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RESUMO

Desenvolvimento e validacdo de método analitico com utilizacdo de dessorcgao
térmica com laser de diodo acoplado a espectrometri a de massas para
aplicacdo em um estudo de bioequivaléncia de lamotr  igina.

Glauco Cézar Fragola de Faria Soares, Luiz Carlosd a Cunhat

INUcleo de Estudos e Pesquisas Toxico-Farmacoldgicas, Faculdade de Farmacia,
Universidade Federal de Goias - UFG.

Introducdo: A lamotrigina € um antiepiléptico muito utilizado, monitorar niveis
plasmaticos é essencial em estudos de bioequivaléncia. Os métodos convencionais
de cromatografia liquida acoplado a espectrometria de massas triplo quadrupolo
demandam preparo de amostra complexo e longos tempos de andlise. Assim, justifica-
se o0 desenvolvimento de alternativas rapidas e robustas, como a dessorcao térmica
por laser de diodo acoplado a espectrometria de massas triplo quadrupolo para
aplicacdo em quantificacdo de farmacos. Objetivo: O objetivo deste trabalho é
conseguir desenvolver e utilizar um método de dessorgdo térmica por laser de diodo
acoplado a espectrometria de massas triplo quadrupolo em um estudo de
bioequivaléncia de lamotrigina. Métodos: Foram realizados testes de extracao,
ajustes da fonte de laser, aplicacdo de testes modernos para avaliacdo de
estabilidades e validag&o analitica, com aplicacdo em amostras reais de participantes
de pesquisa. Resultados e Discussdes: O método desenvolvido mostrou extracédo
simples a partir de apenas 50 yL de plasma com utilizagéo de carbamazepina como
padrao interno, alta reprodutibilidade e tempo de analise extremamente reduzido (10
segundos por amostra). Houve eliminagdo do uso excessivo de solventes, e reducéo
significativa no tempo total da etapa analitica, eliminacéo da necessidade de utilizac&o
de coluna cromatografica, sem geracdo de efeito matriz, mantendo a robustez do
ensaio de bioequivaléncia. Conclusdo: Os parametros farmacocinéticos obtidos
foram consistentes com dados da literatura, demonstrando que a técnica de
dessorcdo térmica por laser de diodo pode substituir a cromatografia liquida com
maior eficiéncia e velocidade quando acopladas a espectrometria de massas, sem
comprometer a qualidade dos resultados.

Palavras-chave: dessor¢cdo térmica por laser de diodo, farmacocinética,
bioequivaléncia, lamotrigina, espectrometria de massas, métodos bioanaliticos.

Agradecimentos: CNPq, CAPES e FAPEG.
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ABSTRACT

Development and validation of an analytical method using laser diode thermal
desorption coupled to mass spectrometry for applica tion in a lamotrigine
bioequivalence study

Glauco Cézar Fragola de Faria Soares, Luiz Carlosd a Cunhal

INUcleo de Estudos e Pesquisas Toxico-Farmacoldgicas, Faculdade de Farmacia,
Universidade Federal de Goias - UFG.

Introduction: Lamotrigine is a widely used antiepileptic drug, and monitoring plasma
levels is essential in bioequivalence studies. Conventional methods of liquid
chromatography coupled to triple quadrupole mass spectrometry require complex
sample preparation and long analysis times. Thus, the development of fast and robust
alternatives is justified, such as laser diode thermal desorption coupled to triple
guadrupole mass spectrometry for application in drug quantification. Objective: he
objective of this work is to develop and use a laser diode thermal desorption method
coupled to triple quadrupole mass spectrometry in a bioequivalence study of
lamotrigine. Methods: Extraction tests, laser source adjustments, application of
modern tests for stability evaluation and analytical validation were carried out, with
application in real samples from research participants. Results and Discussions: The
developed method showed simple extraction from only 50 pyL of plasma using
carbamazepine as the internal standard, high reproducibility, and extremely reduced
analysis time (10 seconds per sample). There was elimination of excessive solvent
use, a significant reduction in the total analytical stage time, elimination of the need for
chromatographic column use, no matrix effect, while maintaining the robustness of the
bioequivalence assay. Conclusion: The pharmacokinetic parameters obtained were
consistent with literature data, demonstrating that the laser diode thermal desorption
technique can replace liquid chromatography with greater efficiency and speed when
coupled to mass spectrometry, without compromising the quality of the results.

Keywords: laser diode thermal desorption, pharmacokinetics, bioequivalence,
lamotrigine, mass spectrometry, bioanalytical methods.

Acknowledgements: CNPq, CAPES e FAPEG.
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1 INTRODUCAO

A epilepsia € uma condicao neuroldgica crénica que afeta milhdes de pessoas
ao redor do globo, causando um impacto consideravel tanto no ambito clinico quanto
social. Dentre os medicamentos disponiveis, a lamotrigina uma boa opc¢ao pelo seu
extenso uso no tratamento de epilepsia e transtorno bipolar, gracas a sua eficacia
clinica, excelente perfil de seguranca e farmacocinética relativamente estavel. Em
estudos de bioequivaléncia, 0 acompanhamento dos niveis plasmaticos é essencial
para garantir a eficacia terapéutica e reduzir os riscos para o paciente (SEGURA et
al., 2022).

Devido a sua sensibilidade e seletividade, os métodos de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas triplo quadrupolo (LC-MS/MS) tornaram-se o
padrao ouro em bioanalises quantitativas, apesar de exigirem um preparo de amostra
complexo, uso moderado de solventes e tempos de analise prolongados
(MATUSZEWSKI et al., 2003; CHAMBERS et al., 2021). Embora analisadores de alta
resolucdo, como orbitrap e g-TOF (espectrometro de tempo de voo0), sejam
amplamente empregados em identificacdo estrutural, o triplo quadrupolo mantém-se
como instrumento de escolha em quantificacdo de farmacos, pela robustez, ampla
faixa dindmica e alta seletividade obtida a partir das transicbes Q1/Q3 (DONGEN;
NIESSEN, 2012).

Dentro deste contexto, a dessorcao térmica por laser de diodo acoplada a
espectrometria de massas triplo quadrupolo (LDTD-MS/MS) surge como uma
alternativa inovadora e eficiente. A técnica dispensa o uso de coluna cromatografica
e fase movel, reduz o consumo de reagentes e permite analises ultrarrapidas, da
ordem de segundos, mantendo preciséo e robustez em matrizes complexas (SEGURA
et al., 2022; KIYONAMI et al., 2011).

Esses avancos representam um marco na evolucdo da espectrometria de
massas aplicada a bioanalise desde a introdugéo da ionizacdo por eletrospray (FENN
et al., 1989), ampliando as possibilidades de abordagens mais sustentaveis em
estudos de bioequivaléncia e biodisponibilidade. Ao mesmo tempo, tém impulsionado

0 uso do LDTD-MS/MS em estudos farmacocinéticos, sobretudo em cenarios que
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exigem alto rendimento analitico e grande niumero de amostras em pouco tempo. A
eliminacao da etapa cromatogréafica e o tempo de analise de apenas alguns segundos
tornam a técnica especialmente atrativa para estudos de bioequivaléncia que
requerem quantificacdo rapida e precisa. Estudos recentes demonstram que o LDTD-
MS/MS oferece seletividade adequada, boa repetibilidade e limites de quantificacéo
compativeis com aplicacdes clinicas (PICARD et al., 2008; WU et al., 2007; BYNUM;
MOORE; GRABENAUER, 2014; SEGURA; PERRIER; SAUVE, 2022). Assim, 0
LDTD-MS/MS se destaca como alternativa promissora para analises ultrarrapidas em
farmacocinética humana, mantendo a confiabilidade necessaria em contextos

regulatorios.

Este trabalho apresenta o desenvolvimento, validacdo e aplicagcdo de um
método baseado em LDTD-MS/MS para determinagdo de lamotrigina em plasma
humano, demonstrando sua viabilidade como alternativa rapida, seletiva e robusta em
relacdo a LC-MS/MS, com potencial para otimizar estudos de bioequivaléncia, apoiar
monitoramento clinico de pacientes e reduzir o uso de solventes, contribuindo para

processos mais sustentaveis na industria farmacéutica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 EPILEPSIA: ASPECTOS CLINICOS SOCIAIS E TERAPEUTICOS

Epilepsia pode ser definida com uma condicdo ou doenga neuroldgica,
geralmente crénica, com caracteristica de predisposicao recorrente do cérebro em
gerar crises epiléticas. Essas crises sao resultado de descargas elétricas neurais fora
do padrao definido como normal, excessivas, muitas vezes sincronizadas. Elas podem
afetar o comportamento, a consciéncia, os sentidos ou os movimentos corporais do
paciente. As condicdes clinicas sao extremamente variaveis e podem incluir
convulsdes tonicas, clonicas, mioclonicas, auséncias e atonias, entre outras (FISHER
et al., 2014; SHORVON, 2011).

Dados atuais estimam cerca de 50 milhdes de pessoas no mundo sofrem com
epilepsia, o que coloca esta doenga entre as mais comuns doengas neuroldgicas do
planeta. Os registros da organizagao mundial da saude sugerem que 80% dos casos
ocorra em paises de baixa ou média renda per capita, a onde 0 acesso a ao diagnostico
e tratamento adequado sao fatores limitantes. Por esse conjunto de fatores a epilepsia
acaba sendo um problema global de saude publica. (World Health Organization, 2019).

Infelizmente as ocorréncias das crises epiléticas interferem significativamente
na qualidade de vida dos portadores de epilepsia. Muitas vezes os pacientes tem
limitagdes ou restrigbes de tarefas comuns do cotidiano de uma vida moderna,
limitando acesso a trabalho, educacao e relagdes sociais. Bishop e Allen (2003)
realizaram um estudo qualitativo, onde descrevem que a epilepsia pode impor ao
paciente afetado estigmas sociais, inseguranga, medo e afetar de maneira negativa a
vida e 0 emocional. Ja que por muitas vezes o individuo afetado sofre preconceito
dentro da propria familia e seu ciclo de convivio social, e mesmo que nao excluido, o
paciente se sente assim, como um peso ou problema, o que dificulta ainda mais sua
lotagdo no mercado de trabalho ou atividades pedagdgicas como por exemplo cursar
universidade, o que acaba por gerar solidao, afastamento e marginalizagao.

Outro ponto a se destacar € como a doenga pode interferir na saude mental do
paciente, desencadeando outras doengas como ansiedade, depressao, panico,

alteracdes de humor e bipolaridade, doengas essas mais frequentes em pessoas com
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epilepsia do que na populacédo geral (ZUBERI e SYMONDS, 2015). Esses aspectos
reforcam a necessidade de um acompanhamento multidisciplinar a estes pacientes,
além do neurologista, profissionais da psicologia, psiquiatria, servi¢co social e educagao
sa0 necessarios para um acompanhamento adequado destes pacientes.

A melhor escolha para tratamento da epilepsia ainda € o uso de medicamentos
continuos, sendo estes responsaveis por cerca de 70% da eficacia em controle de
crises epiléticas. Para os outros 30% de pacientes afetados pela epilepsia, muitas
vezes sao necessarios outros tratamentos como dietas cetogénicas, cirurgias ou
neuroestimulagéo. Neste contexto, desenvolver diagnostico rapidos e tratamentos
adequados sdo necessarios para mudar e melhorar as condigdes dos individuos
acometidos por esta enfermidade. (PETERLE et al., 2025)

Com essa perspectiva, a disponibilidade de novos medicamentos, mais
acessiveis e viaveis para o controle da doencga se torna um divisor de aguas para
adesao e controle das crises. Medicamentos similares e genéricos de qualidade,
podem gerar alternativa viavel a pacientes que nao estejam adaptados ao uso de
drogas mais antigas, ou medicamentos as vezes inespecificos em cada caso. Por isso
estudos de bioequivaléncia e biodisponibilidade precisam ser cada vez mais
confiaveis, rapidos e acessiveis. Afim de ajudar a cadeia produtiva a facilitar o acesso
a novas drogas e tratamentos. Porém, estes estudos, dependem diretamente de
métodos bioanaliticos seguros, para execucao da etapa analitica dos testes ja citados,
conforme orientacdo de agéncias reguladoras como FDA, ANVISA, EMA, ICH que
estabelecem critérios rigorosos de validagdo para garantir a precisao e exatidao dos
dados analisados em estudos farmacocinéticos e bioequivaléncia. (MASTAN, LATHA
e AJAY, 2011)

Os aspectos sociais, clinicos e cientificos da epilepsia precisam ser entendidos
e levados em consideragao como uma justificativa para o desenvolvimento e inovagao
de novos medicamentos, novos métodos analiticos. Com intuito de popularizar e levar
acesso seguro e confiavel de novas alternativas de tratamento a pacientes que sofrem
com essa condigao, tendo como objetivo central melhorar e diminuir mortalidade,
socializagao e bem estar. (WAHAB, 2010)
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Como mencionado anteriormente, o uso de medicamentos para tratamento e
controle da epilepsia € a via principal e primeira escolha na maioria dos casos. A
escolha do farmaco depende de multiplos fatores, como tipo de crise, sindrome
epilética, idade do paciente, comorbidades, efeitos adversos e interacdes
medicamentosas. Estdo no mercado atualmente mais de vinte farmacos antiepilépticos
aprovados para uso clinico, separados por primeira ou segunda geragao quanto ao
seu desenvolvimento, cada droga possui um mecanismo de acdo especifico.
Programas como o Anticonvulsant Screening Program e iniciativas subsequentes
contribuiram para o desenvolvimento de mais de 18 novos medicamentos nos ultimos
25 anos, ampliando significativamente as opg¢des terapéuticas disponiveis. (KIM et al.,
2020; RHO e WHITE, 2018).

A modulagdo e regulacdo de canais ibnicos, e modulagdo de
neurotransmissores sejam de glutamato ou inibidores do acido gama-aminobutirico
costumam ser os mecanismos de agcdo com mais eficiéncia em controle das crises
epilépticas. Farmacos muito utilizados inicialmente no século XX como fenitoina ou
carbamazepina tem sido substituido gradativamente por famacos mais modernos
como levotiracetam, topiramato, lacosamida, lamotrigina entre outros. Estes mais
modernos tém apresentado efeitos adversos menores ou mais brandos, diminuindo
também as interagbes farmacoldgicas e apresentando melhores perfis
farmacocinéticos. (FRENCH e FEE, 2011).

2.2 LAMOTRIGINA: CARACTERISTICAS FARMACOLOGICAS E A PLICACOES
CLINICAS.

A lamotrigina (Figura 1) um farmaco antiepiléptico de segunda geragao, possui
massa molecular média de 256,090 g.mol', e formula molecular CgH;CI:Ns.
(CHEMSPIDER, 2025). Possui seu mecanismo de acgao ligado ao bloqueio dos canais
de sédio dependentes de voltagem, além de alguma relagao inibitoria do glutamato.
Costuma ser um farmaco eficaz em crises epilépticas parciais, crises generalizadas do
tipo tonico-clénicas e crises de auséncia. Apresenta uma boa faixa terapéutica, que

Ilhe garante uso seguro e bem tolerado, além de ser eficaz em casos de bipolaridade.
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Este fato torna a lamotrigina um antiepiléptico que ndo costuma induzir a depressao e
nem a grandes transtornos psiquicos. (GLAUSER et al., 2013; KANNER et al., 2018).

Figura 1: Férmula estrutural da lamotrigina.
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Adaptado de CHEMSPIDER, 2025

A farmacocinética da lamotrigina tem sido bem estudada e na literatura consta
que sua absorc¢ao por via oral é alta chegando a aproximadamente 98% da dose. Além
disso, apresenta um baixo metabolismo pré-sistémico, sendo sua metabolizagao
principal por glucuronizagcdo hepatica com predominancia da via UGT1A4. Possui uma
meia-vida de eliminagao variavel entre 24 e 35 horas segundo a bula do medicamento
referéncia hoje no mercado. Além disso, a bula também afirma que a meia vida é
fortemente influenciada quando outros medicamentos sao administrados
concomitantemente. (GLAUSER et al., 2013; GLAXOSMITHKLINE BRASIL LTDA.,
2025).

Clinicamente, a lamotrigina € bem tolerada e muito segura se comparada a
outros antiepilépticos, sua absor¢cao nao esta associada a efeitos sedativos como
alguns outros farmacos. Outro ponto favoravel € o baixo comprometimento cognitivo

dos pacientes tratados com lamotrigina. No entanto, seu uso exige precaugdes devido
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a possibilidade de reagdes cuténeas graves, incluindo sindrome de Stevens-Johnson,
particularmente em regimes de escalonamento rapido ou em associagdo com
valproato. A introdugéo lenta e gradual é, portanto, uma recomendagao padrao nas

diretrizes terapéuticas internacionais. (GUBERMAN et al., 1999).

2.3 ETAPA ANALITICA EM ESTUDOS DE BIOEQUIVALENCIA: DESAFIOS E
AVANCOS.

A etapa analitica em estudos de bioequivaléncia ou biodisponibilidade costuma
ser um desafio por si s6. Detectar e quantificar o farmaco de interesse com qualidade
depende muito do tipo de matriz bioldgica, que quase sempre cria dificuldades
proprias. Nao existem métodos farmacopeicos especificos para cada situagéo, e cada
estudo acaba exigindo algum ajuste particular durante o desenvolvimento. No geral,
trabalha-se com plasma humano, uma matriz complexa, cheia de proteinas, lipideos,
sais e outras substancias enddgenas que podem interferir de diferentes maneiras. Por
isso, ter um método realmente capaz de entregar preciséo, exatidao, linearidade e boa
confiabilidade €& essencial para gerar dados farmacocinéticos coerentes —
especialmente agora, com farmacos administrados em doses menores e limites de
quantificacdo que, ha alguns anos, eram praticamente impensaveis (FDA, 2018; ICH,
2022; BRASIL, 2012).

Um dos pontos que mais afeta o desempenho de qualquer método é o efeito
matriz. Ele pode aumentar ou diminuir a resposta analitica dependendo da interacao
do analito com os componentes presentes no plasma. Isso, se nao for avaliado e
controlado, acaba prejudicando a seletividade e a exatidao da andlise. Entender como
o farmaco se comporta na matriz e identificar possiveis interferéncias € parte
fundamental para evitar distorcbes nos resultados (CHAMBERS et al.,, 2007;
MATUSZEWSKI; CONSTANZER; CHAVEZ-ENG, 1998).

A partir desse entendimento, entra o preparo da amostra, que é praticamente o
coracdo do método quando se pensa em reduzir o efeito matriz. Dependendo das
caracteristicas do farmaco e do nivel de sensibilidade que se deseja, pode ser
necessario recorrer a técnicas como precipitagdo de proteinas, extracao liquido-

liquido ou extragdo em fase solida. A escolha depende do estudo, da matriz e até da
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rotina do laboratério. No fim, o método precisa combinar seletividade, boa
sensibilidade, tempo de andlise que faca sentido e um rendimento que dé conta do
namero de amostras sem comprometer o fluxo analitico (CHAMBERS et al., 2007;
MATUSZEWSKI; CONSTANZER; CHAVEZ-ENG, 1998).

Nos estudos de bioequivaléncia, as amostras vém de voluntarios que recebem
uma dose Unica do medicamento teste e outra do medicamento referéncia. O desenho
€ cruzado e randomizado, justamente para diminuir a variabilidade interindividual e
evitar efeito de sequéncia. Entre um periodo e outro, respeita-se o washout, o tempo
necessario para que o farmaco administrado antes seja completamente eliminado e
n&o interfira nos resultados seguintes (EMA, 2010). E nesse momento que o método
bioanalitico entra em acdo de fato, porque todas as concentracdes plasméaticas
usadas no calculo dos parametros farmacocinéticos dependem diretamente da

qualidade dessa etapa.

A etapa analitica pode ser conduzida de diferentes maneiras. Até meados da
década de 1980, era comum o uso de cromatografia liquida com detectores de
ultravioleta ou fluorescéncia, que funcionavam dentro das limitagdes da época. A partir
da introducéo da ionizacao por eletrospray, descrita por Fenn et al. (1989), houve uma
mudanca significativa. A espectrometria de massas comec¢ou a ganhar espaco ao
longo da década de 1990, oferecendo seletividade muito maior, velocidade superior e

sensibilidade que se tornou um divisor de aguas para analises bioanaliticas.

Com o tempo, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
em tandem (LC-MS/MS) acabou se consolidando como o padrdo ouro para
quantificacdo de farmacos em plasma em estudos de bioequivaléncia. A técnica se
mostrou extremamente robusta, com ampla faixa dindmica e excelente desempenho
para matrizes bioldgicas complexas, 0 que a tornou praticamente indispensavel na
area (KORFMACHER, 2005).

Hotha et al. (2012) validaram método LC-MS/MS para lamotrigina em plasma
humano com faixa de 5 - 2000 ng/mL, aplicavel a estudos farmacocinéticos. De forma
semelhante, Wong et al. (2015) reportaram linearidade de 8 -10.000 ng/mL em método
rapido e robusto, enquanto Zhou et al. (2022) aplicaram LC-MS/MS em pacientes com

epilepsia, confirmando a adequacédo do uso dessa abordagem para monitoramento
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terapéutico. Mais recentemente, Shi et al. (2024) reforcaram a confiabilidade da

quantificagcao plasmatica por UHPLC-MS/MS frente a imunoensaios.

2.4 ESPECTROMETRIA DE MASSAS NA BIOANALISE: DOS FUN DAMENTOS A
INOVACAO COM LDTD-MS/MS.

A espectrometria de massas € uma técnica que se baseia na ionizagao da
substancia de andlise para que a mesma seja analisada e detectada através de sua
razao massa/carga (m/Z). Sua origem esta ligada a equipamentos utilizados por J. J.
Thomsom conhecido como espectréografo de massas no ano de 1912 e que permitiu
provar a existéncia de is6topos estaveis. Seu aprimoramento um pouco mais tarde em
1919 por Francis Willian Aston gerou o espectrémetro de massas por tempo de voo e
proporcionou seu prémio Nobel em 1922. (MAHER, JJUNJU e TAYLOR, 2015)
(HUGHES, 2009).

Diversos sado os tipos de espectrometros de massas modernos, sendo 0s
principais modelos os equipamentos de tempo de voo (TOF ou g-TOF), os de triplo
quadruplo (MS/MS), os orbitrap entre outros. Todos estes detectam razbes massa
carga, contudo analisadores do tipo TOF ou g-TOF e os orbitrap sdao equipamentos
com uma resolugcao de massas muito maior que os de triplo quadruplo. Por este
motivo séo classificados como equipamentos de alta resolugdo, mas normalmente tem
uma limitagao ao trabalhar com faixas dinamicas extensas e linearidades com variagao
acima da quarta ordem de grandeza. Sdo muito mais utilizados em estudos de
elucidacao estrutural, analise protedbmica ou grandes massas moleculares intactas.
(DILLEN et al., 2012; CHAMBERS et al., 2007)

Os espectrometros de alta resolucdo, como orbitrap e g-TOF, tém um papel
muito forte quando o objetivo é identificar compostos desconhecidos ou entender
estruturas com mais detalhe. Eles trabalham com uma resolugdo bem maior e
conseguem separar ions que diferem muito pouco em m/z, o que ajuda bastante em

analises de caracterizacdo e em estudos mais exploratorios. Em resumo, sao
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excelentes quando se precisa de precisao de massa realmente alta (KORFMACHER,
2005).

J& quando falamos de quantificagdo em bioandlises, principalmente quando
envolve plasma humano e muitos pontos de coleta, como é o caso dos estudos de
bioequivaléncia, o cenario muda um pouco. Nesse tipo de aplicacdo, os equipamentos
de resolucdo unitaria acabam atendendo melhor. Os espectrémetros do tipo triplo
quadrupolo, apesar de n&do terem a mesma resolucdo dos de alta resolugcédo, usam
trés quadrupolos alinhados e uma célula de colisdo no quadrupolo central, o que
permite trabalhar com faixas dindmicas muito amplas. Isso faz bastante diferenca para
quantificar compostos em concentracfes muito distintas dentro da mesma corrida
(VAN DONGEN; NIESSEN, 2012).

Outro ponto importante é a prépria forma como o triplo quadrupolo opera. A
selecéo do ion precursor em Q1 e do ion fragmento em Q3, formando as transi¢coes
monitoradas em MRM, garante uma seletividade excelente mesmo em matrizes
complexas. Esse mecanismo, aliado ao processo de fragmentacdo controlada, foi o
que permitiu & técnica se consolidar como padrédo para quantificacdo em LC-MS/MS
e, mais recentemente, também em abordagens sem separac¢ao cromatografica, como
0 LDTD-MS/MS (FENN et al., 1989; VAN DONGEN; NIESSEN, 2012). Figura 2 é
mostrado o quadrupolo utilizado em equipamentos modernos, e na Figura 3 aparece

0 esquema geral de operacao de um sistema triplo quadrupolo.

Matuszewski, nasiri e chambers apresentaram pontos relevantes para tentar
contornar efeitos matriz no uso de cromatografia acoplada a espectrometria de
massas ha busca por métodos lineares, exatos e precisos. Realmente o uso de
padrdes internos marcados isotopicamente com a fungao de minimizar ou compensar
oscilagdes instrumentais, ado¢cdo de medidas como diminui¢cdo do volume de matriz,
escolha adequada de fases estcionarias, condicdes de extracao realmente sdo pontos
cruciais ao trabalhar com LC-MS/MS. (MATUSZEWSKI et al., 2003; NASIRI et al.,
2021; CHAMBERS et al., 2007)

Mas tudo isso pode ser contornado, e a quantificacdo de amostras provenientes
de matrizes complexas como plasma humano podem ser realizadas de maneira

seletiva, exata, precisa, linear e robusta sem a utilizacao de sistema cromatogréafico,
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ao invés disso o uso de uma fonte denominada Laser Diode Thermal Desorption
(dessorcao térmica por laser de diodo) acoplada a espectrometria de massas triplo
guadrupolo. (BYNUM; MOORE; GRABENAUER, 2014).

Figura 2: Representacao esquematica de um quadrupolo utilizado em espectrometros
de massas. A estrutura é composta por quatro barras metalicas paralelas que geram
campos elétricos oscilantes, permitindo a selegdo de ions conforme sua razao
massa/carga (m/z).

Esquema de um quadrupolo

Barras do quadrupolo

Detector

Razdo m/Z selecionada

P

Fonte de ionizagdo

Razdo m/Z diferente

Caminho idnico

Adaptado de SOARES, 2011.

Figura 3: Esquema operacional de um espectrémetro de massas triplo quadrupolo
(QgQ). Onde: 1 - fonte de ionizagao; 2 - Q0 ou focalizador de ions; 3 - Quadrupolo Q1;

4 - Célula de colisao; 5 - Quadrupolo Q3; 6 - Detector de ions.
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Esquema de um triplo quadrupolo

B e /), B B8 B 5 6]
// Q1 Q2 Q3
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Adaptado de SOARES, 2011.

A técnica LDTD foi desenvolvida e introduzida por uma equipe de cientistas
liderada por Pierre Picard, da empresa Phytronix Technologies. PICARD et al., 2008
solicitaram a patente do equipamento pioneiro descrevendo a técnica LDTD em 2005
a qual foi publicada em 2008. Algumas publicacdes com uso da técnica comecaram a
surgir a partir de 2006. Em 2007 WU e colaboradores, destacaram o uso de LDTD
acoplado a espectrometria com uso de APCI para analise de multiplos compostos na
inibicdo do citocromo P450. Nesse estudo, 0s pesquisadores apresentaram 0S
principios e a aplicacdo da técnica LDTD para a analise de amostra contendo
compostos organicos. Desde entdo, a técnica tem sido objeto de diversas pesquisas
e desenvolvimentos, contribuindo para avancos na analise direta de compostos

volateis e sua aplicacdo em diversas areas cientificas e industriais.

LDTD é particularmente til para analise direta de amostras sélidas, como
tecidos, comprimidos, manchas em papel, entre outros. Ela permite a liberacao rapida
e seletiva de compostos da amostra, sem a necessidade de preparacdo complexa ou
extracdo prévia. Além disso, a LDTD oferece alta velocidade de analise e baixo
consumo de reagentes. A técnica consiste em volatilizar os compostos da amostra,
eles sdo ionizados e direcionados para o espectrometro de massas, onde sao
separados de acordo com suas massas e cargas. Essa separacdo permite a
identificacdo dos compostos presentes na amostra com base em seus espectros de
massa caracteristicos. Podendo ser usada em andlises de aguas residuais.
(BADJAGBO; SAUVE, 2012; BYNUM; MOORE; GRABENAUER, 2014)
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Segura, Perrier e Sauvé (2022) destacam a rapida transferéncia térmica, aliada
a auséncia de fase movel e eliminacdo da coluna cromatografica reduzem o tempo
total de analise de cada amostra para alguns segundos ao invés de minutos, o que
representa uma vantagem substancial em contextos de alto rendimento analitico, e
torna LDTD-MS/MS uma técnica promissora para aplicacdo em estudos de

bioequivaléncia e biodisponibilidade, por ser uma técnica ainda em ascensao.

Figura 4: Funcionamento da tecnologia Laser Diode Thermal Desorption (LDTD),
utilizado em espectrometria de massas triplo quadrupolo, onde: 1- Matriz de laser de
diodo acoplada a um dissipador de calor; 2- Colimador de fibra 6ptica; 3 - Placa
LazWell; 4 - Tunel pneumatico condutor de amostra; 5 - Moléculas dessorvidas sao
ionizadas por uma agulha corona; 6 - Alta eficiéncia de protonacao pela auséncia de

solvente e entrada no espcetrometo de massas.

~hutroni

LDTD Technology

Adaptado de: PHYTRONIX, 2018.

Diante do abordado até o momento, a relevancia da aplicacado do LDTD-MS/MS

€ evidente. A técnica reduz a dependéncia da cromatografia liquida e evita etapas
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tradicionais de preparo e separacdo de amostras, que normalmente consomem
grande parte do tempo de uma rotina analitica. Com isso, torna possivel realizar
analises muito mais rapidas sem perda significativa de seletividade ou desempenho
guantitativo. Em estudos de bioequivaléncia, nos quais o nimero de amostras é
elevado e os intervalos de deteccdo costumam ser bastante restritos, essa reducéo
no tempo analitico representa um ganho real. Nesse contexto, o presente trabalho se
propde a avaliar essa abordagem, utilizando a dessorgéo térmica por laser de diodo
acoplada ao triplo quadrupolo como uma alternativa préatica e eficiente para a

quantificacdo de lamotrigina em plasma humano.
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3 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar um método por LDTD-MS/MS

e aplica-lo em um estudo de bioequivaléncia de lamotrigina.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Desenvolver método de extracdo e preparo de amostra biologica para
ser utilizado em uma analise por LDTD-MS/MS.
b) Desenvolver método de deteccado e quantificacdo de lamotrigina através

da técnica de LDTD-MS/MS.

c) Validar de acordo com a RDC N?7 de 2012 o métod o desenvolvido em

LDTD-MS/MS.

d) Aplicar o método validado na analise de amostra em um estudo de

bioequivaléncia de lamotrigina.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Substancias e reagentes

Acetato de amoénio — P.A.

Acetonitrila — Grau HPLC.

Acido férmico — 88%.

Metanol — Grau HPLC.

Eter metil terc-butil (MTBE) — Grau HPLC.
Albumina sérica bovina (BSA)

Fosfato de potassio monobasico — Grau HPLC

Padrdes farmacopéicos:

Lamotrigina;
Carbamazepina;
Cafeina;
Ondansetrona;
4-Metilaminoantipirina;
Paracetamol;

Cotinina;

Butil brometo de escopolamina.

4.1.2 Equipamentos e utensilios diversos

Agitadores de eppendorf Ika;

Balanca analitica Mettler Toledo;
Centrifuga para tubos tipo eppendorf;
Fonte Phytronix LDTD Luxon ion surce®;
Espectrometro de massas SCIEX 6500+;
Pipetadores Handy steps;
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¢ Micropipetas Gilson;

e Placas Lazwell;

4.2 METODOS

A conducgao dos ensaios assim como o desenvolvimento e aplicagcdo do método
foi totalmente realizada no Instituto de Ciéncias Famacéuticas (ICF) localizado na
cidade de Goiania, no estado de Goias, Brasil, em parceria com o laboratério NEPET

sobre a orientagao do professor Dr. Luiz Carlos da Cunha.

4.2.1 PREPARO DAS SOLUGCOES EM SOLVENTE E EM PLASMA, CONDIGCOES
INSTRUMENTALIS.

Para preparo e utilizagao neste trabalho, inicialmente pesou-se 2,00 mg do
padrao de lamotrigina para baldao volumétrico de 10 mL, solubilizou-se com acetonitrila
e avolumou-se com acetonitrilazagua (1:1) (v/v), originando a solugao estoque de
concentragao 200 ug.mL". Com micropipeta pipetou-se 50 pL da solucao estoque para
baldo volumétrico de 100 mL e avolumou-se com metanol:agua (1:1) (v/v), originando
a solugao para infusdo em espectrémetro de massas (100 ng.mL"). De forma analoga
pesou-se carbamazepina e diluiu-se para originar a mesma solugao para infusao. Estas
solugcdes foram utilizadas em modo positivo de infusdo direta no espectrébmetro de
massas SCIEX 6500+ para geracao de ions precursores em Q1 e ions fragmento em
Q3, para construgao do método MRM a ser utilizado.

O espectrometro de massas procura e detecta as razdes massa/carga (m/Z) das
substancias de interesse no primeiro quadrupolo, otimiza suas energias internas de
maneira a favorecer a entrada e deteccao destes ions em Q1. Apos isso ele fragmenta
as moléculas de interesse e seleciona os fragmentos mais intensos e estaveis
provenientes de cada ion de interesse, gerando uma m/Z em Q3 denominadas ions
fragmentos, formando assim um par iénico unico e especifico em Q1 e Q3 que serao

utilizados para detectar e quantificar as substancias de interesse.
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Foram preparadas amostras de lamotrigina em solugao, utilizando
acetonitrila:agua (1:1) (v/v), como solvente de diluicdo, nas seguintes concentracgdes:
100; 300; 1000; 2500; 5000; 6000; e 10000 ng.mL". Para preparo das curvas de
calibragdo em amostras biologicas, 10 uL de cada solugao foram adicionados em 50
WL de plasma humano branco criando a linearidade utilizada de 20 a 2000 ng.mL".
Controles de qualidade foram preparados em plasma nas concentragdes: 60 ng.mL""
para CQB, 1000 ng.mL™" para CQM, 1600 ng.mL"* para CQA e 20 ng.mL" para o LIQ.
As solugdes foram armazenadas em refrigerador +2 a +8 °C, ja os controles de
qualidade em plasma foram armazenados em freezer -70 °C.

O objetivo destes controles de qualidade sempre foram verificar se a faixa de
linearidade proposta era atingida e mantinha-se com precisao e exatidao ao longo das
analises.

Uma solugdo de carbamazepina a 2000 ng.mL" foi utilizada como padrao
interno possibilitando que possiveis variagbes durante a preparacao e analise das
amostras (como perdas na extragao, variagcdes de analise ou detecgao), possam ser
corrigidas, e garantindo maior robustez aos resultados.

A fonte LDTD foi utilizada em rampa de laser com intensidade variando de 0 a
70% em um gradiente crescente. Para avaliagao de dopantes nas placas LazWell foram
utilizadas duas solugdes distintas, a ideia era apenas contaminar pogos das placas com
10 yL do dopante e secar as placas para posterior utilizagao com o método de extragao
a ser testado. A presenca destas substancias secas previamente na placa visa
favorecer o perfil e facilitar a dessorgao térmica dos compostos de analise. Foram
utilizados albumina de soro bovino (BSA) na concentragao de 100 ug.mL" e também

fosfato de potassio 1mM diluido em agua ultra pura.

4.2.2 METODOS DE EXTRACAO
4.2.2.1 Extracao por precipitacao de proteinas

Foram testados dois métodos de extragcdo, o método de precipitacdo de

proteinas, onde é adicionado um agente precipitante, neste caso foram utilizados em
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teste ao longo do desenvolvimento tanto acetonitrila quanto metanol como agente
precipitante.

Ao precipitar as proteinas da matriz bioldgica arrastando os fragmentos maiores
da solucao para a parte de baixo da mistura, quando o analito que se quer analisar
consegue ficar disponivel na parte aquosa, as amostras sdo centrifugadas e o
sobrenadante entao é transferido para utilizagao.

Neste caso a extracdo seguiu-se da seguinte forma: 50 pL do plasma que se
queria extrair lamotrigina era adicionado em um eppendorf com capacidade de 1,5
mL, em seguida era adicionado 10 pL da solugao de padréao interno e 500 pL do agente
precipitante. As amostras eram agitadas em plataformas agitadores por 2 minutos a
1500 rpm. Ap0s agitacao as amostras eram centrifugadas a 12000 rpm por 5 minutos
e 10uL do sobrenadante eram transferidos para placa LazWell, secos com fluxo de
nitrogénio. Apds secagem completa as amostras eram submetidas a analise no sistema
LDTD-MS/MS.

4.2.2.2 Extracao liquido-liquido

A extracao liquido-liquido selecionada para testes e escolhida para aplicagao no
método foi simples e consistiu da aplicacdo do solvente organico éter metil terc-
butilico (MTBE) diretamente na amostra contendo lamotrigina que se queria extrair, a
agitacao proporcionava o contato direto entre as moléculas presentes no plasma e o
solvente de extracdo, conforme a afinidade do analito era maior com o solvente
organico que com a parte aquosa do plasma, havia uma migracao natural do ativo
saindo do plasma e povoando o solvente organico, o solvente entao era separado por

centrifugacao e transferido para um tubo limpo, onde era seco.

No caso do método em questdo a extracao seguiu as etapas: 50 pyL do plasma
contendo lamotrigina era adicionado em um eppendorf com capacidade de 1,5 mL,
em seguida adicionava-se 10 pL da solug¢ao de padrao interno e 1250 yL do MTBE.
As amostras eram agitadas em plataformas agitadores por 2 minutos a 1500 rpm. Apds
agitacdo as amostras eram centrifugadas a 12000 rpm por 10 minutos e 180 uL do

sobrenadante eram transferidos para tubos limpos, em seguida eram secos a 40 °C e
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fluxo de ar sintético. Apos esta etapa as amostras eram ressuspendidas com 100 uL
de metanol 50% e agitadas por 8 segundos, e 2,5 yL eram transferidos para placa
LazWell, secos com fluxo de nitrogénio. Apds secagem completa as amostras eram

submetidas a analise no sistema LDTD-MS/MS.

Portanto, neste trabalho sempre que amostras foram extraidas ao longo da
validagao, a extragao utilizada foi liquido-liquido com MTBE conforme descrito nesta

$essao.
4.2.3 DESCRICAO DOS TESTES DE VALIDACAO
4.2.3.1 Seletividade

Para realizacdo do ensaio de seletividade, foram utilizadas seis fontes distintas
de plasma branco, sendo quatro delas plasmas normais, uma fonte com plasma
hemolisado e uma fonte com plasma lipémico. Todas estas fontes foram extraidas
conforme o método de extracdo descrito. Além disso, foram preparadas para cada
uma dessas seis fontes amostras contaminadas com 0s seguintes farmacos
concomitantes em suas respectivas concentracdes: cafeina (1000 ng.mL?), 4-
metilamino antipirina (8000 ng.mL?), ondansetrona (1500 ng.mL™), paracetamol

(20000 ng.mL%), butilorometo de escopolamina (2 ng.mL™?) e cotinina (1500 ng.mL1).

Além destas amostras foram extraidas uma amostra de lamotrigina na
concentracédo do LIQ (20 ng.mL?) e uma amostra de padrdo interno extraido. Estas
amostras serviram como referéncia para avaliacdo dos resultados do ensaio, onde
nenhuma amostra avaliada com ou sem farmacos concomitantes apresente picos
interferentes de dessorcao térmica acima de 20% da area obtida para a amostra de
LIQ e nenhuma amostra pode apresentar pico interferente de dessorcdo térmica
acima de 5% em relacdo a area obtida pela amostra de padréo interno extraida.

4.2.3.2 Efeito matriz

Para realizacdo do ensaio de determinacdo do efeito matriz, foram utilizadas
oito fontes distintas de plasma branco, sendo quatro delas plasmas normais, duas

fontes com plasma hemolisados e duas fontes com plasma lipémicos. O ensaio
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utilizou concentracdes de CQB e CQA para todas as fontes de plasma, além disso
assim como na seletividade foram utilizadas as fontes contaminadas com farmacos
concomitantes nas concentracdes mencionadas no ensaio de seletividade, de tal
forma que foram preparadas e extraidas 16 amostras que foram dopadas com
concentracdo de CQB (60 ng.mL?') e 16 amostras que foram dopadas com
concentracdo de CQA (1600 ng.mL™?). Estas amostras foram comparadas com trés
amostras, preparadas sem plasma utilizando acetonitrila 50% como solvente, na
concentragédo de CQB e trés amostras na concentracdo de CQA. Foram calculados
os fatores de matriz normalizada (FNM) conforme RDC N°27 de 2012 da ANVISA,

nao deveriam ser maior que 15% para ambas as concentracdes avaliadas.

4.2.3.3 Efeito residual

Para avaliacdo do efeito residual foram extraidos uma amostra de plasma
branco, uma amostra de LIQ e uma amostra de LSQ. Normalmente o teste é realizado
em sistemas LC-MS/MS analisando-se a amostra branco, seguida do LIQ e LSQ. Logo
apos a analise destas trés amostras € realizada a repeticdo do branco ja analisado
anteriormente em duplicata. O ndo aparecimento de picos interferentes acima de 20%
do valor obtido para o LIQ e 5% do valor obtido de padr&o interno na amostra LIQ o

teste é considerado aprovado.

Ao se utilizar o método de LDTD-MS/MS uma vez que a amostra é analisada,
com a dessorcéo térmica no poco de analise restam naquele local apenas residuos
que ndo foram dessorvidos na andlise inicial. Para esse ensaio, realizou-se a extracao
de amostra branco, LIQ e LSQ. Apés a extracao e ressuspensdo das amostras foram
aliquotadas no poco 1 o branco, no 2 o LIQ, no 3 0 LSQ e nos pocos 4 e 5 foram
aliqguotadas o0 mesmo branco que havia sido extraido e colocado no po¢o 1, ja que sé&o
ressuspendidos 100 puL de amostra e somente utilizados 2,5 uL deste sobrenadante
era utilizado em cada poco da placa LazWell. Dessa forma, ao analisar os pocos 4 e
5 estavam sendo analisados novamente a amostra branco contida no poco 1, e o
resultado do poco 4 e 5 deveria cumprir o mesmo critério do branco, de tal forma que
demonstrasse que ndo havia arraste de concentragdes maiores vindas de pocos de

analise anteriores.
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4.2.3.4 Linearidade, Precisao e Exatidao

No presente trabalho curva de calibracdo sempre era composta por 18
amostras sendo elas: 2 amostras branco extraidas, 2 amostras branco contaminadas
com padrao interno, 2 pontos de cada concentracdo da curva de calibracdo em plasma
e estando estes dispostos em 7 niveis distintos de concentragéo sendo eles: 20 ng.ml-
1,60 ng.mlt, 200 ng.ml%, 500 ng.ml, 1000 ng.ml%, 1200 ng.ml* e 2000 ng.ml. Dessa
forma, a faixa de calibragcdo adotada neste estudo esta em concordancia com 0s

valores reportados na literatura.

Para verificagdo da linearidade, preciséo e exatiddo foram extraidas uma curva
de calibracdo e seis amostras de controles de qualidade em cada nivel de avaliacao,
sendo estes: CQA (1600 ng.mlt), CQM (1000 ng.ml?), CQB (60 ng.ml?) e LIQ (20
ng.mlI1). A linearidade foi demonstrada através da avaliacdo do coeficiente de
correlacdo linear minimo de 0,99. Cada curva precisa cumprir no minimo 75% de
niveis com desvio maximo de 15% em relacdo a seus valores nominais, com exce¢ao
do LIQ onde foram aceitos desvios de até 20%. Cada conjunto de controle de
qualidade era avaliado frente a seu valor nominal, devendo o CV% de cada nivel ser

inferior ou igual a 15% e 20% para o LIQ.

Este teste foi repetido trés vezes em dias distintos, e cada conjunto de controle
foi avaliado em cada corrida e somando-se todas as corridas, gerando um conjunto
de 18 controles para cada nivel avaliado, permitindo avaliar a precisdo e exatidao intra

e inter ensaios.

4.2.3.5 Estabilidade de curta duracao (ECD)

Para avaliacdo da estabilidade de curta duragcdo 06 amostras de CQA e 06
amostras de CQB foram retiradas do freezer -70°C, e deixadas sobre bancada a
temperatura ambiente e permaneceram por um periodo de aproximadamente 6 horas
e 34 minutos. ApGs este periodo as amostras foram submetidas ao processo de
extracdo juntamente com um conjunto de curva de calibracdo. Como critério para
avaliacdo da estabilidade, a média do conjunto de amostras de controle de qualidade

nao pode apresentar variacdes acima de 15% em relacdo a seus valores nominais.
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4.2.3.6 Estabilidade de ciclos de congelamento e descongelamento (ECCD)

Para realizacdo do ensaio de ECCD, foram utilizadas 24 amostras de CQA e
24 amostras de CQB em plasma, que foram mantidas armazenadas em freezer -70°C.
A cada periodo de no minimo 12 horas de congelamento as amostras eram retiradas
do freezer, descongeladas e mantidas em bancada ao menos por 30 minutos, apos
iSso as amostras eram novamente congeladas. Este processo representa um ciclo de
ECCD. Para este trabalho adotou-se como padréo a realizacdo de 4 ciclos de ECCD.
Ao final dos 4 ciclos, 6 amostras de CQA e 6 amostras de CQB foram retiradas do
freezer, descongeladas e submetidas ao processo de extragdo junto com uma curva
de calibracéo recém preparada. Como critério para avaliacdo da estabilidade, a média
do conjunto de amostras de controle de qualidade ndo pode apresentar variagoes

acima de 15% em relacdo a seus valores nominais.

4.2.3.7 Estabilidade P6s-Processamento (EPP)

Para realizacdo do ensaio de EPP, normalmente o teste € realizado em
sistemas LC-MS/MS analisando-se amostras CQB e CQA e ap0s o periodo de
estabilidade que se quer avaliar as amostras sdo novamente injetadas e analisadas
junto a uma curva recém preparada. Como mencionado no ensaio de efeito residual,
uma vez analisada ndo é possivel repetir a analise da mesma amostra no poco ja
analisado da placa LazWell. Sendo assim, para realizacdo deste ensaio optou-se por
analisar uma curva de calibracdo e 6 amostras de CQA e 6 amostras de CQB, estas
mesmas amostras de controles extraidas foram aliquotadas em outros pog¢os vazios
e secos. Apos o periodo de 1 hora e 55 minutos armazenadas na fonte LDTD, nova
curva foi extraida e as amostras de CQA e de CQB que ja estavam na placa foram
avaliadas junto a curva recente. Como critério para avaliacdo da estabilidade, a média
do conjunto de amostras de controle de qualidade ndo pode apresentar variagdes

acima de 15% em relacdo a seus valores nominais.
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4.2.3.8 Estabilidade de Longa duracao (ELD)

Para avaliagédo da estabilidade de longa duracdo, amostras de CQA e CQB em
plasma humano foram armazenadas em freezer -70°C por um periodo de 75 dias.
Apés este periodo de estabilidade 6 controles CQA e 6 controles CQB foram retirados
do freezer e descongelados em temperatura ambiente, uma curva recente foi
preparada e extraidas juntamente com estas amostras. Como critério para avaliacao
da estabilidade, a média do conjunto de amostras de controle de qualidade ndo pode

apresentar variagdes acima de 15% em relagao a seus valores nominais.

4.2.4 APLICACAO CLINICA DO METODO EM UM ESTUDO DE BIOEQUIVALENCIA

Apos validacdo do método bioanalitico conforme RDC N°27 de 2012, este foi
aplicado em um estudo clinico monocéntrico, aberto, randomizado e cruzado com dois
tratamentos, duas sequéncias e dois periodos. O ensaio foi aprovado pelo comité de
ética em pesquisas do Instituto de Ciéncias Farmacéuticas, sob o numero de protocolo
5.610.806. Participaram do estudo 36 participantes de pesquisa saudaveis, de ambos
0s sexos que foram submetidos a duas formulagdes orais de lamotrigina comprimidos
de 100 mg, referéncia e teste em condi¢des de jejum com coletas truncadas em 96
horas.

Os tempos de coleta foram: pré-dose ou 0,0h; 0,25h; 0,50h; 0,75h; 100h; 1,25h;
1,50h; 2,00h; 2,50h; 3,00h; 3,50h; 4,00h; 5,00h; 6,00h; 8,00h; 12,00h; 24,00h; 48,00h;
72,00h e 96,00h.

Apbés a obtencdo das concentracdes plasmaticas foram calculados os
parametros farmacocinéticos utilizando o software Phoenix WinNonlin® v.6.4.0.768.

e Cmax (concentracdo plasmatica maxima observada): obtida diretamente a
partir dos dados experimentais.

e Tmax (tempo necessario para atingir Cmax): o tempo onde o Cmax é
observado.

e AUCo-96h (area sob a curva de concentracdo plasmatica de zero até 96 horas):
calculada pelo método dos trapezoides, conforme equacao:
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n-1

C; + C;
AUC = Z% (tivr — &)

i=1
Ci: concentracdo plasmatica no tempo ti.
Ci+1: concentracdo plasmatica no tempo ti+1.
ti: tempo da coleta i.
ti+1: tempo da coleta subsequente.
n: numero total de pontos de coleta utilizados no célculo.

2: somatorio das areas calculadas entre cada par de pontos consecutivos.

e ti» (meia-vida de eliminag&o): calculada pela equacéao:

0.693
ly2 = K
e

tu2: meia-vida de eliminacao do farmaco.

Ke: constante de eliminac&o obtida pela regresséo log-linear da fase terminal.

e CI/F (clearance aparente apds administracao oral):

Dose

Cl/F = ——
/ AUCo—96
Dose: quantidade de farmaco administrada ao voluntario.

AUCo-96: area sob a curva plasmatica do tempo zero até 96 horas.

e Vz/F (volume de distribuicdo aparente apdés administragcéo oral):

Cl/F
Vz/F = /

e

CI/F: depuracéo aparente.

Ke: constante de eliminagdo da fase terminal.
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A literatura mostra que a area de bioanalise evoluiu de maneira continua,
acompanhando as demandas crescentes dos estudos de bioequivaléncia. Essa
transicdo comecou la atras, quando a ionizacao por eletrospray se firmou como uma
alternativa realmente eficaz para analises quantitativas, abrindo espaco para métodos
mais sensiveis e seletivos. Com o tempo, novas abordagens foram surgindo e
ampliando essas possibilidades, especialmente no que diz respeito a reducédo do
tempo analitico e a eliminacdo de etapas consideradas criticas no preparo das
amostras. (FENN et al., 1989)

Nos ultimos anos, além dessa evolucdo natural das fontes de ionizacéao,
algumas técnicas que dispensam a etapa cromatografica passaram a receber maior
atencao. Entre elas, o LDTD-MS/MS se destacou por combinar rapidez e desempenho
analitico, o que tem sido particularmente Gtil em matrizes complexas. Mesmo com
esses avangos, o triplo quadrupolo permanece como o0 nucleo da quantificacédo
bioanalitica, especialmente pela capacidade de manter seletividade, boa faixa
dindmica e estabilidade nas transicbes monitoradas em MRM. Esses elementos
reforcam por que esse tipo de analisador continua essencial em estudos deste tipo.
(PICARD et al., 2008; SEGURA; PERRIER; SAUVE, 2022; VAN DONGEN; NIESSEN,
2012; CHAMBERS et al., 2007)

Com base nesse conjunto de avangos, a aplicacdo clinica do método
desenvolvido neste trabalho se insere de forma coerente no cenario atual da
bioanalise. A validacdo e cumprimento de guias e resolu¢cdes de agéncias reguladoras
oficiais garantem qualidade e seguranca para utilizacdo de métodos “alternativos”
possiveis de serem aplicados em estudos de bioequivaléncia, sem abrir médo da
agilidade necessaria para grandes volumes de amostras. Aliado a isso, maior
sustentabilidade € o que se busca de maneira global em processos e aplicacdes
produtivas e reforcam que quando corretamente avaliados, podem contribuir para
rotinas laboratoriais mais rapidas, sem prejuizo da confiabilidade dos parametros
farmacocinéticos (CHAMBERS et al., 2007; MATUSZEWSKI et al., 2003; EMA, 2010;
FDA, 2018).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Artigo em anexo - High-Throughput Laser Diode Thermal Desorption-Tandem Mass

Spectrometry Method for Rapid Determination of Lamotrigine in Human Plasma.

Autores: Glauco Cézar F. F. Soares, Danillo F. M. C. Veloso, Iram M. Mundim, Leonardo

S. Teixeira, Maria Carolina Almeida e Luiz Carlos da Cunha.

Publicado este ano no: Journal of the Braziliam Chemical Society (JBCS) .
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6 CONCLUSAO

A epilepsia é uma condi¢cdo que ainda desafia a saude publica mundial. O
impacto nao fica restrito apenas ao individuo: ele se estende para a familia, para a
rotina social e até para o sistema de saude, que arca com altos custos. Entre os
medicamentos disponiveis, a lamotrigina acabou se consolidando como uma das
principais escolhas da segunda geracdo de anticonvulsivantes. Isso acontece pelo
conjunto de caracteristicas favoraveis, bom perfil farmacocinético, tolerabilidade
clinica e eficacia comprovada tanto em crises parciais quanto generalizadas. Mesmo
assim, quando falamos em monitorizagcdo terapéutica ou em estudos de
bioequivaléncia, fica claro que séo necessarios métodos analiticos sélidos, seletivos

e rapidos, capazes de lidar bem com a complexidade das matrizes biolégicas.

Neste estudo, conseguimos desenvolver e validar um método baseado em
Dessorcédo Térmica de Laser de Diodo acoplado a espectrometria de massas (LDTD-
MS/MS) para quantificar lamotrigina em plasma humano. O desempenho foi
consistente: seletividade, linearidade, exatiddo, precisdo, estabilidade e auséncia
relevante de efeito matriz foram todos atendidos. Isso garante conformidade com a
RDC N° 27 de 2012 (ANVISA) e também com guias internacionais de validacéo
bioanalitica (FDA, EMA, ICH).

Durante o desenvolvimento, a extracao liquido-liquido usando MTBE mostrou-
se mais vantajosa do que a precipitacdo de proteinas. Essa escolha melhorou a
remocao de interferentes enddégenos e, com isso, aumentou a seletividade do método.
Outro aspecto que merece destaque é o baixo volume de plasma necessario, apenas
50 uL, o que representa ganho em termos de rendimento e sustentabilidade. Quando
aplicado a um estudo comparativo de farmacocinética entre formulacdes de referéncia
e teste de lamotrigina, 0 método se mostrou ndo apenas confiavel, mas também
rapido: cada amostra foi analisada em cerca de 10 segundos, tempo que o coloca
entre 0s protocolos mais velozes ja descritos para esse farmaco no mundo sendo

entre 30 e 90 vezes mais rapido que os metodos de LC-MS/MS da literatura.

O teste de efeito matriz aprovado confirma que amostras secas submetidas a
dessorgcdo térmica por laser de diodo com ajuste de rampa adequada de laser

permitem a ionizacdo do analito sem grandes interferéncias e consolidam que o
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desenvolvimento adequado desta técnica pode contornar os efeitos de matriz mais

comuns em amostras liquidas.

Esse trabalho mostra como técnicas alternativas a cromatografia liquida podem
ter espaco na bioanalise. O LDTD-MS/MS é especialmente interessante em estudos
de bioequivaléncia, que envolvem muitas amostras em prazos curtos. Claro que ha
limitacOes, a falta de separacdo cromatografica e a dificuldade com analitos sensiveis
ao calor ainda séo barreiras, sem falar em farmacos dependentes de ionizagdo com
adutos como a ivermectina por exemplo, mas mesmo assim, os dados obtidos

reforcam a viabilidade dessa estratégia em contextos regulatorios.

No final, esta dissertacao contribui para consolidar a técnica de LDTD-MS/MS
como uma ferramenta promissora na bioandlise farmacéutica, especialmente em
cenarios que exigem alta produtividade analitica. A partir do método desenvolvido,
abrem-se possibilidades concretas para a avaliacdo de outros farmacos, diferentes
matrizes biologicas e aplicacdes clinicas que podem se beneficiar de analises mais
rapidas e seletivas. A integracdo entre inovagdo tecnoldgica e rigor cientifico
demonstrou que é viavel adotar estratégias analiticas mais ageis, sustentaveis e
menos dependentes de etapas cromatograficas, tanto em laboratorios de pesquisa
guanto em contextos clinicos e regulatérios. Dessa forma, os avanc¢os apresentados
neste trabalho tendem a impactar positivamente 0 monitoramento terapéutico e a
execucao de estudos de bioequivaléncia, oferecendo perspectivas reais de melhoria
para pacientes com epilepsia e outras condigdes crénicas que demandam métodos

confiaveis, seguros e acessiveis.
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High-Throughput Laser Diode Thermal Desorption-Tandem Mass Spectrometry
Method for Rapid Determination of Lamotrigine in Human Plasma
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We present the development and validation of a laser diode thermal desorption coupled
with mass spectrometry (LDTD-MS/MS) as a high-throughput method for bioanalysis. This
technique was applied clinically to determine the pharmacokinetics (PK) of the anticonvulsant
drug lamotrigine (LAM) after administering two different oral formulations. Our method
offers significant advantages over liquid chromatography in terms of sustainability. Sample
preparation required just 50 pL of human plasma. Liquid-liquid extraction (LLE) overcomes
protein precipitation for sample cleanup while avoiding any compromise in the desorption and
ionization of LAM, thereby eliminating the need for microwell surface coating. This validated,
internationally compliant method provided ultra-rapid LAM plasma level determination, with
a 10 s runtime per sample. The linearity range of 20-2000 ng mL"' effectively enabled the full
capture of the PK profile of 36 volunteers. Such findings highlight the versatility of this approach,
demonstrating its potential to align with evolving regulatory standards and potentially paving the
way for its broader adoption in routine bioanalysis.

Keywords: pharmacokinetics, ultrafast analysis, bioanalysis, drug monitoring, clinical
application

Introduction

Analytical methods based on laser diode thermal
desorption (LDTD) have demonstrated remarkable versatility
and effectiveness, encompassing a wide range of applications.
When integrated with mass spectrometry (MS/MS),
LDTD significantly enhances the efficiency of analytical
method development, making it an invaluable tool in
bioanalytical science.'”

In the current landscape, there is an increasing demand
for analytical methods that deliver precision and sensitivity
and align with sustainability principles.® These capabilities
are crucial for tackling time-sensitive challenges like

*e-mail: glauco.faria@icf.com.br
Editor handled this article: Andréa R. Chaves (Associate)

expiring drug patents and giving a competitive edge to
pharmaceutical companies by quickly launching generic
products.”!!

While liquid chromatography mass spectrometry
(LC-MS/MS) remains the gold standard in bioanalysis
owing to its high selectivity, sensitivity, and precision, its
analysis time (1-20 min) is limited by automated steps such
as sample injection, washing cycles, and chromatographic
separation.'>!”

Unlike classical LC methods, LDTD-MS/MS obviates
the reliance on organic solvents, streamlines sample
preparation, reduces cross-contamination, and enhances
reproducibility."”

In LDTD-MS/MS, samples are spotted onto a
96-microwell plate, evaporated, and thermally desorbed by
an infrared laser. The vaporized analytes are then carried by

This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License.
BY
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gas to an atmospheric pressure chemical ionization source
and analyzed by the mass spectrometer.’

Analyte desorption and ionization from the LDTD
plate can be significantly improved by using a microwell
surface coating.'® Typically composed of stabilizers like
bovine serum albumin and surface modifiers such as
potassium phosphate,'?! the coating enhances energy
transfer, promotes uniform laser pulse absorption, and
reduces thermal degradation and fragmentation. As a
result, it improves analyte ionization, stability, and overall
performance.”*?

LDTD-MS/MS offers a streamlined approach to sample
analysis by bypassing the time-consuming LC separation
step.?® This speeds up sample processing and analysis
while reducing costs associated with chromatographic
consumables turnover, particularly for biological sample
analysis. Despite advancements, the principle of the
LDTD-MS/MS method relies on thermal desorption and
restricts its use with thermally unstable analytes.??

Furthermore, the lack of chromatographic separation
can hinder calibration and quantification due to matrix
interferences, reducing specificity and impairing the
differentiation of structurally similar compounds or
isomers. These limitations highlight the importance of
careful analyte screening and evaluating the suitability of
the method for bioanalytical studies.?”*

In this study, lamotrigine (LAM), an anticonvulsant drug
prescribed for epilepsy and bipolar disorder, is evaluated using
the approach mentioned, given its unique physicochemical
properties. These properties make it an excellent candidate
for precise quantification in complex biological matrices via
LDTD-MS/MS 32 LAM is rapidly and completely absorbed
after oral administration, with nearly 100% bioavailability.
However, plasma levels can fluctuate significantly as a result
of factors like drug interactions and pregnancy, highlighting
the need for therapeutic monitoring.**

Therefore, this study aims to develop and validate a rapid
bioanalytical method for LAM quantification in human
plasma employing a high-throughput LDTD-MS/MS
instrument.

Experimental
Materials

LC-MS/MS grade, methanol, acetonitrile, methyl
tert-butyl ether, and formic acid (99.5%) were products of
J. T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA). Water was obtained
using a Milli-Q system (Millipore, Billerica, MA,
USA) equipped with a 0.22 mm pore end-filter. Bovine
serum albumin, potassium phosphate, and United States
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Pharmacopoeia (USP) reference standards LAM and
carbamazepine were acquired from Sigma-Aldrich Co (St.
Louis, MO, USA). Reference drug at the dose of 100 mg
is a product of GSK (Rio de Janeiro, RJ, Brazil) that was
purchased in local market.

Methods

Preparation of standard solutions: stock solutions
of LAM and carbamazepine, used as the internal
standard (IS), were prepared in acetonitrile (ACN) at
a concentration of 10.000 ng mL'. Standard working
solutions for calibration were prepared by appropriate
dilution with ACN:H,O (1:1, v/v) from the stock solution,
resulting in LAM concentrations of 20; 60; 200; 500;
1000; 1200; and 2000 ng mL". Quality control (QC)
samples were prepared at three concentrations: low (LQC),
medium (MQC), and high (HQC) at a concentration of 60;
1000, and 1600 ng mL, respectively. IS working solution
at 2000 ng mL!' was prepared in the same way.

Mass spectrometry LDTD optimization

LAM and IS were detected and quantified using an
API6500 triple quadrupole mass spectrometer MDS-SCIEX
(Concord, Ontario, Canada). The setup for both drugs
comprised a dwell time of 70 ms per transition; the curtain
gas was set to 10 and the collision-activated dissociation
(CAD) gas level adjusted to medium. Additional MS
conditions included collision exit potential of 24 V for
LAM and 22V for IS, and a collision energy of 35 for LAM
and 25 for IS, respectively. Multiple reaction monitoring
(MRM) was employed to enhance the sensitivity and
specificity of drug detection. For each drug, the two most
abundant transitions were monitored in MRM mode, with
one transition from each drug selected for further validation.
LDTD Phytronix Technologies (Quebec, Canada) source
operation involved configuring the carrier gas flow at
6.0 L min™' and establishing the final laser pattern at 70%,
initiated by a gradual increase from 68%. Data acquisition
and processing were obtained using Analyst® software®
version 1.7.2 (AB SCIEX, Framingham, MA).

Sample preparation and extraction procedure

Protein precipitation was used as a mixture of 50 uL. of
plasma, 10 pL of standard solution (at 60 ng mL'), and 10
uL of IS solution (at 2000 ng mL") in 400 pL of methanol
as the precipitating solvent. Subsequently, the resulting
mixture was vigorously vortexed for 5 min. The obtained
solution was then centrifuged at 12000 rpm for 10 min.

J. Braz. Chem. Soc. 2025, 36, 6, e-20250040
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Liquid-liquid extraction (LLE) was also used by adding
50 pL of plasma, 10 pL of standard solution, and 10 uL of
IS at the same concentration of protein precipitation assay,
combined in a 2.0 mL Eppendorf tube. Subsequently, 1250
uL of methyl fert-butyl ether (MTBE) were added, and the
mixture was stirred for 2 min. Following, the solution was
centrifuged at 12000 rpm for 10 min to assist with phase
separation. In a Phytronix LazWell® 96-microwell plate
(Phytronix Technologies, Quebec, Canada), 180 uL of the
extracted sample were spotted and dried at 40 °C using
a dry block. Then, the dried samples were reconstituted
with 100 pL of a methanol:water mixture (1:1, v/v) and
shaken for 8 s at 1200 rpm using a thermo-shaker. In both
extraction methods, any calibration standard and quality
control sample required spiking 10 uL of standard solution
into plasma. This step was not applied to clinical samples.

After sample cleanup, desorption efficiency was
optimized under laser irradiation by spotting 2.5 pL
of the obtained solution onto the Phytronix LazWell®
96-microwell plate and dried for 5 min under a gentle
stream of nitrogen before the LDTD-MS/MS analysis.

To enhance the ionization and stability of the extracted
sample, 2.5 pL of a substrate mixture (100 pg mL™' bovine
serum albumin and 1 mM potassium phosphate) were
incorporated into the obtained solution and placed in the
microwell. This process is referred to as microwell surface
coating.

Validation process

The validity of the bioanalytical method was confirmed
by approaches in compliance with the FDA Bioanalytical
Method Validation Guidance for Industry*® guidelines, as
well as the recommendations put forth by Visconti et al.,*” the
Brazilian regulatory agency, Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA),* and aligned with the principles
established by the International Council for Harmonisation
(ICH).* The assessment encompassed various parameters
including selectivity, linearity, limits of detection and
quantification, bias, precision, matrix effect, carry-over, and
sample stability in different stress and storage conditions.

Matrix effect

The matrix effect was evaluated at LQC and HQC
levels. A total of 16 human plasma samples for each
concentration were used in this assay, consisting of
8 batches: 4 normal, 2 hemolyzed, and 2 lipemic. The other
set of 8 human plasma samples with the same composition
was prepared, each one spiked with common over-the-
counter drugs at the following concentrations: paracetamol
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(20000.00 ng mL""), caffeine (1000.00 ng mL""),
scopolamine butyl bromide (2.00 ng mL'), 4-methylamino
antipyrine (8000.00 ng mL"), cotinine (1500.00 ng mL™"),
and ondansetron (1500.00 ng mL"). The human plasma
samples were processed following the procedure outlined
in the “Sample preparation and extraction” sub-section.
After extraction, the matrix was spiked with LAM at
concentrations equivalent to the LQC and HQC levels.
Mean peak areas of LAM in the spiked blank matrix and in
ACN:H,0 (1:1, v/v) solution were obtained. The procedure
for validating this parameter necessitates the acquisition of
the normalized matrix factor (NMF) from both QCs. NMF
results are obtained following the equation 1:

analyte peak area in matrix/IS peak areain matrix

NMF = (D

analyte peak area in solution/IS peak aea in solution
Subsequently, the coefficient of variation (CV) in
percentage, for the NMFs of LQC and HQC samples
should be computed, ensuring it remains below 15% (fifteen
percent), as stipulated by ANVISA.*

Specificity

The potential interference of endogenous plasma
components and concomitant medications with LAM and
IS ionization was evaluated. The assessment involved
12 human blank plasma samples, divided into two sets. The
first set included six batches (four normal, one hemolyzed,
and one lipemic). The second set consisted of six similarly
composed batches spiked with concomitant drugs used in
the matrix effect assay. All samples were processed and
analyzed according to the proposed extraction protocol
and the established equipment conditions for LAM and IS.
The specificity of the method was considered acceptable
if, in the different blank plasma samples, no desorption
peak exhibited an area exceeding 20% of the LLOQ area
for LAM or 5% of the IS area.

Carry-over

In this assay, a blank plasma sample was analyzed three
times. The first analysis was conducted before any setup to
establish a baseline. Subsequently, two additional analyses
of the blank plasma sample were performed immediately
after the analysis of the ULOQ, which contained the IS at
a concentration of 2000 ng mL"'. For reference, a lower
limit of quantitation (LLOQ) sample was also analyzed,
and its peak area was used as a benchmark. Carry-over
was considered significant if the desorption peak area of
the blank plasma sample exceeded 20% of the LLOQ peak
area or 5% of the IS peak area.
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Sensitivity and linearity

The linearity range was determined by considering
the maximum plasma concentration of the drug over time
(C,..x) obtained from prior pharmacokinetics (PK) and
bioequivalence studies.**** It was ensured that the range
analyzed was not excessively narrow and did not exceed
values achievable in volunteers, covering the full PK profile
of a single dose of LAM orally administered. Linearity was
examined by analyzing duplicate calibration standards across
seven concentration levels over three consecutive days. The
curves were generated by plotting the peak area ratio of LAM
to the IS against each respective concentration.

Determination of the calibration curve was undertaken
through least squares analysis. The calibration curve was
deemed acceptable only if the residuals fell within a 20%
margin at the LLOQ and within a 15% margin at all other
calibration levels, with a stipulation that at least two-thirds
of the calibration standards adhered to this criterion,
accounting for both the highest and lowest concentrations.
For the sensitivity of the assay, the LLOQ was established
at the concentration where precision and accuracy were
upheld within a 20% threshold, as determined through the
analysis of seven replicates. Precision was characterized
by the coefficient of variation, and accuracy, denoted by
the relative deviation expressed as a percentage error from
the target concentrations, was assessed across LLOQ
(20 ng mL") and all three-quality control (QC) levels
of 60, 1000, and 1600 ng mL"'. Intra-run accuracy and
precision were assessed by analyzing three replicates of
samples at the LLOQ and each QC level on the same day.
Inter-run accuracy and precision were evaluated using three
replicates (n = 3) per concentration across three days.

Linearity was assessed within the standard concentration
range of 20-2000 ng mL"! in human plasma. The correlation
between peak area ratio and LAM nominal concentration
was determined using 1/x*> weighted linear regression. To
establish the calibration curve, the accuracies of at least 75%
of the calibration standards, including the LLOQ and ULOQ,
had to fall within the +15.0% range (+20.0% at LLOQ), and
the correlation coefficient (r*) needed to be greater than 0.99.
The lowest concentration on the calibration curve that could
be reliably determined was then determined.

Stability assessments

Stability assessment of LAM and IS in human
plasma involved exposure to different storage and stress
conditions,” including four complete freeze-thaw cycles
(=70 £ 15 °C to room temperature, approximately 20 °C
for 45 min, back to =70 = 15 °C, and stored for 24 h),
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short-term bench stability (ca. 4 h), and autosampler
stability (1.93 h), under controlled laboratory conditions
(approximately 20 °C) and long-term stability 2.5 months
at =70 = 15 °C. Stability studies were conducted at low
and high QC levels (60 and 1600 ng mL"', respectively) in
six replicates. Stability was deemed acceptable when the
concentrations of stored stability samples remained within
85 to 115% of their nominal values. This was assessed by
comparing them to freshly prepared calibration curves and
QC samples, with results expressed as relative error (RE)
in percentage.

Method application in comparative PK of LAM tablets

The clinical trial was designed as a monocentric,
open-label, crossover, randomized study with two arms
treatment (reference and test), two sequences (reference-
test and test-reference), and two periods. It was conducted
under truncated fasting conditions, focusing on a single
subgroup of 36 healthy volunteers of both sexes. Each
participant received a single dose of either the reference
drug or the test formulation, in an equivalent dose of
100 mg of LAM tablets. Blood samples were collected
using ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) as an
anticoagulant at pre-dose and specific post-dose time points:
0.25,0.5,0.75,1,1.25,1.5,2,2.5,3,3.5,4,5,6, 8, 12, 24,
48,72 and 96 h. Immediately after collection, samples were
centrifuged at 3,000 rpm for 5 min. The plasma supernatant
was carefully separated and stored at —70 (+ 15 °C) within
2 h of centrifugation. Subsequently, LAM was extracted from
the plasma samples using the previously described extraction
methods, followed by analysis using LDTD-MS/MS.
The protocol number of the trial 5.610.806 was approved
by the research ethics Committee of Instituto de Ciéncias
Farmacéuticas. Primary PK parameters were determined
using non-compartmental analysis in Phoenix WinNonlin®*
v.6.4.0.768 (Pharsight, Mountain View, CA).

Results and Discussion
Sample preparation and LDTD-MS/MS detection

The monitoring of LAM was carried out using
the most intense precursor-to-product ion transition
(m/z 256.2 — m/z 211.0). Figure la illustrates the
precursor ion, corresponding to the protonated molecules
[M + HJ*. Following collision-induced dissociation, the
most stable and abundant fragment is observed in Figure
1b, which corresponds to the cleavage of the triazine ring
from the protonated molecule in positive ion mode during
MRM.%
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Figure 1. Representative mass spectrum of LAM obtained in positive ionization mode, showing the precursor ion (a) at m/z 256.2 Da and the product ion
(b) at m/z 211.0 Da. MS data were acquired under the following parameters: a dwell time of 70 ms, a curtain gas flow rate of 10, and the CAD gas was
adjusted to medium. The collision exit potential was 24 V, and the collision energy was set to 35 V. To enhance sensitivity and specificity, multiple reaction
monitoring (MRM) mode was employed. The relative abundance of the selected ions is measured in counts per s (cps).

Refining the sample preparation protocol is pivotal for
optimizing LDTD-MS/MS analysis,***’ as demonstrated
in this study. Remarkable differences observed in plasma
samples subjected to different extraction methods are
shown in Figures 2 and 3. Notably, protein precipitation
extraction yielded distinct peaks for both LAM (Figure 2a)
and IS (Figure 2b). However, in the blank plasma samples
(Figures 2c¢ and 2d), a sharp peak is evident in Figure 2c,
likely due to interference from the matrix.
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Figure 2. Desorption profiles for LAM and IS by protein precipitation
(using microwell surface coating and the laser power set at 68%):
(a) desorption peak for LAM-containing sample, (b) desorption peak for
IS-containing sample, (c) LAM desorption peak observed in the blank
plasma sample, and (d) no desorption peak detected in the blank plasma
sample for IS. Desorption peaks were detected between 0.06-0.07 min
at 60 and 2000 ng mL"' concentrations for LAM and IS, respectively.
The y-axis represents the desorption peak intensity, measured in
counts per s (cps).

Conversely, while LLE excelled in impurity removal,
the incorporation of microwell surface coating, comprising
a solvent-matrix-cationized salt blend aimed at enhancing
ionization yielded unexpected outcomes.*®

In contrast to the ionization enhancement observed
with the microwell surface coating in the precipitation
extraction assay, its use in LLE appeared counterproductive,
suppressing ionization and causing a significant reduction
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in signal intensity (Figures 3a and 3b). Nevertheless,
the use of LLE for sample cleanup significantly reduced
interference in the LAM analysis channel, as no desorption
peaks were observed in Figures 3c and 3d, demonstrating
its superior efficacy in sample purification.*-°

To address the potential ionization suppression caused
by the microwell surface coating in LLE samples, the
laser power was strategically increased. This adjustment
effectively enhanced the peak intensity (Figures 3e and 3f),
resulting in no interferents at LAM and IS desorption times
(Figures 3g and 3h). As aresult, the analysis became more
accurate and selective, eliminating the need for reliance on
the microwell surface coating in the samples.

The increased laser intensity enhanced the energy
transfer to the sample and the amount of material thermally
desorbed into the gas phase, significantly minimizing
the impact of interfering contaminants released during
desorption. In addition, the favorable ionization properties
of LAM, combined with its well-documented stability
under heat, humidity, and light conditions, make this drug
a viable choice for analysis using LDTD-MS/MS. 183251

Moreover, LLE proved to be highly effective, yielding
optimal results for LAM analysis. Using 50 uL of human
plasma minimizes biological material use while ensuring
sufficient matrix representation. Although a relatively
large volume of 1250 uL of organic solvent was used in
the extraction process, this solvent plays a crucial role in
effectively cleaning up the plasma sample while maximizing
the partitioning of LAM. Since chromatographic separation
is not employed, this approach ensures reliable quantification
by balancing drug solubility, matrix cleanup, and method
compatibility.’* Given these findings, the method was
validated using LLE and eliminating the additional microwell
surface coating step. This optimization strategy represents a
crucial advancement in LDTD-MS/MS analysis, ensuring
accurate and reliable detection of LAM.
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Figure 3. Desorption profiles for LAM and IS in LLE (using microwell
surface coating and the laser power set at 68%): (a) desorption peak for
LAM-containing sample, (b) desorption peak for IS-containing sample,
(c) no desorption peak observed in the blank plasma sample for LAM, and
(d) no desorption peak detected in the blank plasma sample for IS. For
LLE (uncoated samples and the laser power set at 70%): (e) prominent
desorption peak for LAM-containing sample, (f) prominent desorption
peak for IS-containing sample, (g) no desorption peak observed in the
blank plasma sample for LAM, and (h) no desorption peak detected in
the blank plasma sample for IS. Desorption peaks were detected between
0.06-0.07 min at 60 and 2000 ng mL"' concentrations for LAM and IS,
respectively. The y-axis represents the desorption peak intensity, measured
in counts per s (cps).

Method validation process

Sensitivity and linearity: LAM met the ANVISA®
acceptance criteria with a seven-point calibration curve.

High-Throughput Laser Diode Thermal Desorption-Tandem Mass Spectrometry Method

Calibration curves exhibited excellent linearity across
the investigated concentration range (20-2000 ng mL"),
boasting correlation coefficients (r*) surpassing 0.99 in
all instances.

Furthermore, all back-calculated standard concentrations
fell within a 15% deviation from the nominal value, meeting
the stringent criterion set at a maximum allowable deviation
of 20%, even at the LLOQ. Notably, the residuals displayed
no discernible trend concerning to concentration. The
precision and accuracy data for intra- and inter-run analyses
are succinctly presented in Table 1. Based on these results,
the assay demonstrates both accuracy and precision for
LAM within the explored concentration range.

Intra-run results were obtained by analyzing three
replicates of samples at the LLOQ and each QC level
within a single day. Inter-run results involved three
replicates per concentration analyzed across three
consecutive days. The LLOQ (lower limit of quantification)
was set at 20 ng mL"!, while QC levels included low (LQC,
60 ng mL™!"), medium (MQC, 1000 ng mL™!), and high (HQC,
1600 ng mL"). Measured concentrations are reported as
means + standard deviation (n = 3 per concentration).

Matrix effect

The normalized matrix factor (NMF) results obtained
for the LQC level were 0.78 + 0.070, while for the HQC
level, they were 0.02 = 0.00. In both cases, the CV was
within the acceptable limit of 15%, as established by
ANVISA® guidelines. Specifically, the CV values were
8.32 and 7.12% for the LQC and HQC NMEF, respectively.
These results demonstrate compliance with the regulatory
threshold and confirm the absence of significant matrix
interference in determining the LAM and IS desorption
peak areas. In this fashion, no evidence of matrix effects at
any analyzed concentrations of the monitored drug and IS
arises from the interplay between the impact of the matrix
on the ion source or their chemical characteristics.

Table 1. Intra-run and inter-run precision and accuracy results of LAM in human plasma using LDTD-MS/MS analysis

Intra-run Inter-run
LAM nominal
concentration / Measured Measured
(ng mL") concentration + SD/  Precision / % Accuracy / % concentration + SD/  Precision / % Accuracy / %
(ng mL™") (ng mL™")
20 (LLOQ) 193 +2.1 10.88 183+23 12.57 —-8.50
60 (LQC) 59.6 £6.9 11.58 61.1+54 8.84 1.83
1000 (MQC) 992.2 + 118.9 11.98 1000.0 = 90.0 9.00 0.00
1600 (HQC) 1547.1 = 1164 7.52 1595.8 +130.8 8.20 -0.26

LAM: lamotrigine; SD: standard deviation; LLOQ: lower limit of quantification; LQC: low concentration; MQC: medium concentration; HQC: high

concentration.
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Specificity

Outcomes of the specificity test underscored the absence
of contamination exceeding 20% of the LLOQ peak area
for LAM within the desorption peaks detection window
(0.06 min) across all analyzed samples. Blank plasma
samples, regardless of their normal, lipemic, or hemolyzed
state, displayed contamination levels ranging from 1.54
to 5.68% of the LLOQ area. Additionally, the same
aforementioned plasma batches contaminated with the
drugs outlined in the methodology exhibited contamination
limits capped at 15.35% of the LLOQ area. Concerning the
IS, the desorption peak areas detected at 0.05 min ranged
from 0.13 to 0.34%, remaining within the predefined 5.0%
limit for the IS.

Carry-over

In high-performance liquid chromatography (HPLC)
tests, carry-over poses a significant challenge, stemming
from residues that may adhere within the chromatographic
separation system.>® This issue can lead to contamination
of subsequent samples, particularly those with lower
concentrations or blank samples, potentially compromising
the integrity of the analysis. Effective resolution or
mitigation of this problem is paramount in such analyses.
In the carry-over validation assay, the desorption peak areas
for LAM and IS in blank samples analyzed before any setup
were 1003 and 4920, respectively. For comparison, the
LLOQ and IS areas of 35908 and 5270257, respectively,
were also obtained. After the ULOQ (2872851) and IS
(5387863) areas were obtained, the initial blank sample
was reanalyzed twice, resulting in desorption peak areas
of 570 and 1135 for LAM and 4677 and 3901 for IS,
respectively. Notably, our results demonstrated robust

performance with no desorption peak areas exceeding
the established thresholds of 20% of the lower limit of
quantification (LLOQ) for LAM or 5% for IS. This outcome
underscores the efficiency of the LDTD-MS/MS analysis
system compared to HPLC'? coupled with MS/MS systems.
Unlike the latter, which necessitates extensive washing
of the injection needle with various solvents, resulting in
up to a minute increase in analysis time, the simplicity of
the LDTD-MS/MS system contributes to reduced risk of
carry-over contamination.

Stability

Outcomes of the stability studies indicate that
LAM concentrations remained consistent under the
applied stress conditions, maintaining integrity at both
concentration levels (HQC and LQC). Furthermore, when
stored at room temperature (20 °C), LAM demonstrated
stability in plasma samples for up to 4 h. Post-sample
preparation at 20 °C, LAM retained stability for 1.96 h in
post-preparative stability assessments. Moreover, LAM
exhibited no significant fluctuations in LAM concentrations
even after undergoing four complete freeze-thaw cycles,
or during a 2.5-month long-term stability test, as well as
the aforementioned stability tests, with analyte content
consistently within 15% of the nominal concentration.
Table 2 displays a comprehensive overview of all stability
results.

Our consistent validation results substantiate the selection
of LDTD-MS/MS over conventional HPLC-MS/MS,
owing to its enhanced analytical speed, reduced solvent
consumption, and greater suitability for the specific analyte
under investigation. The validation results presented in this
study confirm that this method meets the requirements
outlined in RDC 27/2012, fully adhering to the regulatory

Table 2. Overview of LAM stability in human plasma under various laboratory conditions

Stability test Sample Measured concentration = SD / (ng mL™") RE/ %
LQC 63.1 £3.76 5.19
Freeze-thaw cycles (4 cycles)
HQC 1716.7 = 40.50 7.29
LQC 59.6 +4.25 -0.67
Short-term (06.58 h/20 °C)
HQC 1625.0 = 131.26 1.56
LQC 623 +2.71 3.83
Post-preparative stability (LDTD plate for 1.93 h, and ca. 20 °C)
HQC 1684.7 + 100.85 5.29
LQC 54.83 +4.13 -8.61
Long-term stability (2.5 months at =70 = 15 °C)
HQC 1460.82 = 105.66 -8.70

Stability results of LAM in human plasma under various temperatures and storage conditions (n = 6, mean + SD) at concentrations of 60 ng mL"'
(low-quality control) and 1600 ng mL"! (high-quality control). samples Relative error (RE%), calculated as the percentage difference between measured
and nominal concentrations, was used to determine stability. SD: standard deviation; LDTD: laser diode thermal desorption; LQC: low concentration;

HQC: high concentration.
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standards established by ANVISA,* thereby demonstrating
its scientific and regulatory robustness for the intended
application.

While our LDTD-MS/MS approach proved highly
versatile and adaptable, it is essential to address its
current limitations, particularly to meet the ICH M10%
guideline updates: Incurred Sample Reanalysis (ISR) and
cross-validation. At the time this study was conducted,
these requirements had not yet been incorporated into the
regulatory framework of ANVISA.*® ISR is particularly
relevant for studies involving high sample heterogeneity,
where variability in plasma protein binding, endogenous
compounds, or matrix effects may compromise the
consistency between validation and research samples.
Similarly, cross-validation is critical when methodological
changes, such as using LDTD-MS/MS instead of HPLC-
MS/MS, significantly alter analytical conditions, warranting
comparative evaluations across platforms.*-5*

As ANVISA aligns with the updated ICH M10
guidelines, integrating these additional assessments into
future studies will strengthen the reliability, flexibility, and
compliance of the method with evolving global regulatory
expectations and the dynamic landscape of bioanalytical
science.

Clinical application of the LDTD-MS/MS method in a
comparative PK study

The developed and validated LDTD-MS/MS method
proved effective in a clinical trial, enabling the assessment
of the PK of two distinct oral tablet formulations of
LAM. Through this method, precise quantification of
LAM concentrations within the linearity range of 20 to
2000 ng mL!' was achieved for a duration of up to 96 h
post-administration of the formulations. Overall, compared

High-Throughput Laser Diode Thermal Desorption-Tandem Mass Spectrometry Method

to previously reported methods for quantifying LAM in
plasma samples as such,*>*3¢ our method offers several
significant advantages. These include the use of a tiny
biological sample volume, a straightforward extraction
procedure with enhanced sensitivity, a large dynamic range,
and the shortest total analysis time reported for this drug.
To the best of our knowledge, this is the first bioanalytical
method utilizing LDTD-MS/MS for the quantitation of this
antiepileptic drug in human plasma.

Figure 4 illustrates the mean plasma concentration-
time profiles of LAM following a single oral dose of the
reference formulation and the test tablet formulation,
respectively. The primary PK parameters of LAM for the
tablet formulations are summarized in Table 3.

-o- Reference formulation

N/ Test formulation

Concentration (ng mL™)

0 12 24 36 48 60 72 84 96

Time (h)

Figure 4. The pharmacokinetic profile of LAM following oral
administration of two different formulations is depicted as plasma
concentration versus time (area under curve from zero to 96 h, AUC ).
The reference formulation (e) and the test formulation (V) were each
administered as a single 100 mg dose to 36 healthy, fasting volunteers.
The two groups did not show any meaningful distinctions. Vertical bars
indicate mean standard error.

The PK analysis demonstrated comparable performance
between the reference and test tablet formulations of

Table 3. Key pharmacokinetics (PK) parameters of LAM following a 100 mg dose of reference and test tablet formulations in healthy volunteers

Reference Test

PK parameter Method of calculating

Average SD Average SD
AUC g / (ng mL"'h) trapezoids 55469.78 17497.8 51616.36 17202.21
T/ h observed 1.66 0.62 2.45 0.72
Coux / (ng mL) observed 1516.42 361.34 1425.41 373.36

Cl

Vz/F/L ?/ ke 80.77 22.97 83.77 14.93
CIF/(Lh™") dose/AUC 1.77 0.57 1.96 0.69
t,,/h 0.693/ke 35.09 8.40 33.71 6.73

Plasma PK characteristics of LAM under fasting conditions. AUC, o, area under the plasma concentration-time curve after the last dose from zero time

to the last time point of 96 h; T,,.: observed time to reach C,,; C,..:

C,.: maximum observed plasma concentration after drug administration; Vz/F: apparent

volume of distribution; CL/F: the apparent clearance; t,,: drug half-life, ke: elimination rate constant, often obtained from the slope of the terminal phase
of a semi-logarithmic plasma concentration-time curve, and 0.693 = natural logarithm of 2. PK parameters were calculated by the non-compartmental

analysis. SD: standard deviation.
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LAM. Both formulations achieved similar drug exposure,
as reflected in their area under curve (AUC) values, with
slightly different T,,,, and C,,, (maximum observed plasma
concentration after drug administration). The apparent
clearance (CL/F) and volume of distribution (Vz/F)
were also closely aligned, suggesting comparable drug
distribution and elimination profiles. The findings indicate
that the formulations presented similar absorption,
distribution, and clearance.

The PK results also show that drug half-life (t,,,) of both
the reference and test formulations exceeds 24 h, confirming
the classification of LAM as a long half-life drug under
established guidelines. Such data confirms the suitability
of the method and the robustness of the experimental
design, supporting the use of the truncated AUCs for long
t,, drugs to ensure comparability of absorption processes
while minimizing unnecessary and potentially unethical
prolonged sampling periods."

Moreover, the PK profile obtained aligns with
previous studies on oral administration of LAM in healthy
volunteers. 6162

Conclusions

A rapid, high-throughput method for quantifying
LAM in human plasma using LDTD-MS/MS was
successfully developed and validated. LDTD-MS/MS
offers key advantages, including minimal plasma volume
requirements, high sensitivity, repeatability, low matrix
interference, and adequate LAM and IS selectivity. Our
method features a more sustainable approach by bypassing
the chromatographic separation process. Effective sample
cleanup was achieved through an optimized extraction
method, simplifying the process and enhancing specificity
with LDTD-MS/MS analysis. The linearity range of 20 to
2000 ng mL! was suitable for quantifying LAM in human
plasma for up to 96 h, enabling the determination of key
PK parameters for two different oral formulations. In our
current state of knowledge, this study represents the first
literature report of a bioanalytical method for quantitating
LAM using LDTD-MS/MS. Looking toward the future, we
plan to develop and validate LDTD-MS/MS methods that
integrate the latest ICH M 10 guideline recommendations,
including cross-validation and ISR. By addressing these
essential aspects, we aim to strengthen the alignment of
this approach with global standards and explore its potential
applications in bioanalysis and beyond.
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