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Objetivos

O desenvolvimento e avaliagdo de farmacos
envolve uma série de etapas necessarias para
garantir que possa ser adotado. Dentre essas
etapas, o estudo de degradacéo forcada (EDF)
permite avaliar preliminarmente a estabilidade
de farmacos e prever as espécies resultantes
das transformagdes, com caracterizacao
dessas espécies formadas. Esse trabalho
propde o uso das técnicas combinadas de
espectrometria de massas acopladas a
mobilidade ibnica e espectroscopia vibracional
de ions para caracterizar produtos de
degradagdo, mesmo em condi¢gdes em que 0s
produtos de degradacdo apresentem mesma
relacdo massa/carga (m/z).

Métodos e Procedimentos

As técnicas de Mobilidade i6nica de alto-campo
assimétrico  (FAIMS) e  espectroscopia
vibracional de ions por dissociagdo por
multiplos fotons no infravermelho (IRMPD)
foram combinadas para caracterizagdo dos
produtos de degradagido isobaricos do pro-
farmaco ciclofosfamida, gerados através de
hidrolise acida.

A degradacgio forcada do farmaco foi feita de
acordo com as diretrizes do ICH-Q1A. Neste
estudo, foi preparado 5 mL solugéo de farmaco
de concentragdo 3 mM em HCI 0.1N. Essa
solugao foi adicionada a um baldo de reacgéo
em um sistema sob refluxo a 70 °C por um
periodo de 3 h e posteriormente o experimento
foi repetido por 24 h. Aliquotas foram coletadas
em intervalos de 1 h e uma aliquota final de 24
h foi coletada. Todas as amostras foram
armazenas a 4° C apoés a coleta.

As analises de espectrometria de massas e das
técnicas acopladas foram feitas em um
equipamento Bruker AmaZon SL modificado
para permitir a passagem de um feixe de
radiacdo sintonizavel entre 2800 e 3800 cm
em seu ion trap.

As analises de FAIMS foram feitas com o
acoplamento de uma célula a entrada do
espectrbmetro de massas com aparato
comercial da Heartland MS. Os parametros
utilizados foram: Voltagem de Dispersao (DV):
4,5 kV, Voltagem de compensagéao (CV) de -20
V a +20 V com taxa de 4 V/min.

Resultados

Os produtos de degradagdo forcada da
ciclofosfamida foram analisados por MS e
MS/MS no modo positivo. Foi possivel
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identificar um sinal de m/z 261. Analises de
MS2? foram feitas com o ion de m/z 261 para
observar a possivel presenga de produtos de
degradagdo  isobaricos. Essas analises
revelaram fragmentos de m/z condizente com a
literatura, entretanto  foram detectados
fragmentos adicionais, indicando a presenca de
produtos de degradacdo isobaricos com a
ciclofosfamida.

Para corroborar a existéncia de populagdes de
ions com m/z 261 e possivelmente separa-las,
foram feitas varreduras de FAIMS com CV
entre -20 e +20 V. Foram encontradas duas
populagdes do ion m/z 261 com padrdo de
fragmentagdo por CID diferentes, Figura 1A.
Para finalizar a caracterizacdo dessas
populacdes foram feitas medidas de IRMPD.
Conforme a Figura 1B e 1C, cada populagéo
apresentou fragmentagdo em um comprimento
de onda, permitindo a comparagdao com
estruturas através de calculos de DFT.!
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Figura 1: Espectros de mobilidade do ion de m/z 261

Conclusoes
Neste trabalho foi possivel separar e
caracterizar um  produto isobarico de

degradacéo forcada de um farmaco através da
combinagao das técnicas de FAIMS e IRMPD,
apresentadas como alternativa para o uso
tradicional de HPLC, que requer mais tempo de
analise e maior uso de solventes. A separagao
e caracterizagao dessas espécies demonstra a
capacidade das técnicas em atuar nos casos
de amostras mais complexas e seve como
prova de conceito da separagdo de outros
isbmeros, sem necessitar da sintese de um
padrao de referéncia dessas espécies.
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