2015 International Nuclear Atlantic Conference - INAC 2015
Sédo Paulo, SP, Brazil, October 4-9, 2015

ASSOCIAGAO BRASILEIRA DE ENERGIA NUCLEAR - ABEN
ISBN: 978-85-99141-06-9

Otimizacao das Condicdes de Anélise de CIDG em FDG por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) Acoplado a Detector Amperométrico
Pulsado (DAP)

Thais O. M. de Castro’, Jair Mengatti*, Hylton Matsuda®, Elaine B. de Araujo’,
Neuza T. O Fukumori', Margareth M. N. Matsuda®

! Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN / CNEN - SP)
Av. Professor Lineu Prestes 2242
05508-000 Séo Paulo, SP
thais.castrom@gmail.com; mmatsuda@ipen.br

RESUMO

A 2-["®F]Fluor-2-desoxi-D-glicose (FDG) é o principal radiofarmaco utilizado para o mapeamento do
metabolismo de glicose em varios érgdos por meio de imagens adquiridas por PET em centros de medicina
nuclear. As farmacopeias americana e europeia apresentam metodologia para analise de 2-desoxi-2-cloro-D-
glicose (CIDG), em caso de uso de HCI na obtencdo de FDG. O objetivo deste trabalho foi avaliar os pardmetros
do método de analise de CIDG por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector amperométrico
pulsado (CLAE-DAP), a saber: preparo de CIDG, temperatura de analise, volume de amostra, fluxo e potencial.
Observou-se que a intensidade de pico em + 9,5 minutos atribuido a CIDG aumentou com a temperatura e 0
volume de amostra. O aumento do fluxo da fase mével diminuiu o tempo de retencdo. O método é adequado
para determinacdo de carboidratos, como € o caso da impureza da sintese &cida de FDG.

1. INTRODUCAO

Fludesoxiglicose (*®F), também conhecida como [18F]-FDG ou FDG, é o radiofarmaco
utilizado para o mapeamento do metabolismo de glicose no cérebro, doengas do coracdo,
tumores, entre outros, por meio de imagens adquiridas por tomografia por emissdo de
pésitrons (PET) em centros de medicina nuclear. Quimicamente, trata-se de 2-desoxi-2-(*°F)
fluoro-D-glicose, um analogo da glicose que contém um isétopo radioativo emissor de
positrons, fldor-18, em substituicdo ao grupo hidroxila na posicdo 2 da molécula de glicose.
O processo de sintese de [18F] FDG tem sido aprimorado desde que foi inicialmente proposto
em 1976. O mddulo de sintese disponivel comercialmente faz uso de método de substituicdo
nucleofilica seguida da hidrdlise alcalina ou &cida, extracdo em cartucho de fase sélida,
resultando em sintese de cerca de 30 minutos. A demanda crescente por [18F] FDG requer
que o rendimento da reacdo seja alto e o tempo de sintese seja relativamente curto, seguido
por anélises rapidas de controle de qualidade, que devem ser realizadas antes da liberacdo do
radiofarmaco para uso em humanos [1].
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O controle de qualidade para cada lote de [18F] FDG deve contemplar ensaios de pureza
radioquimica, pureza radionuclidica, ensaio de endotoxinas bacterianas e de esterilidade. As
possiveis impurezas radioquimicas sdo [18F] fluoreto, [18F] FDM ([18F]
fluorodesoximanose), e substanciass parcialmente ou totalmente acetiladas [18F] FDG ([18F]
AC). Segundo Mosdzianowski et al., 2002 [2], raramente [18F] FDM é produzido em
quantidades consideraveis pois [18F] FDG ¢é estavel a epimerizacdo sob condi¢gdes normais
de reacdo. As impurezas quimicas “frias” rotineiramente avaliadas sdo Kryptofix 2.2.2,
acetonitrila e etanol (os dois ultimos considerados solventes residuais). Etanol é
frequentemente utilizado como radioprotetor para minimizar a decomposicao por radiolise de
[18F] FDG e por isso € monitorado [3, 4, 5]. A determinacdo de algumas impurezas quimicas
como FDG, 2-desoxi-2-cloro-D-glicose (CIDG) e FDM é menos frequentemente realizada,
provavelmente por causa da dificuldade em detectar quantidades trago dessas impurezas.
Além disso, na hidrolise alcalina ndo é produzida CIDG, pois esta impureza é gerada
exclusivamente em hidrolise cida com HCI [6].

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma técnica instrumental que pode ser
utilizada para a separacdo de carboidratos em uma mistura complexa. Sabe-se que
carboidratos exibem somente uma fraca absorbancia na regido do espectro eletromagnético,
mesmo na regido do ultravioleta e medigdes com detector de indice de refracdo s6 podem ser
feitas para altas concentraces, porém sob condicdes fortemente bésicas o grupo hidroxil
pode ser ionizado e detectado com detector amperométrico triplamente pulsado (DAP) [7].
Nesta técnica, o potencial aplicado d& origem a uma corrente resultante da oxidacdo de
espécies adsorvidas no eletrodo, e a seguir as espécies sdo desorvidas em um potencial mais
anodico, em uma etapa de limpeza e reativacdo da superficie do eletrodo. Normalmente, o
tempo de um ciclo é entre 0,5 e 1 s, que é suficientemente curto para permitir o
monitoramento de sistemas de CLAE. Colunas de troca anidnica tém sido utilizadas,
possibilitando boa resolucdo entre as misturas de carboidratos, com a vantagem de que a
andlise é realizada com fase aquosa. O aumento da temperatura aumenta a resolucdo por
causa do aumento de difusdo do analito entre a fase mdvel e a estacionaria. As farmacopeias
americana (USP) e europeia (EP) descrevem a metodologia de andlise de FDG, FDM e
CIDM e o limite permitido de CIDG em uma producdo de FDG na USP é de ndo mais que 1,0
mg de CIDG no volume total do lote de FDG produzido, e na EP, ndo mais que 0,5 mg de
CIDG na dose maxima de FDG em mL [8, 9]. Entretanto, as monografias internacionais nao
trazem detalhes dos parametros que devem ser utilizados no detector eletroquimico [8, 9].
Alexoff et al. descreveram um método muito sensivel para a analise de impurezas quimicas,
incluindo CIDG em FDG [10].

O objetivo deste trabalho foi avaliar os parametros do método de anélise de CIDG por CLAE-
DAP, a saber: fluxo, volume, temperatura e potencial.

2. MATERIAIS E METODOS
Utilizou-se CIDG Substancia Relacionada de FDG grau USP (padrdo farmacopeia americana)
no preparo da solucdo de CIDG 0,1 mg mL™. O reagente foi dissolvido em agua purificada ou

em NaOH 0,2 mol L™. A fase mével NaOH 0,2 mol L™ foi preparada com reagente PA, da
Merck Millipore e agua purificada produzida por equipamento Elix 10, da Merck Millipore.
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Para analise das amostras 0 equipamento utilizado foi o de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) Shimadzu modelo LC-20A, composto de bombas LC 20 AD SP,
controlador CBM-20A, degaseificador DGU-20AS, injetor automatico SIL20A, forno de
colunas CTO-20A, acoplado a um detector eletroquimico Antec modelo Decade Il com
eletrodo de trabalho de ouro (Au), eletrodo de referéncia Hy-REF e um eletrodo auxiliar, e
coluna de resina de troca i6nica fortemente basica de dimensdes 250 mm x 4,0 mm, 10 um
(Shimadzu ISA-07/S2504).

Foram avaliados os pardmetros do método de andlise de CIDG por CLAE-DAP, a saber:
solvente de preparo de CIDG 0,1 mg mL™, fluxo da fase mével, volume de injecdo de
amostra, temperatura do forno de colunas e potencial de oxidagdo. As faixas de trabalho
foram: fluxo de 0,5 a 1,0 mL min™, volume de injecéo de 20 a 100 uL, temperatura do forno
de colunas de 25 a 50 °C e potencial de +100 a +1000 mV.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra os cromatogramas de CIDG 0,1 mg mL™ dissolvido em 4gua ou em NaOH
0,2 mol L™, utilizada como fase mével.
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Figura 1: Cromatogramas de CIDG 0,1 mg mL™ preparado em a) agua purificada e b)
NaOH 0,2 mol L™. Condicdes experimentais: fluxo de 0,5 mL min™, volume de injecéo
de 20 pL, temperatura de forno de colunas a 40 °C e E; = 0,2 V (t; = 300 ms), E; = 0,75
V (t =120 ms) e E3 =-0,95 V (t3 = 300 ms).

As farmacopeias americana e europeia preconizam o preparo do padrdo em agua, porém um
pico com tempo de retengdo em 9,3 minutos com intensidade significativa somente foi
observado com o uso de NaOH. Outros picos com intensidade menor foram observados em
4,3; 4,7; 12,5; e 13,2 minutos.

O efeito da temperatura do forno de colunas na anélise de CIDG 0,1 mg mL™ preparado em

NaOH 0,2 mol L™ esta representado nas Fig. 2A e 2B, em que estdo relacionados os
cromatogramas e as intensidades do pico de maior intensidade, respectivamente.

INAC 2015, Sao Paulo, SP, Brazil.



15000

10000

5000 @
0 Pas

e
Eiz"\""I""\""I""\""I""\""I""I""I“"\""I‘"‘\""I‘"'\""I“"\"“I""\""_I
[]] 10 20 3in 40 50 60 70 80 an 10,0 10 120 130 140 150 160 170 180 190 min
30000
B) (278331577‘
. (25333 + 577)
[ )
\>%25000 -
[0]
©
©
-'9 -
(%)
c
5]
[ 19833 + 866
£ 20000 |- (198332 860) &
(1500“288)/
[
15000 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I
25 30 35 40 45 50

Temperatura (°C)

Figura 2: Efeito da temperatura do forno de colunas (25, 40, 45 e 50 °C) na analise de
CIDG 0,1 mg mL™ preparado em NaOH 0,2 mol L™ A) Cromatogramas; B)
Intensidade do pico com tempo de retencdo de 9,7 para 25 °C; 8,7 para 40 °C; 8,6 para
45 °C e 8,3 para 50 °C minutos. Condigdes experimentais: fluxo de 0,5 mL min™, volume
de injecdo de 20 yL e E; = 0,2 V (t; =300 ms), E; = 0,75V (t; = 120 ms) e E3 =-0,95 V (13
=300 ms).

A variagdo de temperatura afeta a resposta de detectores eletroquimicos devido & sua
influéncia sobre a taxa de difusdo das moléculas na coluna e a velocidade da reacdo na
superficie do eletrodo de trabalho resultando numa alteracdo na fracdo de moléculas que
passam através da célula e que sdo oxidados ou reduzidos [11], fazendo com que ocorra
variagdo na intensidade dos picos, como observado na Fig. 2. Os cromatogramas de CIDG em
NaOH obtidos com o aumento de temperatura de 25 para 50 °C mostraram que 0 tempo de
retencdo do pico de maior intensidade diminuiu de 9,7 para 8,3 minutos e a intensidade
aumentou 1,5 vezes. Os picos em 4,7; 5,7; 12,5 e 13,2 minutos também eluiram mais
rapidamente e a resolucéo dos picos tornou-se menor. A estabiliza¢do da linha base em 25 °C
foi mais demorada. A estabilizacdo da linha base em 25 °C foi mais demorada, o que néo foi
observado em 50 °C. N&o foram feitos experimentos em temperaturas superiores a 50 °C pois
pode ocorrer decomposicdo do CIDG e perda de sensibilidade de deteccdo [12].
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O volume de injecdo de amostra de CIDG 0,1 mg mL™ preparado em NaOH 0,2 mol L™ foi
avaliado. Os cromatogramas e as intensidades do pico estdo representados nas Fig. 3A e 3B,
respectivamente.
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Figura 3: Efeito do volume de injecdo (20, 50 e 100 pL) de CIDG 0,1 mg mL™ preparado
em NaOH 0,2 mol L. A) Cromatogramas; B) Intensidade do pico com tempo de
retencdo de 9,3 minutos. Condicdes experimentais: fluxo de 0,5 mL min™, temperatura
do forno de colunasa40°CeE; =0,2V (t; =300 ms), E;, =0,75 V (t; =120 ms) e Ez = -
0,95 V (t3 = 300 ms).

A intensidade do pico em 9,3 minutos aumentou em cerca de quatro vezes quando o volume
de injecdo da amostra foi de 20 para 100 uL, indicando que € um parametro importante na
obtencdo de maior sensibilidade. O tempo de retencdo de todos os picos observados nas
condicdes experimentais utilizadas ndo sofreu alteragéo.

Nas Fig. 4A e 4B estdo relacionados os cromatogramas e as intensidades do pico de maior
intensidade, respectivamente, com o aumento do fluxo de 0,5 a 1,0 mL min™.
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Figura 4: Efeito do fluxo da fase mével (0,5; 0,75 e 1,0 mL min™) de CIDG 0,1 mg mL™
preparado em NaOH 0,2 mol L™ A) Cromatogramas; B) Intensidade do pico com
tempo de retencdo de 9,5; 6,3; 4,5 minutos respectivamente. Condic¢des experimentais:
volume de injecédo de 20 pL, temperatura do forno de colunas a40°CeE; =0,2 V (13 =
300 ms), E; =0,75V (t, =120 ms) e E3 = -0,95 V (t3 = 300 ms).

O tempo em que a fase movel permanece em contato com a fase estacionaria depende da
vazdo da fase movel, provocando um aumento ou nao da eficiéncia da coluna utilizada na
analise. Foi observado que o aumento do fluxo de 0,5 para 1,0 mL min™ tornou o pico com
tempo de retencdo em 8,8 minutos 1,7 vezes mais intenso e mais fino, provavelmente devido
a menor dispersdo da amostra. Desta forma, com fluxo de 1,0 mL min™ o tempo de anélise
pode ser reduzido de 20 para 10 minutos.

Na Fig. 5 estdo relacionadas as intensidades do pico de maior intensidade com o aumento do
potencial E, de +0,3a 1,0 V.
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Figura 5: Efeito do potencial de oxidacéo (E, = +300, 400, 600, 800 e 1000 mV) de CIDG
0,1 mg mL™ preparado em NaOH 0,2 mol L™ Intensidade do pico com tempo de
retencdo de 8,7 minutos. Condigdes experimentais: volume de injecdo de 20 pL,
temperatura do forno de colunas a 40 °C e E; = 0,2 V (t; = 300 ms), (t = 120 ms) e
E;=-0,95V (tg =300 ms).

A utilizacdo de um potencial inicial E; de +0,20 V contribui para a formacao inicial de um
Oxido na superficie do eletrodo. O potencial E;, em um valor mais positivo (Eoxg) promove a
oxidacdo do analito de interesse adsorvido na superficie do eletrodo. Potenciais maiores que
+0,80 V podem resultar na formacéo de bolhas de O, na superficie do eletrodo e, desse modo,
interferir no transporte do analito até o eletrodo. Finalmente, o terceiro potencial € aplicado
em um valor negativo, para reduzir a camada de oxido formada, regenerando assim a
atividade do eletrodo, de modo que o ciclo pode ser repetido [12]. Neste estudo foi utilizado
E;= +0,20 V, t;=- 300 ms e o potencial E, foi variado entre +0,3 e +1,0 V, t,= 120 ms e E3 = -
0,95 V. Até E, = +0,75 V, E;3 foi -0,95 V, para valores maiores de E,, foi acrescido -0,20 V
ao valor de E3. Foi observado que a intensidade do pico em 8,7 minutos aumentou cerca de 2
vezes com a variagdo do potencial de oxidagdo (Ez) e ndo ocorreu variagdo do tempo de
retencdo. Além disso, picos de menor intensidade aumentaram com potenciais de oxidacao
menores que +0,7 V; quando E; foi maior que +0,7 V, o tamanho e a intensidade desses picos
diminuiram.

4. CONCLUSAO

O método por CLAE-DAP proposto mostrou-se adequado para determinacédo de carboidratos,
como é o caso de CIDG, impureza proveniente da sintese acida de FDG, com algumas
alteracdes. A preparacao do padréo ndo pode ser realizada conforme o procedimento descrito
na farmacopeia europeia. O controle das condi¢fes de anélise é ponto fundamental para a
confiabilidade do método, principalmente temperatura e fluxo da fase movel que alteram o

INAC 2015, Sao Paulo, SP, Brazil.



10.

tempo de retencdo, e o volume de injecdo de amostra que altera a &rea do pico e a
sensibilidade.
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