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REsSumoO

/lha, Jaime de Oliveira — Quantificacdo de farmacos em estudos de biodisponibilidade
relativa por espectrometria de massas com a utilizagdao da técnica de fotoionizagao -
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade Estadual de Campinas, 2006.

Tese de Doutorado.

O desenvolvimento de técnicas de ionizagdo a pressao atmosférica foi de
fundamental importancia para que a cromatografia liquida de alta eficiéncia
associada a espectrometria de massas se transformasse em uma solugao de rotina,
possibilitando o desenvolvimento de métodos quantitativos robustos, com elevado
desempenho e alta sensibilidade e especificidade. Neste contexto, o recente
desenvolvimento da técnica de fotoionizagdo a pressdao atmosférica é de particular
interesse, j4 que é capaz ionizar uma série de substancias farmacologicamente ativas
dificilmente contempladas pelas técnicas anteriores, como, por exemplo, esterdides e
outros compostos nao polares. Todavia, sobretudo em nosso meio, ainda sdo poucos
os trabalhos que apresentam métodos desenvolvidos para a quantificacdo de drogas
em estudos farmacocinéticos com o emprego dessa técnica. Inserido nesse contexto,
este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento e avaliagdo de métodos para a
quantificacdo de drogas em estudos farmacocinéticos utilizando a técnica de
fotoionizacdo, tendo como objeto de estudo o anastrozol e as di-hidropiridinas. As
avaliacdes incluiram, entre outras, comparacdes entre métodos de ionizagcéo e estudo
da influéncia do tipo de dopante utilizado. A partir das referidas avaliacbes e da
experiéncia adquirida com o desenvolvimento de diferentes métodos analiticos,
considera-se que esta interface tem o potencial de proporcionar um desempenho

igualmente satisfatorio quando empregada na avaliacdo de moléculas passiveis de
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analise pela aplicagdo dos métodos de ionizacdo tradicionais, como é o caso da
eletronebulizacdo. Para moléculas de pequena afinidade a prétons, a introducdo do
anisol como substancia dopante permitiu que fosse atingida uma eficiéncia de 10 a
100 vezes maior no processo de ionizagdo dessas substancias. A utilizagdo de
acetona ou anisol, adicionada diretamente a fase moével, demonstrou ser também
uma abordagem interessante, ja que diminui 0 numero de equipamentos envolvidos
no processo e simplifica a operagao diaria, além de garantir que a razédo entre o fluxo
do dopante e do eluente seja constante, o que é importante para reduzir a
variabilidade da eficiéncia de ionizagdo. Verificou-se também que tal abordagem néao
traz prejuizos a coluna cromatografica. Os métodos desenvolvidos com o emprego
desta interface demonstraram ser adequadamente sensiveis, especificos, precisos e
exatos, atendendo assim aos quesitos de validagdo de métodos bioanaliticos para
quantificacdo de farmacos em matrizes biologicas. Por fim, ao possibilitar a analise
de novos compostos, assim como aumentar a sensibilidade dos métodos bioanaliticos
em fungdo da maior eficiéncia de ionizacdo, esta técnica traz uma contribuicao
importante para a quantificagdo de farmacos e, em particular, para a realizagdo de

estudos de biodisponibilidade relativa.
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ABSTRACT

Ilha, Jaime de Oliveira — Drug quantification for relative bioavailability studies by
means of photoionization mass spectrometry — Faculty of Medical Sciences, 2006.

Doctoral Thesis.

The development of atmospheric pressure ionization techniques has been of
utmost importance to turn high performance liquid chromatography coupled to mass
spectrometry into a routine solution, enabling the development of robust, high
performance, high sensitivity and specific quantitative methods. In this sense, the
recent development of the atmospheric pressure photoionization technique is
specially interesting, as it is making possible the ionization of a group active
pharmacological entities hardly addressed by the traditional techniques, as is the
case of steroid and other non polar compounds. However, especially in our region,
there are only few organizations developing methods for drug quantification in
pharmacokinetic studies by means of this technique. Within this setting, the present
work aims at the development and evaluation of drug quantification methods for
pharmacokinetic studies using photoionization, having anastrozole and
dihydropyridine drugs as case studies. Tests performed have included, among
others, the comparison of ionization methods and the evaluation of the influence of
the dopant selected. Taking into account the evaluations and the acquired
experience with the development of distinct analytical methods, it is believed this
interface is capable to equally perform satisfactorily when applied to the evaluation of
molecules handled by traditional ionization methods, as is the case of electrospray.
For low proton affinity molecules, the use of anisole as dopant allowed to enhance
the ionization efficiency by 10 to 100 fold. Acetone or anisol directly added to the
mobile phase has also shown to be an interesting approach, as few apparatus are
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required, thus simplifying daily operations. This also assures a constant dopant flow
rate as compared to the eluant flow rate, which is relevant to reduce variability on the
ionization efficiency. It was also verified this approach does not damage the
chromatographic column. Methods developed with this interface have shown to be
sensitive, specific, precise and accurate, therefore meeting the requirements for
bioanalytical method validation used for quantative determination of drugs in
biological matrices. At last, by supporting the analysis of new compounds, as well as
by increasing the sensitivity of bioanalytical methods due to a better ionization
efficiency, this technique brings an important contribution to drug quantification and,

in particular, to the performance of relative bioavailability studies.
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1. INTRODUCAO

A Resolugao sobre os Medicamentos Genéricos criada no Brasil em 1999
(ANVISA, 1999) e, mais recentemente, a Resolugdao sobre medicamentos similares
(ANVISA, 2003a) vém ocasionando um aumento da demanda de realizacdo de
estudos clinicos para avaliagcdo de biodisponibilidade ou bioequivaléncia de
medicamentos e, conseqlientemente, da necessidade de quantificacdo de diferentes
classes de farmacos, para fins de caracterizacdo do perfil farmacocinético destes

compostos.

Por possibilitar a deteccdo de quantidades minimas de compostos em
matrizes de natureza complexa, a cromatografia liquida de alta eficiéncia associada a
espectrometria de massas (CLAE-EM/EM) tem sido a técnica mais empregada nos
ultimos anos para a quantificacdo de farmacos em estudos farmacocinéticos

(Kauppila, 2004).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) permite a separacao do(s)
composto(s) de interesse dos demais compostos eventualmente presentes na matriz
biolégica, como é o caso do plasma humano, evitando que um numero elevado de
interferentes prejudique de detec¢do do farmaco, auxiliando, assim, na seletividade

do método de quantificagao.

Ja a espectrometria de massas (EM) permite que sejam atingidos padrdes
elevados de especificidade, necessarios a adequada identificagdo das estruturas
moleculares dos farmacos, em meio a outros componentes da matriz bioldégica ou

metabdlitos da droga que nao foram afastados através da CLAE.

Introducéo
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A associagao destas duas técnicas € particularmente interessante no sentido
de que seu uso permite que o tempo investido em cromatografia seja menor que o
usualmente necessario quando a separagdo cromatografica esta acoplada a outros
métodos de deteccdo, como por exemplo, por ultravioleta. Assim, esta associacao
proporciona maior velocidade na andlise de amostras, essencial em estudos de

biodisponibilidade, que, via de regra, envolvem centenas de quantificacdes.

Além da rapidez, o desenvolvimento de métodos analiticos para avaliagdo do
perfil farmacocinético de farmacos implica atingir alta sensibilidade, quer para
quantificacdo de baixas concentracdes relacionadas a amostras coletadas durante a
fase de eliminagdo, quer em fungao das baixas concentragdes ndo raro encontradas,

devido as caracteristicas do farmaco e posologia empregadas.

A escolha do método empregado implica, em ultima andlise, otimizar a
sensibilidade e a especificidade, atendendo aos demais quesitos de validagdo da
metodologia envolvida, sobretudo no que se refere a exatidao e precisdo definidas

para quantificagdo de amostras em matrizes biol6gicas.

Considerando-se que a espectrometria de massas € uma técnica baseada na
identificacdo da razdo massa-carga de ions, para a sua utilizagdo é fundamental a
possibilidade de ionizagdo dos compostos de interesse, sem 0 que nao € possivel
discrimina-los de outros elementos e, tampouco, detecta-los através da mensuragao

do fluxo de ions que atinge o detector.

Outro aspecto fundamental é o de que a discriminacado e a deteccao se dao
em fase gasosa, o que implica a utilizacdo de um mecanismo que possibilite a
transicao dos compostos contidos no eluente proveniente da cromatografia liquida de

alta eficiéncia para a fase gasosa.

Assim, para que ocorra a associacdo da cromatografia liquida de alta

eficiéncia a espectrometria de massas, € necessario o emprego de uma interface que

Introducéo
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permita efetuar esta mudanca de fase, bem como a ionizacdo dos compostos de

interesse.

De sua vez, o desenvolvimento de técnicas de ionizagdo a pressao
atmosférica (API) foi de fundamental importancia para que a referida associacao se
transformasse em um método rotineiro, possibilitando o desenvolvimento de
métodos quantitativos com elevado desempenho e alta sensibilidade e especificidade
(Pereira et al., 2005a). Nesse sentido, as técnicas mais largamente empregadas séao
a ionizacao por eletronebulizagdo (ESI) e a ionizacdo quimica em pressao atmosférica

(APCI).

Na técnica de ionizacdo por eletronebulizacdo, o eluente proveniente da
coluna cromatografica é conduzido por um tubo capilar metalico ao qual é aplicado
um alto potencial elétrico (positivo ou negativo), que leva a separagao de cargas do
solvente, podendo também haver dissociagdo ibnica do farmaco de interesse,

dependendo de suas caracteristicas fisico-quimicas.

Ao deixar o capilar, o liquido é vaporizado, formando minusculas goticulas
carregadas eletricamente que, por sua vez, sao submetidas a um fluxo de Nitrogénio,

destinado a evaporacao do solvente.

Conforme descrito por Watson (1997), na medida em que as goticulas vao
reduzindo de tamanho, devido a evaporacao do solvente, ocorre 0 aumento da forga
de repulsédo entre os ions de mesma carga, até o ponto em que a for¢a coloumbica é
suficientemente forte para romper a tensao superficial dessas goticulas, implicando a

dissorgcao dos ions para a fase gasosa.

De outro lado, conforme relatado por Kauppila (2004), este fenémeno
também pode ser explicado pelo fato de que o aumento da carga, em funcdo da
diminuicdo da area de superficie das goticulas acaba por produzir uma fissdo

coloumbica quando o limite de instabilidade de Rayleigh € atingido, resultando em
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25



goticulas cada vez menores, até se alcancar um estado em que as moléculas

encontrar-se-iam em suspensao (fase gasosa).

Ja em fase gasosa, ocorrem reagdes quimicas, resultando na ionizacdo dos
compostos de interesse. Os ions formados sao tipicamente ions quasimoleculares, ou
seja, moléculas protonadas ([M+H]") ou aductos ([M+NH4]*, [M+Na]"), no caso de
ionizagdo em modo positivo, ou moléculas desprotonadas ([M-H]), no caso de
ionizagdo em modo negativo, e que portanto mantém intactas as estruturas
moleculares originais. Sdo mais favorecidas por este tipo de processo as substancias
ibnicas ou polares, uma vez que o campo elétrico no capilar propicia a dissociagéao e

a formacao de ions ja em solucao.

A eletronebulizacdo € considerada uma técnica de ionizacdo branda, eficiente
na ionizagdo de moléculas polares, labeis, bem como as de peso molecular elevado,
situacdo comum a um numero consideravel de drogas e metabdlitos (Oliveira e

Watson, 2000).

Na técnica de ionizagdo quimica a pressao atmosférica (APCl) as moléculas
sao inicialmente vaporizadas e, através do emprego de uma descarga elétrica por
meio de uma corona, forma-se um plasma, no qual é proporcionada a ocorréncia de

reagdes quimicas, ja em fase gasosa, que levam a ionizagdo dos compostos.

As substancias que se beneficiam deste processo podem ser menos polares
que as que se ionizam atraves de eletronebulizagdo; todavia, a eficiéncia do processo
é relativa, ja que pode haver transferéncia de prétons para outras substancias com
maior afinidade a estes, que estejam presentes no meio, como por exemplo, o

solvente empregado (Robb e Blades, 2006).

Destaca-se, porém, que existem compostos que ndo sdo adequadamente
ionizados por estas técnicas e alguns sequer sao passiveis de ionizagdo, sobretudo os

compostos ndo polares. Portanto, o desenvolvimento de métodos que permitam a

Introducéo

26



quantificacdo desses compostos ndo polares assume grande importancia. Dentro
desta categoria de compostos, enquadram-se os esteroides, tais como os corticoides
e hormonioterdpicos, os quais tém, nos ultimos anos, constituido crescente objeto de

investigagao para aprovagao de medicamentos genéricos ou similares.

Nesse sentido, o recente desenvolvimento da técnica de ionizagéo
denominada de fotoionizacdo a pressao atmosférica (APPl) é de particular interesse

ja que possibilita a ionizacdo de compostos pouco polares ou mesmo nao polares.

Segundo Raffaelli e Saba (2003), o uso da fotoionizagdo nao é recente,
havendo descri¢cdes de sua utilizagdo ha mais de 30 anos. Todavia, poucos sdo 0s

relatos de sua aplicacdo combinada a cromatografia liquida de alta eficiéncia.

A fotoionizacdo a pressao atmosférica associando a cromatografia liquida de
alta eficiéncia a espectrometria de massas foi inicialmente descrita por
Robb et al. (2000), cuja contribuicdo para a introdugcédo desta técnica levou em conta
ndo sb a possibilidade de ionizacdo direta dos compostos de interesse, como também
a associacao de uma substancia dopante, agindo como intermediaria no processo de

ionizagdo desses compostos.

7 Y

Nesta técnica, a amostra é vaporizada, a semelhanca do que ocorre na
técnica de eletronebulizagdo, e, a seguir, recebe fotons provenientes de uma
lampada de descarga krypton, cuja energia (10 eV) é capaz de ionizar substancias
que possuam energia de ionizacao inferior a este valor, o que inclui alguns dos
compostos de interesse, possibilitando a transferéncia direta de carga elétrica para

estes (Kauppila, 2004).

Adicionalmente, é introduzido, juntamente com o eluente, uma substancia
utilizada como dopante, cuja energia de ionizagdo € inferior a 10 eV. A partir da
ionizagdo do dopante, ja em fase gasosa, ocorrem reacbes com as moléculas dos
compostos de interesse, possibilitando assim a formacao de ions quasi-moleculares,

quer pela transferéncia direta de carga elétrica, quer pela “protonacdo” (ou
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“desprotonagéo”) do analito. Em funcdo da menor quantidade de energia utilizada,
considera-se que esta € uma técnica de ionizacdo ainda mais branda que a
proporcionada pela eletronebulizagdo, produzindo minimas fragmentacdes das
moléculas presentes no meio, o que resulta em menor complexidade do espectro

produzido e, por conseguinte, maior seletividade.

Ressalta-se que na bibliografia consultada ja existem estudos que
evidenciam que a APPI é capaz de ionizar ndo somente os compostos ndo ionizaveis
pelas outras duas técnicas ja citadas (compostos nao polares), mas também aqueles
que o sao, indicando a possibilidade de ser esta uma solugdo mais universal do que
as atualmente utilizadas na associacdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia a

espectrometria de massas (Syage, 2001; Cai, 2005).

Todavia, ainda sdo poucos os trabalhos, sobretudo em nosso meio, que
apresentam métodos desenvolvidos com esta técnica para a quantificacdo de drogas
em estudos farmacocinéticos. O desenvolvimento de métodos, além de propiciar o
melhor conhecimento desta técnica, é de fundamental importéncia para sua
consolidacédo. Inserido nesse contexto, o presente trabalho é uma contribuicdo no
sentido de auxiliar na elucidacdo dos mecanismos envolvidos e propiciar a aplicagao

desta nova “ferramenta” na rotina de estudos farmacocinéticos conduzidos no Pais.

Cabe ainda salientar que a pesquisa e desenvolvimento de novas medicagdes
€ uma das atividades que mais se intensificam na induastria farmacéutica.
Consequientemente, considerando o grande niumero de novos compostos sintetizados
e avaliados através de programas de pesquisa, torna-se imprescindivel o
desenvolvimento de métodos e a disponibilidade de ferramentas capazes de avaliar
estes farmacos em potencial. Estas avaliagbes incluem nado somente a atividade
biolégica, mas também aquelas relativas a biodisponibilidade, propriedades

farmacocinéticas, estabilidade, entre outras, de forma a garantir que somente as
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entidades quimicas efetivamente mais promissoras cheguem a fase de avaliagado por

intermédio de estudos clinicos, recurso cada vez mais escasso e caro.
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2. OBJETIVOS

Considerando-se a problematica apresentada, este trabalho tem como
objetivo geral o desenvolvimento e avaliagdo de métodos para a quantificacao de
drogas em estudos farmacocinéticos utilizando a técnica de fotoionizagado, tendo

como objeto de estudo o anastrozol e as di-hidropiridinas.

Tendo em vista que o mecanismo de geracao de ions e a eficiéncia de
ionizacao da referida técnica dependem de outros fatores que ndao somente as
caracteristicas dos compostos analisados, este trabalho apresenta os seguintes
ensaios adicionais, realizados com o objetivo de auxiliar na elucidacdo de alguns
mecanismos que interferem na eficiéncia do processo de ionizacdo dos compostos

de interesse:

e influéncia do procedimento de ionizacdo empregado;

e influéncia do tipo e concentragdo do dopante a ser utilizado e

e influéncia da concentracao de acidos empregada.

Com o desenvolvimento do presente trabalho, espera-se também contribuir
para a disseminagcdo da técnica empregada, promovendo dessa maneira o
desenvolvimento de novos métodos para a avaliagao de drogas.
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3. METODO PARA QUANTIFICACAO DE ANASTROZOL
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Abstract

A rapid, sensitive and specific method for quantifying the aromatase inhibitor
(anastrozole) in human plasma using dexchlorpheniramine as the internal standard (1.S)) is
described herein. The analyte and the 1.S. were extracted from 200 ul of human plasma by
liquid-liquid extraction using a mixture of diethyl ether:dichloromethane (70:30, viv)
solution. Extracts were removed and dried in the organic phase then reconstituted with 200
ul of acetonitrile:water (50:50; viv). The extracts were analyzed by high performance liquid
chromatography couplkd with photospray tandem mass spectrometry (HPLC-MS-MS).
Chromatography was performed isocratically on a Genesis, C18 4um analytical column,
(100 mm x 2.1 mm i.d.). The method had a chromatographic run time of 2.5 mih and a
linear calibration curve ranging from 0.05 - 10 ng*ml". The limit of quantification was 0.05

ng*mr'. This HPLC-MS-MS procedure was used to assess pharmacokinetic studies.
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1. Introduction

40 Aromatase inhibitors are a class of compounds which systemically inhibit estrogen
41  synthesis in tissues by inhibiting aromatase, an enzyme that catalyzes the conversion of
42 androgens to estrogen. The link between estrogen and the development and growth of
43  certain breast cancers has long been recognized [1], and substantial evidence indicates
44  that circulating estrogens promote the proliferation of breast cancer. Many current
45 therapies for breast cancer involve hormonal manipulation, with tumour esfrogen-
46  deprivation being an established method of treatment [1]. Breast carcinoma has become a
47  major health problemover the past 50 years, affecting as many as one in eight women [2].
48  Although there have been substantial developments in its treatment, approximately 25% of
49  women with breast carcinoma will eventually die fromthe disease [3]
50 Anastrozole, [2,2'-[5-1H-1,2 4-triazole-1-y-methyl)-1,3-phenylene]bis(2-
51  methylpropiononitrile)], is a potent, selective non-steroidal aromatase inhibitor used to treat
52  breast cancer in post-menopausal women [4].
53 Due to the low dose (1 mg) of anastrozole, the plasma concentration of anastrozole
54 is rather low, which inhibits detection of plasma anastrozole. There are few reports about
55 the determination of anastrozole in biological samples. High-performance liquid
56 chromatography with ultraviolet, fluoresencence or electrochemical detection is not
57 sensitive enough to detect anastrozole in plasma from samples obtained in clinical studies
58 in which standard oral doses have been used. Consequently, anastrazolke has been
59 determined in plasma only by capillary gas chromatographic assay with Ni*® electron
60 capture detection [5-7].
61 Here we present a fast, sensitive and selective method for measuring plasma
62 anastrozole by liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS-MS)
63 using photospray ionization to quantify anastrozole in human plasma using
64 dexchlorpheniramine as the internal standard. This HPLC-MS-MS procedure was used to
3
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assess the pharmacokinetic parameters of the test and reference formulations under

comparison in a BA/BE trial.

2. Experimental
2.1 Chemicals and reagents

Anastrozole (99.8%) was provided by Astrazeneca (lot humber 012APM, Cheshire,
England), and dexchlorpheniramine (99.9%) was obtained from Kongo Chemical Co. (lot
number 25040, Toyama, Japan), Acetonitrile and methanol (HPLC-grade), diethyl ether
and hexane (analysis grade) were purchased from Mallinckrodt (Paris, ST, USA). Ultra-
pure water was obtained from an Elga UHQ system (Elga, UK). Blank human blood was
collected from healthy drug-free volunteers by Hemocentro of Campinas, Brazil. Plasma
was obtained by centrifugation of blood treated with anticoagulant sodium heparin. Pooled

plasma was prepared and then stored atapproximately —20°C until needed.

2.2 Calibration standards and quality control

Stock solutions of anasfrozole and internal standard (dexchlorpheniramine) were
prepared in acetonitrile:water (50:50 v/v) at concentrations of 1 mg*ml™. Calibration curves
of anastrozole were prepared by spiking blank plasma at concentrations of 0.05, 0.1, 02,
05,10, 20, 5.0 and 10.0 ng*ml". The analysis was carried out in duplicate for each
concentration. The quality control samplks were prepared in blank plasma at
concentrations of 0.15, 0.6 and 9.0 ng*ml’1 (QCL, QCM and QCH respectively). The spiked
plasma samples (standards and quality controls) were extracted from each analytical batch

along with the unknown samples. For analytical runs requiring sample dilutions, a fourth
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88

quality control was included, prepared in blank plasma at a concentration of 18.0 ng’*mr1

89 andthendiluted 1:1 (viv).
a0
91 2.3 Sample preparation
92 All frozen human plasma samples were previously thawed at room temperature and
93 centrifuged at 2000g for 1 min at 4°C to precipitate solids. Two-hundred microliters of
94  sample human plasma was introduced into glass tubes followed by addition of 50 ul of the
95 internal standard solution (10 ng*mr1 of Dexchlorpheniramine in acetonitrile:water 50/50;
96 v/iv solution); then, samples were vortex-mixed for approximately 15s. Diethyl
97  ether/dichloromethane (70/30; v/v) was added (4ml) to all tubes, and the extraction was
98 performed by vortex-mixing for 40s. The upper organic phase was transferred to another
99  set of clean glass tubes and evaporated to dryness under N, at 40°C. The dry residues
100  were dissolved with 200 ul of a solution of acetonitrie:water (50:50, viv). Vials were capped
101 andthen placed into the autosampler.
102 When sample dilutions were applied, one-hundred microliters of samplk human
103 plasma was introduced into glass tubes followed by addition of ohe-hundred microliters of
104  blank human plasma and of 50 ul of the internal standard solution.
105
106 2.4 Chromatographic conditions
107 A 10 ul aliguot of each plasma extract was injected into a Genesis C18 4 um
108 analytical column (100 mm x 2.1 mm i.d.) operating at room temperature. The compounds
109  were eluted by pumping the mobile phase acetonitrile:methanol:water:acetone (60:20:15:5,
110  viANN) containing 0.1% of acetic acid and 10 mM of ammonium acetate at a flow-rate of
111 0.450 mP*min” using a Shimadzu HPLC pump (model LC10AD, Shimadzu, Japan). The
5
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112

mobile phase was prepared by adding 1 ml acetic acid and 0.77 g of ammonium acetate

113  into a measuring cylinder (500 ml capacity) containing 150 ml of water. Separately, 200 ml
114  of methanol was added to a measuring cylinder of 500 ml; 600 ml of acetonitrile was added
115 into a measuring cylinder of 1000 ml, and, finally, 50 ml of acetone was added into a
116  measuring cylinder of 100 ml. These solutions were carefully mixed into a 1000 mL
117  Erlenmeyer, allowing vapours to vent between shaking.
118 Under these conditions, typical standard retention times were 0.9 £ 0.1 (meantSD)
119  min for anastrozole and 1.3 £ 0.2 (meantSD) min for dexchlorpheniramine, and back-
120 pressure values of approximately 60 bar were observed. Temperature of the auto-sampler
121  was keptat 20°C and run-time was setto 2.5 min.
122
123 2.5 Mass-spectrometric conditions
124 Mass spectrometry was performed in a Sciex API 3000 triple stage quadrupole mass
125 spectrometer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) equipped with a photospray
126 source operating in positive mode. The APl 3000 was set up for Multiple Reaction
127 Monitoring (MRM) to monitor the transitions 2940 > 2252 and 275.0 > 230.1, for
128 anastrazole and the internal standard, respectively. The source block temperature was set
129 at 400°C and the photoionization capillary voltage to 1.5 kV. Nitrogen was used as collision
130 gas and acetone was used as dopant into the mobilke phase. For both anastrozole and
131 internal standard, the following optimized parameters were obtained: for anastrozole the
132  declustering potential, focusing potential, collision energy and collision exit potential were
133 41 (V), 110 (V), 35 (eV) and 16 (V), respectively. The corresponding values for internal
134  standard were 26 (V), 170 (V), 29 (eV) and 22 (V), respectively. Data were acquired by
135 Analyst software (1.3.4, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
136
6
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2.6 Sample collected

Blood samples (4 ml) from a suitable antecubital vein were collected by an indwelling
catheter into heparin containing tubes prior to administration andat 20 min, 40 min, 1 h,1 h
20 min, 1h 40 min, 2 h, 2 h 20 min, 2 h40 min, 3 h, 3 h 30 min, 4 h, 4 h 30 min,5 h,5 h 30
min, 6 h, 8 h, 10 h, 12 h, 18 h, 24 h, 48 h, 96 h and 120 h after administration of 1 mg
anastrozole tablet formulation. Blood samples were centrifuged at approximately 2000 x g
for 10 min at room temperature and the plasma stored at -20°C until assayed for

anastrozole content.

2.7 Linearfty

Linearity was determined to assess the performance of the method. A linear keast-
squares regression with a weighting index of 1/x2 order was performed on the peak-area
ratios of anastrozole and |.S. versus Anastrozole concentrations of the eight plasma
standards (0.05, 0.1, 0.2, 05, 1.0, 2.0, 5.0 and 10.0 ng*ml’1) in duplicate to generate a
calibration curve. Unknown sample peak-area ratios were then interpolated from the

calibration curve to provide concentrations of anastrozole.

2.8 Specificity and Selectivity

Blank samples from five different pools of plasma, including one lipemic and one
haemolyzed, were tested for interference using the proposed extraction procedure and

ahalytical conditions.
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2.9 Recovery

159 The recovery was evaluated by calculating the mean (and RSD) of the response of
160 each concentration and dividing the extracted sample mean response by the unextracted
161 (spiked blank plasma extract) samplk mean of the corresponding concentration.
162  Comparison with the unextracted samples, spiked on plasma residues, was performed in
163 order to eliminate the matrix effect, providing a true recovery. Matrix effect experiments
164  were carried out using the ratio between spiked mobile phase solutions and unextracted
165 samples, spiked on plasma residues.
166
167  2.10 Stability
168 Stability quality control plasma samples (0.15,06 and 9.0 ng*ml'1) were subjected to
169  shortterm (6h) room temperature, three freeze/thaw (-15 to 25°C) cycles, 28h autosampler
170 stability (8°C) and long-term stability at -15°C (25 days) tests. Subsequently, the
171  anastrozole concentrations were measured compared to freshly prepared samples.
172
173  2.11 Precision and accuracy
174 To assess precision and accuracy of the devebped analytical method, four distinct
175 concenfrations in the range of expected concentratons were evaluated using eight
176  determinations per concentration.
177 Precision and accuracy was assessed at within-day basis (intra-batch) during a single
178 analytical run and at a between-day basis (inter-batch), which measures the between day
179  variability, possibly involving different analysts and regents.
180
8
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2.12 Dilutiorr

To evaluate the applicability of the devebped analytical method for the assay of diluted
samples (1:1 dilution), in order to extend the quantification range to 20 ng*ml™, a precision and
accuracy test was performed using specific quality control samples spiked with Anasfrozok,

18.0 ng*ml and then diluted 1:1 viv with blank plasma.

Precision and accuracy was assessed at within-day basis (intra-batch) and at a
between-day basis (inter-batch), following the same procedures and conditions applicable for
the evaluation of normal range quality controls. Three distinct analytical runs were evaluated,

using eight determinations, each.

2.13 lonic suppression

A procedure to assess the effect of ion suppression on the MS/MS was performed.
The experimental set-up consisted of an infusion pump connected to the system by a “zero
volume tee” before the split and the HPLC system pumping the mobile phase, which was
the same as that used in the routine analysis of anastrozole, ie.
acetonitrie:methanol:water:acetone (60:20:15:5, v/viviv) containing 0.1% of acetic acid and
10 mM of ammonium acetate at a flow-rate of 0.450 mP*min™. The infusion pump (Harvard
Apparatus, Holliston, MA, USA) was set to transfer (10 uI*min'1) a mixture of analyte and

internal standard in mobile phase (both 1 ug*ml'1). A sample of human pooled blank
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plasma was extracted and the reconstituted extract wa:
while the standard mixture was being infused. In this system any ionh suppression would be

observed as a depression of the MS sighal.

Anastrozol

44



203

2.14 Pharmacokinetics and statistical analysis

204 The first-order terminal elimination rate constant (ke) was estimated by linear
205 regression from the points describing the elimination phase in a log-linear plot. Half-life (t1/2)
206 was derived fromthis rate constant (t;p = In(2)*ke™.
207 The areas under the Anastrozole plasma concentration vs. time curves from 0 to the
208 [lastdetectable concentration (AUC .} were calkulated by applying the linear trapezoid rule.
209 Extrapolation of these areas to infinity (AUCq.inf) was done by adding the value Cpstke to
210 the calculated AUC 5 (Where Cue = the last detectable concentration).
211 Software used included WinNonLin Professional Network Edition (v. 1.5) in single
212  compartmental model for extra vascular administration, Microsoft Excel (v. 7.0) and
213  GraphPadPrism(v. 3.02).
214
215 3. Results and Discussion
216  3.1. Method development
217 In atmospheric pressure photoionization, toluene is a dopant typicallly used due to its
218 ionization potential of 8.83 eV, as well as its potential high purity grade and low toxicity.
219  Acetone (ionization potential of 9.70 eV) is another substance which can be used as
220 dopant. However, toluene and acefone were compared in the analysis of free anabolic
221  steroids and, with toluene, approximate ly 20-50% higher sensitivity was achieved [8]. In our
222  laboratory, acetone has been used routinely as dopant in several methods using positive or
223 negative ionizaton mode in the analysis for different substances, as for example,
224  isosorbide 5-mononitrate [9]. Although the literature indicates better results using toluene
225 as compared to acetone, the use of acetone (5% of the mobile phase volume) as dopant
226 has practical advantages since it can be used in the mobile phase without HPLC column
10
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damage, while maintaining a high throughput (more than 200 samples/day can be
analyzed) and a rugged high sensitivity. In this study, the use of APPI with acetone as
dopant permitted a limit of quantification (LOQ) of 0.05 ng"‘ml'1 of anasfrozole in plasma).
The mass chromatograms of a blank and LOQ samples are shown in Fig. 1 in which the
retention times for anasfrozole and |.S. were 0.91 and 1.30 min., respectively. During the
pre-validation studies, the APPl and ESI| sources were used in the same mass
spectrometry and the results showed that both source systems exhibited good specificity
without matrix interferences. However, the LC-APPI-MS/MS is a more sensitive system for
anastrazole analysis. The APPl increased the sensitivity by 2 fold when compared with ESI
(Fig.1). This result is consistent with previous literature data suggesting that APPI is a
highly promising technique in high-throughput pharmaceutical analysis and provides
superior performance in ionization neutral compounds over electrospray ionization (ESI) or
atmospheric pressure chemical ionization (APCI), while providing comparable ionization for

polar compounds [12].

Due to the high intensities of the m/z 294.0 — 225.2 (anastrozok) and m/z 275.0 —
230.1 (1.8)) transitions (Fig. 2) and no detectable interference in blank human plasma
samples, these transitions were used in the present study. The proposed fragmentation

pathways for anastrozole and for dexchlorpheniramine are presented in the Figs. 3 and 4.

3.2 Assay performance

The optimized method was validated by the assessment of recovery, linearity, limit of
guantification (LOQ), precision and accuracy (table 1). A deviation from the actual value and a
relative standard deviation (RSD) within 15% were allowed, except for the LOQ , whose values
were allowed to deviate by no more than 20%, as recommended by Shah et al. [10] and

Bressole etal. [11] for the analysis of biological samples for pharmacokinetic studies.
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The simplest regression method for the calibration curves of the anastrozole wasy =a + bx

253 from0.05 to 10 n*ml" (calibration curve y = mx + b; m= 0.0673 + 0.0042 and b = 0.000485 +
254  0.000078, P > 09989). A linear least-squares regression with weighting index of 1/x? was
255  carried out on the peak area ratios of anastrozole and 1.S. versus anastrozole concentrations of
256 the eight human plasma standards (in duplicate) to generate a calibration curve. In the case of
257 anasfrozole and its internal standard, dexchlorpheniramine, there was no significant ion
258  suppression in the region where the analyte and internal standard were eluted.
259 The recovery of anastrozole was 59.2% (RSD 7.9%), 72.6% (RSD 4.4%) and 73.0% (RSD
260 2.4%) for the 0.15, 06 and 90 ng*mr1 standard concentrations, respectively. The recovery of
261 1.S. was 81.5% (RSD 146%), 76.3% (RSD 3.0%) and 75.2 (RSD 1.1%) for the 0.15, 0.6 and
262 90 ng*mr1 standard concentrations, respectively. The liquid-liquid extraction employed was
263 chosen because it is faster, cheaper and has an appropriate recovery with a low variability.
264  During the pre-validation assays, different solutions were tested for liquid-liquid extraction and
265 the best result, when considering a befter recovery and lower interference, was diethyl ether:
266 dichloromethane (70:30, v/v), which also presented no significant matrix effect.
267 The stability tests (table 3) performed, indicated no significant degradation under the
268 conditions described above, including the freeze and thaw, short-term at room temperature and
269 long term (25 days) tests. Human plasma spiked at final concentrations of 0.15, 060 and 9.0
270  ng*ml’ (n=5 for each concentration) were tested.
271 The HPLC-MS/MS method described herein for anastrozole quantification in human
272  plasma is applicable to analytical runs lasting 24 h (or lkess) as observed in the post-processing
273 tests and offers advantages over methods previously reported: the present method is ten times
274  more sensitive, while the analyticalrun is four times faster, permitting a high throughput.
275 Table 2 shows the values for pharmacokinetic parameters after a single oral dose of
276 anasfrozole formulation (Figure 5). Anastrozole peak plasma concentration (Cmay values and
12
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the time values achieved (Tay) were similar to those reported in the literature by Yuan et al. [6].
The high sensitivity of the method allows for a better evaluation of pharmacokinetic parameters,
mainly of Ke, Tipand AUCiy. The AUCetrapolated demonsirates that samples collected until AUCo-

Tlast) reach 80% of AUC(D.inﬁnite) [1 3]

4. Conclusion

This paper reports for the first time oh a novel method o measure anastrozole by HPLC-
MS-MS and for quantfication of this aromatase inhibitor in human plasma. This method offers
advantages over those previously reported, in terms of both a simple liquid-liquid exfraction
without clean-up procedures, as well as a faster run time (2.5 min). The LOQ of 50 pg"ml'1 is
well suited for pharmacokinetic studies. The assay performance results indicate the method is

precise and accurate enough for the routine determination of the anastrozole in human plasma.
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Figure 1: (A) MRM chromatogram (294.0 — 225.2) of blank pooled human plasma for the
anastrazole. (B) MRM chromatogram (294.0 — 225.2) of the anastrazole spiked in human
plasma at a final concentration of 50 pg*ml’1. (C) MRM chromatogram (294.0 — 225.2) of
the anastrazole spiked in human plasma at a final concentration of 50 pg*mI'1 using the
source turboionsray (D) MRM chromatogram (75.0 — 230.1) of the dexchlorpheniramine

spiked in human plasma at a final concentration of 2.5 ng*ml’1.

Figure 2: The product ion mass spectra of (A) Anastrozole and (B) Dexchlorphe niramine.
Figure 3: Proposed fragmentation pathways for the Anastrozole (A).

Figure 4: Proposed fragmentation pathways for the Dexchlorpheniramine (B).

Figure 5: Anastrozole plasma mean concentrations vs. time profile obtained after the

single oral administration of 1 mg of Anastrozole formulation.
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Tables

Table 1. Quality controls (QC) validating the accuracy and precision of the anastrazole

Nominalconcentration (ng*ml™)

Parameter 0.050 0.5 0.60 9.0 18.0*

Mean found (n= 8) (ng*ml) 00536 0.171 0678 103 19.8
Intra-batch Precision (%) 13.3 4.4 6.1 51 6.0

Accuracy (%) 1071 1142 1130 1149 110.0

Mean found (n =3) (ng*ml™") 00541 0.172 0670 103 19.6
Inter-batch Precision (%) 15.4 58 58 43 50

Accuracy (%) 1083 1145 1117 1143 108.9

* This quality control sample was used for the assay of diluted samples.
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Tables

1  Table 2: Pharmacokinetic parameters obtained from one volunteer after administration of 1

2 mganastrozok tablet formulation.

3
Pharmacokinetics parameters for anastrazole
AUCq.n (Ing*hJ*mi™ 629.20
AU Co-Tiast (Ing*hy*mi™) 536.61
AU Ceyraplated % 14.71
Crmax (ng*mr™ 11.40
Trax (h 0.67
T ()] 4250
Tiast W] 120.00
Ke /my 0016
4
5
1
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Tables

54

1
2  Table 3: Stability testfor anastroloze.
Post-processing stability test
Values Values Values
Reference Reference Reference
values after 28 vales after 28 values after 28
hours hours hours
Low sample Medium sample High sample
Mean 0.15 0.15 057 055 8.40 8.20
CV (%) 4.10 5.10 3.00 4.30 2.60 3.30
Variation 1.90 4.70 -2.30
Freeze-and-thaw stability test
Values alues Values
Reference after 3 Reference after 3 Reference after3
values values values
cycles cycles cycles
Low sample Medium sample High sample
Mean 0.16 0.13 057 053 8.87 0.16
CV (%) 8.90 6.90 9.80 2.00 6.60 8.90
Variation -16.90 $.50 -1.70
Shortterm stability test
Reference ;ﬁell:ez Reference ;/;;ureé Reference \;fat!eureg
values values values
hours hours hours
Low sample Medium sample High sample
Mean 0.16 0.14 057 055 8.87 7.94
CV (%) 8.90 10.20 9.80 4.00 5.60 5.60
Variation -12.20 -3.10 -10.50
Long term stability test
Values Values Values
Reference Reference Reference
values after 25 values after 25 values after 25
days days days
Low sample Medium sample High sample
Mean 0.16 0.16 063 0.66 8.79 8.96
CV (%) 4.20 3.90 6.40 5.50 1.70 5.40
Variation -0.20 420 190
3
1
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4. ANALISE DE DI-HIDROPIRIDINAS POR FOTOIONIZACAO
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Pereira A. S, Bicalho B., Hamamoto D., llha J., De Nucci G. Analysis of
dihydropyridine calcium channel blockers with negative ion photoionization mass
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The fragmentation of dihydropyridine calcium-channel antagonists by electrospray
ionization (ESI) and atmospheric pressure photonization (APPI) were compared. The
results demonstrated that in ESI the preferred ionization process was in positive mode,
with the mass spectra of [M + H]" showing base peak ions probably formed by loss of
alcohols from carboxyl groups. Conversely, in APPI, a high intense peak was observed in
negative mode due to deprotonated molecular ions ([M-H]") after two serial 1, 2-hydride
shifts leading to a rearranged [M-H], these ions underwent another 1,2-hydride shifis to
produce a nitro-phenyl product ion of m/z 122.

The APPI was also used to develop a method for quantification of dihydropyridines

(e.g. nifedipine) in human plasma.
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Introduction

Dihydropyridine (Figure 1) type calcium-channel antagonists are an essential in the
treatment of systemic sclerosis because they decrease vasospastic propensity. In other
diseases, these drugs are suspected to have anti-oxidant properties [1, 2]. Several analytical
methods based on mass spectrometry have been used for the quantification of different
dihydropyridines in complicated matrices such as plasma. These include High Resolution
Gas Chromatography coupled to Electron Impact Mass Spectrometry (HRGC-EI-MS) [3-
5], High Performance Liquid Chromatography (HPLC) coupled to Electrospray Ionization
Mass Spectrometry (HPLC-ESI-MS) [6] and HPLC coupled to ESI tandem MS(HPLC-
ESI-MS/MS) [7-8] .

Mass spectrometry is preferred as a detector in pharmaceutical analysis due to its
high specificity, sensitivity, ruggedness, versatility and ease of use. [9]. Regarding HPLC,
ESI and Atmospheric Pressure Chemical Ionization (APCI) have by far been the most
popular interfaces coupled with MS. In ESI, gas-phase ions of the analytes are formed by
using a high electric field. Efficacious ionization is achieved when the analytes are already
charged in solution, therefore, ESI is best suited for the analysis of polar and ionic
compounds. In APCI, the liquid sample is first evaporated, after which charged plasma is
formed by using a corona discharge, and ionization of the analytes are produced by gas-
phase reactions. The polarity of the analytes can be somewhat lower with APCI than with
ESI, but completely non-polar analytes cannot be ionized by either of the two ionization
methods. In order to address this gap, the Atmospheric Pressure Photoionization (APPI)
was introduced [10] as an alternative ionization method for HPLC-MS. The ionization

process in APPI is initiated by 10 eV photons emitted by a krypton discharge lamp. The
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photons can ionize compounds that possess ionization energies (IEs) below their energy (10
eV), which includes larger molecules, but omits most of the typically used gases and
solvents. However, as the ionization of the analytes is dependent on the IE of the analyte
rather than its proton affinity (PA) as with ESI and APCI, the ionization of molecules of
low polarity is also possible.

In the present work different dihydropyridines (Figure 1) were analyzed by ESI and

APPI, and the mechanisms of fragmentations were compared.
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Experimental

Electrospray ionization: The experimental results in ESI mode were recorded on a Sciex
API 4000 triple stage quadrupole mass spectrometer (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) equipped with an API electrospray source operating in positive mode (ES+). The
source block temperature was set at 650°C and the electrospray capillary voltage to 5.5 kV.
Nitrogen was used as a collision gas. The ions were monitored in Multiple Reaction
Monitoring (MRM) whose conditions are described in Table 1. The HPLC system (Agilent,
Model 1100) consisting of a binary pump (G1312A) was used for all of the analyses. The
chromatographic system consisted of a Cg analytical column (100 mm x 4.6 mm id, 3 um
film thickness) and an isocratic mobile phase of acetonitrile:water (80:20 v/v, with 10mM
of formic acid) at a flow rate of 800 pL min™. The column operated at room temperature
and presented a void time of 1.0 minute. The temperature of the autosampler (CTC
Analytics, HTS PAL) was maintained at 6.5°C and was devised to make 40 pl. sample
injections every 5.0 min. Data were acquired by Analyst software (1.4, Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA).

Atmospheric pressure photoionization: The experimental results in APPI mode were
recorded on a Sciex API 3000 triple stage quadrupole mass spectrometer (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) equipped with an APPI source operating in negative
mode (PS-). The source block temperature was set at 400°C, the photoionization capillary
voltage at 1.2 kV, and nitrogen was used as the collision gas. The ions were monitored in
Multiple Reaction Monitoring (MRM) whose conditions are described in Table 1. A HPL.C

system (LC10AD, Shimadzu, Japan) consisting of a pump and an autosampler was used for
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all of the analyses. The chromatographic system consisted on a Cg Genesis analytical
column (100 mm x 2.1 mm id, 4 um film thickness) and the mobile phase was a mixture of
acetonitrile/water/acetone (80:15:5, v/v/v, with 20 mM of ammonium acetate and 0.1% of
acetic acid) at a flow rate of 350 uL min™. The total run time was set for 2.0 min. The
column operated at room temperature and presented a void time of 0.8 minutes. The
temperature of the autosampler was maintained at 8.0°C and was set up to make a 40 uL

sample injection. Data were acquired by Analyst software (1.4, Applied Biosystems).
ple mj q Y ¥ > APp Y

Sample preparation: Aliquots (0.50 or 0.20 mL) of human plasma were submitted to
liquid-liquid extraction (LLE) after addition of IS solution (50 uL of the working standard
solution). The tubes were vortexed for 20 s and allowed to stand at room temperature for 2
min. Four mL of diethyl ether:hexane (80:20, v/v) were added and samples were vortexed
for 40 s. The upper layers were transferred to clean tubes and evaporated under N, (40°C).
Dry residues were dissolved with 200 pL. of mobile phase acetonitrile: water (50:50 v/v)

transferred into glass microvials, capped and placed in the autosampler.

Specificity/Selectivity: Each blank sample of five different pools of plasma, including a
pool of lipemic and another of haemolyzed, were tested for interference using the proposed

extraction procedure and analytical conditions.

Recovery and Matrix effect: The recovery was evaluated by calculating the mean
response of each concentration and dividing the extracted sample mean by the unextracted

(spiked blank-plasma extract) sample mean of the corresponding concentration.

68



111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

Comparison with the unextracted samples, spiked on plasma residues, was performed in
order to eliminate the matrix effect. Experiments were carried out using the ratio between
spiked mobile phase solution and unextracted samples, spiked on plasma residues. The
matrix effect was determined by dividing the mean of the blank-plasma samples set by the

mobile-phase samples set.

Stability: Quality control samples prepared to test stability were subjected to short-term
(6h) room temperature, three freeze-thaw cycles and 24 h, long-term, autosampler (8°C)
stability tests. Subsequently, the analyte concentrations were measured and compared with

freshly prepared samples.

Precision and accuracy: To assess the precision and accuracy of the developed analytical
method, three distinct concentrations in the range of expected concentrations were
evaluated using eight determinations per concentration.

Precision and Accuracy were assessed on a within-day basis (intra-batch) during a
single analytical run and on a between-day basis (inter-batch), measuring the between day

variability, possibly involving different analysts, reagents, etc.
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Results and Discussion

The use of APPI for LC-MS analysis has grown considerably. Photospray ionization
is widely used as an efficient ionization mode for many different classes of substances,
including polycyclic aromatic compounds. An advantage of this ionization system is that
the ionization of the analyte is soft and produces minimal fragmentation and predominant
molecular ion signals [11-12].

Previous studies performed in our laboratory using ESI and APPI ionization
methods showed that some substances, e.g. cyproterone acetate [13], produce similar
fragment ions in both sources despite their ionization processes being totally different.

However, in the case of dihydropyridines, our studies have demonstrated that the
ionization processes in ESI and APPI follow different pathways. With ESI the ionization in
positive mode is favored, while with APPI the ionization occurs in negative mode
predominantly.

The ionization process in ESI can occur by different mechanisms [14-17]. The
analyte ions may be formed by electrolytic oxidation or reduction, from acid/base reactions
within the electrospray droplets, or from gas phase proton transfer reactions that take place
among ions that have been released from electrospray droplets. In APPI, the ionization
process is initiated by 10 eV photons emitted by a krypton discharge lamp. The initial
reaction is the formation of a radical ion of the dopant, whose ionization energy must be
lower than the energy of the photons. The basic mechanism of photoionization is M +hv —
M"™ + ¢ [10]. Consequently, toluene is normally used as dopant. Finally the dopant radical

1ons ionize the analytes through charge exchange [10-12, 18-19].

70



152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

Dihydropyridines in EST

As previously published [8]. the electrospray positive mass-spectrum for both
dihydropyridines analyzed (amlodipine, 1, felodipine, 2, and nimodipine, 3) showed the
same fragmentation pattern (Figure 2) with the base peak ions at m/z 338 for the felodipine
and m/z 343 for nimodipine. In the felodipine and nimodipine cases, the MS/MS product
ion spectra of [M + H]" showed the same kind of base peak ions (Figure 2), probably
formed by loss of alcohols from carboxyl groups (Figure 3). In 1, the loss of ethyl alcohol
is energetically favored in relation to the methyl alcohol, and in 2 the loss of 2-methoxy-
ethyl alcohol is energetically favored in relation to the 1-methylethyl alcohol (Figures 2
and 3). Due to the presence of the 2-aminoethoxymethyl group in the amlodipine molecule,

a more complex fragmentation is produced which will not be discussed in this paper.

Dihydropyridines in APPI

There are several possible ionization mechanisms in APPI in negative mode:
interactions between electron and molecule. charge exchange, proton transfer, and
association and displacement reactions. In the present case, as shown in Figure 4, the
proposed ionization mechanism is initiated by reacting with charged solvent molecules
[S - H]; both nimodipine (2) and nifedipine (3) are ionized through proton transfer,
forming deprotonated molecular ions ([M - H]) of m7z 3449 and 417.1, respectively.
These, after two serial 1,2-hydride shifts leading to a rearranged [M - H], undergo either
another 1,2-hydride shift to produce a nitro-phenyl product ion of m/z 122 from both (2)
and (3), or a 1.3-hydride shift to provide the aromatization of the substituted

dihydropyridine ring producing ions of m/z 222 and m/z 294 from (2) and (3), respectively.
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Comparison of Figures 2 and 5 shows a considerable reduction in complexity of the
mass spectra by APPI compared to ESI. Minimal fragmentation during the ionization
process is one of the advantages APPI in relation to ESI, increasing the selectivity of the
analysis.

During the experiments it was observed that the use of acetate buffer in the mobile
phase increases the intensity of the deprotonated ion by approximately a factor 10 times.
The literature shows that different mobile phases containing acetate buffers results in the

formation of abundant CH3;COO" ion by the APPI [18].

Dopant effect in APPI in negative mode

Toluene is a dopant commonly used due to its ionization potential of 8.83 eV, as
well as its potentially high purity grade and low toxicity. Acetone (ionization potential of
9.70 eV) is another substance that can be use as dopant. However, the toluene and acetone
were compared in the analysis of free anabolic steroids, and with toluene, approximately
20-50% higher sensitivity was achieved [20]. The literature shows that formed reaction
1ons depend not only on the mobile phase but also on the dopant used, as the proton transfer
between the dopant molecular ion and the solvent (mobile phase) is the same and depends
on the proton affinities of the solvent and the dopant [21]. In our laboratory, acetone has
been used routinely as a dopant in several methods using positive or negative ionization
mode in the analysis of different substances (e.g. isosorbide 5-mononitrate) [22]. Despite
that the literature indicates the best results using toluene as compared to acetone, the use of
acetone (5% of the mobile phase volume) as a dopant has the practical advantage in that it
can be used in the mobile phase without HPLC column damage (we have columns with

more than 5000 analysis without lost of performance) and it exhibits increasing throughput
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(more than 200 samples/day can be analyzed), as well as ruggedness and high sensitivity
(in the case of nifedipine the use of APPI permit a limit of quantification of the 0.1 ng mI."

of nifedipine in plasma).

lon suppression in ESI and APPI

Mainly in analysis of biological samples (e.g. plasma extracts) one important factor
that can affect the quantitative performance of a mass detector is ion suppression. Sample
matrix, coeluting compounds, nonvolatile materials, can contribute to this effect. Ion
suppression can have potentially deleterious effects on both ESI and APCI. Ionization
effects can theoretically occur in either the solution phase or the gas phase. Experiments
involving ESI of biological extracts have shown that the main cause of ion suppression is a
change in the spray-droplet solution properties caused by the presence of nonvolatile or less
volatile solutes. These nonvolatile materials (e.g., salts, ionpairing agents, endogenous
compounds, drugs/metabolites) change the efficiency of droplet formation or droplet
evaporation, which in turn affects the amount of charged ion in the gas phase that
ultimately reaches the detector [23]. To evaluate the ion suppression effect in APPI as ESI
ionization, the assay proposed by Bonfiglio et @l. [24] was used, which is based on post-
column mixing of the analyte of interest with the eluate of a column in which a blank
sample is injected. Figure 6 shows that in both ionization process (APPI and ESI) the ion
suppression for the dihydropyridines (example of nimodipine) is similar, and therefore in

the present case there is no advantage in using APPIL.

APPI assay performance for dihydropyridines in human plasma
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Methods were validated (results below) and applied to evaluate the bioequivalence
studies (the pharmacokinetic data were not discussed in this paper).

The optimized method was validated by assessment of recovery, linearity,
quantification limit, precision and accuracy. Coefficients of variation and relative errors of
less than 15% were considered acceptable, except for the quantification limit (LOQ), whose
values were extended to 20%, as recommended by Shah er al. [25] and Bressole ef al. [26]
for the analysis of biological samples for pharmacokinetic studies. The method was linear

for nifedipine from 0.1 to 50 ng/mL (¥ > 0.9990).

Nifedipine validation data

The recovery of nifedipine was 104.9 % (CV 2.6%); 109.0% (CV 3.9%) and
109.5% (CV 5.9%) for the 1.5, 50 and 400 ng/mL standard concentrations, respectively.
The recovery of the internal standard (nimodipine) was 103.1 % (CV 1.9%); 100.3% (CV
3.2%) and 101.2% (CV 1.4%) for the 1.5, 50 and 400 ng/mL standard concentrations,
respectively. Stability tests performed indicated no significant degradation under the
conditions described above, including in the freeze and thaw test, short-term room
temperature test and long-term test (27 days). The human plasma spiked a final
concentrations of 1.5, 50 and 400 ng/mL (n = 5 for each concentration). In the latter case
(long-term test) a variation of —8.5%, —7.2% and —6.5%, respectively, were determined

relative to freshly spiked samples.

Amlodipine validation data
The recovery of amlodipine was 70.5% (CV 6.3%); 71.9% (CV 13.3%) and 68.5%

(CV 4.0%) for the 0.3, 3.0 and 45 ng/ml standard concentrations, respectively. The
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recovery of the internal standard (nimodipine) was 88.3% (CV 7.3%); 95.2% (CV 11.0%)
and 96.4% (CV 7.2%) for the 1.5, 50 and 400 ng/ml, standard concentrations, respectively.
Stability tests performed indicated no significant degradation under the conditions
described above, including in the freeze and thaw test, short-term room temperature test
and long-term test (370 days). The human plasma spiked a final concentrations of 0.3, 3.0
and 45 ng/ml (n = 3 for each concentration). In the latter case (long-term test) a variation
of —10.5%, —15.0% and —13.2%, respectively, were determined relative to freshly spiked

samples.

Felodipine validation data

The recovery of felodipine was 83.0% (CV 35.9%), 83.1% (CV 2.1%) and 84.7%
(CV 1.2%) for the 0.6, 1.2 and 9.0 ng/ml standard concentrations, respectively. The
recovery of the internal standard (nimodipine) was 90.3% (CV 9.4%); 86.1% (CV 4.5%)
and 86.7% (CV 1.7%) for the 0.6, 1.2 and 9.0 ng/mL standard concentrations, respectively.
Stability tests performed indicated no significant degradation under the conditions
described above, including in the freeze and thaw test, short-term room temperature test
and long-term test (17 days). The human plasma spiked a final concentrations of 0.6, 1.2
and 9.0 ng/mL (n = 5 for each concentration). In the latter case (long-term test) a variation
of —1.2%, +3.6% and —7.0%, respectively, were determined relative to freshly spiked

samples.

Between- and within-run accuracy and precision as summarized in Table 2 meet the

requirements for biological procedures as laid down in the international guidelines [27].
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The HPLC-MS/MS method described here for nifedipine, felodipine and
amlodipine quantification in human plasma were developed to analytical runs up until 66 h,
127 h, and 24 h, respectively, as was observed in the post processing tests and the total run
time in all cases was 2.5 minutes, permitting a high throughput. Figure 7 show the typical

chromatograms at LOQ for nifedipine, felodipine and amlodipine.
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Conclusions

The APPI for the dihydropyridine showed a distinct process when compared with
the ESI: in APPI the ionization process occurs in negative mode, while in ESI it is in
positive mode. The difference observed between the ionization process, probably is due to
ionization mechanism in APPI which initiates by reacting with charged solvent molecules
[S - HJ.

The use of acetone as dopant into mobile phase favors a high throughput in relation
of the use of toluene (commonly used in the literature as a dopant), the use of acetone into
mobile phase promote a high sensitivity and without HPLC column damage.

The LC-MS/MS using APPI provide an efficient method for analysis and
quantification of dihydropyridines in human plasma and the assay performance of the
present methodology indicates the method is precise and accurate enough for the routine

analysis of dihydropiridines (e.g. nifedipine) in the biological samples.
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Figure 1: Structure of the studied dihydropyridines. Amlodipine: R; = CHs, R, = CH,CHs,
R; = ClL, Ry = H and Rs = CH,OCH,CH,;NH;; Felodipine: R; = CH;, R, = CH,CHj, R3 =
Cl, Ry = Cl and Rs = CH;, Nimodipine: R; = CHCH3CH;, R, = CH,CH3OCH3, Rs = H Ry
= NO; and R; = CHj;; and Nifedipine: R; = CHj3, R; = CH;, R3 =NO; Ry = H and Rs =

CH;.

Figure 2: Full scan mass spectra in ESI mode. A) Felodipine and B) Nimodipine.

Figure 3: Proposed mass fragmentation pathways for dihydropiridines by ESI (Felodipine

case).

Figure 4: Proposed mass fragmentation pathways for dihydropiridines by APPL.

Figure 5: Full scan mass spectra in APPI mode. A) Nifedipine and B) Nimodipine.

Figure 6: A) Ion suppression result for nimodipine in APPI; B) Ion suppression result for
nimodipine in ESI and C) Typical MRM Chromatogram in APPI mode of nimonipine at 33

ng/ml, in human plasma.

Figure 7: The representative MRM Chromatograms at LOQ concentration: A) felodipine at

20 pg/mL, B) nifedipine at 100 pg/mL and C) amlodipine at 100 pg/mL.
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389

390  Table 1: Conditions of MRM in the analysis of dihydropiridines

Compound Transition (m/z) DP(V) FP(V) CE(V) CXP(V)

Electrospray ionization

Felodipine 383.9 —» 352.1 56 - 17 16
Amlodipine 409.1 — 238.0 36 - 13 14
Nimodipine 419.1 = 343.1 36 - 13 20

Atmospheric Pressure Photoionization

Nifedipine 3449 — 222.0 -16 - 130 -16 -7
Nimodipine 417.1 = 122.0 -31 - 200 -30 -7
Felodipine 382.0 > 144.8 -26 -110 -18 -9
Amlodipine 407.0 - 295.1 -25 -140 -17 -8

391 DP = Declustering potential, FP = Focusing potential, CE = Collision Energy,
392  CXP = Collision exit potential

393
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394

395

396

Table 2. Quality controls (QC) validating results of the accuracy and precision.

Nifedipine
Nominal concentration (ng ml™")
Parameter 0.100 0.30 50 400
Mean found (n= 8)(ng ml") 0.102 0.274 492 380
Intra- Precision (%) 8.8 41 2.2 2.7
batch Accuracy (%) 101.7 91.4 98.4 95.0
Mean found (n =3)(ng ml'1) 0.10 0.271 50.3 380
Inter- Precision (%) 12.9 7.4 2.4 2.9
batch Accuracy (%) 103.9 90.3 100.5 95.0
Felodipine
Nominal concentration (ng mI")
Parameter 0.020 0.060 1.20 9.00
Mean found (n= 8)(ng ml™) 0.0211 0.0591 1.19 9.23
Intra- Precision (%) 10.7 3.2 2.8 1.3
batch Accuracy (%) 105.6 98.4 98.9 102.5
Mean found (n =3)(ng ml™") 0.0206 0.0593 1.20 9.13
Inter- Precision (%) 9.7 3.9 2.9 1.7
batch Accuracy (%) 103.1 98.9 99.7 101.5
Amlodipine
Nominal concentration (ng ml™)
Parameter 0.100 0.300 4.50 45.0
Mean found (n= 8)(ng ml™") 0.091 0.27 4.54 39.5
Intra- Precision (%) 7.2 6.7 6.6 3.6
batch Accuracy (%) 91.0 90.0 100.8 87.8
Mean found (n =3)(ng ml™") 0.0904 0.271 4.14 38
Inter- Precision (%) 7.7 6.0 11.2 10.3
batch Accuracy (%) 90.4 90.4 92.1 84.5
Nimodipine
Nominal concentration (ng ml™)
Parameter 0.100 0.300 1.50 45.0
Mean found (n= 8)(ng mI") 0.096 0.308 1.6 49
Intra- Precision (%) 12.2 29 6.1 4.2
batch Accuracy (%) 96.2 102.5 105.3 108.3
Mean found (n =3)(ng mI™") 0.097 0.292 1.47 45.0
Inter- Precision (%) 11.3 4.9 7.0 7.3
batch Accuracy (%) 97.2 97.4 97.9 100.0
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402
403

Figure 1: Structure of the studied dihydropyridines. Amlodipine: R1 = CH3, R2 = CH2CH3,
R3 = Cl, R4 = H and R5 = CH20CH2CH2NH2; Felodipine: R1 = CH3, R2 = CH2CH3, R3 = Cl,
R4 = Cl and RS = CH3; Nimodipine: R1 = CHCH3CH3, R2 = CH2CH30CH3, R3 = H, R4 = NO2
and R5 = CH3; and Nifedipine: R1 = CH3, R2 = CH3, R3 =NO2, R4 = Hand R§ = CH3
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405  Figure 2: Full scan mass spectra in ES| mode. A) Felodipine and B) Nimodipine.
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m/z = 338
406 miz =279

407  Figure 3: Proposed mass fragmentation pathways for dihydropiridines by ESI (Felodipine
408  case).
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1. Nifedipine: Ry = CHy, Ry = CH Ry =NOg Ry=H
2. Nimodipine: Ry =(CHy),CH, Ry = CH,CH,OCH; Ry =H, R4=NO,

[M-H]
1. mfz 344.9
2. miz417.1

1.m/z 222.0 (43%)
2. m/z 294.0 (8%)

Product ions

1,2 H-shift
Ry

=]

Ry

1.1z 122.0 (56%)
2 miz 1220 20%)

409

410 Figure 4: Proposed mass fragmentation pathways for dihydropiridines by APPI.
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5. Discussio

A) Aspectos gerais do emprego da fotoionizacao a pressado atmosférica

A escolha da técnica de ionizagdo para o desenvolvimento de um
determinado método analitico depende, em ultima analise, da contribuicdo que esta
técnica pode proporcionar para o aumento da sensibilidade, especificidade, exatidao

e precisdo desse método.

Obviamente, quando se considera a detecgao através de espectrometria de
massas, a eficiéncia de ionizacdo produz reflexos diretos na sensibilidade de um
determinado método analitico, ja que a deteccao é proporcional a quantidade de ions

que atingem o detector.

Introduzida h& poucos anos por Robb et al. (2000) como técnica de
associacdo da CLAE a espectrometria de massas, a fotoionizacdo a pressao
atmosférica com assisténcia de uma substancia dopante (DA-APPI) tem-se tornado
objeto de crescente investigacdo, como pode ser verificado pelo surgimento de
diferentes revisdes sobre o assunto (Raffaelli e Saba, 2003; Hanold et al., 2004;
Bos et al., 2006).

Por empregar distintos mecanismos de ionizacdo, onde ocorre nédo sé a
producgao de ions por transferéncia de protons, mas também através da transferéncia
de cargas, a DA-APPI é passivel de aplicacdo para a ionizacdo de um maior numero
de substancias, englobando, sobretudo, compostos de baixa polaridade (Kauppila,

2004).
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O mecanismo inicial de ionizacdo das moléculas de interesse vem a ser a
absorcao da energia proveniente dos fétons emitidos pela lampada Arypton, os quais
podem provocar a ejecdo de um elétron do composto, formando um ion molecular
por transferéncia de carga. A ejecdo de um elétron, ou, em Uultima analise, a
ionizagdo por meio deste principio, depende da energia de ionizagdo (IE)
caracteristica de cada composto, a qual varia em funcdo do tamanho e estrutura
deste. Neste particular a energia emitida pela lampada krypton é da ordem de 10 eV
0 que é inferior a energia necessaria para a ionizagdo da maioria dos solventes
utilizados em cromatografia liquida de alta eficiéncia (ver Tabela 1). Isto possibilita
um menor nivel de ruido em fungdo da ndo ionizacao direta dos solventes, o que

contribui para a seletividade do método.

Tabela 1: Energia de ionizacao e afinidade a prétons de dopantes, solventes e
outras substancias eventualmente envolvidas no processo de ionizacao.

Substancia /E (eV) PA (Kd/mol)
Anisol * 8.20 839.6
Tolueno * 8.83 784.0
Benzeno * 9.24 750.4
Acetona * 9.70 812.0
Amonia 10.07 853.6
Metanol 10.84 754.3
Acido Acético 10.65 783.7
Oxigénio 12.07 421.0
Acetonitrila 12.20 779.2
Agua 12.62 691.0
Dioxido de Carbono 13.78 540.5
Nitrogénio 15.58 493.8

Notas: *dopantes; |IE = Energia de lonizagao; PA = Afinidade a Prétons

FONTE: (NIST, 2006)

Algumas moléculas de interesse farmacoldgico, como é o caso de moléculas
aromaticas, possuem energia de ionizacao abaixo de 10 eV e, desta forma, podem
ser ionizadas diretamente conforme apresentado a seguir (ver Eqg. 1). Todavia,
conforme ponderado por Robb et al. (2000), uma vez que o processo se da a

pressdo atmosférica, as moléculas de interesse encontram-se vaporizadas
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juntamente com um grande numero de outras substancias que, independentemente
de virem a ionizar, também absorvem os fétons, o que resulta em uma baixa
eficiéncia de ionizagdo. Além disto, enquanto os diversos componentes da mistura
encontram-se a pressao atmosférica, iniUmeras reacoes pos-ionizacdo podem ocorrer,

com o potencial de neutralizar os ions de interesse formados.

M+ hv(10eV) » M + ¢ (se IE(M) < 10 eV) (Eg. 1)
Onde:

M — molécula de interesse;

hv - energia;

|E (M) — energia de ionizacdo da molécula de interesse

Por outro lado, o0 mesmo principio pode ser explorado favoravelmente com a
introducao de substancias dopantes (“D”). Se, no eluente, for adicionada em
concentracdo relativamente elevada uma substancia com energia de ionizacao
inferior a produzida pela lampada Aryptfon, esta sera entdo ionizada de forma mais
eficiente, devido a sua relativa abundancia no meio (ver Eq. 2). O ion assim formado
pode, entao, reagir com a molécula de interesse (“M”) proporcionando uma
transferéncia de carga, se a |E da molécula de interesse for inferior a energia de

ionizacado do dopante (ver Eq. 3).

D+ hv(10eV) » D™+ € (se IE(D) < 10 eV) (Eqg. 2)
D"+ M — M+ D (se IE(M) < IE(D)) (Eqg. 3)
Onde:

D — dopante;

|[E(D) — energia de ionizacao do dopante
M, IE(M) — j& definidos.
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Além dos mecanismos de ionizacdo por transferéncia de carga, acima
apresentados, a formacao de ions mais usual € aquela em que ocorre a protonacao

ou desprotonagao da molécula de interesse.

Na ionizacdo em modo positivo, a transferéncia de prétons é regida pela
afinidade a prétons (PA), competindo, no caso, as moléculas de interesse, a

substancia dopante, os solventes e os aditivos presentes na mistura vaporizada.

Segundo os experimentos realizados por Syage (2004), ha dois mecanismos
para formacao de ions [M+H]", os quais sdo decorrentes dos ions formados a partir

das reacoes (Eq. 1 e Eq. 2) apresentadas acima:

D**+ M — [M+H]" + [D-H]® (se PA(M) > [D-H]") (Eq. 4)
M+ S — [M+H]" + [SH]® (se PA(M) > [S-H]®) (Eqg. 5)
Onde:

S — solvente ou aditivos utilizados;

H — hidrogénio;

M, D — ja definidos.

O referido autor ressalta que h& evidéncias indicando que o mecanismo
dominante de formacao de ions [M+H]" vem a ser o descrito na (Eg. 5), onde ocorre
a abstragdao de um hidrogénio da molécula do solvente quando esta colide com o

radical catiénico da molécula de interesse (M").

Analisando-se a (Eq. 5) também pode-se verificar que ha, na realidade um
equilibrio entre a formagao de [M+H]" e M**, sendo que, no modelo termoquimico
envolvido, a formacdo de [M+H]* é claramente correlacionada com a PA(M).
Encontra-se descrito por Syage (2004) as consideragbes em detalhe sobre este

modelo.
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Além disto, o dopante (radical catidnico) pode ionizar moléculas de solvente
pela transferéncia de prétons, caso a afinidade a prétons do solvente for superior a
do radical desprotonado (Eq. 6). Considerando que as moléculas de solventes
formam “clusters’ e que estes tém afinidade a prétons superior a molécula isolada,
esta reacdo é também freqliente (Kaupilla, 2004a). O solvente protonado pode, por
sua vez ter seu préton transferido para a molécula de interesse (M), caso a afinidade

a protons desta for maior que a afinidade a prétons do solvente (Eq. 7).

D**+ nS — [D-H] + S\H" (se PA(nS) > PA([D-H]) (Eq. 6)
SH " + M - nS+ [M+H]" (se PA(M) > PA(S,) (Eq. 7)
Onde:

S — solvente ou aditivos utilizados;
H — hidrogénio;
M, D — ja definidos.

O mecanismo de transferéncia de protons propicia a formacao de ions
semelhantes aqueles que se formam através da técnica de ionizagdo por
eletronebulizagdo (ESI), embora através de processos distintos. Contudo, conforme
descrito por Kauppila (2004), a ESI apresenta melhor desempenho com compostos
polares que ja se encontram carregados em solugdo. Na DA-APPI, em funcao do
dopante, ha maior flexibilidade no sentido de ionizacdo de moléculas menos polares.
Em ambos os casos a composicdo da fase moével pode ser otimizada para

proporcionar maior eficiéncia da ionizacao.

Na ionizacdo em modo negativo, a partir da reacao inicial com o dopante
(Eqg. 2), onde ocorre a liberacdo de elétrons, podem ocorrer diferentes reagbes que

resultam na formacao de ions negativos, quer por captura de elétrons, transferéncia
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de cargas, transferéncia de protons ou reagdes de substituicAo. Neste caso estao
envolvidas as propriedades de afinidade a elétrons (EA) e acidez das substancias em
fase gasosa (AscG ). Um dos possiveis mecanismos para formacédo de [M-H] é,
inicialmente, a formagao de Oy, por captura de elétrons (Eq. 8), que por sua vez
reage com [M], formando [M-H]" quando a As;G da molécula de interesse € menor
que a do HO;® (Eg. 9). Uma descrigdo detalhada dos principios envolvidos pode ser

encontrada em Kauppila et al. (2004a).

02 + e - 02-. (Eq 8)
M+ O° - [M-H] + HO.™® (se AacG (M) < AgcG (HO2™®) (Eg. 9)
Onde:

O - oxigénio;

M, H — ja definidos.

Dentre as substancias comumente empregadas como dopantes em DA-APPI,
encontram-se o tolueno, a acetona e, mais recentemente, o anisol. Estas substancias
sao escolhidas devido a disponibilidade em alto grau de pureza e por possuirem uma
energia de ionizacdo inferior, mas préxima aquela proporcionada pela fonte de fétons
(10 eV).

Embora existam diversos estudos na literatura em que o tolueno é aplicado
como substancia dopante (Raffaelli e Saba, 2003; Hout, et al., 2003; Wang et al.,
2005), incluindo avaliagbes que demonstram casos de melhor desempenho quando
comparado a acetona (Hanold et al., 2004), nos dois artigos apresentados na
presente tese (Capitulos 3 e 4), a acetona foi utilizada como substancia dopante, ja
que ela tem vantagens praticas por poder ser adicionada diretamente a fase moével,

sem prejudicar a coluna cromatogréafica.
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Esta abordagem, além de ser mais simples de implementar, j& que néo
envolve 0 emprego e controle de duas bombas, garante a manutencdo de uma

proporgao constante entre o fluxo de fase movel e o fluxo de dopante empregado.

Conforme apontado por Robb e Blades (2006), a taxa de ionizagdo do
dopante € afetada pela taxa de fluxo do solvente, efeito que € anulado quando a
proporgao entre os dois fluxos é mantida. Embora outros fatores possam ainda
contribuir para a variagdo da eficiéncia de ionizacdo do dopante, o emprego desta
técnica minimiza a variagao oriunda desta questao contribuindo, portanto, para uma

maior precisdo do meétodo analitico.

Além disto, segundo Kauppila et al. (2004b), a acetona se comporta melhor
que o tolueno na ionizacdo de compostos com alta afinidade a prétons, o que implica

em vantagem de sua utilizagdo com tais classes de compostos.

Por outro lado, considerando-se os compostos nao polares, que constituem o
principal alvo do emprego da DA-APPI como técnica de ionizagéo, verifica-se que a
introdugdo do anisol como substancia dopante apresenta grande vantagem.
Comparado a acetona e ao tolueno, ele é capaz de aumentar em até cerca de 100
vezes a eficiéncia de ionizacdo quando empregado na ionizagdo de compostos com
baixa afinidade a proétons. Devido a sua maior afinidade a prétons, os ions D** do
anisol ndo reagem rapidamente com os solventes do meio formando [D-H]® por
transferéncia de proétons e, portanto, permanecem disponiveis para efetuarem a

troca de carga com os compostos de interesse (Kauppila et al., 2004b).

Para a avaliagdo da influéncia do emprego do anisol como dopante em
substituicdo a acetona, foi conduzido um ensaio, comparando o emprego destes dois
dopantes. Foi avaliada a ionizagdo por transferéncia de prétons, no modo positivo e

negativo e a ionizacao por transferéncia de carga.
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O referido ensaio foi conduzido com o etinil-estradiol (MM 296,4 g/mol),
composto de caracteristica nao apolar, o qual foi preparado em solugcdo aquosa a
concentracdo de 1 pug*ml™ e infundido a um fluxo de 30 pl* min™' em conjunto com a
fase moével e o dopante em estudo. A eficiéncia de ionizacdo foi avaliada através da
intensidade do sinal obtido pelo espectrémetro de massas apdés a otimizagéao
automatica dos parametros da fonte e de fragmentagdo. Os detalhes do método
empregado nestas avaliagbes especificas encontram-se descritos no Apéndice 1. Os
resultados obtidos sdo apresentados na Figura 1. Na Tabela 3, constante no
Apéndice 2, também apresentam-se os resultados obtidos no ensaio de ionizagao do

etinil-estradiol.

Etinil-EstradioI
lon Precursor

2.0x10%-
] —=— ES+
c
B [M]* 296 m/z —— ES-
S —— PS+
0 -+ PS-
T8 1.0x0% i
8L ——PS e-
g
£ [MH]* [M+H]* 297 m/z
['V":']' [M-HI 295 m/z  »
0.0x10°® shalL. v

na. 1 2 5 7 10 100Acet.
% do Dopante

ES+ = Eletronebulizagdo em modo positivo;  ES- = Eletronebulizagdo em modo negativo;

PS+ = Fotoionizagdo em modo positivo por transferéncia de prétons;

PS- = Fotoionizagdo em modo negativo por transferéncia de prétons;  PS e- = Fotoionizacéo por transferéncia de carga (elétrons);
n.a. = ndo aplicavel; 1,2,5,7,10, 100 = propor¢cao de Anisol em relacao a fase mével (v/v); Acet. = Acetona (5%)

Figura 1: Intensidade do ion precursor de etinil-estradiol apds a otimizagao dos parametros
da fonte e de fragmentacgao, gerados por DA-APPI com anisol em diferentes
proporgoes em relagao a fase mével (v/v) e DA-APPI com acetona, considerando
a ionizagdo em modo positivo e negativo e a ionizagédo por transferéncia de
elétrons.
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Observa-se que, de acordo com o estimado, em se tratando de substancia
de caracteristica nao polar, a ionizacdo mais eficiente foi aquela obtida através da
transferéncia de carga (“PS ) com o emprego do anisol como substancia dopante,
na proporgédo de 7 a 10% do volume da fase mdvel. Nestas condigbes, foram
produzidos ions [M]" na intensidade de 1.480.000 contagens por segundo (cps).
Com a acetona, na proporgdo de 5% da fase mével, este valor foi de cerca de
57.000 cps, o0 que é cerca de 20 vezes menor que o valor produzido com a mesma
proporcdo de anisol. A producdo de ions [M+H]"* foi da ordem de 60.000 cps para
ionizagdo com ESI e de cerca de 340.000 cps para DA-APPI com anisol 7%, ou seja,
cerca de V4 da eficiéncia obtida com a formacao de ions por transferéncia de carga.
A ionizacdo em modo negativo que produziu melhores resultados foi a obtida com

acetona (5%), apresentando valores de cerca de 150.000 cps.

Estes resultados evidenciam que o anisol apresenta vantagens para fins de
ionizagdo de compostos néo polares, quando comparado com o emprego da acetona
como dopante. Ressalta-se, no entanto, que os testes foram realizados com a
molécula de interesse em solugdo aquosa; a magnitude desta eficiéncia em
condigbes reais de realizacdo do estudo (matriz biolégica com o emprego de

separagao cromatografica) nao foi avaliada.

Outro fator considerado importante, que produz reflexos na sensibilidade
exatidao, precisdo e desempenho de um método analitico € a ocorréncia de
interferéncias em funcdo de efeitos de supressao ibnica. Esta supressao € causada
por outros elementos presentes na matriz biolégica ou outros materiais nao volateis,
que interferem na evaporacdo do solvente e vaporizacdo dos compostos de
interesse, levando, em ultima instancia, a uma reducdo no grau de ionizacao e,

consequUentemente, reducdo na detecgdo dos compostos de interesse.

Bonfiglio et al. (1999) e Annesley (2003) descrevem procedimentos
especificos a serem utilizados para validacdo de métodos bioanaliticos, no sentido de

estimar o grau de supressdo i6nica que possa estar associado as condigbes do
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ensaio. Kauppila (2004) cita que a fotoionizacdo a pressdao atmosférica € menos

susceptivel a efeitos de supressao ibnica quando comparada a eletronebulizacao.

Embora n&do tenham sido realizados estudos especificos para a avaliacdo
destes efeitos, os testes descritos por Bonfiglio et al. (1999), realizados como parte
dos procedimentos de validagdo dos métodos analiticos descritos no presente
trabalho, bem como de outros métodos ja desenvolvidos no laboratério, néao

permitiram evidenciar diferengas expressivas entre a utilizacdo de DA-APPI e ESI.

B) Anastrozol

No Capitulo 3 ¢é apresentado um método de quantificacdo de anastrozol em
plasma humano através de cromatografia liquida de alta eficiéncia associada a
espectrometria de massas, onde é empregada uma fonte de ionizacdo a pressao

atmosférica por meio de fotoionizagao, utilizando-se a acetona como dopante.

Com o objetivo de apreciar a influéncia da fotoionizacdao (DA-APPl) em
relagdo a ionizacédo por eletronebulizagédo (ESI) foi realizado um ensaio comparando
estas duas técnicas de ionizagdo em modo positivo e negativo, considerando a
eficiéncia de ionizacdo proporcionada com o emprego de anisol ou acetona como
dopante. Além disso, procurou-se também avaliar a influéncia da disponibilidade de
acido acético na eficiéncia de ionizagao. Estes ensaios preliminares foram realizados
com o anastrozol em solugdo na concentracdo de 100 ng*ml’, através da infusdo
direta a um fluxo de 20 ul*min'1, em conjunto com a fase movel e o dopante
(quando apropriado), infundidos através de uma conexdo “T”. Os detalhes do
meétodo empregado nestas avaliagbes especificas encontram-se descritos no

Apéndice 1 e os resultados obtidos sdo apresentados nas figuras 2 a 5.
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Bl . MS2 (294.17) CE (52): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of anastrozol c0.10% de ac acet_lIni...
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Figura 2: Espectro de massas produzido apds a ionizacao de uma solucao de anastrozol

(MM 293,366 g/mol) com o emprego de uma fonte APPI operando em modo
positivo com a utilizacdo de acetona como dopante, acrescentada a fase movel
acetonitrila / metanol/ agua / acetona (60/20/15/5; v/v/v/v), com adicao de

acido acético a 0,1%.

B MS2 (294.17) CE (52

):26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of anastrozol sem ac anisol_InitPro...
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Figura 3: Espectro de massas produzido apés a ionizagdo de uma solug¢ao de anastrozol

(MM 293,366 g/mol), com o emprego de uma fonte APPI operando em modo
positivo com a utilizacdo de anisol como dopante, acrescentada a fase movel
acetonitrila / metanol / agua / anisol (60/20/15/5; v/v/viv), sem adi¢cdo de acido.
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Bl . MS2 (294.14) CE (52): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of anastrozol esi 1.00% ac acetic_In...
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Figura 4: Espectro de massas produzido apds a ionizagdo de uma solucéo de anastrozol
(MM 293,366 g/mol), com o emprego de uma fonte ES/ operando em modo
positivo com fase mével acetonitrila / metanol / &gua (60/20/20; v/v/v), com

adicao de acido acético 1,0%

A analise da Figura 2 permite verificar que na ionizagdo do anastrozol em
modo positivo, com a utilizagdo de fonte APPl e emprego de acetona (5%) como
dopante, o principal ion formado vem a ser o ion quasimolecular [M+H]"
(m/z 294,0). O principal ion produto vem a ser o de m/z 225,0, proveniente da

fragmentacdo indicada na estrutura molecular apresentada na referida figura.

Comparando-se com a Figura 3, é possivel notar que, mantido o mesmo
modo de ionizagdo, a variacao do dopante ou da concentracédo de acido nao altera os
ions produzidos, havendo apenas variacdo da abundancia absoluta do ion precursor

— reflexo da eficiéncia de ionizagdo - e da abundéncia relativa dos ions produto.

Mesmo com o emprego da ionizacdo por eletronebulizacao (ESI) em modo
positivo (Figura 4), nado ha alteracdo dos principais ions produzidos, embora

provavelmente estejam envolvidos outros mecanismos na formagdo dos mesmos.
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Nota-se, entretanto, que o ruido de fundo é mais intenso, na medida em que surgem
diversos outros fragmentos que podem corresponder a ionizacdo dos solventes e

outros constituintes presentes no meio.

A figura 5 apresenta o espectro de massas produzido apds a ionizacao de
uma solucao de anastrozol com o emprego de uma fonte APPI operando em modo
negativo com a utilizacao de anisol como dopante.

B .MS2(292.03) CE (-50): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of anastrozol 0,10% ac anisol_InitPr... Max. 1.2e5 cps.
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Figura 5: Espectro de massas produzido apés a ionizagdo de uma solug¢ao de anastrozol
(MM 293,366 g/mol), com o emprego de uma fonte APPI operando em modo
negativo com a utilizagéo de anisol como dopante, acrescentada a fase mével
acetonitrila / metanol / agua / anisol (60/20/15/5; v/v/v/v), com adigdo
de acido acético a 0,1%

Da anadlise da Figura 5, verifica-se que a ionizagdo do anastrozol em modo
negativo, produz o ion quasimolecular [M-H]  (m/z 292,2) e ions produto diferentes
daqueles visualizados no modo positivo, denotando a ocorréncia de mecanismos de

fragmentacéo distintos.
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Vale destacar que nao foi visualizada a formacao de ions por transferéncia de
cargas, 0 que permite supor que a polaridade da molécula e, em paralelo, a
afinidade a proétons, nédo contribui para que este mecanismo de formagao de ions se

expresse em niveis apreciaveis.

Na Tabela 2 sdo apresentadas as intensidades dos ions precursores apés a
otimizacdo automatica dos parémetros ionizacdo e detecgdo por intermédio do
programa computacional responsavel pelo controle e operacado do espectrémetro de
massas. Esta intensidade reflete a eficiéncia de ionizagdo do anastrozol nas

diferentes condi¢cdes experimentadas.

Tabela 2: Intensidade do ion precursor do anastrozol apés a otimizagao dos parametros de
ionizacao e detecgéo, gerados por ESI, DA-APPI com Acetona e DA-APPI com
Anisol, considerando a ionizagdo em modo positivo e negativo e a influéncia da
adicao de diferentes concentracdes de acido acético a fase mével.

| lon Precursor
Percentual de Massa Intensidade
Fonte  Dopante Acido Acético Modo (m/z) (cps)
APPI  Acetona 5% 0.00% positivo 294,180 981.740
APPI  Acetona 5% 0.05% positivo 294,179  1.792.000
APPI  Acetona 5% 0.10% positivo 294,174  1.839.220
APPl  Acetona 5% 0.50% positivo 294,178  1.708.280
APPI  Acetona 5% 1.00% positivo 294,170 853.540
APPI  Acetona 5% 0.00% negativo 292,000 9.440
APPl  Acetona 5% 0.05% negativo 292,206 1.080
APPI  Anisol 5% 0.00% positivo 294,172 666.840
APPl  Anisol 5% 0.05% positivo 294,178 458.060
APPI  Anisol 5% 0.10% positivo 294,178 129.920
APPI  Anisol 5% 0.00% negativo 292,029 154.780
APPI  Anisol 5% 0.05% negativo 292,016 143.280
APP|  Anisol 5% 0.10% negativo 292,026 151.700
ESI n.a. 0.00% positivo 294,179 3.080
ESI n.a. 0.05% positivo 294,192 91.160
ESI n.a. 0.10% positivo 294,159 97.820
ESI n.a. 0.50% positivo 294,154 85.820
ESI n.a. 1.00% positivo 294,138 122.020
ESI n.a. 0.00% negativo 292,232 1.220
ESI n.a. 0.05% negativo 292,075 1.020
ESI n.a. 0.10% negativo 291,895 2.160
ESI n.a. 0.50% negativo 292,074 5.720
ESI n.a. 1.00% negativo 292,166 9.260
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Da anédlise dos dados apresentados na Tabela 2, verifica-se que o composto
nao favorece a formacao de ions em modo negativo. Devido as caracteristicas da
molécula do anastrozol, decorrente de seu grau de afinidade a prétons, a substancia
dopante mais adequada foi a acetona, obtendo-se a maior eficiéncia de ionizagao
quando esta foi associada a adicdo de acido a um percentual da ordem de 0,1%.
Esta eficiéncia, considerando-se especificamente as condigbes do ensaio, € cerca de

10 a 15 vezes superior aquela obtida com o emprego de ESI.

As condicoes delineadas correspondem aquelas empregadas na validacdao do
método analitico para a quantificagdo de anastrozol em plasma humano, apresentada
no Capitulo 3, onde foi monitorada a transicdo m/z 294,0 > 225,2. O método foi
validado atendendo aos critérios de validacdo estabelecidos para a quantificacao de
amostras bioldgicas (ANVISA, 2003b; FDA, 2001) com um limite inferior de
quantificacdao (LLOQ) de 50 pg*ml'1, ou seja, apresentando ampla margem em
relagdo aquele necessario para a quantificagdo das amostras do estudo em questéao,
0 que demonstra o alto grau de sensibilidade proporcionado pelo emprego da DA-

APPI.

C) Di-hidropiridinas

No Capitulo 4, apresenta-se uma comparagdo entre métodos utilizados para
quantificacdo de distintas di-hidropiridinas através de ESI e DA-APPI. No que se
refere a fotoionizagdo, apresentam-se os resultados de validacdo dos métodos para a
quantificacdo de nimodipina, nifedipina, amlodipina e felodipina, o0s quais

empregaram acetona como dopante, explorando-se a ionizagdo em modo negativo.

Para visualizar a influéncia do emprego do anisol como dopante e
correlacionar com os demais achados, também foi realizado um ensaio com o
emprego de solucao aquosa de felodipina, no qual se monitorou a producao de ions
decorrente da transferéncia de protons em modo positivo e negativo, bem como a

formacao de ions através da transferéncia de carga. Os detalhes do método utilizado

Discussao

107



nestes ensaios encontram-se descritos no Apéndice 1 e os resultados obtidos séo
apresentados nas figuras 6 a 10. Na Tabela 4, constante no Apéndice 3,

apresentam-se os resultados obtidos no ensaio de ionizagéo da felodipina.
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Figura 6: Espectro de massas produzido apds a ionizagcao de uma solugao de
felodipina (MM 383,2 g/mol), com o0 emprego de uma fonte ES/
operando em modo positivo.
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BN ,MS2 (384.15) CE (52): 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of felodipinefoto anisol 5% _InitProdu...
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Figura 7: Espectro de massas produzido apds a ionizacao de uma solugao de
felodipina (MM 383,2 g/mol), com o emprego de uma fonte APPI operando em
modo positivo com a utilizacao de anisol (5%) como dopante, acrescentada a

fase mével acetonitrila / metanol / agua / anisol (60/20/15/5; v/v/viv), com adicao

de 4dcido acético a 0,1%.
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Figura 8: Espectro de massas produzido apds a ionizacao de uma solugao de
felodipina (MM 383,2 g/mol), com o emprego de uma fonte APPI operando em
modo negativo com a utilizagao de anisol (5%) como dopante, acrescentada a

fase mével acetonitrila / metanol / agua / anisol (60/20/15/5; v/v/viv), com adicao

de acido acético a 0,1%.
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Intensidade do Sinal

(cps)
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Figura 9: Espectro de massas produzido apds a ionizagcao de uma solugao de felodipina

(MM 3883,2 g/mol), com o emprego de uma fonte APPI operando em modo posi-
tivo com a utilizacao de anisol (5%) como dopante, acrescentada a fase mével

acetonitrila / metanol / agua / anisol (60/20/15/5; v/v/v/v), com adicao de dcido

acético a 0,1%, na qual foi monitorada a ionizacao por transferéncia de carga.
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1.1x10% [M+H]* 384 m/z
- " ‘\/
. S [M-HJ
1 0x10% [MA'H] eomTTTTT L, 382 mi
UX 1
n.a. 1 2 5

% do Dopante (Anisol)

'Felodipina
lon Produto
1.5x10%+
= —s— ES+
-(% 338 miz * - ES-
S 1.0x10% : ——FS+
22 e PS-
B S ——PSe-
©
2 5.0x10%-
8
E 145 m/z
A
0.0x10°®
n.a. 1 2 5
% do Dopante (Anisol)

* maior abundancia do fon produto ES+ = Eletronebulizagdo em modo positivo; ES- = Eletronebulizagdo em modo negativo;
PS+ = Fotoionizagdo em modo positivo por transferéncia de prétons; PS- = Fotoionizagdo em modo negativo por transferéncia de prétons;
PS e- = Fotoionizagéo por transferéncia de elétrons; n.a.=ndo aplicavel; 1,2, 5 = proporcéo de Anisol em relagéo a fase movel (v/v/)

Figura 10: Intensidade do ion precursor apds a otimizagcao dos parametros de ionizagao
e detecgao, gerados por ESI, DA-APPI com Anisol (1, 2 e 5%), considerando
a ionizagdo em modo positivo e negativo e por transferéncia de elétrons.
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A partir da observacado das informacdes apresentadas da Figura 6 a Figura
10, verifica-se que a producdo de ions mais abundante é aquela proporcionada por
transferéncia de cargas (Figura 9), a qual é seguida pela ionizagdo em modo positivo
por transferéncia de prétons (Figura 7). Estes achados permitem ponderar que,
devido as caracteristicas do anisol no que se refere a energia de ionizagdo e
afinidade a prétons, a ionizacdo se da através de mecanismos distintos daqueles

descritos para a ionizagdo com o uso de acetona, apresentada no Capitulo 4.

Nao obstante a maior eficiéncia de ionizagdo proporcionada para o ion
precursor, ndo produz o mesmo reflexo na formagédo de ions produto havendo, da
mesma forma que no caso do trabalho apresentado no Capitulo 4, maior eficiéncia
na formacdo de ions produto através da fotoionizagcdo em modo negativo (Figura

10).

Estes resultados, de qualquer forma, apontam para a grande flexibilidade do
emprego da técnica, a qual possibilita que ocorram inumeras formas de ionizagdo do
composto de interesse. Tal flexibilidade traz como vantagem a possibilidade de
explorar tais condi¢gdes de forma a encontrar a que melhor satisfaca as demais
condicbes de validacdo. Ao alterar o método de ionizacdo e/ou as transigoes
selecionadas, esta-se procurando maximizar ndo somente a sensibilidade como a
especificidade, em funcdo do menor ruido provocado por interferentes em uma

determinada transicao, possibilidade de menor supressao idnica, entre outros.

D) Relevancia da técnica em estudos farmacocinéticos e

desenvolvimento de novos farmacos.

Conforme ja destacado, procedimentos relativamente simples e robustos que
permitam analises de alto desempenho sao quesitos prioritarios que, néao soé

norteiam, como também justificam a escolha da cromatografia liquida de alto
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desempenho associada a espectrometria de massas para o desenvolvimento de

métodos bioanaliticos voltados a avaliacao de estudos farmacocinéticos.

A DA-APPI, como técnica de ionizagdo mais eficiente, ndo sé possibilita que
novas classes de compostos sejam contempladas, como também viabiliza, em alguns

casos, que sejam atingidos limites de quantificagdo cada vez menores.

Considerando que os estudos farmacocinéticos implicam caracterizar a meia-
vida de eliminacao das drogas, a obtencao de limites de quantificagdo mais baixos é
de suma importancia, jA que possibilita uma melhor avaliacdo desse parametro
farmacocinético. Além disto, a extensdo do perfil ao longo do tempo, com a
consequente quantificacdo de valores de concentracdo mais baixos, permite
caracterizar as diferentes meias-vidas e constantes de eliminacdo, possibilitando

fazer inferéncias sobre o processo de eliminacdo em diferentes compartimentos.

Igualmente, vale mencionar que a disponibilidade de um LLOQ reduzido
pode também ser necessaria para caracterizar adequadamente o inicio da fase de
absorcdo, o que é dtil, sobretudo nos casos em que medicacbes de liberacao

imediata atingem rapidamente a concentragdo méaxima.

Nao raro, a introdugdo de formulagdes com liberagdo modificada, com
concentragbes maximas mais reduzidas, também implica o desenvolvimento de
metodos mais sensiveis, pois do ponto de vista da regulamentacdo aplicavel
(ANVISA, 2003), o LLOQ a ser atendido pelo método analitico é balizado pela

concentragdo maxima (Cnyax) atingida.

Na instituicdo de pesquisa da qual este autor faz parte, além de métodos
para quantificagdo de drogas, mencionados nos Capitulos 3 e 4, foram
desenvolvidos outros métodos com base em DA-APPI, incluindo o acetato de
betametasona, ciproterona, dexclorfeniramina, fluoxetina, isosorbida, paroxetina,

quinapril, entre outros. A viabilizacao de alguns dos métodos citados é relevante para
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fazer frente a politica de medicamentos genéricos no Brasil, sem o0s quais a
quantificacao, de forma a atender os requisitos de sensibilidade para os estudos

farmacocinéticos, possivelmente néo teria sido atingida.

No que se refere a descoberta de novas drogas, a necessidade de maior
produtividade tem implicado o desenvolvimento de métodos analiticos de alto
desempenho para a analise molecular de bibliotecas de compostos. De acordo com
Syage (2001), “o método de ionizagéo ideal é aquele que ioniza todas as moléculas
de interesse com igual eficiéncia e produz um unico sinal identificavel para cada

composto”.

Neste sentido, verifica-se que a utilizacdo de APPI traz claras vantagens
neste processo. Segundo Cai (2005), um estudo comparativo entre as técnicas ESI,
APCI e APPI, realizado com mais de 100 drogas de diferentes estruturas e
polaridades permitiu demonstrar que a APPI possui desempenho igual ou superior as
outras duas técnicas para a detecgdao dos compostos estudados, destacando-se,
sobretudo, na analise daqueles menos polares. Kostiainen et al. (2003) também
citam o emprego de APPlI para a realizagdo de quantificagcdo de metabdlitos de

drogas durante estes estudos.
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0. CONCLUSAO

A aplicacao da fotoionizacdo a pressdao atmosférica, conforme constatado na
revisdo da literatura, tem sido considerada uma solugdo mais universal para a
associacdo da cromatografia liquida a espectrometria de massas. A partir das
avaliacbes efetuadas neste trabalho e da experiéncia adquirida com o
desenvolvimento de diferentes métodos analiticos, considera-se que esta interface
tem o potencial de proporcionar um desempenho igualmente satisfatério quando
empregada na avaliagdo de moléculas passiveis de andlise pela aplicagdo dos

meétodos de ionizacgdo tradicionais, como é o caso da ionizag&o por eletronebulizagéo.

Além disto, a fotoionizacdo a pressdao atmosférica apresenta desempenho
significativamente superior no que se refere a ionizagdo de moléculas de baixa
polaridade. Neste particular, a introdugdo do anisol como substancia dopante
permitiu que fosse atingida uma eficiéncia de 10 a 100 vezes maior no processo de
ionizagdo dessas moléculas, inclusive quando comparado ao uso de dopantes
tradicionais, como a acetona, conforme foi evidenciado no ensaio realizado. Todavia,
demonstrou-se também que o anisol ndo é a unica substancia de escolha, pois, com
compostos mais polares, o emprego de acetona pode resultar em ionizacdo mais

eficiente.

A utilizacdo de acetona ou anisol, adicionada diretamente a fase moével
demonstrou ser uma abordagem interessante, ja que diminui o numero de

equipamentos envolvidos no processo e simplifica a operagdo diaria, sobretudo
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quando se considera os casos tipicos de anadlises de biodisponibilidade relativa de

farmacos, onde sédo analisadas centenas de amostras por dia.

A adicdo do dopante a fase mével também possibilita que a razdo entre o
fluxo do dopante e do eluente seja constante, o que é importante para reduzir a
variabilidade da eficiéncia de ionizacdo e, por conseguinte, contribuir para a maior

precisdao do método analitico.

Os métodos que vém sendo desenvolvidos com o emprego desta interface
pela equipe de pesquisa da qual este autor faz parte demonstraram ser
adequadamente sensiveis, especificos, precisos e exatos, atendendo assim aos
quesitos de validagdo de métodos para fins de quantificacdo de amostras biologicas
provenientes de estudos de biodisponibilidade relativa. Nao raro, durante os
experimentos de pré-validacao de métodos, a fotoionizagdo foi a Unica técnica que se
mostrou viavel para atender aos quesitos de sensibilidade, sobretudo no que se
refere as necessidades para quantificagdo de esterdides. Ressalta-se também que os
métodos desenvolvidos apresentaram vantagens em relacdo aos até entao

reportados, sem introduzir maior complexidade operacional.

Os experimentos efetuados proporcionaram melhor entendimento dos
mecanismos envolvidos na ionizagao. A variacao de parametros como constituintes
da fase movel (adicdo de &cido), e, em certas circunstancias, do dopante
empregado, via de regra, ndo resultaram na formacdo de novos tipos de ions,
embora seja possivel que a geracdo dos ions se dé através de diferentes
mecanismos. Nao obstante, a variagdo destes constituintes, em fungéo, por exemplo,
de diferencas de afinidade a prétons ou elétrons das substancias envolvidas,
possibilitam a produgdo de ions em maior abundancia, o que resulta em melhor

relacao sinal-ruido e, por conseguinte, maior sensibilidade e/ou precisao.
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Todavia, ha varios aspectos que necessitam ser ainda investigados.
Sobretudo, deve-se considerar que a avaliacdo em solu¢des aquosas apenas fornece
0s primeiros subsidios, pois a analise de compostos em matrizes complexas (por
exemplo, o plasma) exige avaliacdo caso a caso, no sentido de se contemplar
situacdes especificas, como por exemplo, presenca de interferentes, supressao

ibnica, etc.

Mesmo considerando as analises em solugdo aquosa, é necessario investigar-

se a influéncia de outros parametros, como fluxo e componentes da fase movel.

Considera-se que uma futura contribuicdo para o melhor entendimento e
aplicacdo desta técnica seja o estabelecimento uma abordagem sistematica de pré-

avaliacdo dos diferentes parametros, devido aos inumeros fatores envolvidos.

Nao obstante, compreendidas as caracteristicas e vantagens especificas de
emprego da técnica de fotoionizagdo a pressdao atmosférica com assisténcia de
substancias dopantes, considera-se que a mesma possa gradativamente substituir as
interfaces mais tradicionais como eletronebulizacdo e ionizagdo quimica a pressao

atmosférica.

Por fim, cabe enfatizar que, ao possibilitar a andlise de novos compostos,
assim como aumentar a sensibilidade dos métodos bioanaliticos em fungéo da maior
eficiéncia de ionizacdo, esta técnica traz uma contribuicdo importante para a
quantificacdo de farmacos e, em particular para a realizagdo de estudos de

biodisponibilidade relativa.

Considera-se também que este trabalho tenha contribuido para a
disseminacao da técnica empregada promovendo, dessa maneira, o desenvolvimento

de métodos com o seu emprego.
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APENDICE 1
METODO DOS ENSAIOS COMPARATIVOS

Para realizacdo dos ensaios comparativos, solucbes padrao de Anastrozol,
Etinil-Estradiol e Felodipina foram preparadas em Metanol na concentragédo de
1 ug/mL. Diluicbes subseqlientes, necessarias a realizacdo dos testes, foram

preparadas em Acetonitrila/agua (50:50; v/v).

As solugOes dos analitos foram injetadas no espectrémetro por intermédio de
uma bomba de infusdo (Harvard Apparatus — Modelo 22), nas concentracdes e fluxo
apropriados as condi¢cdes de cada experimento, através de um “T”, em conjunto com
a fase mével composta por acetonitrila/agua nas proporcées adequadas a cada
experimento, acrescida de 10mM de Acetato de Amédnia, a qual foi injetada através
de uma bomba binaria do sistema de CLAE (Agilent Modelo 1100 — bomba G1312A)
mantida no fluxo de 500 uL/min. Conforme a natureza de cada avaliagdo, foram
variados os parametros em estudo, como o tipo de dopante, proporcao de dopante e

guantidade de &cido (acido acético) adicionado a fase movel.

Para comparacao do método de ionizacao, foi utilizado um espectrémetro de
quadrupolo de 3 estagios, Sciex API3000 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
com suas respectivas fontes de ionizagdo em pressao atmosférica (APl), uma para
ionizagdo por eletronebulizacdo (ES) e outra para ionizacdo por fotoionizagao (PS),
operando em modo positivo e, quando aplicavel, em modo negativo. A temperatura
foi ajustada para 650°C e a voltagem no capilar para 5.5 kV, no caso da fonte por

eletronebulizagdo, e para 450°C e 1,2 kV, respectivamente, no caso da fonte por
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fotoionizagdo. O Nitrogénio foi utilizado como gés para nebulizagdo, “cortina” e

colisao.

Os ions foram monitorados em MRM (multiple reaction monitoring),
efetuando-se a otimizagdo dos parametros declustering potential (DP), focusing
potential (FP), energia de colisdo (CE) e potencial de saida da célula (CXP), através
do modo automatico de otimizacdo oferecido pelo programa de computador (Analyst
1.4) utilizado para operacado do espectrémetro de massas. Sempre que possivel foi
efetuada a ionizacdo em modo positivo e negativo, de modo a se obter o perfil de
fragmentacdo de cada composto, nas diferentes condi¢cdes em teste. O espectro de
massas foi adquirido aproximadamente na faixa de 50 a 400 m/z. As faixas
especificas de cada caso foram definidas automaticamente durante o processo de
otimizacdo de parametros. O procedimento de injecdo, aquisicdo do sinal e
otimizacao dos parametros foi repetido sempre que modificadas as condicées ou

variaveis que eram objeto de avaliagao.

Para o estudo do Anastrozol, foram comparadas as ionizagbes em PS
(utilizando-se acetona ou anisol como dopante) e ES, onde foi avaliada a influéncia
da concentragédo de acido acético, iniciando-se com uma fase movel sem a presenca
do acido, o qual foi gradativamente adicionado nas concentragbes relativas de

0,05%, 0,1%, 0,5% e 1,0%.

No que se refere as di-hidropiridinas, foram avaliados o uso de anisol como
dopante da felodipina e a influéncia do emprego do mesmo em diferentes

concentragoes.

Além disso, foram avaliadas as caracteristicas de ionizacao do etinil-estradiol

em relagdo ao emprego de acetona e anisol em diferentes concentragoes.
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APENDICE 2

ENSAIO DE IONIZACAO DO ETINIL-ESTRADIOL

Tabela 3: Intensidade do ion precursor de etinil-estradiol ap6s a otimizacao dos parametros
de ionizacao e detecgao, gerados por ESI, DA-APPI com Acetona (5%) e
DA-APPI com Anisol (1 a 100%), considerando a ionizagdo em modo positivo e
negativo e por transferéncia de carga.
| ion Precursor
Percentual de Massa Intensidade

Fonte  Dopante Acido Acético Modo (m/2) (cps)

ESI n.a. 0.1% positivo 297.202 62,560
ESI n.a. 0.1% negativo  295.154 84,480
APPI  Anisol 1% 0.1% positivo 297.201 107,980
APPI  Anisol 2% 0.1% positivo 297.195 250,080
APPI  Anisol 5% 0.1% positivo 297.215 280,760
APPIl  Anisol 7% 0.1% positivo 297.199 341,340
APPl  Anisol 1% 0.1% negativo 295.201 48,800
APPIl  Anisol 2% 0.1% negativo 295.212 67,680
APPIl  Anisol 5% 0.1% negativo  295.22 49,000
APPI  Anisol 7% 0.1% negativo  295.247 51,380
APPl  Anisol 1% 0.1% T.C (+) 296.232 542,300
APPl  Anisol 2% 0.1% T.C (+) 296.223 602,480
APPIl  Anisol 5% 0.1% T.C(+) 296.221 1,050,980
APPI  Anisol 7% 0.1% T.C(+) 296.223 1,236,640
APPI  Anisol 10% 0.1% T.C(+) 296.224 1,481,620
APPl  Anisol =100% 0.1% T.C (+) 296.213 588,240
APPI  Acetona 5% 0.1% positivo 297.223 19,180
APPl  Acetona 5% 0.1% negativo  295.178 150,000
APP|  Acetona 5% 0.1% T.C (+) 296.339 57,360
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APENDICE 3

ENSAIO DE IONIZACAO DA FELODIPINA

Tabela 4: Intensidade do ion precursor e ions produto de felodipina apds a otimizagao dos
parametros de ionizacao e detecgéo, gerados por ESI, e DA-APPI com
Anisol (1 a 5%), considerando a ionizagao em modo positivo e negativo
e por transferéncia de carga.
] lon Produto mais
lon Precursor intenso
_Perc. de Massa Intensidade | Massa Intensidade

Fonte Dopante  Ac. Acético  Modo (m/2) (cps) (m/2) (cps)

ESI n.a. 0.1% positivo 384.022 958,640 337.900 108,680
ESI n.a. 0.1% negativo  382.081 109,380 144.800 9,360
APPl  Anisol 1% 0.1% positivo 384.085 852,720 356.000 51,420
APPl  Anisol 2% 0.1% positivo 384.218 552,920 81.200 10,990
APPI  Anisol 5% 0.1% positivo 384.154 1,149,560 355.900 73,180
APPI  Anisol 1% 0.1% negativo 382.045 284,780 144.800 67,450
APPl  Anisol 2% 0.1% negativo 382.05 401,380 144.800 112,720
APPl  Anisol 5% 0.1% negativo  382.046 183,800 144.800 44,420
APPI  Anisol 1% 0.1% T.C(+) 383.295 1,414,300 81.300 44,760
APPl  Anisol 2% 0.1% T.C(+) 383.285 1,337,180 81.100 46,030
APPl  Anisol 5% 0.1% T.C(+) 383.274 2,023,220 81.200 63,550
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