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CONTROLE RADIOQUÍMICO DE RAPIOFÂRMACOS 

-CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA-

S.C.Melo , P.S.Podlech , J.C.Barberio 

RESUMO 

r Os autores, através da técnica de cromatografia em camada delgada em lâminas para 
microscópio, estabeleceram controle radioquímico para diversos radiofármacos preparados ro­
tineiramente no setor de Eadiofarmácia do Instituto de Energia Atômica de S. Paulo. 

Hippuran, Hipaque, Iôdotalamato de sódio, Telepaque^Biligrafina, Rosa Bengala e 
Lipiodol, marcadoscom Iôdo-131j foram analisados em relação à principal impureza radioquími 
ca, o iodo inorgânico. 

A^técnica mostrou-se rápida e sensível em todas as determinações^ a análise au-
torradiográfica, por outro lado, mostrou-se valiosa auxiliar na identificação de frações ra 
dioativas não detectadas quimicamente. 

1. INTRODUÇÃO 

Os compostos orgânicos marcados com Iodo radioativo apre_ 

sentam,como principal impureza radioativa, o Iodo inorgânico. Es­

te, de acordo com as Farmacopeias, não deve exceder de 5% em relíi 

ção i atividade total. É, por isto, sumamente importante se dis­

por de método simples, rápido e preciso para sua identificação e 

avaliação quantitativa. 

Para a maioria dos compostos radioativos, a cromatogra­

fia em camada delgada tem-se mostrado altamente satisfatória, nao 

só" pela sua simplicidade, como também, por ser mais rápida que a 

cromatografia em papel e a eletroforese, permitindo maior resolu­

ção. Desde 1963 temos usado esta técnica em nossos laboratórios , 

para o controle de diversos compostos radiof armaceuticos^ . 

* Divisão de Radiobiologia do Instituto de Energia Atômica. 
** Disciplina de Radioquimica. Faculdade de Ciências Farmacêuticas. 
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Os cromatogramas sao desenvolvidos em laminas para mi 

croscópio, recobertaspor Silica Gel G e GF2^^, ã temperatura am­

biente e ao abrigo da luz. A revelação ou visualização é feita 

por meio de reação química e autoradiografia, a fim de localizar 

as frações dotadas de radioatividade. Através da autoradiografia, 

é feita a curva de densidade óptica em Densitómetro óptico. 

2. PARTE EXPERIMENTAL 

2.1. MATERIAL 

Estudamos a aplicação da técnica de controle nos seguin 

tes compostos: 

1 - HIPPURAN- 1 3 1I (Orto iodo Hipurato de s ó d i o ) ( 1 , 2 ) 

Utilizado no estudo da função renal. 

2 - HIPAQUE- 1 3 1I (3,5 - diacetilamino, 2, 4, 6 -triiodo 
(3) 

benzoato de sódio) . 

Utilizado no estudo da função renal. 

i 
(4) 

3 - ÏODOTALAMATO'DE SODIO- 1 3 1! (5-acetamido, 2, 4, 6 -

triiodo N-metilisoftalamato de sódio) 

Utilizado em medida de filtração glomerular. 

4 - TEIEPAQUE- I (Acido 3-amino, 2, 4, 6, - triiodofe 

nil, 2-etilpropanõico)^. 

Utilizado na visualização da vesícula biliar. 

5 - BILIGRAFÍNA (Schering) 1 3 1 I (Ãcido 3,3-adipoildiimi 

no-bis 2, 4,'6-triiodobenzõico). 

Utilizado em colangiografia e colecistografia. 

;A Bi 
(6) 

131 
6 - ROSA BENGALA- I (Tetracloro-tetraiodo fluorescei-

na) 

Utilizado em prova de função hepática. 
131 T -

7 - LIPIODOL- I (Ésteres etílicos iodados dos ácidos 

graxos do õleo de papoula). 

Utilizado em linfografias. 
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2.2. MÉTODOS 

Varias amostras dos medicamentos radioativos foram ana 

lisadas por cromatografia em camada delgada. 

A técnica permite' a separação do composto radiofarmacêu 

tico do Iodo inorgânico, na forma de iodeto-131 e iodato-131 -

suas principais impurezas - bem como verificar a existência de 

outras. 

Quantidades de cerca de 0,1 - 0,5 ul, correspondendo a 

1 - lOmg e a 0,1 uCi - 0,5 uCi destes compostos, são aplicados 

por meio de capilares previamente calibrados, em lâminas de iai 

croscõpio (2,5 cm por 7,5 cm) cobertas por Sílica Gel ou GF^^ de 

250 micra de espessura, de acordo com o processo descrito por 

Stahl ( 7 ). 

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

micra), 

As placas são ativadas em estufa a 115°C durante 15 mi 

nutos e, depois da aplicação, desenvolvidas em cubetas de 4cm de 
v 3 
diâmetro por 9 cm de altura, contendo cerca de 2cm de solvente , 

adequado a cada caso, apôs saturação previa das mesmas durante 30 

minutos. As cromatoplacas secas sao expostas por cerca de 2 ho 

ras a uma película Kodak-Blue Brand - X Ray Film, desenvolvidas 

por 3 minutos em Desenvolvedor metòl-hidroquinona e fixadas em Fi 

xador-Ãcido Acético por 10 minutos. 

3. RESULTADOS 

1 - HIPPURAN- 1 3 1! (Fig. 1) 

Adsorvente: Sílica Gel G 

Solvente: N-Butanol/Amônia 2N/Clorofórmio (376:60:70) 

Tempo de desenvolvimento: 20 minutos 



VISUALIZAÇÃO 

a) Procedimento químico 

Hippuran - p-dimetilamino benzaldeido (solução a 4% 

em anidrido acético) 

Iodeto - solução de acetato de chumbo a 10%. 

b) Autoradiografia 

Observa-se o aparecimento de quatro frações radioa­

tivas com os seguintes Rf: 

Hippuran - 0,10 

fração - 0,28 

Iodêto - 0,60 

fração - 0,85 

H l P P U R A N i - 1 3 1 i 

DO 

1 • • » ! 

HIPPURAN- I (Fig. l x) 

Adsorvente: Sílica Gel G 

Solvente: N-Butanol/Etanol/Amónia (5:1:2) 

Tempo de desenvolvimento: 20 minutos 
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VISUALIZAÇÃO 

a) Procedimento químico 

(Idêntico ao anterior) 

b) Autoradiografia 

Observam-se quatro frações com os seguintes Rf: 

Hippuran - 0,15 

fração - 0,32 

Iodêto - 0,60 

fração - 0,80 

H I P P U R A N 131. 

0.0. 

2 

1 l- A 
O .1 .2 3 .4 i .6 .7 .« .9 1. 

2 - HIPAQUE- I (Fig. 2) 

Adsorvente: Sílica Gel G 

Solvente: Clorofórmio/Metanol (10:4) 

Tempo de desenvolvimento: 10 minutos 

VISUALIZAÇÃO 

a) Procedimento químico 



Hipaque - p-dimetilamino benzaldeido em ãcido aceti 

co (solução a 5%) 

Iodêto - solução de acetato de chumbo a 10%» 

b) Autoradiografia 

Observam-se 2 frações radioativas correspondendo aos 

seguintes Rf: 

Hipaque - 0,20 

Iodêto - 0,80 

1 oi 

IODOTALAMATO DE SÓDIO- I (Fig. 3) 

Adsorvente: Sílica Gel G 

Solvente: Clorofórmio/Metanol (2:1) 

Tempo de desenvolvimento: 10 minutos 

VISUALIZAÇÃO 

a) Procedimento químico 

lodotalamato de Sódio - Ninhidrina (solução a 5% em 
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acetona) 

Iodeto - solução de acetato de chumbo a 10%. 

b) Autoradiografia 

Observam-se frações radioativas sobrepostas corres­

pondendo aos seguintes Rf: 

Iodato - 0,0 

Iodotalamato - 0,14 

Iodêto - 0,87 

131 
I O D O T A L A M A T O - ' 

DO. 

2 

íl 

O . 1 .8 .3 .4 .5 . » .7 . » .1 I R F 

4 - TELEPAQUE- I (Fig. 4) 

Àdsorvente: Sílica Gel G 

Solvente: Fenol saturado com agua (3:1) 

Tempo de desenvolvimento: 20 minutos 

VISUALIZAÇÃO 

a) Procedimento químico 

Telepaque - p-dimetilamino benzaldeido (solução a 



1% em ãcido clorídrico normal) 

Iodeto - solução de acetato de chumbo a 10%. 

b) Autoradiografia 

Observam-se 6 frações radioativas correspondend 

seguintes Rf: 

Iodato - 0,0 

fração - 0,10 

Iodeto - 0,15 

fração - 0,23 

Telepaque - 0,55 

fração - 1 

BILIGRAFINA- I (Fig. 5) 

Adsorvente: Sílica Gel G F o c , 
254 

Solvente: Clorofórmio/Metanol (2:1) 

Tempo de desenvolvimento: 10 minutos 
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VISUALIZAÇÃO 

a ^ Procedimento químico 

Iodêto - solução de acetato de chumbo a 10% 

A Biligrafina é observada sob luz ultra-violeta. 

b) Autoradiografia 

Observam-se 3 frações radioativas correspondendo aos 

seguintes Rf: 

Biligrafina - 0,10 

fração - 0,40 

Iodêto - 0,58 

B I L I G R A F I N A l 

A A ... 
O .1 . 2 .3 .4 . 5 .6 .7 * I R F 

6 - ROSA BENGALA- I (Fig. 6) 

Adsorvente: Sílica Gel G 

Solvente: Acetato de butila saturado com Ãc. Acético 2 N 

Tempo de desenvolvimento: 10 minutos 



VISUALIZAÇÃO 

a) Procedimento químico 

Iodeto - solução de acetato de chumbo a 10%. 

•r • 131. 

Aparecem 3 componentes visíveis da Rosa Bengala- 1, 

um de cor violeta, outro vermelho e outro rosa pãli 

do. 

b) Autoradiografia 

Observam-se 5 frações radioativas, correspondendo aos 

seguintes Rf: 

la. fração - origem 

Iodêto - 0,25 

2a. fração (cor violeta) - 0,65 

3a. fração (cor vermelha) - 0,76 

4a. fração (cor rosa-pãlido) - 0,85 

LIPIODOL- I (Fig. 7) 

Adsorvente: Sílica Gel G 
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Solvente: Metanol 75% 

Tempo de desenvolvimento: 10 minutos 

VISUALIZAÇÃO 

a) Procedimento químico 

Iodeto - solução de acetato de chumbo a 10%. 

cor amarela 

Lipiodol - iôdo/clorofSrmio (solução a 0,5%) 

cor castanho 

b) Autoradiografia 

Observam-se 2 frações correspondendo aos seguintes 

Rf: 

Iodêto - 0,8 

Lipiodol - 0,0 

D O 

8 L I P I O D O L - 1 3 1 ! 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 R 

4. COMENTARIOS 

A finalidade do presente trabalho foi estabelecer um mé 

todo de controle radioquimico rápido e sensível, por adsorção em 
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camada delgada» 

A escolha do sistema solvente foi feita visando permi 

tir, em primeiro lugar, a separação das impurezas radioquímicas 
** 131 131 -r 

principais, iodêto- I e iodato- I, bem como possíveis contami 

nantes de outra natureza. A rapidez da corrida cromatogrãfica £ 

presenta urna media de 16 minutos e tem permitido a realização de 

controle radioquímico pouco antes da administração do composto ra 

dioativo, de grande importancia para o usuario que, por motivos 

obvios, utiliza os produtos alguns dias apôs o recebimento. 

As atividades determinadas nas placas cromatogrãficas 

mostram-se, essencialmente devidas ao composto estudado e a impu­

reza radioquímica tradicional, iodêtos radioativos. 

A autoradiografia das placas foi feita para se certifi­

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

travam presentes. Como se depreende das autoradiografias de 
131 - 131 131 

Hippuran I, Iodotalamato de Sodio I, Telepaque I, Biligra-
131 131 

fina I e Rosa Bengala I, frequentemente pode-se notar a pre -

sença de outros contaminantes radioativos» Entretanto, represen­

tam pequena fração do produto principal. Para avaliar essa fração, 

procede-se a sõbre-exposição da emulsão fotográfica, o que permi 

te detectar contaminações em taxas inferiores a 1%, 

As determinações quantitativas são realizadas por raspji 

gem da placa e leitura das varias frações em contador de Cintila­

ção, ou através de passagem da placa em mapeador. 

Do ponto de vista químico, e difícil estabelecer que 

compostos, ou mesmo radicais, constituem as frações contaminantes-

reveladas. 

Assim, por exemplo, pode-se pensar em iôdo-benzoato no 

caso de Hippuran, pelo menos para um componente. Para o Telepaque 

poder-se-ía acreditar na decomposição do mesmo durante a prepara-

ção s devido ã grande instabilidade dos radíocontrastes. Como jã 
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foi dito em trabalho anterior poderia ocorrer a desaminação do 

produto. No caso da Rosa Bengala é possível distinguir nitidamen­

te quatro frações e, neste caso, o problema se prende ã dificulda 

de de obtenção do produto comercial em grau de pureza elevado. 

Alias, e fato conhecido que a estrutura original da Rosa Bengala, 

tetraíôdo-tetracloro fluoresceina, esta sempre acompanhada da fra 

ção diiodo e mesmo dicloro, o que explicaria, em parte, o apareci^ 

mento das frações encontradas. 

Observou-se nas diversas partidas estudadas, uma cons­

tância na posição das diferentes manchas autoradiogrãficas, o que 

permitiu que se estabelecesse ã determinação dos diversos Rf 

abrindo-se assim a possibilidade de um estudo mais detalhado de 

cada fraçãoo 

Todos os produtos radiofarmaceuticos estudados têm sido 

utilizados como agentes diagnósticos nas diversas unidades médi­

cas e, os possíveis contaminantes, dada a proporção em que sao 

encontrados, levam a admitir a não interferência nas provas diag­

nosticas , 

5. CONCLUSÕES 

1. Hippuran, Hipaque, Iodotalamato, Telepaque, Biligra-
131 

fina, Rosa Bengala e Lipiodol marcadas com I fo 

ram analisados com o objetivo de determinar a presença de iodêto 

inorgânico radioativo, bem como de outras impurezas radioquímicas. 

2. A técnica cromatográfica se mostrou rápida e sensjC 

vel (media de 16 minutos). 

3. Através da autoradiogrãfia foi possível revelar fra 

ções não identificadas por reveladores químicos. 
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SUMMARY 

The authors have established a technic of radiochemical quality control by means 
of thin-layer chromatography on microscopic slides, for radiopharmaceutical products pre 
•pared routinslly in the Radiopharmaceutical Division of the Atomic Energy Institute- Sao 
Paulo. 

Hippuraa, Hipaque, Iodotalamic acid, Telepaque, Biligrafin, Rosa Bengal and Lipio 
dol labelled vith Iodine-131 have been analysed for their principal radiochemical impurity, 
that is, inorganic iodine. 

The technic is rapid and sensitive. In every run, the autoradiographic analysis 
has helped to detect radioactive substances wich could not be identified by chemical means. 
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