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RESUMO

O monitoramento dos niveis plasmaticos de levodopa e carbidopa é necessario para
que o ajuste de dose desses farmacos seja realizado de acordo com as
necessidades individuais de cada paciente com doenga de Parkinson. Para isso, &
necessaria uma técnica confiavel, sensivel e precisa. A cromatografia liquida de
interacdo hidrofilica (HILIC) tem se mostrado uma alternativa a cromatografia liquida
de fase reversa para analise de analitos polares, como a levodopa e carbidopa,
proporcionando boa retengao. Assim, um método por HILIC-cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial (HILIC-CLAE-
EM/EM) foi desenvolvido para a determinagao simultdnea da carbidopa, levodopa e
seus metabdlitos (3-O-metildopa e dopamina) em plasma humano. Apds um preparo
simples e rapido da amostra por precipitacdo de proteinas com acetonitrila e
aditivos, uma coluna Atlantis HILIC (150 x 2.1 mm, 3 um, Waters) acoplada a uma
pré-coluna (10 x 2.1 mm, 3 um, Waters) foi utilizada para separagao utilizando
acetonitrila/agua (79:21 v/v) contendo 0,05% de &cido formico e 3 mmol.L” de
formiato de amobnio, condicdo isocratica. Os analitos foram detectados por
Monitoramento de Reag¢des Multiplas (MRM) no modo positivo e fonte de ionizagao
por electrospray (ESI), utilizando a levodopa deuterada como padréo interno. O
método foi validado com sucesso, apresentando resultados adequados para
linearidade (r > 0,99; DPR e EPR < 15%), preciséo e exatiddo (DPR e EPR < 15%),
efeito matriz (DPR < 15%), seletividade e estabilidade. Amostras de pacientes em
tratamento com o medicamento Stalevo™ foram analisadas mostrando que esse
novo método pode ser utilizado no monitoramento terapéutico da levodopa. Esse é o
primeiro método HILIC-CLAE-EM/EM desenvolvido e validado para quantificacao
simultanea de carbidopa, levodopa e seus metabdlitos em plasma humano.

Palavras-chave: HILIC-EM/EM. Levodopa. Carbidopa. Doenga de Parkinson.

Monitoramento de farmacos.



ABSTRACT

The monitoring of levodopa and carbidopa plasmatic levels is necessary to adjust the
dose of these drugs to the individual needs of each Parkinson’s disease patients. For
this purpose, it is necessary a reliable, sensitive and accurate technique. Hydrophilic
interaction liquid chromatography (HILIC) has been shown to be an alternative to
reversed phase for the analysis of these types of polar compounds providing good
retention. Thus, a HILIC-high-performance liquid chromatography coupled with
tandem mass spectrometry (HILIC-HPLC-MS/MS) method was developed for the
simultaneous determination of carbidopa, levodopa and it metabolites (3-O-
methyldopa and dopamine) in human plasma. After a straightforward sample
preparation by protein precipitation in acetonitrila and aditives, an Atlantis HILIC (150
x 2.1 mm, 3 um, Waters) column coupled with an Atlantis HILIC (10 x 2.1 mm, 3 um,
Waters) guard column were used for the separation at an isocratic condition of
acetonitrile/water (79:21 v/v) containing 0.05% formic acid and 3 mmol.L™" ammonium
formate. Analytes were detected in Multiple-reaction Monitoring with positive
ionization mode and electrospray ionization technique, using deuterated levodopa as
internal standard. The method was successfully validated showing adequate results
to linearity (r > 0.99; RSD and RE of < 15%), precision and accuracy (RSD and RE of
< 15%), matrix effect (RSD < 15%), selectivity and stability. Samples from patients
undergoing treatment with Stalevo™ were analyzed, indicating that this new method
is suitable for therapeutic drug monitoring. To our knowledge, this is the first HILIC-
HPLC-MS/MS method reported for the simultaneous analysis of carbidopa, levodopa
and it metabolites in human plasma.

Keywords: HILIC-MS/MS. Levodopa. Carbidopa. Parkinson’s disease. Drug

monitoring.
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1 INTRODUGAO

A doenga de Parkinson (DP) é uma doenga neurodegenerativa, cronica,
progressiva e multifatorial. E uma das afecgbes degenerativas mais frequentes do
sistema nervoso central (SNC), a qual acomete cerca de 1% da populagdo mundial
com mais de 65 anos, sendo que a sua prevaléncia aumenta com a idade
(BENNETT et al., 1996; DIAS; LIMONGI, 2003; WEINTRAUB; COMELLA; HORN,
2008).

Nos ultimos anos surgiram muitos medicamentos para o tratamento dessa
doenca. Entretanto, desde a introdugdo da suplementacédo de dopamina, a levodopa
tem sido considerada padrao ouro no tratamento dos sintomas motores dessa
enfermidade (CLARKE; GUTTMAN, 2002). Ao contrario da dopamina, a levodopa é
capaz de atravessar a barreira hemato-encefalica e ser convertida em dopamina
pela descarboxilagdo primaria nos terminais pré-sinapticos dos neurdnios
dopaminérgicos. Devido a sua extensa metabolizagcdo nos tecidos extracerebrais, a
levodopa é comumente administrada em combinagdo com inibidores enzimaticos
periféricos como carbidopa e benserazida (inibidores da L-aminoacido aromatico
descarboxilase — AADC), e tolcapona e entacapona (inibidores da catecol-O-
metiltransferase — COMT). Dessa forma, aumenta-se a meia-vida plasmatica e a
fragdo do farmaco que chega ao SNC (STANDAERT; YOUNG, 2007; GONCALVES
etal., 2012).

Todavia, com o uso prolongado da levodopa, os pacientes comegam a
apresentar flutuagdes dos sintomas da doenga, ou seja, complicagdes motoras como
o fendbmeno “wearing-off’, caracterizado pela alternancia de momentos sem os
beneficios proporcionados pela terapia e momentos com os beneficios, mas
adicionados de discinesias. Além disto, estudos recentes evidenciam que altas
doses de levodopa estdo também relacionadas as discinesias apresentadas pelos
pacientes (DAVID et al., 2011). Por isso recomenda-se que as doses de levodopa
sejam personalizadas de acordo com as necessidades individuais de cada paciente
baseando-se na resposta clinica e no perfil de reagdes adversas (FAHN et al.,
2004).
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Dessa forma, controlar a concentragdo plasmatica dos farmacos
empregados no tratamento da doenca ao longo da terapia é importante para
estabelecer uma adequada relagdo dose/paciente e um melhor acompanhamento
durante a evolugdo da doenga, contribuindo, assim, para melhora na seguranga e
eficacia do tratamento.

Diversos métodos sao encontrados na literatura para quantificagcdo da
levodopa e seus metabdlitos em matrizes bioldgicas utilizando a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a diferentes técnicas de detec¢do, como
fluorescéncia, eletroquimica e espectrometria de massas sequencial (KARIMI et al.,
2006; MUZZI et al., 2008; KUOPPAMAKI et al., 2009; BUGAMELLI et al., 2011;
CESAR et al., 2011; GONZALEZ et al., 2011; GOSETTI et al., 2013; MARTINS et al.,
2013). No entanto, todos esses métodos utilizam a cromatografia de fase reversa.
Devido as caracteristicas hidrofilicas desses analitos, métodos de fase reversa
resultam em uma pobre retencdo, sendo necessario o uso de pareadores idnicos ou
reagentes de derivatizagdo, os quais podem ser incompativeis com a detecgao por
espectrometria de massas (EM).

Apesar do mecanismo complexo envolvido, a cromatografia liquida por
interagdo hidrofilica (HILIC) apresenta algumas vantagens em relagdo a
cromatografia de fase reversa, como: boa retengdo de compostos polares; baixa
pressao do sistema e ganho em sensibilidade na deteccdo por EM devido a alta
porcentagem de solvente organico presente na fase moével, a qual proporciona alta
eficiéncia de dessolvatacdo em técnicas de ionizagdo por electrospray
(BUSZEWSKI; NOGA, 2012). Nos ultimos anos, o modo HILIC tem sido utilizado na
separacdo de catecolaminas (KUMAR; HART; MCCALLEY, 2011) e
neurotransmissores, como aminas biogénicas e aminoacidos precursores (CHIRITA
et al., 2010), mas nao para o monitoramento plasmatico simultdneo do tratamento
com levodopa e associagoes.

Considerando as caracteristicas destes compostos e as vantagens do modo
HILIC, torna-se interessante o desenvolvimento de um método alternativo a fase
reversa, utilizando a eficiéncia de separagcdo da cromatografia juntamente com a
sensibilidade e seletividade da espectrometria de massas para quantificagdo em

plasma desses analitos.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar um método bioanalitico através da HILIC-EM/EM para
quantificacdo simultanea de farmacos utilizados no tratamento da doenga de
Parkinson (levodopa e carbidopa) e metabdlitos da levodopa (3-O-metildopa,

dopamina) em plasma humano.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver um método por CLAE-EM/EM utilizando modo HILIC,
otimizando os parametros cromatograficos e do espectrdmetro de massas.

Otimizar o método de extragao da amostra (plasma humano).

Validar o método por HILIC-CLAE-EM/EM segundo norma vigente nacional
(ANVISA) e internacional (FDA).

Aplicar o método validado HILIC-CLAE-EM/EM na quantificagao simultanea
de levodopa, 3-O-metildopa, dopamina e carbidopa em amostras de plasma de

pacientes em tratamento com levodopa e associagdes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCA DE PARKINSON

Em 1817, James Parkinson descreveu as principais caracteristicas clinicas
da DP e seu agravamento (GOOLE; AMIGHI, 2009). Passado mais de cem anos foi,
entdo, que se descobriu que a caracteristica central da doenca era a perda de
neurénios dopaminérgicos na substancia negra compacta. Em 1958, com a
descoberta de dopamina no cérebro de mamiferos, houve uma aceleragdo nas
pesquisas. Descobriu-se, nesse periodo, que a perda de neurdnios dopaminérgicos
da substancia negra compacta levava a deficiéncia de dopamina estriatal
(responsavel pela maioria dos sintomas da doencga) e o tratamento com precursor da
dopamina (levodopa) aliviava a maioria dos sintomas (DAUER; PRZEDBORSKI,
2003).

O Parkinson € uma doenga neurodegenerativa progressiva que afeta a
mobilidade e controle do sistema musculo-esquelético manifestando-se geralmente
préximo aos 55 anos, sendo que sua incidéncia aumenta conforme o aumento da
idade. Os casos esporadicos dessa doenga, ou seja, 0s aparentemente nao
relacionados a fatores genéticos correspondem a 95% e sendo os 5% restantes
relacionados a hereditariedade (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).

Pacientes com a DP sofrem de sintomas ndo motores, como depressao,
diminuicao do sentido olfativo e disturbios do sono (KHOR; HSU, 2007). Na clinica, o
parkinsonismo € uma sindrome caracterizada por tremor de repouso, rigidez,
lentiddo ou auséncia de movimentos voluntarios, instabilidade postural e
incapacidade de iniciar movimentos voluntarios. Qualquer doenca que inclua
deficiéncia de dopamina estriatal ou dano estriatal direto, como sequelas de
infeccdes neuroldgicas e por uso de medicamentos, pode levar ao parkinsonismo. A
DP é a causa mais comum dessa sindrome, sendo responsavel por 80% dos casos
(DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; WEINTRAUB; COMELLA; HORN, 2008).
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2.2 FISIOPATOLOGIA DA DOENCA DE PARKINSON

A perda de neurbnios dopaminérgicos na substancia negra compacta € a
responsavel pelas manifestagcbes motoras da doenga. A dopamina é€ uma
catecolamina sintetizada nos terminais dos neurdnios dopaminérgicos a partir da
tirosina por uma sequéncia de a¢gdes das enzimas tirosina hidrolase e AADC. A agéo
desse neurotransmissor é mediada pelos receptores dopaminérgicos presentes na
regido do estriado. O estriado, juntamente com as outras regides que compdem o
ganglio basal, é responsavel por modular o fluxo de informag¢des recebidas pelo
cortex cerebral para os neurbnios motores da coluna espinhal. Nos individuos
acometidos pela DP, a degeneracdo dos neurénios dopaminérgos na substancia
negra compacta leva a deficiéncia de dopamina no estriado, afetando os estimulos
que controlam o movimento (STANDAERT; YOUNG, 2007).

2.3 DIAGNOSTICO DA DOENGA DE PARKINSON

O diagndstico da DP é feito pela avaliacao clinica do paciente. Os quatro
sinais motores primarios da doengca s&o a bradicinesia, rigidez muscular,
instabilidade postural e tremor. O diagndstico € baseado pela presenca de pelo
menos dois desses sintomas. Também s&o avaliados sintomas como a deméncia e
problemas na motilidade gastrointestinal, além da avaliagdo da resposta a terapia
com levodopa (NUSSBAUM; POLYMEROPOULOS, 1997). Sintomas como
micrografia, perda de expressao facial e caracteristicas ndo motoras como disturbios
afetivos e do sono, comprometimento cognitivo e queixas sensoriais também sao
consideradas como componentes do diagnéstico da DP (REZAK, 2007).

Como caracteristicas neuropatolégicas, a presencga de corpusculos de Lewis
na substancia negra compacta é requerida no diagndstico da DP (SPILLANTINI et
al., 1998; WEINTRAUB; COMELLA; HORN, 2008), além da perda de células nessa

regiao.
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24 TRATAMENTO DA DOENCA DE PARKINSON

Nos ultimos anos, as opgdes para o tratamento da DP se ampliaram tanto no
enfoque farmacoterapéutico quanto neurocirurgico. Os avangos no tratamento
farmacolégico dos sintomas da doenga tém proporcionado uma melhora significativa
na qualidade de vida dos pacientes (REZAK, 2007).

Entre os tratamentos disponiveis estdo os medicamentos agonistas da
dopamina, anticolinérgicos, inibidores da monoaminoxidase-B (MAO-B), inibidores
da COMT, a amantadina e a levodopa (REZAK, 2007).

2.4.1 Levodopa

Nos ultimos anos surgiram muitos medicamentos para tratamento dos
sintomas da DP. Entretanto, desde a introdu¢do da terapia por suplementacido de
dopamina, a levodopa tem sido considerada padrdo ouro no tratamento dos
sintomas motores da doenga (CLARKE; GUTTMAN, 2002; FAHN et al., 2004;
REZAK, 2007; GONCALVES et al., 2012).

A levodopa, 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina, € um aminoacido neutro, precursor
natural da dopamina (FIGURA 1). Diferentemente da dopamina, a levodopa é capaz
de atravessar a barreira hemato-encefalica através de transporte facilitado. No
cérebro, é convertida em seu metabdlito ativo dopamina através da enzima AADC e
entdo armazenada em vesiculas pré-sinapticas até ser liberada para os receptores
pos-sinapticos (GOOLE; AMIGHI, 2009; LEWITT, 2009).
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FIGURA 1 - FORMULA ESTRUTURAL DA LEVODOPA (A) E DOPAMINA (B)
FONTE: O autor (2014)

Sua absorgcdo apdés administragdo oral é feita via sistema de transporte
saturavel de aminoacidos. Apesar de ser bem absorvida, a levodopa esta sujeita a
extensas metabolizacbes periféricas que comprometem sua biodisponibilidade
(FIGURA 2). Desta forma, apenas uma pequena quantidade de levodopa (1%) €
transportada para o SNC (KHOR; HSU, 2007).

DOPAMINA DOPAMINA

AADC MAO-B

AADC
LEVODOPA ||— | LEVODOPA —»H DOPAMINA ||

COMT coMmT COMT
3-O-METILDOPA 3-O-METILDOPA 3-METOXITIRAMINA
REGIAO PERIFERICA - SNC
BHE

FIGURA 2 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO METABOLISMO DA LEVODOPA

NOTA: AADC: enzima L-aminoacido aromatico descarboxilase; BHE: barreira hemato-encefalica;
COMT: enzima catecol-Oo-metiltransferase; MAO-B: enzima monoaminoxidase-B; SNC: sistema
nervoso central.

FONTE: O autor (2014)

Nos tecidos extracerebrais, principalmente no sistema gastrointestinal, a
levodopa € rapidamente metabolizada em dopamina pela enzima AADC. (KHOR,;
HSU, 2007). A dopamina convertida tera agdo apenas nos receptores periféricos,
produzindo reacdes adversas como nauseas, hipotensdo ortostatica e sudorese.

Além dos efeitos colaterais produzidos pela metabolizacéo periférica da levodopa, os



24

pacientes também podem apresentar efeitos gerados no SNC, como sedacao,
sintomas psiquiatricos, flutuagdes motoras e discinesias (REZAK, 2007).

Uma alta variabilidade inter e intra-individual na absorcédo e farmacocinética
da levodopa é encontrada nos pacientes com a DP. O aparecimento das
complicagcbes motoras e outros efeitos adversos podem ser explicados pelas
variagdes na metabolizagcdo enzimatica do medicamento, competicido por absorgao
intestinal com outros aminoacidos neutros e variagdes na motilidade gastrointestinal
(GORDIN; KAAKKOLA; TERAVAINEN, 2004).

Fatores como o ganho ou perda de peso também podem influenciar na
farmacocinética da levodopa, gerando complicagbes. Um estudo realizado por
Mdller, Woitalla e Kuhn (2000) mostrou que a massa corporal € um fator que
influencia na concentragao plasmatica da levodopa e, consequentemente, na agao
cerebral desse medicamento. Quanto maior a massa corporal do paciente, menor a
concentracado plasmatica encontrada. Isso ocorre provavelmente devido ao aumento
da absorcgéao pelos tecidos periféricos (gordura e musculos) e/ou aumento no volume
de distribuicdo. Quando um paciente apresenta ganho ou perda de peso, 0 que é
comum durante a evolugédo dessa doenga, as doses devem ser ajustadas de forma a
manter as concentracdes plasmaticas necessarias para obtencdo dos beneficios
esperados.

A presenca de efeitos adversos no sistema motor, como as flutuacdes e
discinesias, sdo associadas ao uso prolongado da levodopa e a dose administrada
(CLARKE; GUTTMAN, 2002; FAHN et al., 2004; MURATA, 2006; WU; POLITIS;
PICCINI, 2009; DAVID et al., 2011). Acredita-se que a curta meia-vida (t12) da
levodopa (60-90 min) gere uma estimulagcdo pulsatil excessiva dos receptores de
dopamina, distorcendo seu funcionamento normal (REZAK, 2007).

Os estudos realizados por Murata (2006) mostraram que os pacientes que
estavam em tratamento com levodopa por mais de cinco anos apresentaram
mudancas no perfil farmacocinético (aumento do parametro area sob a curva — AUC
e diminuigao na ty2). Essas mudancgas foram significativamente correlacionadas com
a dose e a duracdo do tratamento. Os resultados dos estudos indicaram que as
mudancas na farmacocinética podem ser causadas pelo aumento da absorcao
desse medicamento.

Segundo Goolie e Amighi (2009), a resposta da terapia com levodopa a

curto-prazo mostra que esse medicamento é eficaz nos sintomas da DP, mesmo em
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estagios avangados. Com a progressdo da doencga, a degeneragao dos neurbnios
dopaminérgicos da substancia negra compacta e subsequente redugcéo da dopamina
cerebral, os terminais dopaminérgicos ndao sdo mais capazes de exercer efeitos
compensatorios pela administragcao de levodopa exdgena e a duragao da resposta a
esse composto é reduzida. Nesse estagio, os pacientes se tornam muito sensiveis
as variagdes da concentracdo de levodopa plasmatica, apresentando flutuacoes
motoras e discinesias.

As flutuagdes motoras podem variar desde as mais simples, como o
fendmeno “wearing off’, observados entre os intervalos de dose, até oscilagbes
graves na fungao motora, como o fendmeno “on-off’ (liga/desliga). Nesse fenémeno,
0 paciente alterna entre manifestagdes graves de sintomas parkinsonianos (efeito
“off’) e estado motor quase normal (efeito “on”) seguido de movimentos involuntarios
(REZAK, 2007).

Goolie e Amighi (2009) trazem que as estratégias utilizadas para se evitar
essas complicagdes sdo: adiar o uso de levodopa no tratamento, reduzir a dosagem
cumulativa de levodopa, evitar a estimulagao pulsatil dos receptores de dopamina e
utilizar mecanismos de neuroprotegdo para retardar a progressdo da doenca.
Segundo Rezak (2007) a escolha da terapia na DP deve ter como objetivo
maximizar as possiveis estratégias poupadoras de levodopa. No entanto, em casos
que essas estratégias deixam de controlar os sintomas ou quando o paciente esta
exposto a situagdes de perigo devido aos sintomas, a terapia com levodopa faz-se
necessaria.

Visando a reducdo dessas complicacdes e uma melhora na qualidade de
vida do paciente, as pesquisas se concentram em modular ou desenvolver férmulas
capazes de fornecer e sustentar um fluxo constante de levodopa, prolongando sua

resposta.

2.4.2 Associacgao levodopa e carbidopa/benserazida

A carbidopa e a benserazida (FIGURA 3) sdo medicamentos competitivos

reversiveis da enzima AADC periférica. A associagdo dessa classe de
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medicamentos com a levodopa auxilia na redugdo da conversao da levodopa em
dopamina. Assim, é possivel diminuir as reacdes adversas e aumentar a quantidade
de levodopa plasmatica disponivel para atravessar a barreira hemato-encefalica
(GOOLE; AMIGHI, 2009).
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FIGURA 3 - FORMULA ESTRUTURAL DA CARBIDOPA (A) E BENSERAZIDA (B)
FONTE: O autor (2014)

Atualmente no Brasil, estdo disponiveis formulacdes de liberacdo imediata e
controlada contendo levodopa/carbidopa (Sinemet® 250mg + 50mg e Cronomet®
50mg + 200mg) e levodopa/benserazida (Prolopa® 200mg + 50mg e Prolopa HBS
100mg + 25mg) (ANVISA, 2012).

Segundo Goolie e Amighi (2009), em formulagdes de liberagdo imediata,
devido a curta ty» da levodopa, os receptores dopaminérgicos sao estimulados de
forma anormal e descontinua. Isso resulta em oscilagées da resposta clinica desse
medicamento. Uma revisdo de estudos feita por esses autores mostra que as
concentracdes de levodopa no plasma eram mais estaveis em pacientes tratados
com a forma farmacéutica liquida. Isso esta provavelmente relacionado a
possibilidade de ajustes individuais da dose, permitindo ao paciente receber a dose
de acordo com sua necessidade.

Formas farmacéuticas de liberacdo controlada permitem inicialmente uma
liberacdo imediata de uma dose definida de farmaco seguida da liberagao continua
do principio ativo por um periodo prolongado de tempo. A vantagem nesse tipo de
formulacdo € que as concentragbes plasmaticas de farmaco se mantém elevadas
por um longo periodo de tempo, reduzindo-se o numero de administragdes diarias, o
que aumenta a adesao ao tratamento pelo paciente. No caso dessas associagdes,
melhoram-se alguns problemas como a dificuldade de se manter picos elevados
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durante a noite com formas de liberacdo imediata, reduzindo-se os efeitos adversos
apresentados pelos pacientes pela manha (GOOLE; AMIGHI, 2009).

No entanto, sistemas de liberagdo controlada de levodopa possuem algumas
limitacbes. A absorgao da levodopa ocorre na regiao do duodeno e porgao superior
do jejuno onde o transporte facilitado para aminoacidos neutros esta presente, ou
seja, ha um periodo de tempo limitado para que essa absorgéo ocorra. Além disso, a
absor¢cdo sera influenciada pela presenga de aminoacidos provenientes da
alimentagdo, os quais competirdo com a levodopa pelo sistema de transporte
(LEWITT, 2009).

2.4.3 Inibidores da COMT: entacapona e tolcapona

Na década de 50, sabendo-se da participacdo das enzimas COMT e MAO-B
na metabolizagdo da dopamina, surgiram os primeiros inibidores da COMT, também
chamados de primeira geragdo. Porém, esses inibidores eram pouco seletivos e
apresentavam baixa eficacia e alta toxicidade. Com o avango no conhecimento das
enzimas COMT, na década de 80, as industrias farmacéuticas passaram a investir
na sintese de estruturas contendo o grupo nitrocatecol, as quais eram inibidores
potentes, seletivos e reversiveis das enzimas COMT. Foi nesse momento que
surgiram os medicamentos de segunda geragcdo, como a entacapona e a tolcapona
(FIGURA 4), os quais foram introduzidos na pratica clinica nos anos 90 (GORDIN;
BROOKS, 2007; GONCALVES et al., 2012).
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FIGURA 4 - FORMULA ESTRUTURAL DA TOLCAPONA (A) E ENTACAPONA (B)
FONTE: O autor (2014)
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O mecanismo de acéo desses inibidores esta relacionado a sua estrutura, a
qual tem alta afinidade pelas enzimas COMT, agindo como substrato. Dessa forma,
previne-se a O-metilacdo de outras catecolaminas (JORGA et al.,, 1999). Sendo
assim, a principal agao terapéutica dos inibidores da COMT é bloquear a conversao
da levodopa em 3-O-metildopa (FIGURA 5), aumentando a ti, plasmatica assim
como a fragdo da dose que chega ao cérebro. Quando comparada com a
entacapona, a tolcapona apresenta maior lipofilicidade em pH fisiolégico e também
uma melhor penetragdo no cérebro (FORSBERG et al., 2005). Por isso, a tolcapona
parece ter acédo cerebral e periférica, apresentando longa duragdo e sendo
normalmente administrada duas ou trés vezes ao dia. Ja a entacapona tem acao de
curta duragao (cerca de 2h) e sua agao é periférica, sendo administrada juntamente
com cada dose de levodopa associada a carbidopa ou benserazida (GONCALVES
et al., 2012). Estudos como o de Canesi e colaboradores (2008) demonstram que a
tolcapona é eficaz em pacientes resistentes a entacapona, o que leva a acreditar

que esse medicamento apresenta melhor eficacia do que a entacapona.
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FIGURA 5 - FORMULA ESTRUTURAL DO METABOLITO 3-O-METILDOPA
FONTE: O autor (2014)

Logo apods sua introdugédo no mercado, o uso da tolcapona foi suspenso na
Unido Européia e Canada devido a ocorréncia de trés mortes por hepatotoxicidade
de pacientes com DP em tratamento. Nos Estados Unidos da América (EUA) e em
outros paises seu uso passou a ser restrito. Em 2004, a Unido Européia voltou a
comercializar a tolcapona restringindo a indicacdo terapéutica apenas para
pacientes intolerantes a entacapona ou que nao respondiam ao tratamento com
esse medicamento. Também passou a exigir um monitoramento da fungéo hepatica

durante a terapia com esse medicamento (CANESI et al., 2008).
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2.4.4 Associagao levodopa, carbidopa/benserazida e entacapona/tolcapona

A terapia utilizando essas trés classes de farmacos pode ser feita através da
inclusdo do inibidor da COMT ao tratamento com levodopa e um inibidor da AADC
ou substituindo-se os medicamentos usados pelo medicamento que contém a
associagao da levodopa, carbidopa e entacapona (Stalevo™).

A levodopa, quando administrada com um inibidor da AADC (carbidopa,
benserazida), tem sua via de metabolizacdo pelas enzimas COMT ativada. Assim
como a dopamina, a levodopa possui um grupamento catecolamina, o qual pode ser
inativado pelas enzimas COMT, influenciando diretamente na farmacocinética
periférica da levodopa e sintomas da DP (MURATA, 2006; REZAK, 2007; GOOLE;
AMIGHI, 2009).

O uso de tolcapona e entacapona tem sido sugerido com a finalidade de
suavizar as flutuacdes de concentracido plasmatica de levodopa apds administracéo
oral (GOOLE; AMIGHI, 2009). Em estudos em humanos, ambos mostraram
atividade de inibicdo das enzimas COMT dose-dependente, melhorando a
biodisponibilidade da levodopa e inibindo a formacao da 3-O-metildopa (MANNISTO;
KAAKKOLA, 1999).

Quando os pacientes, que muitas vezes estdo utilizando altas doses de
levodopa em terapia com levodopa/carbidopa ou levodopa/benserazida, passam a
apresentar “wearing-off’ normalmente a entacapona € adicionada ao tratamento.
Nesses casos, esses pacientes manifestam efeitos dopaminérgicos secundarios
como discinesias, ja que a eliminagado da levodopa € reduzida. Dessa forma, torna-
se necessario a redugao da dose de levodopa ou o0 aumento do intervalo da dose
nesses pacientes para que se estabeleca uma dosagem o6tima (GORDIN;
KAAKKOLA; TERAVAINEN, 2004).

Seeberger e Hauser (2007) dizem que ndo ha uma dose padrao da levodopa
e dos inibidores enzimaticos administrados a fim de manter uma concentracio
adequada de dopamina no SNC, ja que existe uma variabilidade endégena individual
de fatores de degradacédo da levodopa em cada paciente. Sendo assim, é preciso
monitorar tanto a levodopa quanto os inibidores enzimaticos e os metabdlitos

formados com a finalidade de determinar, individualmente, qual posologia deve ser
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ajustada. Esse monitoramento € necessario ndo apenas para corrigir as doses
necessarias de acordo com a evolucdo da doenca, na qual ha a diminuigao
gradativa da produgao de dopamina enddégena, mas também para evitar o fendmeno

liga/desliga (“on-off’).

2.5 METODOS ANALITICOS PARA QUANTIFICAGAO DE LEVODOPA,
CARBIDOPA, 3-O-METILDOPA E DOPAMINA

Diversas técnicas utilizando a CLAE-EM/EM, CLAE-detecc¢ao eletroquimica
(DE) e CLAE-fluorescéncia (FLU) sdo encontradas para determinac&o dos farmacos
e metabdlitos em estudo (QUADRO 1). No entanto, nenhuma dessas técnicas utiliza

o modo HILIC, o qual proporciona melhor retencdo de compostos polares.
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Limite de

Matriz Analito Método Preparo da Amostra Condigoes de Analise e Referéncia
Quantificagao
Coluna: C18
Levodopa Precipitac&o de proteinas ¢/ 500 | Fase Movel: 5% MeOH: tampéo
Carbidopa pL plasma + 50 pL Pl em acido citrato-fosfato (EDTA+ (CEDARBAUM;
i CLAE-DE perclérico + 50 pL acido 5di ) WILLIAMSON;
Dopamina Heptanossulfonato de sédio) KUTT, 1987)
3-0-metildopa perclérico. pH 3,2
Padrao Interno: DHBA
Precipitagdo de proteinas ¢/ 1
Lol 1 mL Pl+ 1 mL Coluna: C18
mL plasma + 1 mL Pl+ 1 m
Levodopa ] 'dp 6rico 1M Fase Movel: MeOH: solugéo de
i acido perclérico 1M.
Plasma Humano Carbidopa CLAE-DE P o acetato de sddio e acido citrico 25 ng.mL” (MICHOTTE et
Dopamina Sobrenadante ¢é aplicado em al., 1987)
tucho de extracs ¢ (EDTA + Octanossulfonato de
-O-meti cartucho de extragéo em fase
3-O-metildopa " sédio, dibutilamina) pH 3,0
soélida (SPE).
Coluna: C18
Levodopa T .
R Precipitagdo de proteinas ¢/ 1 Fase Movel: solugéo de acido
arbidopa -
b .p CLAE-DE mL plasma + 100 uL acido ortofosforico e octanossulfonato 25 ng.mL”" (TlT‘IUQSQg; o
opamina -
P perclérico 4M. de sédio: MeOH
3-O-metildopa

Padrao Interno: a-etildopa

QUADRO 1 - METODOS PARA QUANTIFICACAO DA LEVODOPA, CARBIDOPA, 3-O-METILDOPA E DOPAMINA EM PLASMA HUMANO (CONTINUA)
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Matriz Analito Método Preparo da Amostra Condigoes de Analise an!tg de~ Referéncia
Quantificagao

Levodopa Precipitagéo de proteinas ¢/ 500 | Coluna: C18
Carbidopa uL plasma + 500 pL acido Fase Mével: ACN: tampéo .
3-0-metildopa CLAE-DE perclérico (0,5% metabissulfito (EDTA+ Octanossulfonato de 20 ng.ml (WIKBERG, 1991)
Metabolitos de sodio e 0,05% EDTA). sodio) pH 2,1: tetrahidrofurano

Coluna: C18

Fase Mével: Tampao

Precipitagdo de proteinas 1 mL Diidrogeno-ortofosfato de
Levodopa B ) (R1ZZO et al.,
Plasma Humano CLAE-DE plasma + 300 L TCABOmM | potassio 50 mM: dodecil- sulfato 1996)

de sodio 1,4 mM : ACN

(42:42:16 v/v/v) pH 2,8

Coluna: C8
Levodopa Bl /2 col Fase Movel: diidrogeno- .

asma: processo ¢/ 2 colunas ] - .
Carbidopa CLAE-DE ) ortofosfato de sédio + EDTA 0,1 8 ng.mlL (SAGAR; SMYTH,
analiticas 10 ng.mL"’ 2000)

Metabolitos M + MeOH + Heptanossulfonato

de sédio 0,5 mM, pH 3,4

QUADRO 1 - METODOS PARA QUANTIFICACAO DA LEVODOPA, CARBIDOPA, 3-O-METILDOPA E DOPAMINA EM PLASMA HUMANO

(CONTINUAGAO)
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Matriz Analito Método Preparo da Amostra Condigoes de Analise an!tg de~ Referéncia
Quantificagao
Coluna: C18
Precipitagdo de proteinas ¢/ 50 | 50 Movel: 0,5% acido formico:
ML plasma + 60 pL éacido MeOH (90:10 v/v) (GARASHI ot o
- - - etal.,
Levodopa CLAE-EM/EM | perclorico 0,4M. Dilui o Fonte lonizagdo: ESI 1ng.mL"’ 2003)
sobrenadante em 100 pL de Modo positivo
fase movel. Padrao Interno: a-metildopa
Precipitagdo de proteinas ¢/ 500
Levodopa ) Coluna: C18
. uL plasma + 10 uL Pl em acido - 4 ng.mL"
Carbidopa o o Fase Movel: Tamp&o CAT-A- '
. perclérico + 300 uL acido 40 ng.mL" (KARIMI et al.,
Plasma Humano | Dopamina CLAE-DE . o PHASE HPLC + 0,3% ACN ’
) perclérico 1,2M. Precipita o ) 5ng.mL" 2006)
3-O-metildopa ) . _ ajustando pH p/ 3,2 ¢/ NaOH 2N )
acido perclérico ¢/ tampéo 5ng.mL”
DOPAC . Padr3o Interno: DHBA '
fosfato-citrato pH 3,8.
Precipitagdo de proteinas ¢/ 500 | Coluna: C18
Levodopa ML plasma + 500 pL acido Fase Moével: ACN: tampao
3-O-metildopa CLAE-DE perclérico 0,6N (1% dissulfito de | (EDTA+ Octanossulfonato de ) (BET et al., 2008)
Metabdlitos

s6dio).

sodio) pH 2,1: tetrahidrofurano

QUADRO 1 - METODOS PARA QUANTIFICACAO DA LEVODOPA, CARBIDOPA, 3-O-METILDOPA E DOPAMINA EM PLASMA HUMANO

(CONTINUAGAO)
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Matriz Analito Método Preparo da Amostra Condigoes de Analise an!tg de~ Referéncia
Quantificagao
Levodopa 25 ng.mL”
cop CLAE.DE Utiliza SPE. ] am= (KUOPPAMAKI et
Carbidopa 2,5 ng.mL al., 2009)
Coluna: C18
Levodopa ) Precipitagdo de proteinas ¢/ 250 ]
) CLAE-DAD aliada .. | Fase Movel: solugdo de fosfato
Plasma Humano | Carbidopa a calibracéo de 22 | HL plasma + 750 uL MeOH. Dilui o - (LI'etal., 2010)
) ] de potassio pH 5,0: MeOH
Metildopa ordem sobrenadante em fase movel.
(75:25 v/v)
Coluna: C18
Fase Movel: Tampéo fosfato de
Levodopa Precipitagéo de proteinas ¢/ 200 | potassi 8 ng.mL"
] recipitagdo de proteinas ¢ potassio
Carb|dopa CLAE-DE 10 ng mL»1 (BUGAMELLl et
) pL plasma + 180 pL TCA. (EDTA+octanossulfonato de ) al., 2011)
3-O-metildopa 10 ng.mL"’

s6dio) pH 2,88: MeOH (92:8 v/v)

Padréao Interno: catecol

QUADRO 1 - METODOS PARA QUANTIFICACAO DA LEVODOPA, CARBIDOPA, 3-O-METILDOPA E DOPAMINA EM PLASMA HUMANO

(CONTINUAGAO)
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Matriz Analito Método Preparo da Amostra Condigoes de Analise an!tg de~ Referéncia
Quantificagao
Coluna: C18
Precipitagéo de proteinas c/ 250 ] o
. Fase Movel: acido férmico 0,2%:
pL plasma + 50 pL &cido A
Levodopa . o ACN 96:4 v/v) 50 ng.mL CESAR et al.
. CLAE-EM/EM perclérico 2M. Dilui o P ( etal.,
3-O-metildopa Fonte lonizagdo: ESI 25 ng.mL 2011)
sobrenadante em agua:MeOH .
Modo: positivo
(1:1 vv).
Padrao Interno: Carbidopa
Plasma Humano
Coluna: C18
Precipitacédo de proteinas ¢/ 200 | Fase Moével: agua:MeOH (90:10
Levod pL plasma + 240 pL acido v/v) 0,5% acido férmico ) (MARTINS et al.,
evodopa _ -
P CLAE-EMEM | o relérico 0,4M. Dilui Fonte lonizaggo: ESI 25 ng.mL 2013)
sobrenadante em 100 pL agua. Modo: positivo
Padr&o Interno: Carbidopa
Precipitagdo de proteinas ¢/ 250 | Coluna: C18
Levodopa
) ML soro + 125 L acido Fase Moével: Tampao fosfato de
Dopamina ] o
Soro Humano CLAE-FLU e UV | perclérico 2M potassio 0,02M : MeOH . (MUzzl et al.,
3-0-metildopa 2008)
] Avalia derivatizagdo ¢/ DPE e (gradiente) e tampéo tris 50 nM
a-metildopa
FLU nativa. pH 7,0 : MeOH : ACN 8:1:1

QUADRO 1 - METODOS PARA QUANTIFICACAO DA LEVODOPA, CARBIDOPA, 3-0-METILDOPA E DOPAMINA EM PLASMA HUMANO (CONCLUSAO)

NOTA: APCI: ionizacdo quimica a pressao atmosférica; CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia; DAD: deteccdo por arranjo de fotodiodos; DHBA: 4-
dihidroxibenzilamina; DPE: 1,2-difeniletilienodiamina; DE: detecgdo eletroquimica; EM/EM: espectrometria de massa sequencial; ESI: ionizagdo por
electrospray; 2-ME: 2-mercaptoetanol; MeOH: metanol; OPA: o-ftalaldeido; ACN: acetonitrila; UV: ultravioleta.

FONTE: O autor (2014)
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Para analise de catecolaminas, a CLAE-DE é o procedimento comumente
utilizado. No entanto, o detector eletroquimico tem aplicabilidade mais restrita, sendo
utilizado apenas para compostos que possam sofrer oxidagao ou redugao.

A deteccao por fluorescéncia € uma técnica popular por sua seletividade e
sensibilidade (TSUNODA, 2006). No entanto, as amostras necessitam passar por
uma derivatizagdo para aumentar a sua sensibilidade de detecgao, utilizando
agentes derivatizantes. A desvantagem esta no extenso preparo da amostra e na
dificuldade de encontrar um reagente de derivatizagcdo compativel com todos os
analitos de interesse. O 1,2-difeniletilenodiamina (DPE), por exemplo, € comumente
utilizado para derivatizagdo de catecolaminas. No entanto, esse agente nao reage
com o metabdlito 3-O-metildopa, impossibilitando a quantificagdo simultdnea desse
metabdlito com a levodopa e dopamina (MUZZI et al., 2008).

Técnicas utilizando o espectrdmetro de massa acoplado a métodos de
separagdo como CLAE sao bastante utilizadas em matrizes biolégicas devido a sua
alta especificidade e sensibilidade. Os métodos da literatura que utilizam essa
técnica permitem avaliar diversos compostos simultaneamente. Entretanto, estes
meétodos, na sua maioria, utilizam a cromatografia de fase reversa como técnica de
separagao cromatografica resultando em uma pequena retengédo das catecolaminas

enddgenas devido as suas caracteristicas hidrofilicas.

2.6 METODOS CROMATOGRAFICOS ACOPLADOS A ESPECTROMETRIA
DE MASSAS

2.6.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida € uma técnica analitica muito difundida e empregada
em diversas areas, incluindo-se a area médica e farmacéutica. Essa técnica teve
inicio nos anos 50 e tem evoluido desde esse periodo. Os maiores avangos foram

obtidos na ultima década, no qual se desenvolveram colunas de alta eficiéncia,
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compostas por pequenas particulas, permitindo analises mais rapidas e com melhor
resolugdo entre os analito de interesse (MALDANER; JARDIM, 2009).

Essa técnica € capaz de separar e analisar quantitativamente diversos
compostos em diferentes matrizes com alta resolugao, eficiéncia e seletividade, em
um curto periodo de analise. Na CLAE, a fase movel é eluida sob altas pressdes por
uma coluna recheada pela fase estacionaria. O equipamento é composto
basicamente por um injetor, bomba, coluna (fase estacionaria), fase mével e sistema
de detecgdo. Dentre os detectores mais comumente utilizados estao o detector por
arranjo de fotodiodos, fluorescéncia, espalhamento de luz, eletroquimico e
espectrémetro de massas (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

2.6.2 Cromatografia liquida por interagao hidrofilica (HILIC)

HILIC é uma técnica na qual se utiliza uma fase estacionaria polar (silica
pura ou com fase ligada) juntamente com uma fase mdével composta por uma alta
quantidade (>70%) de solvente organico (geralmente acetonitrila) e pequena
quantidade de agua (minimo de 2,5%) (MCCALLEY, 2007). O termo HILIC foi
proposto por Alpert (1990) para essa variagdo de uso da fase normal, mostrando sua
aplicagado na separagao de proteinas, peptideos e aminoacidos, obtendo-se uma
ordem de eluicdo inversa a encontrada na fase reversa para esses compostos.
Alpert (1990) considerou como principal mecanismo de retencao a particao entre a
fase mdével e uma camada de fase modvel enriquecida com agua parcialmente retida
na superficie da fase estacionaria (FIGURA 6). No entanto, o mecanismo de
retencdo no modo HILIC parece ser complexo, envolvendo também troca idnica e

pequena contribuicdo de interagées com as ligagdes siloxano (MCCALLEY, 2007).
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FIGURA 6 - PRINCIPAL MECANISMO DE RETENCAO NA HILIC: PARTICAO ENTRE A FASE
MOVEL E CAMADA DE AGUA FORMADA NA FASE ESTACIONARIA
FONTE: O autor (2014).

As fases estacionarias utilizadas sdo compostas basicamente por silica e
podem ser divididas de acordo com a carga que podem apresentar dependendo do
pH: diol, amida e ciano (neutras); silica pura (carga negativa); amina (carga positiva);
zwiteridénico. O solvente organico utilizado na fase mével é geralmente a acetonitrila,
ja que permite uma melhor retengcdo dos compostos por ter uma menor for¢a de
eluicdo. No modo HILIC, os alcoois sdo os solventes com maior forca de eluigao
(CHIRITA et al., 2010).

Nos ultimos anos muitos trabalhos surgiram mostrando o uso do modo HILIC
para retengdo de compostos basicos. McCalley (2007) estuda a separagéo de
compostos acidos, basicos e neutros em diferentes marcas de colunas de silica pura
e diferentes tampdes, obtendo uma boa seletividade e retengdo dos compostos,
considerando HILIC uma alternativa valiosa para separacdo de compostos
ionizaveis. Além disso, considera como uma das vantagens da HILIC o aumento na
sensibilidade quando acoplado a espectrometria de massas devido a alta
concentracdo de solvente organico na fase movel, que melhora a eficiéncia na
dessolvatagdo em técnicas por electrospray. Heaton et al (2012) também destacam
o aumento de sensibilidade devido a grande quantidade de solvente orgéanico na

fase movel para ionizagao por electrospray para efedrinas utilizando HILIC.
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2.6.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
sequencial (CLAE-EM/EM)

A combinagdo da cromatografia liquida e a espectrometria de massas
sequencial é uma técnica analitica que ganhou extrema importancia em diversos
segmentos, principalmente no farmacéutico e alimenticio. Essa técnica associa a
eficiéncia de separacdo da cromatografia com a sensibilidade e especificidade da
espectrometria de massas, tornando-se uma importante ferramenta na area
farmacéutica (PEREIRA et al., 2005).

A espectrometria de massas mede a razao massa/carga (m/z) de um atomo
ou molécula ionizada positiva ou negativamente. A intensidade ou abundancia dos
ions €& caracteristica de cada molécula e esta relacionada com a quantidade de
analito presente na amostra. Assim, os espectros de massas do ion precursor e de
seus fragmentos servem tanto para identificacdo quanto quantificacdo do analito na
amostra (DOOLEY, 2003).

A espectrometria de massas sequencial € composta por dois estagios. O
primeiro permite o monitoramento do ion precursor, que sera fragmentado em um
préximo estagio formando os ions produtos. Dessa forma, nessa técnica de analise
€ possivel controlar tanto o ion precursor (que vai gerar os ions produtos) quanto a
formacgao dos ions produtos associando-se os analisadores em sequéncia (GLISH,;
VACHET, 2003).

O espectrébmetro de massas é composto por uma fonte de ionizagao, um
analisador de massas e um detector, sendo que diferentes tipos desses
componentes tém sido utilizados na andlise de amostras bioanaliticas (GLISH,;
VACHET, 2003).

A ionizagdo a pressdo atmosférica (APl) € uma técnica que permite a
ionizacdo sem o uso de vacuo, permitindo a analise de espécies nao volateis,
carregadas e instaveis e permite a interface com a CLAE. A ionizagdo por
electrospray (ESI) € uma das formas de API na qual a amostra é pulverizada através
de um capilar altamente carregado de energia. Entdo, com a evaporacao, a tensao
superficial das goticulas carregadas fica cada vez menor, e, devido a repulsao entre

as cargas, ocorre a “explosao couldmbica”, liberando os ions livres e solvatados em
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uma nuvem direcionada para entrar no espectrémetro de massas. O capilar, quando
carregado positivamente, formara ions com o mesmo tipo de carga, representando
muitas vezes a espécie protonada. Da mesma forma, quando o capilar apresenta
carga negativa, a espécie formada também sera carregada negativamente na sua
forma desprotonada (DOOLEY, 2003).

A ESI é uma técnica sensivel e robusta, sendo amplamente utilizada em
laboratérios clinicos. Esse tipo de fonte € um processo de ionizagao brando, ou seja,
uma minima energia é transferida para os analitos, permitindo que esses continuem
intactos durante a ionizagdo, dependendo do analito (EL-ANEED; COHEN;
BANOUB, 2009). A ampla faixa de aplicagdo € uma grande vantagem dessa técnica,
possibilitando a analise qualitativa e quantitativa de diversas substancias inorgéanicas
bem como estruturas biologicas complexas. Também trabalha muito bem com
propor¢des de agua e solvente organico, sendo adequado, portanto, para hifenagao
com CLAE. Uma das desvantagens € a susceptibilidade a supressao idnica quando
em presenca de altas concentragdes de sal (GLISH; VACHET, 2003).

Assim como para as fontes de ionizagdo, existem diferentes tipos de
analisadores de massa, os quais tém como objetivo separar os ions de acordo com
sua razao massa carga (m/z) e transmiti-los ao detector. A escolha do tipo de
analisador a ser utilizado em determinada analise depende do limite de detecgao, do
intervalo de massas e da resolucao desejados (VAN BRAMER, 1997).

Os principais analisadores de massa podem ser divididos em dois grupos: os
analisadores de transmissao e os de captura. Nos analisadores de transmissao, é
através de um campo eletromagnético que os ions sdo conduzidos até o detector e
nos de captura, os ions sdo armazenados no analisador por um campo
eletromagnético onde podem ser avaliados ou injetados para outra fonte externa de
ions (GLISH; VACHET, 2003).

Ao longo dos anos, o quadrupolo foi o analisador mais amplamente utilizado,
sendo acoplado principalmente a cromatografia gasosa e liquida. Esse analisador é
um exemplo de analisador de transmissdo. O analisador € composto basicamente
por quatro barras cilindricas paralelas. Um campo elétrico acelera os ions que estao
na fonte de ionizagao para dentro dos quadrupolos. Entdo, é aplicada aos eletrodos
uma determinada radio frequéncia (RF) e uma corrente de voltagem (DC) gerando
uma oscilagao no campo elétrico que atua como um filtro, permitindo a transmissao

até o detector apenas da m/z selecionada (VAN BRAMER, 1997). A separacao de
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massa em um quadrupolo € o resultado, entdo, da movimentagdo do ion num campo
elétrico dindamico (radio frequéncia) que é dependente diretamente da razdo massa
carga (m/z) dos ions (GLISH; VACHET, 2003). Para cada pico cromatografico eluido
do cromatdgrafo a liquido € gerado, entdo, um espectro de massas (KORFMACHER,
2005).

O analisador triplo quadrupolo, o qual permite a analise por espectrometria
de massas sequencial, € o mais utilizado para doseamentos analiticos e
bioanaliticos. E constituido por trés quadrupolos em sequéncia, sendo que o
segundo quadrupolo desse analisador é utilizado como cela de colisdo onde os ions
selecionados no primeiro quadrupolo sdo fragmentados e direcionados para o
terceiro quadrupolo (VAN BRAMER, 1997).

2.7 VALIDACAO DE METODOS BIOANALITICOS

A validacdo de um método € o processo pelo qual se estabelece que as
caracteristicas de desempenho do procedimento analitico satisfacam os requisitos
das aplicagdes que o método analitico se propde (USP32, 2009), assegurando a
confiabilidade dos resultados (BRASIL, 2003).

Em maio de 2012 entrou em vigor a Resolugao da Diretoria Colegiada (RDC)
n°27, a qual dispde sobre os requisitos minimos exigidos para validacdo de métodos
bioanaliticos empregados em estudos com fins de registro e pds-registro de
medicamentos no Brasil. Segundo essa resolug¢do, a validagado deve conter ensaios
de precisao, exatidao, curva de calibracéo, efeito residual, efeito matriz, seletividade

e estabilidade, conforme as especificacdes de cada ensaio (BRASIL, 2012).



42

2.7.1 Seletividade

E definida como a capacidade que o método possui de avaliar de forma
inequivoca o analito na presenga de componentes que ja se espera encontrar na
matriz, produtos de degradacao e impurezas (BRASIL, 2003).

A matriz deve ser analisada e comparada com as amostras processadas no
limite de quantificagdo inferior do método, sendo que a resposta dos picos dos
interferentes devem ser inferiores a 20% da resposta do analito das amostras de
limite de quantificacao inferior (BRASIL, 2012).

Quando a matriz biolégica isenta do analito ndo estiver disponivel, esse
parametro pode ser testado pela comparagdo das inclinagdes de, no minimo, 6
curvas de adicao de padrao em 6 amostras de fontes distintas de matriz bioldgica
(contendo nivel basal) e da curva padrdo em solugdo ou matriz substituta (BRASIL,
2012).

2.7.2 Limite de deteccdo e quantificacao

O limite de deteccdo é a menor quantidade do analito que pode ser
detectada em wuma amostra utilizando-se um determinado procedimento

experimental. Pode ser determinado através da equacao:

_ DPax3
IC

LD

Onde LD é o limite de deteccao; DPa é o desvio padrao do intercepto com o
eixo y de, no minimo, trés curvas de calibragdo contendo a concentragédo do farmaco
proximas ao suposto limite de quantificacdo. Este desvio padrao pode ser também
obtido a partir da curva de calibracdo proveniente da analise de um numero
apropriado de amostras do branco; IC é a inclinagdo da curva de calibragao
(BRASIL, 2003).
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O limite de quantificacdo € a menor quantidade do analito que pode ser
quantificada em uma amostra utilizando-se um determinado procedimento
experimental. E estabelecido por meio de analises de concentragdes decrescente do
farmaco em estudo, até obter-se a menor concentragdo passivel de quantificagao.

Pode ser determinado através da equagao:

_ DPa x10
IcC

LO

Onde LQ ¢é o limite de quantificagdo; DPa é o desvio padrdo do intercepto
com o eixo y de, no minimo, trés curvas de calibragdo contendo a concentragao do
farmaco proximas ao suposto limite de quantificagcdo. Este desvio padrao pode ser
também obtido a partir da curva de calibragao proveniente da analise de um numero
apropriado de amostras do branco; IC é a inclinagdo da curva de calibragao
(BRASIL, 2003).

Também pode ser determinado por meio do sinal ruido, determinando-se o
ruido da linha de base e considerando a menor concentracdo de quantificacao
aquela que apresentar relagao sinal-ruido superior a 10:1, atendendo aos critérios
de precisao (BRASIL, 2003).

2.7.3 Curva de calibragao

A curva de calibracdo é definida como a relacdo entre a resposta do
instrumento frente a concentragdes conhecidas do analito (BRASIL, 2003). Esse
parametro deve garantir um nivel adequado de precisao, exatidao e linearidade dos
resultados obtidos com o método (USP32, 2009).

Devem ser analisadas no minimo trés curvas de calibracdo contendo
amostras com seis diferentes concentracdes de analito e o padrao interno, além de
incluir a analise de matriz (branco) e matriz adicionada de padréo interno (BRASIL,
2012).
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2.7.4 Precisao

A precisdo é a avaliacdo do grau de concordancia entre os resultados
obtidos de analises individuais de uma mesma amostra, sob mesmas condi¢cdes de
ensaio (USP32, 2009).

Para amostras bioanaliticas, a precisao deve ser determinada numa mesma
corrida (intracorridas) e no minimo entre trés corridas diferentes (intercorridas),
abrangendo corridas em dias distintos. Devem ser analisadas no minimo cinco
diferentes concentragdes do analito em cada corrida, incluindo concentragbes
equivalentes ao limite inferior de quantificacao, a trés vezes o limite de quantificacdo
inferior, a concentracbes acima do limite superior de quantificacdo e a
concentragcbes médias (BRASIL, 2012).

A precisao deve ser expressa pelo desvio padrao relativo (DPR), o qual tem
como valor de referéncia variagdes até 15%, com excecéo do LIQ, para o qual se

admitem valores inferiores ou iguais a 20%, sendo calculado pela férmula:

DP

DPR = x100

Onde DPR ¢é o desvio padrao relativo; DP é o desvio padrdo e CME ¢é a

concentracao média experimental (BRASIL, 2012).

2.7.5 Exatidao

A exatidao de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos
nesse método em relacao ao valor verdadeiro (BRASIL, 2003).

Deve-se determinar a exatidao intracorrida, ou seja, em uma mesma corrida
e no minimo trés intercorridas ou trés corridas diferentes. Em cada corrida devem

ser analisadas no minimo cinco replicatas em pelo menos cinco concentragoes,
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incluindo concentragdes equivalentes ao limite inferior de quantificacéo (LIQ), a trés
vezes o limite de quantificagdo inferior (CQB), concentragdo acima do limite superior
de quantificagdo (CQD), concentragdo préxima a média entre limite de quantificagao
inferior e superior (CQM) e concentracao entre 75% e 85% da maior concentragédo
da curva de calibragédo (CQA) (BRASIL, 2012).

A exatiddo é expressa pelo Erro Padrdo Relativo (EPR), n&do sendo
admitidos valores fora da faixa de +/-20% do valor nominal para concentragao igual
ao limite inferior de quantificacdo e +/-15% do valor nominal para as demais

concentracgdes, calculando-se segundo a formula:

EPR=(

MXIOO
VN

Onde EPR é o Erro Padrdao Relativo, CME é a concentragcdo média

experimental; VN é o valor nominal (BRASIL, 2012).

2.7.6 Efeito residual (Carryover)

Segundo a RDC n° 27, o efeito residual é causado por contaminacao
proveniente de amostradas analisadas anteriormente, gerando o aparecimento ou
aumento do sinal do analito ou padréo interno (BRASIL, 2012).

Para avaliar esse parametro, no minimo trés injecbes da mesma amostra
branco devem ser realizadas, sendo uma vez antes e duas logo apds a injecédo da
maior concentragédo do analito na curva de calibragdo preparada na matriz (LSQ). Os
resultados devem ser comparados com as amostras processadas de menor
concentragéo da curva de calibragcéo preparadas em matriz (LIQ) (BRASIL, 2012).

As repostas de picos interferentes no tempo de retencdo do analito devem
ser inferiores a 20% da resposta do analito das amostras processadas do LIQ e as
respostas de picos interferentes no tempo de retengcao do padrao interno devem ser

inferiores a 5% da resposta do padrao interno (BRASIL, 2012).
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A fim de se evitar que a precisdo e exatiddo do método sejam afetadas,
procedimentos especificos na execugcao do método devem ser realizados para se

controlar o efeito residual, caso este seja inevitavel (BRASIL, 2012).

2.7.7 Efeito matriz

O efeito matriz é o efeito causado por componentes da matriz biolégica na
resposta do analito ou padrao interno (BRASIL, 2012).

Com a finalidade de se avaliar esse efeito, devem ser analisadas amostras
das matrizes bioldgicas posteriormente adicionadas de analitos e padrao interno nas
seguintes concentragdes: entre 75% e 85% da amostra de maior concentragéo da
curva de calibragao e até trés vezes o valor do limite inferior de quantificacdo do
método (BRASIL, 2012).

Quando a matriz biolégica utilizada for o plasma, devem ser analisadas oito
amostras de fontes distintas, sendo quatro normais, duas hemolisadas e duas
lipémicas. No caso da amostra bioldgica saliva, seis amostras de fontes distintas
devem ser analisadas (BRASIL, 2012).

Para cada amostra deve ser obtido o fator de matriz normalizado (FMN) por

padrao interno, calculado de acordo com a seguinte férmula:

RAM  RAS

FMN = :
RPiM  RPiS

Onde FMN é o fator de matriz normalizado; RAM ¢é a resposta do analito em
matriz; RPiM é a resposta do padrao interno em matriz; RAS é a resposta do analito
em solugao; RPIS é a resposta do padrao interno em solugao (BRASIL, 2012).

O desvio padrao relativo dos FMNs relativos a todas as amostras deve ser
inferior a 15%. Caso o resultado seja superior a 15% devido as amostras
hemolisadas, um novo desvio padrao relativo podera ser calculado sem essas
amostras e as amostras em estudo hemolisadas nao poderdo ser analisadas
(BRASIL, 2012).
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Caso a metodologia bioanalitica ndo permita a avaliagdo do efeito matriz
conforme descrito pela RDC n° 27, deve ser aplicado um procedimento alternativo
(BRASIL, 2012).

2.7.8 Estudo de estabilidade

As matrizes bioldgicas sdo de natureza complexa e a instabilidade dos
farmacos, pro-farmacos e metabdlitos nessas amostras sdo considerados um
problema. A estabilidade dos analitos pode ser afetada por diversos fatores, dentre
eles a temperatura de estocagem, o pH, a presenga de anticoagulantes e aos ciclos
de congelamento que essas amostras sdo submetidas. Além disso, as amostras
estao sujeitas a problemas com a estabilidade durante as varias etapas da analise,
como, por exemplo, na coleta e armazenamento da amostra, pré-tratamento
(procedimentos de clean-up, concentracdo, extracdo) e tempo de analise nos
equipamentos (NOVAKOVA; VLCKOVA, 2009).

A resolugao exige a demonstracdo da estabilidade dos analitos na matriz
biolégica por meio da realizagdo de estudos de estabilidade apds ciclos de
congelamento e descongelamento, estabilidade de curta e longa duragdo e pos-
processamento, avaliando-se concentracdes alta e baixa do controle de qualidade. A
estabilidade € demonstrada quando o desvio da média das concentragdes obtidas
nao for superior a 15% em relagao ao valor nominal (BRASIL, 2012). A avaliagdo da
estabilidade apés ciclos de congelamento e descongelamento e estabilidade de
curta e longa duragdo dos analitos em solugdo também se faz necessaria uma vez

que essas solugdes sao utilizadas na curva de calibragao.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Padrdes analiticos

Os padrdes analiticos utilizados nesse trabalho, assim como peso molecular,
teor e marca dessas estao descritos no QUADRO 2. A levodopa deuterada (FIGURA

7) foi utilizada como padrao interno.

D O

HO
OH

NH,
HO D

D

FIGURA 7 - FORMULA ESTRUTURAL DA LEVODOPA DEUTERADA
FONTE: O autor (2014)

Analito Peso Molecular Teor Marca
Carbidopa hidratada 244 .29 < 98% Sigma Aldrich
Cloridrato de dopamina 189,64 < 98% Sigma Aldrich
Levodopa 197,19 < 98% Sigma Aldrich
3-O-metildopa 211,21 92% USP
Levodopa deuterada 200,21 98% Sigma Aldrich

QUADRO 2 - PADROES ANALITICOS UTILIZADOS NO DESENVOLVIMENTO, VALIDACAO E
APLICACAO DO METODO POR HILIC-CLAE-EM/EM

NOTA: USP: UNITED STATES PHARMACOPOEIA

FONTE: O autor (2014)
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3.1.2 Obtencao do plasma

O plasma normal (branco), hemolisado (contendo hemacias lisadas) e
lipémico (pds-prandial — alto teor de lipidios) utilizados no desenvolvimento e
validacdo do método foram gentilmente cedidos pelo Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Parana (HEMEPAR, Curitiba, Brasil).

As amostras de pacientes foram cedidas pelo Instituto de Pesquisa Pelé
Pequeno Principe (IPPPP, Curitiba, Brasil). Os plasmas foram provenientes de
exames de rotina realizados no ambulatério do instituto, ou seja, ndo foi necessario
realizar coleta especificamente para a condugao do estudo. Os participantes da
pesquisa foram 12 pacientes de ambos os sexos, com faixa etaria entre 62 e 73
anos, diagnosticados com doenga de Parkinson, e submetidos a tratamento com o
medicamento Stalevo™ (Novartis®) 100/25/200 mg
(levodopal/carbidopa/entacapona). Todos os voluntarios receberam informagdes
sobre a utilizagdo do material biolégico na pesquisa e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

As amostras de sangue (5,0 mL) foram coletadas em tubos contendo o
anticoagulante edetato tetrassoédico (EDTA) aproximadamente uma hora apos
receberem o medicamento. As amostras coletadas foram centrifugadas em
temperatura ambiente a 4000 rpm por 5 min (Eppendorf 5810-R, Hamburg,
Alemanha) e os plasmas foram aliquotados e congelados a -80 °C (Thermo Scientific
Revco 40, Asheville, EUA) até o momento das analises.

Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos do Setor de Ciéncias da Saude da UFPR (CAAE:
14078213.1.0000.0102).

3.1.3 Reagentes e solventes

e Agua ultrapura obtida através do sistema Milli-Q (Millipore, Milford, EUA),
acetonitrila e metanol grau CLAE (Tédia, Fairfield, EUA), acido férmico (88%,
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v/v) (J. T. Baker, New Jersey, EUA), formiato de amoénio (= 97%) (Acros
Organics, New Jersey, EUA), acido cloridrico (36-38% w/Vv) (Mallinckrodt

Baker, Edo. de Mexico, México).

Equipamentos e consumiveis

Agitador de amostras Mixer Glas-Col (Terre Haute, EUA);

Balanga analitica Mettler Toledo, modelo Excellence Plus XP 205, com
precisao de 0,01 mg (Columbus, EUA);

Banho de ultrassom Branson 2510 (Danbury, EUA);

Centrifuga refrigerada Eppendorf, modelo 5810-R (Hamburg, Alemanha);
Concentrador de amostras Centrivap, Labconco (Kansas City, EUA);
Cromatdgrafo Agilent, modelo 1200 equipado com bomba binaria G1312B,
degaseificador G1379B (Wilmington, EUA) e injetor automatico CTC Waters
2777 Sample Manager (Milford, EUA);

Espectrdmetro de massas triplo quadrupolo Applied Biosystem, modelo API
3200 (Toronto, Canada) equipado com bomba de infusdo Havard 22 Dual
Modal Apparatus (South Natick, EUA), fonte de ionizagcdo por electrospray
(ESI) e software Analyst versédo 1.4 (ABI/Sciex) para processamento de
dados;

Purificador de agua Milli-Q, Millipore, A10 Gradiente (Milford, EUA);

Vortex, Genie 2 (Bohemia, EUA);

Coluna Atlantis HILIC (150 x 2,1 mm; 3 pym), Waters (Milford, EUA);

Coluna Luna HILIC (150 x 2,0 mm; 3 ym); Phenomenex (Torrance, EUA);
Pré-coluna Atlantis HILIC (10 x 2,1 mm; 3 ym), Waters (Milford, EUA);

Filtro de membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) 0,22 e 0,45 ym de
poro Milex, Millipore (Billerica, EUA);

Tubo para centrifugagdo tipo Falcon, Techno Plastic Products AG

(Trasadingen, Suiga).
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3.2 DESENVOLVIMENTO E OTIMIZAGCAO DO METODO POR CLAE-EM/EM

3.2.1 Avaliagado da solubilidade dos padrbes analiticos

O uso da acetonitrila, metanol e metanol contendo 0,5% de acido cloridrico
foi avaliado como diluente no preparo das solugbes estoque. Para a avaliagao,
solucdes dos padrbes analiticos foram preparadas na concentragao de 1 mg.mL'1,
utilizando a acetonitrila, o metanol e o metanol acidificado como diluentes,
submetendo-se a solubilizacdo com auxilio de banho ultrassom por 10 minutos. As
solugdes foram mantidas em repouso por 3 horas a temperatura de 25°C e avaliadas
individualmente quanto a formacgado ou nao de precipitados, o ndo aparecimento de

precipitados indica que a solubilidade no solvente é adequada a finalidade.

3.2.2 Preparo da solucao estoque

Para obtencdo das solugdes estoque, cada farmaco e metabdlito foi pesado
em balanca analitica (corrigindo-se a massa de acordo com a forma cloridrato ou
hidratada) e solubilizados separadamente em metanol acidificado (HCI 0,5% v/V)
atingindo-se concentracdo de 1 mg.mL™. As solucdes foram estocadas em freezer a

- 40°C e protegidas da luz.

3.2.3 Preparo das solugdes de trabalho

As solugdes de trabalho foram preparadas da seguinte forma: concentragdes

intermediarias e solucdo de padrao interno foram diluidas em metanol e as
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concentracdes finais dos demais analitos foram diluidas em acetonitrila contendo

0,05% de acido formico e 3 mmol.L™ de formiato de aménio.

3.2.4 Otimizacio dos parametros do espectrometro de massas

A checagem de sinal dos analitos foi feita através de analise por infuséo
direta no espectrémetro de massas. Com o objetivo de definir a melhor condigdo de
ionizacdo dos analitos, esse experimento foi realizado preparando-se solugdes de
trabalho a 100 ng.mL™, diluidas em uma mistura de acetonitrila:agua (50:50, v/v),
variando-se as concentragdes dos aditivos (QUADRO 3). As solugdes foram
infundidas em bomba seringa a um fluxo de 10 uL.min™ na interface electrospray, no
modo positivo de ionizagao. A posicao do capilar foi mantida em 10 mm na vertical e

5 mm na horizontal.

ADITIVOS CONCENTRAGOES

0,01%
0,05%
0,1%
0,2%
0,5%
1%

Acido férmico

3mM
Formiato de amoénio 5mM
10 mM

Acido férmico e formiato de aménio 0,05% e 3 mM

QUADRO 3 - CONCENTRAGOES DE ADITIVOS UTILIZADAS PARA A CHECAGEM
DE SINAL DOS ANALITOS

Na sequéncia foi realizado o experimento de Monitoramento de Reacgdes
Multiplas (MRM). A concentragdo dos analitos foi variada a fim de se obter uma
intensidade de sinal entre 2 x 10° e 1 x 10° Os parametros potencial de

desagrupamento (PD), potencial de entrada (EP), potencial de entrada na cela de
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colisdo (CEP), energia de colisdo (CE) e potencial de saida da cela de colisdo (CXP)
foram otimizados automaticamente, obtendo-se os fragmentos de cada analito.

A préxima etapa foi a andlise por injecao em fluxo (FIA). Nessa etapa, o
cromatografo a liquido foi acoplado ao espectrometro de massas para otimizagao
dos seguintes parametros: gas de colisdo (CAD); gas de interface (CUR); gas de
nebulizagdo (GS1); gas auxiliar (GS2); voltagem do capilar (IS); temperatura da
fonte. Nessa analise ndo foi utilizada coluna cromatografica. A fase moével foi
composta por acetonitrilazagua (50:50 v/v) contendo 0,05% de acido formico e 3
mmol.L™" de formiato de amdnio, mantendo-se um fluxo de 200 pL.min™' e a posicéo
do capilar em 3 mm na vertical e 5 mm na horizontal. O volume de injegéo foi de 20
UL e todos os analitos estavam na concentragdo de 200 ng.mL™" na solucdo de

trabalho.

3.2.5 Otimizagado cromatografica

A otimizacao cromatografica foi conduzida utilizando-se duas colunas
cromatograficas: Atlantis HILIC (150 x 2,1 mm; 3 ym) e Luna HILIC (150 x 2,0 mm; 3
pm). Diferentes propor¢cdes de agua, acetonitrila e aditivos foram testadas,
mantendo-se 0,05% de acido féormico e 3 mmol.L™' de formiato de aménio como
aditivos e proporcdo acetonitrilazagua 79:21 (v/), fluxo de 200 pL.min” e
temperatura a 25°C. Apds a escolha da coluna, foram modificados os demais
parametros (fluxo, temperatura e volume de injecao).

Os ensaios foram realizados com solugdes de trabalho contendo a mistura
contendo 1000 ng.mL'1 de levodopa, carbidopa e 3-O-metildopa, 250 ng.mL'1 de

dopamina e 2500 ng.mL™" de levodopa deuterada.

3.2.5.1 Preparo da fase mével

Para compor a fase movel foram preparadas duas solugbes: solugdo A

(acetonitrila/agua (95:5 v/v)) e solugéo B (agua), ambas contendo 0,05% de acido
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formico e 3 mmol.L™" de formiato de aménio, utilizando-se a proporcéo 79:21 (v/v) da

solucao A e solucéao B, respectivamente.

3.3 OTIMIZACAO DO METODO DE EXTRAGAO DOS ANALITOS DO PLASMA
HUMANO

A fim de se obter um método simples de extragdo com desejada precisao, as
técnicas de precipitagdo de proteinas plasmaticas e extracdo liquido-liquido foram
testadas, avaliando-se quatro solventes: acetonitrila contendo 0,05% de &acido
formico e 3 mmol.L™' de formiato de aménio; metanol; hexano; terc-butil-metil éter.

Para realizagdo desse teste foram preparadas amostras em triplicata.
Aliquotas de 400 uL de plasma branco (isento dos medicamentos em estudo) foram
transferidas para tubos plasticos de 2 mL (tipo Eppendorf). Na sequéncia foram
adicionados ao plasma branco 50 pyL de solugdo de trabalho contendo os analitos
em estudo e 50 pL de solugdo de padrao interno, obtendo-se concentragdes
equivalentes a 400 ng.mL™" de levodopa, carbidopa e 3-O-metildopa, 200 ng.mL™ de
dopamina e 2500 ng.mL™" de padréo interno.

As amostras foram, entdo, homogeneizadas em vértex durante 1 min e, por
fim, extraidas da seguinte forma:

Precipitacdo de proteinas plasmaticas: uma aliquota de 1500 pL de solvente

(acetonitrila contendo 0,05% de acido férmico e 3 mmol.L™" de formiato de amonio ou
metanol) foi adicionada ao tubo de plastico contendo o plasma branco adicionado de
solugado padrédo. As amostras foram, entdo, agitadas em vortex durante 3 min e, em
seguida, centrifugadas por 20 min., a 14000 rpm, a 5°C. Na sequéncia, o
sobrenadante foi filtrado em filtro de PVDF de 0,22 uym de poro e analisado por
CLAE-EM/EM.

Extracéo liquido-liquido: uma aliquota de 1200 uL de solvente (hexano ou

terc-butil-metil éter) foi adicionada ao tubo de plastico contendo o plasma branco
adicionado de solucdo padrdao. As amostras foram, entdo, agitadas em vortex

durante 3 min e, em seguida, centrifugadas por 10 min., a 14000 rpm, a 5°C. Na
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sequéncia, o sobrenadante foi filtrado em filtro de PVDF de 0,22 um de poro e
analisado por CLAE-EM/EM.

Os métodos de extracdo e a eficiéncia dos solventes utilizados foram
comparados e avaliados de acordo com a area dos picos obtidos através de cada

procedimento.

3.3.1 Ensaio de recuperagao

Para conducao desse ensaio foram preparadas amostras em sextuplicata e
em duas concentracdes, baixa e alta, para todos os analitos, de duas formas:

Analitos _adicionados antes da extracdo: Aliquotas de 400 uL de plasma

branco (isento dos medicamentos em estudo) foram transferidas para tubos
plasticos de 2 mL (tipo Eppendorf). Na sequéncia foram adicionados ao plasma
branco 50 uL de solucédo de trabalho contendo os analitos em estudo e 50 pL de
solucdo de padrao interno, obtendo-se concentragdes equivalentes a 225 e 640
ng.mL" de levodopa, 195 e 640 ng.mL" de carbidopa e 3-O-metildopa, 60 e 320
ng.mL™" de dopamina e 2500 ng.mL™" de padrdo interno. As amostras foram, entao,
homogeneizadas em vortex durante 1 min. Uma aliquota de 1500 pL de acetonitrila
contendo 0,05% de acido férmico e 3 mmol.L™ de formiato de aménio foi adicionada
ao tubo de plastico contendo o plasma branco adicionado de solugao padrdo. As
amostras foram, entdo, agitadas em voértex durante 3 min e, em seguida,
centrifugadas por 20 min., a 14000 rpm, a 5°C. Na sequéncia, o sobrenadante foi
filtrado em filtro de PVDF de 0,22 ym de poro e analisado por CLAE-EM/EM.

Analitos adicionados antes da extracdo: Aliquotas de 400 pyL de plasma

branco (isento dos medicamentos em estudo) foram transferidas para tubos
plasticos de 2 mL (tipo Eppendorf). Na sequéncia foram adicionadas de 1600 uL de
agente de precipitagdo, agitadas em vortex durante 3 min. e, em seguida,
centrifugadas (14000 rpm, 20 min., 5°C). Uma aliquota de 950 yL do sobrenadante
foi transferida para um novo tubo plastico e se adicionou 25 pL da solucdo de
trabalho contendo analitos de interesse e 25 pL da solugao do PI, obtendo-se

concentracéo final dos analitos igual a 225 e 640 ng.mL™" de levodopa, 195 e 640
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ng.mL™" de carbidopa e 3-O-metildopa, 60 e 320 ng.mL™" de dopamina e 2500 ng.mL"
' de padrao interno. As amostras foram homogeneizadas em vortex por 1 min e
filtradas em filtro de PVDF de 22 uym de poro e analisadas por CLAE-EM/EM.

A recuperagao e o desvio padrao relativo foram calculados a partir da
comparagao das areas obtidas nas duas formas de preparo (adicdo dos analitos
antes e apds o processo de extragao). A adigdo das solugdes contendo os analitos e
0 padrao interno na matriz ja extraida representou 100% de extragcao. A recuperagao

foi calculada da seguinte forma:

- R
RECUPERACAOD U = R_l X 100

-
=

Onde R7 é a resposta dos analitos adicionados antes da extragdo e R, € a

resposta dos analitos adicionados depois da extragao.

3.3.2 Preparo da amostra

A precipitacdo de proteinas plasmaticas das amostras de pacientes foi
conduzida da seguinte forma: aliquotas de 400 uL de plasma de pacientes foram
transferidas para tubos plasticos de 2 mL (tipo Eppendorf). Na sequéncia foram
adicionados ao plasma 50 pL de padrao interno, obtendo-se concentracio final de
2500 ng.mL'1. As amostras foram, entdo, homogeneizadas em vértex durante 1 min.
Uma aliquota de 1600 uyL de acetonitrila contendo 0,05% de acido féormico e 3
mmol.L™" de formiato de aménio foi adicionada ao tubo de plastico contendo o
plasma branco adicionado de solugédo padrdo. As amostras foram, entdo, agitadas
em vortex durante 3 min e, em seguida, centrifugadas por 20 min., a 14000 rpm, a
5°C. Na sequéncia, o sobrenadante foi filtrado em filtro de PVDF de 0,22 ym de poro
e analisado por CLAE-EM/EM.
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3.4 VALIDAGCAO DO METODO

A validacdo do método foi realizada de acordo com a RDC n°® 27 de 17 de
maio de 2012 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

3.4.1 Preparo das amostras controle de qualidade e niveis da curva de calibracao

As amostras utilizadas para validagcdo do método foram preparadas da
seguinte forma:

Uma aliquota de 400 pL de plasma branco (isento de analitos),
descongelada a temperatura ambiente, foi acrescida de 50 yL de solugéo de
trabalho contendo carbidopa, dopamina, levodopa e 3-O-metildopa de forma a se
obter os diferentes niveis das curvas analiticas (QUADRO 4) e amostras controles
(exceto CQD) (QUADRO 5). Também foi adicionado 50 uL de solugdo de trabalho
de levodopa deuterada (Pl) em todos os niveis das curvas e amostras controles,

obtendo-se uma concentragao final de 2500 ng.mL™.

Concentragdo (ng.mL™)

Nivel . . . Levodopa
Levodopa Carbidopa 3-O-metildopa Dopamina deuterada (PI)
1 75 65 65 20
2 200 200 200 100
3 400 400 400 200 2500
4 500 500 500 250
5 650 650 650 325
6 800 800 800 400

QUADRO 4 - NIVEIS DE CONCENTRACAO DOS ANALITOS NA CURVA DE CALIBRACAO



Concentragdo (ng.mL™)
Amostras Levodopa
c - -O- - .
Q Levodopa Carbidopa | 3-O-metildopa Dopamina deuterada (PI)
LIQ 75 65 65 20
CcQB 225 195 195 60
caMm 430 430 430 210 2500
CQA 640 640 640 320
cab 400* 400* 400* 200*
QUADRO 5 - NIVEIS DE CONCENTRACAO DOS ANALITOS NAS AMOSTRAS DE CONTROLE DE
QUALIDADE

NOTA: CQ: amostras de controle de qualidade; LIQ: limite inferior de quantificacdo; CQB: controle de
qualidade de baixa concentragdo; CQM: controle de qualidade de média concentragéo; CQA: controle
de qualidade de alta concentragdo; CQD: controle de qualidade de diluicdo; *Concentragédo obtida
apos a diluicdo de 5 vezes em plasma branco.

As amostras foram, entdo, homogeneizadas em vortex durante 1 min. Uma
aliquota de 1500 uL do agente de precipitacao foi adicionada as amostras, agitou-se
em vortex durante 3 min e, em seguitida, centrifugou-se por 20 min., a 14000 rpm, a
5°C. Na sequéncia, o sobrenadante foi filtrado em filtro de PVDF de 0,22 um de poro
e analisadas por CLAE-EM/EM.

Para o preparo da CQD, uma aliquota de 350 pL de plasma branco (isento
de analitos), descongelada a temperatura ambiente, foi acrescida de 50 pL de
solucado de trabalho contendo carbidopa, dopamina, levodopa e 3-O-metildopa de
modo a se obter concentragdes de 4000 ng.mL™"' de dopamina e 8000 ng.mL™ dos
demais analitos, respectivamente. Em seguida diluiu-se essa amostra transferindo-
se 100 pL da amostra para um tubo plastico contendo 300 uL plasma branco,
obtendo-se um volume total de 400 pL. Essa amostra diluida foi preparada
adicionando-se 50 pyL de Pl e agitando-se em vortex por 1 min. Uma aliquota de
1550 yL do agente de precipitacdo foi adicionada as amostras e procedeu-se

conforme descrito no paragrafo anterior.

3.4.2 Seletividade

A seletividade foi avaliada através da comparacao das matrizes de plasma

isento dos analitos de interesse e plasma adicionado de padrao.
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Seis amostras (quatro de plasma normal, uma de plasma lipémico e uma de
plasma hemolisado) isentas dos analitos de interesse, foram preparadas da seguinte
forma: aliquotas de 400 uL de cada amostra foram adicionadas de 1600 pL de
agente de precipitagdo, agitadas em vortex durante 3 min. e, em seguida,
centrifugadas (20 min, 14000 rpm, 5°C). O sobrenadante foi filtrado em filtro de
PVDF de 22 ym de poro.

Outras seis amostras (quatro de plasma normal, uma de plasma lipémico e
uma de plasma hemolisado) foram adicionadas de 50 pL solugdo de trabalho
contendo os analitos de interesse de forma a se obter concentragédo correspondente
ao LIQ e 50 pL de PI obtendo-se a concentracdo de 2500 ng.mL™'. Essas amostras
passaram, entdo, pelo procedimento de precipitacdo de proteinas plasmaticas e
filtracdo conforme descrito no item 3.4.1.

As amostras foram analisadas e os cromatogramas obtidos das amostras
isentas dos analitos e das amostras adicionadas de padrdo foram sobrepostos e
comparados. Para que o método seja considerado seletivo, nenhum pico interferente
proximo aos tempos de retengao dos analitos deve apresentar area superior a 20%
da area das amostras LIQ e proximo ao tempo de retencdo do PI, o valor ndo deve
ser superior a 5% da area do Pl (BRASIL, 2012).

3.4.3 Efeito residual (Carryover)

O efeito residual foi avaliado analisando-se a inje¢do de uma amostra
branco, seguida de uma amostra adicionada de padrao preparado na concentragao
correspondente ao limite superior de quantificacao (LSQ) preparada de acordo com
o item 3.4.1, e, logo apds, mais duas injegcdes da mesma amostra branco foram
realizadas. Os picos presentes nas injegdes da amostra branco devem ser
comparados com as amostras de concentracdo correspondente ao LIQ. Para o
método ser considerado isento de efeito residual, as areas dos picos interferentes
nao devem ser significativas, ou seja, ndo devem ser superiores a 20% da area das
amostras LIQ e 5% da area do Pl (BRASIL, 2012).
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3.4.4 Efeito matriz

Para avaliagao do efeito matriz foram preparadas oito replicatas dos padroes
em solugcao na concentragcdo do CQA e oito replicatas na concentragdo do CQB.

Também foram preparadas oito amostras branco - quatro de plasma normal,
duas de plasma lipémico e duas de plasma hemolisado. Aliquotas de 400 uL de
cada amostra foram adicionadas de 1600 yL de agente de precipitagdo, agitadas em
vortex durante 3 min. e, em seguida, centrifugadas (14000 rpm, 20 min., 5°C). Uma
aliquota de 950 pL do sobrenadante foi transferida para um novo tubo plastico e se
adicionou 25 pL da solucao de trabalho contendo analitos de interesse e 25 uL da
solugéo do PI, obtendo-se concentragao final dos analitos igual a CQA. As amostras
foram, entdo, homogeneizadas em vortex por 1 min e filtradas em filtro de PVDF de
22 um de poro para os vials. Da mesma forma foram preparadas mais oito amostras,
mas com concentragao final igual ao CQB.

Para cada amostra foi calculado o fator matriz normalizado por Pl (FMN)
conforme descrito no item 2.7.7. Para o método ser considerado isento de efeito
matriz, o desvio padrao relativo (DPR) entre os FMN das amostras adicionadas de
padrdo e as respectivas solugdes padrao ndo deve ser superior a 15% (BRASIL,
2012).

3.4.5 Limite de deteccao e quantificacao

Os limites inferiores de deteccdao (LD) e quantificacdo (LIQ) foram
determinados calculando-se a relagdo sinal/ruido. As amostras para realizagao
desse ensaio foram preparadas em triplicata conforme descrito a seguir: aliquotas
de 400 pyL de plasma branco foram adicionadas de 1600 uL de agente de
precipitagcéo, agitadas em vortex durante 3 min. e, em seguida, centrifugadas (14000
rom, 20 min., 5°C). Transferiu-se uma aliquota de 990 uL de sobrenadante para um
novo tubo plastico e adicionou-se 10 pL de solugdo de trabalho contendo analitos de
interesse obtendo-se concentragéo final correspondente a 100 ng.mL™". As amostras
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foram, entdo, homogeneizadas em vortex por 30 s e filtradas em filtro de PVDF de
22 ym de poro. Essas amostras foram diluidas em série (plasma branco processado)
e injetadas no CLAE-EM/EM até a obtengdo do menor pico detectavel. O LD foi
determinado através da relagao sinal/ruido 3:1 enquanto que o LIQ foi determinado
através da relagdo sinal/ruido de, no minimo, 10:1, considerando um desvio padréo

relativo (DPR) <20% entre as triplicatas.

3.4.6 Curva de calibragao

Para realizacdao do ensaio curva de calibragao foram preparadas trés curvas
de calibracdo, em seis niveis de concentracdo, durante trés dias consecutivos,
conforme descrito no item 3.4.1. Também foram analisadas a amostra branco (isenta
de analitos) e a amostra zero (adicionada apenas de PI).

Para construgcdo das curvas de calibracdo foi utilizado o método dos
minimos quadrados — como controle da relagao entre as variaveis — e o controle de
outliers foi realizado através dos limites de confianca e predi¢cao (95% de confianca).
A analise de residuos (95% de confianga) foi realizada para calcular as incertezas ao
longo da curva de calibracdo. Também foram calculados o desvio padrao (dp) e o
desvio padrao relativo (DPR) para cada nivel de concentracéo. A regressao linear
utilizada foi 1/x.

Os padroées de calibragdo devem primeiramente ser aprovados para compor
a equacao da curva, ou seja, ndo devem ser observadas variagbes superiores a
15% em relagdo a concentragdo nominal do nivel da curva, exceto para o LIQ, cuja
variagao nao pode ser superior a 20%.

Considera-se a curva de calibragcdo aprovada quando no minimo seis
padrées da curva, incluindo o LIQ e o LSQ, sejam aprovados segundo os critérios
acima (BRASIL, 2012).
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3.4.7 Precisao e exatidao

Para o ensaio de precisdo e exatidao foram preparadas em quintuplicata
amostras nas concentragdes LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD, em quintuplicatas,
conforme descrito no item 3.4.1. Esses ensaios foram avaliados em um mesmo dia
(intradia) e durante trés dias consecutivos (interdia).

A precisao foi expressa calculando-se o desvio padrao relativo (DPR) entre
as concentragdes das replicatas de um mesmo nivel de concentragao e a exatidao
foi calculada através do erro padrao relativo (EPR) conforme descrito no item 2.7.5.
Para que o método seja considerado preciso e exato, as variagbes devem ser
menores que 15% para todos os niveis, exceto para o LIQ, que os desvios devem

ser menores que 20%.

3.4.8 Teste de estabilidade

3.4.8.1 Estabilidade de curta duracdo, longa duracédo e ciclos de congelamento e

descongelamento

Para avaliagao da estabilidade dos analitos em matriz biolégica, aliquotas de
400 pL de plasma foram adicionadas de 50 uL de solugcédo contendo os analitos, de
modo a obter concentragdes correspondentes ao CQB e CQA, homogeneizando em
vortex durante 1 min. As amostras foram preparadas em triplicata para cada nivel de
concentracdo e teste, sendo armazenadas nas condi¢des e tempo descritos no
QUADRO 6.
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Estudo Concentragao | N° de amostras Condigdes do estudo

CQB 3

Curta duragao 0-1h na ba.ncada (terr:peratura
CQA 3 ambiente — 25 °C)
CQB 3

Longa duragéo 0-5 dias (freezer -80°C)
CQA 3

Ciclos de congelamento e casB 3 3 ciclos de 24h cada (freezer -80°C
descongelamento CQA 3 e temperatura ambiente — 25°C)

QUADRO 6 - CONCENTRACOES DAS AMOSTRAS E CONDICOES UTILIZADAS NOS ESTUDOS
DE ESTABILIDADE DOS ANALITOS EM PLASMA

NOTA: CQB, controle de qualidade de baixa concentragdo; CQA, controle de qualidade de alta

concentragao.

Apo6s o tempo determinado para cada estudo, as amostras foram, entao,
adicionadas do padrao interno, submetidas a extracdo por precipitagcao de proteinas
e filtracdo, conforme descrito no item 3.4.1. As amostras foram analisadas por
CLAE-EM/EM, calculando-se as concentragdes de acordo com uma curva de
calibracdo recém-preparada. A estabilidade é demonstrada quando o desvio
observado nao for superior a 15% da média das concentracdes obtidas com relagao

ao valor nominal.

3.4.8.2 Estabilidade pds-processamento

Para avaliagdo da estabilidade pdés-processamento, aliquotas de 400 pL
foram adicionadas de 50 uL de solugdo contendo os analitos e 50 uL de solugao de
Pl, de modo a obter concentracdes correspondentes ao CQB e CQA e 2500 ng.mL'1
de PI. Foram realizadas trés replicatas para cada concentracdo. Na sequéncia, as
amostras foram submetidas a extragcao por precipitacdo de proteinas e filtracao,
conforme descrito no item 3.4.1. As amostras foram armazenadas no gerenciador de
amostras (4°C, 0-6h). Apos esse periodo, as amostras foram analisadas por CLAE-
EM/EM, calculando-se as concentracbes de acordo com uma curva de calibragao
recém- preparada. A estabilidade é demonstrada quando o desvio observado nao for
superior a 15% da média das concentracdes obtidas com relacéo ao valor nominal.
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3.4.8.3 Estabilidade dos analitos em solucéo

Foram avaliadas nesse ensaio solugdes estoque e de trabalho dos analitos e
Pl nas concentragdes de 1 mg.mL™" e 1000 ng.mL™ em triplicata. As condicdes de
estudo avaliadas foram de 0-20 dias armazenados em freezer —40°C (solugéo

estoque) e 0-6h em temperatura ambiente (solugédo detrabalho) (QUADRO 7).

Estudo Concentragao N° de amostras Condigdes do estudo
Solugéo estoque 1 mg.mL” 3 0-20 dias (freezer, -40°C)
Solugéo de trabalho 1000 ng.mL'1 3 0-6h (geladeira, 4°C)

QUADRO 7 - CONCENTRAGAO DAS AMOSTRAS E CONDI(;(?ES UTILIZADAS NOS ESTUDOS
DE ESTABILIDADE DOS ANALITOS EM SOLUCAO

Apos o tempo na condigao determinada, as solugdes foram diluidas em fase
movel (item 3.2.5.1) obtendo-se concentragdo dos analitos equivalente a CQM e o
do Pl de 2500 ng.mL™, filtradas em filtro de PVDF de 22 ym de poro e analisadas
por CLAE-EM/EM. As concentragdes obtidas das solucbes em estudo foram
comparadas com as concentragdes das solugcdes recém-preparadas de mesma
concentracdo. A estabilidade € demonstrada quando o desvio observado n&o for
superior a 10% da média das concentragcdes obtidas com relacdo a média das

solucdes recém-preparadas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AVALIACAO DA SOLUBILIDADE DOS PADROES ANALITICOS

Dentre os solventes avaliados, o metanol acidificado com 0,5% de acido
cloridrico foi o que proporcionou a completa solubilizagdo de todos os padrbes

analiticos.

4.2 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DA ESPECTROMETRIA DE MASSAS

4.2.1 Checagem e otimizag&o do sinal dos analitos

Para analise por infusao direta no espectrometro de massas foi selecionado
a fonte de ionizacdo electrospray, devido a sua robustez e sensibilidade, e modo
positivo baseado nos métodos encontrados na literatura e caracteristicas quimicas
dos analitos (QUADRO 1).

Solugbes de trabalho foram preparadas em diferentes aditivos (QUADRO 3)
e infundidas separadamente, avaliando-se a intensidade e estabilidade do sinal
através do modo Multiple fons (MI). Foi observada para todos os analitos moléculas
na forma protonada [M+H]".

Primeiramente, foram avaliadas diferentes concentracdes de acido férmico e
formiato de amébnio, separadamente. Apdés a obtengdo dos resultados, a
concentracdo de cada aditivo que proporcionou melhor intensidade de sinal foi
escolhida para compor a combinagao entre eles.

Li, Rossi e Fountain (2000) testaram a infusdo direta de solugbes de
levodopa e dopamina em acido cloridrico, acido perclorico, acido acético, acido

trifluoroacético e acido formico, obtendo-se uma boa intensidade de sinal com o
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acido formico 2,5%. Comparando-se os resultados dos diferentes aditivos testados,

também se obteve uma melhor intensidade de sinal utilizando o acido férmico, mas

em uma concentracao de 0,05%, com excec¢éo da levodopa (FIGURA 8).

INTENSIDADE (10 cps)

40

30

20

10

Levodopa Carbidopa Dopamina 3-o-metildopa
ANALITOS
m3 mM FORMIATC DE AMOMIO m5 mM FORMIATD DE AMONIO
=10 mM FORMIATO DE AMOMIO m0,01% AC. FORMICO
m0,05% AC. FORMICO m0,1% AC. FORMICO
0,2% AC. FORMICO 0,5% AC. FORMICO
1% AC. FORMICO 3mM F. DE AMONIO + 0,05% AC. FORMICO

FIGURA 8 - INTENSIDADE DE SINAL DOS ANALITOS OBTIDOS ATRAVES DE ANALISE POR

A

INFUSAO DIRETA NO ESPECTROMETRO DE MASSAS UTILIZANDO DIFERENTES
ADITIVOS

escolha da concentragdo do acido formico para os testes iniciais foi

baseada na melhor condigdo para maioria dos analitos (0,05%). O espectro obtido

na condicao otimizada pode ser observado na FIGURA 9.
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FIGURA 9 - ESPECTRO DE MASSAS DA LEVODOPA, CARBIDOPA, 3-O-METILDOPA E
DOPAMINA NA CONCENTRACAO DE 500 ng.mL™" CADA.
NOTA: DILUENTE: acetonitrila:agua 50:50 (v/v) contendo 0,05% de acido férmico. m/z 154 =
dopamina; m/z 198 = levodopa; m/z 212 = 3-0-metildopa; m/z 227 = carbidopa.

4.2.2 Analise por monitoramento de reagdes multiplas (MRM)

Apos a checagem e otimizagédo da intensidade do sinal dos analitos, partiu-
se para analise por MRM. A concentracdo adequada para realizagdo desse
experimento foi de 200 ng.mL” para cada um dos analitos. Os parametros
individuais de cada analito (PD, EP, CEP, CE e CXP) foram otimizados, obtendo-se
os ions fragmentos dos analitos. O ion fragmento mais intenso foi escolhido para

quantificacdo e o segundo mais intenso, para qualificagdo (QUADRO 8).
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Massa fon Molecular .
Analito Molecular [M+H]* T"a(",:}‘z?)"es (25) %E;’ %‘;’ f\z (EVP)
(Da) (m/z)
.| 17 14 4 21 45
3-0-metildopa 211,1 2121 Az
1100, 19 14 4 21 4,5
.| 17 14 4 26 5
Carbidopa 226,0 2270 25;'700_’ 1311 ‘g’
=1, 33 14 6 26 5
.| 13 10 4 16 6,5
Dopamina 153,1 154,1 15’;411_’ 1;’17 12
I 29 10 4 46 6,5
|17 12 4 26 55
Levodopa 197,2 198,2 11%88'22_’115821’12
“ 10 13 12 4 41 5,5
Levodopa % 17 12 4 21 7
deuterada (Ds) 200,2 2012 22%11'22_’115545'1)
(P1) eI 35 12 4 21 7

QUADRO 8 - PARAMETROS OTIMIZADOS E TRANSICOES ESCOLHIDAS PARA
MONITORAMENTO DOS ANALITOS EM ESTUDO

NOTA: * transicdo de quantificacdo; CE, energia de colisdo; CEP, potencial de entrada na célula de

colisdo; CXP, potencial de saida da cela; PD, potencial de desagrupamento; EP, potencial de

entrada; PI, padrao interno.

Os ions fragmentos obtidos pelo método para os analitos em estudo
coincidiram com os ja relatados pela literatura, confirmando que a escolha das
transigdes € adequada. De acordo com as propostas de fragmentagao apresentadas
por Bergquist (1998) e Syslova (2011), o ion fragmento m/z 137 da dopamina e o
m/z 181 da levodopa sdo obtidos pela desaminagao dos ions precursores m/z 154 e

m/z 198 ([M+H-NHa]"), respectivamente.

4.2.3 Analise por injecao em fluxo (FIA)

Definidas as condi¢des do analisador, a proxima etapa foi a otimizagao dos
parametros da fonte de ionizacao por electrospray. Esse experimento foi conduzido
acoplando-se o cromatégrafo a liquido ao espectrometro de massas sem a presenca
da coluna cromatografica. A otimizagao dos parametros CAD, CUR, GS1, GS2, IS e
temperatura € importante, uma vez que permite a realizacdo da analise por
espectrometria de massas utilizando-se um fluxo maior, caracteristico dos métodos

cromatograficos.
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Os valores obtidos para os parametros da fonte de ionizagcédo foram: CAD: 10
psi; CUR: 10 psi; GS1: 50 psi; GS2: 45 psi; IS: 5000 V; temperatura: 450°C.

4.3 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DA CROMATOGRAFIA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Considerando que os analitos em estudos possuem caracteristicas basica e
polar, o modo escolhido para cromatografia foi o modo HILIC. Assim como na fase
normal, quanto mais polar o analito, maior sua retengdo. No entanto, o mecanismo
de retengdo no modo HILIC é complexo e ndo é tdo bem estabelecido como os
mecanismos envolvidos na cromatografia por fase reversa. Além das interacdes
hidrofilicas na particdo, podem estar presentes interacdes eletrostaticas secundarias
(atragdo ou repulsdo) e interagdes por ligagdes de hidrogénio (MCCALLEY, 2007;
CHIRITA et al., 2010).

Um grande numero de colunas compativeis com o modo HILIC se tornou
disponivel nos ultimos anos, com uma variedade de grupos funcionais ligados
quando comparado as colunas de fase reversa. Isso torna o processo de escolha da
fase estacionaria uma etapa dificil, considerando que nao ha uma classificagao
dessas colunas disponivel assim como para fase reversa (KAWACHI et al., 2011).

Para facilitar a otimizacdo de analises por HILIC, Chirita et al (2010)
sugerem um esquema para o desenvolvimento de analises por essa técnica
cromatografica, sendo que a escolha da coluna é feita baseada na carga presente
no analito. Considerando os valores de pKa dos analitos em estudo, em pH acido a
3-O-metildopa, carbidopa e dopamina apresentam carga positiva e a levodopa esta
no estado zwiteridnico (eletricamente carregada, mas com carga total neutra). Sendo
assim, a fim de se obter retencdo adequada desses analitos, as colunas
selecionadas para o desenvolvimento foram a Atlantis HILIC (150 x 2,1 mm; 3 pm)
(silica pura — carga negativa) e Luna HILIC (150 x 2,0 mm; 3 ym) (diol — neutra).

Uma vez definidas as fases estacionarias a serem avaliadas foi necessario
definir a composigdo da fase movel. Altas concentragbes de solvente organico e

baixas concentragdes de agua sao requeridas para separagdo de compostos no
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modo HILIC, uma vez que essa composicdo tem um bom impacto no tempo de
retencao, perfil dos picos e sensibilidade do método (NEMOTO et al., 2013). Quando
comparados alcodis e acetonitrila, aqueles possuem maior forca de eluicdo. A
acetonitrila € um solvente aprético, sendo menos suscetivel a formagao de ligagdes
de hidrogénio com o grupo funcional da fase estacionaria ou com o0s proprios
analitos (LI; HUANG, 2004; LIU et al., 2008). Dessa forma, a acetonitrila foi
escolhida para compor a fase mével ja que proporciona uma melhor retengéo dos
analitos polares como as catecolaminas enddgenas.

O primeiro teste foi conduzido acoplando-se a coluna Atlantis HILIC (150 x
2,1 mm; 3 um) a pré-coluna Atlantis HILIC (10 x 2,1 mm; 3 pm). Como fase movel foi
utilizada ACN:agua (85:15 v/v) contendo 0,05% de acido férmico (v/v). A eluigéo foi
realizada em modo isocratico com fluxo de 200 pL.min™. A temperatura de forno da
coluna foi mantida em 25 °C e o volume de injecao foi de 10 uL. Infelizmente, nessas
condigdes os compostos ficaram muito retidos e foram observados picos alargados.

Por isso, alterou-se a proporgao de agua para 30% na composi¢ao da fase
movel, mantendo-se os demais parametros. Todos os analitos apresentaram o tipico
comportamento na HILIC, ou seja, com o aumento da propor¢cdo de agua na fase
movel, o tempo de retencdo dos analitos foi reduzido consideravelmente. No
entanto, os picos permaneceram alargados, com baixo fator de retengédo e em uma
possivel regido de supressao idnica (proximo do volume morto).

Sabe-se que o alargamento dos picos cromatograficos pode ocorrer por
diversos fatores, dentre eles a saturacao da capacidade da coluna devido a altas
concentracdes de analito. Portanto, para manter uma alta eficiéncia de separacao é
indicado o uso de baixos volumes de inje¢do (RUTA et al., 2010). Por isso, o volume
de injecao foi reduzido de 10 upL para 5 pL, observando-se uma melhora
consideravel no perfil dos picos cromatograficos. Além disso, a proporgédo de agua
na fase movel foi reduzida para 22%, obtendo-se, com esta proporgao, tempos de
retencdo adequados para todos os analitos em solucéo.

Entretanto, quando os analitos foram avaliados na matriz bioldgica, ocorreu

a divisao dos picos cromatograficos, conforme mostra a FIGURA 10.
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FIGURA 10 - CROMATOGRAMA DA MATRIZ PLASMA HUMANO ADICIONADA DAS SOLUCOES
DE 3-O0-METILDOPA, CARBIDOPA, DOPAMINA, LEVODOPA E PADRAO INTERNO
(LEVODOPA DEUTERADA) UTILIZANDO FASE MOVEL ACN:H,O (78:22 /)
CONTENDO 0,05% DE ACIDO FORMICO (v/v)

NOTA: nos tempos de retencao entre 3 e 4 minutos e entre 4,5 e 6 minutos foram observados picos

correspondentes as transicées de quantificacdo e qualificagdo da levodopa, dopamina, carbidopa, 3-

O-metildopa e padrao interno. Condigdes CROMATOGRAFICAS: COLUNA: ATLANTIS HILIC (150 X

21 mm; 3 pm); FLUXO: 200 pL.min'1; ELUICAO: ISOCRATICO; VOL. INJECAO: 5 pL;

TEMPERATURA DA COLUNA: 25°C

Com o objetivo de melhorar o perfil cromatografico para matriz plasma,
avaliou-se a coluna Luna HILIC (diol). No entanto, o0 mesmo comportamento foi
observado. Possivelmente, parte dos analitos estava interagindo com componentes
da matriz, causando a divisao dos picos cromatograficos. Dependendo dos aditivos
que estdo presentes na fase movel, diferentes mecanismos de retencdo podem
ocorrer, resultando em diferentes comportamentos de eluicdo (HAO; XIAO; WENG,
2008).

Considerando as exigéncias da técnica analitica utilizada (CLAE-EM/EM)
optou-se pela adicdo de formiato de amdnio como aditivo na fase movel. Para evitar
o comprometimento da intensidade de ionizacdo dos analitos, a concentracdo de
formiato de aménio escolhida foi de 3 mmol.L”" combinada com 0,05% de &cido
férmico, a qual proporcionou a melhor resposta frente as demais concentragdes
avaliadas de sal. O uso dessa combinagdo resultou em um Unico pico

cromatografico para cada analito
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O mecanismo de interagcdo que proporcionou tal melhora ndo é bem definido
pela literatura. Frente aos resultados obtidos, julga-se que o aditivo presente na fase
movel interage com os componentes da matriz, deixando os analitos livres para as
interacdes com a fase estacionaria, sem interferéncia. Nessas condi¢cbes também foi
observada uma melhora no perfil dos picos da carbidopa e 3-O-metildopa.

Entretanto, os picos da levodopa e Pl se apresentaram extremamente
alargados e, consequentemente, com baixa intensidade de resposta devido a grande
retencdo desses analitos na fase estacionaria diol (FIGURA 11). Por isso foi
selecionada a coluna Atlantis HILIC (silica pura), na qual foram obtidos retencdo e

perfil de picos adequados para todos os analitos (FIGURA 12).
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FIGURA 11 - CROMATOGRAMA DA MATRIZ PLASMA HUMANO ADICIONADO DAS SOLUCOES
DE 3-O-METILDOPA, CARBIDOPA, DOPAMINA, LEVODOPA, E PADRAO INTERNO
(LEVODOPA DEUTERADA) FASE MOVEL: ACN:H,O (85:15 vA) CONTENDO 3
mmol.L”" DE FORMIATO DE AMONIO E 0,05% DE ACIDO FORMICO (v/v)

NOTA: CONDICOES CROMATOGRAFICAS: COLUNA: LUNA HILIC (150 X 2,0 mm; 3 ym); VOL. DE

INJECAO: 5 pL ; FLUXO: 200 pL.min"; ELUICAO: isocratico; TEMPERATURA DA COLUNA: 25°C.

LEV, levodopa; CAR, carbidopa; 3-OMD, 3-O-metildopa; PI, levodopa deuterada.
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FIGURA 12 - CROMATOGRAMA DA MATRIZ PLASMA HUMANO ADICIONADO DAS SOLUCOES
DE 3-O-METILDOPA, CARBIDOPA, DOPAMINA, LEVODOPA, E PADRAO INTERNO
(LEVODOPA DEUTERADA) FASE MOVEL: ACN:H,O (79:21 vA) CONTENDO 3
mmol.L”" DE FORMIATO DE AMONIO E 0,05% DE ACIDO FORMICO (v/v)

NOTA: CONDICOES CROMATOGRAFICAS: COLUNA: ATLANTIS HILIC (150 X 2,1 mm; 3 pm);

VOL. DE INJECAO: 5 pL ; FLUXO: 200 pL.min™; ELUICAO: isocratico; TEMPERATURA DA
COLUNA: 25°C. LEV, levodopa; CAR, carbidopa; 3-OMD, 3-O-metildopa; PI, levodopa deuterada.

Outro importante parametro a ser avaliado na HILIC é a temperatura. Sabe-
se que a temperatura da coluna € um parametro que pode influenciar na separagao,
afetando a difusao do analito, viscosidade da fase mével e entalpia de transferéncia
do analito entre as fases estacionaria e movel. Em geral, o aumento de temperatura
da coluna pode aumentar o coeficiente de difusdo, resultando em picos mais
estreitos e, ao mesmo tempo, pode diminuir o tempo de retencdo dos analitos. Além
disso, a temperatura da coluna pode impactar na entalpia de transferéncia
especialmente quando estdo envolvidos mecanismos de troca ibnica, os quais
podem acontecer nas colunas de silica pura devido aos grupos silandis presentes
(HAO; XIAO; WENG, 2008). Entretanto, para os analitos em estudo ndo foram
observadas alteracdes significativas no tempo de retencao e perfil de pico entre as
temperaturas de 25°C, 35°C e 45°C. Sendo assim, foi mantida a temperatura da
coluna em 25°C.

Resumindo, para os analitos em questdo, um cromatograma satisfatério foi

obtido (FIGURA 12) utilizando as seguintes condigdes:
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e Solucdo diluente da amostra: acetonitrila contendo 0,05% de acido
férmico (v/v) e 3 mmol.L™" de formiato de aménio;

e Fase movel: solugdo A (acetonitrila/agua (95:5 v/v)) e solugéo B (agua),
ambas contendo 0,05% de &cido férmico e 3 mmol.L™ de formiato de
amonio — propor¢ao 79:21 (v/v);

e Fluxo da fase mével: 0,2 yL.min™";

e Volume de injegao: 5 uL;

e Solucao de limpeza do gerenciado de amostras: 1 mL de metanol e 1 mL
de acetonitrila entre as injecoes;

e Coluna Atlantis HILIC (150 x 2,1 mm; 3 uym) acoplada a pré-coluna
Atlantis HILIC (10 x 2,1 mm; 3 uym), Waters (Milford, EUA);

e Temperatura da coluna: 25 °C;

e Fonte de ionizagdo: ESI operando no modo positivo de ionizacio;

e Aquisicdo dos dados: MRM com dwell time de 300 ms.

4.4 OTIMIZACAO DO METODO DE EXTRAGAO DOS ANALITOS DO PLASMA
HUMANO

O preparo da amostra deve ser otimizado de modo a se obter um método
preciso de extragcdo, que minimize o efeito matriz e a presenca de substancias
interferentes, com o menor nimero de etapas e custo possivel (NOVAKOVA;
VLCKOVA, 2009). Assim, a precipitacdo de proteinas plasmaticas e extragdo
liquido-liquido foram inicialmente testadas pela simplicidade do preparo da amostra.

O solvente mais comumente utilizado para extracdo de catecolaminas é o
acido perclorico (QUADRO 1). Os métodos de preparo de amostra apresentados por
Martins et al. (2013), Cesar et al. (2011) e Igarashi et al. (2003) utilizam esse acido
como agente de precipitagcdo. No entanto, acidos fortes nem sempre séao
compativeis com a técnica ESI-EM/EM, podendo reduzir a sensibilidade do método
(LI; ROSSI; FOUNTAIN, 2000). Como forma de contornar esse problema, uma etapa

de diluicao € incluida nesses métodos para minimizar esse efeito.
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Com o objetivo de se evitar uma etapa adicional de diluicdo, foram testados
como solventes acetonitrila, metanol, terc-butil metil éter e hexano. Quando utilizado
o metanol, foi observado um maior carreio de componentes da matriz, possivelmente
por proporcionar solubilizacdo desses (NAJMANOVA et al., 2011). Ja para as
amostras preparadas por extragdo liquido-liquido utilizando terc-butil metil éter e
hexano obteve-se uma baixa recuperagao, pois os solventes ndo favoreceram a
solubilizagdo dos analitos de interesse. Apenas quando utilizado a extragao por
precipitacdo de proteinas plasmaticas com acetonitrila foram obtidos resultados
satisfatorios.

No modo HILIC é desejavel que a composi¢ao do diluente da amostra deve
ser a mais proxima possivel da fase movel (RUTA et al., 2010). A fim de se obter um
método de precipitagdo simples, acetonitrila contendo 0,05% de &cido férmico e 3
mmoL.L™" de formiato de aménio foi utilizado como agente de precipitacdo. Dessa
forma, o sobrenadante obtido foi compativel com a fase modvel, evitando o
comprometimento do perfil cromatografico dos picos. Entdo, apds a centrifugacao,
etapas como evaporagcdo e ressuspensdao da amostra ndo foram necessarias,
podendo-se apenas filtrar e injetar o sobrenadante diretamente no sistema. O
método desenvolvido mostrou recuperacao e precisao adequadas, como pode ser
observado na TABELA 1.

TABELA 1 - RECUPERAGCAO DA LEVODOPA, CARBIDOPA, 3-0-METILDOPA E DOPAMINA
OBTIDAS COM O METODO DE EXTRACAO POR PRECIPITACAO DE PROTEINAS

PLASMATICAS UTILIZANDO ACETONITRILA CONTENDO FORMIATO DE AMONIO
3 mmol.L"' E ACIDO FORMICO 0,05% (v/v)

. Concentragao Recuperacéo® (%) DPR

Analito (ng.mL"") (média + dp) (%)
Levodopa 225 82,02 + 4,01 4,89
640 84,85 + 4,32 5,09

Carbidopa 195 76,88 + 3,38 4,40
640 73,58 + 2,58 3,51

Dopamina 60 84,36 + 5,01 5,90
320 86,06 + 0,07 1,20

3-O-metildopa 195 87,76 £ 4,10 4,67
640 90,34 £ 1,23 1,37

Levodopa 2500 81,95 + 2,23 2,72

deuterada (PI)
NOTA: ® n=6; dp, desvio padrdo; DPR, desvio padréo relativo; PI, padr&o interno.
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4.5 VALIDAGAO

451 Seletividade

A seletividade foi avaliada em plasma humano normal, lipémico e
hemolisado. Como mostra a FIGURA 13, nenhum interferente endégeno com
intensidade de sinal significativa foi observado no tempo de reten¢do dos analitos de

interesse e PI, indicando que o método ¢ seletivo.
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FIGURA 13 - SOBREPOSICAO DOS CROMATOGRAMAS DAS TRANSICOES DA LEVODOPA,
CARBIDOPA, DOPAMINA, 3-O-METILDOPA E Pl OBTIDAS DAS AMOSTRAS DE
PLASMA BRANCO NORMAL, LIPEMICO E HEMOLISADO E PLASMA BRANCO
NORMAL, LIPEMICO E HEMOLISADO ADICIONADO DE PADRAO NA
CONCENTRACAO CORRESPONDENTE AO LIQ

NOTA: LIQ, limite inferior de quantificagdo; N4, plasma normal (LIQ); N,, plasma branco normal; Hj,

plasma hemolisado (LIQ); H,, plasma branco hemolisado; L4, plasma lipémico (LIQ); L,, plasma

branco lipémico; LEV, levodopa; CAR, carbidopa; 3-OMD, 3-O-metildopa; PI, levodopa deuterada.
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4.5.2 Efeito Residual (Carryover)

Conforme mostrado na FIGURA 14, na amostra branco injetada apds a
injecdo da amostra de concentracéo correspondente ao LSQ para todos os analitos
e 2500 ng.mL'1 do PI foi observado apenas o pico referente a dopamina. Entretanto,
a area da dopamina (area = 70200) correspondeu a menos de 3% da sua area na
concentracdo LIQ (area = 1952) (FIGURA 14). Portanto, os resultados mostram que
nao ha efeito residual que possa oferecer risco de interferéncia entre amostras

analisadas com o método desenvolvido.
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FIGURA 14 - CROMATOGRAMAS DE AVALIACAO DO EFEITO RESIDUAL (CARRYOVER)
OBTIDOS POR CLAE-EM/EM: PLASMA BRANCO (B) E PRIMEIRA (B,) E SEGUNDA
(Bs) INJECAO DE PLASMA BRANCO APOS INJECAO DA AMOSTRA NA
CONCENTRACAO LSQ

NOTA: LSQ, limite superior de quantificagdo; DOPA, dopamina.
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4.5.3 Efeito matriz

O efeito matriz € uma alteracdo na eficiéncia da ionizagcdo que ocorre
quando ha coeluigcdo de moléculas presentes na matriz com os analitos de interesse.
E muito importante que esse efeito seja avaliado durante o desenvolvimento e
validagao do método, pois resulta na supressao ibnica ou no incremento do sinal do
analitos, afetando diretamente parametros como a precisdo e exatidao (TAYLOR,
2005).

O efeito matriz foi avaliado comparando-se os FMN dos analitos em matriz e
em solugcdo. O FMN foi calculado segundo descrito no item 2.7.7, e os valores de
DPR estdo apresentados na TABELA 2. Os resultados indicam que ndo ha
interferéncia significativa da matriz na ionizagdo dos analitos, obtendo-se um DPR <
15% para todas as amostras, incluindo as amostras de plasma hemolisado e

lipémico.

TABELA 2 - RESULTADOS DAS ANALISES DE EFEITO MATRIZ EM PLASMA NORMAL,
LIPEMICO E HEMOLISADO

Analito Co(r;]‘;‘?rr;]tlr_%%éo FMN® dp mﬂi? idg; DFF',VI'?N;)
LEV éig 1:5;28:;2 114013 11,41
CAR ;ig ?:gg i 8:82 098+0,09 877

3-OMD ;Zg 1;2 i 8:;; 1124011 10,00

DOPA 36200 1:32 i 8:82 138+007 538

NOTA: ® n=8; ® n=16; FMN, fator matriz normalizado; dp, desvio padrao; DPR, desvio padrio relativo;
LEV, levodopa; CD, carbidopa, DOPA, dopamina; 3-OMD, 3-O-metildopa.

4.5.4 Limite de deteccao e quantificacao

O limite de deteccéao (relagao sinal ruido = 3) e quantificacdo (relagao sinal
ruido = 10) encontrados foram, respectivamente, de 30 e 75 ng.mL™ para levodopa,
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25e 65 ng.mL'1 para carbidopa e 3-O-metildopa e 0,2 e 20 ng.mL'1 para dopamina. A
sensibilidade do método mostrou-se adequada para monitoramento desses

farmacos e metabdlitos em plasma humano.

4.5.5 Curva de calibracéo

As curvas de calibragdo exibiram valores de coeficiente de correlagao
maiores que 0,98, mostrando linearidade adequada na faixa de concentragao
avaliada para todos os analitos, indicando que ha proporcionalidade na relagao entre
resposta do analito e concentragdes avaliadas. A equacao da reta e coeficiente de
correlagao individual s&o apresentados na TABELA 3. Adicionalmente, para todos os
niveis de concentracdo, as trés analises realizadas em dias diferentes apresentaram
variagbes de precisdo e exatidao inferiores a 15%, conforme mostrado nas
TABELAS 4, 5, 6 e 7, indicando ajuste dos dados em todos os niveis de

concentracgao.
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TABELA 3 - EQUAGAO DA RETA E COEFICIENTE DE CORRELAGCAO DA LEVODOPA,
CARBIDOPA, 3-0- METILDOPA E DOPAMINA OBTIDOS COM O METODO
DESENVOLVIDO

Coeficiente de

Analito Dia Equacédo da Reta Correlacso (r)

Levodopa 1 y =2,94x + 0,0166 0,9962
2 y = 2,96x + 0,00056 0,9939

3 y = 2,58x + 0,0000164 0,9901

Carbidopa 1 y = 4,65x + (-0,0288) 0,9929
2 y =4,87x + (-0,0315) 0,9972

3 y = 3,55x + (-0,00599) 0,9942

3-O-metildopa 1 y =3,37x + (-0,0161) 0,9928
2 y = 3,06x + (-0,00119) 0,9949

3 y = 2,63x + (-0,0074) 0,9929

Dopamina 1 y = 59,5x + (-0,28) 0,9970
2 y =42,7x + (-0,00488) 0,9913

3 y = 68,2x + (-0,0397) 0,9853

TABELA 4 - PRECISAO E EXATIDAp OBTIDAS EM CADA NIiVEL DE CONCENTRAGAO DA
CURVA DE CALIBRACAO DA LEVODOPA

Concentragao 1° DIA® 2° DIA® 3° DIA?
Nomin_a1l Precisao Exatidéo Preciséo Exatidao Precisao Exatidao
(ng.mL") (DPR, %) (EPR, %) (DPR, %) (EPR, %) (DPR, %) (EPR, %)

75 3,95 7,38 3,76 4,04 3,83 7,16
200 5,11 2,67 7,14 0,67 7,46 -6,50
400 3,03 -3,58 2,27 -3,83 8,75 -2,08
500 5,69 1,13 9,16 -2,80 6,33 -4,73
650 8,36 -2,26 2,58 -6,05 7,65 6,36
800 5,42 1,13 2,32 8,08 10,67 -0,21

NOTA: ®n= 3; DPR, desvio padrao relativo; EPR, erro padrao relativo.
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TABELA 5 - PRECISAO E EXATIDAO OBTIDAS EM CADA NiVEL DE CONCENTRAGAO DA
CURVA DE CALIBRACAO DA CARBIDOPA

Concentracéo 1° DIA® 2° DIA® 3° DIA®

Nominal Precisdo  Exatiddo Precisdo  Exatidao Precisdo  Exatiddo

(ng.mL") (DPR, %) (EPR, %) (DPR, %) (EPR, %) (DPR, %) (EPR, %)
65 4,88 6,72 3,85 -6,82 1,30 -4,41
200 6,49 4,00 1,96 6,67 1,64 0,67
400 4,08 -0,58 6,00 1,50 5,01 3,25
500 8,13 1,47 4,80 2,13 5,71 3,33
650 7,48 -2,05 4,44 -1,95 6,25 3,18
800 10,19 -3,08 4,10 -1,58 8,39 6,13

NOTA: ? n= 3; DPR, desvio padrao relativo; EPR, erro padrao relativo.

TABELA 6 - PRECISAO E EXATIDAp OBTIDAS EM CADA NiVEL DE CONCENTRAGAO DA
CURVA DE CALIBRACAO DA 3-O-METILDOPA

Concentragdo 10 DIA? 2° DIA® 3° DIA®
Nominal Precisdo  Exatiddo Precisdo  Exatidao Precisdo  Exatiddo
(ng.mL™) (DPR,%) (EPR,%)  (DPR,%) (EPR, %)  (DPR,%) (EPR, %)

65 10,40 4,87 6,48 11,79 2,50 10,15
200 6,83 2,17 2,68 -10,83 1,50 -12,33
400 3,03 -2,58 9,69 -7,17 6,24 -2,33
500 1,41 -0,80 5,93 2,27 6,69 -5,13
650 9,14 3,95 3,77 0,36 5,29 5,23
800 9,74 1,63 2,41 3,63 8,12 2,17

NOTA: ? n= 3; DPR, desvio padrao relativo; EPR, erro padrao relativo.

TABELA 7 - PRECISAO E EXATIDA~O OBTIDAS EM CADA NIiVEL DE CONCENTRAGAO DA
CURVA DE CALIBRACAO DA DOPAMINA

Concentracéo 1° DIA® 2° DIA? 3° DIA®
Nomin_a1l Precisao Exatidéo Preciséo Exatidao Precisao Exatidao
(ng.mL") (DPR, %) (EPR, %) (DPR, %) (EPR, %) (DPR, %) (EPR, %)

20 3,89 -4,67 0,64 -1,83 8,52 -2,17
100 2,94 8,00 4,13 -3,53 1,93 0,37
200 1,83 0,33 1,39 3,17 5,19 -3,83
250 9,64 -3,20 7,38 4,13 5,44 -3,47
325 4,29 -3,69 3,15 6,36 6,78 -6,97
400 2,21 3,00 10,89 -4,67 9,40 -8,41

NOTA: ® n= 3; DPR, desvio padrao relativo; EPR, erro padrao relativo.



456 Precisdao e exatidao

82

Conforme mostrado na TABELA 8, o novo método apresentou precisao e

exatiddo adequadas para todos os analitos. Para as amostras diluidas (CQD)

também foram obtidos valores dentro das especificagdes, demonstrando que o

procedimento de diluicdo é adequado. Em virtude desses resultados, o método foi

considerado preciso e exato.

TABELA 8 - PRECISAO E EXATIDAO DO METODO DESENVOLVIDO PARA AS AMOSTRAS CQ

Concentragéo Intradia (n= 5) Interdia (n= 15)
Analito Amostras Nominal Precisdo Exatiddo Precisao Exatidao
cQ (ng.mL™) (DPR, %) (EPR, %) (DPR, %) (EPR, %)
LEV LIQ 75 12,83 -0,82 9,32 2,78
CQB 225 513 -4,22 5,82 6,42
caMm 430 1,20 -7,67 8,00 -3,86
CQA 640 7,93 -5,08 6,86 -7,70
cQDb 400* 4,66 7,71 11,46 -3,99
CAR LIQ 65 7,61 -0,22 13,99 -0,41
CcQB 195 3,91 12,30 13,95 8,64
cQm 430 5,76 5,21 9,45 -2,98
CQA 640 413 -13,44 11,42 7,27
CcQD 400* 3,69 -6,40 8,69 -5,13
DOPA LIQ 20 5,83 -5,42 7,08 -8,15
CcQB 60 2,91 -3,47 6,22 -8,29
cQm 210 6,44 -13,41 4,88 -13,50
CQA 320 6,25 -11,46 10,25 -10,37
CcQD 200* 3,57 -7,00 5,01 -9,44
3-OMD LIQ 65 3,97 1,14 7,71 -2,23
CcQB 195 4,74 -3,18 7,26 -8,13
cQm 430 3,24 -5,91 5,40 0,72
CQA 640 4,50 -3,30 7,45 -8,98
cQD 400* 4,96 -11,13 8,19 -7,39

NOTA: CQ, controle de qualidade; DPR, desvio padrdo relativo; EPR, erro padrao relativo; T,
temperatura; LEV, levodopa; CD, carbidopa, DOPA, dopamina; 3-OMD, 3-O-metildopa; LIQ: limite
inferior de quantificagdo; CQB: controle de qualidade de baixa concentracdo; CQM: controle de
qualidade de média concentragdo; CQA: controle de qualidade de alta concentracdo; CQD: controle

de qualidade de diluigao; *Concentragéo obtida apos a diluicdo de 5 vezes em plasma branco.
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4.5.7 Estabilidade

A estabilidade dos analitos de interesse € um importante parametro a ser
cuidadosamente avaliado, assegurando a confiabilidade dos resultados obtidos nas
analises. Diversos sdo os fatores que podem causar a instabilidade dos analitos
como o armazenamento das amostras coletadas e o tempo e condi¢cbes de
manuseio dessas amostras durante as analises. E conhecido que as catecolaminas
sdo instaveis devido a propensao de sofrerem auto-oxidagao (LI; ZHANG; TSE,
2010). Por isso é de extrema importancia estimar as condigcdes que essas amostras
podem ser submetidas de forma a ndao comprometer os resultados. Durante o
preparo e armazenamento as amostras foram protegidas da luz e/ou expostas o
minimo possivel. Os resultados estdo apresentados na TABELA 9 e indicam que as

amostras se mantiveram estaveis frente as condigbes avaliadas (DPR e EPR <15%).
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TABELA 9 - ESTABILIDADE DA LEVODOPA, CARBIDOPA, 3-O-METILDOPA, DOPAMINA E PI EM
PLASMA HUMANO

o _ Concen_tragéo Estabilidade (n= 6)
Condigdes do estudo Analito Nom"ﬂal Precisio Exatiddo
(ng.mL") (DPR %) (EPR %)
225 6,19 5,93
LEV 640 1,22 -8,80
195 3,61 7,18
.+ CAR 640 2,82 5,83
6 60 14,67 -10,61
(25°C) DOPA 320 5,94 11,46
195 5,98 -2,05
3-OMD 640 3,39 9,53
PI 2500 9,95 10,70
225 6,90 7,41
LEV 640 4,11 1,46
195 10,20 5,81
cq CAR 640 1,59 7,45
1as
60 5,55 -13,89
- 0, ] )
(-80°C) DOPA 320 2.79 8,02
195 3,02 9,91
3-OMD 640 2,73 13,43
PI 2500 - -
225 10,18 6,37
LEV 640 4,35 7,24
195 4,98 -10,09
Ciclos de CAR 640 1,62 13,44
descogelamento 60 12,24 -14,61
(3 ciclos) DOPA 320 4.30 -13.65
195 8,64 8,64
3-OMD 640 4,40 -11,04
PI 2500 ; ;
225 5,48 7,26
LEV 640 2.66 859
195 6,14 -8,38
CAR : :
6h gerenciador de 640 3,34 -9,32
amostras 60 3,99 -13,83
(4°C) DOPA 320 5,59 -13,54
195 7,56 11,62
3-OMD 640 5.14 1219
PI 2500 10,75 2,10

NOTA: DPR, desvio padrao relativo; EPR, erro padrao relativo; T, temperatura; LEV, levodopa; CD,
carbidopa, DOPA, dopamina; 3-OMD, 3-O-metildopa; PI, levodopa deuterada.

As solugdes estoque foram estaveis por um periodo de 20 dias quando

armazenadas a -40°C. Ja as solugdes de trabalho se mantiveram estaveis em

geladeira por um periodo de até 6h, sendo necessario o preparo diario dessas

solugdes (TABELA 10).
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TABELA 10 - ESTABILIDADE DA LEVODOPA, CARBIDOPA, 3-O0-METILDOPA, DOPAMINA E Pl EM

SOLUCAO

Condigdes do estudo Concentragéo avaliada Analito DPR? (%)

LEV 3,91

CAR 4,54

20 dias (-40°C) 1 mg.mL" DOPA 6,75

3-OMD 5,02

PI 3,76

LEV 8,87

CAR 7,98

6h (4°C) 1000 ng.mL"™" DOPA 8,29

3-OMD 5,78

PI 4,95

NOTA: ® n=3, calculado em relagdo a solugdo padrdo preparada a fresco; DPR, desvio padrdo
relativo; LEV, levodopa; CD, carbidopa, DOPA, dopamina; 3-OMD, 3-O-metildopa; PI, levodopa
deuterada.

46 APLICACAO DO METODO BIOANALITICO NA ANALISE DE AMOSTRAS DE
PACIENTES COM DOENCA DE PARKINSON EM TRATAMENTO COM
STALEVO™

O método desenvolvido e validado foi aplicado em amostras de pacientes
diagnosticados com doenca de Parkinson e em tratamento com o medicamento
Stalevo™ 100/25/200 mg (levodopa/carbidopa/entacapona), as quais foram cedidas
pelo Instituto de Pesquisa Pelé Pequeno Principe.

Todas as 12 amostras apresentaram concentragcdes plasmaticas apenas para
levodopa. Metade das amostras analisadas estava abaixo do limite de quantificagao
enquanto que para as demais foram obtidas concentragdes plasmaticas de levodopa
na faixa de 530,75 a 672,50 ng.mL™ (TABELA 11), o que mostra a variabilidade
individual. Como exemplo, o cromatograma de um dos voluntarios pode ser
observado na FIGURA 15.



TABELA 11 - CONCENTRAGAO PLASMATICA DA LEVDOPA NAS AMOSTRAS DOS

VOLUNTARIOS
Conce'ntragéo
Voluntario Sexo (Igr?cc)j; Ievr;lg(s)lr')naa’?rclzg _ r?}e|_-1) DPR? (%)
Média + dp®

1 M 62 detectado -

2 M 63 672,50+57,50 8,55
3 F 63 570,00+10,00 1,75
4 M 64 detectado -

5 M 65 530,75+44,25 8,34
6 F 66 572,50+47,50 8,30
7 M 68 detectado -

8 F 70 detectado -

9 F 70 detectado -
10 F 71 617,50+2,50 0,40
11 M 73 detectado -
12 F 73 547,50+32,50 5,94

NOTA: ®n=3, dp, desvio padrao; DPR, desvio padréo relativo; M, masculino; F, feminino.
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FIGURA 15 - CROMATOGRAMA DA AMOSTRA DE VOLUNTARIO OBTIDA POR CLAE-EM/EM
NOTA: LEV, levodopa; PI, levodopa deuterada (padrao interno). O voluntario recebeu uma dose do
medicamento Stalevo™ (100 mg de levodopa, 25 mg de carbidopa e 200 mg de entacapona) e a
coleta foi realizada pela manha, aproximadamente 1 hora apés a tomada.

Esses resultados sugerem que a combinagcdo dos dois inibidores
enzimaticos (carbidopa e entacapona) € adequada para manutencdo dos niveis
plasmaticos de levodopa, ja que os seus metabdlitos ndo foram detectados.

Niveis plasmaticos de carbidopa ndo foram detectados nas amostras
possivelmente por esse farmaco ter um perfil farmacocinético diferente da levodopa.
A carbidopa possui concentragcdo plasmatica maxima em torno de 2,5h apds a
tomada e as amostras foram coletadas, aproximadamente, 1h apds a ingestdo do
medicamento Stalevo™. Portanto, o ideal seria realizar outros tempos de coleta para
quantificacdo da carbidopa.

O método foi aplicado em amostras de pacientes, mostrando que pode ser
utilizado no monitoramento terapéutico de pacientes em tratamento com levodopa e
associacdes. No entanto, para que se possa propor essa manutencao ou o ajuste de
dose é necessario que o médico faca a avaliagdo de todo o quadro clinico do
paciente, relacionando os sintomas descritos pelo paciente com o esquema

posologico e com os resultados dos niveis plasmaticos obtidos.
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5 CONCLUSAO

O método CLAE-EM/EM desenvolvido e validado no presente trabalho
mostrou ser eficiente na determinacdo simultdnea da levodopa, carbidopa, 3-O-
metildopa e dopamina. Além disso, esse foi o primeiro método descrito na literatura
que utiliza o modo HILIC para quantificagao simultdnea desses analitos em plasma
humano. O modo HILIC proporcionou uma retengdo adequada dos analitos em
estudo, demonstrando ser uma alternativa a fase reversa para analise de analitos
polares.

O método desenvolvido provou ser altamente seletivo, linear, preciso e
exato. A precipitacdo de proteinas plasmaticas utilizando acetonitrila adicionada de
formiato de aménio e acido férmico (3 mmol.L”" e 0,05% v/, respectivamente)
proporcionou uma recuperacgao satisfatéria e uma excelente precisdo na extragao,
além do curto tempo de preparo. Comparado com os métodos de extracio
previamente reportados na literatura, o presente método de pré-tratamento da
amostra mostrou ser mais simples e rapido, o que € uma grande vantagem para uso
na rotina de laboratorios.

Por fim, o método por CLAE-EM/EM foi aplicado em analise de amostras de
plasma de pacientes em tratamento com levodopa associada a carbidopa e
entacapona, demonstrando que esse método pode ser utilizado no monitoramento
terapéutico de pacientes com DP para quantificacdo de carbidopa, levodopa e seus

metabdlitos.
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