Sciex

Clinico

Nota de aplicagcao: 2107A

Pl—] g t f—o f_] I ) ( Breakaway Technologies

Analise de Vitamina A e E no Soro como um Biomarcador de

Disturbios Clinicos:

Quantificacido de Vitamina A e E no Soro em 8 Segundos por Amostra Usando LDTD-MS/MS

Pierre Picard, Jean Lacoursiére e Serge Auger
Phytronix Technologies, Quebéc, Canada

Palavras-chave: Alto rendimento, Vitamina, soro, LDTD-MS/MS

Introdugao

A vitamina A (Retinol) e E (Tocoferol) tém papéis importantes nas
fungdes fisiolégicas para manter uma boa saude. Publicagdes
cientificas relatam sua potencial implicagdo em diferentes
patogéneses causadas pelo estresse oxidativo. Seu papel como

biomarcadores é avaliado. Para grandes estudos epidemiolégicos,
técnicas analiticas precisas e de alto rendimento sdo necessdrias.

Nosso objetivo para esta nota de aplicagdo é utilizar um método
automatizado de preparacdo de amostra para a quantificagdo de
vitamina A e E no soro usando uma Unica operagdo em LDTD-MS/MS.

O LDTD-MS/MS oferece especificidade combinada com uma andlise
ultrarrapida para um método de quantificagdo incomparavel. Para
desenvolver esta aplicagdo, nos concentramos em realizar uma
preparagdo de amostra rapida e simples. As vitaminas A e E foram
analisadas e os resultados foram obtidos em menos de 8 segundos por
amostra.

Fonte de lonizagdo Luxon

O Luxon lon Source® (Figura 1) é a segunda geracéo de introducdo de
amostra e fonte de ionizagdo baseada na tecnologia LDTD® para
espectrometria de massa. Luxon lon Source® usa laser de diodo
acoplado a fibra (Figura 2) para obter uniformidade térmica
incomparavel, proporcionando mais precisdo, exatiddo e velocidade. O
processo comega com amostras secas que sdo rapidamente
evaporadas usando calor indireto. As moléculas neutras termicamente
dessorvidas sdo transportadas para uma regido de descarga de corona.
A protonacdo de alta eficiéncia e uma forte resisténcia a saturagdo
ibnica caracterizam esse tipo de ionizagéo e € o resultado da auséncia
de solvente e fase moével. Este processo de dessorgédo térmica produz
sinal de ions moleculares de alta intensidade em menos de 1 segundo
amostra a amostra e permite trabalhar com volumes muito pequenos.
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Figura 2 - Esquema da Fonte
Figura 1 - Luxon lon Source® de lonizagdo Luxon

Método de Preparacao da Amostra

Extracao automatizada de amostras

Devido a instabilidade das vitaminas A e E, as solu¢des estoque foram
preparadas em etanol (0,1% BHT). O soro agrupado foi exposto a luz
ultravioleta por pelo menos 24 horas para fotodegradar a vitamina
enddgena. O soro exposto reunido foi entdo adicionado para gerar uma
curva de calibragao e CQs.

As amostras foram transferidas para tubos com cédigo de barras,
legiveis pelo sistema de extragdo Azeo. Cada frasco com cédigo de
barras foi escaneado pelo Azeo Liquid Handler e um arquivo de lote

automatico foi criado. O sistema de extragdo Azeo (Figura 3) foi
utilizado para extrair as amostras usando as seguintes condi¢des:

. 5 uL de padrdo interno (Retinol-ds e Tocoferol-ds a 10 ug/mL em EtOH
(0,1% BHT)) foram adicionados a cada amostra
. 25 pL de amostra de soro foram transferidos dos frascos para uma
placa de pocgos fundos colocada no Lumo Vortexer
o Misturados por 30 segundos a 1000 rpm
. 25 pL de tampéo de extragdo (0,25 mM NaOH em Isopropanol: Agua
/ 3,5:7,5) foram adicionados a uma placa de pogo fundo
o Misturados por 30 segundos a 1000 rpm
. 300 pL de Hexano foram adicionados em uma placa de pogo fundo
o Misturados por 5 minutos a 1000 rpm
o Houve uma pausa de 5 minutos para separagdo de fases
. Foram adicionados 6 L da fase da camada superior em uma placa de
96 pogos LazWell™
o Secados por 1 minuto em temperatura ambiente com
fluxo de ar.
. Foram adicionados 6 pL de hidroxitolueno butilado (BHT, 100 ug/mL
em hexano) em uma placa de 96 pogos LazWell™
o Secados por 1 minuto em temperatura ambiente com
fluxo de ar.

Figura 3 - Sistema de extragdo automatizado

Paradmetros LDTD®-MS/MS
LDTD
Modelo: Luxon S-960, Phytronix
Gés carreador: 9 L/min (ar)
Padrado de laser:
. Rampa de 6 segundos para 65% de poténcia
Espera de 2 segundos

L]
MS/MS
Modelo MS: Sistema Q-Trap® 5500, Sciex
Tempo de escaneamento: 40 milissegundos
Cortina: 30
Tempo total de execugdo: 8 segundos por amostra
lonizagéo: APCI
Método de anélise: Modo MRM positivo

Tabela 1 - Transicées MRM para LDTD-MS/MS

Transicao

Retinol 269,2 — 931
Retinol-ds 274,2 - 931 32
Tocoferol 431,2 — 1651 25
Tocoferol-de 437,2 - 1711 25




Resultados e Discussdo

Teste de Validacao

Curvas de calibragdo variando de 191 a 2191 ng/mL para Retinol e de 3,1
a 43,1 [Jg/mL para Tocoferol foram preparadas em soro exposto a luz
ultravioleta. Trés amostras de soro humano foram usadas como CQ (os
valores de concentragdo enddgena foram avaliados com um método
de referéncia e usados como valor nominal). Extracdes replicadas
foram depositadas em uma placa LazWell™ e secas antes da andlise. A
area do pico contra a razdo do padrdo interno (Pl) foi usada para
normalizar o sinal.

Linearidade
As curvas de calibragdo foram tragadas usando a razdo da area do pico
e a concentragdo nominal dos padrdes. Para o teste de linearidade, o
seguinte critério de aceitag¢ao foi utilizado:

e  Aregressao linear (r2) deve ser = 0,995

A Tabela 2 mostra os coeficientes de correlagdo entre dias para o
tocoferol. Valores maiores que 0,995 foram obtidos. A Figura 4 mostra
um resultado tipico da curva de calibragdo para Tocoferol. Resultados
semelhantes foram obtidos para Retinol.

Calibration for Tocopherol-165: y = 0.16469 x + 0.02407 (r = 0.99783) (weighting: 1/x)
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Figura 4 — Curva de calibragéo para o Tocoferol

Tabela 1 - Coeficientes de correlagio da curva de calibragido entre
dias

Tocoferol
Curva 1 0,99783
Curva 2 0,99576
Curva 3 0,99624
Curva 4 0,99665
Curva 5 0,99598

Precisao e Exatidao
Para a avaliagdo da exatiddo e precisdo, foram utilizados os seguintes
critérios de aceitagéo:

—  Cada concentracdo nao deveria exceder 15% CV.

—  Cada concentragdo deveria estar dentro de 100 + 15% da

concentragdo nominal.

Para o experimento de precisdo e exatidao entre corridas, cada CQ foi
analisado em triplicata, em cinco dias diferentes. As Tabelas 3 e 4
mostram os resultados de precisdo e exatiddo entre corridas para
Retinol e Tocoferol, respectivamente. O %CV obtido ficou abaixo de
15% e a exatiddo ficou dentro de 15% do valor nominal.

Tabela 2 - Precisdo e exatidado entre corridas do Retinol

Retinol ca-L | ca-M CQ-H
Conc (ng/ml) 991 1791
N 15 15
Média (ng/ml) 9422 1755,5
sD 63,4 118.8
%CV 6.7 6,8
%Nom 951 98,0

Parametros

Tabela 3 - Precisdo e exatidao entre corridas do Tocoferol

Tocoferol CQ-L cQa-M CQ-H
Conc (pg/ml) 7.1 191 351
N 15 15 15
Média (pg/ml) 77 19,6 33,3
SD 0,8 1,0 0,7
%CV 10,4 51 23
%Nom 108,4 102,5 94,9

Estabilidade imida de extratos de amostra
Apos a extragdo, os extratos de amostra foram mantidos a -20°C em
recipientes fechados. Apds 1 dia, os extratos de amostra foram
colocados em uma placa LazWell™, secos e analisados. A precisdo e
exatiddo das amostras de CQs do Tocoferol sdo relatadas na Tabela 5.
Todos os resultados estdo dentro do intervalo de critérios aceitaveis
para 1diaa-20°C.

Estabilidade seca de amostras detectadas

em LazWell™

As amostras extraidas foram colocadas em uma placa LazZWell™, secas
e mantidas em temperatura ambiente (TA) por 1 hora antes da analise.
O tocoferol deve ser estabilizado com BHT para evitar a degradagéo do
medicamento na placa LazWell™. Os resultados de precisdo e exatiddo
das amostras de CQs do Tocoferol sdo relatados na Tabela 5. Todos os
resultados estdo dentro do intervalo de critérios aceitaveis para 1 hora
em temperatura ambiente. Uma importante perda de sinal € observada
apds 1 hora. A andlise dentro de 30 minutos apds a evaporagdo da
amostra é fortemente recomendada.

Tabela 4 - Estabilidade imida e seca do Tocoferol

(ofe] CQH CaL caM CQH

Estabilidade seca (1hora/TA) Estabilidade umida (1 dia/-20°C)

Conc (pg/ml) 35,1 71 19,1 35,1

N 3 3 3 3

Média (pg/ml) 331 82 20,1 33,8

%CV 31 0,8 2,1 1.3

%Nom 94,4 115,0 105,0 96.3

Estudo de validagdo cruzada

Amostras de soro de pacientes reais (N=6) foram testadas com este
método para correlacionar com os resultados obtidos por LC-MS/MS
tradicional. A porcentagem de diferenga entre os valores foi avaliada.
Obteve-se uma diferenca inferior a 15%. Os resultados sao relatados na
Tabela 6.

Tabela 5 — Resultado de validagédo cruzada

Vitamina A (retinol) Vitamina E (tocoferol)

LC (ng/mL) | Luxon (ng/mL) | %Dif (%) | LC (ug/mL) Luxon (ug/mL) %Dif (%)

Conclusao

O Luxon lon Source® combinado com o sistema de espectrometria de
massa Sciex Q-Trap 5500 permite andlises ultrarrapidas (8 segundos
por amostra) de Vitamina A e E no soro.

Legendas

CQ: controle de qualidade

APCI: ionizagdo quimica de pressdo atmosférica
MRM: monitoramento de reagdes mdltiplas

CE: energia de colisdo

%Nom: % nominal

Conc: concentragdo

N: nimero de amostras

SD: desvio padrao

%CV: % do coeficiente de variacdo

© 2021 Phytronix Technologies and Thermo. The trademarks mentioned herein are the property of Phytronix Technologies or Thermo or their respective owners.

For R&D use only, not for diagnostic purposes
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Introdugao

A vitamina A (Retinol) e E (Tocoferol) tém papéis importantes nas
fungdes fisiolégicas para manter uma boa saude. Publicagdes
cientificas relatam sua potencial implicagdo em diferentes
patogéneses causadas pelo estresse oxidativo. Seu papel como
biomarcadores é avaliado. Para grandes estudos epidemiolégicos,
técnicas analiticas precisas e de alto rendimento sdo necessérias.

Nosso objetivo para esta nota de aplicagdo é utilizar um método
automatizado de preparacdo de amostra para a quantificagdo de
vitamina A e E no soro usando uma Unica operagdo em LDTD-MS/MS.

O LDTD-MS/MS oferece especificidade combinada com uma anélise
ultrarrapida para um método de quantificagdo incomparavel. Para
desenvolver esta aplicagdo, nos concentramos em realizar uma
preparagdo de amostra rapida e simples. As vitaminas A e E foram
analisadas e os resultados foram obtidos em menos de 8 segundos por
amostra.

Fonte de lonizagdo Luxon

O Luxon lon Source® (Figura 1) é a segunda geracdo de introducéo de
amostra e fonte de ionizagdo baseada na tecnologia LDTD® para
espectrometria de massa. Luxon lon Source® usa laser de diodo
acoplado a fibra (Figura 2) para obter uniformidade térmica
incomparavel, proporcionando mais precisdo, exatiddo e velocidade. O
processo comega com amostras secas que sdo rapidamente
evaporadas usando calor indireto. As moléculas neutras termicamente
dessorvidas sdo transportadas para uma regido de descarga de corona.
A protonacdo de alta eficiéncia e uma forte resisténcia a saturagdo
ibnica caracterizam esse tipo de ionizagéo e € o resultado da auséncia
de solvente e fase moével. Este processo de dessorgédo térmica produz
sinal de ions moleculares de alta intensidade em menos de 1 segundo
amostra a amostra e permite trabalhar com volumes muito pequenos.
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Figura 2 - Esquema da Fonte
de lonizagdo Luxon

Figura 1 - Luxon lon Source®

Método de Preparacao da Amostra

Extracdo automatizada de amostras

Devido a instabilidade das vitaminas A e E, as solugdes estoque foram
preparadas em etanol (0,1% BHT). O soro agrupado foi exposto a luz
ultravioleta por pelo menos 24 horas para fotodegradar a vitamina
enddgena. O soro exposto reunido foi entdo adicionado para gerar uma
curva de calibragdo e CQs.

As amostras foram transferidas para tubos com cédigo de barras,
legiveis pelo sistema de extragdo Azeo. Cada frasco com cddigo de
barras foi escaneado pelo Azeo Liquid Handler e um arquivo de lote

automatico foi criado. O sistema de extragdo Azeo (Figura 3) foi
utilizado para extrair as amostras usando as seguintes condi¢des:

. 5 uL de padrdo interno (Retinol-d5 e Tocoferol-d6 a 10 ug/mL em
EtOH (0,1% BHT)) foram adicionados a cada amostra
. 25 pL de amostra de soro foram transferidos dos frascos para uma
placa de pocgos fundos colocada no Lumo Vortexer
o Misturados por 30 segundos a 1000 rpm
. 25 uL de tampéo de extragdo (0,25 mM NaOH em Isopropanol: Agua
/ 3,5:7,5) foram adicionados a uma placa de pogo fundo
o Misturados por 30 segundos a 1000 rpm
. 300 pL de Hexano foram adicionados em uma placa de pogo fundo
o Misturados por 5 minutos a 1000 rpm
o Houve uma pausa de 5 minutos para separagdo de fases
. Foram adicionados 6 L da fase da camada superior em uma placa de
96 pogos LazWell™
o Secados por 1 minuto em temperatura ambiente com
fluxo de ar.
. Foram adicionados 6 pL de hidroxitolueno butilado (BHT, 100 ug/mL
em hexano) em uma placa de 96 pogos LazWell™
o Secados por 1 minuto em temperatura ambiente com
fluxo de ar.

Figura 3 - Sistema de extragdo automatizado

Paradmetros LDTD®-MS/MS
LDTD
Modelo: Luxon SH-960, Phytronix
Gés carreador: 9 L/min (ar)
Padrado de laser:
. Rampa de 6 segundos para 65% de poténcia
Espera de 2 segundos

L]
MS/MsS
Modelo MS: LCMS-8060, Shimadzu
Tempo de escaneamento: 50 milissegundos
Tempo total de execugdo: 8 segundos por amostra
lonizagdo: APCI
Método de anélise: Modo MRM positivo

Tabela 1 - Transic6es MRM para LDTD-MS/MS

Transicao

Retinol 269,2 — 93,1
Retinol-ds 2742 — 931 25
Tocoferol 431,2 —165,1 20
Tocoferol-ds 4372 — 1711 20




Resultados e Discussdo

Processo de preparag¢ao de dados
Espectrémetros de massa sdo sistemas de aquisi¢do de dados que ndo
foram projetados para lidar com poucos segundos de sinal por amostra.
A sequéncia de sincronizagdo adiciona de 6 a mais de 15 segundos
entre cada amostra. Para contornar isso, todas as amostras sdo
adquiridas em um Unico arquivo (Figura 4). Para permitir a andlise
desses dados, o software Cascade foi projetado para detectar, dividir e
integrar cada pico de amostra adquirido em um Unico arquivo.
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Figura 3 — Arquivo tnico de dados do espectrometro de massa para
96 amostras. Transig¢ao retinol-ds.

Teste de validagao

Curvas de calibragdo variando de 191 a 2191 ng/mL para Retinol e de 3,1
a 43,1 ng/mL para Tocoferol foram preparadas em soro exposto a luz
ultravioleta. Trés amostras de soro humano foram usadas como CQ (os
valores de concentragédo enddgena foram avaliados com um método
de referéncia e usados como valor nominal). Extracdes replicadas
foram depositadas em uma placa LazWell™ e secas antes da analise. A
4rea do pico contra a razdo do padrdo interno (PI) foi usada para
normalizar o sinal.

Linearidade

As curvas de calibragdo foram tragadas usando a razédo da area do pico
e a concentragdo nominal dos padrdes. Para o teste de linearidade, o
seguinte critério de aceitagdo foi utilizado:

e Aregressao linear (r2) deve ser = 0,99

Figura 4 mostra um resultado tipico da curva de calibragdo para
Tocoferol. Resultados semelhantes foram obtidos para o Retinol.
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Figura 4 — Curva de calibragéo do Tocoferol

Precisao e Exatidao

Para a avaliagdo da exatidao e precisdo, foram utilizados os seguintes
critérios de aceitagdo:

—  Cada concentragao nao deveria exceder 15% CV.

—  Cada concentragdo deveria estar dentro de 100 + 15% da

concentragdo nominal.

Para o experimento de preciséo e exatiddo entre corridas, cada CQ foi
analisado em triplicata, em cinco dias diferentes. As Error! Reference
source not found. e 3 mostram os resultados de precisdo e exatiddo
entre corridas para Retinol e Tocoferol, respectivamente. O %CV
obtido ficou abaixo de 15% e a exatidao ficou dentro de 15% do valor
nominal.

Tabela 1 - Precisdo e exatiddo entre corridas do retinol

Retinol
Conc (ng/ml)
N
Média (ng/ml)
SD
%CV
%Nom

Conc (pg/ml)
N |
Média (ng/ml)
SD
%CV
%Nom

Estudo de validacdo cruzada

Amostras de soro de pacientes reais (N=6) foram testadas com este
método para correlacionar com os resultados obtidos por LC-MS/MS
tradicional. A porcentagem de diferenga entre os valores foi avaliada.
Obteve-se uma diferenca inferior a 15%. Os resultados sdo relatados na
Tabela 3.

Tabela 3 — Resultado de validagao cruzada

Vitamina A (retinol) Vitamina E (tocoferol)
LC Luxon %Dif LC Luxon %Dif
(ng/mL) (ng/mL) (%) (ng/mL) | (ng/mL) (%)

Conclusao

O Luxon lon Source® combinado com o sistema de espectrometria de
massa Shimadzu LCMS-8060 permite andlises ultrarrépidas (8
segundos por amostra) de Vitamina A e E no soro.

Legenda:

CQ: controle de qualidade

APCI: ionizagdo quimica de presséo atmosférica
MRM: monitoramento de reagdes multiplas

CE: energia de colisdo

Conc: concentragdo

N: ndmero de amostras

SD: desvio padrao

%CV: % do coeficiente de variagado

%Nom: % nominal

© 2021 Phytronix Technologies and Thermo. The trademarks mentioned herein are the property of Phytronix Technologies or Thermo or their respective owners.

For R&D use only, not for diagnostic purposes
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Introdugao

A vitamina A (Retinol) e E (Tocoferol) tém papéis importantes nas
fungdes fisiolégicas para manter uma boa saude. Publicagdes
cientificas relatam sua potencial implicagdo em diferentes
patogéneses causadas pelo estresse oxidativo. Seu papel como
biomarcadores é avaliado. Para grandes estudos epidemiolégicos,
técnicas analiticas precisas e de alto rendimento sdo necessarias.
Nosso objetivo para esta nota de aplicagdo é utilizar um método
automatizado de preparacdo de amostra para a quantificagdo de
vitamina A e E no soro usando uma Unica operagdo em LDTD-MS/MS.
O LDTD-MS/MS oferece especificidade combinada com uma andlise
ultrarrapida para um método de quantificagdo incomparavel. Para
desenvolver esta aplicagdo, nos concentramos em realizar uma
preparagdo de amostra rapida e simples. As vitaminas A e E foram
analisadas e os resultados foram obtidos em menos de 8 segundos por
amostra.

Fonte de lonizagdo Luxon

O Luxon lon Source® (Figura 1) é a segunda geracdo de introdugdo de
amostra e fonte de ionizagdo baseada na tecnologia LDTD® para
espectrometria de massa. Luxon lon Source® usa laser de diodo
acoplado a fibra (Figura 2) para obter uniformidade térmica
incomparavel, proporcionando mais precisdo, exatiddo e velocidade. O
processo comega com amostras secas que sdo rapidamente
evaporadas usando calor indireto. As moléculas neutras termicamente
dessorvidas sdo transportadas para uma regido de descarga de corona.
A protonacdo de alta eficiéncia e uma forte resisténcia a saturagdo
ibnica caracterizam esse tipo de ionizagéo e € o resultado da auséncia
de solvente e fase mével. Este processo de dessorgdo térmica produz
sinal de ions moleculares de alta intensidade em menos de 1 segundo
amostra a amostra e permite trabalhar com volumes muito pequenos.
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Método de Preparacao da Amostra

Extracdo automatizada de amostras

Devido a instabilidade das vitaminas A e E, as solugdes estoque foram
preparadas em etanol (0,1% BHT). Solugdo de soroalbumina bovina
(BSA, 40 mg/mL) foi utilizada como matriz negativa. A matriz BSA foi
entdo adicionada para gerar uma curva de calibragdo e CQs.

As amostras foram transferidas para tubos com cédigo de barras,
legiveis pelo sistema de extragdo Azeo. Cada frasco com cdédigo de
barras foi escaneado pelo Azeo Liquid Handler e um arquivo de lote
automatico foi criado. O sistema de extragdo Azeo (Figura 3) foi
utilizado para extrair as amostras usando as seguintes condi¢oes:

e 5yl de padrdo interno (Retinol-ds e Tocoferol-ds a 10 pg/mL
em EtOH (0,1% BHT)) foram adicionados a cada amostra
e  25pL de amostra de soro foram transferidos dos frascos para
uma placa de pogos fundos colocada no Lumo Vortexer
o  Misturados por 30 segundos a 1000 rpm
e 25 puL de tampdo de extracdo (0,25 mM NaOH em
Isopropanol: Agua / 3,5:7,5) foram adicionados a uma placa
de pogo fundo
o  Misturados por 30 segundos a 1000 rpm
° 300 pL de Hexano foram adicionados em uma placa de pogo
fundo
o  Misturados por 5 minutos a 1000 rpm
o  Houve uma pausa de 5 minutos para separagdo de
fases
° Foram adicionados 6 uL da fase da camada superior em uma
placa de 96 pogos LazWell™
o  Secados por 1 minuto em temperatura ambiente
com fluxo de ar.
. Foram adicionados 6 uL de hidroxitolueno butilado (BHT, 100
pg/mL em hexano) em uma placa de 96 pogos LazWell™
o  Secados por 1T minuto em temperatura ambiente
com fluxo de ar.

Figura 3 - Sistema de extragédo automatizado

Parametros LDTD®-MS/MS
LDTD
Modelo: Luxon T-960, Phytronix
Gas carreador: 9 L/min (ar)
Padrdo de laser:
° Rampa de 6 segundos para 65% de poténcia
MS/MS
Modelo MS: Thermo Vantage, Thermo Fisher Scientific
Tempo de escaneamento: 50 milissegundos
Tempo total de execugdo: 8 segundos por amostra
lonizagéo: APCI
Método de anélise: Modo MRM positivo

Tabela 1 - Transigées MRM para Luxon-MS/MS

Transicdo

Retinol 269,2 > 93,1
Retinol-ds 2742 > 931
Tocoferol 431,2 > 165,1 20
4372 > 1711 20

Tocoferol-ds




Resultados e Discussdo

Teste de validacgao

Curvas de calibragdo variando de 200 a 4000 ng/mL para Retinol e de
1,5 a 30 ug/mL para Tocoferol foram preparadas em BSA (40 mg/mL).
Trés CQs foram preparados na mesma matriz negativa. Extragdes
replicadas foram depositadas em uma placa LazWell™ e secas antes da
anélise. A area do pico contra a razdo do padrdo interno (PI) foi utilizada
para normalizar o sinal.

Linearidade

As curvas de calibragdo foram tragadas usando a razédo da &rea do pico
e a concentragdo nominal dos padrdes. Para o teste de linearidade, o
seguinte critério de aceitagao foi utilizado:

e Aregressao linear (r2) deve ser = 0,99
Tabela 2 mostra os coeficientes de correlagdo entre dias para Retinol e
Tocoferol. Valores maiores que 0,995 foram obtidos. A Figura 4 mostra
um resultado tipico da curva de calibragdo para Tocoferol. Resultados
semelhantes foram obtidos para o Retinol.
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Figura 4 — Curva de calibragédo do Tocoferol

Tabela 2 — Coeficientes de correlagédo da curva de calibragdo entre

dias
Retinol Tocoferol
Curva 1 0,9974 0,9958
Curva 2 0,9976 0,9972
Curva 3 0,9981 0,9954
Curva 4 0,9977 0,9953
Curva 5 0,9981 0,9950

Precisdo e Exatidao
Para a avaliagdo da exatiddo e precisao, foram utilizados os seguintes
critérios de aceitagdo:
—  Cada concentragdo ndo deveria exceder 15% CV.
—  Cada concentragédo deveria estar dentro de 100 + 15% da
concentragdo nominal.

Para o experimento de preciséo e exatiddo entre corridas, cada CQ foi
analisado em triplicata, em cinco dias diferentes. As Tabelas 3 e 4
mostram os resultados de precisdo e exatiddo entre corridas para
Retinol e Tocoferol, respectivamente. O %CV obtido ficou abaixo de
15% e a exatiddo ficou dentro de 15% do valor nominal.

Tabela 3 - Precisdo e exatidao entre corridas do retinol

CQ-H
2000 3000
15 15
1940,0 3018,8
193,0 253,0
9.9 8.4
97.0 100,6

Conc (pg/ml)
N

Média (pg/ml)
SD

%CV 2.8 74 8,6
%Nom 103.8 100,6 96,0

Estabilidade imida de extratos de amostra
Apos a extragdo, os extratos de amostra foram mantidos a -20°C em
recipientes fechados. Apds 1 dia, os extratos de amostra foram
colocados em uma placa LazWell™, secos e analisados. A precisdo e
exatiddo das amostras de CQs do Tocoferol sdo relatadas na Tabela 5.
Resultados semelhantes foram obtidos para Retinol. Todos os
resultados estdo dentro do intervalo de critérios aceitaveis para 1 dia a
-20°C.

Estabilidade seca de amostras detectadas

em LazWell™

As amostras extraidas foram colocadas em uma placa LazWell™, secas
e mantidas em temperatura ambiente (TA) por 1 hora antes da anélise.
O tocoferol e o retinol devem ser estabilizados com BHT para evitar a
degradagdo do medicamento na placa LazWell™. Os resultados de
precisdo e exatiddo das amostras de CQs do Tocoferol sdo relatados na
Tabela 5. Todos os resultados estdo dentro do intervalo de critérios
aceitdveis para 1 hora em temperatura ambiente. Resultados
semelhantes foram obtidos para Retinol. Uma importante perda de
sinal é observada apds 1 hora. A anélise dentro de 30 minutos apds a
evaporagdo da amostra é fortemente recomendada.

Tabela 5 - Estabilidade imida e seca do Tocoferol

Parametros | Estabilidade seca (1 hora / TA) Estabilidade imida (1dia / -20°C)

(ofe] \ CQH caL caM CQH

Conc (pg/ml) 22,5 4,5 15 22,5

N \ 3 3 3 3

Média (ng/ml) 219 4,7 15,2 22,5

%CV 8.3 32 6.6 10,4

%Nom 97.1 105,3 1013 100,0

Estudo de validacdo cruzada

Amostras de soro de pacientes reais (N=6) foram testadas com este
método para correlacionar com os resultados obtidos por LC-MS/MS
tradicional. A porcentagem de diferenga entre os valores foi avaliada.
Obteve-se uma diferenca inferior a 15%. Os resultados sao relatados na
Tabela 6.

Tabela 6 — Resultado de validagao cruzada

Vitamina A (retinol) Vitamina E (tocoferol)

LC (ng/mL) Luxon (ng/mL) %Dif (%) | LC(ug/mL) Luxon (ug/mL)| %Dif (%)

Conclusao

O Luxon lon Source® combinado com o sistema de espectrometria de
massa Thermo Vantage permite anélises ultrarrapidas (8 segundos por
amostra) de Vitamina A e E no soro.

Legenda:

CQ: controle de qualidade N: nimero de amostras
APCI: ionizag&o quimica de pressdo atmosférica SD: desvio padréo

MRM: monitoramento de reagdes milltiplas %CV: % do coeficiente de variagao
CE: energia de coliséo 9%Nom: % nominal

Conc: concentragao
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