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Preparacion de albumina sérica humana
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Zayas, F. y otros: Preparacion de albiimina sérica marcada con > TC.

Se describe la preparacion de albumina sérica marcada con 99Tc. Se estudia la modificacién de un
método informado anteriormente y las variables que incrementan la pureza radioquimica. Se logra
obtener un micrométodo con resultados equivalentes. Se encuentra que existe adsorcion inespecifica
de la albumina no radiactiva al papel cromatografico, por lo que en la determinacion de coloides
radiactivos es necesario afadir antes albumina no marcada. Se observa que la concentracion del ion
hidronio (H") influye en la reduccidn del pertecnetato por el estafio. Se encuentra que el empleo de
eluatos radiactivos filtrados por membranas de 0,22 mieras de poro disminuye la formacién de
coloides radiactivos.

INTRODUCCION

La preparacion de proteinas marcadas con radioisétopos, es una tecnologia de uso
comun en medicina nuclear,’-* ya que permite obtener informacion diagnéstica con gran
facilidad.

El radiofarmaco de uso mas difundido es la albumina radioiodada,® la cual se ha
empleado en el pasado como trazador para estudios de pool sanguineo, placentografia,
etcétera.

El uso de equipos de deteccién, como la camara gamma, que en ocasiones no
disponen de colimadores de alta energia, lo cual impide el empleo del '*'I, ha propiciado la
sustitucion progresiva del *'l por el 99T C.
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Numerosos autores*’ han explorado la preparacion de proteinas marcadas con *™Tc;
en general los métodos se basan en dos variantes:
a) la reduccion del pertecnetato radiactivo por el estafio y la adiciéon posterior de albumina
o b) la adicion de estafio a la albimina y la administracion del *™Tc radiactivo.

Independientemente de la variante empleada, no existe informacion uniforme sobre los
parametros optimos en la preparacion de albiminas con ®"Tc ni de las variables que
modifican la pureza; se han estudiado fundamentalmente la concentracion de estafio y la
masa de albumina, sin contemplar otras variables que pueden modificar la preparacion del
radiofarmaco.

Los objetivos del presente trabajo son:
1. Comparar entre si diferentes técnicas de mareaje de proteinas con %m Tc.

2. Estudiar aquellas variables que aumentan el porciento de impurezas radioquimicas.

MATERIALES Y METODOS

Inicialmente se compararon algunas preparaciones descritas en la literatura, entre las
que se encuentran las de Eckelman, Pettit,® Tran,® Me Afee* Wong,*° Kirstein," y Pettit'?
original y modificada.

En las preparaciones se utilizé pertecnetato radiactivo obtenido de generaciones (G)
39Mo-9yn»T; de las firmas CIS (Francia) e ISOCOMMERZ (RDA), los que poseen
actividades maximas de 500 y 200 mCi (18,5 y
7,4 GBQ) respectivamente.

Se utiliz6 albumina sérica humana (ASH) al 20 % (p/v) de la firma Pharmachin
(Bulgaria) y cloruro estannoso dihidratado de la BDH (UK). Las diluciones de la ASH se
efectian con solucién salina fisiolégica (SSF) producida por el Laboratorio “Adalberto
Pesant”, del MINSAP.

La pureza radioquimica se controlé a través de cromatografia en papel ascendente
(CPA) en Whatman No. 1; como solventes se emplearon metiletiicetona (MEC) y
etilenglicol (Eg) : agua (1 : 9), ambos de calidad para analisis.

Se estudié la adsorcion de la ASH radiactiva al papel Whatman No. 1 en el sistema
etilenglicol : agua, para lo cual se adicionaron diferentes masas de ASH fria, es decir, no
radiactiva previo a la aplicacion del radiofarmaco y desarrollo de la cromatografia.
Posteriormente se comparo el sistema etilenglicol : agua contra SSF, con el fin de conocer
si el fendmeno de adsorcion depende del solvente cromatografico empleado.

Entre los diferentes factores que modifican la pureza radioquimica se cuenta la masa
de ASH, por lo cual se compararon entre si los métodos de Tran® y Pettit'? para masas
inferiores a las descritas por dichos autores.

Un factor que se debe considerar en la preparacion de radiofarmacos de *™Tc es la
antigliedad del generador, para lo cual se emplearon generadores de la RDA, se utilizaron
diferentes volumenes de eluatos cuyo generador tuviera entre 1-3 dias y 8-10 dias
respectivamente, los que se emplearon para el método de Pettit modificado.
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La concentracién hidrogenidnica y la concentracion de estafio modifican la pureza,

por lo cual se estudiaron ambos factores para el método
de Pettit sefialado anteriormente.

La presencia de microcoloides radiactivos en el eluato del generador y su influencia
en la pureza, se estudio filtrando éste por una membrana de 0,22 mieras de diametro de
poro y se compard contra el propio eluato sin filtrar para diferentes volumenes del
mismo.

RESULTADOS

En la tabla 1 se observa la comparacion inicial entre diferentes métodos descritos
en la literatura; con excepcion del método de Me Afee, el que presenta una pureza del
15 % en MEC, el resto mostré purezas mayores del 85% para este solvente. Sin
embargo, el por ciento de actividad en el punto de aplicacién para etilenglicol: agua, el
cual corresponde a coloide radiactivo, es elevado para casi todos los autores (s6lo en el
método de Me Afee es menor del 5,0%), aunque la pureza en MEC es extremadamente
baja, como ya se menciono.

La influencia de la adicion de ASH no radiactiva (fria) previo a la aplicacion de la
ASH marcada con 9S”“Tc, se muestra en la tabla 2, en la cual se destaca que en
ausencia de ésta se encuentra el 24,2 % de actividad en el punto de aplicacion; la
adicién de 5,0 pg de ASH reduce ésta a 9,9 %; el incremento de esta masa de proteina
no produce reducciones sustanciales.
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La comparacién de este efecto de la disminucion del por ciento de coloide
radiactivo, se desarroll6 entre etilenglicol: agua y SSF para experimentos idénticos
empleando el método de Pettit. En la propia tabla 2 se observa que para ambos
sistemas se producen reducciones ante la presencia de 5,0 /¢,g de ASH no radiactiva,
lo cual demuestra que este efecto es dependiente de la ASH y no del sistema de
solvente.

La utilizacion de diferentes masas de albumina en el radiofarmaco se observa para
los métodos de Tran y Pettit en la tabla 3. Se destaca que la disminuciéon de la
cantidad de proteinas para el método de Tran afecta la pureza en MEC cuando se
emplea 1,0 mg de ASH; el por ciento de coloides detectados en etilenglicol : agua es
aproximadamente constante.

Para el método de Pettit, sin embargo, se nota que no hay cambios en los
resultados para MEC, pero hay un incremento en el por ciento de coloides (etilenglicol
: agua) para 0,25 mg de ASH.

El empleo de diferentes volimenes de eluatos (método de Pettit) con generadores
de diferente antigliedad, se muestra en la tabla 4; mientras para 0,1 ml de eluato no
parece afectarse el por ciento encontrado en MEC, para el etilenglicol : agua se
encuentra el 6,0 % mas de actividad en el punto de aplicacién para el eluato del
generador mas antiguo. Para 0,5 mi hay gran diferencia entre el eluato obtenido de
G1 en comparacion a G2 en MEC, para el eluato del generador de mayor
antigiiedad se nota sélo el 82 % de pureza; esta diferencia (13 %) no se ve en
etilenglicol : agua,
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donde solo se encuentra el 3,0 % de diferencia. Para 1,0 ml de volumen, pese a que la
pureza es baja (menor del 90 %), no se destacan grandes diferencias para los eluatos
diferentes, solo que los resultados son superiores ligeramente para el eluato procedente
del generador mas joven.

En la tabla 5 se muestra la dependencia entre la concentracion hidrogenionica y la
pureza; se nota que concentraciones superiores a 2,5 x 10~ mol de hidronio, garantizan
mas del 90 % de pureza en MEC y la formacién de coloides detectada en etilenglicol :
agua es alrededor del 10 %. Sin embargo, la disminucion de la concentracién de hidronio
a 5,0 x 10 mol incrementa ligeramente el por ciento de coloide en la preparacion, pero se
disminuye hasta el 78,5 % la pureza en MEC.

La influencia de la concentracion de estafio se observa en la tabla 6; la disminucion a
0,0055 mg/ml de HCI-0,005 mol provoca una caida en la pureza para MEC al 76,5 %, la
fraccion de coloide no se modifica grandemente, el empleo de concentraciones menores
de estano produce una pureza similar para MEC y disminuye la proporcion de coloide en
la preparacion.

La utilizacién de *™TcO, directamente del generador o previamente filtrado a través de
membranas de acetato de celulosa de 0,22 mieras de diametro de poro, se observa en la
tabla 7. Para 0,1 ml de eluato practicamente las purezas encontradas son similares; para
0,5 ml, sin embargo, se nota que el por ciento de coloides es francamente superior para el
eluato que no se filtrd; para 1,0 mi esta situacion es similar (sistema etilenglicol : agua),
pero ademas fue muy inferior la pureza en MEC cuando se empleé eluato sin filtrar.
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DISCUSION

La preparacion de ASH con *™Tc es una técnica de rutina en nuestros dias, sin
embargo, independientemente del método empleado, las impurezas radioquimicas
encontradas tienen la misma magnitud.

Al comparar inicialmente diferentes métodos entre si**®*'? se observaba que la
elevada pureza atribuida al radiofarmaco en MEC se debia al por ciento elevado de
coloide radiactivo, el cual se detectaba en el sistema etilenglicol : agua en el punto de
aplicacion, mientras en MEC éste queda junto a la albumina marcada. Aunque se ha
mencionado™ que para los estudios de pool sanguineo la presencia de un por ciento
elevado de coloides no interfiere, es inadecuado el empleo de un radiofarmaco con
impurezas radioquimicas tan elevadas.

Dado que la masa de albumina de casi todos los métodos apuntados anteriormente
era muy elevada, se modific6 el método de Pettit original (O) y se concibié un
micrométodo (M), el cual a pesar de emplear volimenes y masas inferiores, se comporté
con resultados semejantes al original.

Pese al empleo de las soluciones burbujeadas con N2 y la utilizaciéon de cloruro
estannoso recién preparado, el por ciento de coloides permanecié elevado para los
métodos descritos en la literatura. Para determinar si la actividad encontrada en el punto
de aplicacion era o no coloidal, se aplicd ASH fria; ésta disminuy6 la fraccién de coloides
para 2 sistemas de solventes diferentes, lo cual apuntaba a que en realidad se producia
una adsorciéon de la ASH marcada en ausencia de ASH fria, que existia ademas una
masa saturante (es decir, a partir de la misma) y el incremento de ésta no disminuia mas
la adsorcion de la ASH marcada.

Por el interés que representa el mareaje de anticuerpos monoclonales™ con *"Tc y
debido a las pequefas cantidades en masa que se emplean en los estudios de
radioinmunodeteccién, se evalud la influencia de emplear masas decrecientes para 2
métodos, lo que demostr6 que puede o no existir de acuerdo con el método, una
dependencia directa entre la masa de albumina y el por ciento de pureza encontrado en
MEC vy etilenglicol : agua; mientras para el método de Tran existe una dependencia
directa, para el método de Pettit no, lo cual apunta que las proporciones en las que
aparecen los diferentes componentes en cada método son las que determinan el
incremento o disminucién del coloide radiactivo y del pertecnetato para un método dado.
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El empleo de los generadores °"°-?*T¢ durante toda su vida util, es decir, mientras
posean un nivel de radiactividad utilizable, es una practica comun en Medicina Nuclear. Sin
embargo, se encontré que para el generador mas antiguo se producian disminuciones de
la pureza en MEC cuando se incrementaba el volumen, lo que sugiere la presencia de
algun agente que altera la reduccion del pertecnetato por el estafio; esto debe
corroborarse para otros radiofarmacos de naturaleza similar.

El empleo de acido clorhidrico tiene como fin mantener un pH lo suficientemente acido,
de modo que evite la aparicion de estafio coloidal en la disolucién del cloruro estannoso.
Sin embargo, el empleo de medios muy acidos puede afectar las proteinas, por lo cual es
necesario encontrar una solucion de compromisos, esto es, la mayor acidez con la menor
afectacion de las proteinas, pero se observé que el medio acido influye ademas en la
reduccion del *™Tc0,- por el estafio, ya que en el medio
de menor acidez aparece un incremento del pertecnetato radiactivo, lo que sugiere la
necesidad de una concentracién hidrogeniénica determinada para completar el proceso de
reduccion y por tanto, de enlazamiento del ®"Tc a la proteina.

El estafo, por su parte, también se encuentra en una solucién de compromisos. Su
incremento en masa disminuye el *"Tco4 libre, pero incrementa el coloide radiactivo. Se
demostré que existen concentraciones criticas, por debajo de las cuales la reduccion es
incompleta, pero por encima de las mismas se eleva el por ciento de coloides en la
preparacion.

La presencia de microcoloides en el eluato del generador de **™Tc se ha descrito
anteriormente,’ sin embargo, como el por ciento de éstos es extremadamente pequefio,
poca atencion se le ha prestado a los mismos. El empleo de eluatos filtrados por
membranas de 0,22 mieras de diametro de poro no es frecuente en Medicina Nuclear; pero
dado que estos microcoloides del eluato pueden estimular la formacién de coloides en el
radiofarmaco, se acometié la comparacion para diferentes volimenes de! mismo, lo que
demostré que la influencia estd dada por el volumen de *™TcO; empleado. Para
volimenes pequefios casi no influye, pero en la medida que el volumen se incrementa su
contribucién es mayor, siempre que no se filtre, y llega a producir en proporcién el doble de
coloides radiactivos. Este es un hallazgo importante, el cual debe ser verificado para otros
radiofarmacos del *"Tc.

CONCLUSIONES

1. Se logré la preparacion de albumina marcada con *™Tc, de forma tal que contiene
menos del 10 % de pertecnetato libre y el por ciento de coloides es inferior a 15.

2. Para conocer realmente la fraccion dé coloides radiactivos en cromatografia en pape!,
es necesaria la adicién de albumina fria, con el fin de reducir la adsorcién inespecifica
de la albumina marcada.

3- . El empleo de eluatos provenientes de generadores de mayor antigliedad, puede
influir en la pureza radioquimica del radiofarmaco.
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4. La concentracion hidrogenionica parece influir en el proceso de reduccién del
pertecnetato radiactivo.

5. La presencia de microcoloides en el eluato de los generadores, puede incrementar el
por ciento de impurezas radioquimicas de la preparacion.

SUMMARY
Zayas, F. et al.: Preparation of 99myj. labeled serum albumin.

Preparation of %™Tc labeled serum albumin is described. The modification of previously reported
method is studied, as well as variables which increase radiochemical purity. Attainment of
micromethod with similar results is achieved. It is found that there is nonspecific adsorption of
nonradioactive abumin to chromatographic paper, therefore, is necessary in the determination of
radioactive colloids to add previously nonlabeled albumin. It is observed that hydronium (hydrogen
ion, H3) concentration irtfluences on pertech- netate reduction by tin. It is found that radioactive
eluates filtered through membranes of 0,22 micron pore decreases radioactive colloid formation.

RESUME
Zayas, F. et al.: Préparation d'albumine sérique marquée au " Tc.

Les auteurs décrivent la préparation d’albumine sérique marquée au 89™Tc et étudient la modification
d’'une méthode rapportée auparavant, ainsi que les variables qui augmentent la pureté radiochimique.
lls parviennent a obtenir une microméthode avec des résultats équivalents. Il est observé qu'il existe
une adsorption non spécifique de l'albumine non radioactive au papier chromatographique; aussi
faut-il premiérement ajouter de I'albumine non marquée dans la détermination de colloides
radioactifs, il est noté que la concentration de I'ion hydrogénium (H+) influe sur la réduction du
pertechnectate par I'étain. |l est enfin observé que I'emploi d’éluates radioactifs filtrés a travers de
membranes dont les pores mesurent 0,22 microns, diminue la formation de colloides radioactifs.
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