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RESUMEN

De las diferentes técnicas de marcacidn radioactiva del fibrindgeno hums
no liofilizado, se ha seleccionade Ia del monocloruro de Jodo modificada. La
marcacibn de 1a molécula se sfectué en medio alcalino de bufiler glicina en el
que se hace zctuar la solucibn de fodo esizble y luego la del Isotopo radiacti-
vo. Los procesos de marcacibn efectuados con actividades variables fuvieron
un rendimiento superior al 40 ©/o;la purificacion realizada con resina ambes-
lita no permitib en ninglin caso impurezas mayores del § ©fo inicial. En los
controles diarios efectundos hasta el séptimo dfa, los valores medios de pure-
za radioquimica no descendieron mis de 1 ©/o. La actividad especifica, con-
centraciones de 1131 y fibrinbgeno, asi como otras caracter{sticas, se ajus-
tan a lo establecido en los farmacopeas gue lo consignan.

ABSTRACT

Among different techmigmes for radiactive labelling of liophilized human
fibrinogen, iodine monochloride technique has been selected. Labelling was
carried out in slcaline medium (glycine buffer) where stable iodine solution
and then radioactive isotope react. The labelling process, made with diffe-
rent accivities had more than & 40 ©/o yield. Purification carried out with
Amberlite arvided more than $ 9o of initial inpurities. Dayly controls of
radiochemical purity carried out during 7 days showed less than I ¢/o decrea-
se. Specific activity, 131 and fibrinogen concentrations and other characteris-
tics agree with those established in pharmacopess.

{*} Presentado a! X! Congreso Panamericano de Farmecia y Biogulimica (NOV — 1982)




1. INTRODUCCION

Ante las diversas patologias para las cuales el fibrindgeno marcado, puede ser un valio-
so agente diagndstico, se procedio a un estudio bibliografico {1 - 11] de las diferentes for-
mas de obtener dicho agente y que el mismo reuniera las caracter{sticas exigidas para su uso
en humanos.

Del anélisis de los procesos de marcacion se eligié el gue usa como vehiculo una solu-
cibn activa de monocloruro de iodo por ser uno de los mds recomendados para la marca-
cion de motéculas proteicas, por ser 8l iodo ficilmente incorporado z los anilfos tirostnicos
y por ser el iodo radioactivo {13 & 1325) uno de los radioelementos de mayor disponibili-
dad en nuestro medio.

Contando con todas estas ventajas se procedid a la etapa experimental logrando un
producto gue reune las caracteristicas necesarias para ser utilizado como agente de diagno-
sis rombosica en arterias 0 en vemas profundas o para detecciones tumorales debido a la
retencion del agente por parte de éstos como consecuencia de si elevado contenido de
tromboplastina; el mismo producto puede ser también muy 1iti en Ja deteccion de rechazos
en transplantes renales o en estudios de recambio del fibrinbgeno en casos de leucemia mie-
loide.

Es asi que presentamos a continuacion el trabaje experimental reahzado y fos resulta-
dos obtemdos

2. FUNDAMENTO DEL PROCESO

La matcacién de I2 molécula protéica se logra mediante la oxidacién total det iodo en
una solucién de radioiodurc de sodio, 1a oxidacion se formula de ia siguiente manera:

B~ + 105 + 6HT Py 31, + 3H,0
31, + 3H,0 ny 3HOI + 3H™ + 31
avot+ 3t + 300 % 3C + 3H,0

Entonces las reacciones globales son:
o + 107 + 64t + 30— £ 310 + 3H,0
31c1 4301~ A § [+ A

Desde el punto de vista prictico el agente de iodinacién (I'3! Ci} se obtiené a partir
de una solucion de 1™ : 103 cuya ¢concentracion responde a una concentracién molar
2:1 respectivamente a la cual por accion del HC! concentrado se le extraa el iodo.bajo Ja
forma de Ci™, el exceso de iodo libre puede extraerse por sdicion de un solvente orgénico

no misible con el agua y en el cual of jodo posea un elevado coeficiente de solubilidad.
3. PROCEDIMIENTO DE MARCACION

El procedimiento se lleva a cabo mediante las técnicas descritas por Mc Farlane 5]y
Helmkamp [2] y fas modificaciones estudiadas por Samols y Williams [9] en base a las cua-
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les el cloruro de iodo radioactivo se obtiene por intercambio entre una solucion Nal_'f' y
una alfcuota de una dilucién 1:50 de la solucion inicial de cloruro de iodo estable diluido
en solucion saline alcalinizada con soda N. o N _

Independientemente se prepara una solucién de fibrindgeno en suero fisiologico tam-
ponada con buffer de glicina a pH 9, ésta se vierte sobre el cloruro de iodo favoreciendo la
iodinacion por agitacion constante durante 10 minutos. '

Ei proceso se ha repetido N veces a fin de verificar su reproductividad utilizando acti-
vidades iniciales que han variado entre 5 y 25 mCi.logrando un rendimiento promedio de
50.4 ©/c y una actividad especifica también promedio de 96.6 uC/mg conforme se puede
apreciar en el cuadro No..1.

Se detalla a titulo informativo los reactivos empleados:

- KiI 1 mMol
- KIO; 0.5 mMo!
— HClconc. 10mi

- CCly 1mi

~  NaOH TN

—  NaCi 0.9 %o

— Glicina buffer pH 9
— Fibrindgeno liofilizado 50 mgr.

todos jos cuales obviamente deben responder a grado tarmacéutico.

Rendimiento de Marcacién

CUADRONo. 1
Actividad Actividad Actividad
Maxcacion inicial incorporxada Rendimiento  espectfica
No. mCi mCi Sjo uCi/mg.

1 5.2 21 39.8 414
2 21.7 9.8 43.0 186.6
3 5.0 3.0 58.7 58.7
4 14.5 74 50.5 146.4
5 12.0 6.0 495 118.8
8 13.0 59 44.6 116.0
7 48 3.0 61,9 59.4
8 9.1 49 524 954
9 6.0 3.7 60.2 72.2
10 - 10.8 48 43.2 934

4. PURIFICACION Y ENSAYOS BIOLOGICOS

No obstante estar dadas las condiciones para la reaccion de iodinacion es evidente una
taza de iodo libre el cual debe eliminarse del producto deseado; se procede entonces al uso
de una columna de intercambio ibnico tipo Amberlita IRA—400 la cual retiene el iodo li-



bre y permite la elusion de la fraccion protéica utilizando como eluyente un volumen ade-
cuado de solucion fisiol6gica.

El producto asi obtenido es objeto de controles para certificar sus caracteristicas sien-
do las mas importantes los analisis por cromatografia ascendente para constatar su pureza
radioquimica y las pruebas de retencion en codugolo para verificar su comportamiento bio-
légico.

- El andlisis por cromatograf(a ascendente se realiza sobre papel utilizando como soporte
papel Whatman No. 1 y como sistema solvente Metanol: Agua (7:3); el tiempo de
desarrollo es de 2 hrs. para un frente aproximado de 16 cm. y un Rf de 0.0 para el
fibrionbgeno y 0.8 para el iodo libre. Los controles se han repetido cada 24 hrs.
durante una semana para verificar la estabilidad del producto y los resultados se mues-
tran en el cuadro No. 2.

- El comportamiento biolbgico se puede medir in vitro por el Indice de retencion en
coagulo; para ello se toman muestras de sangre sobre una o dos décimas de ml. de fibri-
négeno marcado, se lleva a incubacién en bafio de agua por 2 hrs. a 379C para provocar
la retraccién del codguio juego se separa por centrifugacion y se determinan Jos porcen-
tajes de actividad en cada fraccion y por ende el porcentaje de fibrinbgeno marcado
gue ha actuado en la formacién de la red de fibrina.

Las actividades se expresan en cpm y los resultados se presentan en el cuadro No. 3.

Control de Pureza Radioquimica

CUADRO No. 2
Pureza Radiogufmica 0/o
Lotes 0/dfa 1/2d. 3/44d. ‘5/6d. 7/8d. 13d
1 98.6 98.4 97.7 96.7 96.0
2 953 945 94.2 493.5 920
3 97.8 96.9 96.1 95.8 95.0
4 98.9 97.8 96.3 95.7 94.5
5 99.0 97.2 96.1 95.0 93.0
6 98.3 97.4 87.0 96.2 958
7 -89.0 08.3 98.0 97.1 96.2
8 97.3 97.0 96.3 95,2 94.4
9 87.7 97.2 96.5 96.0 95.2
10 97.3 96.4 958 95.0 94.2 21.0
11 97.8 86.9 96.1 956 94.3 82,6
12 99.4 98.7 97.7 . 85.5 95.3 920
13 89.2 88.5 97.9 96.5 96.0 91.1
14 99.1 98.1 97.3 96.5 95.2 90.4
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5.

Comportamieato Biol6gico

CUADRO No. 3
Lectura de actividad 0/o de Radioactividad en el
cpm {ler. dia) . cofgulo

Cohgulo Suero
46252 83117 88.0
25677 4564 84.9
53563 7416 87.8
34269 3512 90.7
28934 5310 84.4
40068 6796 85.4
26144 4149 86.3
25814 3748 81.3
27153 3389 88.9
26398 4385 85,7
27885 2922 990.5
27631 2841 90.7
24414 3057 88.8
22775 4006 85.0

RESULTADOS

Conforme se puede apreciar en los cuadros anteriormente expuestos al término del pre-

sente trabajo se llega a ios siguientes resultados:

1)

2)

)

ay

Luego de una serie de ensayos experimentales del método seleccionado se ha logrado
un rendimiento promedio del 50.4 O/g, porcentaje muy apreciable frente a o que la
literatura internacional prescribe para los casos de marcacion de proteinas.

La verificacién de pureza radioqufmica al tiempo cero responde al 98.2 0/o y luego de
8 dfas de contreles sucesivos, tiempo gue corresponde al perfodo de semidesintegra-
cion del 1'3!, se obtiene 94.8 O/o porcentajes promedios que responden a las exigen-
cias internacionales para su aplicacion en humanos. : :

El comportamiento biolégico medido por su capacidad de intervencion en la forma-
cion del codguio senguineo alcanza 87.5 /o frente a un 87 * 3 O/o indicado en las re-
ferencias bibliogréaficas.

La actividad especlfica obtenida de 96.8 uC/mg también estd bien ubicada dentro de
los limites prescritos que sefialan los Hmites entre 50 y 200 uC/mg,sin embarge es fac-
tible de obtenerse niveles mucho més altos si se-parte de actividades mayores o en su
defecto si se disminuye ia concentracion del sustrato.




1} Se ha comprobado la eficiencia de la técnica elegida para la marcacion de moléculas

2} El producto obtenido; Fibrindgeno ,m, reune las caracteristicas exigidas para su uso
como radioférmaco,

3) E Fibrinogeno 1131 puede ser producido iocalmente en forma rutinaria incrementan-
do nuestra I fnea de produccidn de Ccompuestos marcados.
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