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SINTESE E PREPARACAD DE OONJUNTOS DE REATIVOS LIOFILIZADOS DO
mr(nmmm)mmmmm

Maria Apparecida T. Marcilio de Almeida, Elena Setuko Hamada,
Emiko Muramoto, Maria Tereza Colturato e Rosana Herrerias

RESUMO

Tendo em vista o crescente interesse da Medicina Nuclear em utili-
zarunagamemd:om”mrcmjaeﬁci&ciasejaserelhmtea &
H:I.ppuratochsédion]‘lpara filtracao glamerular, preparou-se por sin
tese quimica um analogo do dcido Amino Hipplirico: Acido p-(bis-carboxi
metil)-aminometil carbosdamino hippiirico (PAHIDA).

A pureza fisico quimica foi determinada por ponto de fusao e espec
tros de Ressonancia Nuclear Magnética e Infra-vermelho.

Prepararam-se Conjuntos de Reativos iiofilizados destinados & mar-

cagao com My

Cada frasco contendo 1lo mg de PAHIDA e 0,25 mg de Cloreto Estanoso
foi submetido a andlises cromatograficas em ITIC para determinacao de
pureza radioquimica e estabilidade do produto liofilizado.

Realizaram-se também estudos de distribuigao biolSgica em ratos: '
houve concordéncia entre a eliminag@o urindria e o clareamento d pro
duto no plasma.

THE SYNTHESIS AND PREPARATION OF LYCPHILIZED KIT CF p-(BIS -
CARBOXYMETHYL) ~AMINCMETHYL, CARBOXYAMINO HIPPURIC ACID

ABSTRACT

A renal agent labeled with 9Mre and quantitatively secreted by
the tubules constitutes an interesting radicchaimaceutical in substitu
tion to 131 sodtum hippurate.

To meet this need we have synthetized a radiopharmaceutical stud-
ied previously by Chervu et al. The purity was achieved by melting '

Trabalho apresentado no "XI Congreso de 1a Asoclacion Latino Americana
de Sociedades & Biologia y Medicina Nuclear”. CIDANE DO MEXICO ~de 16
a 21 Ge Novenbro de 1987 - MEXICO.




point, infra—ed spectra and Proton Magnetic Ressonance.

Each lycphilized kit contains 10 mg PAHIDA and 0,25 mg stannous °
chloride; the radiochemical purity and the stability of the > ™Ic com '
plex have bee:. stablished by ITIC chromatography.

Biological studies were perfamed in Wistar rats.

JINTRODUGRO

A detecgac de patologias do a _celho renal tem sido estudada desde
a década de 50 utilizando-se”técnicas radioisotdpicas, possibilitando '
desse modo d:f:rentes estudos clinicos de funcao renal: estudos dinami-
cos de filtragdn glomerular e secregao tubular, morfologia dos rins, vo
lume residual de urina, desobstrucao do trato urinirio superior, fluwwo
plasmatico renai e funcOes renais individuais (1) (2). Nesse sentido '
tem sido largavente utilizado o Hippurato de Sodio marcado com I-131 ou
(I-123), que possul alto nfvel de captacao renal (80% excretado pelas
c2lulas tubulares). Contudo esse produto apresenta desvantagem quando '
marcado com I-131 pois, a dose a0 paciente & relativamente elevada e as
imagens obtidas apresentam nitidez reduzida pela presenca da radiacao '
de fundo (3). C emprego do I-123 viria reduzir os problemas de imagens
porém os precos de prodixao e comerclalizagcao excessivamente altos nao
estimilam seu enprego em larga escala.

Quanto aos radiofirmacos para cintilografias renais que utilizam o
radioisdtopo Tc-99m temos em Medicina Nuclear o uso difundido do acido
dietileno-triamino-pentacético (DTPA) que é filtrado por secregao glome
rular com eficiencia de apenas 25% (4).

Dado o0 interesse da Medicina Muclear em utilizar produtos marcados’
com Tc-99m em substituicao a outros com I-131, também para a detecgac
de problemas renais tem havido grandes avangoe dos pesquisadores em pro
duzir compostos marcados com Tc-99m. Em 1979 Davidson e col. (5) sinte-
tizaram e marcaram o Tce-99m N-N'~bis-mercapto acetil etilenodiamina '
(Tc-DADS) e alguns andlogos desse produto. O resultado clinico foi a ob
tencao de imagens ocom melhor resolugao, sem o excessivo sombreamento '
causado r2la radi>~ao de fundo, embora a filtragao glomerular fosse me
nor d que a do H'ppurato de Sodio (20 a 258) (6). O maior problema re-



sidia porém na preparacao e purificacao do radiofarmaco, que exigia a-
parelhagem custasa (HPIC), limitando-se seu uso apenas aos grandes cen
tros bem equipados.

Cherva e col. {6) apresentaram outro radiofarmaco marcado com '
Te-99m sob forma de dois derivados do acido amino-hippurioco: p-bis-car
booci~metil-amino hippurico: p-(bis-carboximetil)-aminometil carboxiasmd
no hipparico (PAHIDA) . Ambos derivados, procuram aliar as vantagens do
emprego do Tc-99m e a facilidade de preparacao para oferecer a Medici-
na Nuclear um alternativa na cintilografia renal.

MATERIAIS E METODOS

A técnica para sintese do PAHIDA-2 baseou-se nos trabalhos de '
BURNS e ool., CHERVU e col. reelaborada na Divisao de Radiofarmacia(5)
(6).

’ Sintese do PAHIDA - Condensacao do acido nitrilo-acético em presen
¢a do anidrido acético e posterior reacao com acido p~aminchippurico.

0

Aczo
N (G'lz-CIXH) 3 ——
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DMF/PIRIDINA “\J'c’zm
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AC.
p~amino hipplirico

DMF / 1009C

HOOCH,C-NH @- NHOOCH,N (Co0H)
PAHIDA

PONTO DE ‘FUSEO DO PRODUTO APOS DUAS RECRISTALIZACRO BM AGUA/
ACETONA 131 = 222 - 2230C
FENDIMENTO -~ 70%




5 (26mM) de acido nitriloacético, 40 ml de piridina, 40 ml de DWF
foram colocados em um balao ocom condensador e a mistura foli a aqueci-
da a 509C por 10 minutos até dissolucao do produto. Foram adicionados'
0,7 ml de anidrido acetico e scb atmosfera de nitrogenio a temperatura
fol elevada a 1009C; foram colocados 59 de acido p-amino-hippirico em
20m] de piridina e 20ml de DMF e a mistura foi deixada sob reflwwo por
2 horas, mantido o flww de nitrogénio. Os solventes foram entao parci
almente retirados por evaporacac e adicionados a mistura iqual volume
de NH,OH; em seguida a solucao foi extraida com 3 porgoes de éter eti-
Yico. A camada aquosa contendo o produto foli separada, descolorida com
carvao ativado e a solugao foi levada a pH 3, sendo lavada a0 congela-
dor em temperatura de cerca de -109C precipitando-se o produto.

Este foi filtrado e lavado com dgua/acetona 1:1 .

ESPECTROS DE RESSONANCIA NUCLEAR MAGNETICA

Espectros de Ressonincia Nuclear Magnética foram obtidos na Facul-
dade de Ciénclas Farmactuticas da Universidade de Sao Paulo. O apare '
l1ho utilizado foi um EspectrOgrafo VARIAN EM - 360MHz. (Figura 1).
Solvente utilizado: DIMETILSULFOXIDO:

PICOS CBTIDOS ( §) GRUPO CORRESIONDENTE (6) (7)
8,78 H aromatico
7,7TM Idem
6,4 M Idem
3,9D GizNH

3,48 COCH,N
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PREPARACAO DE CONJUNTOS DE REATIVOS LIOFILIZADOS
Os Conjuntcs de Reativos Liofilizados foram preparados sequndo téc-
nicas usuais de preparagao de radiofirmacos liofilizados, enmpregada na
Divisao de Radiofirmacia. Cada frasco liofilizado se contitui de 10 ng
de PAHIDA 0,25 mg de SnC1,-2H,0 . No momento da marcagao foram colocados

2 ml de solugao de pertecnetato de sddio eluido de um gerador preparado
no IPEN-CNEN/SP, na atividade desejada.
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OONTROLES RADIOCROMATOGRAFICOS

Para detecgao de impureza radicativa constituida por Tc ndao 1ligado
d molécula, foram realizados controles radiocromatograficos. O suporte
utilizado foi o papel ITIC em fitas de 1x15 am e 08 solventes para cro-
matografia foram:

SOLVENTE A- Solugdo NaCl a 0,9%
SOLVENTE B- Acetona
99n\rc-
No solvente A temos: Rf=1l para 4 livre e complexo PAHIDA.
No solvente B temoss Rf=O para o PAHIDA e Rf=1 para 99'“1’&; livre



DISTRIBUICAO BIOGLOGICA

Fol realizada em alguns lotes de ratos WISTAR pesando de 250g a
300g. Os ratos receberam por via endovenosa, 0,125 ml do PAHIDA-Tc-99m
(62 1g) na atividade de cerca de 120 u€i. Cada lote era representado °
por 3 animais. (Tabela 1).

RESULTADOS

O produto sintetizado por nds e dispensado sob forma de Conjuntos
de Reativos Liofilizados, mostrou-se satisfatOrio quanto &  marcacgao
com Tc-99m pois 08 ensaios cromatograficos apresentaram percentagens '
de marcacao da ordem de 99% apds 30 minutos de reacao prologando-se a-
té 180 minutos apds a adigao de pertecnetato. Os Conjuntos de %eativos
Liofilizados controlados 1 més apds a data de fabricacao ainda apre '
sentavam rendimentos de marcagao na ordem de 99%. (Tabela 2 e 3).

O produto injetado em animais mostrou boa captacao renal conforme
dados da literatura e os niveis plasmaticos apds 15 minutos, baixaram’
de 90%, indicando uma captacao ideal por 6rgao ou compartimentos espe-
cdficos. (Tabela 4 e Figura 2)

OONCLUSAO

Dadaanecessidadedeacmparmamosospmgmssosmcanpoda Ra-
diofarmacia, preparamos um novo radiofarmaco para mapeamento renal mar
cado com 99“‘1‘c, de forma liofilizada e de facil utilizacao no campo da
Medicina Nuclear.



§ RADIOATIVIDADE/ML PLASMA

2 rad.(t) = o_oac.a - )uo..u..

% Rad.(t) = 0,759 o 0:1%3t | g gg ¢~22.831

¥/2 = 0,03 horas - 4,88 horas

L 3 o It

CURVA DE DECAIMENTO PLASMATICO DE PAMIDA EM RATOS WISTAR.

¢ WIOId



TABEIA 1

DISTRIBUICEO BIGLOGICA EM RATOS WISTAR APGS ADMINISTRACED POR
VIA ENDOVENOSA DE 1 MG/0,2 ML - MEDIA DE ANIMAIS / ENSAIO -
% DE RADIOATIVIDALE/G DE ORGIO.

!!,.x:"jkx; CORAGAO PUIMO | FIGADO ESTOMAGO BAQD
(HORAS) ) L
0,083 0,340, 06 - 0,2810,05 | 0,3510,08 | 0,29:0,02
0,25 0,24:0,09 o,49:o,2or 0,22:0,11 | 0,29:0,12 | 0,2020,07
0,50 0,2110,05 [0,35+0,08| 0,20:0,06 | 0,27+0,04 | 0,18:0,04
0,75 0,1710,05 |0,43+0,12| 0,26+0,05 | 0,26:0,07 | 0,18:0,02
1,00 0,07:0,04 |0,26+0,04| 0,16:0,04 | 0,20:0,05 | 0,12¢0,02
1,30 0,1610,06 |0,19:0,02| 0,23+0,13 | 0,1040,06 | 0,100,06
2,00 0,10+0,04 |0,30+0,07| 0,20+0,03 | 0,1720,01 { 0,1320,03
4,00 0,04:0,02 - 0,21+0,06 | 0,0720,03 | 0,09%0,02
17,00 0,01:0,00 {0,1340,09| 0,14:0,09 0,01:o,oo§ 0,06:0,04
24,00 0,01:6,00 0,07+0,05| 0,1210,06 | 0,0120,00 | 0,0510,03




TABEIA 2

PAHITA 2™

CONTROLE RADIOQUIMICD - CROMATOGRAFIA ASCENDENTE - SUPORTE ITLC

SOLVENLES : NaCl 0,9%; ACETONA

I N
" (MIN)

P— 15 30 45 60 120 180
1 mci 99,00 99,00 98,00 99,00 | 98,50 | 99,30
6,3 mci 99,55 98,62 - 99,68 | 99,57 -

36 l'lCi 99'88 99'96 - 99'89 99'90 98'66F
48 mci 99,22 | 99,86 - 99,67 | 99,85 | 99,82
TABFIA 3
TEMPO
(MIN)
5 15 30 60 120 180

TEMPO DE

ESTOCAGEM

30 DIAS 99,94 99,90 99,98 99,95 | 99,90 | 99,29
60 DIAS 99,36 99,80 99,40 99,69 | 99,69

99,86J
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TABEIA 4
PAHIDArggch

CAPTACRO FM RINS NE RATOS WISTAR

TEMPO (HORAS) $ DE RADIOATIVIDADE/ATIVIDADE TOTAL DOS ORGAOS
0,083 80,81 : 3,80
0,50 88,79 t 4,52
0,75 84,19 = 5,17
1,00 84,32 : 4,98
1,30 91,06 z 5,31
2,00 70,76 * 7,02
4,00 79,01 =+ 11,64
17,00 71,20 * 16,07
24,00 68,55 + 4,96

& ELIMINADA PELA URINA EM 24 HORAS: 70,25% t 2,00%
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