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PREPARAÇÃO DE FIBRINOGENIO - • • m T c

Maria Apparecida T. Marcílio de Almeida e Constância Pagano Gonçalves da Silva

RESUMO

Apresenta-» um método simpltt para marcaçfo dt fibrinogénio com m Tc utilizmdo-st dortto tstWKwo
como redutor do ion ' "

A 20 mg da fibrinogénio dmolvidot am 2 ml dt loluçfo tampfo dt cartXMiato dt lódio pH - 8 adidonom-tt

0,3 ml dt toluçfo dt cloreto aranoso 0,2%. Coloca-se rapidamtnn • solucto dt ptrttcnatato dt lódio M i n T c dutch

•ttrilmtntt dt um gtrador Mo - Tc t deixa-se tm rapouto durante 30 minutoi. O rtndimtnto é da 70%, aproxi-

madamtntt.

Oi conjuntos dt reativos liofilizados apmantam também rendimento» da 70%, M. *> portanto adaquados
para uso médico.

INTRODUÇÃO

A marcação de fibrinogénio com I 3 1 I ou M 5 I tem sido amplamente estudada nos últimos
anos por causa do interesse na detecção radioisotópica de trombos em veias profundas14'5'. Entretanto,
o uso do fibrinogénio " 5 I é impróprio para visualização tfe trombos em câmaras de cintilac?-), dada a
energia baixa de emissão gama do ' 2 5 1 e, no caso do ' 3 1 1 a energia gama encontra-se acima do intervalo
ideal dessas câmara, podendo gerar imagens insatisfatórias.

0 " m T c em virtude de emitir radiação gama de 140 keV é o radioisótopo ideal para marcar
Fibrinogénio destinado a obtenção de imagens de trombos.

A literatura relata preparações de fibrinogénio - " m T c em pH abaixo de 4 ( 8 - 7 ) , entretanto,
nessas condições ocorre denaturaçío do produto acompanhada de perda de atividade biológica.

Harving121 utiliza o método eletrolítio para a preparação de Fibrinogénio — " m T c com
rendimento de 70 a 80%; mais recentemente Jeghers'31 preparou o mesmo produto a partir da redução
de pertecnetato com cloreto estanoso em meio alcalino.

Neste trabalho apresenta-se um método simples de preparação de Fibrinogénio marcado com
9 9 m Tc utilizando-se cloreto estanoso como redutor do ion pertecnetato em pH alcalino e em solução
'ampão de carbonato de sódio.

O estudo da influência do pH do meio da reação, das massas de redutor e de Fibrinogénio, e
do tempo de reação, permitiram a padronização de condições adequadas de marcação.

MATERIAIS E MÉTODOS

Reagentes

1. Fibrinogénio humano üofilizado "Behríng".



2. " m Tc0" 4 em solução salina, eluido de Gerador Mo - Tc IPEN-SAO PAULO).

3. Soluçlo de cloreto estanoso em HCI 0,01 N, preparada por dissolução do SnCI2. 2H2O Merck.

4. Soluções Tampões:

a) Solução Tampão de cttrato de sódio, pH = 6,0

b) Solução Tampfo de «trato de sódio. pH = 7,0

c) Solução Tampfo de carbonato de sódio, pH = 8,0

d) Solução Tampío de carbonato de sódio, pH = 8,5

e) Solução Tarr.ofo de carbonato de sódio, pH - 9,0

f) Solução Tampão de carbonato de sódio, pH = 10,0

Técnica de Marcação:

A 20 mg de fibrinogênio dissolvidos em 2 ml de solução tampão de carbonato de sódio pH = 8
foram adicionados 0.3 ml de uma solução de cloreto estanoso 0,2% e rapidamente a solução salina
contendo " m T c O 4 . A mistura foi deixada em repouso á temperatura ambiente durante 30 minutos.

Controle de Marcação:

Fizeram-se os controles de rendimentos de marcação por cromatografia em camada delgada
utilizando-se silica Gel G e precipitação do fibrinogênio marcado com (NHOjSO,,; completou-se com
o ensaio de afinidade biológica ao coágulo de sangue de coelho.

1. Para o cálculo da percentagem de " m T c 0 i livre utilizou-se o método cromatográfico
com o emprego de placas de silica Gel G e como fase móvel o solvente metanol 85%. Após o tempo
de migração do solvente a placa foi dividida em segmentos de 1 cm e a radioatividade deles, medida
em contador gama tipo esteira para 300 amostras, BerthoM MAG 312. 0 Fibrinogênio marcado
permanece na origem enquanto o ' 9 m TcO« livre migra com Rf igual a 0,56<8).

2. A precipitação do Fibrinogênio foi obtida colocando-se em cada frasco de re-jçab 2 ml de
uma solução aquosa de (NH4)2S04 40%. O precipitado foi separado do sobrenadante por centrifugaçèb,
em seguida foi lavado com água e medida sua radioatividade.

3. A fim de ser calculada a radioatividade incorporada ao coágulo, adicionaram-se 2 ml de
solução de fibrinogênio marcado a 2 ml de sangue de coalho e deixou-se a mistura em incubacffo
durante três horas à temperatura ambiente; separou-se o coágulo por centrifugaçfo e retirou-se o soro.
A medida da atividade do sangue total e do coágulo separadamente permitiram calcular a percentagem
de Fibrinogênio marcado e incorporado ao coágulo'81.

RESULTADOS

A Tabela I mosfa o rendimento de marcaçJb em fur.cfo da mana de SnCi} mantendo-se
constantes a massa de Fíorinogénio em 20 mg, pH = 8 e tempo de reaçfo de 30 minutos. A partir
de 0,5 mg até 1,0 mg o rendimento foi constante.

A Tabela 11 apresenta o rendimento de marcação em funçffo da massa de fibrinogênio
mantendo-se constante o pH em 8, tempo de nação 30 minutos • a mau» do radutor 0,50 mg.
Verificou-se que nfo há variação no rendimento no intervalo de 5 mg até 30 mg de fibrinogênio.



Tabda I

Influência da Quantidade do Agente Redutor no Rendimento de

Marcação de Fibrinogénio Humano com " m T c

SnCI2 . 2HjO(mg)

0,17

0,33

0,50

0,67

1,00

Rendimento %

50 ± 2

60 ± 4

78 ± 4

77 ± 6

79 ± 4

Massa de Fibrinogénio = 20mg, pH = 8 e tempo de reação 30 minutos.

Tabela II

Influência da Massa do Fibrinogénio no Rendimento de Marcação de

Fibrinogénio Humano com " m T c

Fibrinogénlo (mg)

5

10

20

30

Rendimento %

76 ± 2

76 í 2

78 t 3

72 ± 1

pH ds reação = 8, tempo de reaçfo 30 minutos e massa de redutor = 0,60 mg.



A Figura 1 mostra os rendimentos de marcaofo em funçfo do pH determinados por: prova
de afinidade biológica (curva 1) e por precipitação com solução de sulfato de amônio 40% (curva 2).
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Figura 1 - Rendimento de Marcação em Função do pH, Curva 1 - Rendimento Determinado

Pela Prova de Afinidade Biológica; Curva 2 - Pela Precipitaçfb, com Solução de

(NH4) ,S04 40%.



A Figura 2 apresenta o rendimento de marcação em função do pH determinado por croma-

tografia em camada delgada.
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Figura 2 - Variação do Rendimento de Marcação em Função do pH. Rendimento Determinado por

Cromatografia em Camada Delgada, com Silica Gel G e Metanol 86%.

A Figura 3 mostra o rendimento de marcacffo em funçfb do tampo de raaçfo.

A Tabela III apresenta o rendimento de mercaçfo com a técnica descrita e determinada por

cromatografia em camada delgada, por precipitecfo da proteína com soluçfo de (NH)4SO4 40% •

por prova biológica com sangue de coelho.
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Figura 3 - Variação do Rendimento de Marcaçfo em Função do Tempo de Reação. pH 8. Rendimento
Determinado por Precipitação com Soluçac de (NH«)jSO« 40%.

Tabela III

Rendimento de Marcaçio de Fibrinoginio 9 9 m T c

Método Analítico

Cromatografia em camada delgada
com silica Gel G

Precipitado com solução de
(NH4)]SO4 40%

Prova biológica com sangue de
coelho

Rendimento de Marcaçfo

75,5 ± 3

78,0 t 4

71,0 ± 3

N? de Determinações

6

6

4

Massa de Fibrinoginio»20mg, pH»8 , t tmpo de reação 30minutos.



PREPARAÇÃO DE CONJUNTOS DE REATIVOS LIOFILIZADOS DE FIBRINOGeNIO HUMANO

Os conjuntos de reativos de Fibrinogénio humano foram preparados da forma seguinte:
primeiramente, foi preparada uma solução contendo 20 mg/ml de Fibrinogénio humano dissolvido
em solução tampão de carbonato de sódio pH = 8 contendo 1,5 mg/ml de Tvwen 80. A soluçfo foi
tratada com N2 gasoso por 15 minutos. Em cada frasco a ser liofilizado foram colocados: 1 ml da
solução de fibrinogénio, 0,3 ml de soluçfo de cloreto estanoso 0,2% previamente tratada com Nj
durante 15 minutos.

A soluçJo foi imediatamente congelada com gelo seco e em seguida liofilizada. O produto
liofilizado foi submetido ao controle de marcaçSò para cálculo do rendimento de 9 9 m T c incorporado
è molécula de Fibrinogénio. A cada um dos frascos foram adicionados 2 ml de soluçfo salina contendo
9 9 m T c O rendimento de marcação meia hora após a adiçSò do " m T c foi de 70%, aproximadamente,
utilizando-se a prova de precipitação com solução de sulfato de amonio40%.

CONCLUSÕES

O uso de soluçfo tampão de carbonato de sódio pH = 8 apresenta resultados satisfatórios para
marcação rfe fibrinogénio humano com " m T c Este pH corresponde ao indicado na literatura para
soluções injetáveis de Fibrinogénio'6'.

EmpH = 6a7os rendimentos de marcação sfo baixos, da ordem de 10a 30%.

As massas de Fibrinogénio entre 10 e 30 my nfo alteram sensivelmente o rendimento de
marcação; optamos pela massa de 20 mg condizente com a quantidade emprerada por diferentes
autores13*11.

A tentativa de obtençfo de jogos de reativos liofilizados permitem a estocagem do produto
facilitando sua marcaçfo e emprego. A adiçfb de Tvwen 80 na preparaçfo de Fibrinogénio humano
liofilizado constitui um recurso para facilitar a redissoluçàb do produto após liofilizaçáb, evitando a
formação de grumos.

O rendimento mfnimo de 70% é descrito como aceitável para fibrinogénio humano marcado
com »»m-rc(6>

ABSTRACT

A simple method of preparation of 9 9 m T c labeled Fibrinogen using ttannous chloride « reducer of
99mTcO~« ion it presented. A sample of 20 mg of Fibrinogen It dtoeolwd In 2 ml of buffer carbonate pH 8 and 03 ml

stannous chloride 0,3% is added. A sterile solution of sodium pertechnetate " m T c eluted from a Mo - Tc generator

is immediately added. The mixture rests for 30 minute* <mC after this period the obtained yield is about 70%. The

liophylized kits also presented a yield of 70%, being therefore suitable for medical applications.
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