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SUMARIO

Descreve-se neste trabalho a preparagio do complexo da L - asparagi
ra com tecnécio, visando a obten¢ao de um produto marcado para utilizagac em

medicina nuclaar.

Frimeiramente, estuda-se a redu;ia do anion pertecnetato’chD; e
IEI""H.'Ti:i]: com hidrazina e caracterizam-se os estados de oxidagac do tecneclo
par espectrofotometria de absorgao no visivel e no ultravicleta (W) e cro
matografia.

0s espectros de absorgdo no visivel e W mostram que enguanto a 50
lugaoc de pertecnetato de amonio % Te0, (Tc+VIl) apresenta picos de absorgdoc
caracteristicos em 244, 248 e 290 nm, apds & reagao de redugac aparecem pi
cos caracteristicos de Te+lV em 330 & 495-530 nm.

As medidas polarograficas quando se usa salugao de hidrdxide de s&
dio 0,IN eletralita suporte mostram potencial de mela onda, Elﬂaﬂ -0,82v pa
ra o tecnécio +VI|, enquanto que pela adigao de quantidades crescentes de hi
drazina este valor 3¢ desloca para valores mals positivos mostrando a  redu

gao do TctVli para estados de oxidagao mais baixos.

A analise cromatografica confirma os dados obtldos pela polarogra
fia, evidenciande o estado de cxidagaoc +IV para o tecnecio reduzido pela hi
drazina,

0 tecnécio-99 reduzide pela hidrazina mostra-se capaz de se incor
porar a L-asparagina formando um composto cristalinc de PF = 118,6°Cc. A ana
lise pur espectrofotometria de absergao no infravermelho mostra que os gru

pos comprometidos na ligacao com o metal sdc o3 grupos amine e carboxila.

A preparagao de L-asparagina marcada com tecnécio-99m usando como
redutor hidrazina a terparatura de 60°C e 10 minutos de reacdo permite obter
rendimento superior a 9%%, sende que o produto marcado pode ser apresentado

spb esta forma radicofarmacéutica adequada.

0s ensaios de distribuigac bioldgica em ratos da raga Wistar,pesan
do 50-60 gr, normais e portaderes de carcinoma de Walker 256 mostram que o
radiofarmaco concentra-se seletivamente no tumor, € excretado rapidamente
pelos rins e nao apresenta afinidade significativa por quatquer &rgao, sendo

adequado 3 formagao da [magem tumoral.



SUMMARY

Preparation of L-asparagine complexe with technetium. Accumulaticn study

of thegg"&u- labeled compound by lymphosarcoma Walker-256 bearing animals.

The purpose of this study 75 te prepare teghnetlum chelated to L-
asparaglne in order to obtain a potentlally useful radieopharmaceutical inm

nuzlear medlcine.

The reduction of pertechnetate anion (ngcﬁ: and agnﬁcﬂz) using
hidrazine as a reducing agent is studied with use of polarographic spectro
photometric and chromatographic methods.

Spectrophotometric determination shows that the aquecus solutien
-
of ammonium . ™Mec pertechnetate absorbs at 24k, 243 and 290 nm. Howeyer
after reduction the specles absorbs at 330 and near 495-530 nm.

Polarographic measurzments performed with Q4,1 N NaGH electrolyte
show a half-wave potential EE; -0,B82 V for technetium +VII. After the addi
tion of increasing amounts of hydrazine into a selution containing  Tet¥lf,
the half wave potentlal shifts toc more poslitives values, indicating the

reduction of Tc+¥i] to lower valence states.

Chromatographic determinations are in gocd agreement with polaro
graphic analysis, emphatizing the T¢+lV valence state for technetium reduced
with hydrazine,

The reduced 2 1¢ by hydrazine shows ability of belng Tncorporated
into L-asparagine forming a cristalline compound with meiting point 118.6%C.

Infrared absorption spactrometry shows that aminc and carboxy 1
groups are bound to the metal in this complex, The yield of Engc Incorpora
tion into L-asparagine using hydrazine as the reducing agent at 60°C in 30
minutes is up to 95%.

The lab=led complex can be presented as a radiopharmaceutical pro

duct.

Tissue distribution performed in groups of normal and  bearing
lymphoma Walker 256 Wistar rats (50-60 )shows that the  radiopharmaceut!cal
concentrates seletlyely in the tumor and is fastly excreted by the  kidney
and |t doesn't have significant affinity for any organ, being so adequate

for tha formation of tumoral images.



1.  INTRODUCAD

1.1. Prooutos RaDIOFARMACEUTICOS LOCALIZADORES DE TUMORES

A literatura descreve uma variedade de tumores malignos e benignos
de aparencia ¢ comportamento bastante diversos. Conseqllentemente, &€ improva
veél que seja idealizado um unico radiofarmaco capaz de detectar todas essas
lesces,

Usualmente, o diagnostico tumoral € feito por dois metodos: o pri
meiro depende das fungoes proprias do tecide normal nao atacado pele tecido
maligno. HNeste caso, o radiofarmaco nao se localiza no tumor e, durante o
mapeamento, ele aparsce como um nédulo frio ou seja uma dres de baixa ativi
dade dentro do drgac. A dificuldade deste tipo de diagndstico é que o nddu
lo frio & nao especifico, originado per qualquer desordem que bloqueia a fun
¢ao normal do Grgac. Qutra dificuldade é que ocorre Tnterferéncia de radio
atividade no ndodule frio devide ao tecide que o rodeia, Um exemplo deste ti
po de diagndstico e a detecgas de tumores de figado com Rosa Bengala marcada
com lodo-131, em que a massa tumeral aparece come uma zona de menor ativida

de dentroc da massa de malor atividade, representada pelo tecido normal.

0 outro metodo para a detecgdo de tumores € a visualizagao do pré
prio tumor, por meic das caracteristicas prdprias do neoplasma nao encontra
das no tecido normal. 0 tumor & assim visto como uma area de alta atividade

ou "mancha quente’, com resolugaon relativamente melhor que as areas frias.,

Alguns agentes de uso corrente sao especifleos para um tipo de tu
mor, enquanto outros sao taptados por uma grande variedade de neoplasmas e
também por algumas desordens benignas. As caracterfsticas necessarias a um
radiofarmaco capaz de localizar tumcres envolve aspectes tanto fisicos quan
to guimicos e biologicos. A escolba do composto quimico & mais difici!, ndo
s5 devido a pequena quantidade de trabalho publicado a respeite, como também
por causa das diferengas de necessidades biologicas entre o tumor & cada oOr
gao. Para desenvolver um composto Tdeal quantp ao seu aspecto bioldgico, €
necessdrio conhecer tanto a fisinlogia e patologia dos tumores e 1es§es,quqﬂ

to o5 mecanismos de concentragac dos compostos usados normalmente na pratica

— [E——
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medica.

(2)

ra 0 aumento do tempo de permenéncia do radiofarmaco no tumer incluem: aumen

Fara POTLHEN e colaboraderes os mecanismos que concorrem pa
to do volume sangUineo de alguns tipos de tumeres, aumento da parmeabilidade
vascular para macromoléculas devido ao aumento da microvasculatura na regiao
do tumor, pinocitose de protelnas pelas cé€lulas neoplasicas e diminuigac da
drenagem linfatica.

Para subRamanian )

e cotaboradores as caracteristicas tumorais
gue contribuem para formagac da imagem no mapeamento sao: aumento da ativida
de metabolica do tecido neoplasico em relagaa ao tecldo normal, alteragac do

fluxo sanglinec & da microvasculatura tumoral & a presenca de antigenos.

A) Aumento da atividade metabolica do tecido neoplasico em rela
¢a0 ao tecido normal. Neste ¢aso, OS radiofarmacos entram nas
celulas tumorais como substratos metabolicos.

Para Mc CREADY e TROTT 7’

a Unica caracteristica histologica
que poderia ser usada para marcar tumores seria a diferenga de concentragao
de acido desoxiribonucleico (ONA) entre o tumor e o tecido normal. Porém, o
proprio DNA marcado nac & capaz de produzir imagens "in wive”. Geralmente,
as diferengas morfoldgicas saoc tao pequenas que & necessaria muita experién
cia para reconheceé-las, Resta entac a possibilidade de usar alguma caracte
ristica do metabolismo tumoral, fisiologica ou da cindtica celular, aspectes
ainda pouco conhecldos. Um dos primeiros nuclidecs usados para a  detecgao
de tumores foi o *P na forma de fosfato. A razlo de seu emprego baseou-se
ne fato de que pensava-se ccorrer aumento da taxa de rencvagao de acidos nu
cleicos nos tumores. Porém, sabe-se atualmente que ¢ aumento da sintese do
DMA nao & caracteristico de todos os tumores e que as modificagdes  wvascula
res tem seu papel na localizagao do *2P. Devido as suas caracteristicas fl
sicas, emissor & de alta energia (1,71 MeV), o ¥2P nao & conveniente para

formagac de imagem e avaliagac de lesoes superficiais.

Qutro radionuclides, o selénie-7% administrade come selenite
ou incorporado a amingacidos entra rapidamente na sintese protefca, 17gando-
se a protefnas intracelulares. Seus aspectos Inconvenientes sao meia vida fi
sica {120 dias) e biologica (65 dias} elevadas. Alem disto, o selénlo & cap

tade por tecidos narmais como figado e pancreas.

Os tumores apresentam tambem modificagao na cinética celular

que, por sua vez, varia com o tipo de tumor. Q crescimento tumoral resulta



em uma alteracdo tanto na produgao coma na perds de celulas. Assim, em um
tumor que dobra de tamanho rapidamente, deve estar ocorrendo tanto uma rﬁgl
da proliferagac das células tumorais, quanto uma diminui¢ao na perda de cé
lulas. A pratica tem mostrado que o5 tumores concentram alguns amineacidos
de maneira suficiente a permitir formagac de imagem. Os tumores necessitam
de substratos especificos para o seu crestimento, representados por aminaﬁqL
des, nucleotideos e acidos graxos, que servem a sTntese das proteinas,nucles
proteinas & lipldeos {HGTEHEERGEGH} e colaboradores, SANDERS e KUHL{?'], TA
Tor®*)

0 aparecimento de ciclotrons abriu novas possibilldades a pro
dugdo de radionuclideos emissores gama dos principais componentes das matér]
as vivas, a saber: lﬁutt1;2= 2,05 min.}, 1!lC (tlfz = 20,4 min.},' N [t”,2 -
10,6 min.) e ¥F {t1£z= 103,7 min.}, Devido a alta atividade especifica,es
sas radigisotopos podem ser usados para marcar substancias gque se&  encontram
naturalmente em concentragac muite baixa nos organismos vives. Entretanto,
por causa da meia-vida muito curta desses radionuclTdeos e em virtude das
tEgnicas usuais em marcagao, & incorporagao deles a compostos quimicos torna
-se dificil. Assim, no caso do acido aspartico -1 (, embora recomendado pa
ra a detecgac de tumores, a Tncorporagao de ' C ao aminoacido alnda & dfTcil.
Porém, ja tem sido felta a sintese da gentamicing -1*N, que foi capaz de re

()

velar adenccarcinoma e linfosarcoma em cdes [HAYES e EBWARDS A litera
tura também relata um certo nawero de andloges fluwrados de aminoacidos,capa
zes de agir coms antimetabdlites, como fluorfenilalanina, fluortriptefano,
fluortirosina ¢ fluor,3 (3,4%-diidroxifenil) L-zlanina (flucrDOPA}. {ATKINS

7 B
E ], BLJ:l;UIl:m]I e colaboradares e TUBIS{ u}].
B) Alteragac no fluxo sanglineo.

0 espago vascular dentro dos tumores € cerca de tres vezes
aquele do tecido suporte normal. Este & ym fator nac especifico, que resul
ta no aumento da concentracao da maloria dos tragaderes na ares tumral. Po
rém, a pratica tem mostrado que nem todos o5 chamados tumores vasculares mos
tram uma concentragac adequada dos marcadares vasculares camuns, como globu
los vermelhos marcados cnmﬁlﬂr. (PATTERSON e Mc EHEADYEE:l},

EULLIMD{HB} verificou que gs tumores transplantados de ratos
contem aproximadamente 2,5 vezes mais espago intersticial de que o flgado.
Assim, &s celulas tumorais estarfam muito mais expostas & captagio de nutri
entes e outras substancias através da membrana vascular do que as celulas nor
mals, senda o "poof" intersticial bastante significativo para a  concentra

gac transitdria de material radicativo. A alteragao do fluxo sangiineo & o



fator principal na localizagac de agentes para mapeamento de tumores Gsseos,
m . g .

a saber: °°s5r, sy, ''F e pirafosfato 19Mre.  Nestes C2505, O MECanisme

mais provavel deve incluir maior vascularidade, metaplasia ossea g invasac

O55ea.
L) Alteragao da microvasculatura

A permeabilidade da microvasculatura resulta na entrada de ma
cromoleéculas para o espago intersticial. Este deve ser o fator responsavel
7

Ga

ligam-se 3s protelnas plasmaticas Jogo apos a administragao intrave

pela concentragac transitoria de varios agentes em lesces, por exemplo
e 11n
nosa, sendo gue 2 substancia ligada a protelna & capaz de entrar para o espa

(w6 3y,

o intersticial atravas das poros da migcrovasculatura. (HAYES
0) Presenga da antfgenns associados aos tumores

Com o descobrimento e isolamento de antigenos celulares tumg
rals, o desenvolvimentc de anticorpos marcado$ parace promissOr como  agente
diagnostico tumoral altamente especifico.

43
GULLING{ !

importante. O autor verificou que o pH do fluide intersticial de tumores

tonsidera também os efeitos de pH como um  fator

transplantados € de 0,3 a 0,4 unidades de pH mals baixas que o tecidoc normal.
Porém, até o presente, nac existem indicagoes seguras que tal diferenga de
pH possa aumentar a captagas de agentes localizadores de tumores, ainda que
l3LII.T.l'ﬁ.SDr\ll:H:I e colaboradores observaram um aumento na captagao de *"Ga por
celulas L 1210 com a diminuigao do pH.

0s agentes tumarais de uso corrente, comg S?Ga, 111In1I Zdbp;
2 as terras raras 530 sujeitos a hidrolise e podem existir na forma de hidro
xldes em pH fisiclogice ou praximo. MHestes valores de pH predominam as es
pecies Ga{OH}, e Ea{DH}: , A existéncia de pH mals baixo no tumor favorg
ce a3 espécie GafOH),, sugerindo assim um aumente na captagac de gallo pelo
tecide tumoral. Por outro lado, o [ndic mesmo estande na forma de hidréxido

em pH fisioldgico, apresenta menor captagac que o gallic.

Quanto a escolha do radionuc!idec, deve-se considerar o tipo
de radiagao emitida, intervale de energias de fotons e meia-vida. Para Mc
CREADY e TF:E:ITTI:Wj os radionuciidess mais uteis deveriam ter as seguintes
caracteristicas: energia moderada de fotens, meia-vida curta & baixa propor

tao de radiagdo nao penetrante, istc e, elétrons, positrons e raios-X  mena



res que 15e¥. Alem destas, deve-se considerar se o radicnuclideo & capaz de

se incorporar ao composto quimico que se deseja.

I. . A AsPArRAGINA

A asparagina & a amida do dcldo monoaminodicarboxllica, de formu
la MNH,CO - CH;- CH{NH;] - COQH, tendo side isolada pela primeira vez, por
28 .
DAHDDARAN( ] e colaboradores em 1932, da adestinag.,

A asparagina, representada como Asp [NH:), pode existir em duas
formas isoméricas L e D, Ocorre naturaimente em varias ralzes e sementas ho
estado livre, podendo ser isclada por mageracdo e extragdo com 3gua quente.

{FLORKIN e sn'rz'[“", BELL' * ! & colaboradores).

A sintese protéica parece ser o dnico papel preponderante da aspa
ragina nos tecidos de mamiferos. MNesse caso, ©s amino grupos que provém da
asparagina, pedem eriginar-se também de outros aminodcidos por transaminagao

ou da propria amonia, se esta estiver disponivel.

0s amino3cidos nao essenciais saoc produzidos pelos animais mesmo
no caso de jejum proteice prolongade, indicando que os amlno grupes devem

ser estocados nos tecidos em uma forma Tnocua.

Em organismes superiores pouco se conhece a respeito da blossinte

- - 5
se da asparagina, sendo gue sua formacao ja fol descrita por ARFIH{ } a par
tir de 3cido aspartico e glutamina por um sistema enzimatico no flgado de em

kriao de galinha.

(e)

mentes de [upinus fudeus considerando-a uma constituinte importante dos ma

EALDWIN descreve detalhadamente a fun¢ao da asparagina em se

teriais das plantas, zonde teria a fungdo de estocar nitrogenio.

0 metaboiismo do nitrogénic & esguematizado a seguir:



PROTENAS
luz
escuro
ami noacidos axalovacetato
transaminagao aspartato
dehidrogenase
& cetoacidos aspartato“=—  _» amonla
luz ‘hhh“‘nh af”#H'
asparaginase
escuro asparagina
EUQ + Hzﬂ

0 processo de fotossintese origina a-cetoicidos que correspondem
aos aminodcidos necessarios a sintese proteica. A transaminagao nas plantas
permite a transferéncia de amino grupos do aspartato para gqualquer o cetoldci
do normal. O oxaloacetato surge na quebra de carbohidrates e funclona como
receptor de aminc grupos em relagap 3o3 amincacidos formados pela hidralise

das proteinas da sementea,

0 aspartato formado pela transamimagdo pode reagir com mais  ang
nia, produzida pela desaminagao ou transdesaminagan de aminodcides, para pro
duzir asparagina, Este processc poede continuar pelo tempo em que existirem

as reservas de protainas.

Quande a planta tem acesso a luz, surge a clorofila ¢ se inicia a
fotossintese. Esta leva a produgao de o cetoacidos e, 2 medida que a  con
centragao aumenta, passem a sofrer q tranﬁaminagﬁo as expensas de aspartato,

de modo gque se formam novos aminodcidos gque partfcipam da sintese protéica.

Como conseqlencia da utilizagao do aspartato, ocorre a gquebra da
asparagina o gue origina mals aspartato, que pode ser usado na transaminagac
e na formagdc de amdnia. Esta pode ser empregada na aminagao direts de mais

o cetoacides, ariginando mais amincacides para a sintese prot2ica.

Alternativamente, 3 ambnla livre pode ser usada para sintetizar
mais aspartato & partir de oxaloacetato. {onseglentemente, a asparagina e o

aspartato desempenham papel paralelo a glutamina ¢ ao glutamato em outras

et - .f W E NHCLE#REsi



plantas e tecidos animais.

Este sistema toma parte importante na estocagem de aming  grupos
nos tecidos de muitas plantas. 0D aspartatc também toma parte na transamina
¢ao e transamidagdc em alguns animais e tecidos de plantas bem como na ureo
genase,

0 aspartato e o glutamato também podem agir como agentes de tran
saminagao para outros @-cetoacidos, praticamente aocs correspondentes a todos
os aminoacidos da natureza, e transformad-los em aminoacidos por transamina
gac. Além disto podem estocar grandes quantldades de nitrogenio na forma de
asparagina, glutamina gu ambps.

PATTERSON e ORRE:*’

em 1968 relataram ¢ isolamento de uma enzima,
proveniente do hepatoma de Novikoff, capaz de sintetizar asparagina,bem como
estudaram as propriedades e mecanismos de agao deste sisteme enzimatico., Os
autgres concluem gue, aparentemente, o sistema enzimatico capaz de sinteti
zar asparagina, no hepatoma de Novikoff, necessita de dcido L-aspirtico, aci
do adenosina-trifosfarico (ATR), Hg+2 e L-glutamina, no qua! parece que o
doador de amida primaria nos mamiferos deve ser a L-glutamina, 0Os estudos
indicam que a variagao nos nivels de L-asparagina exogena nao devem ter efel
to na velocidade de sTntese da L-asparagina pelo tumor JA, um tecido que nao

exibe a necessidade nutricional pela L-asparagina em cultura de celulas.

COOMEY e HANDSEHUHAEHERizT} am 1970 observaram a biossintese da
L-asparagina em varias fragoes do figado, sendo que diferentes formas de sin
tetase devem desempenhar papel separado na provisao deste aminodcldo. J3 fd
determinado que a L-asparagina sintetase € uma enzima adaptativa do figado
de rato & gue sus atividade auments durante a regeneragao, falta nutricional
de L-asparagina & durante uma ewentual terapia que provoque a diminuigao dos
niveis desta amida no organismo do animal. Estes estudos t&m implicagées no
tratamento de doengas dependentes de L-asparagina, uma vez que qualquer tera
pia, baseada na redugao dos seus niveis deve levar em conta a sua contlnua
substituigac pele figado. Assim, uma forma mals efetiva de gquimioterapla se
ria alcangada combinando a falta de L-asparagina com o uso de anentes capa
zes de inibir sua utilizagdo, 0s animais portaderes de tumores L-asparagina
dependentes demonstram anormalidades no metabolismo deste amincacido. Enquan
to as celulas normais e as ceélulas de linfomas resistentes [ndependem da
guantidade de L-asparaginag do meio para sobreviver, as c¢élulas de tumores

sensiveis necessitam de uma guantidade relativamente elevada de L-asparagina,

{1}

kDD demonstrou que a capacidade de tumores asparagina depen



dentes em sintetizar proteinas, aumenta na auséncia desta amida. Esse autor
relatou que o sorop total de cobalo era capaz de provocar a regressao de cer
tos linfosarcomas transplantades am camundongoas. Seus trabalhos indicaram
que a substancia responsavel pela atividade antitumoral era uma proteina.

b
Em 1961 BHDDEE[ )

dade a presenga da enzima lL-asparaginase do soro de cobaio.

apresentou evidéncias relacionando esta ativi

55
Em 1964 MASHBURN e HRJSTDN[ )

veniente da E.crfd que também apresentava atividade antilinfema.

descobriram uma asparaginase pro

15 em 1922, CLEMENTI )

nase em soro de cobaios € a sua AUSENCIa em numMErosas outros mami feros IncTE

havia descoberto a presenga de asparagi
indo rato, cao, gate, macace € humancs. Fostericrmente, & enzima fol encon
trada no figade de peixes, de cobalo = de galinhas, bem como ne soro de  ani

mais pertencentes a suyperfamilia Cavioidea, a qual pertencem os cobaios.

Antes de 196 também ja baviam sido descritas por SCHMALFUSES e

HDTHES{?S} varias asparaginases provenientes de microorganismes por exemplo
. XN

Aspengilfus Nigenr e em varias linhagens de M. tuberculosdis por HALFEHN{ )

em 1957. 0 descobkrimento de uma fonte bacteriana da enzima com atlividade

antilinfeorma tornou possivel preparar grandes quantidades de enzimas, bem co
mo realizar estydes extensiwvos gue ainda continuam,

(s ]

PATTERSON e CIEGLER relatam 123 espécies de bactérias com ati

vidade L-asparaginase.

Quimicamente a asparaginase & umg amide-hidrolase (EC 3.5.1.1.) ,

capaz de catalizar a hidrolise irreversivel da L-asparagina a acide aspart]
- . |
co e amonia .

CONH 2 COOH

CHg CHy

| +H_;|_U — + MHg
CH.HH3 CH,.HWH2

COCH COOH

asparagina acido aspartico



{36 ) (21}

, warrLey ) neuman

, © macanismo pelo qual a L-asparaginase exerce efaite antitumo

Segundo BOYSE
{e2)

& colaboradores, BRQOME
e Mc COY
ral ainda nac esta claro.

(»5)

HANDSHUMACHER e osuMy"®), oLp (!

e colaboradores mostram que a
L-asparaginase & ativa contra numerosas formas de cancer, especialmente na

leucemia linfatica aguda.

85 em 1967 BROOME e SEHHARTE{EZ} wverificaram que a asparaginase
€ um potente inibidor tanto '"{n wive" coma "in vitnp" das células de numero
sos tumores animais, sendo gue em outros tipos de tumores, bem comd no teci
do nermal, o crescimento celular ndo € afetado pela enzima. Segundo os mes
mos autores, o crescimento das celulas de linfomas resistentes em culturs de
tecidos independem da quantidade de asparagina do meio, enquanto gue, mesme
para sobrevivéncia, as celulas sensivels requerem uma cohcentragao relativa
mente elevada {30-60pM) de asparagina. Os autores demonstraram que ha produ
td0 de asparagina em celulas de linfomas em cultura; alem disso parece  que
as cflulas resistentes respondem a diminuigao de asparagina exogena,aumentan
do sua propria velocldade de sTntese de asparagina, produzindo amincacidos
suficientes para a sintese normal de proteinas mesmo quando quantidades subs

tahciais sao perdlidas para o meio.

A terapia da leucemia linfoide agquda ¢ de linfosarcoma generaliza
do com L-asparaginase, ja € pratica corrente na medicina, conforme  demons
tram trabalhos de LEGUTHﬂisz] e colaboradores e 51'.3HLILI-ZRl[w}| e colaboradores.

Até o presente, pouces trabalhos tratam da incorpeoragac de aspara
gina, marcada com radionuc)Tdecs, em tumores sensiveis. Neste campo sao pio
neircs 0% trabalhos de ANGHILEH&‘ *) que em V1970 preparou um complexc de
L-asparagina com cromio-51. Estudsndo a captagdoc do complexo  L-asparagina
~%1Cr em animais portadores de tumores sensiveis (Linfosarcoma 6 C, HED), o
autor demonstrou a natureza metabolica deste acumulo e os efeltos do trata
mento pela L-asparaginase. Comparando a captagao do complexo L-asparagina e
do complexo acido aspartice em animais normais, em animais portadores de car
cinoma de Ehrlich (tumor ndo sensivel) e em animais portadores de linfosarce
ma & C, HED {rumor sensiwel), o autor verificou gue, nos casos dos animais
normais, a captagac do complexo L-asparagina -51gr & ligeiramente suparior
ac complexo dcido aspiartico -°'Cr. Para aqueles animsis portadores de tumo
res sensiveis, a captagac € praticamente 3 mesma, e para agqueles de  tumores
sensiveis, a captagdo do complexo de L-asparagina € quatro vezes superior a

do complexe acido aspartico. Observou ainda que o trataments com L-asparagi



nase dobra a diferenga.

Mals recentemente em 1971, ANGHILERI{h )

¢3c do complexe L-asparagina ->'Cr em células de tumores sensivels {Linfo

investigande a Incorpora
sarma b Ly HEDR), demonstrou a natureza metabolica desta inccrporagao.

Em 1977, ?ANO{EE] descreveu a preparagao de asparagina -%%Cu  a
partir de asparagina monohidratada & cobre-64, produzido em reator nuclear.
0 autor administrou o complexo em ratos portadores de linfoma L-2 e estudou
a incorporagac do produte no tecide tumeral e orgaos. Concluiu que a aspara
gina -®“Cu apresentava melhor relagdc tumar/tecide mole que o citrate de gi
Vio=67.

A sTntese de N-4 etil'"{ L-asparaglna fol felta por DINEEH{ZE}em

1975.

Em 1974, GELBRRD{as} e colaboradores prepararam L-asparaginag mar
cada com nitrogénio-13 por meio de sintese enzimatica e estudaram sua distri
bui¢do biologica em caes, observande certa afinidade deo radlofarmace pela
migcardio.

(1%}

possibilidade de usar & droga para mapeamento do miecardio.

BELL em 1974 preparqou asparagina marcada com "W e estudou a

1,3, 0 TecnEclo

i.3.1. Generalidades

Em 1925, NODOACK, TACKE e 8ERG ™’

do elemento 13, ac qual deram o nome de "Masuwrium". 0Os autores basearam-se

gnunclaram a descoberta

nos espectros de amissao de raios-X obtidos de concentrades de gangas de va
rios minerals como a columbita, gadolinita e oytros. Porem, desde essa des

coberta nac fol possfvel repetir o experimento ariginal.

Em 1937 PERMIER e SEGREC®? 70 rabaihande na ttdtia,
isolaram & estudaram ¢ isotopo radioativo do elemento 43, obtide a partir de
molibdénio irradiado. Assim o tecndcio {do grege: artificial), foi o primei

ro glemanto radigative obtlido artificialmenta.

0 techécio aparece na ?é coluna da Tabela Periodica - Gru

pe Y1l a, mestrando varias caracterlsticas quimicas do mangares.
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Dos seus isdtepos, quatro tem sfdo usados como tragadores:

MEIA-VIDA
s £ 60 dias
e 4,2 d
L 91 d
99mTc & h

0s isotopos de massa 97, 98 e 99, t&m mela-vida superior
a 10° anos ¢ s3c usados para o estudo da qufmica do elemento em macroescala.
Destes, o mais usado em medicina nuclear & o e = l:.i51.I'~|1ZZiET~'.S':2 },EﬂLTDH{zﬂ,HﬁE
F'ER':MII e colaboradores).

0 techécio-39m & descendente do molibdeénic-93 {t,, =66 ho

Y2

ras} produzido em reator huclear pelas reagoes:
a3 3
Moln,y) Mo

Z 35 9
U{n,f} Mo

5
“HD Gah ssﬂilc &h gch 2,1 = |'|]i.h Wo
42 i y 43 B' 44

. A - 99 .
Assim, a combinagac Mo - hamTc constitui um par pal-

filho, no qual ¢ filhe tem mela-vida mais curta.

Ma pratlca, para se ter um chamade gerader de tecnéclo, o
mol Ibdénlo & fixade em coluna de vidro contendo alumina, sends o tecneclo
elufdo na forma de pertecnmetato de sodlo com solugac isotdonica de cloreto
de sodio.

Na forma de pertecnetato, ¢ elemento pode ser utilizada,
em medicina, para o mapeamento e estude da fisiclogia da tiredide e mapeamen

to do cérebro, das glandulas salivares e localizagdo de tumores  espinals
(ruais{**)).

A=z caracterlsticas principais Qque tornam o tecnEcio~%9m
util em medicina nuclear sao: meia-vida curta l:t1z = £h}, nac & emissor 8,
decal por emissac de radiagao vy de 140 KeV, o que favorece a detecgao exter

na com uma dose mfnima de radlagao ao paciente. Epossivel preparar varios com
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=Y , -
Fostas marcados com Mre de interesse radiofarmaceutico, conforme indicado

"
por TUBIS{ }.

1.3.2. Estados de Oxidagao

A gquimica do tecnécio € semelhante a do rénio e em menor
extens3s aquela do mangands. A forma mais estavel € a do fon pertecnetato
Tcn: semelhante ao {on permanganate unn: porém, um oxidante muito mais fra
en. Conhecem-se compostos de tecneécio em todos os seys estados de oxidagao
de +Vil a-1. Pordm , em solug3o aguosa s3o mais estdvels o Ted, e o Tc0,
Insalovel.

0 tecnecio apresenta propriedades acidas e basicas de ma
do gue seu estade de oxldagao e, como consequencia seu comportamente quimice

dependerasc do melo Acido ou alcalinc em que se encontra.

Para que ¢ tecnecio seja Incorporado a produtos radiofar
maceuticos € necessaric que ele se encontra em seus estados de oxldagac mals
balxos que +V1|,

As substancias redutoras mais usadas, frequentemente, sdo:
cloreto estanose, acido clorldrice ¢ acido ascarbico, ¢loreto ferroso ¢ bere
hidreto de sodico. € pertechetato também pode ser reduzido eletroliticamente
ainda que, quands se usam eletrodos de zlrconio e estanho ocorra normalmente
a presenca de agentes redutores metalicos. 0Os métodos fisicos empregados pa
ra estudar a3 formas reduzidas do teenécio Incluem redugao polarografica das
solugoes de taenecio +VI1, dados espectrofotométricos, coulometria,eletrofo
rese e extragao por sofventes.! Devido a pequena quantidade de tecnecio-39
geralmente disponlvel, o estud6 dos estados de oxidacdo do tecnéclo tem si
do feitos com compostos analogos de rénio, devido a semelhanga de comparta
mento quimico entre estes dois elementos,

Em 1959 Boyp ')

e o sistema HCI/HF/K) conseguiu evidenclar o estade de oxldagao +1V por

usando camo redutcores o ¢lorete estanoso

melo de método de espectroscopla de absorgac no ultravioleta.

(23)

(s mesmes resultados feoram obtidos por BUSEY em 1959,
usando como redutor o Ton estanoso em acido clorfdrice ' N, bem como por

1
BESNARB{ ‘) e colaboradores.

7
Segundo SHLARIA{ 2)

pertecnetato pelo 3cido ascorbico resulta em uma banda de absorgac em 485 nm.

e colaboradores em 1963, a redugao do



correspondendo ao tecnécic no estade de oxidagac (+1V),

Ta
Par meio da pelaregrafia SHLﬁRIA( )

e colaboradores des
crevem a primeira enda come um processo de difusac de 3e ,irreversivel, gue
acarre no potencial de meia onda Ele =a-0,78v a-0,80vy.

gerLiT ")

em 1955, verificou que o acido cloridrice re
duz o tecnécio heptavalente, chegando a esta conclusag pela observagdo de
que nac acorre coprecipitagio do tecnécio durante a precipltagas do sulfato
de rénio em solugdo de acide cleridrico SH. 0 autor provou gue neste meio
o Tc+Vll € reduzido a Toc+lV. Tanto o renio como o tecnéclo sao extraidas em
meio neutro com numereosos alcools, cetonas e aminas €, em meie alcalino, por
cetonas, piridina € piperidina. Porem, nem o tecnecio,nem o rénic podem ser

extraidos com sclventes nac polares.

Dados experimentais obtidos por esse autor mostram  que,
com aqentes redutores fracos como a hidrazina em meio alecalino a frio, o per
techetato & reduzido ac estado de oxidagdo mais baixo, nao sendo extraldo
nem por cetonas, piperidina ou mesmo coprecipitado com hidrdxide fEreico.Nes
tas condigoes € coprecipitado quantitativamente com oxiguinolato de molibde
niec e molibdatos de prata e chumbo, o gue indicaria a sesquivalencia do ele
mento.

Oz dados obtidos pelo autor mostraram que o tecnécio Em
meio acido sulfirico pode ser reduzido ao estado tetravalente por hidrazina,

hidroxilamina, acido ascorbico e cloreto estanoso.

Em meio alcalino essa redugdo ocarre apds fervura prolon
gada. Em mela clorfdrico, a redugdo depende da temperatura e concentragao
do Acida. Por estudos de coprecipitagao com compostos similares de  rénio,
o autor verificou gue, em meio acido, o tecnécio tetravalente encont ra=se
como dioxido hidratato enquanto que, em mefo alcalino, estaria como hidedxl
do.

(2¢) S
Sagunda COLTON o espectro de absergac do Ton pertacne

tato € ham cenhecido e apresenta picos caracteristicos em 244, 248 e 290nm .

GOLCHERT e SEDLET{hu}, em 1967 observaram que a  redugac
pele acido ascorbico pode dar um estadc pentavalente e quée o produto absorve
em 450 nm.

Para ASTHEIMER e SCHHGEHAU{E]

rie importante na reducac polarografica de solugoes de pertecnetato  neutro

o nivel +¥ & um intermedia



1

ou alecalino,

MaJUMDAR 52 )

estudos espectrofotométricos demonstraram que a pertegnetato fundido em  hi

e colaboradores am 1969, usando metodos de

dréxido de sddio apresenta absorgdes em 345, 420 ¢ 570 nm, o que se deve pro
vavelmente s espécies meso ou orto.  Os autores acompanharam, espectrofato
metricamente, a redugac do pertecnetate com hidrazina em meio alcaline evi
denciando a formagao de um estado intermedidrie TctlV ou + V de cor verme
lha, antas de seu desproporcicnamentoc a Tc + Wl e Tely, . A cor vermelha au
résea se desenvolve rapidamente e logo se inicia o escurscimento e precipita
gac de Tcﬂz. 50
ECKELMAN e colaboradores em 1870, determinaram o esta
do de oxidagao do tecnécio, em diferentes concentragdes até o nivel de livre
de carregador, produzido por varios agentes redutores usando acido dietileng
triamino penta acetico (DTPA) para quelar as especies reduzidas, assuminda
que esse composto € capaz de quelar especificamente o estado de oxidagao +IV.
0s sistemas redutores usados pelos autores foram: lon estancsa, acide :lcnl
drico concentrade, HCI/HI/XI e HC1/H,PQ,, acida ascérbicoften ferroso, ion
ferrico/acide ascorbico ¢ tiocianato. 0 tecnécic ao nivel de carregador &
reduzide ao estado pentavalente com tiocianate, acido cloridrico concentrado

a, au estado tetravalente com o5 outros redutores.

0s autores concluiram que para a complexagac com DTPA o
tecnecio deve ser reduzido, tanto 2o nivel de carregader como livre de carre
gador ¢om um agente redutor forte, como o Ton estanoso ou fon ferrese manti
do em reio acido afim de prevenir 3 hidrolise ac estado +1V. Alem disto, o
experimento deve ser realizado em atmosfera de nitrogenio para prevenir a oxi
dagac do tecnécio.

HDDARA{EH} e colabgradores em 1972, estudando a redugao
do pertecnetato por varias maneiras, demonstraram que © acido ascorbico e o
metamisol {1 fenil 2,3 dimetil 5 pirazolona 4 metil amino metans sulfonato )

reduzem aquele Ton em solugao de acido cloridrico 2M,

A redugao foi observada pelo desaparecimento quase comple
to da primeira onda nos polaraqranas das solugoes reduzidas. Oz autores
verificaram que o acido ascorbico a 70% reduz o pertecnetato apenas parcial
mente, engquanto, sob as mesmas condigbes, a redugao com o metamizol & quantl
tativa. Apds a redugdc quimica, as solugdes adquirem uma coloragao rosa (p
dicando a presenga de Tc+lV. Aparentementa, com estes redutores, nao ha re

dugdo posterior para Tc+lll ou entao, a solucao teria se tornado verde. Por



razdes priticas os autores concluem que € conveniente reduzir o Te, com aci
do ascirbico ou metamizol em solugao de acide cloridrico 2H ¢  aquecimento

per 15 minutos a 70°C.

Nos estudos de redu;EG coulométrica, o5 autaores flzeram
eletrolise com catodo de mercurio e corrente de | mA. Durante a elatrolise
a solugao se torna amarela ¢ rosa, na final. O namerc de elétreons necessari
os 3 redugac total mostrou que o tecnécio & provavelmente reduzide ac metal
em potenciais mais negativos que -1,09 ¥. 0Os auteres naa identificam os €3
tados de oxidagac intermediarios formados no decurso da redugac.
soLosTeIn !

tado de oxidagao produzido guande o jon pertecnetato {*%Tc) em solugae clo

e colaboradores em 1372, investigando o es

ridrica é reduzido quimicamente com Ton estanosc ou, eletroquimicamente com
eletrodo de zircnio, verificaram pelas curvas de titulagao potenciomeétricas,
que o Tc+Vl] é reduzido a Te+V, sendn que grande excesse da solugac estancsa
nao fol capaz de provocar redugao posterior. Usando clorete estanoso marca
do com estanho-113 o autor observou que o tecnecio reduzldo nao estz associa
do ao fon estanoso ou estanico.

ERATU{IQ) e colaboradores em 1975 estudando os estados de
oxidagao mais baixos do tecnécio nas condigoes de preparagao de produtos ra
diofarmacéuticos, usando métodos de polarografia e cerimetria, veri ficaram
que a redugdo do Tc+VIl pelo acido ascorbico em auséncia de HC1 leva a Tctv,
mas emn presenga de HCl a 202 forma-se Tc+lV., Os autores demonstraram que a
reducdo do Te+Vl| pelo cloreto estanoso procede sO ate Toc+V., 0s estudos de
reducdo polarografica do Tc+Vll em eletrdlitc nao aguoso, acetonitrila, indi
caram a grande tendéncis das especies reduzidas se hidrolizarem. fs EEpé
cies, TeQ(OH)", TcO(OH), para a espécie +IV e TcO[OH }; para o Te#¥,influ
enciam a capacidade de |igagao do tecnecio durante sua incorporagac a produ

tos radiofarmacauticos,

0 comportamanto polarografico do  *°Tc com eletrdlitos a
quosos indica a presen¢a de diferentes espécies reduzldas, dependendo da na
tureza do eletrolite, do agente complexante e da acidez. Em eletrdliitos KOH
0,1 M, HaOH O0,' M ou KCIl 0,1 M fol observada apenas uma fase de redu;Eo
correspondendo A transferdncia de 2e& (Tcavil > TeV, Epg = -0,8), Em
potencials superiores, ocorre evolugac catalitica de hidrogénio a partir de

fons hidrogénio da agua.

Os eletralitos aquosas contendo 5o1u;59 de KIN 0,1 M e so
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lugao de citrato de sodio 1 M levaram a transferéncia de 3 e : (Tc+Vit -
Te+lY em Eip = -0,88 V), sendo que em potenciais superiores a -0,38 ¥ fol
observada reagdo catalTtica. Em solugao de HC1 20% os autores observaram re
dugao de Tc+Vll por transferéncia de 3 e . Adicionande mistura de acide as
¢corbico ¢ cloreto férrico a solugdo de HC1 20%, os autores notaram a mesma
redugdc de Te+Vil, enguanto em auséncia de HC1 a redugdo levou apenas a To+V.
Em todos o5 casos observaram reagbes cataliticas em Eypp = -1,4. 0 compor
tamento do Tc em HC1 20% foi explicado pela formagac do anien Tc El;1 cuja
estabilidade é maior que o complexe Te-acide ascérbico.

owanE 2 )

de distribuigao de troca cationica, determimaram gque a carga das espécies de

e colaboradores, em 1977, usando tecnica

tecnécio produzidas na redugac de pertecretato pelo jon estancso em pH=2 &
de +1), sendo que as especies com esta carga sac tanto o lTon dihidrox!tecne-
tato Tc{ﬁH};J, coma o lon axotecnetato T::U:2 . Estas especies sac  hidra
1}zadas aq digxido de tecnécio dihidratade (TcQ,.2H,0) em pH mais altes. Es
tes estudos foram feites com tecnécio livre de carregador, aplicando-se por
tanto 3as situagdes rotineiras que existem na preparagac de radiofarmacos
com tecnecio-99m. 0Os auteres ginda indicam que em pH 2,0 o Ton Tc{ﬂH]+2tem

a tendencia a hidrollzar segundo o esquema:

z
To{oH),'" & 2H0 —— TefoH)' 4+ Hot
+ +
Tc {UH}3 o+ 2H, 0 ——= T {ﬂl-i}h + H!| 0

0s autores consegulram iselar o dioxido de tecnecio dihidratado Te0.« 2H,0 re
duzinde o " Tcld, com Sh e contrifugando ¢ precipitade. Geralmente a forma
coloidal nao reativa da espécie TeO;-2H, 0 & chamada de "tecnecio  neduzdido

. . . aam
hidnodizade" e encontrada em radiofarmacos marcades com Te.

saLATEANU 25!

polarografia que a redugac do Tc+V¥l| pela hidrazina em solugdo aquosa e pH

e colaboraderes, em 1977, verificaram  por
11 & muito rapida, neste pH a dissociagan da hidrazina & completa.
NyH, {aq} + H,0— . W,H; + OH X = 85 x 107
NyHy {aq} + AOH__, he” + 4H,0 + N, + H
Usando metedos polarograficos, o autor demonstrou que o

tecnécio € reduzide aos estados 4V e +I1V e, asslm & capa? de se incoerporar a

produtos raslofarmacéuticas. 0Os autores estudaram a formagdo de especies re
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duzldas e hidrolizadas do tecnécio por métodos polarograficos também em elg
trélito naoc aguoso, observando que tanto em eletrdlito aquoss como NAc  aque
s0 ocorre a transferéncia de 3 e correspondente a reducdo de  Tc+VI| para
Te+ iV em E¥& = -0,98 V. Por outro lade, a reducda com hidrazina em meio a
quosc pH = 11 e concentragdo de hidrazina 1,5 x 10w Indicou apenas uma fa
se de redugao, correspondente a3 transferéncia de 26- em Eyz = -0,85 V¥,n que
demonstra o pape! da hidrolise do tecnecio durante a redugao. Segundo os  au
tores, a espécie hidrolizada de Te+Vll se decompoe durante a redugao forman

’ - + . .
do fons OH e H os quais originam ondas catallticas em E!& =~lhea~,7V
Esses [ons podem ser griginados tambem pelo despropercicnamento de espécies
hidrolizadas e raduzidas do Tc+V e +1V. As reagles que se passam ha redu

gao do Te+Vll em sua forma hidrolizada parecem ser:
1. Redugao de Te+VIl a Tc+V pela hidrazina

ZTec VIl + e — o ¥Te W
2TcO, {OH), + & e — 2Tco{oH), + z0°
230H 4 20— ZHD,+2e (instavel em solugac basica)

2HO, — H, + 320,
0 TeV & instavel e se decompoe segundo:

ITed —— T VI + 2Tz IV

3Te0{0H) 3 —— Tc0z (OH}; + 2Tc0{0H}: + H20
2. Redugao de Tc WI! a Tc IV pela hidrazina

Te Wil + 12e —, 4Tc IV
§TcO, (OH), + 12e" — 5 ATcO(OH), + A40H” + 40’
LOH  + 40 —— 4HO, +4¢

LHOz —— 2Hs + 40,

sHukLa e

tecnécio +VWi| pele acido cloridrice e separou o5 estados reduzidos +V e +1V

em 1978, descreveu as condigoes de redugao do

por tromatografia ascendente. O tecnécio +1V mostrou-se estavel em solugao
dilufda de acido cloridrice e em selugao fisiclogica. Segunde o autor, a re
dugdo ocorre via tecnécio +¥, dando como produte final tecnécie +IV¥, cromato

graffcamente puro.

e o rh s F,AF?ES!

i -—--.-'-r“ FEET - Lo P :



Também em 1978 RUSSEL e casH®”!

tos da redugao eletrolftica do {on pertecnetato em varfos melos encontrando

identificaram os produ

E?E = -0,8B ¥ para a primeira onda em meios alcalinoc ou nac tamponade &, al
gumas vezeés, encontraram uma seguida onda em EB& = -1,0 V sendo que em to
das as condigoes Investigadas a redugao se mostrou irreversfvel. Para os au
tores, as espécies reconhecidamente estaveis em meic alcaline nac complexan
te sac Ted, e TcO; insoldvel. Em meio alcalino tamponado a primeira  onda
ocarre em =-0,B0 ¥ Independente da presenga de agentes complexantes e, prova
velmante, corresponde 5 fase determinante da velocidade:

-2
Tel, + e ——= Tl

A segunda onda geralmente & vista em ~-1,0 V, especlalmente guando exdste bai

xa concentragao de pertechetato, correspondendo a valores de n entre 4 e 5,

0 emprége generalizado de numeroscs <compostos  marcados
com tecngcio-99m tornou necessario o desenvolvimente de técnicas  adequadas
de controle de qualidade, a fim de detectar o estade de oxida;ic-dnggWWc nao
ligade, bem como o rendimento de marcagao dos radiofarmacos.

Segundo ECKELMAN'T? 12 o Cotaboradores (1971 e 19872}, o
cromatograma em papel desenvolvido em wetanol B5% nac distingue entre o
produto marcado e ¢ tecnecio nae ligade, gque os autores tratam de tecnécio

reduzide +IV hidrelizade. Em trabalhos posterioreﬁ[!s] os

autores estabe
leceram ¢ uso simultanes de cromatografia em papel, usande solugde saline e
cromatografia em gel de Sephadex para separar as espécies hidrolizadas, com

plexadas ¢ pertecnetato )lvre, nac reduzlido,

BILLINGHURST 'S

controle de quatidade, para diversos radiofarmacos por cromatografia em pa

, &m 1973, estudande os procedimentos de

pel, camada delgada, sletroforese em papel & c¢romatografia em gel de Sepha
dex conclui que o sistema sflica gel e salugao salina & muito rapide, de mo
do a nac causar oxidagao significativa e consequente espalhamento no cromato
grama. 0 sistema em solugao sallna € mais lento e, consequentemante,afetado
pele oxigénio atmosférico, nag parecendo adequade ao contrele de rotina. O
sistema metanc|l 85% em papel ou sflica ja mostra algum espalhamento de man
cha crometografica devide a oxidagao atmosférica, Os sistemas mais promisso
res seriam acetona e acetato de butila em sTlica gel. Os maiores causadores
de discrepdncias entre os resultados obtldas se devem a oxidagao atmosferlca,

tragos de impurezas nos solventes ou ao mau empacotamento das  colunas cromg
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tograficas.

Ate 1974, segundo STELMACH e QUINM{TE}, es sistemas croma
tograficos usades correntemente para a3 compostos de tecnécio-39m  inclulam:
eclunas de Sephadex G-25 ou de silica gel e elui¢ao do radiofarmace marcado
com salugae fisiclagica come solvente; cromatografla em camada delgada  wsan
do sTlica qel coms fase suporte e metanol 85% como solvente. Tais  sistemas
permitiam separar ¢ composto marcado, pertecnetato engcD:} naa ligado e
pertecnetato reduzide hidrolizado.

Em 1976, EDLGHBETTIEQEJ

e colaboradores, apresentaram um
metodo micro-crometegrafico, chamade "Michhtem™ usado para investigar a pure
za radioquinmica dos radiofirmacos marcados com  'Tc e o estado de oxidagao
do tecnécio nao ligado. A técnica emprega uma base de celulose reccherta oom
silica gel como fase estacionaria e duas fases moweis: solugde salina & ace
tona. A solugao salina e utilizada para separar o *¥Mre reduzlde nde comple
»ado dogngcG; e tegnecio complexado, enquantc a acetona & usada para sepa
rar 2™ cos  do 2P ™¢ reduzide ndc complexads e complexado. MNeste metodo, o
efeite de axidagao do ar & muito pouco pronunciado porque a $eparagao leva a
penas 45 segundos.

2 1mgr ¢

co miniaturizade bastante rapide, semelhante ac anterior, e que pode ser usa

, 8m 1977, estabeleceuy um sistema cramatogréfl

do faciimente para todos os radiofarmacos marcados com IMre, 0 sistema con
siste de papel Whatman 3l ET e acetona como soclvente, papel Gelman 1TLC - 56
Juntamente com solugae fisicléglca como solvente e papel Gelman ITLC-5Ae ace

tona.
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11. PROPOSICAD

Pelo exposto ho capitule anterior, verifica-se que a quimica do  tecng
cio ainda € complexa e o5 estados de oxidagao pouco definidos para uma vari
edade de reacdes, apesar da Importancia cada vez maior de produtos farmacéu

ticos marcades com - e para fins de diagndstico na cintilografia medica.

A marcacao de campuauﬁiumngngc consiste na redugac do pertecnetato a es
tados de oxidagac mais baixos e incorporagao destes ao produto de interesse.
0 redutor mais comumente utilizado & ¢ cloreto estangso, entretanto, seu uso
em preparacoes radiofarmacéuticss estd condicionado pelos fatores: decompos.i
¢30 quimica causada pela oxidagao do Sn+2 a 5n+“, prasenga de elementos tra
cos, hidrdlise do Sn” e formagic de solugdo coloidal (EALATEAHUESE) e calabo
radores). Em geral, & necessaric usar excesso de cloreto estanoso. Entretan
to por causa da toxicidade desse reagente, seu uso nac € altamente recomenda
vel .,

Dada a importancia da asparagina ng estudo de tumores asparagina depen
dentes, havendoc na literatura poucos informes relativos ac uso de asparagina
marcada com radionuciideos e nao tendo sido encontrados trabalhos de marca

- . 9y - . .
gao dessa amida com ™c, sac os seguintes os propositos deste trabalho:

1. Estudar as condigoes de redugae do fon pertecnetato com  hidrazina
e sulfato de hidrazina, bem como caracterizar as formas reduzidas

por espectrofotometria de absorgao no visivel, palarografia e cromatografia,

2. Preparar o complexe L-asparagina-tecnécio-99 = analisi-lo, mediante
analise por espectrofotometria de absorgao no infravermelhe, e estu

do ¢inético da reagao.

3, Estudar as condigoes de marcagaoc ¢ estabilidade da L-asparagina com

tecnécio-99m e sua apresentagao em forma radlofarmacéutica adequada

4. Estudar a distribuigao biologica do produto marcado com tecmécic-99m

am animais normals e sud toxicidade.
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5. Estudar a dIstribuigdc biolégica do produto marcade com tecne

cfo=-99m em animais portaderes de tumores sensiveis {(carcinoma dewWal
ker 256).

Q] m o0 of m
m om0 o K o
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I11. MATERIAIS E METODOS

[11.1. MaTeRIALS

I11.1.1. Reagentes e Solugoes Empregadas

a) Tecnecio-99 na forma de pertecnetato de amﬁniu,prug&
déncia New England Nuclear, [NEN),USA, concentragac
radioativa 1,0 mCi/ml e concentracao de partecnetato {EETCU:} 5,8?x1U-IH. Pre
parou-se uma solugae -1 diluinde 0,1 ml da solugao original a 10 ml, resul
tando em uma concentragao de pertecnetato 5,87 x IU.3H. A soiugao -2 fol ob
tida a partir de 1,0 ml da solugao-1 diluinde a 50,0 ml em agua bidestilada.
A solugao final resultou em concentragao quimica igual a 1,17 x 107 M. Esta
cancentragao final foi conflrmada por medida absoluta da radiagae B com um
erro de 15%.
b) 0 tecnécio-99m folobtide em solugio salina {Nalt
0,9%) por eluicaoc de um gerador Mo - #3™Mre com 100=
-200 mCi de atividade, procedéncia MEN.

¢) A L-asparagina mnohidratada (PM=150,1) de proceden
cia SIGMA foi recristalizads e guardada em  dessega
dor a vacyo.
4) A hidrazina hidratada (NH,.NH,H,0), de PH=50,06 ¢
d? = 1,03 de procedéncia MERCK foi titulada pele me
todo descrito na Farmacopéia BritEnTca{EE}. tendo s{do encontrada grau de pu
reza de 97%. Preparou-se uma selugao 3,97 x IﬂA‘H {selugan -3}, guardada em
geladeira,
e} Sulfato de hidrazina (NH,.NH,.H,50,) de PM=130,13 de
procedencia BAKER fol secado em dessecador e usade
sem maior purificagac.
f) Solucac anticoagulante de oxalatos: consistiu  numa
mistura de oxalato de amonio (J.T.Baker] e oxalato
potassio {J.7.Baker).
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g} 0 liquide cintilador foi preparadoc com: g de 2,5
di feniloxazal (PRPO), 200mg de 1,4 bis - 2(5  fenil

axazolil) benzeng (POPOP), 1 litro de tolueno.

Todos os demais reagentes foram de grau analltico e usa

dos sem mals purificagoes.

Fli.1.2. Animais

Utilizamos, em hosso trabalhe, rates de raga Ratdus not
vegicus variedade Albinus, 1inhagem Wistar, machos, pesando de S0 a 60 gra
mas, obtidos de colonias mantidas no biotério do Instituto de Pesguisas Ener
géticas e Nucleares. Estes animais foram divididos em grupos experimentais,

cada grupo com cinco animais. A ragac e a agua foram fornecidas "ad Eibifum!

111.1.3. Equipamentos

Nas medlidas polarograficas usamos o instrumento Folare
cord E 261 marca Methron A.G. Herlzau, Schweiz, de gota pendente de mercurio,

e solugao de hidroxido de sadio 0,1 N come eletrnlito suporte.

0 instrumento pHmeter, E520 Metrhom fol usado pare wusa
do para as medidas de pH.

0s espectros de absorgao nas regloes visfvel e ultra
violeta foram obtidos com o Espectrofotometrs Perkin Elmer, modelo  Coleman

139 com cela de quartizo de | cm.

0s espectros de absorgdo na regiao do infravermelho fo

ram obtidos com o Infra Red 5pectrophotometer, Perkin Elmer.

As contagens de amostras contendo tecnécio=-9%9m fradiﬂ
¢3o gama) foram obtidas com emprego do detector de cintilagao do tipocristal
de pogo de iodeto de sodio ativade com talio (Autometic gama counting system

Muclear Chicage Carporation).

¥o caso de tecnécio-99 (radiagac B) usou-se o contador

de cintilagac |liquida organica (LKB Wallace 8100).
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FParas medidas de atividade usamos o Curidmetrc 'Mediac',
Nuclear Chicaga, modelo 6362, Estades Unides.

Pars medidas absolutas de radiagao foi usado o Detector
Proporcional fabricado no Centro de Operagac e Utilizagac de Reatores de Pes
quisas. firea Fisiga Nuclear. Laboratoric de Metrologia Nuclear do Instltu
to de Pesquisas Energéticas & Mucleares {COURP.AFN.LMN/IPEN].

11,2, METamos

It1.2.1, Estudo dos Redutores e Caracterizagac dos Estados de Oxi

dagac do Tecnécla.

Esse estude fol efetuado por meio de medidas  Opticas,

potenciométricas e cromategraficas,

111.2.1.1. Hedldas Odpticas

UtT1Tzaram-se baloes volumétricos de 1Cml@m
volumes variaveis de solugac 2 (ftem t.1.1) de pertecnetato de ambnio ?*Te
e volumes variaveis de solugao -3 de hidrazina {TtemII1L1.1}). Ajustou-se o
pH para 8 com solugac de hidroxido de sodio 0,1 N sendo @ volume total acer
tado para 10ml com agua bidestilada.

Obtivemos as concentragoes seguintes, para a
. _ -5 -5 3
hidrazina: 1,98 x 10 ¥ e 3,97 x 10 M, para ¢ pertecnetato » Tc: 1,17 x
x 1007M, 5,85 x 107 M, 5,17 x 10 %0 & 1,17 x 10 °M.

0s espectros de absorgao, na regiao visivel
e ultravioleta, das solugoes resultantes foram feitos em diferentes interva
los de tempe contra um branco constituide pelas solugbes correspondentes de
hidrazina com aqua bidestilada.

HH1,2.1.2. Medidas Potenciometricas

Em primeiro lugar, construiu-se uma <urva pa
drac relacionando a concentragaoc de pertecnetato com a altura da  corrente
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- -7 -7

(1d). Foram usadas as seguintes concentragoes: 3,04 x 10 m; 2,81 x 10 N;
- - -7 -7 =7

2,57 x 107 M; 2,10 x 107 M; 1,17 x 107 M; 0,58 x 107 M e 0,28 x 100 H ob

tidas a partir da solugac 2 (Ttem i11.1.1) diluida 50 vezes.

Em baloes de 10ml colocou-se T,Iml de solu
gac -2 diluida 1:50 de pertecnetato de amdnic *LTc de modo a s& ter cehcen
tragac de 99TGD: 2,57 x 107 M e quantidades variaveis de hidrazina de mane i
ra a resultar cnncentrﬂ;ﬁea 0,49 = ID-EH; 0,99 x IUFEH; 1,98 x 1E_5r1e 3,97
x 10°°H, Em cada caso o pH da solugdo foi acertado para 8 com solugio de hi
droxideo de sodia 0,1 N.

{s polarogramas foram registrados 30 minutos

apbs a adigao dos reagentes,

Fara cada caso calculou-ie o poatenclal de

mela-onda e a altura da onda polarografica.

Por meio da curva padrao calculou-se a  par
centagem de tecnécic reduzido para cada concentragac de hidrazina. A solugdo
reduzids foi analisada por cromatografia ascendente em papel Whatmann 3 MM e
solugao de dcido cloridrice 0,6 N,

111,2.1.3, Medidas Cromatograficas

A reagao da redugao do Ton gaTcﬂ: pela hidra
zina foi estudada cireticamente a partir de solugées de hidrazina B,B?x]ﬂ_ﬁh
e pertecnetate 2,57 x 107 H em temperatura ambisnte {ZEGC}. Ajustou-se o
pH para 8 com sclugac de hidrdxido de sédioc 0,1 N. Retiraram-se amostras de
reagao em intervalos regulares de tempo, entre 0 e 120 minutos, anzlisadas
imediatamente por cromatografia ascendente em papel Whatman 3 MM, usande so
lugae de acido clerfdrico 0,6 N como fase movel, segundo o metodo descrito
sor sHukLat™®)

Apos a corrida cromatografica, o papel Eoi
cortado cm tiras de 0,5cm de larqura num totai de 30, eluTdas no llquide cin
tilador (PPOJPOPOP/tolueno) e a sua atividade lida no cintilador liguido.

Analogamente estudamos a reagao de  redugao
-, &% - . . -5
do pertecnetato de sodig ™e¢ com solugag de hidrazina 3,97 x 10 a 25°¢
e 60° e com solugdo de sulfata de hidrazina 4,0 x 107°M & 60°C.

Estudou-se também a redugdo do fen  ° 'Tc0,
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com a mistura de hidrazina e sulfate de hidrazlna. Manteve-se constante a
concentragae de hidrazina em 3,97 % lu-sﬂ & variaram-se as concentragoes de
sulfato de hidrazina em 1,0 x 107 H; 2,0 x 10°°M e 4,0 x 107 M. 0 proced]
mento da snallse fol igual aquele em gque se usou o Ton BthD: , sendo as me

didas de atividade feitas mo cintilador gama.

0s resultados obtidos, tanto com °°Tc COmG
com - ™¢ foram analisados par computader (BM 3707155, programa  denominado
;ﬂulwlaﬁ.t:Rl::lH{u]I {Programa computacional para analise de cromatogramas), para de
termlnar a percentagem de tecnécio reduzido e nac reduzide, bem como o R
dos picos de atividade obtidos. Calculourse o Rf pela relagdo entre o valor

estimado para o parametro centro e o numero total de observagoes = 30,

I11.2.2. Padranizagao dos Pardmetros Adeguados a lomplexagac da

L-asparagina com Tecnecio-99.

111.2.2.1. A Preparagao do Complexo

Inicialmente, estudou-se & preparacgac do com
plexc entre L-asparagina e *’Tc no decorrer do tempo, mantendo-se constante
a concentragac da amida em 4,00 x 1072 e varlando-se a concentragao de per
tecnetato em 2,34 x ?U-E; 1,17 = 10-5 e 2,34 x lﬂ-EH. Utilizou-se uma 5o
tugao de hidrazina 3,97 x ID-SH. 0s experimentos foram realizados em tempe

ratura de ZEOE, pH=83,0 ¢ volume total de 5 ml,

Em sequida, mantendo-se fixa concentragio
de BETCD: 1,17 = 107°K & o tempo de reagao, estudou-se o rendimente de for
magio do complexo em fungao da variagac de concentragao de Leasparagina em
1,33 x 107°M; 2,66 % 16 My 4,00 x 10 'M: 5,33 x 10 °M e 8,0 x 10 °M.

A reagao foi acompanhada retirando-se amos
tras em intervalos regulares de tempo analisando-as Imediatamente por croma

(25)

tagrafia Michron conforme apresentado por COLOMBETT| e colaboradores.

As fragoes dos cromatogramas correspondentes
ao complexa **Tc, gchﬂ; e tecnécio reduzido hidrolizade foram separadas,
elufdas no 17quide cintllader {I1t.1.1) e a sua atividade medida no contador
de cintilagac.
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111.2.2.2, An3lise do Complexo

0 complexc foi preparado a partir de solugoes
de L-asparaginas 4,00 x 10" M, pertecnetato =>Te, 1,17 x 10" e hidrazina
3,97 x Iu+5H er temperatyra ambiente, pH=8,0 sendo o volume total de 5,0ml.
Apds 90 minutes de reagac & solugao foi filtrada, evaporada em corrente de

-, . &)
nitrogénio e resfriada a # (.

Depositaram-se c¢ristais brancos  brithantes
do complexn. Estes foram entac levados com dgua gelada e, apds a depasigio
dos cristais a solugao foi decantada. 0s cristais faram, finalmente,secados
em dessecador, determinado seu ponto de fusao [apar&lhu Mettler FP E) & 5q§

metides 3s analises.
111.2.2.3. Estudo da Estabilidade do Complexc
0 estude da estabilidade foi reallzado por
espectrofotometela na regiao visivel e ultravioleta e analise cromatografica,
durante as 72 horas gue se seguiram a preparagao.
111.2.2.%, Espectros na Regiao do Infravermelihe
0s espectros de absorgac no infravermelho na
faixa de 600 a 4008cm  foram obtidos por meio de um aparelho registrador Per
kin €lmer, modelo 710 A empregando-se o metoado de pastilhas de KBr.
Com a fipalidade de se ter termo de compara

£ao obteve-se o espectro da asparagina pura.

111.2,2.5. Analise Cinética da Reagao em Temperatura Am

biente.
Para os experimentos partiu-se de 0,5ml da
- - 94
selugac estoque 2 {1tem 111.1.1.} da pertecnztato de amonio - T, avaporada

ate secura em corrente de pitrogEnio. Adicionou-se 20,0 mg de L-asparagina

e 0,5ml de salugdo estoque 3 {item t11.1.1.) de hldrazina.

adicionou-se agua destilada e acertou-se o
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pH para 8 com solugdc de hidrdxido de sédio 0,1 N de modo a se ter um wvolu

me final de S ml.

As condigoes de reagao para a analise cineti
- - -2
ca foram entao: seclugoes: L-asparaglna 2,66 x 10 M, pertecnetato 1,17 x
- -5
x 1071 e hidrazina 3,97 x 10 M a temperatura de 25°C,

Retiraramse amostras da reagao em dfferen
tes intervalos de tempo, e imediatamente fez-se a anallise cromatografica a
fim de determinar a percentagem do tecnécio consumide na reagso e a formagac
do complexo., Os dados experimentals foram submetidos aos modelos de rea;Eo

descritos pelas equagoes diferenciais segundo a Tabela !11.1.

TABELA I11.1, MODELOS DE REACAQ PARA ANALISE CINETICA
MODELD EQUACDES DIFERENCIAIS* %m
Mel — 5o owL | AP L PRIME! RA
t ORDEM
duF L
K d{L}
MeL _1 ML = =k{MHLY- k{L}{ML}
k i ) 5 EQUAGKO
ML4+L —2— ML diML} _ diL} d{H} CONSECUTIVA
o pranlie kl{r-'.}{[.} kéL}{HL}= prall 23t
d{Mia} o _[diL} _ dim}
ar i LA (dt —crr)
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0s calculos dos valores das constantes de
reacdo foram efetuvados por computador 1BM 270/155 utllizando o sistema de
programa denominado SAAM (Simulatlon, Analysis and Madaling) versido 25 desen
volvido par BERMAN & wE(ssU?).

tE1.2.3. Padronizagao dos Pardmetros Adequados 3 Marcagao de L-
99 - -
Asparaging com "re. Determinagac da Pureza Radioqui

mica.

s experimentos foram realizados da manelra seguinte:
volumes de sclugac de pertecnetate de sodio contendo de 1-15 mCT desngc fo
ram evaporados em corrente de nitrogénic, adiclonaram se massas variaveis de
L-asparagina e 0,5 ml de solugao -3 de hidrazina {item t11.1.1}.Adicionou=se
agua bidestilada, acertou-se o pH a 8 com solugao de hidroxido de sodio O, 1N

de modo a se ter wolume final de § ml.

Portanto, as condig¢oes de preparagac foram: sclugao de
hidrazina 3,97 x !D-EH.I~15 mCi de partecnetato de sodio Engc e concentra
¢oes variavels de L-asparagina 1,33 x 107%M; 2,66 % 107 7M; 4,00 x 107 *M35,33
x 10 2M; e 8,00 x 1ﬂ-2H, 3 temperatura ambiente ¢ a 60,

Realizaramse tambeém experimentos nas mMeEsmas cundl;Eea
acima, mas comg redutor uma mistura de hidrazina 3,97 x 10-5H e concentra
¢oes crescentes de sulfato de hidrazina £,00 x 100 M; 2,00 x 10 M e %,00 x
x 10 "M 3 temperatura ambiente.

Fez-se também um experimento empregando apenas sulfato

- . -3 -
de hidrazina (concentracac 4,00 x 10 M}, a temperatura ambiente.

Determinou-se o rendimento de marcagao mediante retira
da de amostras em intervaleos regulares de tempe e analise imediata das  mes
mas por meio de cromatografia, sistema Michron., As fragoes das  atividades
correspondentes a amida marcada, tecnécic reduzido hidrolizade e pertecneta
to que nao reagiu feram lidas no cintilador gama. A cancentragdo de hidrazl
na presente em excesso quands se utllizou apenas esse redutor a 60°C foi de
terminada pele método titylometrico com iodato de pot3ssio descrito na Farma

(56)

copéia Britanica

B L T A T a “FM_T FARES |
4
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lIt.2.4, Ensaios de Distribulgao Blologica

Esses ensaias foram reallizades em letes de cino animals
sadios e portadores de um linfoma experimental (Carcinoma de Walker 256],

tih.2.4.1. Distribuigac Biologica em AnTmais Sadios

Utl lizaram-se quatro lotes de cinco animals
nos quals fol injetado subcutaneamente 0,Iml da preparagao radiofarmacéut]
ra contendo cerca de 60 UCT de atividade. Apds anestesia com eter em méscg
ra aberta, colheram-se amostras de sangue por pungag cardlaca, nos segulntes
tempos: 5 min, 15 min & 30 min, Foram coletadas cerca de D,5mi de sangue
de cada animal e colocados em tubos de vidro contsndo 0,5ml de solugao de
oxalato de potassio previamente evaporados. Um volume exatamente medido do
sangue oxalatade fol levado ac contador de cristal de Nal{T1} para medlda da
radioatividade. Apos a coleta de sangue os animais foram sacrificados para
a retirada dos seguintes Grgacs: coragao, pulmoes, rins, bago, misculo dofe
mur e figade. Apds a retirada, os argidos foram lavados, secos em papel de
filtre, pesados e medidas as suas atividades em tubo de plastice no contador
de cristal de Nal(T1).

As medldas de atlvidade do sangue, orgacs e
tecido muscular, foram feitas por comparegao com um padrao de atividade e Vo
lume Tguals ao Injetado.

A volemia fol caiculada pela fermula dada
por ALTHAN e DITTMER'Y)

Wolemia = Peso do Animal x 0,052B,

Um lote de clnco animais fol Tnjetado com a

mesma quantidade da preparagac por via endovenosa, sendo quatro deles aneste
- siadas com pénfab;rai?éigudi;g e submetidas ao mapeamentn de corpo inteira
ng aparelho Siemens, Scintimat 2, provide de colimador de 151 canais nos tem

pos 1, 50, 30 e 60 minutos apos a dose.

A distribuigap biolagica da radicatividadeem
um dos animais foi analisada usando o aparelho Gamacamara e reglstrada a at)
vidade acumulada nos rins, bexiga, perna, cabega e torax em intervalos de |

minuto durante os 30 minutos que se seguiram a injegao.

0s estudos de toxicidade foram feitos comcin

co lotes de cinco animais cada um, pesande 50-60g, nos quais o proedute foi
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injetado subcutaneaments. Os ensalos tambem foram reallzados anzlogamente ,
porém por via intraperitonal. Ambos as ensaios apds Injeg¢an subcutdnea ou

por via intraperitonal foram feitos com & solugao em pH = 7,0-7,5.

0 volume injetado foi de: 0,1; 0,5; 1,0; 1,5
e 2,0mi para cada lote, correspondende a 1,5; 7,5; 15,0; 22,5 ¢ 30,0  wmg/kg

de peso carpdreo, respectivamente,

Os animais foram ocbservados por sels semanas,

registrando-se diariamente qualquar alteragao significativa ou morte.

111.2.4%,2, Distribuigan Bicidgica em Animals Portaderes

de Carcinomz de Walker 256,

0s animais pesando 50-60 gramas foram inocuy
lados com 0,2m) de homogeneizado de tumor, contendo 10° ¢&lulas viaveis, na
coxa direita, a fim de obter o tumor solide, szqguindo a fecnica adotada in
ternacionalmante para o transplante de tumores 55lid05{3?3. Foram utilizg

dos sete lotes de animals, com cinco animals em ¢ada ote.

A preparagao radiofarmacéutica, com ativida
de de cerca de 30uli num volume de 0,Imi, foi injetada subcutaneamente em ca
da animai. Apds a inje¢ao, os animais eram anestesiados com &ter em mascara
aberta e procedia-se 3 coleta de sangue por pungac cardfaca. Apds a coleta
de sangue, os animais foram sacrificados para retirada dos orgaos {confeorme
1§1,2.5.1) & tumor total. Apds a extragac, Grgacs & tumar eram lavados,seca
dos em papel de filtro, pesados & suas atividades medidas em tubes de plasti
ce no contador gama. As contagens das amostras biclogicas eram acompanhadas
da contagem de um padrao constando da mesma dose injetada nos animais,manten

do-se 3 mesma geometria para padraoc £ amostras.

[ Un lote de cinco animais foi injetado da WEE
neira deserita &, apas 5, 30 e 60 minutos induzidos a esvaziar a bexiga e!
imediatamente injetados intraperitonialmente com pentabarhital sddico. Apds i °
a anestesia procedia-se ao mapeamento de corpo inteire no aparelhe Scintmat |
ii, Siemens de 151 camnais. 0 lecal da Inje¢ac subcut3nea era recoberte com
uma moeda de chumbo de lcm de diametro e 3mm de espessura, para fins de cali .
bragac do aparelho. J

o G0 O GO 0
o @ e
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IV, RESULTADOS E DISCUSSOES

V.1, CamacTerizagAo Dos Estapos DE Oxipacho Do TECNECIO

V. 1.1, Espectrofotometria na Regiao do Wisivel e Ultravicleta.

Quando a concentrag3o de hidrazina & de 3,97 x 10 °M e
ado ‘TcOy & de P,17 = 10 "M, notamos © desapareciments dos picos caracte
rfsticos da solugdo inicial, devidos ao {on pertecnatato (Z44-248-290nm} e o
aparecimento de outro espectro caracterizado por um pico em 330nm e um  maci
¢o em 495 a 530nm, apds 60 minutos de reagao a tempgératura ambiente. A solu
gao inicialmente levemente rdsea passa a rosea apds 24 horas. A Fig. IV.T .

apresenta o espectro das solugdes,

Dependendo da concentragac dos reagentes, a solugdo no
infcio @ escura ocorrendo precipitagan apos 60 minutos de reagdc ou apos 24
horas.

Na Tabela IV¥.l. apresentam-se as caracteristicas gbserva
das.-

(10}

Bes nard analisando os espectros obtidos pela redugao
do fon *®Tc0. com estanho-11 em meio acido clorfdrico, encontrou um pico em
330 am e um macige da 430 a 530nm, caracteristices do Tc + IV, Apds 24 h, o
espectro nap apresenta as mesmas caracteristicas, desaparece o macigo perma
necendo o pico em 340 ou 350mnm. Ocorrido esse tempo e ac ar, o Tc + IV se

oxida a Tc + Y11l com aparecimento de seus picos em 244-2L0-289nm.

Segundo o autor, parece que em meio cloridrico ha inifel
almente formagao de ions cleridricos com o tecnecio=l¥ e, no decorrer do tem
pe ha hidrélise com formagao de ions oxiclorados (340-350nm) e posteriormen

te oxidagac com formagaw de pertecnetato.

0  mesme autor,afirmou que a redugae do Te + VIl pelo
estanho em meio alcaling ou ligeiramente acldo @ caracterizada por uma absor

bancla maxima em 500nm; o Yon formade poderfa ser o TcD{DH}+ que em pH mais
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TABELA tV.1. ESTUDO DA REDUGAO DO TON PERTECNETATO COM HIDRAZINA
i i i} -]
CONCENTRACAO | CONCENTRACAG | COMPRIMENTOQ COR DA SOLUCAD
DE DE DE ONDAS
HIDRAZINA 197c0] DOS PICOS U D0
(M) (M) {rim) PRECIPITADD
- 2,3 x 107% M | 204,248,290 | INCOLOR
-t _; | 330,495,530 | LEVEMENTE ROSEA APOS 60 min
3,97 x 10 1,17 x 107 M DE REAGAD.
330,495,530 { ROSEA AROS 24 HORAS.
3.97 % 107" | 5,85 x 1077y | 330.495,530 | ROSEA APOS 60 MIN DE REACAD.
330,495,530 | PRECIPITADO MARROM APSS 24
HORAS.
330,495,530 | CASTANHO APOS 60 min DE REA
3,97 x 1077 | 1,17 x 107°8 ¢Ao.
330,495,530 | PRECIPITADO MARROM APOS 24
(*) HORAS DE REAGAD
s -5 ESCURQ NO MOMENTO DA ADICKO
1,88 x 10 1,17 x 10 "M | 330,495,530 | PRECIPITANDQ EM CERCA DE 30-

&0 min.

(%} medida do filerado.
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oo nm
ESPECTRO VISTVEL DE UNA SOLUCAG DE: — PERTECNETATO DE AMONIO
5re PURG 1,17 x 107 M e REDUZIDO PELA HiDRAZINA 3,97

x 107°M APOS 60 MINUTOS DE REAGAO E .-.-.-.-. APGS 2k  HORAS
DE REAGAD. t = 259C.
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elevado levaria ao TeD,.

Ru1f5bn]

mostrou por analise espectrofotométrica que a
redugao pela hidrazina em meio alcalino leva a um estado intermediaric(1V ou
V) de cor vermelha, seguida do desproporcienamento para Tc + VIl e TgGy . D
pradute Tntermediario que absorve em 500nm fol preparado a partir de solugaor
%70, 1,82mM, Hidrazina 0,015 M e Tons OH 0,7 M. De 386nm atd 650nm a ab
sorbancia iniclalmente aumenta com o tempo devide 3 formagac de Tc + VI apar
tir do Te + VI!; abaixo de 386nm a absorbancia diminul devido ao desaparecl

mento de Tc + Wi,

0 autor também Indlca a formagdc de ume espeécle anidnica
de Te + |V de cor amarelo laranja, como sendo produto final da redugae do
Ton pertecnetate por solugao de sulfato de amonio e ferro contende acido-fos

fGrico em meio sulflhrico. A especla formada absorve em 385nm e 510nm.

Sequndo S»'J«L.ﬂ;ﬁ!.I.|I!1;':?2 ]. o pertecnetato @ reduzido ao estado
tetravalente pelo acido ascorbico apresentando um plco de absorgao em 485nm.
A cor vermelha dessas solugoes reduzidas e ausencla de precipitado de  TcQ,

sugere a formagao de um complexe ascorbato.

Dos nossos experimentos resul tou que gquando s& aumenta a

- . -7 -6
concentragao do Jon pertecnetato de 1,17 x 10 M para 1,17 x 10 M mantendo-
se constante a concentragac de hidrazina ocorre apos 24 horas de reagao a for

magac de precipitadc que provavelmente e o TcO, de cor escura.

E possivel que em concentragoes mais baixas de pertacne
tato haja formagao de espécies de Tc + |V se compararmos os picos de  abser

¢30 com aqueles obtidos pelos autores aclma ¢l tados.

Apos a redugdao nac observamos o espectro caracteristico
da selugdc inlclal de pertecnetato, indicande gue as condigoes experimentals

levam a uma redugao Irreversivel.

IV.1.2, Medidas Potenciometricas

A curva da altura da corrente X concentragac do per
tecnetato de amdnio -?%Te conforme espacificado em 111.2.1.2. esta re

presgntada na Flgura i¥.a.
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FIG. IV,2.  CURVA PADRRO DA ALTURA DA ONDA POLA
ROGRAFICA EM FUNCAD DA CONCENTRAGAO
D0 PERTECNETATO DE AMON{O-29Tc.

Na Fig. I¥.3. estao representados os polarogramas obti
- -7 -
dos para o pertecnetato “Tc {concentragdo = 2,57 x 10 M) {curva a) e apas

adican de quantidades crescentes de hidrazina {curvas b, ¢, d, e).
A percentagem do tecnécio reduzido formado em fungac da
gcencentragao do redutor encentra-se na Tabela (V.2

A Tabeia IV.3. apresenta o resultadn da analise polarp
grafica.
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REDUGAD DG **Tc PELA MIDRAZINA EM SOLUGRO DE NaOH 0N, pHs8,0
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(a)
(b}
()
{d)
{e}

CONCENTRAGAO CONSTANTE DE PERTECNETATO DE AMONIO °°To=2,57x
"M E CONCENTRACOES VARIAVEIS DE HIDRAZINA.

PERTECNETATO DE AMONID °Tc SEM HIDRAZINA.

PERTECNETATO DE AMONIO ®°Tc COM HIDRAZINA (0,49 x 10" °H).

95

PERTECNETATO OF AMONIO *°Tc COM HIDRAZINA (0,33 x 107 °H).

819

PERTECNETATO DE AMONIC ~“Tc COM HIDRAZINA (1,98 x 10 M)

=5
PERTECKETATO DE AMDNIO ~ Te COM HIDRAZINA (3,97 x 10 M),
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TABELA V.2, PERCENTAGEM DE TECNECIO REDUZIDO EM FUNGAOD DA CONCEMTRACAD DE
HiDRAZ INA (pH=8,0). CONCENTRACAD IMICIAL DE PERTECNETATO *?Tew

= 2,57x10 M,
CONCENTRACAD HIDRAZINA ALTURA DA ONDA TECNECIO RETWZIDO
{ M) {em) 4
- 21,0 -
n.hsx1u'5 15,7 24,13
0,39 x 10 2,2 59,15
1,38 x 107" 3,5 Bo,55
3,97x10°° . 100

TABELA I¥.3, WVARIA{AC DO POTENCIAL DE MEIA-ONDA DURANTE A REDUGAD D0°®Tco,
PELA HIDRAZINA €M SOLUGAO DE HIDROXIDO DE SODIQ 0,1 N, pH=8,0.
CONCENTRAGRO DE *TcO,= 2,57x10 M. 68 min DE REAGKD,  25°C.

HFIRAIIM& -5 -5 -5 -5
0 0,49x10 G,99x10 1,98x10 3,97x)10
(M)

wme 1 — .|

PR{ME | RA
FASE DA
REDUGAOD

E;i {V)

-0,82 -0, 70 -0,68 ~0,63 -

COR
DA |NCOLOR ROSEA ROSEA ROSEA ROSEA
SOLUGAD




38

A altura da primeira onda polarografica refere-se i solu
¢ao de pertecnetato de amonio-""Te 2,57 x 10 'M em Tcﬂ: e o seu abalixamento
Indica que estd ocorrendo diminuigao desta concentragao a medida que aumenta
a quantidade de redutor no meio. Quando a concentragao de hidrazina & de

- - -
3,97 » 10 M, a redugac esta completa.

Nao ha na literatura concordancia nos estados de oxida
¢ao formados ha redugao polarografica do fon Teo,
73
SHLﬂRIH{ )

no, como sendoc um processa lrreversTyal, de 3 elétrons, de difuszo cnntrn[ﬂ

em 1963 descreve a 12 onda, em meio alcali

da, ocorrends em potencial de melia onda E%ﬂ'-ﬂ,?ﬁu independente do pH.

{&)

ASTHEIMER ; entretante, descreve coma sendo um proces
so da 2 elétrons reversivel e dependente do pH.

EDLTDN{ZE} em 1965 e ﬂETHEIHER{ﬁ] em 1967 indicaram um
potencial de meja~onda -0,8V caracterTstico do tecnécic no estado de oxida
gac  +V.

GALATEANUIEE) em |977 e colaboradores estudande pofarn

graficamente a redugas do TcO, pela hidrazina em pHsll, encontraram um pa
tencial de meia-onda =0,75Y. 0s autores indicam os estadas de oxidaq&n +y
e +|V¥ confirmando-os por analite cromatografica em papel.

russe (71

trabalhande em meio alcalino mostrou que a 12
onda aparece em Ey, = -0,BV e provavelmente corresponde a fase determinante
da velocidade: Tcﬂ; +ei+TcDE-. 0 destino exate deste tecnetato formade na
polarcgrafia aquosa € obscuro. Apesar desta onda ser de difusao controlada,
valores nap inteiros entre 2 & U sao observados para o humero total de ele
trons transferides. Segqundo o autor, os valores nac inteirps parecem refle
tir a formagda de estados mixtos de oxidagdo por reagoes rapidas  competiti
YaS.

£m nossos experimentos nag se determinou o numerc de ele
trons transferidos. A solugac reduzida foi examinada por cromatografia con
forme descrito em 111.2.1.2. rescvltando da analise ap?na§ uma faixa radica
76

tiva com Rf aproximadamente 0,82 gue conforme SHUKLA corresponderfa ag

tecnécio ho estado tetravalente,

i¥.1.3. Medidas Cromatograficas

0 sistema Anacron fol utilizado com o cbjetivo de auxili
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ar a analise dos cromatogramas obtidos com o tecnecio-99. fGeralmente & ana
lise implica na determinacao da area relativa a cada pico, sua pnﬁiqﬁo,largg
ra na meia altura € a capacidade de resolugas para discriminar as fragoes se
paradas. Essas informagoes sem um programa computacional sao dificels de ob

tengac quando os picos se mostram parcialmente sobrepostos.

A fungac analitlica que s ajusta ac cromatograma tem a
forma geral y = igT Gi{x} onde x € o nuomero representativo da  amostragem
{no nosso caso tiras recortadas), G, € uma fungac Gaussiana simples ou modi
ficada 2 esquerda ou a direita por um termo exponencial € n € o numero de

piceos parcialmente sobrepostos.

0 ajuste de dados utiliza o metedo dos minimes quadrados
n3o linear descrits por MARQUARDT-BEVINGTON'")

gramas, o sistema oferece ainda tres graficos que tem a finalidade de ofere

. A cada analise de  crometo
cer subsidios para a avaliagao da gualidade do ajuste:

a} Valores experimentais e predltos versus o numerc das

chservagoes ().

by Res{duos f:-:ITfere.m;a entre o5 valores observadase:prE

ditos) versus nimero da observagdo. Nesses results

dos espera-ze que os parss de pontos (x, residucs) apresentem distribuigdo
aleatoria.

¢} Grafico probabilistico dos residucs. Quando o mode

lo ajustado {fungao Ei{x} e satisfatorio, o grafico

probabilistico acusa linearidade adequada.

Além disso o sistema ANBCRON formece tabela contendo informagoes proprias da

¢lassica andlise de varianga.

0 programa ANACRON propositalmenta daixa de registrar gra
ficamente os wvalares gque nac pertecem as intervalo de ajuste dos respectivos
picos, isto €, registram-se somente os pares de valores Xeo G {x) efetiva

mente representatives dos picos.

76 -
SHUKLﬁ{ ! determina ¢s valores de Rf sem utilizar pro
grama computacional, ou seja simplesmente relagao entre a distancia de origem

até o pico de cada fungac ¢ a distancia percorrida pele solvente.

0 autor cobtem os valeres seguinces:
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1ImT 29T¢
1SOTOPOS
el 219%¢ 8%¢
TECNECIOQ VI 0,58 0,68 0,68
| TECMECIO V 0,018 0,018 0,18
TECHECIO 1V 0,62 0,78 0,78
Trabalhando ¢om o tecnecio-99, solugcao 2,57 x ID-?H de

pertecnetato e snlu;ia de hidrazina 3,97 x IE_EH @ 25°E & analisando nossos
2
dados pelo sistema HMAERGN*'}, observamos o segulnte:

0 pertecnetato de amonio puro apresentou apenas um  pico
com Rf = 0,72 (Fig., Iv.4}.

% wvalor encontrado corresponde estatisticamente aquele
obtido por SCHUKLA{Hﬂ para 0 tecnecio no estado de oxidagao +V|!.
A dispersaoc aleatoria dos ponteos de analise de  residuos

Indica que o modelo matematico € adequado, conforme apresentado na FIG.IV.5.

A anallse probabilistica dos resfduos (Fig. tV.6.} tamhém

@ satisfatorla para o caso.

A Tabela IV.h. descreve & anallse de varianga para os da
dos do experimenty em questao,

Até 15 minutos apos adigao de hidrazina ao [on  pertecne

tat , nao se observou redugao significativa.

Para 15 minutes de reagac sao perfeitamente wisi
veis dois plecos caracter{sticos, o primeire com RFf = 0,76 & o se
gundo com Rf = 0,86, aproximadamente, correspondende este altimo
provavelmente a0 tecnécio no estado de oxidagdc  + v
A figura IV.7. apresenta o cromatagrama correspondente. 0= resultades obtl

dos para este tempo de reagas mostram 87,06% de tecnécio +VI] para 12,93% de
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tecnéclo +[V.
A Fig. V.8, mostra a analise dos resfduos, indicande que
o modelo matematico € adegquado.

A Fig. IV.9. mostra a analise prebabilfstica dos residuos
qgue também & satisfatoria para o caso,

A Tabela IV.5. descreve a analise de varianga para o expe

rimento em quastao.

Para 30 minutos de reagaoc sao visiveis dois picos com
Rf=0,72 ¢ Rf=0,B1 e correspondendo a 38,48% de Tc+VIi e 61,51% de Te+lV.

A Fig. IV.10 apresenta o cromatograma do fon  pertecneta
to reduzido pela hidrazina apés 30 minutos de reagao.

A Fig. V.12 mostra a analise de residucs indicando  gue
o modelo matematico & adequade.

A Flg. I¥.1] apresenta a analise probabilistica dos resl
duos que e satisfatoria.

A Tabela I¥.6. descreve a analise de varianga para o expe

riments em questao.

Apds 60 minutes de reagao € visivel apenas um pico em Rf=
n(,B3, correspondenda a 100% do tecnécio+lV.

A Fig. IV.13 mostra ¢ cromatograma do Ton pertecnetato re
duzido pela hidrazina apds 60 minutos de reagde.

A Fig. IV.14 mostra a andlise de residuos indicando que o

modele matematico € adequado.

A Fig., IV.15. apresanta a an3lise probabilistica dos re
sTduos que & satisfatoria.

A Tabela IV.7. descreve a analise de varianga para o £x

perimento em guestao,

Para 120 minutos de reagao observames também um Unica pl
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co em RF=0,87, correspondende a 100% de tecnéciotlV.

A Fig. IV,16. apresanta o cromatograma do fon pertecneta
to reduzido pela hidrazina apos 120 minutos de reagao.

A Fig. IV.17.apresenta a anallse probkabilistica dos re

siduns que e satisfatoria.

A Fig. IV.1B.apresenta a analise de residups indicando

gque o modelos matematico € adequado,

A Tabela IV¥.B. descreve a analise de varianga para o ex

perimento em questao.

Fez-se a analise cromatografica de Ton pertecnetate redu
zido pela hidrazina apds 24 horas de reagao encontrando-se o mesmo resultado

que aquele obtido para &0 ou 120 minutos de reagao.

A Fig. IV.19, mostra a formagac percentual de tecnécio+
+1¥ obtido por reducao do fon pertecnetato com hidrazina até 120 minutos apds

adigac dos reagentes.

Ma Fig. IV.20. apresenta-se a formagao percentual de tec

., . - 549 - . .
necio raduzido no decorrer do tempo gquande se utilizou mTcUh a hidrazina,
a 25°C e a 60°C, bem como nos experimentos em que $& usou o sulfate de hidrg

zina a2 60°C e a mistura dos dois redutores 3 temperatura ambiente.

0 resultado das analises cromatograficas indica que a hi
drazina reduz totalmente o tecnecio +V1{ ao nivel de carregador a 259, En
tretanto, quandoc se usa i T ZSGE. somente apds 24 h de reagao o rendimen
to de obtengao de Te+lV alcanga 0%, A 80°C a redugao € quase completa em
30 a 60 minutos.

A mistura de hidrazina 3,97 lﬂ-sﬂ e sulfato de hidra
zina 4,0 x 107°M a 25°¢ permite a cbtengaa de 90% de Te+l¥ em 120 minutos.

[V.2, PapronizagAo Dos ParAMETROS ADEQUADOS A PREPARACAO DO COMPLEXD
L-AsPARAGINA *°Tc

1¥.2.1. Preparacac do Complexo
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FIGURA |¥.20.
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FORMAGHO DO° "™Ic+1V EM FUNGAQ DO TEMPO. PERTECNETATO DE SODIO.
<P M remtnCi/ml, pH=8,0. SOLUGDES DE: HIDRAZINA 3,97%107 M +
SULFATQ DE MIDRAZINA NAS CONCENTRAGDES 1,0 .x10° M, 2,0 'x10 M
E L4, 07x10 M.

HIDRAZINA A 607C, 3,97 x —10 M

SULFATO DE HIDRAZINA,A 60°C, 3,97 x 10 M

HIDRAZINA A 25°C, 3,97 x |0 M

HIDRAZINAZ97x10 M + SULFATO DE HIDRAZINA &,0x10 R A 25°¢.
HIDRAZINA 3,97 %107 "M + SULFATO DE HIDRAZINA 2,0x10 1 A 25°C.
HIBRAZINA3,97x10 "M + SULFATO DE HIDRAZINA 3,0x10 B A 25°C.
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A Fig. 1¥.2). mostra a formagao do complexe no decorrer
do tempo em fungac da variagao da concentragdo de pertecnetato “?-Tc
2,34 x IU“EH; 1,17 x 107°M e 2,34 x 10 ° sendo redutor a hidrazina{solugao
3,97 x JD-SM} a EEDC. conforme apresentado em Hi1.2.2.1.

A variagac do rendimento de complexagao com a concentra
¢ao de L-asparagina mostra que para a concentragao 1,17 x 18 °M de pertecne
tato Tc e 3,97 x 10 °M de hidrazina o melhar resultado & obtido para can
centragac de L-asparagina 4,0 x 10 M. A Fig. IV.2la. apresenta os resul

tados deste experimento.

Tendo sido definidos os parametros adequados a comp lexa
gao da L-asparagina com® " Te preparou-se o produto conforme descrito em 111,
2.2,2, nas seguintes condigoes: 30,0mg de L-asparagina, 0,5ml de solugao 2
(Ttem 111.1.1.) de pertecnetato de amdnio - Tc e 0,5ml de solugde 3 (1tem
I11.1.1.) de hidrazina, em um volume total de 5,0ml, a temperatura ambiente,

pH=8,0. Obtivemos cerca de i0mg do complexo cristaling com ponto de fusao de
118,6°C.

I¥.2.2. Estudo da Estabilidade do Complexo

Analises cromatograficas [sistema Michron}, reallzadas 3
temperatura ambiente até 24 horas apés a preparagdn do complexs indicaram
que o produto & estivel, ndc se verificande a presenga de °TcO, ou de tecnéd
cio reduzido. Apos esse tempo 05 ¢ristais comegam a se tornar amarelados pas
sando em sequida a cor laranja. Estes, quando dissolvidos em agua e analisa
dos por espectrofotometria na regiao UV e visivel mostram os picos de absor
gao caracteristicos do tecnécio reduzido +I¥ [330nm e 4950m) mas nac aqueles

caracterfsticos do tecnécio +Vi1 (24bnm, 248 e 290nm).

A Fig. IV, 22, mostra o espectro da solugac do complexo
24 horas e 72 haras apGs a preparagac.

Us resultados destas analises indicam que o complexs @
estdvel nas 2% horas gue s& seguem a sua preparagac, em temperatura ambiente
mas, apas 72 horas, esta completamente decomposto, conforme se verifica visu

aimente pels cor da solugdo, que passa de incolor para amarelo e laranja.
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1¥.2.3. Espectro de Absargac ne Infra-Vermelho

As posi¢oes e intensidades das bandas caracteristicas ob

tidas para a L-asparagina purificada e para o complexo 530 as seguintes:

a) L-asparagina pura (Fig. IV¥.23.)

3h50¢m-1 3#Dﬂcm-1
3125em . 2400cm
2200cm — 2000cm
IEthm-1

-1
1890em

14D 0em

: fraco estiramento L = 0 sime

: astiramento NHz da amida.
: estiramente do grupo NH:

: regiac de sobreton atribuida s

deformacac de NH: assImétrico

e vibragso tercional do HH: .

: forte deformagao simetrica do

NHT .

* carboxilato forte estiramento

s

C -0 assimetrico -E‘\ﬁ

-

trleo,

b) Complexo asparagina tecnécio (Fig., IV.24.)

3450cm

1600em -

Conforme indicado por varlos autores, coemo NAKAMOTO
i
e colaboradores, BELLAH?{ % SEH[?B}E

SWEENY '} ¢ colaboradores, SvaTos ™!

: estiramento NH,da amida. 0 gru

pe NH, da amida esta sobrepos
to as bandas de ligagio metal-
ligante, formando-se ﬁma handa
larga.

: banda devida ac lligante com o

grupo carboxila.

fs0 )

- -1
¢colaboradores, as bandas de absorgac em 3450, 3270 e 1603cm ~, bem como au

séncia de banda em 172Dcm  sdo critlcas para a determinagao do tipo de liga

cao metal-ligante presentes nos complexcs aminoacido-metal. No nosso casc o

deslocamento da banda de absorgao de 1590 no aminoacide, para 1600 no comple

x0 indica que o grupo carboxila esta comprometido com a ligagao do metal. 0

. - -1
aparecimento de um maximo de absorgac devide ap estiramento NHy em 3450cm

quando comparade aquele em 3125 -2400cm | do espectro da L-asparagina pura,

i - 39
indica a presenga de coordenagas W =Tc.

¢ grupamento amidico, conforme os resultados obtidos,nao
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parece tomar parte na ligagdo com o metal.

I¥.2.4. Analise Cinetica da Reagao

0s resultados da analise ¢inética conforme descrito

111.2.3.5. estao apresentados na Tabela V.4,

TABELA I1V. 4. COMPARACAG ENTRE 05 DIVERSDS MODELOS DE REAGAO.
ANALISE DOS RESULTADOS OBTIDOS NO SISTEMA COMPUTA

CIDNAL 5ARM-25,

o
MODELO PARAMETROS( Mol s min ) sap*
1) Mal —E—s ML | k= 42030.14 £ 756,54 31,8
2) Mab =1 ML | ok, = 437500+ 611,80 "
t+L LY N ML, I-r.2 = 149,04 < 107 ¢ 1049 = 107
1} Me2l —Ss ML, | k= 4375040 * 743,55 26, 4

*%* { processo de ajuste nao convergiu, o resultade apresentado

corresponde a interrupgac dos calcules na 102 interagao.

* = soma dos guadrades doz desvios.

n = ordem da reagac

A analise dos resultados obtidos mostra que a

foi obtido para o modelo 3, indicando que este & ¢ que melhor representa

71

Bm

menor Q0

reagao. No modelo 1, ainda que o valor de k seja muite proximo ao modelo 3,

o ervo apresentado por S(D & maior. No caso 2, o wvalor de k, & praticamente

igual 20 de k encontrado para o modelo 3. Porém, ¢ valor de k, forneceu

um

erro muito elevade e o processo de ajuste dos dados ao modele foi nac conver

gente.
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Uma explicagan provivel seria que as duas fases da  rea
cao do modelo 2 ocorrem quase que simul taneamente, formando o quelata  MLj.
Heste case, o intermédio teria vida muite curta, impossTvel de ser detecrato

pelos nossos metodos de analise.

A afirmagac de que existem dois ligantes para cada tecne
c¢io baseando-se, exclusivamente, na analise cinétlca da reagao deve ser enca

rada com cautela.

[V.3. PreparaCAO DA L-ASPARAGINA MArcADA cOM  TECNECIO-99m

0 emprego do pertecnetato de sédis F"™Te) a0 nivel de tragos mos
trou comportamento diferente do pertecnetato de aménio [ T¢) ao nfvel de car
regador.

. - & EE .
0s experimentos de marcagad & 257°C com e quando se  utilizou
- ] -5 - + - + -
s¢lugag de hidrazina 3,97 x 10 M e concentragoes variaveis de L-asparagina

deram baixos rendimentos da ordem de 20%,

Entretanto, a 60°C, o rendimento de marcagac foi de 95%, em 30
- - -2
minutos de reagds com solygao de L-asparagina 4,0 x 10 M.

A Flg. IV.25 mostra os rendimentos de marcagén em fungﬁo do  tem
PO a 60°¢,

A Fig. IV.25a apresenta os rendimentos de marcagao em fungde da
concantracao de L-asparagina a 60°C e apds 30 minutos de reagao,

0s experimentes realizados a temperatura ambiente com hidrazina
e concentragces variaveis de sulfato de hidrazina mostraram rendimento de
marcagac de 95% apds 120 minutos de reagac guande a concentragac de sulfato
de hidrazina foi de 4,0 x 10 M.

A Fig. 1V.2b mostra os rendimentos de marcagac em fungdo do  tem
po & a temperatura ambiente. A Fig. I¥.26.3. apresenta os rendimentos em
fungao da concentragac de L-asparagina em temperatura ambiente e apos 120 mi

nutos de reagac.

A Analise titulométrica com iodato de potassio mostrou que a hl

drazina & totalmente consumida na reagac, quando se utitizou este redutor na
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preparagac do complexc a 60°C.

Com base nes resultados, adotamos o seguinte método de  prepara
g20: a solugag de pertecnetate de sédie= Mc elufda da coluna geradera e con
tendo atividade variavel entre 1-15 mli & evaporada até secura. Apos esfria
mente adicicona-se 30 mg de L-asparagina e 0,5 ml de solugao 3(111.1.1,) de
hidrazina; leva-se ¢ volume para 5,0 ml sendo pH acertado para £,0. Agita-se,

fecha-se, & leva-se em banho maria a 60°¢ por 30 minutos. Resfria-se.

Dese]ando-se ume preparagac extemporanea, injetavel, ester!!,ade
tamos o seguinte procedimento: adicionamos 30 mg de L-NH,Asp a 0,5ml de solu
gao de hidrazina e pH agertade a B,0, passa-se por filtro Millipore estéril
de 0,22 u, Congela-se imedjatamente a -40°C. A solugBo & entdo licfilizada
per um tempo conveniente. No mumente de usar, adiciona-se esterilmente a quan
tidade desejada de pertecnetate de sodio 2™ contido em um volume de 5.0
ml e aguece-se em banho-marla a 50°¢C per 30 minutos.

I¥.4, Ensatos pe DisTrRIBUIGAT Broudeica

IV.4.1. Animais Hormais

0s resultados obtidos para a distribuicao bioldgica da
L-asparagina marcada com tecnéclio-99m em animais nermais, quando injetada
por via subcutanea, estac na Tabela V.5,

Como se depreende do exame da Tabela, o radiofarmacc nao

apresenta afinidade significativa por qualquer Orgac cu tecido.

Nas Fig. IV¥.27. e |IV.2B. estac os mapas obtTdos am dife
rentes intervalos de tempo para um animal de cerca de 60 gramas gue foi inje
tado com ¢ radiofarmaco contende 60 uCi de”*Mre fatividade especifica de
30 uCli/mg), por via endovenosa.

Verificamos o acomilo nos rins em cerca de umminuto apos
a dose e ja o seuy aparecimento na bexiga, indicando & depuragac elevada do
radiofarmaco por via renal, bem como uma parte do produto localizade no abdo

men.

Dos 15 acs 60 minutos notamos uma diminuigao  gradativa
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do radiofiarmace no abddmen e acumulo gradativo nos rins e posteriormente na
bexiga.

Ma Fig. 1¥.29 estac representadas as contagens acumula
das nos seguintes Grgaos em fungao do tempo: bexiga, rim esguerdo e rim  di

reito, cabega, perna & tdrax.

Como se verifica, as contagens acumuladas nos rins  atin
gem Lm maximo eq ceérca de trés minutos, diminuindo consideravelmente em segui
da, chegando a um patamar minimo em cerca de 12 minutos. As contagens acumu
ladas na bexiga sobem rapidamente, atingindo um patamar maximo em cerca de

20 minutos apos a dose,

Os estudos de toxicidade reallzados conforme descritos

em (11.2,5, nac apresentaram qualquer alteragao nos animais.

IV.4.2, Distribuigac Blologica em Ratos Portadores do Carcinoma
de Walker 256.

A tecnica usada para transplante de tumores solidos per
mitiu ¢riar lotes de animals cujo tumor pesava entre 3 a 5 gramas no 6% dia

apds a ingeulagap.

A Fig., IV.30. mostra um animal Inaculade com o carcinoma
de Walker 256 na perna direita.

Os resultados da distribuigan biologica do  complexo L~

. £ .. -
asparagina - *Mre nos animais transplantados estac ha Tabela 1V¥.6. Conp se
depreende, o radiofarmaco acumula-se consideraveimente na massa tumoral en

tre 15 g 60 minutos, diminuindo em seguida.

- Observa-se também que nao ha acomulo significativo em ou
/tros orgaos ou tecidos, exce¢an feita para os rins nos primeiros 30 minutos.

o
Ly, oo
i

~ L Ma Tabela IV.7. estd representada a razao entre § dose/

-grama tumor e % dosefgrama tecido. Verifica-se que a3 razao para o sangue £
zlevada aes 60 minutes apds a injegac indicando ser este o tempo mais conve

niente para a reallzagac do mapeamento.

Ma Fig. 1¥.31, esta representade o mapa de corpo inteiro
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FIG. iV.29. CONTAGENS ACUMULADAS NOS ORGAQOS EM FUNCAD DO TEMRQ. APARELKQ FQ
CAMA, b - BEXIGA; rd - RIH DIREITQ; re - RIM ESQUERDD; c-CA
BECA: p - PERNA: t « TORAX,
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TABELA IY,6. DISTR{BUIGAD BIOLOGICA DA L-ASPARAGINA MARCADA COM TECNECI09%m
EM RATOS WISTAR PORTADQRES OE CARCINGMA DE WALKER-256.
- o~ 2 min 15 min
ORGAQ
A B A B
SANGUE P,2451£0G,34403 | 0,518320,0727 2,1485+0,2735 0,8594:0, 1895
CORACAQ | 0,6753:0,0632 | 3,0899:0,2798 0,818320,020) 4,062920,9982
PULMAD 1,8929:0,1212 | B,6419+0,1025 0,536120,1325 3,277140, 3589
FIGADD 3, 11710 6162 | 1,1870£0,1757 4, 4643+0,5338 1,5808+0, 3306
RIMA 3,4626x0 4882 | 7,0728+0,9923 5,6103:0,6279 9,8625+1,1038
BACO 0,4585+0,0808 | 1,7065:0,3016 0,3973x0,0545 1,3332+0, 1831
TUMOR 0,583520,1008 | 1,4622+0,1632 48, 3845+6 3818 | 10,066122,0951
MOSCULO | 2,227020,6820 | 1,1152:0,3415 3,359120,9275 | 2,7166x0,8543
o 30 min &0 min
ORGAD
A B A ]
SANGUE 3,6935+0,9835 | 1,4774+0,7907 1,912320,5134 0,7649%0,2132
CORACAD | ©,720140,2838 | 3,504611,3B17 1,1090+0,6540 S, 045kt ], 3542
PULMAQ 0,2768+0,0126 | 0,548120,0249 0, 2705£0,035) 1,2272£0,8527
FIGADO 0,6724:0,2372 | 0,311940,1073 3,0637+0,9543 1,0928+0,7530
RiIM 3,432240,3520 | 9,3255:0,4584 1,2923+0,0235 2,5936+0,2132
BALD 0,398140,1741 | 1,2650£0,9578 1,1416£0,1332 1,3204:0,8102
TUMOR 63,7530+8,3522 |14,0567+3,2540 1, 463058,5140 | 12,353026,5040
MOSCULO | ©0,2738+0,0895 [ 0,213120,0698 1,6509+0,534] 0,756210,1096
. 120 min
ORGAO
A B
SAMGUE 0,8051+0,3235 | 0,3220+0,194]
CORACAO | ©,2786%0,2355 | 1,0326+0,8728
PULMAD 0,2613+0,0583 | 0,h262+0,0934
F1GADO 0,2847120,0528 | 0,0966+0,0179
RiM 1,171520,0558 | 2,4071+0,1132
BACO 0,3237+0,1029 | !,2223+0,7235
TUMER 3,869720,5996 | |,2802+0,)993
MASCULO | 1,35427+0,4598 | 0,7536+0,2840

{*¥) Muscule do femur.
A=% da dose inicialforgac total.
B=% da dose inicial/grama de Drgao.
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gbtido para um animal portador de tumor de Walker 286 Tnjetade com &60uli de
L-asparagina PMre (atividade especifica 30uCi/mg). Mo mapeamento estac vi

sTvels os rins, o tumor na coxa direita e metastase no pé direito.

m o oo o
GO oo 00 00 O



V.  CONCLUSOES

}. A hidrazina & capaz de reduzir irreversivelmente o tecnécio +¥l1 em
pH = 8,0, tante ao nivel de carregador a ESOE, como ao nivel de tra

cador a 609C. A espécie reduzida apresenta o estada de oxidagdo +IV.

2. O tecnécio reduzido € capaz de se incorporar a L-asparagina forman
do um complexo cristalino cuja analise por espectrofotometria no 1Y

mostrou que a complexagdo se da nos grupamentos carboxila e aminico.

3. 0 preduto marcade {L-aSparagina~gngc}, pode ser apresentado sob

forma radiefarmacéutica adequada.

b, A distribuie3e biolégica do complexo L-asparagina=" "Te Indicou que
o produto ndo apresenta afinidade por qualquer 6rgac quando adminis

trads em rates normais, sendo excretado pelo sistema urinaric.

5. Quando administrado em ratos portadores de carinoma de Walker 256,
o produto & captado por esse tumor e por causa de sua elevada "depu
nagae”, gquer do sangwe, quer dos tecidos moles € favoravel a formagde da Tma

gem tumoral.
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