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PREPARAGAO DE L-ASPARAGINA-29MT,

Helema Okada Silva, Constincia Pagano Gongsives da Silvs e Nilds Pstrons Soss de Pereira

Dade ¢ importéncia ds incorporacio de ssparagine marceds com radionuciidecs em tumores sensiveis &
ssperagina, estsbelecaram-se perSmetros pers a preparacid do complexo L-ssperagine-® ™ Tc.

Os sstudos de mercacBo foram reslizacos com seguintes redutorss pers o fon >?™Tc04: clorsto estenoso,
écido sscirbico, cloreto estance0 ¢ #cido ascOrbico, sscorbeto estencso.

O rendimento méxino de marcag#o, ds ordem de 95%, ¢ obtido quando e utilizam como agentes redutores
© Scorbato estanoso Ou © sistema cloreto estsnoso e écido ascirbico.

PREPARATION OF *®™7c.L ASPARAGINE

ABSTRACT

The interreistionzhip between techrstium-99m, different reducing agents snd the L-aspersgine is studied. The
maximum labelling yield, sbout 95%, is obtsined by using the following moler ratios for ligend 10 reducing agents:L-sspe-
Togine: stannous sscorbats, 150:1; the system L-esparagine .sscorbic acid, 50:1, end L-sspersgine :stannous chioride, 800:1.
This radiopharmaceuticsl is used for visusiizstion of dependent asparsging tumours.

INTRODUCAO

Alguns aminodcidos marcados com elementos radiostivos tem sido usados no disgndstico mé-

dico de tumores sensiveis'®.'8) o em especial, » L-ssperagine tem se mostrado Gtil nesses estu-
dos!1.2.4.8,10,12)

A asparagine de formula NH,CO-CH3-CH(NH,}-COOH ¢ um aminoécido nSo essencial, encon-
trads como constituinte de muites prote/nas e hidrolisada em meio écido quente.

Neste trabelho, estabelecsram-se os par@metios pera a preparaclio de asperagine marceda com
99MYc, spbs estudos de diferentes redutores pers o fon pertecnetato(®®™Tc0;).

PARTE EXPERIMENTAL

Os estudos de maercaclo foram reslizados com os seguintes redutores:cloreto estanoso'®’, écido
sectrbico'”11) cloreto estanoso e dcido sschrbico’ 3!, sscorbeto estanoso!3!,



MATERIAIS

1. 2*™1c, em forma de pertecnetsto, obtido em soiucfo saline, por eluicso de um gerador
%9 Mo-*®*Myc (IPEN-TEC).

2. L-asparagina monohidratado (PM=150,1) de procedéncia Sigma, recristalizada em dgus
antes do uso.

3. Cloreto estanoso dihidratado PA, SnCl; . 2H;0 (PM=22C,6) de procedéncia Merck com
titulo de pureza maior que 96%. titulado segundo método descrito na Farmacopéia Bra-
sileira, 2* edicdo.

4. Acido L{ +)ascorbico PA (PM=176,12) de procedéncia Merck.

5. Hidroxido de amdnio PA (PM=17,03) de procedéncis Merck.

8. Soluglo de cloreto de sédio 0,9%.

MARCACAO COM %9My,
Inicialmente, prepararam-se as seguintes solucles:
1. L-asparagina (L-NH; Asp) 2x 10”'M, em soluclo de cloreto de sédio 0,8%.
2. Acido ascérbico (H;Asc) em diferentes concentragSes em HCI1H.
3. Cloreto estanoso dihidratado (SnCl; . 2H;0) em diferentes concentracSes em HCI IN,
4. H; Asc obtido por dissoluclo em diferentes concentragBes na solucfo 3.

6. Ascorbato estanoso (Sn,Asc) preparado » partir de 500mg de SnCl; . 2M, 0 dissolvidos
sm HCI 0,25N e slcalinizado com hidroxido de aménio até pH 9 8 10. O hidréxido de
estanho assim obtido toi lavedo em dgua e ressuspenso em Bmi de H, Asc (300mg/mi).
A suspensBo foi filtrada através de filtro Millipore 0,22um e liofilizads por 16 horss.

Preperaram-se amostras contendo 0,98mi de soluco de L-asparagina, que foram nitrogenadas por
30 minutos e s quais adicionou-se ou 0,02ml de HCl 1N ou redutores em diversas concentragBes. O pH
das preperacles foi de 3.5.

As solugBes assim preparadas foram filtradas por filtro Millipore 0,22um. Adicionou-se entfo a
cade preparacio soluclo de pertecnetsto de sédio-°°™Tc com stivideds de 3,7 x 107 Bq. Decorridos 30,
60, 80 e 120 minutos apds a adiclio de °°*MTc, retiraram-se smostras e determinou se a puress radioquimica
pelo sistema “Michrom™!5.18) Utilizeram-se fitas de dimensBes icmxBcm de pepel Whetman 3MM
recoberto de Silica gel 60 (70-230 mesh ASTM) de procedéncis Merck e solvente NaC) 0,9% pers seps-
raclo do tecnécio reduzido hidrolisado ¢ do produto marcado ¢ TcOj; livre. Fites de paps! Whatmen ne 1
# solvente acstona foram usados para ssperacho do TcOg livre ¢ do produto marcado e O tecnécio reduzido
hidrolisado.

As medidss de etividede correspondentes s asperagine-® *MTc, TeOs livre ¢ tecnécio reduzido
hidrolissdo foram feites em cirtiledor gama de 240 amostras {ANS-Abbot Laboratories).



RESULTADOS E DISCUSSAO

As Tgbelas 1, 11 ¢ )11 mostram os valores nercentudis correspondentes 3 amida marcada, tecnécio
reduzido hidrolissdo e pertecnetato livre, em diferentes sisternas redutores para o fon **™Tc0;.

Persana'10) descreve, em seus estudos de espectrofotometria, que o tecnécio redurido se incor-
pora & L-asparagina ¢ a complexacfo se dé nos grupamentos carboxila e sminico. Explorando este especto,
prepararam-se as soluctes em pH 3,5 onde a concent-aglio do aminoécido na forma anféters é cerca Je
30 vezes maior que na forma écida, serdo que os pKas para semineutralisaclo de cada um dos prétons
dissociados da asparagine monohidratada sfo 2,02 ¢ 8,80.

Pode-se verificar que a estrutura molecular de asparagine NH;-CH,-CH(NH;)-COOH nfo con-
tm grupsmento redutor. No sistema sem redutor, como era de sg espersr hé predomindncia de pertecne-
tato, indicando que nfo houve mudanca no estudo de oxidacio do tecnicio (Tabels |).

A fim de reduzir Tc + Vii para 0 estado de oxidagio mais baixo pars ser incorporado & asparaging,
adicionou-se a0 meio, fon de Sn** na suposicio de uma redugBo quantitativa de Tc + VIl para Te + IV ¢
uma possivel formaclo de quelato bimetdlico (14).

A adiclo de SnCl; . 2H,0 na razflo molar 1:400 {Tabels 1), provoca reduglio qusntitativa do
*¥M1:.0;. No entanto, cerca de 40% da espécie raduzids é néo restival®, indicando um excesso da con-
centreclo do redutor. Com o sumento de diluigio do redutor, pode-se observar, na Tsbela 1, que a reducio
nfo é mais quantitativs, sumentando s percentagem do **™TcO; ¢ tarbém diminuindo aquele do Tc
reduzido hidrolisado.

Salaria e colsboradores''!) estudando a reduco de pertecnetsto a tecnécio + IV com écido
sscdrbico, conclufram que em solugBes ligeiramente écidas em temperaturs ambiente, a reduco ocorre
wmuito lentamente. Hodsra e colaboradores!”’ demonstraram que pars a reduclio eficiente do pertecnetato
oom écido ascorbico & necessirio meio dcido clorfdrico 2N e temperaturs de 70°C.

Como podemos observar na Tabels |1, 0 dcido ascérbico sm pH 3,5 nfo consegue reduzir pertec-
netsto.

Nums _.tativa de estabiliser o Tc reduzido com baixas concentracSes de 5n*, edicionou-ss o
dcido ascdrbico'13!, Observa-ss ns Tabela 11 que o rendimento de marcsco mais aho foi squele sm que
as relagBes dos redutores SnCl; . 2H, O e scido ascorbico para a asparagine foram de 1:800 e 1:600, res-
pectivemente,

Outro sgente redutor utilizado foi o sscorbsto esteanoso. O fon de $n** quando incorporado so
dcido mscédrbico em soluclio saturada, minimizs e decomposicho quimics causads pela oxidaglo do Sn?’
o 8n*, a presenca de elementos tracos ¢ formaca de soluclo coloidal! 14, A Tabela 11} mostrs que o
methor resultado 4 aquele em que a relecio de ascorbeto estanoso pers aspersging é de 1:150.

Pode-se concluir, portanto que a preparaclo do complexo L-asperagine®® ™ T¢c spresentou melhor
rendimento de marcaclio, clrca de §4% quando se utilizam ascorbeto estanoso em relacio so ligante ne
proporcio 1:160 ¢ o sistema redutor cloreto estanoso e écido ascdrbico em releco & smida de 1:800 ¢
1:50, respectivamente.

O estudo da estabilidsde do complexo realizado & temperaturs smbiente até 2 horss ap6s e pre-
peracho do complexo, dicou que 0 produto ¢ estive!, nflo se verificando o sumento da percentagem de
pertacnetsto livie ou de tecnécio reduzido (Tabela 11 e 111).



Tabela |

Controle Radioquimico da Preparaclo de L-asparagina-®®™Tc {funcSo do tempo - Sistema "“Michrom™)

Tempo({min)
T
30’ 60’ 90’ 120'

Rendimento | Tc reduzido Rendimento | Tc reduzido Rendimento | Te mduzi 5 Rendimanto | Tc reduzido
TcO4 TcOa TcO4 TcO4

SnCl;. 2H;O/Asparagine | de marcaco { hidvolisado de marcaco | hidroliwdo de marcacfo | hidrolisado oa marcaclo | hidrolisado

19%) (%) (%) (%)
(%} {9%) (%) {%) %) (%) (%) {9%)

Sem redutor 1,22 0.72 98,06 1.42 0.30 98,28 1,35 0.2 98.39 1,50 0.23 98.26
1:50 864 86,01 53% 1,18 84,68 4,14 16,51 81,47 2,02 20,30 78,91 0,50
1:200 55,19 43,54 1.7 44 .46 54 63 0.91 45,02 83,70 1,28 43,55 56.05 1.40
1:400 56,67 42,56 0.7 51.17 47.86 0,97 65,70 33,56 0,74 58,01 40,24 1,78
1:800 52,47 45,93 1.60 57 .46 40.45 2,09 60.87 374 1.72 54 .88 43,15 1.97
1:1600 55,91 41,10 3.19 60.06 35,43 4,51 67,97 26,30 5,73 55,36 37.33 7.32




Tabele N

Controle Radioquimico da Preperacio de L-asparagina-®®™Tc¢ {funclio do tempo - Sistems ““Michrom®)

Tempo(min)
wv m' m' '20’
Rendimento ;| Tc redurido TeO: Rendtimento | Tc reduzido TeOd Rendimento | Tc reduzido TeOx Rendimento | Tc reduzido TcOs
SnClz. 2H10/Asperagine | de marcecsio | hidrotissdo | o€ | de marcacsio | hidrotisado (x)‘ de marcacio | hidrolisado m‘ e arcacso | hidrolisado 4%)‘
(%!} %) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
SnC1y.2H0 -
e R s .72 g . . X » X .81 77
o 1450 0, 0.85 88,38 0. 2,48 96,80 1.32 0.46 98,23 0.42 08 98
SnCiy. 2H20 1:200
279 2433 1,88 64,63 33.43 214 72,64 25,14 2,22 67.88 29,94 218
Ha Asctroeco  1:50
SnCi7.2H20 1:400
78.96 19,24 1.80 77.63 20,75 16 80,43 17.88 1,89 80 17,70 1,62
HyAscorbico 1:25 2 68
SaCl;.2H30 1:400
92,41 518 24 84,64 ", 3, , 7.0 3.4 7 . )
Hy N 1:50 56 86 89,59 0 5 88,76 8,26 2.98
SnCla . 2,0 1:400
68,91 34,80 1.29 60,36 38.14 1,50 66.43 32,23 1 69,67 28,83 1,50
Hy Ascorbico  1:100 4
SnCi3 . 20  1:800
76, 17,74 .89 .40 11, 7.7 31 7.28 7.4% 7. 7.82
Hy < 1:28 e 5 80, 90 (1] 853 84,22 96
SaCl; 2130 1:800
90,98 7.49 1,58 94,38 3.68 1.54 94 3,94 137 94,14 457 1,29
HyAscHrbico 1:50 69 3 s
SnCly. 2H20 1:800
87.48 943 3.09 89,94 787 2,18 91,48 6,78 1,74 80,47 7,59 1,94
HyAscdrbica 1:75 8
SaCy. 24,0 1-800
81, 14,i7 4,05 8745 8 L} A 6,95 -] X , 82
Ha 1:100 48 i 21 34 86,70 35 86,68 8.50 4




Tabela )

Controle Radioquimico da Preparaclio de L-asparagina->°™Tc¢ (funclo do tempo - Sistema '‘Michrom™)

Tempo(min)
30’ 60’ 90’ 120
Rendimento | Tc reduzido _ | Aendimento | Tc reduzido _ | Rendimento | Tc reduzido _ | Rendimento | Tc reduzido _
SnyAscorbeto de marcacio | hidrolisado Tc0s de marcacfo hidrolisado TeO4 de marcac#o hidrolisado Te04 de marcaclio hidrolissdo Te0s
(%) (%) w %) (%) o (%) (%) w (%) %) el

1:18 68.45 3N 0.44 16,77 22,69 0,54 76,37 2261 1,02 76.68 22,56 0,76
1:20 79.21 253,19 0.60 82,62 16.88 0.50 83.09 15,93 0,98 65,39 34,06 0,85
1:30 82,10 16,65 1,25 84,50 14,47 1,03 81,91 16,78 1.3 84,25 15,03 0,72
1:50 86.82 10,69 249 81N 15.23 2,96 87.54 9,85 261 84,10 12,98 2,92
1:100 90,88 8,06 1.07 92,84 5,86 1,30 91,14 7.16 1.40 92.40 8,20 1,40
1:12% 90,32 7.93 1,74 85,64 9,54 5.82 90,50 1.2 2.28 83,84 14,37 1.7
1:150 91.51 3.80 1.69 94,69 3.90 .4 93,00 429 2n 94,97 2N 2,12
1:200 91,07 1.57 1.36 9263 6.02 1.35 93,93 4,74 1.3 92,74 6.04 1,22
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