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MARCAGCAO DA BLEOMICINA COM TECNECIO-99m PARA
DIAGNOSTICO EM MEDICINA NUCLEAR

José Carlos Nassute

RAESUMO

Enud&-n. Sae-EEERD- ¢ rendimento d8 maercacio @ um enti-cancerigeno (bleomicine} com um
radionuciideo de meis vide curts (”"‘Tc). usendo como agente redutor o Sn(ll).

- °
 Analissmss 0f parmetros: o pH de marcaco, a influlincia do tempo da reaco @ da massa da estsnho na
rendimento de marcaglo. ~

th tornar meis prética a marcaclio, prepagramse “kin’’ de Snii1)/BLM, liofilizados em frascos evecusdos. “)

xS

\ Fpzss controles de qualideds, que lveran, téoni cr grifices em papel, controle de esterilideds ¢
ensaios “in vivo'', Estes Oltimos foram efetuados em ratos sob sono berbitGrico, tanto em snimeis sadics como em
animeis portadores de tecidos tumorais. \‘

- ch)&-u um estudo de distribuiclo biolbgica, do tempo de concentragso do prod nos , do Po &
via de excrecSo, por meio de cintilog @ cintif

CAPITULO |

INTRODUGAO

1.1 — Uso de Radioisdbtopos em Medicina Nuclear

Durante 3 Gitima décads, com o desenvolvimento da tecnologia nuclesr no campo ds medicina,
puderam os especialistas deste setor, contar com um nimero cada vez meaior da radioisdtopos primérios
ou “ligados” s moléculas, para uso em diagndstico e teraputica.

€ no campo do diagndstico que surgs o maior ntmero de radioisdtopos, destacando-se entre
estes 03 que se destinam 3 localizagBo de processos tumorsis @ suas metdstases. Nos Gitimos snos thm
sido usados com relativo sucesso 0 37Co, ' in, 1*"Hg, 47 Cu, *'Cr, *"Ga, **™Tc ¢ outros'’5’,

Entretento, o uso de alguns radioisdtopos tornase limitado por causa de diversos fatores de
ordem quimics, flsica ou biolbgica, 8 ssber: toxidade quimica, energis de radiacio sita, meis-vida efetive
longs, sfinidade do slemento com certos tipos de tecidos @ por Gitimo e dificuldade de obtondom,

Com o sdvento ¢ sperfeicoamento dos denominados geradores de radioisdtopos de meis-vida
curta, os centros de Medicing Nuclesr, que por causs de disthncis dos restores e ciclotrons viem suse
stividedes tolhidss, puderam desenvolver-se rapidamente.

Agrovade pere publicaclio em Fevereiro/1979.



Dentre tddos os pares {pai-fitho)
especislistes © N0/ *™Tc'22) por causa das coracter
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Posteriormente, prepararam-se colbides marcados com *®™Tc, usando-se gds sulfidrico'! ou
cloreto estanoso anidrn. que se destinam a cintilografias hepélims“o'.

0 ?°™T¢ tem uma meig-vids de seis horas, sendo um mono-emissor gama de 140 keV,
originendo-se do decaimento do **Mo. O *®™Tc por sus vez decai pars o **Tc, que por ter ums
meia-vida de 2,1 x 10° anos poderia ser um probiema grave do ponto de vista da protecéo radiolbgica.
Entretanto, um mCi de *°™Tc produz somente 3,3 x 107° n.Ci de °°Tc, que decsi por sua vez pars
*’Ru (estivel) por emissdo de elétrons. Supondo que toda a dose (1 mCi) ficasse retida indefinidsments
no organismo, isso representaria expor O corpo inteiro a uma dose anual de 1,5 x 107 rads.

Peio fato do fon pertecnetato {**™TcO;) ter um raio idnico e carga igual ao fon iodeto, o
comportamento biolégico e distribuigdo no organismo humano sio semethantes. A distribuicio do
?9MTe no organismo é ripida a se d§ através do fluido extra-celular, concentrando-se na tirebide,
gldndulas salivares, plexo corbide e estdmago. Verificou-se também que o fon pertecnetato é estével e
ndo reage quando em contato com os sistemas biolbgicos.

O °°™Tc pode se apresentar em virios estados de oxidagdo, desde +7 a -1, sendo que os
estados mais estéveis quimicamente falando sdo o +7 e +4. As formas mais reduzidas apresentam

capacidade de complexar ou quelar com moléculas existentes no meio aquoso‘16 .

O ion pertecnetato node ser reduzido aos estados de oxidagdo seguintes:

Te(vil) Tel{VI)
Te(v)
Tellv)

Te(lin

O TcllV) é o mais estdvel depois do Te(VIH) sendo que os estados intermedifirios tendem a
desproporcionar dando misturas de Tc{lV) e Tc(VII):

3 Tclvl) ————— 1 TcliV) + 2 Te(VI)

3 Tclv) 2 TellV) + 1 Te(vil)

O tecnécio nos estados intermedidrios e nos estados de oxidacdo mais baixos podem existir em
solugdo aquosa quando estabilizados como quelatos ou complexos.

A ligagdo coordenada covalente & essencial para a existdncia em meio aquoso daqueles estados
de oxidacdo, que 2 reducdo o a formaglo de complexos podem ser considerados como um processo
simultineo,

Os produtos ds reduco do pertecnetato dependem: da force do agente redutor, da sfinidade de
@upos complexantes disponfveis e da concentracdo desses grupos. Estes fatores relacionam-se de tal
mangirs que, em algumas reacBes de reduco s3o produzidos estedos malitiplos de oxidago.

Os fons OH ¢ 8 H,0 tém grande efinidade por tecnécio reduzido competindo com outros
@upos complexantes, sendo os produtos de reaclo influenciados pelo pH ¢ talvez até mesmo pels forgs
ibnica do meia, A marcaclo de moléculas orghnicas ocorre quando © composto 8 ser marcado acha-se

disponivel pera complexar com o tecnécio, b medida que ocorre s reducio.



A marcagdo também pode ocorrer por uma troca de ligantes, em que 8 molécula a ser marcada
desloca grupos de um complexo intermedisrio de Tc menos estével.

Portento, esquematizando tem-se:

Redugdo
Marcacio direta:  Na **™Tc0, Bl 99MTe molécula
molécula
Redugdo .
Marcacdo indireta: Na**™Tc¢0, ——————— *™Tccomplexo intermedisrio
comp. interm.

troca ligante
(molécula)

?¥MTc-Comp. Interm. 99MTe.molécula

Os complexos de tecnécio reduzido t@m tendéncia a hidrolizar-se formando compostos
insoluveis como o dibxido de tecnécio (TcO;), ou a oxidar-se e desproporcionar reformendo fons
pertecnetato.

Qs Oxidos insolGveis concentram-se no ﬂgadom". baco e no sistema reticulo endotelial da
medila 6ssea, enquanto que o fon pertecnetato vai para a tirebide, glandulas salivares, estdmago ¢ plexo
corbide,

Ultimamente, o interesse dos cientistas voltou-se para compostos gue tivessem propriedade de
formar quelatos ou complexar com o *?™Tc e que fossem uteis para uso em provas funcionsis ou
cintilografias, a saber: 4cido etilenodiamino tetraacético (EDTA), dcido dietilenotriamino pentaacético
{DTPA), manitol, penicilamina-acetozolamina, citrato, tetraciclina, inulina, glucoheptonato, trifosfatos,
polifosfatos, pirofosfatos e outros'd).

O DTPA ¢ usado para estudo da filtragdo glomerular nos vins“‘", 0 manitol e o gluconato pars
cintilografias renais'! 7’, o citrato e a inulina, também, sdo usados para estudo da filtragdo glomerulum,
os fosfatos na visualizagdo do esqueleto, a tetraciclina no diagnéstico tumoral e enfarte do miocérdio.

1.2 ~ Uso de Antibibticos-Antineoplasicos em Terapéutica ¢ Diagnbstico

Na segunda metade da década de 1950, durante a investigacdo sobre a obtencio de alguns
grupos de antibidticos de alto peso molecular, (mais de 1000) verificou-se que o da fleomicina tinha
capacidade peculiar de inibir o desenvolvimento de tumores em animais, principslmente do tipo do
Carcinoma de Ehrlich.

Grande parte desses antibidticos & extraids de virias cepas ou linhagens do um género de fungo
denominado Streptomyces. Assim do “Streptomyces verticillus”, obtém-se 8 bieomicina'23'.

A bleomicins, dentre todos os produtos do grupo de fleomicina, 4 qus mostra maior
estabilidede em pH slcalino e bcido. Quimicamente, 8 bleomicina é ums misturs complexa de moléculss
diversss denominadas: A,, Az,' Dumet'il-Az, A e A%y Ay e By, By, By, Ay # Ay Fundamentaiments,
uatase de uma estrutura polipeptidica (glicopeptideo), 3 quel se ligam vérios radicais sminicos, que
definem as caracteristicas de cads bleomicina.

Pelo fato do composto ser uma misture com porcentagens diferentes das viries bleomicinas,
conforme sus origam, o peso moleculsr esth ¢m torno de 1400/1800. A Figurs 2.2 spresents e formuls
da bleomicinas.
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Figura22 — Férmula lmrutdrll da Bleomicina



O produto apresenta alta especificidade em inibir 0 desenvolvimento de tumores em tecidos de
origem célulo-epitelial (ectoderma). Apesar das pesquisas nJo terem chegado a conclusdes definitivas, jA
se pode afirmar que o sftio da acdo da bleomicina estd localizado ao nivel da sintese do Acido
desoxinoonucléico (ADN), bloguecndo-a nos nicleos das céiulas tumorais de modo especfficom)

A bleomicina "in natura”, isto &, antes de ser purificado por cromatografia em alumina,
apresenta-se quelada com 4tomos de cobre na proporcido de 0,08%. Verificou-se, também, que todas as
espécies de bleomicina tém uma absorgdo semelhante na regido ultravioleta, com um méximo situsdo
entre 244nm e 295 nm'?3). Observouse que a dose letal média {LD, o) para camundongos é de
125 mg/kg e para ratos € de 312 mg/kg.

Out:a vantagem da bleomicina é o fato dela raramente se concentrar em processos
inflamatorios, ao contrdrio do que ocorre com outros produtos complexados com radioisdtopos, ou com
estes Gltimos sob forma elementar, a saber: °7Ga, ' !'in, '°°Yb e outros'!2.

1.3 — Objetivos

H3 vérios anos vem sendo experimentada 2 quelagio da bleomicina com alguns citions bi e
trivalentes!18); 111 867Gy 67¢y, 149yp 203pp ¢ 5 57Co! 1) Dentre todos, 0 que mostrou ser mais
estivel foi o quelato formado com o *7Co, mas que para uso em rotina Mostrou-se iMproprio, Por cause
de sua meia-vida longa (269 d).

Surgiu em sequida a necessidade de preparar a bleomicina marcada com ?9MT¢}15.12.18) oo
causa das caracrer(sticas nucleares favorédveis deste radioisdtopo.

A bleomicina ligada ao Tc é capaz de detectar tumores em tecidos de origem ndo epitalial,
enquanto que a bleomicina n3o marcada tem seu uso terapéutico restrito aos processos neoplisicos em
tecidos de origem ectodérmica, fazendo crer que a complexacio com o °°™Tc, modifica suas
caracterfsticas biodinamicas'®),

Neste trabalho procura-se padronizar um método simples e rdpido para marcacio de um
composto anticancerigeno, com um radioisdtopo de meia-vida curta, com o objetivo de obter um meio
eficaz e seguro para uso em diagndstico tumoral. Estudam-se diversas varidveis, a ssber: pH pera
complexacdo, reiagio das massas do redutor Sn{il) e da bleomicina, & tempo de reacio.

Analisa-se a estabilidade do composto marcado e 3 distribuicdo bioldgica em animaeis. Faz-s¢ uso

de uma técnica simples e rapida para detectar impurezas radioquimicas, ¢ finaimente prepara-se um “kit”
de Sn/bleomicina sob forme liofilizada para emprego em ensaios radioquimicos & “in vivo™.

CAP(TULO i

MATERIAL E METODOS

1.1 ~ Maverisl

11.1.1 — Bleomicina

Utilizou-se 8 bleomicins liofilizads, ne forma de sulfsto. Essa bleomicine produzida pele
Lsborterdpica Bristol S/A IndGstris Quimica e Farmacdutice é fornecide em ampolss.



Quimicamente, trata-se de uma mistura quo contbm sproximadamente 55% de bicomicina sz
27T% de B8, 9% de A e 3% de DMA,, livre de cobre'® Aprmnn-n como um pd branco, cristalino, de
baixa dunudodo nh.ml em Sgua @ metanol, pouco solivel em etanol, acetona e éter.

1.1.2 — Tecndcio-99m

O °?™Tc usado neste trabalho proveio de um gersdor tipo Ultra-Technekow-FM (Mallinckrodt
Nuclesr) contendo *®Mo obtido por fissio do 2°°U. O gerador ¢ constitufdo por uma coluns de
slumina na gqual ¢ fixado o °°Mo, sendo o tecnécio elufdo com solugio salina isotdnica (NaCl 0.9%),
estéiil, apiroghnica, na forma de pertecnetato de sédio.
11.3.3 — Cloreto Estanoso Bihidratado

O SnCi3.2H,; O usado & de origem americana (J. T. Baker), com grau de pureza 98,0 — 102%.

I1.1.4 — Animais

Usaram-se ratos (Rattus norvegicus, variedade Albinus), provenientes de coldbnias mantidas no
biotério do Centro de Aplicagdes Médicas de RadioisStopos e Radiacdes — Area de Radiobiologia do
Instituto de Energia Atdmica, alimentados com ragdo comercial padrdo.

11.1.5 — Equipamentos

Chmara estanque, tipo “Glove box"’, conectads 8 um torpedo de nitrogénio gasoso, e dotads de
filtros de ar na entrada e safda, e de luz ultravioleta.

Liofilizador marca Virtis, modelo 10-146 MR-BA, com cabeca dotada de dispositivo para
fechamento de frascos em que se fez vicuo, previamente.

— Gama cAdmara (Fogama), tipo HP da Nuclear Chicago.
— Mapeador de corpo inteiro Scintimatic tipo 2F ds Siemens.

— Contador de esteirs, modelo Ultrascaler 11 da Nuclear Chicago (cristal de Nal stivado com
.

— Medisc modelo 6362 da Nuclear Chicago.

(1.2 — Métodos

12.1 — Preparaclio da Soluclio de Cloreto Estancso

Dissolversm-se 5 mg de SnCi;.2H,0 em 60 mililitros de HCI IN, obtendo-se uma soluclio com
uma concentracio de 50 ug de Snill) por mililitro. A operacBo foi realizade em smbiente saturado de
nitrognio gasoso. A dissoluclio do cloreto estanoso em HCI IN se fez com borbulhamento inintsrrupto
de N;, durando esta operaclio 156 minutos.

11.2.2 = Preparaglio de Soluclio de Blsomicina



Dissolveram-se 10 mg da bleomicina {conteiido de uma ampols comercial), em um mililitro de
dgua destilada em temperatura ambienta. A unidade usada na terapbutica para a bleomicina, denomina-se
mg/poténcia, cujs equivaldncia com o mg/peso é: 1,5 mg/poténcis = 1,0 mg/peso.

11.2.3 — Preparagdo dos “Kits™ Bleomicina/Estanho

Dois mililitros da solucio de cloreto estanoso (item 11.2.1) contendo 100 ug de Sniit), foram
adicionados a solucé'6 aquosa de bleomicina (10 mg/ml). Percolou-se esta solugSo por filtro esterilizants
Millipore 0,22 u e dividiu-se a solugio (3 ml) em trés porgdes iguais de um mililitro, resultando 3,3 mg
de bleomicina para 33 ug de Snill) em cada frasco.

Os frascos usados sio do tipo penicilina de 10 ml de capacidade, sendo fechados manusimente
com tampas especiais de borracha, para posterior vedacdo e produgdo de vécuo no liofilizador,

.24 - Liofilizagdo

Colocaram-se os frascos tipo penicilina imediatamente no banho do liofilizador a -20°C, of
permanecendo por dez minutos, tempo necessdrio para o congelamento da solu¢do. Retirados do banho,
os frascos foram introduzidos rio interior da cabeg¢a do liofilizador, onde sob védcuo de 50 ul de ar no
minimo, obteve-se um produto liofilizado apds cinco horas de operagdo. Os frascos sdo fechados ainda
dentro do aparelho, usando-se para isso um dispositivo a8 ar comprimido. Apds esta operacfio
colocaram-se 0s “’Kits” sab refrigeracio normal (+ 4°C).

11.2.5 — Marcacdo dos “Kits” com **™T¢

11.2.5.1 — Reagdo *? ™Tc/Sn(il)/Bleomicina

Usou-se °*™Tc de concentragio radioativa em torno de 10 mCi/ml e contido num volume
nunca superior a quatro mililitros. Se @ volume eluido do gerador de 99MTe tosse muito reduzido ou
maijor que 4 mi, fazia-se necessirio um acerto do pH, usando solucdo de HCI 0,1 N ou de NaOH 0,1 N,
ou adicionando-se NaC) 0,9% até o pH chegar ao desejado {2,0/2,5). Apds agitacio moderada por cerca
de 15 minutos passou-se a solucdo por filtro esterilizante Millipore 0,22 .

11.2.5.2 ~ Controle da Pureza Radioquimica

Inicialmente, fizeram-se 03 controles de pureza radioquimica do produto marcado por
cromatografia ascer.dente em papel Whatman n.1, utilizando-se diversos solventes, a saber: solucio de
cloreto de amdnea a 10%, metanol em solucdo aquosa a B5%, soluclo de cloreto de sddio s 0,9% e por
Gitimo a metil etil cetona,

Infelizmente, estes métodos revelaram-se fathos e imprecisos, slém do qua o tempo
relstivemente fongo (1 @ 2 h) para » corrida do cromatograms, provocsva reoxidscBo do **™Tc(IV) o
9 MTe(VIN), adulterando os resultados,

Adotou-se posteriorments a téenica cromatogréfics "Michrom"m, que consiste na justaposiclio
de dois processos cromatograficos, usando como ioivents acstona 8 solucBo salina (NaCl 0,9%). Como
fsse estaciondria (suports), usaram-se tiras de celulose embebidas sm sflica gel, medindo cads umae deles
57 mm de comprimento por 7 mm de largura.

Nums das tiras (A), usou-te por solvents a soluclo sslina, na outra tira (B), » acetona. Na
tira (A), foz-58 um traco demarcatdrio a 20 mm ds bate, tando-1e pois ume secclo A, #té este traco ¢



socclo A2 do tra¢o até o topo da fita. Na tira {B) (acetona), fez-se um trago demarcatério a 17 mm do
mpo,cchlmwulnsnuccioduBz,cnqmnidotrwoltdlbau,dlar

As tiras foram posteriormente embebidas em uma suspensio de sflica gel a 6% (60-200 “mesh”
— grau 62) e secas 80 ar. Para melhor visualizacdo da corrida, pode-se colocar uma gota de um corante
sollvel; na tira (A), o metil orange e na tira {B) a violeta de genciana, ambas a 10 mm da base.

Apbs s secagem, as tiras foram guardadas em dessecadores, pars posterior uso. Colocsram-sa db
cinco a dez microlitros da amostra a analisar nos pontos corados (tanto em A como em B), desixou-se
secar. Em seguida, puseram-se as tiras em pequenos tubos de ensaio, com solvente até slturs de 2 mm,
mantendo-se 0t tubos na posicdo vertical.

N3o houve necessidade de se fechar os tubos, pois a saturacio é répida. A corride levou em
média 60 segundos, finda a qual retiraram-se as tiras, secaram-se @ seccionaram-se nos tragos divisorios,
obtendo portanto duas secgdes. Registraramse as atividades das secgles, e fezse o céiculo de
porcentagem de **™Tc em suas diferentes formas quimicas de acordo com as expressBes:

Ay

99MTe raduzido, mas mio complexado = ——————— x 100%
(A1 + Az)

B,
2IMTO, livie = ———— x 100%
8, + B,)

29MTe complexado = 100% — (**™Tc reduzido + **™Tc Livre) ou

™ Teliv) ¢+ P?PMTc04)

11.2.5.3 - Distribuigio Biologica

Fizeram-se estudos de distribuicBo bioldgica em ratos (pesendo 200 g aproximadaments) sadios
# com tumores espontineos, sendo o produto marcado introduzido no organismo do snimai por meio de
injecBio intravenosa em veiss do pénis ou da csida.

As doses injetadas foram de 100 uCi a 1 mCi, com a masss de bleomicina variando de 0,5mg »
20 mg Os snimais quando da execuclio dos cintilogrames, schevam-se sob sono barbit(rico ¢ daitedos
de dorso em placa fixadors especisl.

Fizevamrse cintilogrames logo spds injeclo, s em intervalos de tempo veridvels (15°, 30", B0',
120’ ¢ 180°). Utilizou-se produto marcado com ou sem pesssgem privis por Millipors 0,22 u. Fez4e um
enssio de concentraclo do **™Tc-BLM em intervalos ds tampo convenientss (sté o miximo de 8 h),
ussndo 0 Fogama scoplado ¢ ums Poleroid, pers obtenclio de imagens fotogréficas.
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CAPITULO NI

RESULTADOS E CONCLUSOES

1.1 — Ensaios Preliminares

111.1.1 — Marcag@o ds Bleomicina

Fez-se inicislmente a marcacio de 5 mg de bleomicina, usando 100 ug de cloreto estsnoso
{SnCl;.2H, 0} e 14 mCi de **™Tc contido em 2 mi de solugiio de NaCl 0.9%.

Para o controle de pureza radioquimics, usou-se cromstografia ascendente em papel Whatmen
n1, utilizando como solvente o metanol 75%. Segundo LIN e GOODWIN'®), o bleomicina marcada se
espalhs do Rf 0,0 3 0,6, enquanto o pertecnetato nio reduzido (TcO4) se situs entre 0,6 & 0,78. A
Figurs 3.3 mostra os resultados obtidos.

110.1.2 - Estabilidade da BLM-**"Te em Funglio do Tempo

Fez-se o ensaio de estabilidade do composio em relacBo a0 tempo de marcacio, sendo o
controle realizado por cromatografia em papel conforme 11).1.1, apds 24 horas e 48 horss. A Figura 3.4,
mostra que © composto & estivel nesse perfodo de tempo.

110.1.3 — Estabilidade da BLM->*™Tc em Funglio do pH

Analisou-se 3 estabilidade do produto a posteriores alteragGes do pH, usando-se hidroxido de
sddio 0,1 N. Os resultados indicaram uma gradual decomposicio do composto com o aumento do pH,
fato este evidenciado pela elevacio na porcentagem de tecnécio livie (TcOa) conforme mostrs »
Figura 3.5.

111.2 — Marcacio dos “Kits”

11.2.1 = Infludncia ds RelagBo em Massa entre Estanho ¢ a éloomieinl no Rendimento de Marcaclio

Para esse estudo utilizou-se 8 técnica especificada em 11.2.5.1 ¢ a cromatografis “Michrom’” pers
determinacdo das porcentagens de bisomicina-**™Tc, de tecnécio na forma de pertecnetato e de
tacnécio reduzido, conforme spresentado no item 11.2.5.2.

Nesse ensaio 3 massa de bleomicina foi mantida inalterads (3,3 mgl, 0 tempo de reaglo foi de
16 minutos ¢ variou-ss » massa de estasnho em cads “kit”, Ussndo sempre pertecnetato de sbdio com
concantracBo radioativa de sproximadaments 10 mCi/ml, obteve-se resultado que indica ser o relaglo
1:132(Sn/BLM) 3 mais sdequads, conforme pode ss observar pela Figurs 3.8,

H12.2 - Influincis do pH no Rendimento de Marcaglio
Pars ssse mstudo utilizou-se @ técnics aspecificads em 11.2.8.1, com 3,3 mp de bieomicina, tampo

de resclo 15 minutos s pH variando de 2 # 8. Usou-se 8§ cromatografia “Michrom” pers determineclio do
M Tobleomicine, do fon pertecretsto o das formas reduzides.
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Segundo OWUNWANNE'T? & formas quelantes de tecnécio sko o **™T7c0*? ou
P*MTc(OH);?, isto & tecnécio apresentandoss no estado de oxidagio +4. Estss formas aparecem
quando o pH for igual ou menor que dois, ocorrendo hidrdlise quando o meio se torna menos Acido. A
principal forma hidrolisada ¢ o Tc0,.2H;0, que como 6xido insolGvel vai provocsr uma queda bruscs
no rendimento de marcago, por ser uma forma nio queisnte. A Tabela I1l.1 ¢ & Figura 3.7 mostram que
o methor pH de marcagio ¢ 2.

Tabeln W19

Rendimento de Marcagio da BLM-*°*™ ¢ em Funco do pH

pH MTc0, % 2IMT0s% BLM-**MTc %
2 25 5 70

4 — 10 25 65

6 75 5 20

8 10 75 15

Em nosso trabatho o Gnico fstor que poderia altersr 0 pH, no momento da reagio, seris ©
volume de elufdo (pertecnetato de sodio em NaCl 0,9%) do gerador, cujo pH varia de 50 a 5,5. Pars
tanto fez-se um enssio com adicdes progressivas de volumes do elufdo, verificando-se que até 4 m) nio
houve alteracSo significativa do pH. O resultado do experimento mostre-sa ns Tabela 111.2.

Tabels 1.2

Modificscio do pH com 8 Adicio de Volumes
Diferentes do Elurdo

Experiéncia Volume pH
e P9MNSTCO, (mI) {tinal)

3.0
30
30
35
40
45
45
5.0
5.0
5,0

CDVDODVNVAOEWN=
QODBVNOAREWN

-
-t
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11.2.3 - Infldncia do Tempo de Reagdo entre o lon Pertecneato o o “Kit” (Sn{il)/BLM), mw
Rendimento de Marcaglo

Para os experimantos utilizou-se a técnica descrita em 11.2.5,1, com 3,3 mg de bleomicina, 50 ug
da estanho e pH =2,0 tempo de reagdo variou de 15 3 105 minutos. Para controle das porcentagens de
stividade da bleomicina->*™Tc, do fon pertecnetato e do tecnécio reduzido, usando-se 8 técnice
cromatogréfica ““Michron” descrita em 11.2.5.2,

Verificou-se que a partir de 15 minutos alcanga-se um rendimento de marcacio em tomo de
75%, apds o que o rendimento tende a aumentar lentamente. Todavia um tempo de reacfo muito
prolongado prejudica a2 medida de atividade, por causa de meia-vida do ®**™Tc ser de apenas 6 hovas,
tornando-se 0 processo inaplicdvel na rotina. O resultado do ensaio é mostrado na Figura 3.8.

1.3 — Controle de Qualidade do Produto Marcado

111.3.1 - Controle de Pureza Radioquimica

Conforme descrita em 11.2.5.2, usou-se inicialmente método cromatogrifico ascendente em
papel Whatman n.1, ensaiando-se o comportamento de varios solventes, a saber:

a) Cloreto de amdnia a 10% — verificou-se que havia sobreposicdo de atividade ds
bleomicina {Rf = 0,6 — 0,75} com o pico de atividade correspondents ao fon pertecnetato
{Rf=0,7 — 0,8), prejudicando o resultado, como pode-se ver pela Figura 3.9.

b) Metanol 85% — a bleomicina marcada se espalha do Rf=0,0 a 0,6“”, havendo uma
separac3o razosvel do fon pertecnetato {*°™TcOg), o qual tanto pode ser resultado da
redug3o incompleta ou de uma reoxidagdo, pois o processo leva cerca de duass horas. O
resultado do ensaio ests exposto na Figura 3.10.

—~—

c) Solugdo salina (NaCl 0,9%) — com este solvente obteve-se uma separagdo satisfatbria do
?9Mye reduzido, do n3o reduzido (°*™TcOy) este ultimo sobrepondo-se parcialmente a0

99 MTcbleomicina, como se observa na Figurs 3.11.

d

-

Metil etil cetona — Com este solvente conseguiu-se separar o >*™Tc reduzido e o **™Tc
complexado, que permaneciam proximos da origem, do pertecnetato (*®™TcOs) que
atinge o Rf = 0,9 a 1,0 conforme mostra a Figura 3.12,

Nenhum desses processos cromatogrdficos forneceu dados que permitissem discriminar os wés
principais produtos radioativos presentes apds @ complexacio, o BLM-**™Tc, o **™TcO; ¢ o
?2MTc0,, impossibilitando o cilculo de rendimento da reaglo,

Por esse motivo, abandonou-se esss método cromatogréfico, passando a utilizar-ss em todos 0s
experimentos de marcacdo, a técnica “Michrom” descrits em 11.2.6.2,

111.3.2 — Esubilidade Fisico-Quimica dos “Kits”

Os “kits” com 60 e B0 diss apbs a prepsracBo, mostraramrse estiveis pelo fato de terem sido
liofilizados e estocados em frascos com vlcuo sob refrigeracio (+ 4°C). A susincia de oxiginio evits e
oxidacBo do Sn(if), e a liofilizeclo protege o “kit”’ dos efeitos das rascles de hidrblise. A estabilidede
dos ’kits” durants o perfodo citado foi comprovads pels marcacio com ** ™M Tc.
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Figurs 3.9 — Pertis crometogréficos do BLM?*™Tc(a) ¢ **™TcO4s(b) em cloreto de ambnis 10%
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111.3.3 — Estabilidade da BLM-**™Tc em Funglio do Tempo

Fizeram-se enssios de estabilidade, submetando-se o produto marcado A cromatografia
“Michrom”, logo spbs a marcaclo e durante perfodos subseqlientes até 8 horss. O produto marcado
mostrou-se estével durante o intervalo de tempo enssiado, como mostra » Figura 3.13 @ Tabela (113,

Tebels HIL3

Porcentusl Relativo em Atividsde do Produto Marcado e
Impurezas Radioquimicas com o Tempo

Tempo (h) PIMT0 % *9MT0, % BLM-**™Tc %
2 3 27 70
4 4 3N 65
6 3 27 70
8 2 30 8

100.3.4 — Esterilidade do Produto Marcado

A esterilidade do produto marcado foi garantida pela passagem por filtro Millipore 0,22 4,
confirmada por ensaios microbioldgicos em caldo simples, tioglicolato e saboursud com resultados
negativos quanto a0 crescimento bacteriano.

11.3.5 — Toxicidade da Bleomicina para Animais

Segundo o ““Committee of Clinical Resesrch of Bleomycin™!?), a dose letal média (LDg,) pera
ratos mechos é de cerca de 250 mg poténcis, portanto mais alta do qus a mawss usada em Nossos
experimentos, que foi de 4,95 mg/potincis (ou 3,3 mg/massa). NBo houve nenhum caso de choqus ou
morte de animais. O Que comprova que 8 inassa usada Nos. experimentos esté realmente situads nums
faixa subtdxica.

11.3.8 — Distribui¢fo Biolbgica

Sequndo ECKELMAN'®, SRIVASTAVA!'Y o RHODES''®), hé grande possibilidede de
formaclio de complexos coloidais do tipo Tc/Sn e Oxidos insolGveis como TcO;, quando de reaclio do
fon pertecnetato com o Snill).

Fizeramss inicisimente cintilografiss de rstos sadios, injetsdos com °°™Tobleomicina,
werificando-se que resiments as formas coloidais s formam e slo retidas pelo sistama reticuio endotelial
(SRE) do figado, A Figuras 3,14 spresents o cintilograma com & imagem hepétics.

Pode-se notar que o produ’o nlo s concentrs ne tiredide, glindulss salivares ¢ cérebro, o que
elimina » pomsibilidsde de existincis de **™Tc livre (**™TcO3), havendo eliminsclio (15) do complexo
radiostivo peles vies urindriss.

Sequndo o8 autores RYO!'®), VAN DE POLL!'®, GOOOWIN'®! ¢ MORI!"2! gstes quelatos
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msoluveis podem ser em grande parte eliminados por uma simples passagem do produto marcado por
filtro Millipore 0,22 L.

Fez-se este experimento e obtevess o produto livie de formas coloidais, o que pode ser
veriticado pels Figura 3.15, onde nlo ss nota a retenclio no figado. Observou-ss que a eliminaglio do
produto do organismo sadio, se di entre trés e quatro horas apds injeclio intravenosa.
118.3.6.1 — Concentragiio do Produto Marcado em Tecidos Tumorais

Utilizando-se o aperetho Fogamas fizeramse cintilogramss de rstos com tumores de
desenvolvimento espontineo, apresentando metdstases, verificando-sa a concentragio do produto no
tecido tumoral. A série de cintifotos da Figura 3.16, mostra o resultado, pelo qual se infere que 0 tempo
necessdrio para otimizar a imagem & de 4 horas. Nota-se 2 presenca do tumor original na regilio péivice,
pouco abaixo da bexiga.

Outros dois ratos, um com tumor testiculsr (Figurs 3.17) ¢ outro com tumpr torfixico
(Figura 3.18), foram injetados 1,0mCi de BLM->*™Tc. Fizeramse cimtilogramas 15, 6D, 120 ¢ 180
minutos apbs injecdo intravenosa caudal.

Os resultados mostraram 8 localizacdo do produto marcado nos tumores, concluindo-se que o
tempo ideal para visualizaco nftida da regido tumoral vai de duas a trés horas apbs injeclio. Utilizou-se
nesses experimentos o Cintilografo tipo Scintimatic 2F.
111.3.6.2 — Especificidade do Produto Marcado

Pelos cintilogramas obtidos notou-se nftida concentragiio do produto nos tecidos doentss @
répide eliminagdo da corrente circulstéria. Ndo se notou concentragdes do complexo em Orglios ou

sistemas sadios, verificando-se apbs duas horas de introduclio no organismo apenas ss imagens do sistsma
excretor urindrio {rins e bexiga).

111.4 — Conchusdes

(1.4.1 — Coracteristices dos "Kits”

03 “kits” mostraram-se sdequados pers marcaclio com ?*™Tc, pelos fatores seguintss:

8) Simplicidede e rapidez .a preparaclo.
b) Estabilidade fisico-quimica.

c) Focilidade para uso em marcacBes rotingirss, bastando adicionsr o radioisétopo pers
obtenclo do complexo utilizivel em Madicina Nuclesr,

d) Baixo teor de Sn (méximo 60.g), tomendo minime s possibilidade de toxidez pelo
metal,
111.4.2 — Marcaglo dos “Kits”

No que 3o refere d mercacio dos “kits”, conclui-se que:
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Figura 3.18 ~ Cintilogratiss seqiencisis de rato injstado com BLM-**MTe
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Figura3.18 — Cintifotos em seqiéncia cronalégica de um rato, com processo tumorsl pélvico injetado com BLM-**™T¢
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Figure 3.17 — Cintilogramas de um rato com tumor

120 min,

na regilio pélvica, injetado por vi

180 min,

caudal com BLM-**MTc
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a) O volume do eluido do gerador (pertecnetato) deve ssr menor ou igusl 4 4mi, ¢ a
concentraglo radicativa maior ou iguasl 8 10 mCi/mi.

b) O pH de marcacio deve estar entre 2,0 e 2,5, para evitar a formaclio de 6xido insoiGve) @
colbides.

c) O tempo de reacio deve ser de no minimo 15 minutos, com constants agitaclo em
atmosfera inerte.

d) A relagEo em massa {ug) entre o redutor Snill) e s bleomicina mostra que na faixa de
150 a 1:100 (Sn 11/BLM) o rendimento ¢ maximizado.

101.4.3 - Eliminagio de Oxidos e Quelstos Insoliveis

Os enssios realizados mostrasam a necessidade imperiosa da passagem do produto marcado, por
filtro Millipore 0,22 u para eliminacdo dos 6xidos insol(iveis {Tc0;.2H,0) e da forma coloidsl Tc/Sn,
que se nfo subtraldss do complexo, irfo se localizar no figado,

110.4.4 - Distribuiclo Biologica

A distribuicio biolbgica mostrou que o produto BLM-*® ™T¢ ¢ apropriado pars o3 fins a que m
destine, ou seja, detectar tecidos tumorais, com ripida eliminagio do orgsnismo e conssgiiente
diminuiclo da dose absorvids. A concentrac’o méxima do produto nos tecidos tumorsis duss horas apis
injeclio e sua eliminacdo total em menos de 24 horas, torna promissor o uso em diagndstico tumorsl
pare # Medicina Nuclear.

ABSTRACT

Spresper mlmo/ sbout ﬂnbohmoroftholﬂllm Molunﬁmopldcmhbomm)mh
s short-lived racionuctide ( P9Myc), using Snill) s 8 reductor sgent, i puctotect ,‘j
-
- Parameters liks the pH in the lsbelling, influence of the rualon nmn and mem of tin on the labelling yield

‘ To simplify mo hh.lhng, [} woﬁlmd Kit of Sn{H)/BLM in svacusted visls wae nmund. ‘
.
(l’ho quality control involving peper chrometography. sterifity ind “in vivo™ ¢ tost v n-h. The “in vivo™ tests
wore meds both in huhhy rats nnd n dun Mm tumorous mm, under borbnuvic xﬂon )
o -
-+ The biological distribution, the concentretion time of the Wo in tumors, the excration time snd sxcretion
vie were studied by means of scintigraphy snd scintiphotos. [ 7., (' o
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