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Resumo: SAH-"Tc é um radiofirmaco utilizado como
agente tracador para determinacio de alteracdes na circulagio
linfatica. Cromatografia por exclusdo de tamanho (CET) é
uma técnica analitica que permite identificar mondmero,
dimero e oligdmeros. Este trabalho desenvolveu e validou um
método cromatografico para quantificar SAH em RL e SAH-
%™, Foram determinados os principais pardmetros de
validacio do método de andlise de SAH-"""Tc e SAH por
CET. Foram utilizados sistema LC 20AT Prominence
(Shimadzu) e coluna Protein-Pack 300SW. O RL foi
reconstituido pela adi¢do de 1 mL de eluido contendo 55
MBq de Na”™TcO, . 100 pL da amostra foram injetados. A
fase movel utilizada foi constituida de Na,HPO,, KH,PO,,
NaCl e NaNj (4:1:1:0,1), (m/m). O cromatograma apresentou
picos em 4,35 min, 6,51 min, 7,58 min e 12,45 min atribuidos
ao dimero de SAH, SAH de peso molecular intermedirio,
monomero de SAH e agentes estabilizantes, respectivamente.
A curva de calibracido encontrado foi Area = 2,931 [SAH] +
0,128, R = 0,9997. O LD encontrado foi 65 ug mL! e LQ
216 ug mL™". O valor encontrado para SAH nos kits foi de
6,20 mg L. Concluiu-se que o método é indicado para a
quantificacdo de SAH em RL usados em medicina nuclear.
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1. INTRODUCAO

Soro Albumina Humano (SAH) € a proteina que se encontra
em maior quantidade dentro do plasma humano
(concentragio aproximada de 42 g L'). E sintetizada e
secretada pelo figado, apresenta massa molecular entre 66- 69
kDa e € usada terapeuticamente em solugdo aquosa (15-20%
proteina) [1].

SAH marcado com tecnécio-99m (SAH-"Tc) é um
radiofirmaco comumente utilizado como agente para
determinacdo de alteragdes na circulagdio linfatica,
diagnéstico de linfoedemas primdrios e secundarios, além de
aplicaciio clinica para estudos cardiacos e de placenta. E
comercialmente disponivel na forma de reagente liofilizado e

sua preparacdo € feita pela adicdo de pertecnetato de sédio
(Na”™TcO,) a conjuntos de reagentes liofilizados (RL) em
que *™Tc heptavalente é reduzido e posteriormente ligado a
proteina [2- 3].
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SAH-”"Tc ¢é administrado intravenosamente e sua
preparacdo exige alta pureza radioquimica. Quantidades
significantes de impurezas podem comprometer a qualidade
da imagem e conseqiientemente o diagndstico [3].

Virios métodos t€m sido usados no controle de qualidade da
SAH e SAH-""Tc. Owunwanne, Patel e Sadek [4] indicaram
a cromatografia em papel (CP) para determinar a eficiéncia
de marcagdo; Farmacopéia Americana (USP) [5] tem
sugerido a cromatografia em camada delgada (CCD).

Cromatografia por exclusdo de tamanho (CET) é um método
fisico-quimico de separacgio utilizado para verificar a massa
molecular e permite identificar mondmero, dimero e
oligdbmeros [3]. Na CET as moléculas sdo separadas de
acordo com seu tamanho. As moléculas pequenas penetram
nos poros pequenos da fase estaciondria e ficam por mais
tempo retidas enquanto que moléculas grandes permeiam
mais rapidamente pela coluna e sdo eluidas com tempo de
retencdo menor [6].

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar método
cromatografico para quantificar SAH em reagentes
liofilizados (RL) e SAH-""Tc. Foram determinados os
principais pardmetros de validacdo do método de anélise de
SAH-""Tc e SAH por CET.

2. MATERIAIS

2.1. Reagentes

Utilizou-se padrdo SAH (pureza superior a 95%) obtido da
Baxter (Canadd), RL de SAH e eluido do gerador foram
obtidos do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares-



IPEN (Brasil). Os reagentes monoidrogeno fosfato de disédio
(Na,HPQO,), diidrogeno fosfato de potassio (KH,PO,), cloreto
de sédio (NaCl) e azida de sédio (NaN3) foram obtidos da
Merck (Alemanha).

2.2. Equipamentos

A pesagem do reagente para preparagdo da solugio padrio de
SAH foi feita em balanga analitica Shimadzu, modelo AW-
220. As diluigdes foram realizadas utilizando-se micropipetas
calibradas da marca Eppendorf. Membranas filtrantes de poro
0,22 pm (Millipore) foram utilizadas. Sistema Milli-RX 45
da Millipore (Franca) foi utilizado para obtencdo de agua
purificada.

A andlise foi executada em equipamento de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) Shimadzu, modelo LC-
20AT Prominence, composto por duas bombas,
degaseificador modelo DGU-20As, injetor automdtico de
amostras modelo SIL-20A, coluna cromatografica por
exclusdo de tamanho protein-Pack 300SW (300 mm x 7,5
mm d.i., 10 um), forno de coluna (CTO 20A), detector UV-
visivel modelo SPD-M20A e detector de radioatividade
Bioscan modelo B-FC-3300.

3. METODO

3.1. Cromatografia por exclusdo de tamanho (CET)

O RL foi reconstituido pela adicdo de 1 mL de eluido
contendo 55,0 MBq mL™" de Na”™TcO, e o tempo de reagio
foi de 30 minutos. 100 pL da amostra foram injetados e a fase
moével utilizada foi constituida de Na,HPO, (0,30 mol L'l),
KH,PO, (0,08 mol L"), NaCl (0,20 mol L") e NaNj (0,30
mol L) nas propor¢des de 4:1:1:0,1, (m/m). As amostras
foram eluidas isocraticamente em fluxo de 1,0 mL min” e o
tempo de cada corrida foi de 20 minutos. Todas as amostras
foram analisadas em triplicata e as curvas analiticas foram
obtidas no intervalo 0- 20 mg mL™'. As andlises do padrio e
do RL de SAH foram monitoradas pelo detector UV em
comprimento de onda de 280 nm.

3.1.1. Validagdo do método

A validagdo do método analitico desenvolvido para
quantificacio de SAH em RL e em radiofirmaco SAH-
99mTc foi realizada por meio da determinagdo dos
parametros: robustez, especificidade, precisdo, exatiddo,
linearidade, limite de deteccdo (LD) e limite de quantificago
(LQ), conforme a resolugdo n° 899, de 23 de maio de 2003 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) [7].

3.1.1.1. Robustez

A robustez foi avaliada pela alteracdo dos parametros:
variagdo de fluxo da fase mével (0,4; 0,6; 0,8; 1,0 e 1,2 mL

min'l), volume de injecdo (10, 20, 50, 100 e 200 uL), pH da
fase movel (2,00; 3,50; 6,50; 7,50 e 8,00) e temperatura da
coluna (25, 30, 40, 60 e 80 °C).

3.1.1.2. Especificidade

A capacidade do método em quantificar SAH e SAH-""Tc
foi investigada na presenca de possiveis impurezas.

3.1.1.3. Precisdo

Este pardmetro foi determinado pela andlise de amostras de
SAH em seis diferentes concentragdes (zero, 2, 5, 10, 15 e 20
mg mL™") e trés repeti¢des (precisio intra-dia = andlises
realizadas no mesmo dia; precisdo inter-dia = andlises
realizadas em dias diferentes). Calculou-se a precisdo
utilizando-se a equacdo 1.

Precisdo= (DP x 100) / CMD @))
onde

DP = desvio padrio;

CMD = concentragdo média determinada.

3.1.1.4. Exatiddo
Para o célculo da exatiddo aplicou-se a equagao 2.

Exatiddo = (CMD x 100) / CT 2)
onde

CMC = concentracdo média determinada;

CT = concentragdo tedrica.

3.1.1.5. Linearidade

A linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica
em demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente
proporcionais a concentragio do analito na amostra, dentro de
um intervalo especifico. Analisando-se seis concentragdes de
padrdo de SAH em triplicata, estabeleceu-se a faixa linear, a
equacdo da reta e a correlacdo linear entre concentracao (x) e
absorbancia (y) da altura de pico referente a SAH.

3.1.1.6. Limite de deteccdo (LD)

O limite de detec¢do foi definido como a menor concentragdo
de SAH que pode ser detectada, mas ndo necessariamente
quantificada. O LD foi determinado pela equagio 3.

LD=(DPx3)/IC 3)
onde

DP = desvio padrio do branco;

IC = inclinagdo da curva analitica.

3.1.1.7. Limite de quantificacdo (LQ)

O limite de quantificacdo € a menor quantidade do analito em
uma amostra que pode ser determinada com precisdo e
exatiddo



aceitaveis sob as condi¢des experimentais estabelecidas. Este
parametro foi determinado pela equacéo 4.
LQ=DPx10)/IC “)

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A otimizacdo quanto as condigdes operacionais do
equipamento € essencial para o desenvolvimento e validagéo
de uma metodologia analitica. Utilizando-se solugdo padrao
de SAH foi feita a andlise de alguns pardmetros de robustez
do método analitico: fluxo, volume de injecdo, pH da fase
movel e temperatura. O efeito da variacdo do fluxo da fase
mével permitiu otimizar o tempo de analise (Fig. 1).
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Fig. 1. Variagdo de fluxo da fase mével. Absorbancia em
A=280 nm. Cromatogramas da SAH padrio 10mg mL"' em
funcdo do tempo de retencao.

A Fig. 2 apresenta o efeito da variacdo do fluxo da fase
movel na absorbancia maxima do pico referente a SAH.
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Fig.2. Efeito da variacdo do fluxo da fase mével (0,4; 0,6;
0,8;1,0e1,2mL mjn'l) na absorbancia maxima do RL SAH
10 mg mL™".

Com fluxo de 0,4 mL min, o tempo total de analise foi de 40
minutos. Ao aumentar o fluxo até 1,2 mL min™, o tempo de
analise reduziu a metade (20 minutos) e a largura do pico a
meia altura também foi reduzida (Fig. 1). Foi observado que
em fluxo igual ou superior a 0,8 mL min o pico ficou 55%
mais estreito e a absorbancia reduziu em cerca de 6% (Fig.
2). Para fluxo baixo tem-se uma largura a meia altura maior,
0 que ndo é conveniente, pois o alargamento de pico pode
encobrir outros picos que eluem préximos a SAH. Para fluxo
de 1,0 mL min" observou-se um pico de SAH estreito e
simétrico.

A influéncia do volume de amostra injetada no cromatograma
do RL SAH 10 mg mL™" (Fig. 3) mostrou-se linear.
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Fig.3. Efeito da variag¢do do volume de injecdo (10, 20, 50,
100 e 200 uL) no cromatograma do RL SAH 10 mg mL™.

Observou-se que para volumes maiores que 100 puL ocorre
perda de resolugdo do pico em 12,46 minutos e o alargamento
do pico referente ao mondmero de SAH no RL em 7,58
minutos (Fig. 1, fluxo 1,0 mL min™).

Estudou-se a influéncia do pH da fase mével na andlise de
RL SAH (Fig. 4).
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Fig. 4. Efeito da variagdo do pH da fase mével: pH = 2,0; 3,5;
6,5; 7,5 e 8,0 no cromatograma de SAH 10 mg mL™.



A variagdo do pH da fase mével demonstrou que em meio
acido (pH = 2,0 e 3,5) e basico (pH = 8,00) o perfil do
cromatograma alterou consideravelmente. Enquanto a anélise
em meio dcido diminui consideravelmente a intensidade do
sinal de absorbancia (dado nio representado) aumentando a
instabilidade da linha base, em pH 8,00 ocorre perda de
resolugdo de picos que eluem no tempo de retencdo de 12,46
minutos (Fig. 1), fluxo 1,0 mL min"). Andlise com fase
movel entre o pH 6,5- 7,5 demonstrou ser a melhor condicdo
para andlise de RL SAH por CET.

A Fig. 5 apresenta os perfis cromatograficos da SAH padrao
10 mg mL™" ao variar a temperatura da coluna.
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Fig. 5. Cromatogramas do RL SAH 10 mg mL"'. Variagio da
temperatura do forno de coluna. Absorbancia em A= 280 nm.

A influéncia da variacdo da temperatura do forno de coluna
no cromatograma do RL SAH € apresentada na Fig. 6.
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Fig. 6. Efeito da variacdo da temperatura do forno de coluna
(25, 30, 40, 60 e 80 °C) no cromatograma do RL SAH 10 mg
mL".

Observou-se o alargamento de banda e o aparecimento de
picos secundarios com baixa resolucdo para a temperatura de

80 °C; em 60 °C ocorreu perda de resolugdo no pico com
tempo de retencdo de 12,46 minutos. A intensidade do sinal
de absorbancia ndo apresentou mudangas significativas nas
andlises nas temperaturas de 25, 30, 40 °C (Fig. 6).

O SAH € uma proteina. As proteinas sdo macromeléculas
contendo um numero elevado de aminoacidos. Estes estdo
ligados linearmente formando a estrutura primaria e por
estabelecerem outras ligacdes mais fracas entre as cadeias
laterais originam estruturas secunddrias e tercidrias. Essas
estruturas sdo mantidas por interacdes fracas e por isso sdo
facilmente quebradas quando expostas ao calor ou &cidos
ocasionando a perda da estrutura tridimensional, processo
chamado desnaturacdo. Portanto a mudanca do perfil
cromatografico para temperaturas elevadas pode estar
relacionada ao processo de desnaturacdo, com formacéo de
agregados de massa molecular maior que a forma
monomérica da SAH [8].

As andlises para validacdo do método foram desenvolvidas
em fluxo da fase mével de 1,0 mL min™, volume de injecio
de 100 pL, temperatura 25 °C, pH da fase mével igual a 7,0 e
tempo de andlise de 20 minutos. A Fig. 7 apresenta o
cromatograma do RL de SAH.
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Fig. 7. Cromatograma do RL SAH 10 mg mL". Temperatura do
forno de coluna: 25°C; volume de amostra: 100 pL. pH da fase
movel: 7,0

O método desenvolvido demonstrou-se especifico para SAH
e com separacdo entre o mondmero e demais formas
poliméricas. A Tabela 1 apresenta os tempos de retengio
correspondentes aos analitos. Foi utilizada solucdo padrio de
SAB (soro albumina bovino) para determinacdo do tempo de
retencdo referente a massa molecular 69 kDa (mondmero) e
do dimero (138 kDa).

Tabela 1. Tempos de retengdo dos analitos observados nos
cromatogramas de SAH.



Tempo de Retencao (minutos)

Amostra “Monémero Dimero Agregados
SAH ; 7,58 4,35 6,51
10 mg mL’
RL SAH 7,53 4,25 6,38
10 mg mL™

O agente estabilizante (triptofana) de baixa massa molecular
elue em tempo de retencdo acima de 12,45 minutos. A
distribuicdo molecular encontrada para o SAH padrao foi de
91,86% de monOmeros, 5,93% de dimero e 2,21% de
agregados. Em um lote analisado de RL SAH, foram
encontrados 86,52% de mondmeros, 9,09% de dimero e
4,38% de agregados, ou seja, a quantidade de mondmero
diminuiu com aumento na quantidade de dimero. Tanaka,
Sawatani, Shigueoka, Dias e Arashiro [9] também
constataram aumento na porcentagem de dimeros nas
solugdes de SAH 20% (0,7% para 1,8%) e uma queda na
concentracdo de mondmero (99,0% para 98,2%).

A Fig. 8 apresenta o cromatograma do radiofairmaco SAH-
99m
Tc.
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Fig. 8. Cromatograma de SAH-"Tc 55,0 MBq mL"'. Temperatura
do forno de coluna: 24,7 °C; volume de amostra: 100 uL. pH da fase
mével: 7,00. (a) compostos de massa molecular alta, (b) SAH poli-
101, (c) SAH poli-II, (d) SAH poli-L, (e) SAH-*"Tc e (f) ™ TcO,.

As andlises por CET mostraram eficiéncia de marcagado
média da SAH-""Tc de (97,28 + 0,09)% e picos (Fig. 8) com
tempos de retencdo 8,71, 9,25, 11,44, 12,58, 14,48, 18,91
atribuidos a: (a) compostos de massa molecular alta (massa
molecular acima do dimero), (b) SAH poli-IIT, (c) SAH poli-
IT (dimero), (d) SAH poli-I (correspondente aos analitos de
massa molecular intermedidria entre o dimero e o
mondmero), (e) SAH-”"Tc¢ (mondémero marcado) e (f)
gngcO};, respectivamente.

Verbeke e Verbruggen [3] estudaram um método alternativo
para andlise de SAH-"""Tc. Substituindo o método CET pelo
método FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography), os
autores observaram que a impureza ° "TcO’ ndo foi eluida
no método CET o tempo de retencio foi de 25 minutos.

O método mostrou-se linear no intervalo de concentragio de
0-20 mg mL™". A curva analitica pode ser representada pela
equagdo: Area = 2,931 [SAH] + 0,128 (n = 6), coeficiente de
correlagio () igual a 0,9997, maior que o valor minimo
estabelecido pela ANVISA [7], que é = 0,99.

Os resultados dos ensaios de precisdo e exatiddo intra-dia e
precisdo e exatiddo inter-dia do método estdo apresentados
nas Tabelas 2 e 3, respectivamente.

Tabela 2. Precisdo e exatiddo intra-dia de SAH padrio.

Valor
nomina! Média + DP Precisdo (%) Exatidao (%)
(mgmL ")
2 1,98 £ 0,09 4,54 99,00
5 4,96 £ 0,24 4,84 99,20
10 9,60 £ 0,42 4,37 99,00
15 14,91 £ 0,62 3,17 99,40
20 19,51 £0,24 1,23 97,55

Tabela 3. Precisdo e exatiddo inter -dia de SAH padrdo.

Valor
nomineﬂ Média + DP Precis&o (%) Exatiddo (%)
(mg mL )
2 1,95 +£0,22 4,28 97,50
5 4,92 £ 0,80 0,79 98,40
10 10,05 £2,33 2,34 100,50
15 15,12 +2,24 2,26 100,80
20 19,63 £ 1,33 1,30 98,15

A repetibilidade (intra-dia) variou entre 1,23 e 4,84% ¢ a
precisdo intermedidria (inter-dia) variou entre 0,79 ¢ 4,28%.
Os valores de precisdo (Tabelas 2 e 3) estdo abaixo dos
critérios aceitaveis (< 5%) segundo a ANVISA [7]. Os
valores de exatiddo obtidos estdo dentro da faixa de
especificag¢do de 98 -103% [7].

A sensibilidade do método foi expressa em limite de detecgio
(LD) de 65 pg mL™" e limite de quantificacio (LQ) de 216 pg
mL"'. O valor encontrado para SAH nos kits foi de 6,20 mg,
referente apenas ao mondmero. O valor de bula é de 10,00
mg. A diferenca entre o valor obtido e o valor de bula pode
ser explicada devido a formacao de dimero.



5. CONCLUSOES

O método mostrou-se robusto e aplicivel ao controle de
qualidade por sua rapidez e capacidade em determinar as
formas poliméricas presentes na determinacdo da pureza
radioquimica. Concluiu-se que o método ¢ indicado para a
quantificacdo de SAH em reagentes liofilizados usados em
medicina nuclear.
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