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RESUMO

SILVA, L. M. Desenvolvimento e validacdo do método DPX-UHPLC-MS/MS para
determinacéo de levodopa, carbidopa, dopamina e 3-o-metildopa em amostras de plasma
humano. 2022, 72f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de
Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

A Doenca de Parkinson (DP) é a segunda patologia neurodegenerativa mais frequente na
populacdo mundial. E uma doenca crénica, progressiva e complexa em sua expressao clinica.
A DP esta associada a deficiéncia de dopamina nas vias nigroestriatais, afetando diretamente o
sistema motor. A terapia com o pro-farmaco dopaminérgico, levodopa, associado a carbidopa
tem se configurado como o tratamento mais eficaz na minimizacdo dos sintomas motores,
melhorando a qualidade de vida dos pacientes, principalmente no estagio inicial da doenca. No
entanto, com a progressdo da DP e mediante a complicacdes provocadas pelo tratamento
prologando com esses farmacos, ajustes das doses sdo necessarias. Neste contexto, métodos
cromatograficos tém sido desenvolvidos e padronizados para a determinacdo dos niveis
plasméticos de carbidopa, levodopa e seus metabolitos. Estas determinacdes auxiliam na
individualizacdo do regime de dosagem dos farmacos prescritos e minimizacao dos efeitos
adversos. Neste projeto, um método empregando as técnicas de microextracdo dispersiva em
ponteira com a fase bifuncional oasis MCX e a cromatografia de ultra eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (UHPLC-MS/MS) foi padronizado e validado para determinacdo de
levodopa, carbidopa e 3-0-metildopa em amostras de plasma humano. O procedimento DPX
com a fase MCX demostrou ser adequado para pré-concentrar os analitos e excluir interferentes
da amostra biolégica. A coluna Gold HILIC (2,1 mm x 100 mm x 1,9 um) utilizada, resultou
em satisfatoria separacdo dos analitos e em rapido tempo de analise (5 min). O método
desenvolvido apresentou linearidade adequada nos intervalos de 50-600 ng.mL* para a
levodopa, 20-600 ng.mL™ para a carbidopa e 20-500 ng.mL™ para a 3-o-metildopa, com
coeficientes de correlacéo (r) e de determinagdo (r?) maiores que 0,99. Os valores de precisdo
(CV) e os valores de exatiddo (EPR) variaram, respectivamente, de 0,4 a 16,8% e de -0,3 a
16,2%. O paralelismo entre as retas obtidas com as curvas analiticas construidas com amostras
de plasma e de agua enriquecidas com os analitos foi demostrado com teste t, a nivel de
significancia de 5%, indicando efeito matriz pouco significativo. O método proposto foi
aplicado com sucesso na determinacdo de levodopa, carbidopa e 3-0-metildopa em amostras de
plasma.

Palavras chave: Doenca de Parkinson; Levodopa, carbidopa e 3-o-metildopa; Cromatografia
liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em tandem; Microextracdo
dispersiva em ponteira.



ABSTRACT

SILVA, L. M. Development and validation of a DPX/UHPLC-MS/MS method for
determination of levodopa, carbidopa, dopamine and 3-o-methyldopa in human plasma
samples 2022, 72f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de
Ribeir&o Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirédo Preto, 2021.

Parkinson’s Disease (PD) is the second most common neurodegenerative disorder in the world
population. It is a chronic, progressive, and complex disease in its clinical expression. PD is
associated with dopamine deficiency in the nigrostriatal pathways, directly affecting the motor
system. Therapy with the dopaminergic drug levodopa associated with carbidopa has been the
most effective treatment in minimizing motor symptoms, improving the quality of life of
patients, especially in the initial stage of the disease. However, with PD progression and the
complications caused by prolonged treatment with these drugs, dose adjustments are necessary.
In this context, chromatographic methods have been developed to determine the plasma levels
of carbidopa, levodopa, and their metabolites. These determinations support individualization
of the drug dosing regimen and help to minimize adverse effects. In this project, a method
comprising dispersive microextraction in tip with the mixed-mode MCX oasis phase and ultra-
high performance chromatography coupled to mass spectrometry (UHPLC-MS/MS) was
standardized and validated for determination of levodopa, carbidopa, and 3-0-methyldopa in
human plasma samples. During the sample preparation step, the DPX procedure with the MCX
phase proved to pre-concentrate analytes and to exclude interferences adequately. The Gold
HILIC column (2.1 mm x 100 mm x 1.9 um) exhibited adequate separation efficiency and fast
analysis time (5 min). The method showed linear ranges of 50-600 ng.mL™, 20-600 ng.mL™,
and 20-500 ng.mL? for levodopa, carbidopa, and 3-0 -methyldopa, respectively, with
correlation coefficients greater than 0.99. The method was precise and accurate with CV values
ranging from 0.4 to 16.8% and RSD values ranging from -0.3% to 16.2%. The t test, at a
significance level of 5%, demonstrated the parallelism between the lines obtained by
constructing analytical curves with plasma and water samples enriched with the analytes,
indicating a negligible matrix effect. The proposed method was successfully applied to
determine levodopa, carbidopa, and 3-0-methyldopa in plasma.

Keywords: Parkinsons’s Disease; Levodopa, carbidopa and 3-0-methyldopa; Ultra-high
Performance Liquid Chromatography tandem Mass Spectrometry; Disposable Pipette
Extraction (DPX)
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1. INTRODUCAO
1.1. A Doenca de Parkinson

A Doenca de Parkinson (DP) é um distarbio neuroldgico, crénico e progressivo,
clinicamente caracterizado pela presenca de sintomas motores classicos como bradicinesia,
tremor de repouso, rigidez muscular e instabilidade postural®™. A doenca também esta
associada a sintomas ndo-motores como déficits olfatdrios, constipacdo, disturbios do
comportamento do sono, prejuizo cognitivo, depressdo e manifestacfes neuropsiquiatricas
(deméncia, alucinagbes, delirios), os quais aparecem durante o curso da doenga, tornando-a
ainda mais incapacitante?>8,

Atualmente, a DP é a segunda doenca neurodegenerativa mais frequente na populacéao
mundial e atinge principalmente a populagéo idosa - cerca de 1% da populagdo mundial com
idade superior a 65 anos e mais de 4% da populagio com mais de 85 anos28-11, Estudos sugerem
gue com o aumento da expectativa de vida e consequente envelhecimento populacional, o
nimero de casos da doenca deve aumentar, provocando impactos cada vez maiores nas
estruturas socioeconémicas e de satide®1%14,

Além disso, de acordo com o Estudo Carga Global de Doencas, Lesdes e Fatores de
Risco (2015) a Doenca de Parkinson apresentou, dentre os distirbios examinados, crescimento
mais acelerado em termos de prevaléncia, deficiéncia e mortes. Foi também apontado que o
numero total de pessoas afetadas pela DP mais que dobrou globalmente de 1990 a 20152,

Em relacdo a fisiopatologia, a DP compreende a perda seletiva de neurbnios
dopaminérgicos situados na porcdo compacta da substancia negra, e o acumulo de agregados
proteicos citoplasmaticos (corpos de Lewy) nos neurdnios remanescentes®®. A perda neuronal
progressiva ocasiona uma deficiéncia do neurotransmissor dopamina nas vias nigroestriatais,
provocando um desequilibrio do sistema motor - regulado pelo cértex cerebral e ganglios da
base - e, por conseguinte, levando ao aparecimento dos sintomas motores da doenga?+1°,

Estes sintomas aparecem de modo lento e gradual, e tornam-se evidentes apenas quando
h& perda neuronal em torno de 50-60% e redugdo da dopamina do corpo estriado em cerca de
80-85%°%1°. Adicionalmente, a falta de especificidade dos sintomas nio-motores, mediante a
complexidade da doenga, impossibilita a realizacdo de um diagnostico ainda no estagio inicial®.
Segundo Altmann (2018, p. 15)° a “laténcia observada entre o inicio da DP e do aparecimento
das manifestacgdes clinicas se deve possivelmente a mecanismos de compensagao que permitem
a manutencdo e estabilidade das func¢des dos nucleos da base estavel por varios anos”.

Por ser a progressdo da DP lenta e gradual, torna-se dificil prever seu curso para cada
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individuo acometido, ja que a relacdo entre a progressdo da doenca e suas complicagdes nao é
linear — variando de caso a caso®.

Embora a origem da DP seja descrita como idiopatica, evidéncias cientificas sugerem
que a patogénese da doenca é multifatorial, sendo decorrente da combinacdo de fatores
genéticos e ambientais368911.14.17.18

Devido & complexidade da DP em sua expresséo clinica, admite-se a necessidade de
desenvolvimento de abordagem de tratamento multidisciplinar, integrativa e individualizada,
para abranger tanto os sintomas motores quanto ndo-motores’. Todavia, ainda ndo ha uma
terapia preventiva ou que promova a cura®.

Logo, o tratamento da DP é sintomético e direcionado, primariamente, ao controle dos
sintomas motores por meio de terapias farmacoldgicas, sendo a levodopa - um precursor do
neurotransmissor dopamina - o farmaco de referéncia na amenizacao destes sintomas, e capaz
de proporcionar uma melhora significativa na qualidade de vida dos pacientes, principalmente
na fase inicial do tratamento™®.

A eficacia desse farmaco esta associada a sua capacidade de reestabelecer os niveis de
dopamina no sistema nervoso centrall. Ao ser administrada sistematicamente, a levodopa sofre
varios processos bioquimicos (Figura 1): por atuacdo de aminoacidos aromaticos
descarboxilase (AADC), presentes tanto no sistema nervoso central quanto no periférico, a
levodopa é descarboxilada e convertida em dopamina; sendo, também, metabolizada pela
catecol-O-metil-transferase (COMT) em 3-o-metildopa (3-OMD)*°. As conversoes periféricas
diminuem a disponibilidade de levodopa no SNC e, em consequéncia, a producéo de dopamina
nessa regido é reduzida. Esse mecanismo torna o uso isolado da levodopa inapropriado, ja que
a dopamina produzida no sistema periférico ndo atravessa a barreira hematoencefélica, e por
isso ndo pode atuar no controle motor, além de ocasionar efeitos adversos como nauseas,
vomitos, arritmias cardiacas e hipotensio?.

Neste sentido, para contornar esses efeitos e aumentar a disponibilidade de dopamina
no SNC, a levodopa tem sido combinada a inibidores da AADC, como a carbidopa. Este
farmaco ndo atravessa a barreira hematoencefalica e assim, ndo pode interferir no mecanismo
de conversdo de levodopa a dopamina no SNC, ao passo que também diminui o processo de
metabolizacdo da levodopa no trato gastrointestinal (SNP) (em outras palavras, bloqueia a
conversao periférica da levodopa). Como resultado, a utilizacdo da carbidopa reduz em torno
de 4 a 5 vezes a dose de levodopa necesséria a uma resposta clinica adequada®®?.

Assim, a levodopa ndo convertida perifericamente atravessa a barreira hematoencefalica

e atinge o sistema nervoso central. No SNC os terminais sinapticos nigroestriatais sobreviventes
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captam a levodopa, que é entdo descarboxilada em dopamina, a qual seré estocada em vesiculas
e liberada na fenda sinaptica, possibilitando entéo a regulagio do sistema motor?%2L,

Figura 1. Representacdo esquematica do metabolismo e absorcéo da levodopa

Sistema nervoso periférico BHE Sistema nervoso central

. Dopamina - R Dopamina
Carbidopa T | T
1b1 |
R L AADC | AADC
| | |
Levodopa -------- :r; Levodopa
| |
COMT i
l |
3-OMD i

Fonte: autor - adaptado de Nishijima & Tomiyama (2016)%°. * BHE: Barreira hematoencefalica

No entanto, o uso prolongado da levodopa favorece o surgimento de flutuacbes motoras
e discinesias, caracterizadas por movimentos involuntarios e anormais*?2. As flutuagbes
motoras mais observadas sdo a deterioracdo de final de dose (wearing-off), marcada pelo
encurtamento da duracdo do efeito da levodopa, e as flutuacdes aleatérias (fenémeno on-off),
caracterizadas pela alteracdo brusca do estado de mobilidade do paciente, independente do
horério de administracdo das doses do farmaco®??,

As flutuagdes na resposta farmacodinamica para a levodopa entre a fase wearing-off e
as discinesias levam ao encurtamento da janela terapéutica — faixa que compreende a
concentragdo minima e maxima do farmaco, em que se observa a eficacia do tratamento -
aumentando a probabilidade de ocorréncias de overdoses ou de doses ndo terapéuticas
(ineficazes)?*2%. Tais ocorréncias podem ser evitadas e uma resposta clinica adequada pode ser
mantida a partir do ajuste apropriado no regime de dosagem?%23,

Neste contexto, o ajuste de dosagem por meio da monitorizacdo terapéutica torna-se
fundamental. Por meio deste recurso clinico, é possivel correlacionar as dosagens dos farmacos
administradas com as concentra¢@es plasmaticas ou séricas resultantes e, a partir disso, evitar

ou prever precocemente a ocorréncia de niveis toxicos ou subterapéuticos em cada paciente.
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Além disso, possibilita o ajuste individual da dosagem de acordo com as necessidades do
paciente em cada estagio da doenca, minimizando, assim, os efeitos adversos?42>26,

Como suporte essencial na concretizacdo da monitorizacao terapéutica e para alcance
dos beneficios dessa pratica aos pacientes com DP, faz-se necessario o desenvolvimento de
meétodos analiticos de alta sensibilidade e seletividade para a determinacdo dos niveis
plasméticos de carbidopa, levodopa e dos seus metabdlitos. Dentre as técnicas analiticas
modernas, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-
MS/MS) tem sido amplamente utilizada na separacdo e quantificacdo de farmacos e espécies

quimicas de interesse bioldgico - como neurotransmissores em amostras bioldgicas?’?8,

1.2. Métodos LC-MS/MS na determinacgio de levodopa, carbidopa, dopamina e 3-o-
metildopa em amostras de plasmas

Na LC-MS/MS, técnica analitica avancada, as analises sdo realizadas em curto espaco
de tempo, com alta frequéncia analitica, e alta performance?’?°. Com o acoplamento do sistema
cromatografico ao espectrdmetro de massas, 0 método analitico torna-se ainda mais robusto,
adicionando vantagens como detecgéo sensivel e seletiva, elevada precisio e exatiddo?’.

Na espectrometria de massas, as determinagdes quantitativas ocorrem por meio da
formacédo de ions, de sua separacgdo - em funcédo da razdo entre massa e carga (m/z) - e posterior
deteccdo por um espectrdmetro de massas. Este equipamento € constituido de sistema de
introdugdo de amostra, uma fonte de ionizagdo, um ou mais analisadores de massas, um detector
e um sistema de dados. As andlises feitas com o uso de dois ou mais analisadores sdo
denominadas espectrometria de massas em tandem ou sequencial (MS/MS)303L,

Analises MS/MS utilizando analisador do tipo triplo-quadrupolo no modo de varredura
MRM (Monitoramento de ReacBes Multiplas) tém sido comumente empregadas para fins
quantitativos, devido a alta seletividade que esta configuracédo atribui ao método ao permitir a
selecdo, transmissio e detecgdo apenas de ions de m/z especifical®?530,

Atualmente, com as constantes inovagdes tecnoldgicas e mediante as diferentes
modalidades e subdivisdes da cromatografia?’-®2, ha possibilidades variaveis de se desenvolver
métodos seletivos e confidveis para uma variedade de substéncias, nas mais complexas
matrizes, pautando no conhecimento das propriedades fisico-quimicas dos analitos; na natureza
da fase estacionaria (FE) e da fase mével (FM); e no conhecimento dos diferentes mecanismos
separacio cromatografica®’,

Diferentes métodos analiticos empregando LC-MS/MS vém sendo desenvolvidos para

determinacdo quantitativa de levodopa, carbidopa, dopamina e 3-o-metildopa (Quadro 1).



Quadro 2. Métodos LC-MS/MS disponiveis na literatura para quantificacdo de levodopa, carbidopa, a, 3-O-metildopa e dopamina em amostras de plasma
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Analito Matriz Preparo da amostra Técnica de Analise Coluna/Fase estacionaria Fase movel Aplicacdo LIQ Referéncias
(Volume - uL) (Modo de eluigdo) (ng mLY) (Ano)
Ias;gr?]?ﬁ:’ o A: agua contendo 0,2% de acido 23
outros Plasma de rato PP (Acetonitrila): extrato seco e UHPLC-MS/MS ACQUITY UPLC BEH Amida  férmico e 5:_aceto}n|tr_|la conte_nt}o Estudo animal 0,104 e
(150) L . . (2,1 mm x 100 mm x 1,7 um) 0,2 % de &cido formico (Elui¢do 0,060 (2021)
neurotrans- reconstituido em metanol/agua 1:1 .
. por gradiente)
missores
PP (Acetonitrila);  filtrac8o:
Levodopa, dispositivo Amicon Ultra-4.
carbidopa, ) . . A: solucdo aquosa contendo 0,1% o 22, 33, 34
benserazida P(Iggg;a SPME (Capilar monolitico de SPTAESK/:IS‘IC A{g?g}gi ?O%Lgn?li'_li ?m;;j)a de &cido férmico, B: acetonitrila l\t/lecigltggliz:;;zo 170,12 ¢
dopamina e silica hibrida de aminopropil ' U (Eluicao por gradiente) P 10 (2020)
3-OMD contendo particulas mesoporosas
de SBA-15)
Levodopa e Plasma Humano PP (acetonitrila contendo 40% de UHPLC-MS/MS HSS T3 A: 0,35% de acido férmico, B: Estudo 20€20 35
carbidopa (200) &cido tricloacético) (2.2 mmx 100 mm x 1.8 um)  metanol (Elui¢do por Gradiente) farmacocinético ' (2018)
Levodopa e - ALz .
A S M Hypersil GOLD C18 A: agua contendo 0,2% de acido 36
dicloridrato  Plasma Humano PP (Acetonitrila), filtraco: filtro ;5 ¢ £gims/Ms (2,0 mmx 50 mm x 1,0 um)  formico e B: metanol (90:10 v/v) Bstudo 560,100
de (1000) de membrana de 0,45 mm P farmacocinético (2018)
. (Eluicéo isocrética)
pramipexol
Extracéo liquido-liquido A: 4gua : 1,0 M de formiato de
automatizada com 96 pocos . . aménio : acido férmico (1000: 10: Estudos 37
éz\rlgi(:i%pz ®  Plasma de ratos (acetato de etila : alcool n-butilico Hesine (3,0 mrznoibi)éos rErin'?QS 5 um) 5, viviv) + 0,1% de PFPA, B: toxicocinéticos; 50¢e20
P (2:1, viv) contendo 1% de PFPA — ' o S acetonitrila Estudos in vivo (2017)
reagente de pareamento ionico). (Eluigo isocratica com 4% de B)
Plasma Humano PP (&cido perclérico 2 M).
(50) Derivatizagdo com 2,4- HSS T3 A: agua contendo 0,1 % de &cido Estudo 1 38
Carbidopa pentanodiona sob  condigdes UHPLC-ESI-MS/MS (2,1 mm x 50 mm x 1,8 pm) férmico e B: acetonitrila (Eluigdo farmacocinético
Urina acidas, a 40 °C, por 60 min ' S H por gradiente) 100 (2017)
(25)
SPE (cartuchos de alumina, . . e
Levodopa e Plasma Humano condicionamento: metanol e 4gua / Phenomenex kinetex bifenil s _de_lo,l /o/c;e ac;do_ formico bi ESt.Ud?Ade. 5 39
carbidopa (200) Milli-Q; lavagem: &gua; eluicdo: APHEAEIS (3,0 mm x 50 mm; 2,6 pm) ¢ acgtqmt_rl a (80 0o loequivalencia e G 2016
i ' ' T (Eluicéo isocrética) farmacocinética ( )

0,1% é&cido formico)

Continua
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Matriz

Condigdes cromatograficas

LIQ

Analito (volume - L) Preparo de amostra Técnica de Analise Coluna (fase movel) Aplicac¢do clinica (ng mL") Referéncias
PP (acetonitrila contendo 2% de L . , .
Levodopa e Plasmaderato  &cido formico); evaporagéo: fluxo Thermo Aquasil C18 A agua contendq O.‘ZA’ e e Estudo 40
o e LC-ESI-MS/MS formico, B acetonitrila S 20
MDO01 (50) de nitrogénio; reconstitui¢do: agua (2,1 mm x 50 mm, 3 pm) X - farmacocinético (2016)
PR (Eluigao por gradiente)
contendo 2% de acido férmico)
Levodopa,
carbidopa . -
' - . A: 4gua, B: acetonitrila : metanol Lo 20; 30; 41
0,
entacapona,  Plasma Humano PP (ace,tonl_trlla contendo 0,1% de HPLC-ESI-MS/MS XBridge C8 (90:10 v/v), ambos contendo 0,1% MonltoArlz_agao 10: 10: 10
tocalpone, (200) 4cido formico) (4.6 mm x 150 mm, 5 pm) PSP terapéutica 2015
de &cido férmico e5,0
3-OMD e
dopamina
Levodopa, PP (acetonitrila contendo 0,05% Acetonitrila : agua (79:21, v/v)
carbidopa, Plasma Humano 4cido férmico e 3 mmol/L de HILIC-ESI-MS/MS Atlantis HILIC - Waters contendo 0,05% de acido férmico Monitorizacdo 75; 65; 26
3-OMD e (400) formiato de amonio); filtracéo: (2,2 mm x 150 mm, 3 pm) e 3 mmol/L de formiato de terapéutica 65; 20 (2014)
dopamina Filtro de seringa PVDF amonio; (Eluicdo isocratica)
Plasma Humano - - ol Pursuit® C18 Metanol e 4&gua, (90:10, v/v) Estudo de 42
Levodopa (200) PP (acido perclorico) HPLC-ESI-MS/MS (4,6 mm x 150 mm x 5 pm) contendo &cido férmico(0,5% v/v)  bioequivaléncia 25 (2013)
PP (Acetonitrila contendo o . o
Plasma de rato e Bz A: 5mM formiato de aménio : 43
Levodopa e "o nacaco  (eagente  de  derivatizagio ., o \iopmg D scido formico (1000:1, viv), B: SSinens 50e30
carbidopa (50) flourescamina;  Incubacdo do (2,1 mm x 50 mm x 1,7 pum) Acetona; (Eluicio por gradiente) Farmacocinéticos (2013)
sobrenadante a 37 °C por 60 min) ' caoporg
Levodopa Monitorizagéo
e A: solugdo aquosa contendo 0,5% terapéutica e 44
0, -
dopamina, Plasmaderato PP (Metanol ‘contendo 1% de HPLC-ESI-MS/MS SB-C18 de &cido férmico, B: metanol estudo de 30
L-a-metildopa (50) écido férmico) (4.6 mm x 250 mm X 5 um) . . N (2012)
e 3-OMD (Eluicéo por gradiente) parametros
farmacocinético
45
Levodopa e Plasma Humano af aq ACE C18 0,2% de &cido fdérmico e Estudo
carbidopa (250) PP (el 2 O RS Hsin e (4,6 mm x 50 x 5 pum) acetonitrila (90:10 v/v) farmacocinético SUBL L)

Continua
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Continua¢do do Quadro 1

Matriz Condigdes cromatograficas

LIQ

Analito (volume - L) Preparo de amostra Técnica de Analise Coluna (fase mével) Aplicac¢do clinica (ng mL") Referéncias
Plasma Humano L L ACE C18 0,2% de é&cido foérmico e Estudo 46
I?:_ec\)/(lz/tligpa € (250) PP (D pEE 0Tz FELEARS il (4,6 mm x 50 mm x 5 pm) acetonitrila (94: 6, v/v) farmacocinético SB 2 (2011)
XTerra® ms C18 A: solugdo de acetato de aménio
2,1 mm x 150 mm x 5 um) . (o 47
Plasma de rato - - ( 10 mM contendo 0,1% de &cido Estudos
Levodopa PP (&cido percldrico 0,4 M) HPLC-ESI-MS/MS P L oo e 50e 125
(100) Pré-coluna Phenomenex C18 I(I)Erlrljlilc;), pl(;|r3,g,d I?e.n?g;atonltrlla Farmacocinéticos (2010)
(4 mm x 20 mm x 5 pum) gaoporg
Levodopa PP (metanol contendo 2% de acido
benseragida Soro férmico v/v); diluicdo do extrato: HPLC-ESI-MS/MS YMC PACK MB-ODS (150 Metanol : &cido férmico a 0,5% Estudo 50 48
(1000) solugdo aquosa de acido formico a mm x 2,1 mm, 3 pm) (30:70, v/v) farmacocinético
e 3-OMD (2010)
0,1% v/v
Carbengolina  Plasma Humano (Fi)g (acegt?izgma Cf%r;:ﬁri]goo # n;';/la COSMOSIL 5C8-MS de fase Metanol-agua (10:90, vIv) 49
e Levogo a (100) carbenaolina e Acido ercl(ﬁico LC-ESI-MS/MS reversa (contendo &cido férmico a 0,5%  Analises de rotina -
P 9 P (2 mm x 150 mm x 5 pm) para a levodopa) (2003)

para a levodopa)

3-OMD: 3-o-metildopa; HILIC-ESI-MS/MS: Cromatografia liquida com interacdo hidrofilica acoplada a espectrometria de massas tandem com ionizacdo por electrospray; HPLC-MS/MS:
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas tandem; HPLC-ESI-MS/MS: cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas tandem
com fonte de ionizagdo por electrospray; LC-MS/MS: cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas tandem; LC-ESI-MS/MS: cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas tandem com fonte de ionizagdo por electrospray; LIQ: limite inferior de quantificacdo; PFPA: acido perfluoropentandico; PP: precipitacdo de proteinas; SPME: microextracdo em fase
solida; UHPLC-MS/MS: cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas tandem.
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Os estudos sumarizados mostram um escopo, em que a maioria das analises dos
compostos de interesse empregou 0 modo de cromatografia liquida em fase reversa (CLFR),
com o uso majoritario de fase estacionaria C18 (octadecilsilano). Estes trabalhos apresentaram
diferencas que véo desde o preparo de solucdes padrdes e da amostra ao emprego de colunas
C18 com diferentes tecnologias e funcionalidades, e apontaram ser adequada a aplicagéo do
método padronizado as analises de amostras plasmaticas de pacientes em tratamento com
levodopa e carbidopa.

No entanto, devido a baixa seletividade do modo reverso a compostos polares e
hidrofilicos, como os farmacos estudados, manejos no preparo da amostra e na cromatografia
foram realizados para alcance de maior retencao e separagéo adequada.

Destaca-se entre eles 0 emprego de agente de par idnico®’; de processos de derivatizagio
dos compostos, tornando-os menos polares*®*3; de colunas funcionalizadas com grupos
especificos, como a Kinetex bifenil com seletividade aromatica, capaz de promover interacées
n-n com os analitos®; de vazdo de fase mével baixa (< 0,300 pL min1)3>36:424546 ¢ de fases
moveis com proporcdes elevadas de agua (> 90%), bem como a utilizacdo de colunas com
tecnologias capazes de suportar esse teor aquoso.

Contudo, algumas dessas etapas, como a derivatizacdo, tornam a andlise muito
laboriosa, aumentando o tempo de execucdo e interferindo na exatiddo do método. Além disso,
procedimentos que utilizam elevado conteido aquoso®, diminuem a detectabilidade das
analises em sistemas espectrométrico com fonte de ionizacédo por electrospray (ESI-MS), visto
que desfavorecem o processo de dessolvatacdo durante a ioniza¢do. De maneira similar, 0 uso
de reagentes de par idnico pode afetar a andlise quantitativa em métodos bioanaliticos por
espectrometria de massas, pois favorece a supressao do sinal analitico, prejudicando a
sensibilidade do método®™.

Neste sentido, novas abordagens de cromatografia, como a cromatografia liquida por
interacdo hidrofilica (Hydrophilic Liquid Interaction Chromatograph, HILIC), com diferentes
seletividades a classes de compostos polares e/ou ibnicos vém sendo adequadamente aplicadas,
eliminando tais limitagdes. Assim, esta modalidade torna-se uma opcéo interessante a ser
avaliada para os analitos em estudo®.

O trabalho desenvolvido por Vilhena et al (2014)% utilizando HILIC-MS/MS, por
exemplo, foi realizado na determinacdo simultanea da carbidopa, levodopa, dopamina e 3-o-
metildopa, apresentando ganhos em termos de retencdo dos analitos e demonstrando ser
adequada as analises destes compostos em amostras de plasma. Resultados satisfatérios foram

também obtidos com os trabalhos desenvolvidos por Grecco (2020)** para anélises desses
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analitos e benserazida e, por Gao et al (2021)* na anélise de neurotransmissores - incluindo a
levodopa e a dopamina - empregando a HILIC (dados reportados no Quadro 1).

Ressalta-se que, de modo geral, os estudos levantados na literatura apontaram para o
enorme efeito da matriz durante as analises dos farmacos - principalmente a levodopa - dada a
complexidade da matriz bioldgica, tornando as analises desafiadoras. Nestes trabalhos, a
resolucdo entre analitos e interferentes enddgenos foi descrita como sendo capaz de auxiliar na
reducdo da supressdo de ionizacdo. Assim, a minimizacdo deste inconveniente pode ser
realizada com foco no preparo da amostra e nas condi¢des cromatograficas?®.

Desse modo, faz-se necesséria a otimizagao sistematica dos parametros cromatograficos
para os analitos em estudo, apoiando-se na gama de possibilidades e variaveis possiveis de
serem exploradas alternativamente, com vista a obtencdo de uma analise que permita
quantificar os analitos de maneira precisa e exata.

Considerando que a seletividade é o fator proeminente no processo cromatografico,
sendo a FE a varidvel mais influente neste fator, a pré-selecéo e busca por FEs mais aprimoradas
e adequadas (com estabilidade fisica, quimica e mecanica, tecnologias de minimizacdo da
interacdo analito-silandis residuais e com funcionalidades compativeis a classe de composto
que se deseja estudar) facilita o processo de desenvolvimento de métodos cromatograficos 12,

Mediante o panorama apresentado e considerando o numero elevado de fases
estacionarias (FE) com diferentes seletividades atualmente disponiveis, com o presente estudo
propbe-se a avaliacdo de colunas cromatograficas nas modalidades HILIC e CLFR,
considerando as estruturas e caracteristicas fisico-quimica dos compostos estudados (Figura 2)

e os trabalhos descritos na literatura para as determinagdes dos compostos de interesse.
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Figura 2. Estrutura quimica, valores de log P e de pKa dos farmacos e metabdlitos estudados
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logP=-19 logP=-1,6 logP=-1,7
pKa (acido mais forte) = 2,35 pKa (4cido mais forte) = 1,65 pKa (4cido mais forte) = 2,21
pKa (base mais forte) = 5,66 pKa (base mais forte) = 9,06 pKa (base mais forte) = 9,85

Fonte: autor. Valores de log P e pka(s) disponiveis nos Bancos de Bados DrugBank® e PubChem>

1.3.  Cromatografia liquida com interacao hidrofilica

A cromatografia liquida com interacdo hidrofilica (HILIC) esta se tornando cada vez
mais um método de escolha para a anélise de compostos polares e/ou i6nicos®™®. Isso devido
as limitagbes, como baixa retencdo e resolucdo dessas classes de compostos em fase reversa e
baixa solubilidade nas fases mdveis tipicas de cromatografia liquida em fase normal (CLFN)
(apolares nao aquosas). Somado ao nimero crescente de FEs aplicaveis a esta modalidade com
seletividade a compostos i6nicos™.

A HILIC pode ser descrita como uma modalidade de separacdo variante da
cromatografia liquida em fase reversa, que faz uso de fases estacionarias polares®’. Nessa
modalidade, as FEs sdo semelhantes as utilizadas na cromatografia de fase normal (como silica
pura, silica modificada com grupos amidas, cianos, aminos, acidos sulfénicos, carboxilatos,
diols, fases poliméricas polares ou fases zwiteridnicas) e as fases mdveis similares as utilizadas
no modo reverso (mistura de agua e solventes organicos, tipicamente acetonitrila ou metanol),
porém com contetido organico maior - cerca de 70 a 95 %*. A porgéo aquosa € imobilizada
ou adsorvida na superficie da fase estacionaria, formando uma fina camada de dgua que atua
no mecanismo de separagio®’.

Na fase movel tipica desta modalidade a dgua apresenta uma for¢a maior para eluir os
analitos, assim nas analises com eluicdo por gradiente, a composicao da fase movel deve iniciar
com menor quantidade de agua e ir aumentando ao longo da analise, diminuindo

proporcionalmente o contetido organico®®s?,
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O principal mecanismo de separacdo observado em HILIC é a parti¢do hidrofilica dos
analitos entre a camada de 4gua imobilizada ou adsorvida sob a superficie da fase estacionéria
e o0 solvente orgéanico da fase mével. Porém, evidéncias sugerem que 0 mecanismo de sor¢do
ocorre por uma combinacdo complexa de: a) particao hidrofilica; b) interacbes como ligacdes
de hidrogénio entre os grupos polares dos compostos e a FE; e c) interacdes eletrostaticas entre
os grupos funcionais ionizados dos analitos e da FE (Figura 3)°"°8, InteracOes eletrostaticas
entre o analito e grupos silandis residuais, também podem ser observadas. Além disso, em
determinadas condicdes, interacdes de Van der Waals entre partes hidrofobicas de uma FE e a

parte apolar dos analitos podem ser verificadas®’ 8.

Figura 3. Representacéo esquematica do mecanismo de separacdo observado na cromatografia liquida com
interagdes hidrofilicas

Particdo hidrofilica

Ligacéo de hidrogénio

Interacdo eletrostatica

Fonte: adaptado de Thermo Scientific 5

Dentre as vantagens mais notorias dos métodos HILIC, destacam-se: (a) eficiente

sorcédo/resolucdo de substancias polares ou i6nicas junto a fase estacionaria; (b) baixos valores
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de contra-pressao, em razéo da baixa viscosidade da fase mdvel - rica em solvente organico; (c)
aumento na detectabilidade e sensibilidade analitica quando acoplada a sistemas ESI-MS; e d)
compatibilidade com técnicas de extracdo que utilizam maior teor de solvente organico,
possibilitando a inje¢éo direta do extrato ao sistema cromatografico®”>°. Entre as desvantagens
desta modalidade, pode-se citar a necessidade de tempos maiores de equilibrio da coluna;
formas de picos muitas vezes distorcidos comparados & CLFR e menor precisdo nas medidas
de pH da fase mdvel, devido ao alto teor de solvente organico®”.

Durante o desenvolvimento do método analitico, o preparo da amostra € fundamental
para isolar os analitos, concentra-los e eliminar interferentes da amostra, reduzindo, assim, o
efeito da matriz e melhorando a performance do método?®. Essa etapa ¢ indispensavel nas
analises de matrizes complexas como as matrizes biologicas, em razdo dos varios componentes
enddgenos e substancias exdgenos que a constituem?,

Nas ultimas décadas, novas estratégias de preparo da amostra foram desenvolvidas,
sendo direcionadas a simplificagdo e miniaturizacdo das técnicas extracdo, favorecendo o
emprego de menores volumes de solventes organicos e de amostras. Neste contexto, podemos
destacar a técnica de microextracdo dispersiva em ponteira (Disposable Pipette Extraction -
DPX)280,

1.4. Microextracao dispersiva em ponteira

A Microextracdo dispersiva em ponteiras € uma técnica recente de preparo de amostra,
desenvolvida em 2003 pelo Dr. William Brewer (Universidade da Carolina do Sul, EUA). E
considerada uma variante da extragdo em fase sélida convencional (Solid Phase Extraction,
SPE) e baseia-se no rapido equilibrio de sorcdo dos analitos presentes na amostra e a fase
sorvente®®6!, Na DPX a extracdo ocorre em fase solida dispersiva, favorecendo, assim, a
interacdo entre analito e a fase extratora®®-3,

Nesta técnica, emprega-se uma microponteira convencional (de 1 ou 5 mL), na qual uma
fase sorvente (ou extratora) dispersivel é contida, livremente, entre dois filtros. O filtro inferior
retém a fase extratora e a0 mesmo tempo funciona como uma barreira permeavel que possibilita
o fluxo livre e bidirecional de fluidos (aspirar/dispensar). Ja o filtro superior é semipermedvel
e deve impedir a passagem de possiveis contaminantes para o interior da ponteira®®2, As
ponteiras DPX podem ser acopladas a uma seringa para realizacdo de extragdo em modo
manual, considerando lotes pequenos de amostras; ou empregadas a sistemas automatizados

para analises em escalas maiores®®3,
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Em geral, um procedimento tipico de DPX contempla 5 etapas: a) condicionamento da
fase sorvente; b) aspiracdo da amostra; c) aspiracdo de ar; d) limpeza do sorvente; e) dessor¢édo

dos analitos (Figura 4)%061.64,

Figura 4. Representacdo esquematica das etapas procedimentais tipicas da DPX
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Fonte: adaptado de GERSTEL®

Inicialmente a fase extratora é condicionada com solventes adequados para ativacéo dos
sitios de ligacdo. Em seguida, a amostra liquida é aspirada para o interior da ponteira. A
subsequente aspiracdo de ar promove a dispersao da fase sorvente na amostra, formando uma
mistura entre essas fases. Como resultado, hd um aumento na superficie de contato entre a fase
sorvente e os analitos e, por consequéncia, uma extracao rapida e eficiente. Apos atingir o tempo
de equilibrio dindmico (geralmente segundos), a mistura formada pode ser dispensada. Feito
isso, a limpeza da fase sorvente é realizada, requerendo a aplicacdo de um solvente que seja
capaz de remover 0s componentes enddgenos presentes na matriz sem eliminar os compostos
de interesse®?2, Por fim, o solvente ou solugdo de dessorcéo é aspirado com ar e dispensado,
devendo favorecer a elui¢do dos analitos. O eluato pode, entdo, ser injetado diretamente em um
sistema cromatografico ou evaporado e reconstituido em fase mével®.

A fim de garantir uma melhor eficiéncia na recuperacao dos analitos e na limpeza da
amostra, a otimizacdo de pardmetros como volume de amostra, tempo de sorcdo dos analitos,
natureza e volume da solucdo de limpeza e da solugdo de dessorcdo deve ser realizada. O
controle desses pardmetros é necessario para se atingir uma boa repetibilidade®.

Somado a isso, a selecéo criteriosa da fase sorvente e dos solventes a serem empregados
nas diferentes etapas da extracao possibilita a obtencdo de uma técnica mais seletiva. Para tanto,
a escolha dessas fases deve ser orientada pela natureza dos analitos de interesse e pelo

conhecimento da composicdo da matriz de analise®.
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Como reportado nos trabalhos de revisdo de Pinto e Queiroz (2015)%° e Oliveira e Langas
(2018)%2, a DPX vem sendo amplamente utilizada com notdria repercussdo e excelentes
resultados na determinacao de pesticidas em alimentos, na area ambiental e de drogas de abuso
em amostras biologicas, na area forense. A utilizacdo dessa técnica na determinacdo de
farmacos em fluidos bioldgicos é ainda pouco retratada na literatura cientifica?8°®,

Vantagens como a variedade de fases sorventes disponiveis comercialmente; a
possibilidade de emprego alternativo de fases seletivas sintetizadas em escala laboratorial
(como as fases MIP e RAM); o0 uso de pequenas quantidades de fase sorvente e de menores
volumes de solventes organicos e de amostra; a capacidade de automatizagéo; e a extragdo
rapida e eficiente dos analitos faz da DPX uma técnica de preparo de amostra muito
promissora®®616466:67 o que justifica a escolha desta técnica no desenvolvimento de um método
para analise dos compostos em estudo.

Neste contexto, com 0 presente projeto propde-se o desenvolvimento de um novo
método DPX-UHPLC-MS/MS, avaliando a fase extratora comercial Oasis® MCX (Mixed-
Mode Cation-eXchange and reversed-phase sorbent), para determinacdo de levodopa,

carbidopa, dopamina e 3-o0-metildopa em plasma humano.



OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS
2.1.  Objetivo Geral

Desenvolver e validar um método analitico associando as técnicas DPX e UHPLC-
MS/MS para quantificacdo simultanea de levodopa, carbidopa, dopamina e 3-0-metildopa em

amostras de plasma humano.

2.2.  Objetivos especificos

e Otimizar os parametros MS/MS e as condi¢Bes cromatograficas para a analise dos
farmacos e metabolitos em estudo;

e Otimizar as condicOes de extracdo - DPX;

e Validar o método analitico DPX/UHPLC-MS/MS conforme normas da ANVISA
(2017) para determinacdo de levodopa, carbidopa, dopamina e 3-o-metildopa em

amostras de plasma.



MATERIAIS E METODOS
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3. MATERIAS E METODOS
3.1. Padroes e reagentes

Os padrdes analiticos levodopa, carbidopa e dopamina foram adquiridos da Sigma
Aldrich (St. Louis, USA) e a 3-o-metildopa da Toronto Research Chemicals (North York,
Canada). O padréo interno levodopa deuterada (levodopa d3) foi obtido da Sigma Aldrich e a
L-a-metildopa da Toronto Research Chemicals. Acetonitrila (ACN) grau HPLC, metanol,
acido férmico, acido cloridrico (37%), acido fosforico (85%) e o hidroxido de aménio (28%)
foram adquiridos da Sigma Aldrich. Agua ultrapura foi obtida em sistema Milli-Q (Millipore,

Séo Paulo, Brasil).

3.2.  Preparo das solugoes padroes estoque e de trabalho

Solugdes estoques de 1 mg mL™ foram preparadas, individualmente, para os padrdes
analiticos e internos, dissolvendo-os em uma mistura de metanol com 0,05% de &cido
cloridrico. Cada solucdo estoque foi diluida em acetonitrila para obtencdo de solucBes
intermediarias de 25 ug mL™ para os parddes analiticos e 50 ng mL™ para os padrdes internos.
A partir dessas solucbes foram obtidas as solugdes de trabalho adequadas a cada experimento.
Todas as solugbes foram prepardas sob protecdo da luz, tranferidas para frascos ambar e

armazenadas a -80 °C.

3.3.  Otimizacao das condi¢coes UHPLC-MS/MS

O desenvolvimento do método analitico foi realizado em um equipamento UHPLC-
MS/MS (Waters® Corporation, Milford, MA, USA). Primeiramente foi feita a otimizacao dos
parametros espectrométricos de massas (MS/MS) para monitorar os ions dos analitos, e em
seguida foi realizada a otimizacao dos parametros cromatogréaficos.

3.3.1. Condi¢oes MS/MS

As analises MS/MS foram realizadas em sistema de espectrometria de massas em
tandem equipado com analisador do tipo triplo quadrupolo Xevo® TQ-D (Waters, Milford,
MA, USA) e com uma fonte de ionizacdo por electrospray (ESI). As anélises foram conduzidas
no modo de ionizagdo positivo e no modo de varredura MRM.

A otimizagéo dos parametros MS/MS foi efetuada a partir da infuséo direta de solugdes
padrdes dos analitos e dos Pls preparadas em uma mistura de acetonitrila/agua contento 0,2%

de &cido formico (50:50 v/v). Os parametros individuais dos analitos - transicdes m/z, voltagem
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do cone e energia de colisdo foram otimizados manualmente de forma a favorecer a intensidade
do sinal analitico. Para cada analito foram selecionadas trés transicdes MS/MS, sendo uma
para quantificacdo e outras duas para confirmacdo (Tabela 1). Os demais parametros
(parametros de operacdo) foram: voltagem do capilar (3,5 kV); temperatura da fonte (300 °C);
temperatura de dessolvatagio (300 °C); fluxo do gés de dessolvatagdo (700 L.h™) e fluxo do
gas de cone (150 L.h'). Como gas de dessolvatacéo foi empregado nitrogénio (99,9%) e como
gas de colisdo foi utilizado argénio com grau de pureza de 99.9999%. O processamento e
aquisicdo dos dados foram realizados com os softwares QuanLynx e MassLynx 4.1.

Tabela 1. Transi¢cBes m/z e valores de voltagem do cone e de energia de colisdo otimizados para cada analito e
para os padrdes internos

Analito fon Precursor fon Produto Voltagem do Cone  Energia de colisdo
(m/z) (m/z) V) (eVv)
fon de fons de
quantificacéo confirmacéo

Levodopa 198 152 139e 181 23 10, 15 e 10*
Carbidopa 2271 181 70,8e122,9 26 13,15e 25
Dopamina 154 136,9 90,9e118,8 20 10,20e 17
3-0-metildopa 2119 153 148,9e 92,9 25 15,20 e 25
Levodopa-d3 201 154,1 182,9 e 140,9 23 13,10e 15
L-a-metildopa 212,1 139,1 166,1 25 15,14

* Respectivos valores de energia de colisdo referentes ao ion de quantificagéo e aos ions de confirmagdo.

3.3.2. Condicbes cromatograficas

Para a otimizacdo das condi¢des cromatograficas uma solucdo padrdo contendo todos
os analitos na concentracio de 100 ng mL™? foi injetada automaticamente no sistema
cromatografico por meio de um amostrador, mantido a 10 °C. Foram avaliadas diferentes fases
estacionarias; diferentes composicdes de fases moveis; os modos de elui¢do isocratico e por
gradiente; e volumes de injecdo da amostra de 5 e 10 pL.

As FEs foram pré-selecionadas considerando o carater hidrofilico apresentados pelos
analitos e o escopo apresentado na literatura para as analises desses compostos. Assim, as
colunas 1) Hypersil Gold HILIC (2,1 mm x 100 mm x 1,9 um)e 2) ACQUITY BEH Amida
(2,1 mm x 100 mm x 1,7 um) foram avaliadas no modo HILIC e as colunas 3) Ascentis Express
RP-Amida (3,0 mm x 100 mm x 2,7 um) e 4) Kinetex C18 (100 mm x 2,1 mm x 1,7 um) no
modo reverso. Os experimentos foram realizados respeitando a concentracdo de solvente

organico adequada a cada modalidade de cromatografia.
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Os cromatogramas selecionados para fins de comparacéo das colunas cromatogréficas
foram os obtidos com as melhores condi¢des de fase movel analisada para cada coluna.

A condicdo otimizada e empregada na separacdo cromatografica dos analitos foi a
realizada no modo HILIC; com o emprego da coluna Gold HILIC; fase mdvel constituida por
agua contendo 0,2% de acido férmico (solvente A), acetonitrila contendo 0,2% de acido
férmico (solvente B) e metanol contendo 0,2% de &cido férmico (solvente C) na proporgéo
25:75:05 v/viv; no modo de eluicdo isocratico e com volume de injecdo de amostrade 5 uL. A
coluna cromatografica foi mantida a 40 °C e a vazéo da fase mével a 0.300 mL min™.

Para realizar as determinagbes quantitativas UHPLC-MS/MS foi utilizada a

padronizacéo interna, empregando os padrdes levodopa d3 e L-a-metildopa.

3.4. Amostras de plasma

As amostras de plasma branco (isenta dos farmacos), com sorologia negativa para
hepatite B e C, HIV, chagas, HTLV I/ll, TGP e sifilis, foram cedidas pelo Hemocentro do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (HCFMRP - USP). Estas
amostras foram enriquecidas com os analitos para a otimizacdo das variaveis DPX e validagdo

analitica.

3.5. Preparo da amostra
3.5.1. Etapa prévia de Precipitacdo de Proteinas (PP)

A PP foi realizada em eppendorf® contendo 250 pL de plasma branco enriquecidos com
os padrdes internos e os padrdes analiticos a concentragdo plasmatica final de 500 ng mL™, e
250 pL de uma solugdo de HsPO4 4% - agente precipitante. A mistura foi submetida a agitacéo
em vortex durante 1 minuto e centrifugada a 14000 rpm, em temperatura de 5 °C e durante 20

minutos. Foram coletados 400 pL. de sobrenadante, que foi submetido ao protocolo DPX.

3.5.2. Otimizacio dos parametros DPX

Para a realizacdo da extracédo, ponteiras DPX de 1 mL foram recheadas com 60 mg da
fase bifuncional Oasis MCX. Inicialmente a fase MCX foi condicionada com 200 pL de
metanol, seguido de 200 pL de uma solucdo de acido fosférico 4% (v/v). 400 uL do
sobrenadante coletado na etapa de precipitagdo de proteinas foram aspirados para o interior da
ponteira e em seguida aspirou-se ar durante 60 segundos para a promogédo do equilibrio de

Sorgéo entre a amostra e a fase extratora. A etapa de limpeza foi realizada com dois ciclos de
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300 pL da solugdo de HaPO4 4%, seguido de 1 ciclo de 150 uL. de uma mistura agua/acetonitrila
(90:10 v/v). A dessorcdo dos analitos foi realizada com 150 pl. de uma mistura
acetonitrila:dgua:hidroxido de amdnio 28% (75:15:10 v/v/v). O eluato obtido foi diluido em
fase movel contendo 0,5% de &cido formico numa proporcdo 1:1 (v/v) e entdo, analisado
conforme as condic¢es cromatograficas otimizadas.

Para alcangar a condigdo de extracdo otimizada foram avaliados 0s seguintes parametros
DPX: a) natureza do solvente de extragdo: acido formico 4% (pH = 1,42) e acido fosforico 4%
(pH = 1,88); b) volumes de amostra de 200 e 250 pL; c) solucdes de dessorcdo: acetonitrila
(ACN); ACN/H20/NH4OH (75:15:10 v/viv) e ACN/H20/NH4OH (80:15:05 v/v/v) e d) tempo
de sor¢éo dos analitos: 30 e 60s.

Para reduzir a degradacdo dos analitos as amostras foram manuseadas sob baixa

exposicdo a luz.

3.6.  Validacao Analitica do método DPX/UHPLC-MS/MS

A validacdo do método DPX/UHPLC-MS/MS foi realizada conforme procedimentos e
normas regulamentadas pela ANVISA (2017)%. Os parametros de validacio analitica
linearidade, precisdo, exatiddo, efeito residual e efeito da matriz foram avaliados em amostras
de plasma branco enriquecidas com os padrdes internos e com o0s analitos em diferentes

concentragoes.

3.6.1. Preparo das amostras de controle de qualidade e curva analitica

Aliquotas de 250 pL de plasma branco foram transferidas para tubos Eppendorf® de 2
mL. Em seguida foram adicionados 50 pL da solugédo dos padrdes internos e 50 pL da solucéo
de trabalho contendo todos os analitos em estudo. As amostras foram entdo processadas
conforme etapas PP e DPX otimizadas, e injetadas no sistema cromatogréafico.

As curvas analiticas foram preparadas nas faixas de concentragdo de 50 - 600 ng mL™*
para levodopa e para a dopamina, 20 - 600 ng mL* para a carbidopa e 20 - 500 ng mL™ para a
3-0-metildopa e com concentragdo fixa de 500 ng mL™ para os Pls.

As faixas de concentragfes plasmaéticas usadas na construcdo das curvas analiticas
foram definidas com base nos valores normalmente determinados nos plasmas de pacientes com
a Doenca de Parkinson. As amostras CQ de concentracdo baixa, média e alta foram definidas

de acordo com os valores de limite inferior e superior de quantificacéo.
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3.6.2. Linearidade

Para a avaliar a linearidade do método as curvas analiticas foram construidas e avaliadas
em triplicata, plotando-se a razdo entre os valores de &rea do analito e do padréo interno (&rea
do analito/area do PI) em funcdo da concentracdo nominal dos analitos.

Para cada composto, a curva de calibracao foi utilizada para confirmar a relacéo linear
entre os valores plotados nos eixos x e y. A equacéo linear e os coeficientes de correlacdo (r) e
de determinaco (r?) foram determinados por meio da regresséo linear. Assim, a linearidade do
método foi considerada adequada quando os valores de r e r? obtidos a partir das curvas
admitidas foram maiores ou iguais a 0,99.

Para verificar a adequagdo das curvas obtidas as determinacBGes quantitativas foi
calculado o valor do coeficiente de variacdo (CV) para cada calibrador. Assim, as curvas foram
aprovadas/aceitas quando os valores de CV (Equacdo 1) foram menores ou igual a 20% da
concentracdo nominal do limite inferior de quantificacdo (LIQ) e menor que 15% para 0s
demais calibradores.

O teste de falta de ajuste (Lack-of-fit) com nivel de significancia de 5% foi também
realizado para verificar o ajuste do modelo matematico utilizado (linear). O método foi

considerado aplicavel e bem ajustado quando o valor de p calculado foi maior que 0,05 (5%)°%°.

3.6.3. Precisio e exatiddo

A precisdo e exatiddo intraensaio (ensaios realizados em um mesmo dia) e interensaio
(ensaios realizados em dias consecutivos) foram avaliadas em quintuplicata (n = 5), a partir das
analises das amostras de plasma enriquecidas com os Pls e com analitos nas concentracées
correspondentes ao limite inferior de quantificagdo (LIQ); controle de qualidade baixo (CQB);
controle de qualidade médio (CQM); controle de qualidade alto (CQA) e limite superior de
quantificacdo (LSQ) definidos para cada composto.

A precisao foi determinada a partir do célculo do Coeficiente de Variagédo (CV, Equacéo
1) e a exatid@o por meio do calculo do Erro Padrdo Relativo (EPR, Equacdo 2). O método foi
considerado preciso e exato quando os valores de CV e ERP foram menores ou iguais a 20%

para o L1Q e menores que 15% para o LSQ e os controles de qualidade (CQs).

CV =

( Desvio padrio ) «100% Equagéo 1

Concentragdo média experimental
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Conc.média experimental — valor nominal

EPR = ( ) * 100% Equacéo 2

Valor nominal

3.6.4. Efeito Residual

Para avaliar o feito residual trés injecbes de uma mesma amostra de plasma branco,
isenta dos padrdes analiticos e dos Pls, foram realizadas, sendo uma antes e duas logo apés a
injecdo de uma amostra processada do LSQ. As respostas analiticas obtidas foram comparadas
com aquelas obtidas de amostras processadas do LIQ.

A analise do efeito residual realizada a partir do método desenvolvido esteve de acordo
com as normas estabelecidas pela ANVISA (2017) quando, nas amostras de plasma branco, o0s
valores de areas de picos interferentes no tempo de retencdo do analito foram inferiores a 20%
do valor de area do analito nas amostras processadas do L1Q e a 5% da area apresentada pelo
PI.

3.6.5. Efeito da matriz

O efeito da matriz foi avaliado por meio da comparacédo entre os coeficientes angulares
das curvas de calibragdo construidas em solucdo aquosa (na auséncia da matriz) e em plasma.
Para isso, foram construidas curvas em agua, em triplicata, estabelecidas com os mesmos niveis
de concentracdo empregados nas curvas analiticas construidas em plasma.

O paralelismo das retas foi avaliado por meio de teste estatistico (teste t) com nivel de
significancia de 5%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para desenvolver um método seletivo e sensivel para a determinacdo simultanea de
levodopa, carbidopa, dopamina e 3-0-metildopa, otimizou-se 0s pardmetros espectrométricos
(MS/MS), cromatograficos (LC) e de extracao (DPX).

4.1. Otimizacao das condicoes MS/MS

Dentre as transicbes m/z observadas para cada composto estudado as mais sensiveis e
seletivas foram: m/z 198 — m/z 152 para a levodopa; m/z 227,1 — m/z 181 para a carbidopa;
m/z 154 — m/z 136,9 para a dopamina e m/z 212 — m/z 153 para a 3-0-metildopa, as quais
foram utilizadas para realizacdo das andlises quantitativas. As demais condicdes MS/MS
otimizadas s&o as apresentadas na Tabela 1 (se¢do 3.3.1).

Na ionizacdo por ESI em modo positivo, a carga positiva pode ser encontrada em
qualquer um dos heterodtomos presentes na estrutura do o analito’™, levando a diferentes
possibilidades de fragmentacdo. As fragmentacbes e as provaveis estruturas dos ions
envolvidos nas transicdes m/z monitoradas para os analitos estdo representadas na Figura 5.

Os ions precursores para cada analito foram seus respectivos ions moleculares
protonados [M + H]". Os ions de quantificacdo da levodopa e da carbidopa foram formados a
partir da perda neutra de 46 unidades de massa, sofrida pelos seus ions moleculares. Primeiro,
houve a liberagdo de uma molécula de dgua (H20, 18 u) formando um ion intermediario (acilio)
e depois a liberacdo de uma molécula de monéxido de carbono (CO, 28 u) formando o ion
estavel (iminio)’®. O ion molecular da dopamina sofreu uma perda neutra de 17 unidades de
massas correspondentes a liberacio de uma molécula de aménia (NH3)™. A formagéo do ion
de quantificacédo da 3-0-metildopa ocorreu com perda de massa de 59 unidades, correspondente
a liberacdo de uma molécula de diéxido de carbono (CO-, 44 u) e de radical metila (.CHs, 15

u)’.
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Figura 5. Representacdo das fragmentacdes e das estruturas das espécies quimicas envolvidas nas transicdes m/z
monitoradas para cada um dos analitos estudados.
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4.2. Otimizacio das condicdes cromatograficas
4.2.1. Selecio da fase estacionaria/coluna cromatografica

A selecdo da fase estacionaria/coluna foi a primeira condi¢do avaliada para otimizacao
das condicGes cromatograficas. Dentre as colunas cromatogréaficas analisadas, as colunas 1 e 2
(HILIC) apresentaram as melhores separacGes cromatograficas e maiores tempo de retencao.
As colunas 3 e 4 (fase reversa) apresentaram baixa seletividade para os analitos, demonstrada
pela baixa retencéo desses compostos e pelos picos pouco resolvidos (Figura 6).

Além disso, uma maior detectabilidade analitica foi observada no modo HILIC, sendo
esta, entdo, a modalidade escolhida para realizar as analises. Entre as colunas HILIC, a Gold
HILIC resultou em baixa retencdo para a dopamina. J& a coluna BEH AMIDA apresentou
seletividade para todos os analitos, sendo, inicialmente, a coluna selecionada para as analises

no presente trabalho.
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Figura 6. Cromatogramas dos analitos obtidos a partir das diferentes colunas cromatograficas avaliadas: a) no

modo HILIC e b) no modo reverso

QTLA:/

Carbidopa

a)
Thermo Scientific Gold HILIC

TR TR 1y o

3-o-metildopa

b e o =5 TS a5 =5G i FIS =5

Levodopa

i Ty Ty Py 5 i TS 5D

Dopamina

Fase mobvel: 4&gua contendo 0,2% de é&cido
férmico/acetonitrila (20:80 v/v).

b) T™S
/
KINETEX C18
T™MS
e Carbidopa
" oo7E
3-o-metildopa
Levodopa
Dopamina

Fase mobvel: &gua contendo 0,1% de &cido
férmico/acetonitrila (70:30 v/v).

Fonte: autor

O\ o)
ACQUITY BEH AMIDA &073

0 NH,
3.03

Carbidopa

252
3-o-metildopa

3.54

Levodopa

2.50
Dopamina

Fase mobvel: &gua contendo 0,1% de &cido
férmico/acetonitrila (20:80 v/v).

0
O, I
SUPELCO RP AMIDE OSI \SN” (CH2)1,CH;

1.23

Carbidopa
.,‘-I s 290 35 4do S50 60 780 b0 (1) T
fL 3-o-metildopa

Levodopa
;..1 7 ) i

Dopamina

Fase movel: agua contendo 0,1% de 4cido
foérmico/acetonitrila (60:40 v/v).



46

Como mostrado na Figura 6, em relagdo as separagdes no modo reverso, a baixa retencao
foi muito evidente com o emprego da coluna Kinetex C18. Esta coluna apresenta uma FE cuja
funcionalidade possibilita um mecanismo de separacdo que se baseia, majoritariamente, em
interacdes hidrofdbicas; revelando, portanto, a seletividade reduzida desta FE para moléculas
de média a alta polaridade, tais quais sdo os analitos em estudo*?°272, Na Kinetex C18, os picos
dos analitos estiveram préximos ao volume morto (0,58 min). Sendo assim, para uma retencao
mais adequada dos compostos nesse tipo de coluna, o uso de reagente de par i6nico ou
procedimento de derivatizacdo para diminuir a polaridade das moléculas faz-se necessario.

Em contrapartida, por possuir um grupo amida (polar) embutido, a fase RP-Amida
possibilitou maiores interacfes com os analitos, em relacdo a Kinetex C18. Comparada as fases
C18 cléssicas, a fase RP-Amida apresenta maior seletividade para composto polares, em
especial aos que atuam estabelecendo ligagdes de hidrogénio®*’3, configurando-se numa FE
alternativa de fase reversa para a referida classe de compostos®2. No entanto, a resolugio dos
analitos junto a esta fase foi menor comparada as fases HILIC.

O cromatograma obtido com a coluna BEH Amida demonstra a boa seletividade desta
FE para determinar os analitos de maneira simultanea.

De acordo com o guia técnico de separacdes HILIC® as fases estacionarias de silica
com grupos amidas quimicamente ligados configuram-se como a terceira op¢do mais aplicada
em HILIC. Isto por apresentar boa seletividade para uma variedade de analitos hidrofilicos,
resultando em analises com adequadas retencdo e separacdo para essa classe de
compostos®2°557,

Sabe-se que a fase movel pode interferir na seletividade do método cromatografico,
sendo o pH altamente influente nas analises de compostos i6nicos/ionizaveis?’. Desse modo,
dois fatores importantes a serem considerados na separacdo cromatografica dessa classe de
compostos sdo a influéncia do pH da fase mdvel em suas ionizacdes e na ionizacdo de
determinadas fases estacionarias, o que afeta diretamente a sor¢éo dos analitos*?°0:5257.74.

Os analitos estudados apresentam grupamentos fortemente acidos e basicos. Nas
condicBes das fases moveis utilizadas (pH ~ 3), esses compostos estiveram em suas formas
basicas ionizadas e zwitterionica (Figura 7). Considerando o valor de pKa dos analitos, por
exemplo: levodopa pKa (fortemente acido) = 1,65 e pKa (fortemente basico) = 9,06, a maior

quantidade das espécies presentes estavam com ambos 0s grupamentos na forma ionizada.
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Figura 7. Estruturas dos analitos no pH da fase mével (pH ~ 3)
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As colunas HILIC com grupo amida, como a coluna BEH amida apresentam-se neutras
em ampla faixa de pH de fases moveis, sendo assim, pouco afetadas por essas fases e, por
consequéncia, exercem baixa ou nenhuma atividade de troca i6nica (as interacdes eletrostaticas
atrativas ou repulsivas sdo pouco observadas junto a essas fases)®’.

Em um estudo realizado por Fountain et al (2010)°!, por exemplo, foram avaliadas
diferentes fases estacionarias HILIC, por LC-MS/MS, na separacdo de diferentes moléculas
polares bésicas e acidas, ionizaveis e ndo ionizaveis e, dentre as FEs avaliadas a ACQUITY
BEH Amida - de mesmas especificacdes que a empregada no presente trabalho - apresentou a
maior capacidade de sor¢do, independe do pH da fase movel.

Desse modo, sugere-se que as separacfes junto a coluna BEH amida ocorreram
principalmente pelo mecanismo de particdo hidrofilica e por interacbes por ligacdo de
hidrogénio ou dipolares, pois a fase HILIC com grupo amida apresenta-se neutra na fase movel
utilizada.

Ja a coluna Gold HILIC avaliada no presente estudo foi fortemente afetada pelo pH da
fase mdvel empregada, 0 que repercutiu no mecanismo de separagdo e na sor¢do/retencdo dos
analitos, principalmente da dopamina.

No pH de fase movel utilizada a coluna Gold HILIC apresenta carga positiva,
proveniente da protonago do grupo amina, fornecendo, assim, alta atividade de troca aniénica®’
(Figura 8). Neste sentido, forcas repulsivas sdo observadas entre a FE e 0 grupo com carga
positiva dos analitos. O efeito de repulsdo eletrostatica foi verificado pela baixa sorcéo
apresentada pela dopamina. Isto porque esse composto fornece em sua estrutura apenas um

grupo ionizavel, grupo amina, o qual apresenta carga também positiva na condicdo de analise.
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Para a levodopa, carbidopa e a 3-o-metildopa o efeito de repulsdo ndo foi pronunciado, como
pode ser observado pela boa sor¢do dessas substancias junto a coluna, ja que em suas formas

zwitteribnicas ha uma estabilizacdo das cargas.

Figura 8. Representacdo estrutural da fase Gold HILIC na forma ndo ionizada e na forma ionizada (protonada)
O : O |
pH~
\ / PR f\ll +/
H

Fonte: autor

Diante disso, é importante ressaltar que interacdes eletrostaticas podem ser exploradas
no modo HILIC com o emprego de FEs com propriedade de troca i6nica e em que 0s analitos
sejam ionizaveis, agregando vantagens a separacdo cromatografica (embora a particdo
apresente-se como mecanismo de sorcao predominante na HILIC, as interacOes eletrostaticas
podem atuar promovendo um mecanismo de sor¢do bimodal)®®®’. Posto isto, devido a
propriedade de troca anidnica observada na coluna Gold HILIC, esta seria mais adequada na
retencdo e separacdo de compostos acidos, neutros hidrofilicos®’, ou zwitteriénicos, como
observado.

Embora a coluna BEH Amida tenha apresentado maior afinidade para os analitos
estudados em comparacgdo as demais colunas avaliadas, tal coluna ndo pode ser empregada nas
determinagcfes quantitativas desses compostos em plasma. Isso porque, mesmo tendo
apresentado uma separacdo aceitavel e um bom tempo de retencdo nas analises feitas em
solugdes padrdes, ao analisar amostras de plasma branco enriquecida com analitos houve uma
diminuicdo pronunciada do sinal analitico (na detectabilidade), devido ao efeito de supressédo
ibnica observado na zona correspondente aos tempos de retencdo dos analitos. Diferentes testes
foram, entdo, realizados visando separar os interferentes dos compostos de interesse,
deslocando-os da zona de supressdo para minimizar o efeito matriz. Entretanto, ndo foi obtido
éxito.

Além disso, as respostas analiticas geradas a partir das analises conduzidas junto a BEH
Amida na etapa de validacdo ndo apresentaram boa repetibilidade. A coluna Gold HILIC foi
entdo selecionada e avaliada, obtendo-se resultados satisfatorios (precisos e exatos) quando
realizados os experimentos de validacdo.

Nesta primeira etapa de selegdo das colunas, também foi avaliado a intensidade dos

sinais analiticos. A maior detectabilidade observada no modo HILIC ocorreu devido a maior
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compatibilidade das fases moveis tipicas dessa modalidade em sistemas LC-ESI-MS. Nesse
sistema, 0 maior conteldo organico (mais volatil) dessas fases favorece o processo de
dessolvatacédo/ionizacdo. De modo inverso, por requerer fases mdveis com maior teor aquoso,
a cromatografia em fase reversa apresenta dessolvatacdo desfavorecida e, em consequéncia,

menor detectabilidade; sendo, portanto, a HILIC mais vantajosa nesse aspecto®*®’.

4.2.2. Avaliacio das fases méveis para cada coluna analisada

Para fins de comparacdo e selecdo da fase estacionaria, diferentes condi¢des de fases
moveis foram avaliadas com vista a obtengdo da melhor resposta cromatogréfica junto a cada
uma das colunas analisadas. Dentre as fases moveis avaliadas, a melhor condicdo
cromatografica obtida para cada uma das colunas foi a apresentada na Figura 6, representada
anteriormente. Essas fases geraram curto tempo de analise, cromatogramas com picos definidos
e com boa intensidade do sinal analitico.

A coluna empregada nas determinagdes quantitativas foi a Gold HILIC, assim, serd dado
énfase apenas aos resultados experimentais obtidos a partir dela.

Apesar da fase movel definida junto a coluna Gold HILIC (Figura 6) ter apresentado
bons resultados com as inje¢des dos padrdes analiticos, as analises em amostras de plasma e
validacdo analitica do método foram realizadas com a seguinte fase moével: dgua contendo 0,2%
de acido férmico (solvente A), acetonitrila contendo 0,2% de acido formico (solvente B) e
metanol contendo 0,2% de acido formico (solvente C) na proporcao 25:75:05 v/v/v. Embora a
utilizacdo desta fase tenha apresentado reducdo dos tempos de retencdo dos analitos, foi
observada boa separacdo cromatografica, melhora na simetria dos picos e reducédo de ruidos na
linha de base para a levodopa e a carbidopa.

A natureza do aditivo acido empregado, bem como a porcentagem desse aditivo avaliada
em fase movel, teve por base as descri¢gdes dos trabalhos levantados na literatura (Quadro 1,
secdo 1.2.). Neste sentido, o acido formico foi avaliado nos solventes A, B e C em
concentragfes 0,1 e 0,2%. No presente trabalho a FM testada com 0,2% do aditivo acido
foérmico nos trés solventes culminou em uma melhor ionizagao dos analitos (maior intensidade
de sinal) comparado as fases sem aditivo e com o aditivo a 0,1%.

A adicéo de metanol (solvente C) na fase movel- na proporcéo de 25:75:05 (v/v/v) dos

solventes A:B:C - melhorou o formato dos picos dos analitos.
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4.2.3. Avaliacdo do modo de eluicido

A avaliagdo do modo de eluicéo foi realizada de maneira concomitante as fases moveis.
Nessas analises foram observados resultados que variaram de adequada separacéo, para elui¢do
por gradiente, mas com sinais pouco intensos e/ou com picos ndo simétricos a coeluicdo de
alguns analitos (baixa resolucdo cromatografica) em modo isocratico. Esses resultados
apontam a importancia e efeito da composi¢do/proporcdo dos solventes da fase mével na
seletividade do método e na ionizac&o dos analitos em estudo.

Dentre os modos de eluicdo avaliados com fase movel composta por
agua:acetonitrila:metanol (25:75:05 v/v/v) com acido férmico a 0,2% nos trés solventes, uUma
melhor performance cromatografica foi obtida no modo isocrético. Cada corrida cromatografica

foi concluida em 5 minutos, incluindo o tempo de equilibrio da fase mdvel na coluna.

4.2.4. Volume de Injecao

Dentre os volumes de inje¢do avaliados, o volume de 5 pL foi o selecionado para
realizar os estudos, pois resultou em picos mais estreitos e simétricos e em respostas analiticas
mais precisas.

Com a injecdo das amostras de plasmas tratadas foi possivel observar distor¢ées no
formato do pico dos analitos, o que pode estar associado a diferenca entre a composicdo da
amostra processada por DPX e a fase movel. No entanto, comparando 0s cromatogramas
resultantes da injecdo de 5 e 10 pL, foi possivel observar uma minimizacdo das distor¢des e da
assimetria nos picos dos analitos quando injetados apenas 5 pL.

Além disso, uma maior repetibilidade nos valores de area foi obtida com o menor
volume de injecdo. Assim, embora o volume de injecdo de 10 pL tenha resultado em maiores
valores de area, o volume de 5 uL foi o selecionado para realizar os estudos, uma vez que,
alinhado aos fatores ja citados, resultou em valores de area satisfatorios para a quantificacao
dos analitos.

A existéncia de picos mais estreitos, com menor dispersdo da amostra, reflete uma maior
eficiéncia cromatografica?’. Assim, podemos também afirmar, a partir dos resultados obtidos,
gue as analises realizadas com o volume de 5 puL promoveram uma melhor eficiéncia de
separacao.

No aspecto considerado, os dados experimentais estiverem coerentes com a literatura:
de acordo com Collins et al (2006)?’, 0 volume de injecdo de amostra influencia a eficiéncia de

uma coluna; de modo tal que volumes menores - representando uma porcentagem menor da
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capacidade total do volume da coluna cromatografica empregada - favorecem a eficiéncia de
separacdo. Em estudo realizado por Ruta et al (2010)”® com colunas HILIC, foi demonstrado
que quando injetado volumes de amostras mais baixos houve a manutencdo da eficiéncia
cromatografica, enquanto que o aumento do volume acarretou em perdas significativas de

eficiéncia.
4.3. Preparo da amostra

4.3.1. Etapa prévia de Precipitacio de Proteinas (PP)

As analises realizadas ao longo do desenvolvimento do presente projeto mostraram um
pronunciado efeito da matriz plasmatica sobre os sinais dos analitos. Deste modo, para obtencédo
de melhor clean up das amostras de plasma (remocéo de proteinas e fosfolipideos) e reducgéo
do efeito de supressdo dos ions dos analitos, ocasionado pelos endégenos interferentes, uma
etapa prévia de precipitacao de proteinas foi realizada.

Segundo Kole et al (2011)?8 a combinagéo de técnicas analiticas, como a PP e SPE, tem
sido empregada aumentando a robustez do método e a performance analitica. VVale lembrar que
a DPX é uma técnica de extracdo que ocorre em fase sélida dispersiva, enquadrando-se,

portanto, nos méritos descritos.

4.3.2. Otimizacio dos parametros DPX

A otimizacdo das condicOes de extracdo foi realizada de modo univariado - avaliando-
se um parametro por vez enquanto se fixa os demais parametros - visando a obtencdo de uma
maior eficiéncia de extragdo dos analitos. Para a otimizacdo dos parametros DPX (natureza/pH
da solucdo de extracdo, tempo de sorcdo dos analitos, volumes de amostra e solucdo de
dessorcao) foram realizadas analises em triplicata. A selecdo da fase MCX (Figura 9) como
fase sorvente aplicada a extracdo dos analitos estudados teve por base o conhecimento das

estruturas e das propriedades acido-basicas dos analitos (Figura 2, secdo 1.2.).
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Figura 9. Estrutura quimica da fase sorvente Oasis® MCX (Mixed-Mode Cation-eXchange and reversed-phase
sorbent, Waters)

Fonte: Waters Corporation (2010)"

4.3.2.1. Natureza/pH da solugdo de sor¢do

Em razéo da presenga dos grupos sulfonicos (SOs3’), a fase MCX comporta-se como
forte trocadora de cétions, sendo, portanto, seletiva aos analitos quando estes estdo em suas
formas bésicas ionizadas (carregados positivamente)?”’®"", Para ionizacdo dos grupos basicos
dos compostos estudados € necessario o controle e a manutencao de um meio com pH acido e
que favoreca a interacdo analito-fase sorvente pelo mecanismo de troca catidnica?’. Neste
sentido, a eficiéncia da sor¢cdo dos analitos foi avaliada em solugéo de acido formico 4% (pH =
1,88) e em acido fosforico 4% (pH = 1,42), Figura 10.

Figura 10. Avaliacdo das solugdes de &cido férmico 4% e &cido fosférico 4% na sor¢do de carbidopa, 3-0-
metildopa, levodopa, dopamina junto fase Oasis® MCX.
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Fonte: autor. *(concentrac¢do dos analitos 500ng/mL)

O aumento das areas dos picos cromatograficos observado para todos os analitos com o
emprego de HsPO4 4% demonstra uma melhor eficiéncia dessa solugdo na ionizagao dos grupos

bésicos dos analitos e, consequentemente, uma maior interacao destes com os grupos sulfonicos
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da fase sorvente.

Em geral, um meio que apresente pH com pelo menos duas unidades abaixo do valor de
pKa de analitos basicos é necessario para que haja a retencdo desses compostos junto a uma
fase de troca cati6nica forte, como a MCX’’. Devido & natureza anfotérica dos analitos, com
excecdo da dopamina, o pH do meio foi avaliado em valores muito abaixo do pKa bésico de
cada composto, favorecendo, assim, suas formas positivamente carregadas. Portanto,
teoricamente, em ambas as solucdes acidas avaliadas, os analitos estariam ionizados e
favoreceriam o mecanismo de troca catidnica.

Entretanto, foi observado experimentalmente, que, embora as solugbes avaliadas
tenham apresentado valores de pH proximos (HzPO4: 1,42 e HCOOH: 1,88) os valores de area
obtidos com a solucdo de acido fosforico foram maiores, demostrando que mesmo uma variacdo
pequena no valor de pH do meio pode ter interferido de maneira significativa na ionizagéo e
consequente sorcdo dos analitos com a fase MCX, com exce¢do da dopamina em que a variagéo

de érea foi menos expressiva.

4.3.2.2. Volume de amostra

Tendo definido a solucdo a ser empregada no processo de sor¢ao dos analitos, avaliou-
se, por meio da DPX, volumes de 200 e 250 ulL de amostra de plasma branco enriquecido com
os analitos (Figura 11) visando a obtencdo de melhores respostas analiticas.

Figura 11. Valores médios de areas dos analitos obtidos a partir da avaliagdo dos volumes de 200 e 250 pL de
plasma na microextragdo em ponteira com a fase Oasis® MCX

m 200l

9000 250 uL

u o N
o O o o
o O O o
o O o o

Area do pico cromatografico
o
o
o
o

=N W
o O o
o O O
o O O

Carbidopa 3-OMD Levodopa Dopamina

o

Volume de plasma

Fonte: autor.
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As analises realizadas com o volume de 250 uL resultaram em maiores valores de areas
para todos os analitos e menores desvios para a carbidopa, 3-0-metildopa e levodopa. Assim,

este volume foi selecionado para aplicacdo na DPX na etapa de otimizagdo seguinte.

4.3.2.3. Solucdo de dessorcio

A otimizacdo desse pardmetro visou a obtencdo de adequada dessor¢do dos analitos.
Foram avaliadas as seguintes solugcdes na dessorcdo dos analitos: ACN; ACN:H2O:NHsOH
(75:15:10 v/viv) e ACN:H20:NH4OH (80:15:05 v/v/v).

O emprego da acetonitrila resultou em baixa dessor¢do dos analitos, ndo sendo possivel,
assim, quantifica-los com precisdo. Ja& as dessorc¢des realizadas com solugdes basificadas com

hidroxido de amonio resultaram em respostas analiticas quantificaveis (Figura 12).

Figura 12. Avaliacdo do percentual de hidréxido de am6nio na solucéo de dessorcédo
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O emprego de solucdo basica visou a minimizagdo da interacdo dos analitos com o grupo
sulfonico (carregado negativamente) da fase sorvente pela predominancia dos analitos em sua
forma &cida (negativamente carregada) alcancada a partir do aumento do pH do meio e também
pela maior afinidade dos ions amdnio (NH4") provenientes da solucdo de dessor¢ao pela fase
MCX?'. A solugdo de maior percentual de hidroxido de aménio (composicdo dessorvente
ACN:H20O:NH4OH (75:15:10 v/v/v)) resultou em maiores areas para todos os analitos,
mostrando a influéncia do teor da base na diminuicdo da afinidade dos analitos pela fase
trocadora. Essa mistura dessorveu satisfatoriamente os analitos e foi selecionada como solugéo
de dessorcao para a realizacdo da DPX com a fase MCX.

O volume de dessorc¢do de 150 pL foi 0 minimo empregado para garantir uma mistura
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dindmica entre a fase sorvente e a solugdo no interior da ponteira e concentrar os analitos.

4.3.2.4. Tempo de sor¢io dos analitos

Tendo otimizado a natureza/pH da solucdo de sorcdo, volume de amostra e o solvente
de dessorcdo buscou-se avaliar o tempo de sorcdo dos analitos junto a fase MCX. Na
microextracdo dispersiva em ponteira o tempo de equilibrio de sor¢do dos analitos ocorre de
maneira rapida, em aproximadamente 30 segundos®®, devido a mistura completa entre analito e
fase sorvente promovida pela aspiracdo de ar. Desse modo, os tempos de sor¢do de 30 e 60
segundos foram também avaliados visando uma melhor eficiéncia de extracdo alcancada em

menor intervalo de tempo (Figura 13).

Figura 13. Avaliagédo do tempo de sor¢do dos analitos junto a fase MCX por microextracéo dispersiva em
ponteira
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Fonte: autor.

Conforme os resultados ilustrados na Figura 13, as respostas analiticas alcangadas com
tempo de sorcdo de 60 segundos foram maiores para todos os analitos comparadas as
observadas no tempo de 30 segundos. Deste modo, o tempo de 60 segundos na sor¢do dos
analitos foi definido para a realizacdo das extracGes nos experimentos subsequentes. Intervalos
de tempo superiores a 60 segundos ndo foram avaliados, para ndo deixar o procedimento de
extracdo moroso.

A maior eficiéncia de extracdo dos analitos em 60 segundos se deve ao estabelecimento
de um numero maior de interagdes (maior tempo de contato) entre os analitos e os sitios ativos
disponiveis da fase sorvente, por meio do equilibrio dindmico atingido entre a fase sorvente e

os analitos.
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4.3.2.5. Solventes de limpeza

Os solventes de limpeza utilizados para remover os compostos enddgenos adsorvidos
durante a extracdo foram os sugeridos em protocolo estabelecido pelo fabricante da fase MCX.

A etapa de limpeza empregando solvente fraco - solucdo de HsPO4 4% - e depois um
solvente mais forte H20:ACN (90:10 v/v) possibilitou a limpeza da fase sorvente sem que
houvesse perdas significativas dos analitos. O emprego de dois ciclos de 300 uL de solvente
acido na etapa de limpeza foi necessario para que houvesse a eliminacao de proteinas da fase
sorvente (o volume e a quantidade de ciclos nesta etapa foram definidos a partir da observacgéo
visual da eliminagdo de toda “espuma” formada no interior da ponteira em decorréncia das
proteinas presente nas amostras). Ja o volume de 150 pL do solvente mais forte foi 0 minimo
empregado para garantir uma mistura dindmica no interior da ponteira, sendo suficiente na
limpeza, sem dessorver os analitos.

Durante a otimizagdo dos parametros DPX, etapas de evapora¢do e reconstituicdo do
eluato foram realizadas com vista a obtencdo de um extrato de composi¢do semelhante a fase
movel. No entanto, as analises resultantes de tais procedimentos geraram perdas consideraveis
nos sinais dos analitos, ndo sendo possivel observar resposta analitica para a carbidopa. Com a
injecdo direta do eluato no sistema cromatografico, os picos dos analitos apresentaram-se
divididos e distorcidos. Houve também queda da intensidade do sinal analitico dos analitos.
Dessa forma, alguns testes foram realizados diluindo o eluato em fase moével e em fase mével
acidificada com diferentes concentracbes de acido formico, visando a neutralizacdo da base
adicionada na etapa de dessorcdo DPX. Uma melhor resposta analitica e melhora no formato
dos picos dos analitos foi obtida quando o eluato foi diluido em fase mdvel contendo 0,5% de
acido formico na proporcdo 1:1. Essa condicdo foi entdo incrementada a etapa final do
procedimento DPX otimizado.

Vale ressaltar que as diferentes porcentagens de acido férmico no extrato final DPX
foram avaliadas qualitativamente. Dos testes realizados para concentragdes superiores a 0,5%
de &cido férmico no eluato houve separacao de fases. Devido a isso, ficou estabelecida a solucéo
0,5% de acido formico em fase movel para diluigdo do extrato final.

As implicagdes da composicdo do extrato injetado diretamente no sistema
cromatografico (sem a devida diluicdo) na resposta analitica pode estar associada & possivel
mudanca na ionizagdo dos analitos provocadas por um extrato de composi¢cdo mais basica,
interferindo, assim, no sinal MS/MS dos analitos por ESI em modo positivo (conforme se

aumenta o pH do meio, uma dada concentragdo de moléculas dos analitos tende a se apresentar
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na forma carregada negativamente). Tais implicagbes puderam ser minimizadas com a etapa
procedimental de dilui¢cdo otimizada e adicionada.
As condicGes DPX foram otimizadas e a fase Oasis MCX demostrou boa eficiéncia para

concentrar os analitos.

4.4, Validacao Analitica do método DPX/UHPLC-MS/MS

Sendo otimizados os parametros espectrométricos, cromatograficos e de extragdo, o
método DPX/UHPLC-MS/MS foi validado para determinacdo simultanea de levodopa,
carbidopa e 3-o-metildopa em amostras de plasma. A dopamina ndo foi quantificada por néo
apresentar preciséo de acordo com as normas da ANVISA (2017).

4.41. Linearidade

O método DPX/UHPLC-MS/MS desenvolvido apresentou resposta linear nos intervalos
de concentragéo de 50 a 600 ng mL™* para a levodopa, de 20 a 600 ng mL™* para a carbidopa e
de 20 a 500 ng mL™* para a 3-o-metildopa. Os valores de coeficientes de determinacéo () e de
correlacdo (r) obtidos a partir das curvas analiticas geradas foram adequados (> 0,99), indicando
boa linearidade nas faixas avaliadas para cada composto. O limite inferior de quantificacao foi
definido como a menor concentracdo determinada quantitativamente com precisao e exatidao
aceitaveis, sendo os valores obtidos satisfatérios, levando em consideracdo os valores de
concentracdo plasmatica relatadas na literatura®2®,

O teste estatistico aplicado aos pontos da curva de calibragdo para avaliar o modelo
linear demonstrou que a nivel de significancia de 0,05 ndo houve evidéncia significativa de
falta de ajuste. Desta forma o modelo matematico (linear) obtido para cada curva pode ser
adequadamente usado para quantificacdo’.

Os parametros de linearidade do método desenvolvido estdo ilustrados na Tabela 2 e as
curvas analiticas médias utilizadas para quantificacdo de cada analito estdo representadas na
Figura 14.

Tabela 2. Pardmetros de linearidade dos analitos em estudo no método DPX/LC-MS/MS

Analito Intervalo  Equacdo de regressao r r LIQ LOF Padréo
linear (ngmL?t)  (valor p) Interno
(ngmL)
Levodopa 50-600 y =0,0064x + 0,0202  0,9989 0,9979 50 0,3593  Levodopa d3
Carbidopa 20-600 y =0,0023x + 0,0002 0,9998 0,9997 20 0,9985 L-a-
metildopa
3-OMD 20-500 y =0,0010x - 0,0033  0,9983 0,9966 20 0,9093 L-a-
metildopa

LOF: Lack of Fit (nivel de 5%); 3-OMD: 3-0-metildopa
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Figura 14. Curvas analiticas médias para quantificacdo de levodopa, carbidopa e 3-0-metildopa pelo método
DPX/UHPLC-MS/MS
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4.4.2. Precisao e exatidao

A exatiddo e a precisdo do método desenvolvido foram avaliadas nas concentragdes
referentes aos limites inferior e superior de quantificagcéo e aos controles de qualidade baixo,
médio e alto. Os valores de exatiddo e precisdo intra e interensaio obtidos estdo ilustrados na
Tabela 3. O método apresentou-se preciso e exato, com valores de CV e EPR concernentes com
os limites estabelecidos pela ANVISA (2017).
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Tabela 3. Precisdo e exatidao (intra e interensaio) do método DPX/UHPLC-MS/MS na determinacéo de levodopa,

carbidopa, dopamina e 3-0-metildopa em amostras de plasma

Precisao (CV, %)

Exatidao (EPR, %)

Analito Concentr::g:ﬁo
(ng mL") Intraensaio  Interensaio Intraensaio Interensaio
50 (LIQ) 12,4 12,5 -13,6 -9,1
100 (CQB) 14,9 15,0 4,9 -5,2
Levodopa 300 (CQM) 8,5 3,5 -0,3 -5,1
500 (CQA) 1,5 1,3 32 2,4
600 (LSQ) 4.4 6,1 -2,2 -1,7
20 (LIQ) 14,7 16,8 -13,2 15,0 N
50 (CQB) 0,4 4,9 14,5 9,5
Carbidopa 300 (CQM) 2,9 6,2 -15,0 -15,0
500 (CQA) 0,2 15,0 -10,1 6,0
600 (LSQ) 7,1 15,0 -15,2 7,2
20 (LIQ) 14,2 10,8 16,2 10,6
50 (CQB) 7,3 2,6 14,7 15,0
3-OMD 100 (CQM) 10,5 9,5 -6,2 -8,9
300 (CQA) 0,6 0,5 -5,8 -5,6
500 (LSQ) 14,9 3,7 2,1 -12,2

4.4.3. Efeito Residual

As analises realizadas demonstraram que nao houve efeito residual significativo, pois

ndo houve aparecimento de picos interferentes nos tempos de retencdo dos analitos e nem

aumento significativo no sinal desses compostos - os valores de areas dos picos cromatograficos

obtidos com as amostras de plasma branco injetadas antes e apds a injecdo de amostra LSQ

foram inferiores a 20% da resposta analitica obtida para as amostras processadas do LIQ e a

5% para os padrdes internos.

4.4.4. Efeito da matriz

O efeito da matriz foi avaliado pela comparacdo dos coeficientes angulares médios

obtidos a partir das curvas construidas em plasma e em agua. A auséncia do efeito da matriz

pode ser indicada pelo paralelismo das retas. O paralelismo das retas foi demostrado a partir da
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avaliacdo estatistica, utilizando o teste t com nivel de significancia de 5% (p > 0,05) (Tabela 4
e Anexo 1).

Tabela 4.Valores de coeficientes angulares médios das curvas construidas em plasma e em agua e valores p
obtido com teste estatistico t para avaliacdo do paralelismo das retas

Analito Coef. Angular medio Coef. Angular medio Teste t
plasma agua (valor p)

Levodopa 0,0064 0,0066 0,2761
Carbidopa 0,0023 0,0024 0,4505
3-0-metildopa 0,001 0,0008 0,1424

Conforme observado na Tabela 4, os valores p foram maiores que 0,05 demonstrando o
paralelismo das retas obtidas com as curvas em plasma e em agua e apontando assim, para a
auséncia de efeito matriz significativo.

A Figura 15 ilustra o cromatograma obtido com analise de amostra de plasma
enriquecido pelo método DPX/UHPLC-MS/MS desenvolvido e validado no presente estudo.
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Figura 15. Cromatogramas de ions produtos (ions de quantificacdo) da levodopa, carbidopa e 3-0-metildopa em

plasma enriquecido (500 ng mL1)
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45.  Analise de amostras de plasma

Para avaliar a aplicabilidade do método padronizado, cinco amostras de plasma branco
foram enriquecidas com os farmacos estudados e 3-o-metildopa, considerando os valores de
concentracdo plasmatica relatadas para os analitos nos trabalhos levantados (Quadro 1, se¢édo
1.2.). A Tabela 5 mostra os resultados obtidos para as concentra¢@es plasmaticas determinadas.
Os CV das replicatas (n=3) foram inferiores a 14,5% e nenhuma substancia interferente foi

observada no tempo de retencdo dos analitos.

Tabela 5. Concentractes plasmaticas determinadas (n = 3) em amostras de plasma

Amostras Concentragéo determinada (ng mL™?) (CV %)
Levodopa Carbidopa 3-0-metildopa

1 511 (10,4) 179 (5,6) 48 (14,3)

2 248 (2,1) 86 (14,2) 41 (7,9)

3 450 (7,7) 123 (11,2) 52 (13,3)

4 404 (8,6) 129 (3,9) 32 (13,5)

5 395 (4,0) 102 (6,0) 34 (14,5)




CONCLUSAO
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5. CONCLUSAO

A técnica DPX utilizando a fase bifuncional MCX utilizando a fase bifuncional MCX
apresentou seletividade e capacidade de sor¢do adequada para todos os analitos. A otimizacgéo
dos parametros DPX associada a etapa prévia de precipitacdo de proteinas favoreceram a
seletividade e sensibilidade analitica do método e contribuiram para a minimizagédo do efeito
da matriz. O principal mecanismo envolvido na microextragdo ocorreu por troca catidnica e o
emprego de solucdo de dessorcdo com adicéo de solucéo basica favoreceu a elui¢do quantitativa
dos analitos. A diluicdo do extrato obtido da DPX com solucdo acida minimizou a distor¢édo
dos picos dos analitos nos cromatogramas, proveniente da diferenca entre as composi¢cdes do
extrato e da FM.

O método DPX/UHPLC-MS/MS, empregando a coluna Gold HILIC, apresentou curto
tempo de andlise seletividade e sensibilidade analitica adequadas para a determinagédo
simultanea de levodopa, carbidopa e 3-o-metildopa em amostras de plasma. A faixa de
linearidade deste método é condizente com os intervalos terapéuticos dos farmacos em estudo.

Os parametros de validacdo analitica avaliados estdo em conformidade as normas da
ANVISA (2017). O método proposto foi aplicado com éxito na determinacdo de levodopa,
carbidopa e 3-0-metildopa em amostras de plasma.

De acordo com os parametros de validacdo analitica avaliados, 0 método DPX/UHPLC-
MS/MS padronizado é adequado para a determinacdo de levodopa, carbidopa e 3-0-metildopa

em amostras de plasma para fins de monitorizacdo terapéutica.
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Anexo 1. Dados obtidos pelo teste t na avaliacdo do paralelismo das retas resultantes das curvas
construidas em plasma e em &gua. Teste realizado em Software Excel (Microsoft®)

Levodopa
t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances
Plasma Agua
Mean 0,006406501 0,006550413
Variance 9,9093E-08 4,886E-08
Observations 3 3
Pooled Variance 7,39765E-08
Hypothesized Mean Difference 0
df 4
t Stat -0,648032628
P(T<=t) one-tail 0,276141915
t Critical one-tail 2,131846786
P(T<=t) two-tail 0,55228383
t Critical two-tail 2,776445105
Carbidopa
t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances
Plasma Agua
Mean 0,00236371 0,002309822
Variance 4,83995E-09 4,91949E-07
Observations 3 3
Pooled Variance 2,48394E-07
Hypothesized Mean Difference 0
df 4
t Stat 0,132424221
P(T<=t) one-tail 0,450521509
t Critical one-tail 2,131846786
P(T<=t) two-tail 0,901043018
t Critical two-tail 2,776445105
3-0-metildopa
t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances
Plasma Agua

Mean 0,000975088 0,000813036
Variance 4,75254E-08 4,22764E-09
Observations 3 3
Pooled Variance 2,58765E-08
Hypothesized Mean Difference 0
df 4
t Stat 1,233804079
P(T<=t) one-tail 0,142407404
t Critical one-tail 2,131846786
P(T<=t) two-tail 0,284814809

t Critical two-tail 2,776445105




