HjO 1:400
HjAscòrtMco 1:26

SnCI2 2H3O 1400
HjAjcortwco 1:50

SnO3 .2Hj0 1:400
HiAsoórbico 1:100

Sua, 2H,O 1800
t^Aacáfbieo 1:25

SnCh.2M3O 1:800
HjAacótbioo 1.50

Sn03.3HaO 1:800
H2AsoM>ico 1:75

Sna,.2«1O 1-800
HaAioòrMeo 1:100

30'

àtmmmçta
(%l

0.77

7J.79

78.96

92.41

68.91

76.27

90.98

87.48

81.48

TcrwtuzMo
Mdrolisado

f%)

o.as

24.33

19.24

5.18

34.80

17.74

7.49

9.43

14. iT

TcOÍ
{%)

98.38

1.88

1.80

2.41

1.29

5.99

1.58

3.09

4.05

60'

de marcac^
<%)

0.72

64.63

77.63

84.64

60.36

80.40

94.38

89.94

87.45

Tc reduzido
hidroltMdo

(%)

2.48

33.43

20,75

11.56

38.14

11.90

3.68

7^7

8.21

TcOÍ
IX)

96.80

2.14

1.62

3.86

1.50

7.70

1.54

2.19

«.34

90'

t% •oo» nu n to
de fnarcsçtfo

(XI

1.32

72.64

80.43

89.59

66.43

85.31

94.69

91.48

86.70

Tc reduzido
hidrolindo

(«I

0.46

25,14

17.6S

7.01

32.23

7,28

3.94

6.78

6.95

TcOÍ
(X!

98.23

2.22

1.89

3.45

1,34

7.41

1.37

1.74

6.35

J20'

Rendi) (wnTo
da ir.arcaçffo

IKI

0.42

67.88

80,68

88.76

69,67

84,22

94.14

90.47

86.68

Tc reduzido
hidrolitado

(%)

0.81

29,94

17.70

8,26

28.83

7.96

4.57

7.59

8.50

TcOÍ
1%)

98.77

2.18

1.62

2.98

1.50

7,82

1,29

1,94

4,82

(71



Tab** I I I

Control* Radtoquimioo da Preparação de L-asparagJna-*'mTc (função do tempo-Sistema "Michrom")

TerT)po(min)

Sn -j AscOrtsvto

1:15

t 20

1:30

1:50

1:100

1:125

1:150

1:200

30'

R •ndimvnto

d? marcsçatb

<%)

68.45

79.21

82.10

86.82

90.88

9033

91.51

91.07

Tc reduzido

hidroltsado

(%)

31.11

2J.19

16.65

10.69

8.06

7.93

3.80

7.57

T C O ;

(%>

0,44

0.60

1.25

2.49

1.07

1.74

1.69

1.36

60'

Rendimento

d* marcaçJb

i%)

76.77

82.62

84.50

81.91

92.84

85.64

94.69

92.63

Tc reduzido

hidrolisado

1%)

22.69

16.88

14,47

15.23

5.86

9.54

3.90

6.02

T C O ;

(%>

3.54

0.60

1.03

2.96

1,30

582

1.41

1,35

90'

Rendimento

d* marcaçíb

(*)

76.37

83.09

81,91

87.54

91.14

90.50

93.00

93.93

Tc rvduzido

hidroliodo

(%)

22,61

15,93

16,78

9.85

7,16

7,22

4 ^ 9

4,74

TcOi

1%)

1.02

0.98

1J1

2,61

1.40

JJ8

2.71

1^3

120'

Rendimento

de marcação

(%)

76.68

65,39

B4.25

84.10

92.40

83.84

94,97

92.74

Tc reduzido

hidrol(«#do

(%)

22,56

34,06

15,03

12.98

6.20

14,37

2.91

6.04

TcOÍ

(%)

0,76

0.55

0,72

2.92

1.40

1.79

2.12

1.22
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