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PREPARACAO DE FIBRINOGENIO —*°™T¢

Maria Apparecida T. Marcilio de Almeida e Constincia Pagano Gongalves da Silva

RESUMO

Apresentase um método simplies pera maercaclo de fibtrinoginio com ”mTc utilizandoge cloreto estanoso
como redutor do ion > ™ TcOs.

A 20 mg de fibrinoginio dissolvidos em 2 mi de soluclo tamplio de carbonato de sddio pH = 8 sdicionsm-ee
0,3 mi de solucho de cloreto estancso  0,2%. Coloca-se rapidementa a soluglo de pertacnetato de sédio **™Te¢ eufda
ssteriimente de um gerador Mo — Tc e deixase em repouso dursnte 30 minutos. O rendimento ¢ de 70%, aproxi-
madamente.

Os conjuntos de reativos liofilizados apresentam também rendimentos de 70%, s6. 30 portanto adequados
para uso médico.

INTRODUGAO

A marcacio de fibrinogénio com "*'f ou '?%I tem sido amplamente estudada nos Gltimos
anos por causa do interesse na deteccio radioisotdpica de trombos em veias profundas'4-5). Entretanto,
o uso do fbrinogénio '?%1 & impréprio para visualizago ce trombos em cmaras de cintilags, dada a
energia baixa de emissSo gama do '2%1 e, no caso do ' 'l a energia gama encontrase acima do intervalo
ideal dessas camara, podendo gerar imagens insatisfatérias.

0 *™Tc em virtude de emitir radiagio gama de 140 keV é o radioisbtopo ideal para marcar
Fibrinogénio destinado a3 obtengdo de imagens de trombos.

A literatura relata preparacdes de fibrinogénio — **™Tc em pH abaixo de 4'8.7) entretanto,
nessas condic3es ocorre denaturacio do produto acompenhada de perds de atividade bioldgica.

Harving'2) utiliza o método eletrolftics para a preparacio de Fibrinogénio — °*™Tc com
rendimento de 70 a 80%; mais recentemente Jeghers‘:” preparou o mesmo produto a partir da reduglo
de pertecnetato com cloreto estanoso em meio alcalino.

Neste trabalho apresenta-se um método simples de preparaciio de Fibrinogénio marcado com
¥9MTc utitizando-se cloreto estanoso como redutor do ion pertecnetato em pH alcalino e em solug3o
tampdo de carbonato de sédio.

O estudo da influéncia do pH do meio da reaco, das massas de redutor e de Fibrinogénio, e
do tempo de reacdo, permitiram a padronizacdc de condicdes adequadas de marcacso.

MATERIAIS E METODOS
Reagentes

1. Fibrinogénio humano 'iofilizado "“8ehring”.



2. *°™TcO, em solucio salina, eluido de Gerador Mo — Tc IPEN — SAO PAULO).
3. Solugdo de cloreto estanoso em HCI 0,01N, preparada por dissolugio do SnCl; . 2H,; O Merck.
4. Solucdes Tampdes:

al Solucio Tampdo de citrato de sbdio, pH = 6,0

b) Solugio TampSo de citrato de sddio, pH=7,0

¢) Solugio Tampéo de carbonato de sédio, pH = 8,0

d) Soluglo Tampfo de carbonato de sédio, pH = 8,5

e) SolucBo TamoBo de carbonato de sédio, pH =9,0

f) SolugBo Tamp3o de carbonato de sédio, pH = 10,0

Técnica de Marcagdo:

A 20 mg de fibrinogénio dissolvidos em 2 mi de soluclo tamp&o de carbonato de sédio pH =8
foram adicionados 0.3 ml de uma solucBo de cloreto estanoso 0,2% e rapidamente a soluglo salina
contendo °*™TcO;. A mistura foi deixada em repowso & temperatura ambiente durante 30 minutos.

Controle de Marcagdo:

Fizeramse 0s controles de rendimentos de marcacfo por cromatografis em camada delgada
utilizando-se silica Gel G e precipitacdo do fibrinogénio marcado com (NH,),S0,; completou-se com
o ensaio de afinidade bioldgica ao codgulo de sangue de coelho.

1. Para o ciiculo da percentagem de *°™TcO, livre wutilizouse o método cromatogréfico
com o emprego de placas de silica Ge! G e como fase mbvel o solvente metanol 85%. Apds o tempo
de migragdo do solvente a placa foi dividida em segmentos de 1 cm e a radioatividade deles, medida
em contador gama tipo esteira para 300 amostras, Berthold MAG 312. O Fibrinogénio marcado
permanece na origem enquanto 0 °°™TcQ, liie migra com R, igual a 0,568),

2. A precipitagfo do Fibrinogdnio foi obtida colocando-se em cada frasco de rescio 2 ml de
uma solucdo aquosa de (NH,), S0, 40%. O precipitado foi separado do sobrenadante por centrifugaco,
em seguida foi lavadc com 4&gua e medida sua radioatividade.

3. A fim de ser calculada a radioatividade incorporada ao codgulo, adicionaram-se 2 mi de
solugo de fibrinogénio marcado 3 2ml de sangue de coelho e deixou-ce a mistura em incubaclo
durante trés horas & temperatura ambiente; separou-se n codgulo por centrifugaclo e retirou-se o soro.
A medida da atividade do sangue total e do codgulo separadamente permitiram calcular a percentagem
de Fibrinogénio marcado e incorporado ao codgulo!®).

RESULTADOS

A Tabela! most-a o rendimento de marcaclo em funclo da masss de SnCi; mantendo-se
constantes a massa de Fiorinogénio em 20 mg, pH =8 e tempo de reaclo de 30 minutos. A partir
de 0,5mg até 1,0 mg o r~ndimento foi constante.

A Tabela |l apresenta o rendimento de marcaclo em funclo da massa de fibrinogénio
mantendo-se constante o pH em 8, tempo de reaclo 30 minutos e a3 massa do redutor 0,60 mg.
Verificou-se que nfo hé variacio no rendimento no intervalo de 5mg até 30 mg de fibrinogénio.



Tabela |

influlncia da Quantidade do Agente Redutor no Rendimento de
Marcacio de Fibrinogénio Humano com *°™Tc¢

SnCl, . 2H,; 0 (mg) Rendimento %
0,17 60 + 2
0,33 60 + 4
0,50 78 t+ 4
0,67 77 + 6
1,00 79 t 4

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

Tabela 1l

Influéncia da Massa do Fibrinogénio no Rendimento de Marcaclo de

Fibrinogénio Humano com *°*MTc
Fibrinogénio (mg) Rendimento %
5 76 + 2
10 76 t 2
20 7181t3
30 721

pH da reaclo =8, tempo de reacSo 30 minutos e massa de redutor = 0,50 mg.



A Figwa 1 mostra os rendimentos de marcacio em funclo do pH determinados por: prova
de sfinidade biol6gica (curva 1) e por precipitacko com soluclo de sulfato de aménio 40% (curva 2).
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Figura 1 — Rendimento de MarcacBo em Funco do pH, Curva 1 — Rendimento Determinsdo
Pels Prova de Afinidade Biologica, Curva 2 — Pels Precipitacfo, com Soluglo de
{NH,),80, 40%.



A Figura 2 apresenta o rendimento de marcacio em funclo do pH determinado por croma-
tografis em camada deigada.
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Figurs 2 — VariacBo do Rendimento de Marcaclo em Funglo do pH. Rendimento Dsterminado por
Cromatografia em Camada Delgada, com Silica Gel G e Metanol 85%.

A Figwa 3 mostra o rendimento de marcacio em funcio do tempo de reaclo.

A Tabela il apresenta o rendimento de marcacBo com a técnics descrits e determinads por
cromstografia em camada deigads, por precipitaclo ds proteins com soluclio de (NH),SO, 40% e
por prova biolbgics com sangue de coslho.
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Figura 3 — VariacSo do Rendimento de MarcacBo em FuncSo do Tempo de ReacSo. pH 8. Rendimento

Determinado por Precipitaco com Solucac de (NH,); SO, 40%.

Rendimento de Marcagio de Fibrinogénio **™Tc

Tabela 11}

Método Analftico

Rendimento de Marcaclo

N° de Determinacles

Cromatografia em camada deigada

coelho

com sifica Gel G 7853 ¢
Precipitado com solugho de

(NHe);SO. 40% 780t 4 ]
Prova biolégica com sangue de 710 ¢ 3 s

Massa de Fibrinoginio = 20mg, pH = 8, tempo de reacfo 30 minutos.




PREPARACAO DE CONJUNTOS DE REATIVOS LIOFILIZADOS DE FIBRINOGENIO HUMANO

Os oonjuntos de reativos de Fibrinogénio humano foram preparados da forma seguinte:
primeiramente, foi preparada uma solugfo contendo 20 mg/mi de Fibrinogénio humano dissolvido
em soluglo tampSo de carbonato de sddio pH = 8 contendo 1,5 mg/mi de Tween 80, A soluclo foi
tratada com N, gasoso por 15 minutos. Em cada frasco a ser liofilizado foram colocados: 1 ml da
solugfo de fibrinogénio, 0,3 ml de solucio de cloreto estanoso 0,2% previamente tratada com N,
durante 15 minutos.

A solucdo foi imediatamente congelada com gelo seco e em seguida liofilizada. O produto
liofilizado foi submetido ao controle de marcacio psra célculo do rendimento de 9Mmre incorporado
3 molécula de Fibrinogénio. A cada um dos frascos foram adicionados 2 ml de soluglo salina contendo
99MTe O rendimento de marcagSo meia hora apbs a adigSo do °°™Tc foi de 70%, aproximadamente,
utilizando-se a prova de precipitacio com soluco de sulfato de amdnio 40%.

CONCLUSOES

O uso de solugBo tampdo de carbonato de sédio pH =8 apresenta resuitados satisfatérios para
marcagio de fibrinogénio humano com °?™Tc. Este pH corresponde ao indicado na literatura pera
solugBes injetdveis de Fibrinogénio!s’.

EmpH = 6 a 7 os rendimentos de marcacdo sfo baixos, da ordem de 10 a 30%.

As massas de Fibrinogénio entre 10 e 30 my nfo alteram sensivelmente o rendimento de
marcagdo; optamos pela massa de 20 mg condizente com a quantidade emprecada por diferentes
(3,1
autores'3. 1),

A tentativa de obtenglo de jogos de reativos liofilizados permitem a estocagem do produto
facilitando sua marcaclo e emprego. A adicSo de Tween 80 na preparaclo de Fibrinogénio humano
linfilizado constitui um recurso para facilitar a redissolucBo do produto apds liofilizacSo, evitando a
formagdo de grumos.

O rendimento mfnimo de 70% ¢ descrito como aceitével para fibrinogénio humano marcado
com *°MTcl6),

ABSTRACT

A simple method of preparation of ”"‘Tc labeled Fibrinogen using stannous chloride s reducer of
99™MTcO}, ion is presented. A sample of 20 mg of Fibrinogen is dissolved in 2 mi of buffer carbonste pH B and 03 mi
stannous chloride 0,2% is added. A sterile solution of sodium pertechnstate 99Mre sluted from & Mo — Tc generator
is immediately added. The mixture rests for 30 minutes ancC after this period the obtained yield is sbout 70%. The
liophylized kits also presented a yield of 70%, being therefore suitable for medics! apglications.
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