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CONTROLE RADIOQUIMICO DE RADIOFARMACOS

-CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA-

* * - . k%
S.C.Melo , P.S.Podlech , J.C.Barberio

RESUMO

Os autores, através da técnica de gromatografla em camada delgada em laminas para
microscépio, estabeleceram contrdl ¢ radioquimico para diversos radlofarmacos preparados ro-
“tineiramente no setor de Radlofarma01a do Instituto de Energia Atomica de S, Paulo,

Hippuran, Hipaque, Iodotalamato de sédio, Telepaque, Biligrafina, Rosa Bengala e
Lipiodol, marcadds com I156d0-131, foram analisados em relag@o a principal impureza radioquimi
ca, o idde inorginicd,

A técnica mostrou-se rapida e sensivel - em tddas as determlnagoes a anallse au-
torradlograflca, por outro 1ado, mostrou-se vallosa auxiliar na 1dent1f1cagao de fragdes ra
dioativas ngo detectadas quimicamente.

1. INTRODUCAO

.0s compostos organicos marcados com Iodo radioativo apre
sentam,como principal impureza radloatlva o Iodo inorganico. Es-
te, de acordo com as Farmacopelas, nao deve exceder de 57 em rela
gao a at1v1dade total E, por isto, sumamente importante se dis-
por de metodo 31mp1es, rapido e preciso para sua ldentxflcagao e

avaliagao quantitativa.

Para a maioria dos compostos radioativos, a cromatogra-
fia em camada delgada tem-se mostrado altamente satisfatoria, nao
so pela sua simplicidade, como tambem, por ser mais rapida que a
crbmatografia em papel e a eletroforese, permitindo maior resolu-
¢ao. Desde 1963 temos usado esta tecnica em nossos laboratorios ,

(1)

para o controle de diversos compostos radiofarmaceuticos .

%
* Divisao de Radloblologla do Instituto de Energia Atdmica,
** Digciplina de Radioquimica, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas.



2.

Os cromatogramas sao desenvolvidos em laminas para mi

croscopio, recobertaspor Silica Gel G e GF254, a temperatura am-

biente e ao abrigo da luz. A revelagao ou visualizacao e feita

por meio de reagao quimica e autoradiografia, a fim de localizar

as fragoes dotadas de radioatividade. Através da autoradiografia,

e feita a curva de densidade optica em Densitometro optico.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.,1. MATERIAL

Estudamos a aplicagao da técnica de controle nos seguin

tes compostos:

1 -

2 -

HIPPURAN—13II (Orto iodo Hipurato de ssdio)(l’z)

Utilizado no estudo da fungao renal.
HIPAQUE-1311 (3,5 - diacetilamino, 2, 4, 6 -triiddo
benzoato de s5dio)(3).

Utilizado no estudo da fungao renal.
TODOTALAMATO-DE sOpTO-131

triiado N-metilisoftalamato de sBdio)(4).

I (S-acetahido, 2, 4, 6 -

Utilizado 'em medida de filtragao glomerular.
131

- TEIEPAQUE-"""1 (Acido 3-amino, 2, 4, 6, - triiodofe

,(5)

nil, 2-etilpropanoico

Utilizado na visualizagao da vesicula biliar.

; BILIGRAFINA (Schering) l311 (Acido 3,3-adipoildiimi

no-bis 2; 4, 6-triiodobenzoico).

Utilizado em colangiografia e colecistografia.

ROSA BENGALA-131
na)(6).

I (Tetracloro-tetraiodo fluorescei-

Utilizado em prova de fungao hepatica.

LIPIODOL—13II (Esteres etilicos iodados dos acidos

~ graxos do oleo de papoula).

Utilizado em linfografias.



2.2. METODOS

Varias amostras dos medicamentos radioativos foram ana

lisadas por cromatografia em camada delgada.

A tecnlca permlte a separagao do composto radlofarmaceu
tico do Iodo inorganico, na forma de 1odeto—131 e iodato-131 -
suas principais impurezas - bem como verificar a existencia de

outras. -

Quantidades de cerca de 0,1 - 0,5 ul, correspondendo a
1 - 10mg e a 0,1 uCi - 0,5 uCi destes compostos, sao aplicades

por meio de capilares previamente calibrados, em laminas de mi

croscopio (2,5 cm por 7,5 cm) cobertas por Silica Gel ou GF254 de
250 micra de espessura, de acordo com o proces descrito por
Stah1(7)

Emprega-se o espalhador manual, de espessura fixa (250

micra).

As placas sao ativadas em estufa a 115°C durante 15 mi
_nutos e, depois da aplicagao, desenvolvidas em cubetas de 4cm de
diametro por 9 cm de altura, contendo cerca de 2cm3 de solvente ,
adequado a cada caso, apos saturagao previa das mesmas durante 30
minutos. As cromatoplacas secas sao expostas por cerca de 2 ho
ras a uma pelicula Kodak-Blue Brand - X Ray Film, desenvolvidas
por 3 minutos em Desenvolvedor metolhidroquinona e fixadas em Fi

xador-Acido Acetico por 10 minutos.

3. RESULTADOS

1 - HIPPURAN-13'1  (rig. 1)

Adsorvente: Silica Gel G
Solvente: N-Butanol/Amonia 2N/Cloroformio (376:60:70)

Tempo de desenvolvimento: 20 minutos



VISUALIZAGAO

a) Procedimento quimico

Hippuran - p-dimetilamino benzaldeido,(solugzo a 47

em anidrido acetico)

Iodeto - solugao de acetato de chumbo a 107%.

b) Autoradiografia

Observa-se o aparecimento de quatro fragoes radioa-

tivas com os seguintes Rf:

Hippuran - 0,10

fragao - 0,28
Iodeto - 0,60
fracao - 0,85

HiPPURAN 1-13%

DO

-

Od.2 .3 45,6, .8 91

131, .. :
1 I (Fig. 11)

1. - HIPPURAN-

Adsorvente: Silica Gel G
Solvente: N-Butanol/Etanol/Amonia (5:1:2)

Tempo de desenvolvimento: 20 minutos



VISUALIZACRO

a) Procedimento quimico -

(Identico ao anterior)

b) Autoradiografia

Observam-se quatro fragEes com os seguintes Rf:

Hippuran - 0,15

fragaoc - 0,32
Iodeto - 0,60
fragao - 0,80

HiPPURAN-'3Y,
D.0.

2 - mreaque-3lt  rig. 2)

Adsorvente: Silica Gel G
Solvente: Cloroformio/Metanol (10:4)

Tempo de desenvolvimento: 10 minutos

VISUALIZAGAO

a) Procedimento quimico




Hipaque - p-dimetilamino benzaldeido em acido aceti
co (solugao a 5%)

Todeto - solugao de acetato de chumbo a 10%.

b) Autoradiografia

Observam-se 2 fragoes radioativas correspondendo aos

seguintes Rf:

Hipaque - 0,20
Iodeto - 0,80

D.O. «

HipaqQue-13Y

0.1.2 34.586U7.8 91

Re

3 - IODOTALAMATO DE S$0DI0-1311 (Fig. 3)

Adsorvente: Silica Gel G
Solvente: Cloroformio/Metanol (2:1)

Tempo de desenvolvimento: 10 minutos

VISUALIZAGKO

a) Procedimento quimico

Iodotalamato de Sodio ~ Ninhidrina (solugao a 57 em



3
:
:
3
;
r
%
:

acetona)

Iodeto - solucao de acetato de chumbo a 10%.

b) Autoradiografia

Observam-se fragoes radioativas sobrepostas corres-—

pondendo aos seguintes Rf:

Todato - - 0,0
Iodotalamato - 0,14 “
Todéto - 0,87 '

) 131
i ODOTALAMA T TO- '

-

)

o. .2 .34 .5 .6 .7 8 .91 Rg

4 -

TELEPAQUE-1311 (Fig. &)

Adsorvente: Silica Gel G
Solvente: Fenol saturado com agua (3:1)

Tempo de desenvolvimento: 20 minutos

VISUALIZACKO | : ~

‘a) Procedimento quimico

-

Telepaque - p-dimetilamino benzaldeido (solugao a



1% em acido cloridrico normal)

Todeto - solugao de acetato de chumbo a 10%.

b) Autoradiografia

Observam-se 6 fracoes radioativas correspondendo aos

seguintes Rf:

Iodato - 0,0

fragaoc - 0,10
Iodeto - 0,15
fracao - 0,23
Telepaque - 0,55
fracao -1

1
TELEPAQUE—’SI

5 - BILIGRAFINA-T3'1  (rig. 5)

Adsorvente: Silica Gel GF254

Solvente: Cloroformio/Metanol (2:1)

- Tempo de desenvolvimento: 10 minutos



VISUALIZAGAO

a) Procedimento quimico

Iodeto - solugao de acetato de chumbo a 10%

A Biligrafina e observada sob luz ultra-violeta.

b) Autoradiografia

Observam-se 3 fragoes radioativas correspondendo aos

seguintes Rf:
Biligrafina - 0,10
fragao - 0,40
Iodeto - 0,58

BILIGRAF I NASY

6 - ROSA BENGALA-3l1  (Fig. 6)

Adsorvente: Silica Gel G
Solvente: Acetato de butila saturado com Ac. Acetico 2 N

Tempo de desenvolvimento: 10 minutos



°
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VISUALIZAGAO

a) Procedimento quimico

Iodeto - solugao de acetato de chumbo a 10%.

Aparecem 3 componentes visiveis da Rosa Bengala—13E,

um de cor violeta, outro vermelho e outro rosa pali

do.

b) Autoradiografia

Observam-se 5 fragSes radioativas, correspondendo aos

seguintes Rf:

la. fragao
Iodeto

2a, fragao
3a. fragao

4a. fragao

ENGALA 131|
Do, RosA B

7 - vretopoL-Y3'1  (Fig. 7)

Adsorvente: Silica Gel G

(cor violeta)
(cor vermelha)

(cor rosa-palido)

origem -
0,25
0,65
0,76
0,85



Solvente: Metanol 757

Tempo de desenvolvimento: 10 minutos

VISUALIZAGAO

a) Procedimento quimico

Iodeto - solugzo'de acetato de chumbo a 107.
cor amarela
Lipiodol - Iodo/cloroformio (solugao a 0,5%)

cor castanho

b) Autoradiografia

Observam-se 2 fracoes correspondendo aos seguintes
Rf: ‘
‘ ‘ Iodeto - 0,8
Lipiodol - 0,0

2 LiprobDoL-13Y

01234567 801 R,

4, COMENTARIOS

A finalidade do presente trabalho foi estabelecer um me

todo de controle radioquimico rapido e sensivel, por adsorgao em



camada delgada.

A escolha do sistema solvente foi feita visando permi
tir, em primeiro lugar, a separagao das impurezas radioquimicas
principais, iodEto-1311 e iodato-lBII, bem como poésfveis contami
nantes de outra natureza. A rapidez da corrida cromatografica a
presenta uma média de 16 minutos e tem permitido a realizagao de
controle radioquimico pouco antes da administracao do composto ra
dioativo, de grande importancia para o usuario que, por motivos

obvios, utiliza os produtos alguns dias apos o recebimento.

As atividades determinadas nas placas cromatograficas
mostram-se, essencialmente devidas ao composto estudado e a impu-

reza radioquimica tradicional, iodetos radioativos.

A autoradiografia das placas foi feita para se certifi-

car de que, realmente, apenas as duas fragoes referidas se encon

travam presentes. Como se dépreende das autoradiografias de
Hippuran” 311, Todotalamato de SEdiolsll, Telepaque1311, Biligra-

final311 e Rosa Bénga1a1311, frequentemente pode-se notar a pre -

senga de outros contaminantes radioativos. Entretanto, represen—
tam pequena fragcao do produto principal. Para avaliar essa fracao,
procede-se a sobre-exposigao da emulsao fotografica, o que permi

te detectar contaminagoes em taxas inferiores a 17.

As determinagoes quantltatlvas sao realizadas por raspa
gem da placa e leitura das varias fragoes em contador de Cintila-

gao, ou atraves de passagem da placa em mapeador.

Do ponto de vista quimico, e dificil estabelecer que
compostos, ou mesmo radicais, constituem as fragoes contaminantes-

reveladas.

Assim, por exemplo, pode-se pensar em iodo-benzoato no
caso de Hippuran, pelo menos para um componente. Para o Telepaque
poder-se~Ia acreditar na decomposigao do mesmo durante a prepara-

o -

gao, devido a grande instabilidade dos radiocontrastes. Como  ja



. 13 .

foi dito em trabalho anterior(s) poderia ocorrer a desaminagao do
produto. No caso da Rosa Bengala & possivel distinguir nitidamen-
te quatro fragcoes e, neste caso, o problema se prende a dificulda
de de obtengzo do produto comercial em grau de pureza elevado.
Alias, e fato conhecido que a estrutura original da Rosa Béngala,
tetraiodo-tetracloro fluoresceina, esta sempre acompanhada da fra
cao diiodo e mesmo dicloro, o que explicaria, em parte, o apareci

mento das fragoes encontradas.

Observou-se nas diversas partidas estudadas, wuma cons-
tancia na posicao das diferentes manchas autoradiograficas, o que
permitiu que se estabelecesse a determinagao dos diversos R
abrindo-se assim a possibilidade de um estudo mais detalhado de

cada fragao.

Todos os produtos radiofarmaceuticos estudados tem sido
utilizados como agentes diagnosticos nas diversas unidades medi-~
cas e, os possiveis contaminantes, dada a proporcao em que  sao
encontrados, levam a admitir a nao interferencia nas provas diag-

nosticas.

5. CONCLUSOES

1, Hippuran, Hipaque, Iodotalamato, Telepaque, Biligra-

fina, Rosa Bengala e Lipiodol marcadas com 1311 - fo
o 2
ram analisados com o objetivo de determinar a presenca de iodeto

. . . . '3 . 3
inorganico radioativo, bem como de outras impurezas radioquimicas.

2. A técnica cromatografica se mostrou rapida e sensi

vel (media de 16 minutos).

3. Atraves da autoradiografia foi possivel revelar fra

coes nao identificadas por reveladores quimicos.



SUMMARY

The authors have established a technic of radiochemical quality control by means
of thin-layer ch*omatograpby on microscopic slides, for radiopharmaceutical products pre
‘pared routineliy in the Radlcfharmacoutlcal Division of the Atomic Energy Institute~ Sao
Paulo,

Hippuraa, Hipaque, Jodotalamic acid, Telepaque, Biligrafin, Rosa Bengal and Lipio
dol labelled with Tedine~131l have been analybGd for their principal radlochemlcal impurity,
that is, 1norgan1c iodine,

The technic is rapid and sensitive, In every run, the autoradioéfaphic analysis
has helpad to detect radicactive substances wich could not be identified by chemical means,
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