MARCUS VINICIUS FERREIRA DE ARAUJO

DESENVOLVIMENTO METODOLOGICO PARA
QUANTIFICACAO DE MINOCICLINA EM PLASMA
HUMANGO. Analise realizada pela técnica de “High

Performance Liquid Chromatography” (HPLC)
acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS-MS).

gt
H

0AED:

?/

QA0 F

Este exemplar corresponde 4 versio final da Dissertacdo
de Mestrado, apresentada d de Pos-Graduagdo da

. Faculdade de Ciéncias Médicas - UNICAMP, para
obtencie do Titulo de Mestre em Farmacologin do
Bidlogo Marcus Vinicius Ferreira de Araijo.

Prof. Dr. Gilberto de Nucci
- Orientador -

CAMPINAS

2002




HI

MARCUS VINICIUS FERREIRA DE ARAUJO

DESENVOLVIMENTO METODOLOGICO PARA
QUANTIFICACAO DE MINOCICLINA EM PLASMA
HUMANO. Andlise realizada pela técnica de “High

Performance Liquid Chromatography” (HPLC)

acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS-MS).

Dissertagcao de Mestrado apresentada a Pos-
Graduagao da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de
Campinas, UNICAMP, para obtencdo de
Titulo de Mestre em Farmacologia.

Qrientador: Prof. Dr. Gilberto de Nucci

CAMPINAS

2002

URIGANP

BILIOTECA LENTRAL



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

UNICAMP

Ari5d

Araljo, Marcus Vinicius Ferreira de

Desenvolvimenio metodolégico para quantificagio de minociclina
em plasma humano. Andlise realizada pela técnica de “High
Performance Liquid Chromatography” (HPLC) acoplada &
espectrometria de massas (LC-MS-MS). / Marcus Vinicius Ferreira
de Aratjo, Campinas, SP : [s.n.], 2002.

Orientador : Gilberto de Nucci
Dissertagdo ( Mestrado) Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Bioestatistica. 2. Espectrometria de massas. 3. *Analise
quantitativa. 4. *Cromatografia liquida. 1. Gilberto de Nucei. 11
Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de Ciéncias Médicas.
Il Titulo.

upDADE L
OUHAMADAT 10, i

EX

¥ & ; =
TOMBO sczé 0 1Y

PROC, i~ b0

¢l of]

PRECO _ . Mo
DATA | ahioLind

N
oy, WJM

x\w‘i'i’%

n f “M
- w3 g s e
2L ‘?! 7/ g 7




Y

Y
«.’

UNICAMP

Banca Examinadora da Dissertacao de Mestrado

Orientador:

Prof. Dr. Gilberto de Nucei -

Membms;:ﬁ S

ﬁF’rof Dr G:Iberta de Nucm

Pref Dr ancusca deee Aokt

'Prcfa Dra Prenna Sueh chate

Programa de Pés-Graduagdo em Farmacologia da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de Campinas.

Data: 05/12/2002




Vil
AGRADECIMENTOS

DEDICQ ESTE TRABALHO:

Ao GABRIEL e FERNANDA GALANTE (filho
e esposa) pelos momentos de
paciénecia, cumplicidade, amor e de
muita alegria, e por fazerem parte
de todas as fases do desenvolvimento
deste trabalho e principalmente de

minha vida.. .. vt it e i e



X
AGRADECIMENTOS

A Deus, pela graga de estar vivo e poder realizar meus sonhos
e o0os de outras pessoas.

Aos meus palis Rosdlia e Osvaldo pelo amor, compreensdo e
seguranca desde 0s meus primeiros passos até hoje.

Aos meus irmdos Karen, César, Kétia e Osvaldc pela companhia,
amizade, sobrirnhos (Pedro, Mateus, Beatriz e Hugo), que

mantém o sentido da palavra familia.



Xi
AGRADECIMENTOS

AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Gilbertc De Nucci, pela oportunidade de
acuisigdoc de mnovos conhecimentos, paciéncia, crescimento
cientifico e exemplo de grandeza na arte de saber viver.

Ao Prof. Dr. Marcelo Muscarad pelo apcoio durante a
trajetéria deste trabalho.

Ao Mauro Sucupira pelo apoio técnico e suporte de
conhecimentos na &rea deste trabalho.

Ac Rafael e Paulo por fornecerem figuras e comentdrios
importantes durante meu aprendizado.

Aos Colegas do ICB-USP pela convivéncia agradédvel e
conversas descontraidas durante este trabalho e, também, o0
trabalho didrio, gque todos sabem gue sem diversio seria
mondtono demais: Yuri, Jairo, Kleber, Maurifran, Vinicius,
Eder, Dorival........v.uou... E as meninas, Débora, Sildene,
Marcia e Simone............

A todas as pessoas gue de uma forma ou de outra me
ajudaram na elaborag&o deste trabalho e cujos nomes n&oc foram
mencionados agquil.



Xl
RESUMO

Resumo



). 4%
RESUMO

Resumo

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um meélodo sensivel para
guantificar minociclina em plasma humano. A minociclina foi guantificada em
plasma humano pela técnica de cromatografia liquida acoplada ao espectrometro
de massas (LC-MS/MS), usando a claritromicina como padrio interno. A
minociclina e o padrdo interno — claritromicina, foram extraidos de plasma
humano através de uma extracdo liquido-liqguido composta de Diethyi-
éter/diclorometano (70:30). Apés a retirada do solvente, os farmacos foram
dissolvidos em um pequeno volume de fase mével, sendo gue uma aliguota desta
amostra fol analisada por cromatografia liquida de fase reversa acoplada ao
espectrometro de massas sequencial no modo “eletrospray” positivo , sendo o ion
filno monitorado, previamente selecionado no modo de monitoragio de reagéo
multipla (MRM). O método foi considerado répido ( extracéo liquida simples e
tempo de corrida inferior a 3 minutos) e sensivel { limite de quantificacido de
5 ng/mL), e sendo empregado em estudo de bioequivaléncia de duas formulagtes
de concentracdo 100 mg em 24 voluntarios sadios.
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Abstract

The objective of this work was to develop a suitable method for
measurement of minocycline in human plasma. Minocycline was determined in
human plasma by liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry
(LC-MS/MS) using clarithromycin as an internal standard. Minocycline and the
internal standard Clarithromycin are extracted from human plasma by liquid-liquid
extraction using a mixture of Dlethyl-etei/Diciorometane (70:30). After removal of
the solvent, the analytes were dissolved in a small volume of mobile phase, an
afiquot of which was analyzed by combined reversed phase liquid chromatography
tandem mass spectrometry with positive ion electrospray ionization using selected
daughter ion monitoring (MRM). The method was considered fast (single liquid
extraction and run time of < 3 min) and sensitive (limit of quantitation of 5 ng/ml)
and it was employed in a bioequivalence study of two 100mg tablet formulations in

24 healthy volunteers.
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1. Espectrometria de massas (MS)

A técnica de espectrometria de massas (MS) estda emergindo como
ferramenta importante para a pesquisa bioquimica e se estabelecendo como
método sensivel, o qual possibilita a andlise de moléculas que podem apresentar
tamanhos variados, de acordo com © seu pesc molecular (NIESSEN, 1999;
SIUZDAK, 1996).

Avangcos no desenvolvimento tecnoldgico tém se tornado de vital
importancia para o ramo da biotecnologia (SIUZDAK, 1996), visto gue a utilidade
destes instrumentos tornou rotina a andlise de compostos incluinde proteinas,
peptideos, carboidratos, oligonucleotideos, produtos naturais entre outros
compostos. A alta sensibilidade e seletividade auxilia na quantificacdo de
amostras na escala de grandeza que pode atingir de picomol a fentomol, e
tambem possibilita a analise direta de fluidos biolégicos com o uso de quantidades
minimas de amostras (NIESSEN, 1999; LAGERWERF e cols., 2000).

Recentemente, combinag&o entre “high performance liquid chromatography”
(HPLC) e espectrometria de massas (MS), conhecida por LC-MS/MS, apresenta-
se como tecnica de analise que une a eficiéncia das colunas cromatograficas na
separagdo de misturas complexas com elevada capacidade de identificagéio de
substancias, pela apresentacdo do espectro de massas. O espectrdmetro de
massas € um dispositivo analitico, que tem a capacidade de determinar o peso
molecular de compostos quimicos através da separagdo dos ions moleculares de
acordo com a sua relag@o massa/carga (m/z), sendo que estes ions sdo gerados
pela perda ou ganho de uma carga (SIUZDAK, 1996), e pode ainda auxiliar na
determinagac da estrutura do composto em questdo (SILVERSTEIN e cols., 1994;
SIUZDAK, 1996). Para uma amostra ser analisada, deve ser introduzida no
aparelho, o qual apresenta vacuo constante, podendo ser realizada diretamente
no “probe” com o auxilic de agulhas hipodérmicas, ou através de capilar ligado a
uma coluna (LAGERWERF e cols.). No caso de insergdo direta no “probe”, a
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amostra deve ser introduzida na camara de vécuo, e direcionada para a regido de
ionizacdo do espectrdmetro de massas. A amostra, previamente dissolvida em
solugdo organica (acetonitrila ou metanol), passa através de orificio ¢ qual é
aquecido a fim de se obter vaporizacdo na c&mara de vacuo (SILVERSTEIN e
cols., 1994). Este procedimento tem por finalidade aumentar a dissolugio térmica
e alcancar a vaporizacéo e ionizagdo do composto que ira ser analisado. Também
existe a possibilidade de ser realizada infusdo direta de liquido ou sélido nesta
camara, mas consequentemente pode ocorrer reducdo nos limites de deteccéo,
sendo provavel efeito de baixa volatilidade ou estabilidade térmica, por este
motivo, a ionizacdc deve ocorrer, preferenciaimente na forma de vapor
(SILVERSTEIN e cois., 1994; GILBERT & OLAH, 1996; SIUZDAK, 199¢;
LAGERWERF e cols., 2000j.

De acordo com SILVERSTEIN e cols., 1994 e SIUZDAK, 1996, a infra-
estrutura minima para que se possa realizar quantificagéo ou identificacdo, é a
capacidade de se registrar os dados referentes a massa molecular, obtidos do
composto, com auxilio de computador. Contudo, levando-se em consideracio ¢
nimero de massa obtido com o processo de ionizagéo, o equipamento deve ter a
capacidade de distinc8o entre 0s espectros obtidos, como por exemplo, um pico
de massa 400 deve ser diferente de 399, assim como de 401 (SILVERSTEIN e
cols., 1994; SIUZDAK, 1996). O processo de infusdo capilar € mais utilizado,
devido a facilidade de se introduzir pequenas quantidades de amostras no
espectrometro de massas. Este processo estd sendo associado com a separacéo
das amostras incluindo a cromatografia gasosa (GC) e cromatografia liquida (LC),
as quais tém por finalidade separar os componentes presentes na solugéo, para
posterior analise de massa. Nos anos 80, as técnicas de ionizagdo de
cromatografia liquida ndo se apresentavam de maneira satisfatéria nos casos
onde as amostras a serem analisadas apresentavam-se em concentragdes baixas
e com fluxos do aparelho relativamente altos. Contudo, ocorreu o desenvolvimento
de novas técnicas de ionizacdo com a finalidade de que a cromatografia liquida
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acoplada ao espectrOmetro de massas (LC-MS) tivesse utilidade rotineira. A partir
do momento em que iniciou-se a utilizacgo do espectrometro de massas como um
de detectorffiliro de massas, as técnicas cromatograficas, assim como a
informacdo obtida a partir da massa, tornou-se valiosa para o processo de
identificacdo de compostos quimicos (SIUZDAK, 1996; NIESSEN, 1999;: CHOI e
cols., 2001).

2. Técnicas de ionizac@oc a pressao atmosférica

As tecnicas relacionadas com o processo de ionizagdo tém passado por
drasticas mudancas nos tltimos tempos. Estas técnicas visam o favorecimento de
uma andlise facil e rdpida, a qual requer preparagéo prévia e elaborada da
amostra (SIUZDAK, 1996; GASKELL, 1997; SUBMUTH & JUNG, 1999). A
primeira técnica desenvolvida para realizagdo de ionizacdo a fim de analisar
compostos quimicos, nos anos 80, foi a ionizag&o por impacto de elétrons (IE), a
qual apresentava limitagbes relacionadas com a massa molecular de alguns
compostos, fato este que favoreceu o desenvolvimento de novas técnicas que
objetivassem a analise de biomoléculas pouco conhecidas (GASKELL, 1997,
CHOI, 2001).

A ionizagao de elétrons desempenha, na atualidade, importante fungéo
relacionada com andlise rotineira de pequenas moiéculas. Para isso, a amostra
deve ser liberada na forma gasosa, que pode ser auxiliada pelo vacuo presente no
espectrometro de massas em conjunto com o aquecimentc facilitando este
processo. Uma vez na fase gasosa, o composto passa para a regido/camara de
ionizagdo de elétrons, onde entra em contato com a coluna de elétrons. O feixe de
amostra entra na camara de ionizagao, local este, onde ocorre o bombardeamento
através de feixe eletrbnico perpendicular emitido por um filamento aquecido,

promovendo produgdo dos ions positivos através da interagdo com o feixe
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gletrdnico, passando pela primeira fenda de aceleracdo com o auxilio de um
campo eletrostatico forte (70 volts), gerande a aceleragdo dos ions em
velocidades adequadas. Com a utilizacdo de campo magnétice variado temes a
obtencéio do espectro, com 0s ions mais pesados sendo focalizades na fenda do
coletor. Em grande parte dos aparelhos, uma varredura de massa de 12-500 pode
ser realizada em segundos (SILVERSTEIN e cols.,, 1984; SIUZDAK, 1996;
NIESSEN, 1989). Contudo, para compostos que apresentem pesc molecular
acima de 4000 Da, observa-se diminuigcdo significativa com relacdo a utilidade da
ionizagéo. A necessidade de que a amostra seja termicamente dissolvida na fonte
de ionizagdo, freglentemente leva a prévia decomposicdo pelo processo de
vaporizagéo, e tendo-se como os principais problemas associados com este fato,
a nao volatilidade de grandes moléculas, decomposicdo térmica e até mesmo
fragmentaco excessiva (SAKAIR! & YERGEY, 1991; SILVERSTEIN e cols., 1994;
NIESSEN, 1999).

2.1 lonizagdo em “eletrospray” (IES)

Uma descricdo basica para este processo, é gue uma solugdo de um
analito qualquer passa por um capilar que esta submetido a um alto potencial, ou
seja, um campo elétrico altamente carregado promove a formacéo de uma névoa
de gotas altamente carregadas (FIGURA 1). Neste momento, as gotas sofrem
redugdo se transformando em particulas menores pelo processo de evaporagéo
do solvente, fato este, que eleva a densidade de cargas altamente carregadas
(HARGER e cols., 1994), (FIGURA 2). Tanto o gas seco ou quente, ou ambos s&o
aplicados &s gotas antes de sua passagem para o vacuo do espectrometro de
massas, promovendo evaporagéo do solvente da superficie. Com a diminuigdo de
tamanho das gotas previamenie formadas, ocorre aumento na densidade do
campo elétrico, gerando repulsdo mutua e acentuada entre as cargas nesia
superficie, podendo acabar por exceder a forca de tensao superficial, com os fons
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sendo direcionados para o orificio através de lentes eletrostaticas e
posteriormente levadas para o analisador de massas (LOVEY, 1993; SIUZDAK,
1996; NIESSEN, 1999).

Este tipo de ionizagdo tem como caracteristica marcante a formagéo de
muiltiplas moleculas com cargas e sendo gue o espectrémetro de massas mede a
relagdo m/z, € possivel analisar um grupo amplo de moléculas com este aparelho,
e estes encontrando-se acoplados a computadores que possuam programas
especificos auxiliam no célculc dos pesos moleculares (SILVERSTEIN e cols.,
1994; NIESSEN, 1999; LAGERWERF e cols.,, 2000). A utilizagdo de um gds
nebulizador facilitou a nebulizagdo de solugdes emergentes dos capilares,
originando uma nova técnica chamada de “ionspray”, isto ¢, jato de ions (BRUINS
e cols., 1987; BRUINS, 1991; HOPFGARTNER e cols., 1993), sendo esta técnica
incorporada a instrumentos anteriormente comercializados, afim de se promover
evaporag@o das gotas com a temperatura da interface sendo completamente
controlada (BRUINS e cols.,, 1987, BRUINS, 1991; HOPFGARTNER e cols.,
1993). De acordo com SIUZDAK, 1996, NIESSEN, 1999 e LAGERWERF ¢ cols.,
2000, podemos relacionar as vantagens e desvantagens do IES, da seguinte
forma:

L VANTAGENS

1. Alcance de massa até 70.000Da;
Boa sensibilidade, podendo ir de picomol & fentornol;

Boa ionizagao;

Eal A

Facil adaptacao a cromatografia liquida;

5. Facil adaptagao para o triplo quadrupdlo, condizente para analise estrutural;
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. DESVANTAGENS

1. Baixa tolerancia a sais;

2. Dificuldade de limpar o aparelho contaminade devido a alta sensibilidade para
certos composios;

3. Baixa toler&ncia & misturas, sendo a pureza da amostra muito importante;

Contador Captor de giétrons
de elétrons {Skimmer)

[
E

Gradiente de preésﬁo

Electrospray
capitar

Solugao \
..——-——-M-n”

de amosiras

Analisador de massas (M"S)
i

Alto vacuo

+ HV

Gradiente de potencial

» Figura 1 - Esquema mostrando a entrada de uma amostra que ird passar
pelo capilar da fonte de ionizagio “eletrospray” submetido a potencial
elétrico, favorecendo a formagéo de gotas elétricamente carregadas, que
irdo de encontro ao contador e captador de elétrons, chegando ao
analisador de massas (MS).

O mecanismo de acdo do “eletrospray” pode ser dividido em formacgéo e
fracionamento da gota e formag&o de ions gasosos. A solugdo que vai em dirego
a ponta do capilar do “eletrospray” sofre elevado potencial elétrico, com os ions
positivos sendo acumulados na superficie e se dirigindo para o cone com o auxilio
de um gradiente de pressado e de potencial. O tamanho da gota formada depende
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de fatores como o potencial aplicado, a velocidade de fluxo da solucdo e as
caracteristicas do solvente utilizado. A amostra pode ser injetada diretamente com
o auxflio de uma bomba de infus&o ou mesmo ser um efluente oriundo da coluna
do cromatégrafo liguido (HOPFGARTNER e cols., 1993a). Um ponto importante
desta técnica € que antes da interacdo com o espectrdmetro, ¢ sclvente
excedente € removido, sendo que a primeira técnica utilizada para este caso foi a
adocdc de diferentes temperaturas através de uma drea continua de transporie
que existe entre o “eletrospray” e o analisador do MS, assim as gotas aquecidas
sofrendo evaporagéo e o soluto residual sendo transportado para a regido anterior
a fonte de ions, sendo aquecido novamente para obtencédo da volatilizagéo final
(VESTAL e cois., 1984; VORESS, 1994; BRUINS, 1998). O final do capilar
encontra-se direcionado para um orificio pequeno no final oposto da sua regio de
vacuo. As moleculas de solvente gue possuem baixo peso molecular s@o
rapidamente difundidas e bombeadas para fora. Contudo, os fons moleculares e
grupos idnicos com massa molecular mais elevada com relacédo ao solvente,
tendem a atingir o alvo no final da regido de admisséo de vacuo. O nitrogénio, um
gas seco, auxilia na evaporacdo das gotas e como uma “barreira” para grupos
idnicos desconhecidos, passando pelo final do capilar, com isso os ions de massa
molecular maior passam e chegam ao orificio (nozzle) e ao captador de elétrons.
O orificio acima citado, possui forma conica, fato que melhora a separagéo das
amostras de jons com o auxilio do potencial elétrico aplicado nesta regigo, com a
amostra passando ao analisador do espectrdmetro, local de medida da razdo
massa/carga (HAGER e cols., 1994; BRUINS, 1998).
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MHT Pump

@.T

e
-+ - WMy
’ @
7 S H* : Pump
Gota Gotas ' Espécies ionicas
menores

s Figura 2 — Esquema exemplificando o que acontece com uma soluga@o ao
entrar no aparelho; uma gota maior ac sofrer o potencial aplicado (elétrico)
acaba diminuindo de tamanho, pela evaporagdc do solvente, se

transformando em goticulas carregadas positiva ou negativamente,

2.2 lonizacdo quimica a Pressdo Atmosférica - Atmosferic Pressure
Chemical lonization (API)

Grande numero de pesquisas foram realizadas objetivando uma melhor
combinac&o entre LC e MS e os melhores resultados foram oriundos da técnica de
ionizacdo a pressdo atmosférica (API), (ARPINO e cols., 1979 e 1985; BRUINS,
1994a). Esta tecnologia se utiliza de duas interfaces para LC-MS, que estado
baseadas na ionizacdo em “eletrospray” e em APl (HIRABAYASH]I e cols., 1997,
BRUINS e cols., 1987; BRUINS, 1991 e 1994). O funcionamento deste aparelho
se da da seguinte forma: o efluente que passa pela coluna do cromatdgrafo sofre
nebulizacdo em dire¢do ao interior de uma regido formadora de ions (ionspray)
sobre pressdo atmosférica, sendo esta nebulizag&o realizada pneumaticamente e
pela agdo de campo elétrico elevado. A produgéo dos fons ocorre pela evaporagac
das gotas altamente carregadas através de reagdes de ions moleculares na fase
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gasosa Iniciada pelos elétrons provenientes de uma descarga (Atmosferic
pressure chemical ionization, APCl) ou pela formagdo de microgoticulas pela
evaporacdo do solvente e varias explosdes eletrodindmicas (SAKAIR! &
KAMBARA, 1989; SAKAIR| & YERGEY, 1891; NIESSEN, 1999). Os fons, o vapor
de solvente e o nitrogénio sdo direcionados & um dispositivo para amostras iénicas
no interior de um sistema de bombas, local onde sofre expansdo nesta regiao de
baixa pressao (FIGURA 3A e 3B).
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« Figura-3A - Esquema demonstrando o caminhc percorrido por uma
amostra até a sua chegada nos quadrupdlos: a amostra é inserida no
probe, sofrendo a agédo de gases nebulisadores e disolvatadores, passa
pelo cone e vai de encontro ao cone de exiragdo passando por um
sistema de lentes e seguindo em diregdo ao analisador.
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Apds o coletor de eletrons, encontra-se uma bomba de segundo estagio, com
dispositive de transferéncia que direciona os ions para a cémara do analisador
(SAKAIRI & KAMBARA, 1989) (FIGURA 3B).

- {a) Cofetor de elétrons {Skimmer)

{5} Cone de amostras (Samaie cone;

]
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(e} Contador de eldtrons {Counter electioge) |

!
{d) Lentes do coletor (Skimmer Lens)

(e} Sonda do slectrospray {Probe) !

L
I I ‘ .
Analisatior _;ﬂ.& f——m_.m_@_, L Y
%
i

Bomba i ' SN, Gir
Turbomoiecular 2 Exaustac 2 Nebsdizador
® Figura 3B ~ Esquema demonstrando o sentido de funcionamentc do

aparelho (API), detalhando o interior do mesmo, com a amostra passando
por uma coluna cromatografica, sofrendo agio dos gases, indo ac coletor
de elétrons (a), cone de amostras (b), contador de elétrons (c), lentes do
coletor (d), sonda do “electrospray” (e), chegando ao analisador de

massas.
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3. Mecanismo de jonizagéo

O mecanismo de ionizagdo, isto &, a maneira pela qual os fons sdo
formados atraves da ionizac8o de moiéculas neutras se da principalmente através
da ejegdo de elétrons, captura de elétrons, protonagdo, catfionizacdc ou
desprotonagao, ou atraveés da transferéncia de uma molécula carregada passando
da fase liquida (solvente) para uma fase gasosa (SILVESTRIN! e cols., 1994;
SIUZDAK, 1996;.

A protonacgéc esta relacionada com a adigdo de um préton & molécula, a fim
de se produzir uma reds positiva de carga +1 para cada proton adicionado. A
cationizacio € uma adicdo ndo covalente de um fon positivamente carregado a
uma molécula neutra, gerando um complexo carregado, sendc o termo
cationizag@o utilizado mais freqlentemente para a adicdo de um cation. A
cationizag8o & freqlientemente utilizada em técnicas de ionizagéo de “eletrospray”
para produzir um cation molecular estavel. O método de desprotonacéo esta
relacionado com a ejegdo de um préton da molécula, para se formar uma rede de
carga negativa de —1 para cada préton ejetado, sendo geralmente utilizado para
compostos acidos, incluindo os fendis, acidos carboxilicos e acidos sulfénicos. A
ejecao de eletrons ¢ observada mais comumente com fontes IES, e usualmente
realizadas em compostos n&o-polares de baixo peso molecular, consistindo na
ejecdo de um elétron para produzir uma rede de carga positiva de +1. Para a
realizac&o da captura de elétrons torna-se necessdria a absorgcdo ou captura do
elétron para formar uma rede de carga negativa de —1, sendo um mecanismo de
ionizag@o primariamente observado para moléculas com alta afinidade eletronica e
mais freglentemente com fonte de ionizagdo de elétrons (SILVERSTEIN e cois.,
1994).
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Cabe mencionar que o vacuo é um fator comum a todos os espectrometros
de massas, necessario para permitir que os fons entrem em contato com o
detector sem gue ocorra a colisdo com oufras moléculas gasosas, evitando desta
maneira que ocorra perda de resolucdc e sensibilidade do aparelho através do
aumento da distribuicdo da energia cinética do fon, gue pode favorecer a
fragmentagdo ou até mesmo evitar o contato dos fons com o detector
(SILVERSTEIN e cols., 1994; SIUZDAK, 1996; NIESSEN, 1999). Esta relacéo
entre a pressdo aimosférica e o alto vacuo foi um dos primeiros problemas
enfrentados pelos idealizadores do espectrdmetro de massas (SAKAIRI &
YERGEY, 1991; NIESSEN, 1999; LAGERWERF & cols., 2000).

Atualmente, existem varias maneiras de obtengcdo de vacuc no
espectrometro de massas, enquanto a amostra estd sendo introduzida na camara
de vacuo, ¢ qual € mantido com o auxilio de um sistema de bombas eficiente
enquanto que solugdes na fase condensada ou gases em pressao atmosférica séo
infroduzidas para a camara de ionizagdo. O espectrdmetro de massas pode ser
acoplado & bombas mecénicas usadas em conjunto com difuso, turbomolecular
ou bombas criogénicas, a fim de se obter a formacdo de vacuo (SAKAIRI &
YERGEY, 1991; GASKELL, 1997).

4. Detectores de ions e analisadores de massas

O primeiro analisador de massas, construido no inicio do século XX,
utilizava campos magnéticos para obter uma separacdo dos ions de acordo com a
sua razado m/z, enquanto que analisadores modernos, 0s quais apresentam
variagdes nos metodos magnéticos, oferecem alta exatidéo, alta sensibilidade, alto
alcance de massa e habilidade para demonstrar a informacéo estrutural. Um dos
mais importantes e recenies desenvolvimentos estd relacionado com a habilidade
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para se demonstrar a informagao estrutural, sendo este fato devido & indugéo de
colisbes dentro do espectrOmetro de massas e posterior observacao dos ions
fragmentados (SAKAIR! & YERGEY, 1991; SUBMUTH & JUNG, 1999; CHOI e
cols., 2001).

Os ions também podem ser analisados através de um tubo analisador, o
qual € mantido sob condigdes de vacuo, constituido por um tubo de metal curvo, e
através deste o feixe de ions origindrios de uma fonte idnica chega ao coletor de
glétrons, com um campo magnético agindo perpendicularmente ao plano do
diagrama, e apresentando como caracteristica principal a variagéo de intensidade
de maneira uniforme (SILVERSTEIN e cols., 1994).

Os aparelhos variam de acordo com suas capacidades e com a sua
finalidade de desenvolvimento, sendo este conceito valido também para
espectrdmetros de massas. O analisador de massas contribui com o instrumento a
fim de se ter melhor exatidao, alcance e sensibilidade adequados e confidveis.
Alguns tipos mais comuns de analisadores de massas sdo: quadrupdlo; setor
magnético; tempo de véo e fon trap quadrupdlo (SILVERSTEIN e cols,, 1994;
NIESSEN, 1999).

4.1 Analisador quadrupdlo

O quadrupdlo € constituido precisamente de quatro barras paralelas com
corrente de voltagem direta e potencial de radio-frequéncia (RF) sobreposto. Os
ions atravessam o sistema em direcdo paralela aocs pdlos, podendo sofrer
oscilagéo devido a aplicacdo simultanea de corrente continua de voltagem e radio-
frequéncia (RF) aos polos. C campo no quadrupélo determina quais ions podem
seguir em diregao ao detector, desta maneira, 0o quadrupdlo funciona como filtro

de massas. Como 0 campo é imposto, os ions se movem em direcdo a este
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campo com oscilagéo dependente da sua relagdo m/z e, dependendo da razéo de
freqliéneia do campo, somente 0s fons com determinada razdc m/z podem passar
pelo filiro sem que ocorra toque com os polos, assim, a m/z de um ion pode ser
determinada pela relacdo do campo aplicado aos quadrupdios com ¢ alcance do
jon ao detector, e os ions restantes sofrerdc oscilagBes instaveis, as guais
promoverdo contato com os pélos e posterior destruicdo destes ions. A ionizag@o
eietrbnica acoplada ao analisador de massas quadrupdlo sdo empregados nos
mais comuns espectrébmetros de massas existentes, devido ao quadrupdlo ser
tolerante a pressoes relativamente altas, séo capazes de analisar compostos com
m/z maior do que 3000 e com custo relativamente baixo do especiro de massas
com quadrupdio (SILVERSTEIN e cols., 1994; SIUZDAK, 1996; NIESSEN, 1889).

QOutra caracteristica do analisador de massas & sua associagdo com o
poder de resolugcdo, o qual pode variar consideravelmente de aparelho para
aparelho. Assim, a resolugéo € definida como a habilidade do espectrdmetro de
massas distinguir entre ions de diferentes razdes m/z. Entretanto, uma melhor
resolucao corresponde diretamente no aumento da habilidade em distinguir entre
diferentes jons (SILVERSTEIN e cols., 1994).

5. Espectrometria de massas seqiiencial (MS-MS)

As novas técnicas de ionizagdo s&o relativamente delicadas e nao
produzem quantia significante de ions fragmentados, em contraste com ionizagao
por impacto de elétrons (IE) que produz grandes quantidades de ions
fragmentados. Sendo assim, tornou-se necessdric o desenvolvimento da
espectrometria de massas seqlencial (MS/MS), para a indug@o da fragmentag&o.
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A espectrometria de massas seqliencial, induz a fragmentacéo e analise de ions
fragmentados a partir de um composto, sendo liberados colisionalmente
fragmentos de um [on em particular e em seguida a analise da massa deste jon
fragmeniado. Esta fragmentacdo pode ser feita induzinde-se a colisdo de ion-
molécula pelo processo conhecide como dissociagao induzida por colisdo (DIC),
acompanhado pela escolha do fon de interesse com um filiro/analisador de
massas e introduzindo-o na célula/cadmara de colisdo. O gds de colisdo, sendo o
principal © argdnio, é colocado na célula/camara de colisdo, onde o fon
selecionado colide com os atomos de argbnio, promovendo a fragmentacgdo. Os
fragmentos podem ser analisados obtendo-se o espectro do fon filho (JENNINGS
& DESPEYROUX, 1894; SILVERSTEIN e cols., 1994). A combinagdo entre as
técnicas LC-MS/MS-APCI se tornaram de vital importancia para a caracterizacéo
de moléculas pequenas, todo este processo esta esquematizado na tabela 1 e na
figura 4 (BRUINS e cols., 1987; HUANG e cols., 1990).

A DIC pode ser considerada como uma fragmentagio proveniente da
colisdo dos fons, a qual pode ser causada devido a um brusco aumenio na
diferenga de potencial elétrico entre o orificio cénico e ¢ coletor de elétrons,
gerando excesso de energia interna que ira induzir a fragmentagdo dos fons com
carga elevada (SMITH e cols., 1990).

O fragmento de um fon molecular com numero impar de elétrons pode
ocorrer homolitica ou heteroliticamente. A forma homolitica é caracterizada pelo
“movimento” independente do elélron, e na forma heterolitica, temos a
“movimentacao” de um par de elétrons na direcdo da carga (SILVERSTEIN e
cols., 1994).

Os processos de ionizagdo e fragmentacdo realizados de modo a se
tornarem © mais eficiente possivel, s8o os dois principais para@metros de
espectrometria de massas, os quais determinam os limites de detecgdo ou
quantificacdo para um composto especifico (SILVERSTEIN e cols.,, 1994,
SIUZDAK, 1296; VANDONGEN e cols., 1997; NIESSEN, 1999).
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Uma ionizacdo bem desenvolvida, ¢ um parametro que geralmente esta
relacionado de forma direta com o composto a ser analisado, este pode ser
influenciado significativamente pela acidez cu basicidade da fase gasosa no caso
do APCIl. No caso de ionizacdo com “eletrospray”, o processo requer que 0s
analilos possuam uma carga quando dissolvidos na fase liquida, isto é, a fase
movel influencia diretamente no processe de ionizagdo. Portanto, a fase moével
deve ter um pH baixo (4cida) quando o modo de ionizagao for positivo (ES+) ou
deve ter um pH alto (basica) quando o modo de ionizago for negative (ES-).
Desta forma, a variagdo do pH estd freglientemente “limitada” pela etapa
cromatografica, que e usualmente realizada em coluna que contenha em sua
composicao a silica. Um fato curioso e importanie, € que para compostos
farmacéuticos ¢ pH Gtimo para separagéo € freqlientemente muito diferente do pH
6timo para o processo de ionizagdo (GILBERT & OLAH, 1996; SIUZDAK, 1996:;
NIESSEN, 1999; LAGERWERF e cols., 2000).

O modo APCI € menos suscetivel a problemas cromatograficos, devido a
ionizacdo ocorrer em fase gasosa, e tendo-se em vista que a ocorréncia desses
fons afetarmn o limite de detecgéo, visto que o sinal total do analito esta relacionado
com a razao m/z (SAKAIRI & YERGEY, 1991; GASKELL, 1997; LAGERWERF e
cols., 2000).

Andlise quantitativa com a utilizacdo de LC-MS-MS é usualmente realizada
no modo de monitoragéo de reagédo multipla (MRM), o qual envolve a monitoragéo
da deterioragdo da molécula protonada para um fon fragmento especifico.
Obviamente, compostos exibindo fragmentagdo especifica para somente um
composto pode ser analisado com baixos limites de detecgdo, ao contrario dos
compostos que apresentam um padrdo de fragmentagdo complexo. Uma
otimizagdo da energia de colisdo pode ser realizada afim de se melhorar
a abundancia de um fon fragmento especifico (GASKELL, 1997; LAGERWERF e
cols., 2000; CHOI e cols., 2001).
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Métodos quantitativos em LC-MS-MS s&o usualmente baseados na razio
da area do pico ou da altura do pico do analito e do padrao interno. Este padrao
interno enconira-se presente para compensar n&o somente algum tipo de variagéc
no processo de exirag@o, mas também solucionar problemas nas diferengas na
eficiéncia de ionizacéo, as quais freqientemente geram dificuldade na escolha de
um composto apropriado. Compostos ideais s@c aqueles que apresentam
estrutura analoga a do analito, ou, pode ser o prépric analito contendo varios
isétopos estaveis. Pode ocorrer o aparecimento de problemas quando em um
mesmo estudo, mais do que um analito serd analisado, o que pode dificultar a
escotha do padrac interno adequado, sendo que este deva apresentar uma
ionizagdo e exiragdo semelhante ao analito (NIESSEN, 1999; LAGERWERF ¢
cols., 2000; CHOQOI e cols., 2001).

No momento do delineamento da curva de calibragdo, para aiguns
compostos, estes podem apresentar uma curva de calibracdo néo linear, sendo
uma provavel explicacdo para este fendmeno, o nimero de ions formados na fase
gasosa no momento do processo de ionizagcdo em “eletrospray” em concentracdes
acima de 10° M ndo ser mais linear. Em andlises com LC-MS, esta concentragdo
maxima e a concentragéo do pico cromatogréafico. O desenvolvimento de métodos
para LC-MS-MS freqlentemente requer muita atengédo; um procedimento simples
para preparagdo de amostras somente pode ser aplicado quando separacdes
cromatograficas extensivas s&c realizadas. Por outro lado, tempos de corridas
curtos requerem amostras mais limpas. Aditivos utilizados em fase mével para
melhorar a separagéo cromatografica podem afetar o processo de ionizac8o, ao
passo gque reagentes para aumentar a resposta MS podem ser prejudiciais para a
separacéo. Essas dificuldades especificas relatadas para LC-MS-MS necessitam
que o desenvolvimento do meétodo seja bem estruturado para se ter a chance de
estabelecer um ensaio bem sucedido e confidvel (JEMAL, 2000; LAGERWERF e
cols., 2000; YANG e cols., 2001).
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A técnica de LC-MS-MS ¢ tida como universal, sensivel, seletiva e rapida,
mas ainda exisiem muitos problemas a serem resolvidos antes do
desenvolvimentc de um ensaic robusto. Estad claro que o método de
desenvolvimento e validacdo em LC-MS-MS pode ser complexo e consumir tempo
o qual & justificado somente pelo processamentc substancial da amostra. O
nimerc de amostras processadas e o gasto de tempo s&o parametros
consideraveis quando estamos tratando de bicanalise quantitativa com a utilizacdo
de LC-MS-MS (NIESSEN, 1999; JEMAL, 2000; YANG e cois., 2001).

Bicandlise quantitativa de compostos farmacéuticos tem por objetivo a
melhor estimativa da concentracdo de uma substéncia em matrizes bioldgicas
complexas. A combinag@o de “high perfrmance liquid chromatography” (HPLC)
com MS, LC-MS-MS, fornece muitas vantagens potenciais comparadas a métodos
cromatograficos com técnicas de detecgdo espectroscépica e eletroquimica.
Anédlises com LC-MS-MS oferecem alta especificidade e velocidade, boa precisé&o
e exatidao, alta sensibilidade e aplicabilidade para varios tipos de compostos.
Todas estas caracteristicas acima descritas, tem feito do LG-MS-MS uma
ferramenta geralmente aceitdvel como suporte bioanalitico de estudos de
farmacologia clinica (MUCK, 1999; LAGERWERF e cols., 2000).

Esta técnica estd sendo introduzida em laboratérios farmacéuticos
comerciais com a finalidade de simplificar bicandlises quantitativas. A alta
especificidade de deteccdc MS-MS foi tida para eliminar muitos dos problemas
que surgem na presenga de compostos endogenos, entretanto reduz
significativamente o tempo para o desenvolvimenio de métodos. Estas
dificuldades requerem que o© desenvolvimento do método convencional e
procedimentos de validag&o sejam reconsiderados e redefinidos para LC-MS-MS
(MUCK, 1999; NIESSEN, 1999; LAGERWERF e cols., 2000).

De acordo com LAGERWERF e cols., 2000, para a realizagcdo de um
ensaio quantitativo de andlise de amostras bioldgicas h& necessidade da
realizacéo de trés estdgios principais, que séo:
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1. Preparacgéoc das amostras;

2. Separacao cromatografica e,

3. Deteccéo MS-MS.

MS1 CELULA DE MS2
COLISAC
Espectro do ion | Estatico (Selecéo Explorando
fitho de massas do ion
pai)
. RF* o <
Espectro do ion Explorando (Todas as massas Estético (Selegao
pai ultrapassam) de massas do fon
filho)
Monitoramento de | Estatico (Selegédo Estatico (Selegéo
reacdo muiltipla | de massas do ion de massas do fon
(MRM) pai) filho)

« Tabela 1 — Apresentando como funcionam os analisadores de massas

de acordo com o jon a ser monitorado. (*)Campo de radio-frequéncia:

amplitude (v) e ferquéncia (w).
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» Figura 4 - Esquema dos componentes presentes em um
espectrdmetro de massas seqlencial, mostrando a fonte de fons (A), 0
primeiro quadrupdlo (Q1) (B); a camara de colisdo (C); o segundo
quadrupdio (G2) (D) e o detector de massas (E).

5.1 MS-MS com espectrometro de massas com triplo quadrupélo

Para analisadores com triplo quadrupdlo, especirometria de massas
seqlencial uiiiza o segundo quadrupélo como célula de coliséo para gerar ions
fragmentados. O processo de dissociacdo induzida por colisdo tem inicio com a
escolha do fon com um particular m/z com o primeiro quadrupéio. Na seqiiéncia,
somente o ion selecionado € direcionado para ¢ segundo quadrupdlo, onde ocorre
a colisdo com atomos de argbnio e fragmentos. Estes fragmentos podem ser
analisados com o terceiro quadrupdlo e a informagdo estrutural obtida
(SILVERSTEIN e cols., 1994; SIUZDAK, 1996; LAGERWERF e cols., 2000).
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5.2 MS-MS com espectrometro de massas com quadrupdlo com dupla
focalizagao

EspecirOmetrc de massas com foco duple ou dois setores, foram
inicialmente desenvolvides para execuiar medida precisa de massa. Sendo a sua
disposigao com campo eletrostético antes e depois do campo magnético, fato este
que permite alta resoiugéo, sendo que a precisdo de detecgdo da amostra possa
ser alcangada com quatro casa decimais. Contudo, tornou-se aparente que eles
podem ser varridos de maneiras especiais onde a decomposicdo pode ser
observada sem interferéncia da fonte geradora de fon. Esta técnica foi possivel
com a unido dos campos magnéticos e eletrostaticos, resultando na cbtencéo de
uma razoavel produg@o de espectro de ions, com os fons gerados na fonte
sofrendo uma acelerag@io em diregdo ao analisador com o campo magnético
favorecendo a focalizacéio e trajetdria dos ifons positivos, a qual se curva
novamente sob a agdo do campo elétrico aplicado, perpendicularmente ao fluxo
dos fons (SILVERSTEIN e cols., 1994; SIUZDAK, 1996; LAGERWERF e cols.,
2000).

6. Coletor de ions, amplificador e registrador

O coletor de ions € formado de fendas colimadoras, as quais permitem que
passe um conjunto de fons por vez no coletor, e neste momento sdo detectados,
com o sinal sendo amplificado com a agdo de uma multiplicadora de elétrons. A
apresentagdo de picos com pouca intensidade, provavelmente devido a
impurezas, estdo presentes na maioria das unidades de massa, sendo que a
intensidade destes picos esté relacionada com o nimero de ions em cada massa
(SILVERSTEIN e cois., 1994).
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7. Preparacao das amostras

Existem algumas linhas de pesquisa que afirmam que n&o ha necessidade
da preparagdo das amostras para a sua analise, pois, o material bioldgico pode
ser injetado diretamente no sistema de detecco, mas em contrapartida a grande
maioria dos usuarios deste sistema ndo abrem mac do estagio de preparacio das
amostras pois, desta maneira os resultados passam a ser mais confidveis devido a
retirada de possiveis residuos que possam vir a interferir na guantificagdo da
amostra e a possibilidade de conceniragdo do composto a ser analisado,
favorecendo © aumenico na sensibilidade do aparelho para determinados
compostos (JEMAL e cols., 1992; LAGERWERF e cols., 2000).

Mesmo 0s compostos co-eluidos ndo sendo detectadcs pelo sistema,
devido a sensibilidade efou especificidade da deteccao por MRM, podem afetar a
repetibilidade e exatiddo de determinadas concentragbes, devido a uma
contaminacgéo relacionada com a fonte ibnica, assim como a condigédo da coluna
utilizada no sistema (NIESSEN, 1999; LAGERWERF e cols., 2000).

Para se evitar problemas com a supressdo no decorrer da anédlise
relacionados com o efeito matriz, este pode ser avaliado no momento em que se
estd sendo realizado o desenvolvimento do método e conseqliente validacéo,
através da analise de uma amostra “branca”, a mesma que ira ser utilizada para a
realizagdo da pesquisa cientifica, como por exemplo realizarmos a ressuspensio
da amostra branca, apds o processo de extracdo e secagem da amostra, com o
analito a ser estudado. Desta maneira, podemos comparar se o sinal do analito
serd suprimido através de injecbes diretas da solugdo em concentracbes idénticas
do analito, sendo que estas se encontrem em fase mével e amostras previamente
preparadas, com a utilizagdo de diversas matrizes de origens distintas
(LAGERWERF e cols., 2000; YANG e cols., 2001).
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8. Cromatografia

A cromatografia compreende um grupo de técnicas que sdo utilizadas a fim
de se obter a separag&o de uma mistura de compostos através de propriedades
inerentes ac cornposto com a fase estacionaria. Apds a ligagdo do composto com
a fase estacionaria, a fase mdvel passa com um fluxo constante promovendo uma
mobilizag&o do composto de acordo com a sua afinidade com a fase movel e
estacionaria. Alguns exemplos de cromatografia que podemos encontrar sio:
liguido-gasosa, sdlido-gasosa, troca idnica, liquida-liquida, sélida liquida, enire
outras (BRAUN, 1987; JEMAL e cols., 1992).

A cromatografia liquida (LC) € a forma de cromatografia na qual a fase
movel € um liquido, e sendo o nome popular dos véarios tipos de cromatografia, os
quais se utilizam de uma fase mdével liquida. A cromatografia liquido-sélido (LSC)
utiiza uma fase movel liquida e uma fase estacionaria sdlida. A cromatografia
liquido-liquido (LLC) usa liquido imisciveis para a fase estacionaria e mével, a
razdo pela qual compostos quimicos possuem maior afinidade por LLC depende
da solubilidade destes na fase estaciondria, quando comparada com a
solubilidade em fase movel (KNOX & KAUER, 1989).

A otimizagdo do sistema cromatografico para LC-MS pode ser
problematica, visto que o numero de solventes e aditivos que podem ser
empregados encontra-se de certa forma limitado, sendo que a maioria das fases
moveis utilizadas s8o compostas de dgua misturada com metanol ou acetonitrila, a
qual pode ser adicionado acetato ou formato de aménio, hidréxido de amoénio,
acido férmico ou acetico para que o pH possa ser ajustado. A utilizacio de outros
aditvos geralmente podem vir a acarretar problemas no espectrdmetro de
massas, como por exemplo, promover a contaminacéo das amostras com sais néo
volateis ou suprimir a ionizagdo do analito. O &cido trifluoracético (ATF), &
freqlientemente aplicado a fim de se promover separacdo cromatogréfica
aceitavel, mas a0 mesmo tempo ele pode causar decréscimo consideravel na
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eficiéncia do processo de ionizacdo do(s) analito(s) (BRAUN, 1987; LAGERWERF
e cols., 2000).

Um cromatograma consiste na piotagem da resposta do detector em fungéo
do tempo e volume de fase mével. O processo cromatografico peio qual
componentes de amostras s&o separados € determinado de desenvolvimento do
cromatograma. Se a solugdo de amostra é continuamente adicionada a fase
estacionaria, € a conceniracao total do componente misturado e eluido da fase
estacionaria é plotado como uma func@o de tempo ou volume eluido, o método
cromatografico € chamado de frontal. A andlise de eluicBo é uma técnica
cromatografica mais “popular”, na gqual a amosira encontra-se na fase
estaciondria, sendo eluida desta com um solvente purc {fase mével), e o
cromatograma € uma plotagem da concentracdo do soluto no eluato como uma
funcéo do volume eluido ou tempo (BRAUN, 1987; LAGERWERF e cols., 2000).

-~

A cromatografia & tida como ferramenta analitica valiosa, devido a
capacidade de separar componentes presentes em uma mistura e
concomitantemente gerar informagfes analiticas quantitativas e qualitativas de
cada composto.
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MINOCICLINA

1. Minociclina: consideraces gerais

A minociclina € um antibidtico de amplo espectro, desenvolvido na década
de 1960 e produzide por fermentagdo seguida de transformagio quimica. Sua
indicacao terapéutica ¢ feita em casos de tratamentos de infecgdes causadas por
microrganismos sensiveis a tetraciclina, sendo ainda, eficaz no tratamenio de
infeccOes causadas por cepas de esfafilococos tetraciclina-resistentes (Jl e
cols.,1983; MILLAR e cols.,1987).

Este farmaco € uma tetraciclina (FIGURA 5), que se destaca das demais
encontradas nc mercado, devide a sua maior lipofilicidade, além de apresentar
varios grupos ionizaveis na sua molécula levando a diferentes graus de
dissociagao (pKa: 2.8, 5.0, 7.8, 9.3) em solugdo. Quiras caracteristicas deste
farmaco, a saber, sao: sabor amargo, ligeiramente higroscépico e fotossensivel
(NELIS & DELEENHEER, 1982; PARKER, 1970).

s Figura 5 - Férmula molecular da minociclina.
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A minociclina € uma tetraciciina semi-sintética inicialmente comercializada
na década de 70. Como as demais fetraciclinas, possui amplo espectro de
atividade antimicrobiana, além de ser quelante de fons céicio, magnésic ou
aluminio no intestino (PARKER, 1970; CIANCIO e cols., 1982; Ji e cols.,1893).

O mecanismo de acdo deste farmaco esiéd relacionado a sua alia
capacidade lipofilica, passando diretamente pela bicamada lipidica da parede
celuiar bacteriana (Ji e cols.,1993; WRINGHTSON e cols., 1998), além de ser
transportada ativamente por canais idnicos através da membrana citoplasmatica.
Uma vez dentro da célula bacteriana, a minociclina inibe a sinlese de proteinas
ligando-se especificamente & subunidade 30S do ribossomo. Parece impedir 0
acesso do ARN-t aminoacil ac local recepior (A) no complexc ARN-ribossomo,
impossibilitando a adigdo de aminoacidos para o desenvolvimento da cadeia
peptidica. Em altas concentragbes a minociclina inibe a sintese proteica em
céluias de mamiferos (JI e cols., 1993; KING, 1997).

A minociclina €, entdo, considerada um antibidtico bacteriostatico, o qual
apresenta espectro de atividade semelhante ao das demais tetraciclinas, sendo
porém mais ativa contra Staphylococcus aureus e Nocardia (PARKER, 1970;
LANDES, 1973). Este fArmaco possui, ainda, atividade farmacoldgica contra cepas
de S. aureus penicilina-resistentes e cepas resistentes a outras tetraciclinas, alem
de estreptococos B-hemolitico (SEARCY e cols., 1964). Certas cepas gram-
negativas resistentes & tetraciclinas, tais como : Escherichia coli, Proteus mirabilis
e Klebsiella, podem ser sensiveis a minociclina. Este farmaco &, também, ativo
contra cepas de Haemophilus influenzae e particularmente Gtil para infecgbes com
H. ducrey, actinomicetos, Brucella e Vibrio cholerae; Nocardia, Chlamydia,
micoplasmas e rikétsias, espiroquetos, como a Borrelia recurrentis, Treponema
pallidum e T. pertenue. Cabe aqui mencionar que, como muitas tetraciclinas, a
minociclina altera a flora entérica de forma acentuada ( FINEGOLD, 1970;
DEVINE e cols., 1972; MAESEN e cols., 1989).

UNICAMP
BIBLIGTEC
FUTAT RO Y IATNTY
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A dose clinica deste farmaco, comumente indicada é de 50-100 mg, duas
vezes ao dia, porem, em alguns casos s80 necessarias doses de até 400 mg. A
CiM (concentragao inibitdria minima) para a maicria das cepas € =2 4 ug/mL de
minociciina (COHEN, 1985; MILLAR e cols., 1987).

Em estudos farmacocinéticos o método analilico mais utilizado € a
cromatografia liguida. Sabe-se que a minociclina é absorvida quase
completamente (90%) apds administrac@o oral. Apds dose Unica de 200 mg, a
concentraco maxima (Cmax) de 2-3 ug/mL é alcancada em 2 horas. A absorcio
praticamente ndc & afetada em presenca de leite (27%) e alimento (13%),
entretanto, a presencga de ferro e antidcidos (contendo célcio, magnésio e ferro)
leva a uma diminuicdo da absorgdo (77%) (SIMON e cols., 1976; NGUYEN. e
cols., 1987; PIJERS e cols., 1991; SAIVIN & HOUIN, 1998).

Este farmaco nao apresenta metabolismo pré-sistémico, sendo sua meia-
vida de 12-16 horas em pacientes com fungdes renal e hepatica normais. Em
casos de insuficiéncia renal grave ha aumento da meia-vida para 32 horas
(CARNEY e cols., 1974; NELIS & DELEENHEER, 1982; SAIVIN & HOUIN, 1988).

A minociclina é amplamente distribuida pelos tecidos e fluidos do
organismo. Tem melhor penetragdo na maioria dos tecidos quando comparada as
oxitetraciclinas, os niveis teciduais excedem os niveis séricos com altas
concentragdes na bile, tiredide, pulmao e figado, também tem boa distribuicdo no
térax, pele e seio nasal. Penetra no fluido cérebro-espinhal, porém, em niveis
baixos. Atinge niveis satisfatdrios na saliva e nas lagrimas. Pode ainda ser
encontrada no leite materno e possui a capacidade de atravessar a barreira
placentaria (HOEORICH & WARSHAUER, 1974; NELIS & DELEENHEER, 1882;
SMITH e cols., 1884; TANASE e cois., 1998).

Esta tetraciclina pode ficar impregnada aos dentes e ossos causando
fluorescéncia amarela. Sua ligag¢ao protéica € de cerca de 76%, aproximadamente
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o dobro a ligacdo proiéica observada com as oxitetraciclinas (POLIAK e cols.,
1985; KOEHLER e cols., 1892).

Em suma, esta tetraciclina possui;

Absorcdo porviaoral..........coooiii 100%
Metabolismo Pré-sistemiCo....oooiiii i <5%
Meia vida plasmatica (intervalo).........cociviiiricnininince s 12-16 h
Volume de distribuiC80...........coiiiiiii 786108 L
Ligagdo a proteina plasmatica...........c...coo i 768%

A relacdo dose-efeito deste farmaco, a ser empregado, dependera da
concentragdo inibitéria minima do antibidtico para o microrganismo em questao.
Por exemplo, sensibilidade ocorre quando o CIM é = 4 pg/ml., suscetibilidade
intermediaria quando CIM estiver entre 4,0 e 12,5 ug/mL sdo geraimente
requeridas para inibir a maioria das cepas dos estreptococos do grupoBe D e
cepas de S. aureus. O CIM para Streptococcus pyogenes é cerca de 1 pg/mL
enquanto algumas cepas de Neisseria apresentam CIM semeihante
(KAZEMIFARD & MOORE, 1997; PATEL e cols., 1988; MASCHER, 1988).

Com relacdo ao metabolismo da minociclina, dados da literatura
demonstram que esta é parcialmente degradada a metabdlitos inativos (9-
hidroximinociclina), entretanto a identificagdo destas substancias estd sob
investigacdo (BOCKER e cols., 1991, WENG e cols., 1992; TANASE e cols.,
1998).
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A excregdo desta tetraciclina por via renal é mais lenta do que
oxitetraciclinas: 5% nas primeiras 24 horas. Sua recuperaco na urina aumenta
conforme a terapia continua e persiste durante algum tempo apds a ultima dose.
Alem de apresentar caracteristicas lipofilicas, a minociclina também &
extremamente solivel em gordura, além de possuir alta ligagdo a proteinas
séricas dificultando sua liberacBo na corente sangliinea e consegliente
eliminagdc (HEANEY & EKNOYAN, 1978, KESTEL, 1981; NELIS &
DELEENHEER, 1982; SMITH e cols., 1984).

Sabe-se, ainda, que 32% da minociclina é recuperada como farmaco ativa:
12% na urina e 20% nas fezes. Altas concentracBes t&m sido detectadas na bile
(SMITH e cols., 1984},

A toxicidade deste farmaco, ainda nao estd bem esclarecida, testes
toxicoidgicos realizados em animais falharam ac demonstrar qualquer resultados
de potencial relevancia clinica: nfio existem dados disponiveis & respeito de
estudos em animais sobre a carcinogenicidade e mutagenicidade & longo prazo.
Efeitos teratogénicos foram demonstrados em ratos e coelhos, mas nao em cies
ou macacos (NELIS & DELEENHEER, 1982; MANDELL e cols., 1890; SHAPIRO e
cols.,, 1997). Efeitos adversos sintomaticos, pode-se citar os distirbios
gastrointestinais que incluem: nduseas e vOmitos; reagbes dermatoldgicas:
eritema multiforme, sindrome de Stevens-Johnson, dermatite esfoliante (BUTLER
e cols., 1985, OKANO & IMANI, 1995, KLOPPENBURG e cols.,, 1996). A
minociclina também pode causar tontura, vertigem, ataxia, ndusea e ruido
auditivo. Estudos recentes demonstraram que a disfungéo vestibular ocorreu em
4,5 - 7,2 % dos pacientes. Ensaios em voluntarios, mostraram que distdrbios
ocorreram em 50 - 80% dos pacientes e mais freqlientemente em mulheres. Séo
reversiveis dentro de 3 - 48 horas apés interrupgéo da terapia e sdo menores a
baixas doses {50 mg, duas vezes ao dia) (WILLIANS e cols., 1974; GARNIER e
cols., 1981).
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As tetraciclinas exercem também acdo antianabdlica que pode causar
aumento nas concentragbes de uréia no sangue (KORKELIA, 1871).

O uso concomitante desta tetraciclina com outros farmacos pode levar a
interagbes medicamentosas, com efeitos indesejaveis como: estimular
nefrotoxicidade induzida por meioxifiurano; reduzir a atividade da protrombina
plasmatica devido a inibicdo da produgéo de vitamina K pela flora entérica em
pacientes que tomam anticoagulantes cumarinicos. Ademais, antiacidos que
contém cations divalentes e trivalentes quelam tetraciclinas, levando a insuficiente
absorcdo oral; estes cations estdo presentes em alimentos, particularmente
laticinios e preparacdes farmacéuticas contendo ferro (NEUVOEN e cols., 1970;
D’ARCY & McELNAY, 1987; PARNEIX, 1995). A acgio bacteriostatica das
tetraciclinas pode interferir na agéo bactericida das penicilinas (SAMUELSON,

1985).
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OBJETIVO

Neste projeic desenvolvermnos a padronizagdo de uma metodologia
empregando “high performance liquid chromatography” (HPLC), acoplada 2
espectrometria de massas (LC-MS-MS), para a quantificagio de minociclina em
plasma humano.
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1. Procedimentos analiticos

1.1 Validacéo de meétodos bioanaliticos

Mélodos analiticos empregados para determinagdc guantitativa de
farmacos e seus metabdlitos em amostiras bioldgicas representam um importanie
papel na avaliagdo e interpretacéo de dados de biodisponibilidade,
bioequivaléncia e farmacocinética. E importante enfatizar que cada técnica
analitica possui suas proprias caracteristicas, as quais podem variar de farmaco
para farmaco (KARNES e cols., 1991; SHAH e cols., 1992).

A validac@o de um método inclui todos os procedimentos necessarios para
demonstrar que o0 méiodo empregado para determinacdo quantitativa da
concentracédo de uma amostra em uma maitriz bioldgica é eficaz e especifico para
a aplicagéo desejada (BUICK e cols., 1990} .

Alguns dos mais empregados meétodos bioanaliticos s&o: 1) métodos
quimicos, tais como cromatografia gasosa (GC), “high performance liquid
chromatography” € uma variedade de procedimentos utilizando espectrometria de
massas (MS) e 2) métodos bioldgicos tais como aqueles baseados em
procedimentos de imunoensaio e métodos microbiolégicos. Muitos dos principios,
procedimentos e requerimentos s8o comuns para todos os tipos de metodologias
analiticas (KARNES e cols.,1991; SHAH e cols., 1992).

Os pardmetros essenciais para medir a aceitabilidade do desempenho de
um método analitico, de acordo com “FDA” (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION) s&o: linearidade, precisdo, exatiddo, sensibilidade,
especificidade e recuperacéo.

O método analitico € considerado validado quando cumpre os seguintes
criterios:
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» Precis&o - os coeficientes de variagéo (CVs) calculados a partir de matrizes
biolbgicas obtidas no minimo, de trés individuos, para os coniroles de
quaiidade (CQ) CQB - baixo, COM - médic e CQA - alto devem ser
menores ou iguais a 15%, e menores ou iguais a 20% para o limite de
quantificacdo (LQ).

¢ Exatiddo - deve apresentar valores compreendidos dentro de mais ou
menos 15% do valor nominal para CQB, CQM e CQA, e de mais ou menos
20% para LQ, calculados a partir de matrizes bioldgicas obtidas de, no
minimo, trés individuos.

e Sensibilidade - a menor concentracio da curva de calibragcdo pode ser
aceita como LQ do método quando o CV para controle de gualidade ~ limite
de quantificagéo (CQ-LQ), calculado a partir de matrizes bioidgicas obtidas,
de no minimo, trés individuos, for inferior ou igual a 20%.

» Especificidade - a resposta de picos interferentes no tempo de reten¢ao do
farmaco deve ser inferior a 20 % da resposta do LQ. A resposta de Dicos
interferentes no tempo de retengéo do farmaco e do padréio interno devem
ser inferiores, respectivamente, a 20% e 5% da resposta na concentracéo
utilizada.

e Linearidade — deve-se construir uma curva de calibracdo com a matriz
biol6gica que ird se utilizada no estudo, devendo ter um branco, um branco
com padrao interno e as concentragdes previamente determinadas. Para o
L.Q o desvio deve ser menor ou igual a 20% e para os demais pontos da
curva e controles deve ser menor ou igual a 15%. O coeficiente de
correlagao deve ser igual ou superior a 0,95.

» Recuperagao — deve ser realizada comparando-se os resultados obtidos de
amostras nao extraidas com os resultados de amostras extraidas.

Com o metodo cientifico validado, sua precisdo e exatiddo devem ser
monitoradas continuamente para assegurar desempenho satisfatério. Para atingir
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este objetivo, seis amostras de controle de qualidade (duas CQB, duas COM e
duas CQA) devem ser analisadas, juntamente com as demais amostras, a
intervalos adequados, dependendo do ndmero total de amostras. Os resultados
das amostras do CQ servirdo de base para aceitacdc ou rejeicdo da corrida
analitica. No minimo, guatro de seis amostras de CQ devem apresentar desvio de
até 15% do seu respectivo valor nominal. Duas de seis amostras de CQ podem

estar fora destes limites, mas n&o para a mesma concentracao,

2. Materiais, fdrmacos e reagentes

2.1 Materiais

Para a realizagcdo do estudo e aplicagdc do método desenvolvido foram
utilizados:

o Pipetas Automaticas de Volumes Ajustdveis (100 uL, 200 uL, 1000 uL);

» Agitador automatico de tubos Fisher Vortex Genie 2 - Fisher Scientific
Laboratory Equipment USA ;

e Ponteiras plasticas amarelas descartaveis - Labtip Yellow (alcance 5-200 uL);

¢ Ponteiras plasticas azuis descartaveis - Labtip Blue (alcance 200-1000 ul)
Unilab Brasil;

s Tubos de ensaio descartaveis 120 X 11 mm Unilab
Brasil;

» Pipetas Pasteur (5.75") ou Pipetas Pasteur Capilares (9" comprimento) Costar
USA,;

e Phmetro Hanna instruments Portugal;
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e Balanca Analitica - Ohaus Co. Florham park
Switzerland,

e Coluna Analitica: Zorbax RX-C8 4.8mmxi5cm.

2.2 Componentes do apareiho

COMPONENTE NUMERO DE SERIE MODELO
Quatiro LC 9193 Quattro LC
Bomba binaria DEO3006564 G1312A
Desgaseificador JP039246002 C20923602376TK
injetor automatico 110968 C21153601335LP
Forno C21023601906K CTO-10AVP

Regulador de temperatura do C21023601206K C2103601906K2
injetor

O especirdmeirc de massas, “Micromass Quattro LC” com “electrospray
source” acoplado ao sistema de dados “MassLynx” (v 3.1) utilizando “Windows NT” (v
4.0) em um “Celebris Digital GL 6200 PC” foi utilizado para se fazer o armazenamento
de dados assim como para realizaggo dos calculos.
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2.3 Padroes

A minociclina utitizada como analito foi fornecida pelo Laboratério “Stiefel”
(Guarulhos, SP — Brasil), pertencente ao lote 1644/99.

A claritromicina utilizada como padrio Interno foi fornecida pela indudstria
farmacéutica “Medley” (Campinas, SP —~ Brasil), pertencendo ao lote BA019298.

2.4 Reagentes

Todos os reagentes relacionados apresentam grau de pureza adequados
para cromatografia:

e Acetonitrila - HPLC qualidade, “Mallinckrodt”;
o EDTA (Acido Etilenodiaminotetraacético);

o ATF (Acido Triflucroacético);

» Eter Etilico “Mallinckrodt”;

e Diclorometano “Mallinckrodt”;

» Agua (purificada usando Milli-Q ou Sistema Eiga UHQ).

. Analise das amostras

(]

As concentragbes plasmaticas de minociclina foram determinadas por
cromatografia liquida de fase-reversa acoplada a espectrometria de massas (LC-
MS-MS). A curva de calibraco e controles de qualidade foram analisados em
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duplicata, e as anélises foram repetidas quando a variagdo em relacdo 4 média
das concentragtes do farmaco apresentou-se superior a 15%.

Para © preparo de solugcBes bioldgicas, uma quantidade suficiente de
plasma humano foi descongelado e centrifugado (3000rpm — 10 minutos), a fim de
se obter uma preciptacao da parte sdlida do mesmo.

Para o preparo dos controles de gualidade (CQS), aliquotas de plasma
humano, foram preparados com concentragdes conhecidas de minociclina
(TABELA 2), e os valores assumidos para estas amostras foram:

e QA — 20 ng/mL;
» CQB - 100 ng/mL,

e CQC — 1000 ng/mL.

Os controles foram preparados em quantidade suficiente para monitoracdo
continua da precisdo e exatiddo do metodo analitico em questdo, e apds o

preparo, as amostras foram aifiquotadas em tubos eppendorf e estocadas a —20°C
até serem analisadas. No decorrer do estudo, as amostras foram descongeladas

para serem quantificadas juntamente com as amostras dos voluntérios que foram
analisadas.
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Concentragdo | Concentracéo da|Volume da Volume iolal e
plasmaética do | solucdc padraoc* | solugéo final do
controle adicionada ao | adicionado (mL) |controle(mL)
{(ng/mL) plasma (ng/mL)

20 200 2 20

100 1000 2 20

1000 10600 2 20

«Tabela 2 — Modo de preparc dos controles de qualidade em matriz
bioldgica (plasma humano): *Solucédo preparada em CHyOH: H,0 (1:1)

Para a confecgdo da curva de calibragdo, foi utilizado o mesmo plasma

empregado para a preparagao dos controles de qualidade, e solugbes-padrac da

minociclina (10x mais concentradas —~ TABELA 3), a qual também foi aliquotada

como os controles de qualidade e utilizadas em cada lista analisada no aparelho.

Essa lista € composta por duas amostras branco, isto €, a matriz biolégica néo

contaminada; duas amostras zero, isto é, sem o analito mas com o padrao intemno;

e de nove pontos em duplicata contendo concentragdes conhecidas de minociclina

e padrdo internc em concenirag@o constante. As aliguotas referentes a curva,

brancos e controles foram descongeladas em cada dia da realizacdc do ensaio.
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Concentrac@o | Concentracéo da|Volume da solucdo | Volume total e
plasmatica da solucéo padrdo® | adicionada (mL) final da curva
curva {ng/mlL) |adicionada aoc plasma {mL)
(ng/mL)

5 50 1 10

10 100 1 10

20 2000 1 10

50 500 1 10

100 1000 1 10

200 2000 1 10

500 5000 i 10

1000 10000 1 10

2000 20000 1 10

-Tabela 3 - Modo de preparo da curva de calibracdio em matriz biologica
(plasma humano); * Solugéo preparada em CHzOH: Hz0 (1:1)
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4, Procedimentos de extracao

4.1 Extracdo da amostra

Os estagios seguidos para o processo de extracao so os seguintes:

Coloca-se um niumerc apropriado de tubos (nZo siliconizados) em estantes
adeguadas, sendo numerados de acordo com a planilna gerada;

Aliquotas de plasma humano-voluntérios (0,2 mL) e diferentes concentracdes
conhecidas da curva padrao e controles sao pipetadas em tubos de ensaio;

Coloca-se 0,2 mL de tampé&o EDTA / solugao padrac interno (EDTA - 10 mM
contendo 0,2 uyg/ml de Ciaritromicina) usando uma pipeta calibrada e
homogenizandc as amostras no agitador por aproximadamente 10 s;

4 mlL de Dietil-éter/Diclorometano (70:30 v/v) foi adicionado com auxilio de
pipetador de repeticdo de volume ajustavel e, logo apds homogeniza-se o tubo no
agitador por 30 s;

Apés a agitag@o das amostras, o sobrenadante/fase orgénico foi cuidadosamente
removido com pipetas Pasteur e transferido para tubos de ensaio limpos;

Solvente organico é evaporado em atmosfera de nitrogénio a 37°C;

Apds a evaporagdo, adiciona-se 0,2 mL de fase movel A (80% CH3CN; 19,9%
H20 e 0.1% ATF) e homogeniza-se a amostra no agitador por 15 s para
reconstituir os residuos;

A solugéo reconstituida é trasferida para frascos com pipetas automaticas (200ul)
com ponteiras amarelas descartaveis;

Os frascos séo fechados e fransferidos para bandejas do auto injetor “Shimadzu”.
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5. CondicGes cromatograficas e espectroméiricas

5.1 Condicbes Cromatograficas

A separagdo cromatografica fol realizada em coluna Zorbax RX-C8 (4.6mm
x 15cm), com pressac do sistema entre 50 - 70 bar. A coluna fol mantida a

temperatura de 40°C, e uma valvula de desvio de fluxo de coluna (split) foi
empregada para desviar o eluente a fim de gue entrasse somente uma parte da
amostra no aparelho, com um tempo total de corrida de 4 min.

A temperatura do auto injetor foi mantida a 10°C com volume de injecéo de
40 pl. Para lavar o sistema de injec8o, na posicdo 100 da bandeja do injetor
existia um frasco contendo acetonitrila e agua (50%, 2ml) .

5.2 Condicoes Especirométricas

5.2.1 Via de fragmentacao

Experimento investigativo foi idealizado e realizado para uma fragmentagéo
por DIC, para os compostos em questdo. Os ions pai foram selecionados no
guadrupdlo 1 (MS1) e os fragmentos obtidos no quadrupdlo 2 (MS2) foram
analisados no quadrupdlo 3 (MS3). Para se obter uma melhor condicdo
espectrométrica uma bomba de infusao foi conectada ao “probe” do “electrospray”
para infusdo direta dos compostos, analito e padrdo interno (solugbes na
concentrac@o de 10 ug/mL, preparados na fase mével e infundidas na vasdo de 10
ul/minuto). Com base nos dados obtidos foi determinada uma rota de
fragmentacéo para o0s compestos.
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6. Valida¢éo de métodos analiticos

a) Especificidade

2

Para o teste de especificidade, amosiras de plasma foram obtidas de seis
individuos, sendo gquatro amostras normais, uma lipémica & uma
hemolizada, sob condi¢des coniroladas referentes ac tempo, alimentagao ¢
outros fatores importantes para ¢ estudo. Cada amostra branco foi testada
utiizando o procedimento e as condicbes cromatogréficas e
espectrofotométricas propostas, comparando-se os resultados com os
obtidos com solugdo aquosa do analito, em concentragbes préximas aoc
limite de quantificacéo (LQ).

As amostras branco que apresentaram interferéncia significativa no tempo
de retencgao do farmaco, metabdlito ou padrado interno, foram rejeitadas. Em
casos em que uma ou mais das amostras analisadas apresentarem tal
interferéncia, novas amostras de outros seis individuos devem ser testadas.
Contudo, se estas novas amostras apresentem interferéncia significativa no
tempo de retengdo do farmaco, o método deve ser alterado visando
elimina-la.

b} Curva de Calibragéc / Linearidade

@

Foi construida uma curva de calibragao utilizando-se a mesma matriz
bioldégica proposta para o estudo. A curva de calibracdo foi composta dos
seguintes pontos: branco, amostra zero (matriz biolégica mais padréo
interno) e nove amostras contendo padrdo do farmaco e padrdo interno,
nas seguintes concentracbes: 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000, 2000
ng/mL.
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e Os seguintes fatores foram considerados na avaliagdo da curva de

calibragao: a) desvio menor ou igual a 20% em relagdo a concentragéo
nominal para o LQ; b) desvio menor ou igual a 15% em relacdo a
concentragdc nominal para as outras concentragbes da curva de
calibracdo; ¢} no minime quatro de seis conceniracbes da curva de
calibrag@o devem cumprir os critérios anteriores, incluindo ¢ LQ e a maior
concentracdo da curva de calibraglo; d) o coeficiente de correlacéo linear
deve ser igual ou superior a 0.95.

¢) Limite de Quantificagdo (LQ)

Para o limite de quantificac&o os seguintes fatores foram avaliados:

Nenhuma interferéncia deve ser apresentada pela amostra branco no
tempo de retencfo de farmaco. O LQ deve ser, no minimo, cinco vezes
superior a qualquer interferéncia da amostra branco no tempo de retengéio
do farmaco.

O pico de resposta do farmaco no LQ deve ser identificavel e reprodutivel
com preciséo de 20% e exatidao de 80-120%.

c) Precis@o

= Para se avaliar a precisdo foram utilizadas trés concentracdes (baixa, média

¢ alta) dentro da faixa de limite esperado. O coeficiente de variagdo (CV)
nao deve exceder 15%, exceto para o LQ, para o qual se admite valores
menores ou igual a 20%. Foram realizados ensaios intra-dia e inter-dia.

d) Exatidao

%

Foi delerminada a partir da andlise de amostras contendo quantidades
conhecidas da minociclina, em trés concentragdes (baixa, média e alta)
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dentro da faixa de limite esperado. O desvio ndo deve exceder 15%, exceto
para o LQ, para o gual se admite valores menores ou iguais a 20%. As
andlises devem ser realizadas em um Unico dia & em varios dias.

e) Recuperacac

e A recuperacao foi realizada comparando-se os resultados analiticos de
amostras extraidas a partir de trés concentracgdes (baixa, média e alta ) com
os resultados obtidos com solugdes padrio ndo exiraidas, que representam
100% de recuperacéo.
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Com a realizagdo de uma varredura completa com o auxililio do gquadrupdlo
1 (MS1), os compostos — minociclina e claritromicina - apresentaram as seguintes
caracteristicas:

e A minociclina foi analisada pelc método MRM (Multipie Reaction Monitoring); o
fon pai monitorado foi 458 (FIGURA 6A) e o ion filho presente em maior
abundancia foi o de m/z de 441 (FIGURA 6A), pela perda de um grupo NH3
(FIGURA 6B). A obtenc@o dos espectros foi feita com um tempo de
permanéncia de 0.6 s, voltagem do cone de 25V e energia de colisdo de 20ev,
no modo “eletrospray” positivo (ES+). Nas condigdes cromatograficas
empregadas, a minociclina apresentou tempo de retencdo de 1,78 minutos,

108 441.04

Yer

457.92
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s Figura 6A — Espectro de massas relativo a minociclina com o ion pai em
m/z 458 e o ion fitho de 441, obtido com cone de 25V e energia de colisdo
de 20ev, no modo ES+.
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» Figura 6B ~ Esquema monstrando a rota de fragmentagao da Minociclina.

e A claritromicina (FIGURA 7} foi analisada pelo método MRM (Multiple Reaction
Monitoring}; o on pai monitorado foi 748 (FIGURA 8), e o ion filho presente em
maior abundancia foi 0 de m/z de 158 (FIGURA 9) com uma rota de
fragmentagao apresentada na figura 10. A obtencéo dos espectros foi feita com
um tempo de permanéncia de 0.6 s, voltagem do cone de 30V e energia de
colisio de 25ev no modo “eletrospray’ positivo (ES+). Nas condicBes
cromatograficas empregadas, a claritromicina apresentou tempo de retencéo
de 2,07 minutos.

HSC“‘“ LonitGHa

s Figura 7 - Férmula molecular da claritromicina.
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« Figura 8 — Espectro de massas indicando ¢ ion pai de claritromicina em m/z

748, obtido utilizando-se energia no cone de 30V e energia de colisdo de 25ev,

no modo ES+.
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« Figura 8 - Espectro de massas indicando ¢ fon filho de claritromicina de

m/z 158, obtido utilizando-se energia no cone de 30V e energia de colisfo

de 25ev, no modo ES+.
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» Figura 10 - Rota de fragmentagao da Claritromicina.
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Nenhuma interferéncia no tempo de retengéo o farmaco e do padréo interno
fol observada nas amostras de branco de plasma de trés tipos distintos, sendo
estes: plasma branco normal, lote 01022548354 — figura 11; plasma branco
glicémico, pertencente ao lote 01012176144~ figura 12 e plasma branco
hemolizado, do lote GDN —figura 13. Os lotes de plasma normal e glicémico foram
fornecidos pelo Banco de Sangue do Hospital das Clinicas, localizado no
municipio de S&o Paulo.

plasma brance normal pool minociclina
MRM of 2 Channels ES+
1007 978 171 748407 1878

M t T '

MRM of 2 Channels ES+
100 - 100 1.44 185 457.92 > 441.04
20(

o —

Q - T T Lo g Ty ¥ L T T IR N ] H — Time
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00

e Figura 11 — Cromatograma de uma amostra de plasma branco normal,
demonstrando que nao existe interferéncia em nenhum dos dois
canais monitorados.
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» Figura 12 — Cromatograma de uma amostra de plasma branco

glicémico, demonstrando que n&o existe interferéncia em nenhum dos

dois canais monitorados.
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plasma branco hemolizado iot GDN
MRM of 2 Channeis ES+

+00- 108 748,40 > 157.§CJ-
1.82 '
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e Figura 13 - Cromatograma de uma amostra de plasma branco
hemolizado, demonstrando que néo existe interferéncia em nenhum
dos dois canais monitorados.
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Na figura 14, tem-se os cromatogramas referentes ao padrac interno —
claritromicina, e do analito — minociclina, na concentracdo correspondente ao

limite de quantificacio (5 ng/mi).

Padrac de claritromicina 200ng/mi
MRM of 2 Channels ES+

. 2.09;10244 748,40 » 157.80
100 7 4 B30z
1 i Arg:

% Fo

.... LR L B A 2 ey e W T

Qb T T = : :
Padriic de minociclina Sng/ml| 0f 2 Channels ES+
i 1.80:75 457.92 > 441.04
100 1018t
+ Are:
- A

Sy

A UL NI B L RN A L R T T

Tobo ' oso T 1A 1.50 2.00 2.50 3.00 2.50

» Figura 14 — Perfil cromatografico do padrdo internoc - claritromicina,
com tempo de corrida de 2.09 minutos e drea de 10244; perfil
cromatogréfico da minociclina referente ao limite de quantificacdo de
5 ng/mL., com tempo de corrida de 1.80 minutos e uma &rea de 75.
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A curva de calibragdo que foi preparada a partir da contaminacéo do
plasma com minociclina no intervalo de concentragbes de 5 a 2000 ng/ml e
concentrac@c fixa de padréo interno - Claritromicina (0.2 ug/ml) foi linear,
apresentando um coeficiente de correlacio de 0.995 (FIGURA 15).

4.06- 5
f’fﬂ/f'
_ ~
o
Response- /
0 L B LS L B L LSS S e SR s RV
0.0 25000 5000.0 7500.0 10000.0

« Figura 15 — Curva de calibragdo de minociclina, apresentando um
coeficiente de correlacdo de 0.995, sendo esta uma curva linear, com
origem exciuida e utilizando-se como peso de cédlculo o padrao de 1/X.

O limite de quantificagdo (LQ) foi de 5 ng/mL, sendo definido come a menor
concentrac@o, na qual a precisdo e exatiddo ficaram abaixo de 20%. A exatidao
medida entre as corridas realizadas para os controles de qualidade (CQ) foram de:
CQA de = 9.2%; CQB de +8.7% e CQC de +11.8% e a precisdc para a mesma
situacdo foi de <12.0%; <11.3% e <12.2% respectivamente para os controles.
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Os valores relativos a recuperacdo da minociclina estdo relacionados na
tabela 4. A exiracdo com solvente dietil-éter/diclorometanc (70/3C v/v) quando
comparada com varios outros iipos de combinagGes de solventes extratores

organicos.

Média da Area (%)
Céd.Amostra | Amostras Amostras Ndo | Recuperagdo Meédia de
Extraidas exiraidas Recuperacéo
QCA 188.6 379.8 50 %
QcB 966.8 22426 43 % 57 %
QcC 9907.2 12804.0 77 %

e Tabela 4 - Tabela de resultados obtidos com o teste de recuperacao,




91
DISCUSSAO

DISCUSSAO



92
DISCUSSAQ

Devido a uma grande e fascinante utilizacio do método LC-MS, este vem
se consolidando como uma técnica eficaz, por favorecer a solugéo de problemas
que existiam a alguns anos atrds. De maneira convencional a espectromeatria de
massas € considerada como ferramenta importante para identificacdo de
compostos desconhecidos. A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas € uma otima técnica para a confirmagdo de determinados composios,
mesmo quando estes pertencem a um grupo relativamente grande. Com o intuito
de se reduzir cada vez mais 0 tempo necessario no desenvolvimento de novos
compostos farmacéuticos, laboratérios bioanaliticos e farmacéuticos estdc em
continuo desenvolvimento de pesquisa, a fim de descobrir novas técnicas de
preparagdo das amostras, de separacdo cromatogrdfica e caraclerizacdo
estrutural. Vérias técnicas estdo em desenvolvimento, enire elas encontra-se a
cromatografia liquida acoplada ac espectrémetro de massas seqiiencial (LG-MS-
MS), quadrupdlo com tempo de véc (Q-TOF) com espectrdmetro de massas,
sendo esta uma técnica que propicia uma alta resolucdo e um acurado espectro
de ions (YANG e cols., 2001). A cromatografia liquida acoplada ao espectrébmetro
de massas seqlencial é uma técnica de caracterizagdo analitica muito poderosa,
unindo o poder de separagio da cromatografia liquida com a alta seletividade e
sensibilidade de detecgao pela espectrometria de massas seqliencial, favorecendo
a identificac@o e quantificacdo de amosiras contidas em misturas complexas em
varios tipos de matrizes (CHOI e cols., 2001; ZHU e cols., 2001).

A associag@o entre HPLC e MS tem se apresentado como uma técnica
eficaz para a obtencao de informag&es de caracter estrutural de variados tipos de
compostos de natureza orgénica, e uma sensibilidade mais agucada para a
quantificag@o de niveis plasmaticos baixos (COVEY e cols., 1986). Com a grande
variedade de técnicas relacionadas a ionizagdo, obteve-se uma facilidade na
jung@o destas duas técnicas, e a utilizagdo de espectrometria de massas
sequencial (MS/MS), isto &, espectro de massas acoplado, aumentou a
especificidade analitica do processo quantitativo (SAKAIRI e KAMBARA, 1988;
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LAGERWERF e cols., 2000; YANG e cols., 2001;; TUROWSK! e cols., 2001;
CHOI e cols., 2001).

Mesmo a tecnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas seqglencial (LC-MS-MS) ser considerada universalmente répida e seletiva,
existemn barreiras a serem vencidas até que esta se torme totalmente robusta,
eniretanio ¢ seu uso se jusiifica pela quantidade considerdvel de andlise de
amostiras € o tempo em que podem ser analisadas, tornando-se um método
bioanalitico. A fim de realizar uma quantificagdo de amostra em curtos periodos de
tempo, é necessario a realizacdo de uma extracdo da mesma visando a retirada
de possiveis interferentes, que possam vir a interferir na quantificacéo, podendo
neste casc ser ulilizados aditivos (acidos ou bases), mas correndo-se o risco de
perda de sensibilidade na ionizag&o pela agdo dos mesmos (VERVOORT e cols.,
1997; NIESSEN, 1999; LAGERWERF e cols., 2000; JEMAL, 2000).

Em tratando-se de cromatografia liquida, ainda existe uma quantidade
consideravel de aspectos importantes que podem ser investigados, melhorados e
posteriormente discutidos, mas mesmo assim esta técnica é importante no
processo de separagdo de amostras que estdo relacionados com métodos
cromatograficos. Os pontos mais importantes relacionados & cromatografia sdo: o
mecanismo de retencgao, seletividade e melhora nas condigdes de separacio.
Todos estes fatores estdo intimamente interligados (SMITH, 1986; YANG e cols.,
2001).

Até o momento as fecnicas desenvolvidas para a quantificacdo de
tetraciclinas nfo facilitava a quantificacgo direta do composto minociclina, mas
com a jungdo de HPLC & espectrometria de massas, tornou-se possivel que
compostos como a minociclina possam ser quantificados (WRIGHTSON e cols.,
1998; ORT! e cols., 2000). Devido a dificuldade de quantificacdo de minociclina,
em funcdo de sua molécula apresentar varios grupos funcionais, ndo existemn
muitos trabalhos realizados com este composto, sendo os existentes feitos com
técnicas baseadas na dete¢do UV (MASCHER, 1998).
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O método LC-MS-MS com monitoragio de reagdo multipla (MRM), foi
empregado para gquantificar os niveis plasmaticos de minociclina, com a utilizagio
de claritromicina como padrio internc. Uma varredura completa no espectro de
massas (MS1) de minociclina e claritromicina apresentaram os ions moleculares
protonados [M + H]" com a relacAo m/z de 458 e 748 respectivamente. Os fons
produtos mais abundantes encontrados foram de m/z 441 para minociclina e de
m/z 158 para claritromicina. O sisterna de espectro de massas foi configurado da
seguinte maneira: m/z de 458 para minociclina e m/z 748 para claritromicina,
sendo estes 0s ions precursores para os fons produtos m/z 441 para minociclina e
m/z 158 para claritromicina pelo método de MRM. Com o desenvolvimento deste
trabalho, pode-se ftambém notar que as iécnicas até enifo empregadas,
apresentavam um limite de quantificac@c alte quando comparado com o que
obtivemos, como por exemplo ¢ trabalho de MASCHER, 1998, quantificando
plasma humanoc obteve como limite de quantificagdo (LOQ) a concentragdo
de 30 ng/mL , assim como ORTI e cols., 2000 quantificando plasma humano e
contetdo salivar produzido pela giandula pardtida e WRINGHTSON e cols., 1998
quantificando plasma humano conseguiram chegar ao limite de quantificagdo na
concentragdo de 100 ng/mL. Ao passo que neste trabalho, obtivemos um limite de
quantificacéo da ordem de 5 ng/mL.
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Este estudo relata, pela primeira vez, um métodc empregando LC-MS-MS,
para a quantificag@o de minociclina em piasma, com aplicacdo em estudos de
bicequivaléncia.

Com base nos resultados obtidos no desenvolvimenio do estudo, pode-se
concluir que © presente método demonstrou especificidade, exatiddo e
recuperacao satisfatdrias para minociclina, atendendo a todos os critérios
propostos pelo FDA e Ministério da Saude (MS), assim como uma maior agilidade
na quantificag8o das amostras, tornando-se desta maneira um método robusio e
eficiente para & analise rofineira de minociclina em plasma humano.
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Abstract

Minocycline was determined in hwman plasma by HPLC-MS-MS using clarithromycin as an internal standard. The
method is fast (single hquid extraction and run time of <3 min) and sensitive (5 ng/ml} and it was employed in &
bioequivalence study of two 100 mg tablet formulations in 24 healthy volunteers. The 90% confidence interval of the
individual ratio geometric mean for both AUC , . ., and C_ were 99.2-111.1% and 95.6-117.5%, respectively. Thus,
Minoderm was considered bioequivalent to Minomax according to both the rate and extent of absorption. No food interaction
was observed with either formulation. € 2001 Elsevier Science BV, All rights reserved.

Keywords: Bioequivalence study; Minocycline

1. Introduction

Minocycline (45,4a8,5aR,12a5)-4,7-bis(dimethyl-
amino)- 1,4,4a,5,52,6,11,12a-octahydro-3,10,12,12a-
tetrahydroxy-1,11-dioxo-2-naphthacenecarboxamide
(MN), is a semi-synthetic tetracycline antibiotic.
Owning to its high penetration characteristics
throughout the body, MN can be used in the freat-
ment of a wide variety of extracellular and infraceliu-
lar pathogens [1]. The absorption of MN is believed
to be affected by simultaneous administration with
food, since reductions in both maximum concen-

*Corresponding suthor. Jesuino Marcondes Machado 415,
Campinas, SP 13092-320, Brazil. Fax: +3535-19-2521-516,
E-mail address: ifa@usp.br {D.R. Ifa).

tration reached {(C_, ) and area under the curve
(AUC) were reported [2,3]. Several methods based
on high-performance liquid chromategraphy (HPLC)
have been reported for the determination of MN in
human serum and plasma [4-8], but all these meth-
ods have inconveniences for routine analysis. For
instance, some employ large sample volumes [4,5.8],
have long extraction procedures (solid-phase extrac-
tions [4,6.8] or liquid-licuid reextractions [5)]) and
long retention time [7,8]. The most sensitive method
had a limit of quantification (LOQ) of 30 ng/mi [5].
Quantification of drugs in biological matrices by
liquid chromatography—tandem mass spectrometry
(LC-MS-MS) is becoming more usual, due to the
improved sensitivity and specificity of this technique
[9.10].

(378-4347/01/8 — see front matter © 2001 Elsevier Science BV. All rights reserved,

Pii: 8$0378-4347(00)00472-2
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This paper describes a fast, sensitive and specific
LC-MS-MS method for determination of MN using
clarithromycin (CR) as an internal standard (1.8} in
human plasma. This LC-MS-MS method was ap-
plied in a bicequivalence study of two 100 mg tablet
formulations of MN and in a food—drug interaction
study in 24 healthy volunteers,

2. Experimental
2.i. Chemicals

Minocycline hydrochloride was provided by
Laboratérios Stiefel (Guaruthos, SP, Brazil), lot No.
1644/99. Clarithromyein was provided by Medley
Indistria Farmacutica (Campinas, SP, Brazil), lot
No. BAG19298. HPLC-grade solvents and analytical-
grade reagents were purchased from Mallinckrodt
(Paris, KY, USA) and Nuclear (Sdo Paulo, Brazil).
Triftuoroacetic acid {(TFA} and ethylenediaminetetra-
acetic acid (EDTA) were purchased from Sigma
(Saint Louis, MO, USA) and Mallinckrodt, respec-
tively. Plasma samples were stored at —20°C after
collection and necessary processing.

2.2. Calibration standards and quality conmrols

Stock solutions of MN and CR were prepared at 1
mg/ml in 50% aqueous methanol. A standard work
solution of MN at 10 pg/ml in mobile phase was
used for spiking pooled blank plasma at concen-
trations of 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000 and
2000 ng/ml. Calibration standard curves were per-
formed in duplicate for each batch. Quality controls
were fixed at 20, 100 and 1000 ng/ml and prepared
in the same blank plasma.

2.3. Sample preparation

A 200-ul volume of plasma samples {spiked or
from volunteers) was added to 200 ul of EDTA
buffer/internal standard solution {10 mAf EDTA /0.2
pg/ml of CR). The tubes were vortex-mixed for
approximately 10 s. Diethyl ether—dichloromethane
(70:30, v/v, 4 ml) was added and the samples
vortex-mixed for 33 s. The upper organic laver was
removed and transferred to new tubes. The solvent

was removed using a flow of N, at 37°C. The
samples were reconstituted with 200 ! of mobile
phase and tansferred to microvials, capped and
placed in a Shimadzu Avp10 autosampler.

2.4. Liguid chromatography and mass spectrometry

An aliquot (40 ul) of the plasma extract was
injected into a Zorbax RX-C8 15 c¢cmX4.6 mm
column {Hewlett-Packard, USA) using a Shimadzu
AVP LC system (Shimadzu, Japan). Separation and
elution were achieved using acetonitrile (ACN)-—
water-TFA (80.0:19.9:0.1) as the mobile phase, at a
flow-rate of 1 ml/min. The oven temperature was
40°C and the time between injections was 3 min.

Mass spectrometric detection was performed using
a MicroMass (Manchester, UK) Quattro LC triple
quadrupole mass spectrometer, equipped with an
electrospray (ES) source. The temperature of the
probe and source block was 350 and 120°C, respec-
tively. Nitrogen was used as nebuliser (75 1/h) and
desolvation gas (621 1/h). The electrospray source
was operated in the positive ionization mode (ES+),
and multiple reaction monitoring mode (MRM), m/z
457.9-5441.0 and m/z 748.4—157.8, were used for
quantification of MN and CR, respectively. The
dwell time, the cone voltage, the collision energy and
collision gas pressure (argon) were 0.1s, 25 V, 20 &V
and 1.7-107° mbar, respectively for MN, and 0.1 s,
30V, 25 éVand 1.7-107° mbar for CR, respectively.
Data were acquired by MassLynx software (version
3.2, MicroMass) and calibration curves for the
analyte were constructed using the calibration sam-
ples using MN to 1.S. peak area ratios (PARS) via a
weighted (1/x) least-squares linear regression. Un-
known sample PARs were then interpolated from the
calibration curve to provide concentrations of MN.

2.5. Bioequivalence and food-drug interaction

The method was applied to evaluate, on human
volunteers, the performance of one MN tablet formu-
lation (Minoderm, tablets, 100 mg, batch No.
CTO010/99, Stiefel, Brazil) against one standard MN
tablet formulation (Minomax, tablets, 100 mg, batch
No. 12227, Wyeth, Braril) taken with or without
food. The comparison was done through the quantifi-
cation of MN in plasma. The bioequivalence
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between both formulations and both regimens (fast-
ing or after food intake) wers assessed by calculating
individual C,,, AUC, 564, AUC,, o, and C__/
AUC oo 1, Tatios (test/ reference} together with their
mean and $0% confidence intervals {Cls) after log
transformation of the data {additive model [117}. The
inclusion of the 90% CI for the ratio in the 80 to
125% range was analyzed by a parametric [analysis
of variance (ANQOVA)] method.

Twenty-four healthy volunteers of both sexes (12
fernales and 12 males) who were between the ages of
19 and 39 years (mean=*SD, 23.3x4.2 years), of
heights between 155.0 and 181.0 c¢cm (meanzSD,
166.726.9 cm) and who weighed between 50.1 and
77.8 kg (mean==SD, 65.3%8.1 kg) and within 15%
of their ideal body weight were enrolled in the study.
All subjects gave written informed consent, and the
Ceara Federal University Hospital Ethics Commitiee
of Clinical Investigation approved the clinical proto-
col.

The volunteers were free from significant cardiac,
hepatic, renal, pulmonary, neurological, gastrointesti-
nal and hematological disease, as assessed by phys-
ical investigation, EGC and the following laboratory
tests: blood pressure, urea, creatinine, AST, ALT,
alkaline phosphatase, v-GT, total bilirubin, uric acid,
total cholesterol, triglycerides, albumin and total
protein, hemoglobin, hematocrit, total and differen-
tial white cell counts, erythrocyte sedimentation rate,
and routine urinalysis. All subjects were pegative for
HIV, HBV and HCV.

The study was conducted in an open, randomized,
four-period crossover fashion with a 3-week washout
period between doses. During each peried, the
volunteers were hospitalized at 11:00 p.m., having
already had a normal evening meal, and after an
overnight fast they received at 7:00 a.m. a single 100
mg dose of the appropriate MN formulation along
with 200 ml of tap water. For those subjects on
confinements whose drug—food interaction was to be
tested, a breakfast with orange juice (200 ml),
strawberry yogurt (200 ml), cream cracker biscuits
(4 units) and cheese (1 unit) were received 15 min
before dose. No food was allowed during 5 h
following drug administration, after which a standard
lunch was consumed and an evening meal was
provided 12 h after dosing. No other food was
permitted during the “in-house” period. Liquid

consumption was permitted ad libitium after lunch
but xanthine-containing drinks, including tea, coffes
and cola, were avoided.

Blood samples (10 ml) from a suitable antecubital
vein were collected into EDTA-containing tubes
before and 0.5, 1.0, 1.5, 2.6, 3.0, 4.0, 6.0, 8.0, 10.9,
120, 16.0, 24.0, 480, 72.0 and 96.0 L after the
administration of each dose of MN. The blood
samples were centrifuged at 2500 g for 10 min at
room temperatumre and the plasma decanted and
stored at —20°C until assayed. All samples from a
single volunteer were analyzed on the same day to
avoid inter-assay variation.

3. Results and discussion
3.1 Method development

Full scan {MS1) mass spectra of MN and CR
showed the protoned molecular ion [M+H]™ at m/z
458 and 748, respectively. The most abundant ion in
the product ion spectra (MS—MS) was at m/z 441
for MN and m/z 158 for CR (Fig. 1). The loss of 17
u (NH,) for MN has been previously observed [12].
The MS system was set as follows: m/z 458 for MN
and m/z 748 for CR as precursor ions and m/z 441
for MN and 158 for CR as product ions in the MRM
mode. No peak was observed in the mass chromato-
gram of blank human plasma under the conditions
mentioned and the retention times for MN and CR
were 1.8 and 2.1 min, respectively (Fig. 2). The
recoveries of MN based on PARs of extracted
plasma/mobile phase, both previously spiked at final
concentrations of 20, 100 and 1000 ng/ml were
101.4=9.0, 77.928.3 and 79.2£4.0% (mean=RSD,
n=3), respectively. For the 1.S. {200 ng/ml) the
recovery was 82.9+5.6% (mean=RSD, n=35).

3.2. Assay performance

Linearity, precision and accuracy assess the per-
formance of method. Precision was determined as
the percent relative standard deviation, RSD (%)=
100-(SD/M) and accuracy as the percent relative
error, RE (%)=(E—-TY{100/T), were M is the
mean, SD is the standard deviation, T is theoretical
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Fig. 1. Product ion spectrum of {(A) minocycline and (B) clarithromycin.

concentration and £ is the experimentally determined
concentration.

The linearity of the MN calibration curve was
proven for the range from 5 to 2000 ng/ml. The
between-run accuracy and precision are shown in
Table 1. Between-run precision was estimated as
4.0-16.7% and accuracy as 3.0-19.0% over the
range. The coefficient of correlation for all measured
curves was at least 0.995 and its mean was greater
then 0.999. The lower LOQ was 5 ng/mi and defined
as the lowest concentration at which both precision
and accuracy were less than or equal to 20%.

The within-run accuracy was =92 (M=
21.8+8D=09, n=9}, 9.7 (108.726.7, 9) and 11.8%
(1118.0x72.0, 9} for QCA, QCB and QCC, respec-
tively, and the within-run precision was =12.0
(212225, 9), 113 (973110, 9 and 12.2%
(1018.1123.7, 9), respectively. The between-run
accuracy was £2.2, 2.8 and 2.8% and between-run

precision was =69, 74 and 8.1% for QCA
(20514, 98), QCB (102.8+7.6, 98) and QCC
{1028.3x83.1, 98), respectively.

3.3. Bioeguivalence and food—drug interaction

Both MN formulations were well tolerated at the
dose administered. One volunteer during the second
confinement complained of severe headache, whose
symptom relation to the drug is unknown (reference
formulation with food). No significant changes in the
biochemical parameters were observed. Phar-
macokinetic parameters are shown in Table 2 and
means of plasma concentrations of minocycline are
shown in Fig. 3. The maximum conceniration
reached (C_,,) and the areas under the curve
(AUC, 4 ) were compared. The geometric mean
and $0% confidence intervals of Minoderm/
Minomax; Minoderm+food/Minomax +food; Mino-
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Fig. 2. MRM chromatogram of collected plasma 3 h after oral administration of a single 100 mg minocycling tablet: {A) minocycline and
(B) clarithromyecin.

derm+food/Minoderm and Minomax +food/Mino- US Food and Dmug Administration [13,14], it is

max ratios are summarnzed in Table 3. concluded that Minoderm 100 mg tablets are
Since the 90% CI for both C,, and AUC, 4 bioequivalent to Minomax 100 mg tablets for both

ratio (test/reference, fasting or after food intake) the rate and the extent of absorption, under both

were ingide the 80-125% interval proposed by the fasting conditions and after food intake.

Tabie 1

Catibration curve quality report

Standard calibration S 0 20 50 100 200 500 1000 2000 r

" 21 22 22 22 20° 2 22 2 2 0.9995

Mean 595 10.84 2109 4852 9455 19262 47967  968.13  2070.14

SD 0.99 1.40 3.09 714 13.91 24.26 51.64 94.65 82.13

RSD (%) 16.73 12.91 1468 1471 14.70 12,59 10.76 9,78 3.97

RE (%) -1892  —842  -544 296 545 3.69 4.07 3.19 -3.51

* Three points of calibration curve, one at 3 ng/ml (batch 02) and two 2t 100 ng/mi (batches 03 and 09), were rejected due to high

deviation of nominal concentration. Calibration curves of these batches were performed as without duplicate at the mentioned
concentrations.
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Table 2
Pharmacokinetic parameters from bioequivalence smdy of minocycline in 24 human volunteers
Minoderm Minormax Minedenmn+ foed Minormax +food
Mean 5B Mean pis) Mean S5 Mean SD
AUC,: sousg p Mg B/mE) 17132 5133 17128 8210 15249 457 15864 5565
AUC .., g Bimd) 17416 5221 17389 5347 15518 5113 16 193 5157
AUC 556 mpiiomes (%) 984 - 985 - 983 - 550 -
£, mgim) 183 324 1130 380 950 298 1032 299
T (8} frenged 20 (1.6-6.0) 20 (15-60) 28 {1.5-8.0) 2.0 {15-8.0)
T.., (5) (range} 153 (10.5-21.6) 16.0 (11.0-22.8 155 (9.7-24.1) 171 (11.6-32.7)
K. (1) {range) 0.05 (0.03-0.06) 0.04 {0.03-0.08) 0.05 0.03-007) 0.04 (0.02-6.06)

Mean Plasma Concentration
of Minocycline

1406+
o= Minoderm

- Minomax

~s-— Minoderm + Food
= Minornax + Food

Concentration (ng.mi"i}

T T T T T T H |

0 2 4 & g i@ 12 14 1€ 24 48 72 a6

Time (h)
Fig. 3. Mean plasma concentration of minocycline in 24 human volunteers follow oral administration of a single 100 mg tablet,
Leyden [2}] and Meyer [3] have reported that for individual AUC, 4, and C_,

ratios. Indeed,

K

meals reduce the bioavailability of minocycline, but food interaction studies should be analyzed statisti-
their studies were performed with a small group of cally, similarly to bicequivalence studies [13,14].
healthy volunteers and did not estimate the 90% CI Our study reveals that no food interaction took place,
Table 3

Geometric mean and 90% confidence intervals

Crnax AUC

Minoderm / Minomax 106.0 (90% CI=55.6-117.5) 101.2 {90% CI=62.2-111.1}
Minederm + food/Minomax +food 91.2 (%0% C1=82.8-100.5) 97.2 (90% CI=92.2-102.5}
Minoderm + food/Minoderm 80.0 (90% CI1=70.9-90.4) 892 {90% CI=82.7-96.3)

Minomax + food / Minomax 92.8 (90% CI=84.9-101.5) 93.1 (90% (I=87.3~99.2)
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since the ratios for AUC (food/fasting) were in-
cluded in the 80-125% interval proposed for bio-
equivalence {Table 3}.

4. Conclusion

A first LC-MS—MS method for the determination
of MN in human plasma was developed and moni-
tored during a biocequivalence study. This method
was shown to be fast, simple and sensitive with
acceptable accuracy and precision. These results
indicated that the method is rugged and suitable for
routine analysis of MN in human plasmna.
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