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RESUMO

Neste trabalho, a codeina foi determinada em plasma humano, através de
metodologia analitica baseada no acoplamento da extracdo sélido-liquido “on-
line” HPLC-MS/MS por electrospray positivo. O método foi desenvolvido visando
a injecdo direta de amostras plasmaticas sem prévio tratamento. O padrao interno
utilizado foi o tramadol. O tempo total de andlise foi de 3 min./amostra e devido
ao sincronismo entre a corrida cromatografica e a extracdo “on-line” automatizada
o método possibilita a andlise de mais de 400 amostras por dia. O uso de coluna
monolitica (Chromolith Performance RP-18e, 100 mm x 4.6 mm) e extragdo em
fase solida automatizada (sistema Prospekt 2) demonstrou ser altamente eficiente
em relacdo a resolucdo dos picos cromatograficos, tempo de retengio e pressao no
interior da coluna cromatografica. A curva de calibracdo foi definida com o
intervalo de concentragdo de 5 a 200 ng/mL, atingindo boa linearidade. Excelentes
resultados foram alcancados em relacdo a precisdo e exatiddo intra e inter-dia
apresentando uma variacdo de 2.33 a 7.25% (CV%) e 2.35 a 9.97% (RE%),
respectivamente. A metodologia analitica desenvolvida neste trabalho, baseada no
acoplamento “on-line” SPE-HPLC-MS/MS apresentou boa seletividade, robustez,
exatiddo e precisdo, bem como uma alta produtividade nas andlises para

determinacao de codeina em plasma humano.
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ABSTRACT

A specific LC-MS/MS method was developed and validated for automated
determination of codeine in human plasma, using on-line solid-phase extraction
(SPE) system coupled with positive ion electrospray ionization tandem mass
spectrometry. Method allowed plasma direct injection onto cartridge without
sample pre-treatment. Total analysis time per run was 3 min, allowing high-
throughput for codeine determination. SPE on-line along monolithic column
(Chromolith Performance RP-18e, 100 mm x 4.6 mm) demonstrated to be highly
effective in terms of backpressure, separation speed and peak asymmetry.
Calibration curves range was linear 5.0-200 ng/mL. Method showed an excellent
intra-assay and inter-assay precision ranged from 2.33 to 7.25% (CV %) as well as
great intra-assay and inter-assay accuracy, ranging from -2.35 to 9.97% (RE%).
SPE-LC-MS/MS method provided selectivity, robustness, accuracy, precision and

high-throughput to assess codeine pharmacokinetics in human plasma samples.
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INTRODUCAO

1.1. Derivados opidides

O termo opidide foi proposto para designar as drogas com acao semelhante
a morfina, porém com estrutura quimica diferente. Contudo, o conceito de opidide
evoluiu e passou a incluir todas as substdncias naturais, semi-sintéticas ou
sintéticas que reagem com os receptores opidides (MARTIN, 1983). Também
chamada de metilmorfina, a codeina € um agonista opidide usado no alivio da dor
suave a moderada, além de apresentar um efeito antitussigeno que se deve a
depressao do reflexo da tosse por efeito direto no centro bulbar da tosse (SILVA,
2006). Seu efeito analgésico se deve a sua afinidade pelos p-receptores opidides
(HARDMAN, 2002). A codeina é considerada algumas vezes, um agonista fraco,
pois seus efeitos maximos, tanto analgésico quanto indesejados sdo menores que

aqueles apresentados pela morfina (DALE, 2001).

Segundo dados recentes da Organizacdo Mundial da Saude, 30% da
populacdo mundial sofre de dor cronica e 28,7 % populacdo brasileira sofre de
dores que persistem por pelo menos 3 meses. A dor €, atualmente, definida como
uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, relacionada a dano tecidual

real ou potencial, sendo sempre uma experi€éncia subjetiva. A percep¢dao da dor
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envolve, portanto, dois componentes: o estimulo doloroso e a reacao emocional a
dor (DAUDT et al., 1998). O tratamento da dor deve priorizar a eliminagdo dos
fatores causais e perpetuantes. Entretanto, nem sempre isso € factivel. Deve-se
priorizar o tratamento sintomatico da dor, por exemplo com medidas
farmacoldgicas, que possibilitam minimizar a dor e resgatar ou melhorar os
parametros funcionais na maioria dos individuos (CARVALHO, 1999). Neste
sentido, a codeina, amplamente utilizada por administragdo oral, € uma 6tima
alternativa para analgesia suave a moderada, pois sofre menor metabolismo de
primeira passagem quando comparada a outros derivados opidides (HARDMAN,
2002). Assim, o desenvolvimento de metodologias analiticas mais especificas e
precisas para a determinacdo de codeina torna-se necessdrio, visando assegurar a
sua eficdcia e a qualidade dos medicamentos que a tem como principio ativo,

como ocorre nos testes de bioequivaléncia.

1.2. Bioequivaléncia

O estudo de bioequivaléncia consiste na comparacdo entre as
biodisponibilidades de duas formulagdes farmacéuticas. O  termo
biodisponibilidade € considerado como sendo a velocidade e a extensdo na qual
uma molécula ativa é absorvida e torna-se disponivel no seu sitio de acgdo.
Considerando-se que a quantidade do farmaco contida no fluido biolégico estd em

equilibrio com o sitio de acdo, a biodisponibilidade é determinada através da
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medida da concentra¢do do principio ativo do medicamento em sangue total, soro

ou outro fluido bioldgico apropriado, em fun¢do do tempo (METZLER, 1974).

Muitos erros terapéuticos relacionados a diferengas na biodisponibilidade
de farmacos justificam a necessidade de testes do desempenho da forma
farmacéutica em liberar a substincia ativa na circulacdo sist€mica e, dessa forma,
no sitio de acdo. Além disso, a biodisponibilidade da substancia ativa a partir de

um produto farmacéutico deve ser conhecida e reprodutivel (STORPIRTIS, 1999).

Embora obedecendo as boas normas de fabricacao e controle de qualidade,
a producio de medicamentos contendo o mesmo principio ativo do medicamento
de referéncia, ndo garante a mesma eficicia clinica, oferecendo risco das doses
administradas, tornando-as sub-terapéuticas ou toxicas. Assim, duas formas
farmacéuticas sao consideradas bioequivalentes quando, ao serem administradas
ao mesmo individuo, nas mesmas condi¢des experimentais € na mesma dose
molar, ndo apresentarem diferencas significativas em relagdo a biodisponibilidade

(STORPIRTIS, 1999)

Os estudos de bioequivaléncia devem ser realizados por meio da
quantificacdo do farmaco e/ou metabdlito ativo no sangue, plasma ou soro
(BRASIL, 2003a). A concentragdo de um farmaco no seu sitio de a¢do exibe uma
intrinseca correlacdo com a sua concentracdo plasmdtica. Contudo, o plasma
humano é uma matriz bioldgica extremamente complexa onde estdo presentes

proteinas, anticorpos, enzimas e produtos de degradacdo. Dessa forma, o
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tratamento das amostras bioldgicas é um passo importante e fundamental para

determinacao de farmacos nos fluidos biolégicos.

1.3. Preparacao das amostras bioldgicas

A maioria dos sistemas cromatograficos nao sao compativeis com injecoes
diretas de amostras plasmaticas. Um dos maiores problemas na andlise das
amostras bioldgicas € a adsorcdo das proteinas na fase estaciondria, resultando em
perda substancial da eficiéncia da coluna cromatogréfica e aumento da pressao em
seu interior. A precipita¢do de proteinas (PP), € um procedimento répido e simples
para o tratamento das amostras. Entretanto, sua baixa seletividade e a eluicao
conjunta dos analitos e compostos presentes na matriz plasmatica podem alterar
tanto a cromatografia quanto a detec¢do, especialmente em andlises por

espectrometria de massas (MULLET et al., 2007).

1.3.1. Extracao Liquido-Liquido e Extracio Sélido-Liquido

Os métodos de extragdo mais empregados na rotina laboratorial para a
preparacao das amostras sdo a extracdo liquido-liquido (ELL) e a extragcdo so6lido-
liquido (ESL). A técnica de ELL € baseada na miscibilidade do analito entre duas
fases liquidas: uma aquosa (amostra plasmética contendo o analito) e a outra

organica (solvente orginico), imisciveis entre si (QUEIROZ et al., 2001). Uma
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das vantagens da ELL € a ndo requisi¢do de aparelhagem complexa para sua
execucdo. Possui uma ampla variedade de solventes e mistura de solventes
organicos que pode ser utilizado para a purificagdo das amostras. Outra vantagem
da ELL € a possibilidade de concentragdo dos analitos, resultando em
metodologias analiticas mais sensiveis. Contudo, a ELL requer vérios passos para
sua execu¢do, um numero relativamente grande de técnicos envolvidos na
purificacdo das amostras, resultando em um aumento considerdvel do tempo de
extragdo. Como o procedimento € realizado manualmente, os riscos de erros na
manipulacdo das amostras estdo aumentados, além de reduzir a precisdo da
metodologia (XU et al., 2007). O uso de solventes orgdnicos toxicos para a
extracdo, como por exemplo o éter etilico, cloroférmio, acetato de etila,
diclorometano e hexano, aumenta o risco de contamina¢do do meio ambiente,
além de serem prejudiciais a saide humana. Além disso, o procedimento de
evaporagdo dos solventes organicos aumenta consideravelmente o tempo de

analise.

z

Na ESL o procedimento de extracdo € realizado através da eluicdo das
amostras através de uma fase estaciondria, visando a adsor¢cdo dos analitos e
eliminagdo dos constituintes do plasma. A ampla variedade de cartuchos
disponiveis para a extragdo soOlido-liquido aumenta consideravelmente a
especificidade da metodologia analitica (SOUVERAIN et al., 2004). Contudo, a
ESL requer vérias etapas para sua execug¢do, tornando o processo de extracao
trabalhoso e demorado. Neste sentido, a automatizacdo da ESL € uma alternativa

eficiente para purificacdo de amostras em matrizes complexas, aliando a
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especificidade da extracdo em fase sélida com reduc¢do dos riscos de erros na

manipulagdo das amostras (XU et al., 2007).

1.3.2. Extracao em Fase Solida “on-line”

O principio da extracdo em fase sdlida “on-line” (EFS *“on-line”) € o
mesmo da ESL, descrito anteriormente. A EFS “on-line” possibilita o
desenvolvimento mais rdpido dos métodos analiticos pela reducdo no tempo de
extracdo de cada amostra. Alguns sistemas extratores automatizados, como por
exemplo o sistema Prospekt 2® produzido pela Spark Holland, oferecem um
sincronismo entre a corrida cromatografica e o procedimento de extracdo.
Enquanto uma amostra estd sendo eluida através da coluna cromatogrifica a
amostra seguinte esta sendo extraida (XU et al., 2007). A EFS “on-line” requer um
numero reduzido de técnicos envolvidos na manipulacdo das amostras, pois todos
0s passos para extracdo das amostras sao automatizados, 0 que aumenta a precisao
da metodologia analitica. Além disso, todos os solventes utilizados para o
tratamento das amostras sdo compativeis com a cromatografia liquida de alta
eficiéncia, portanto sem a necessidade do procedimento de evaporacdo de
solventes organicos, reduzindo dessa forma os riscos de intoxicagdo a saude
humana (RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2007). Uma importante vantagem da EFS
“on-line” é a simplicidade e rapidez no desenvolvimento das metodologias
analiticas pela utilizacdo de placas de cartuchos especificas para o

desenvolvimento do método, representada na Fig. 1. A placa produzida pela Spark
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Holland € composta pelos oito principais € mais utilizados cartuchos de EFS “on-

line” de acordo com as propriedades quimicas dos compostos a serem analisados.

Compound
Apolar

HySphere™
\ CN-SE

C2-SE

C8 EC-SE
Ci1sHD
Resin GF

MM cation
MM anion

00000000
00000000
00000000
00000000
00000000
00000000
00000000
00000000
00000000
00000000
00000000
Q0000000

Tomic

Fig. 1. Placa de cartuchos de EFS “on-line” (Spark Holland) especifica para o

desenvolvimento de métodos

Dentre os cartuchos de extracdo mais utilizados atualmente destacam-se os
constituidos de LPS (“large particles supports”) e os RAM (“restricted access
media”). Apesar de apresentarem propriedades quimicas distintas, essas fases
estaciondrias comportam-se de maneira semelhante: exclusdo de macromoléculas
(ex: proteinas, compostos hidrossoldveis presentes no plasma humano), enquanto
os analitos sdo retidos geralmente por interacdes hidrofébicas ou eletrostaticas,

como representado na Fig. 2 (MULLET et al., 2007 ).
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Fig. 2. Representacdo esquemdtica do material que constitui o cartucho EFS “on-line”

O processo de automatizacao da EFS “on-line” possibilitou o acoplamento
eficaz com as técnicas de HPLC e deteccdo por espectrometria de massas
(MS/MS). Com a utilizacdo da EFS “on-line” o procedimento de preparacdo das
amostras deixa de ser um fator limitante no tempo de andlise, acompanhando

dessa forma a evolucdo tecnoldgica consolidada pelo acoplamento HPLC-MS/MS.
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1.4. HPLC-MS/MS

Atualmente a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas € a técnica de escolha para determinag¢do de farmacos
em fluidos biolégicos. O HPLC permite a separacdo dos compostos de interesse
dos demais compostos eventualmente presentes na matriz bioldgica, evitando que
essas substincias prejudiquem a detec¢do do analito, melhorando dessa forma a
seletividade e a sensibilidade do método. A espectrometria de massas € uma
técnica de deteccdo baseada na determinacdo da razdo massa/carga (m/z) das

substancias.

A utilizagdo de colunas de tamanho reduzido, preenchidas com material
finamente pulverizado ofereceu grande resisténcia ao fluxo de fase movel,
resultando no uso de sistemas de alta pressdo, denominando-se cromatografia
liquida de alta eficiéncia. E uma técnica de separacdo considerada um dos métodos
analiticos mais utilizados para fins qualitativos e quantitativos, uma vez que
consegue separar misturas que contém um grande nimero de compostos similares

(JARDIM et al., 2006).

A deteccdo por espectrometria de massas é uma das técnicas mais
importantes de anélise molecular devido ao seu potencial em fornecer informagao
da massa molecular e a estrutura quimica do analito. Para a sua utilizacdo ¢é

fundamental a ioniza¢do dos compostos de interesse (De LAETER, 1990), sendo
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que a discriminagdo e a detec¢do dos fons se ddo em fase gasosa, o que implica na
utilizacdo de um mecanismo que possibilite a transicio dos compostos contidos
nos eluentes proveniente da cromatografia liquida de alta eficiéncia para a fase
gasosa (BRAUMAN, 1995). Assim, para que ocorra a associacdo da
cromatografia liquida de alta eficiéncia a espectrometria de massas € necessario a
utilizacdo de uma interface que permita efetuar esta mudancga de fase, bem como a
ionizagdo dos compostos de interesse (MORAES et al., 2003). A associagdo
dessas técnicas permite que o tempo de andlise seja menor que o usualmente
necessario quando a separagdo cromatografica estd acoplada aos outros métodos
de detec¢do, proporcionando assim maior velocidade na andlise de amostras,
essencial em estudos de biodisponibilidade, que envolvem grandes quantidades de

amostras a serem analisadas (LAGANA et al., 2000).

1.5. Métodos Publicados na Literatura

Um namero relativamente reduzido de estudos cientificos tem abordado a
determinacdo de codeina em plasma humano. Em 2002, KIM e colaboradores
determinaram codeina por cromatografia gasosa e detec¢do por espectrometria de
massas. A cromatografia gasosa possui algumas limitacdes em sua utilizagdo em
relacdo ao HPLC, especialmente na andlise de farmacos. O analito de interesse
deve ser volatil, caso contrdrio, hd necessidade do emprego de reacdes de

derivatizacdo, que requer um trabalho intensivo no laboratério, o que torna o
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procedimento demorado e sujeito a erros. No estudo foi utilizado a extragao
sOlido-liquido off-line, com emprego de colunas de separacdo Clean Screen®.
Virias etapas foram empregadas para o tratamento das amostras, inclusive a
derivatizacdo dos analitos 80 °C por 1 h e posterior evaporacdo e ressupensao das
amostras, aumentando demasiadamente o tempo de andlise.

Estudos toxicoldgicos forenses abordaram a determinag¢do de codeina em
plasma e outras matrizes como cabelo, urina e tecidos (AL-ASMARI et al.,
COLES et al., 2007; HUANG et al., 2009; OIESTAD et al., 2007; SVENSSON et
al., 2007). Apesar de atingirem limites de quantificagdo muito baixos, na ordem de
ng/mL, esses métodos requerem intenso tratamento das amostras, com longos e
repetitivos passos para a extracdo, aumentando o risco de erros na manipulacio
das amostras. Além disso, as determinacdes de vdrias substincias
simultaneamente, muito frequente neste tipo de estudo, aumenta o tempo de

corrida cromatografica e por consequéncia a andlise das amostras.

Em estudo recente (LIAO et al., 2009) a codeina foi determinada por
HPLC-MS/MS, utilizando a extra¢do liquido-liquido, com varios passos para a
purificacdo das amostras, incluindo agitacdo das amostras por 15 min,

centrifugacdo por 10 min., além da evaporagdo dos solventes orgéanicos a 40 °C.
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OBJETIVO

O objetivo desse estudo foi o desenvolvimento de metodologia analitica
especifica e eficiente para determinacdo de codeina em plasma humano, através da
extracdo em fase sOlida automatizada “on-line” acoplada a cromatografia liquida

de alta eficiéncia e espectrometria de massas.
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MATERIAL

Para o desenvolvimento e validagdio da metodologia analitica foram

utilizados os seguintes padrdes,

descritos nas Tabelas 1, 2, 3, 4, 5.

reagentes, aparelhos e amostras bioldgicas,

Tabela 1. Padroes de referéncia

Padrao Descricao Fabricante Lote
Codeina Analito USP Pharmacopeia  JOC200
Tramadol Padrdo Interno  Biossintética 0502041
Farmacéutica

Tabela 2. Reagentes
Reagentes Descricao Fabricante
Acetonitrila Grau HPLC J. T. Baker, USA
Metanol Grau HPLC J. T. Baker, USA
Acido acético Grau HPLC J. T. Baker, USA
Agua deionizada Grau Analitico Millipore, Brasil
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Tabela 3. Material

Material Fabricante

Pipetas automadticas (200, 1000 e 5000 uL) Gilson, Franca
Tubos de polipropileno (15 e 50 mL) Globe, USA

Tubos tipo Eppendorf (1.5 mL) Axygen Scientific, USA
Balanca Analitica Metter Toledo, Brasil
Placas de microtitulagao Scientific, USA
Agitador Fisher, USA
Centrifuga para tubos eppendorf Brinkmann Instruments, USA
Agitador Fisher, USA

Tabela 4. Equipamentos do acoplamento “on-line” SPE-HPLC-MS/MS

Equipamentos Fabricante Modelo
Espectrometro de Massas Micromass Quattro-LC
Cromatdégrafo Liquido Shimadzu LC10ADvp
Auto-Injetor Spark Holland Endurance
Extrator Automatico Spark Holland Prospekt 2
Bomba de Infusao Kd Scientific 100 series
Extrator Automético Spark Holland Prospekt 2

Todos os materiais e equipamentos utilizados neste trabalho foram calibrados e

certificados pelas empresas responsaveis.
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Tabela 5. Amostras Bioldgicas

Descricao

Fonte

Plasma humano normal
Plasma humano Lipémico

Plasma humano Hemolisado

Unidade Clinica Scentryphar
Hospital Sao Paulo

Unidade Clinica Scentryphar
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METODOLOGIA ANALITICA

4.1. Escolha do padrao interno

A utilizacdo do padrdo interno tem como objetivo compensar eventuais
perdas durante o processo de extracdo do analito e eventuais erros no volume de
injecdo. Por isso deve-se levar em conta a similaridade quimica entre o analito
(Fig. 3) e o padrdo interno (PI). De acordo com a disponibilidade do laboratério,

optamos pela escolha do tramadol (Fig. 4).
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Fig. 3. Estrutura molecular da codeina (peso molecular: 299.3)
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Fig. 4. Estrutura molecular do tramadol (peso molecular: 263.4)
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4.2. Infusao dos compostos no espectrometro de massas

Para infusd@o dos compostos foi preparada separadamente concentra¢des de
codeina 1 pg/mL e tramadol 1 pg/mL em uma mistura de acetonitrila:dcido
acético 10 mM 50:50 v/v. No detector utilizado somente duas fontes de ionizagao
poderiam ser utilizadas: APCI e Eletrospray. Foi realizado um teste primeiramente
com o APCI, gerando uma ioniza¢do muito baixa dos compostos. Em seguida foi
realizada infusdo dos compostos com utilizagdo da fonte Eletrospray no modo
positivo (ESI+), gerando uma boa ionizacdo dos compostos, sendo a fonte de

escolha para a realizacdo das anélises.

4.3. Aquisicao dos espectros de massas

A escolha dos ions precursores e ions produtos foi baseada na abundéncia e
na estabilidade dos ions gerados. A figura 5 representa o espectro gerado para a
codeina em (A) e tramadol (B). Podemos observar a protonag¢do da codeina de
peso molecular 299 para o ion precursor 300 e em seguida a quebra com escolha
do ion produto 215. De maneira semelhante para o tramadol de peso molecular

263 a protonagao do fon precursor para 264 e escolha do ion produto 58.
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Fig. 5. Representacao dos espectros de massas de codeina (A) e tramadol (B).

4.4. Rota de fragmentacio para codeina e tramadol

Nas figuras 6 e 7 foram apresentadas as propostas das rotas de

fragmentacdo para a codeina e tramadol, respectivamente.
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Fig. 7. Representacdo da proposta da rota de fragmentagdo para o tramadol.
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4.5. Determinacio do modo MRM - Monitoracido de Reacoes
Miuiltiplas

Ap6s a definicdo do ion precursor e ion produto de codeina e tramadol, foi
realizada a determinacdo do MRM, que envolve a monitora¢do da fragmentagao
do fon precursor em seu ion produto. No MRM as transi¢des sdo realizadas de
forma independente e simultinea o que possibilita, especialmente nas andlises
quantitativas, a monitoracdo de vdrias substincias ao mesmo tempo. Foi
determinado para codeina a transi¢cao 300 > 215.1 e para o tramadol a transi¢ao

264.2 > 58.3.

4.6. Principais parametros do espectrometro de massas

Os principais parametros obtidos apds a otimiza¢do do espectrometro de

massas foram resumidos na tabela 6.
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Tabela 6. Principais parametros espectrométricos

Parametros Valores
Capillary voltage (kV) 3
Source temperature (°C) 120
Desolvation temperature (°C) 300
Desolvation gas flow (I/h) 550
Cone gas flow (I/h) 110
fon energy 1 (V) 0.5
fon energy 2 (V) 2
Multiplier 750
Cone energy (V) for codeine 40
Cone energy (V) for IS 20
Collision energy (V) for codeine 25
Collision energy (V) for IS 15
Dwell time (s) 0.5

4.7. Otimizacao da cromatografia

A codeina e tramadol foram preparados conjuntamente na mistura
acetonitrila:acido acético 10mM 50:50 v/v na concentragdo de 100 ng/mL para
injecdo na coluna cromatografica, com volume de injecdo de 100uL. As colunas

mais utilizadas em HPLC sdo as de empacotamento C8 e C18 com poros de 2,5 a
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5 p de tamanho. Testamos algumas variacdes de fase mével nas colunas C8 e C18
sem obter bons resultados. Partimos entdo para verificacdo de um tipo
diferenciado de coluna cromatogréifica, a chamada coluna monolitica. As colunas
monoliticas se diferenciam das de empacotamento convencional por serem
formadas de um gel polimérico de estrutura bimodal de poros: macroporos -
que permitem a utilizacao de altos fluxos de fase mével sem aumento de pressao
no interior da coluna e mesoporos - que permitem uma superficie uniforme de
adsorcdo, gerando picos cromatograficos mais simétricos e afilados. A tabela 7

resume os parametros cromatograficos utilizados neste estudo.

Tabela 7. Parametros cromatograficos

Parametros Descricao

Fase moével Acetonitrila:dcido acético 10 mM 50:50 v/v
Coluna Analitica Chromolith® Performance RP-18 (100 x 4.6 mm)
Pré-coluna Phenomenex C18

Fluxo (fase mével) 1 mL/min.

Temperatura da coluna Ambiente

Volume de injecao 100 uL

Tempo de corrida 3 min.
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4.8. Preparacao das amostras plasmaticas

Neste estudo foi utilizado a configuragdo bdsica sugerida pelo sistema de
extracdo automatizado Prospekt 2% Ela é composta por 3 valvulas distintas (figura
8): uma presente na unidade de dispensacao de solventes (HPD), outra presente no
auto-injetor de amostras e a 3° presente no modulo de troca de cartuchos
automatizado (ACE). As conexdes que unem essas trés véalvulas sdo constituidas
de tubos peek ou aco de dimensdes variadas. Através dessas conexdes, a amostra
aspirada pelo auto-injetor e todos os solventes necessdrios a extracdo, sao
conduzidas ao cartucho, através da seringa do HPD. Ap6s a limpeza da amostra, a
valvula do ACE muda de posi¢ao de modo que o fluxo da fase mével proveniente
da bomba de HPLC passe pelo cartucho e arraste os analitos conduzindo-os a

coluna cromatografica e posteriormente ao detector de massas.
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Fig. 8. Configuracdo bésica para a extracdo em fase s6lida “on-line”.

4.8.1. Definicao dos passos de extracao

A escolha dos passos da extracdo foi baseada em um padrao sugerido pelo
software que controla o sistema extrator automdtico: SparkLink®, de acordo com a
configuracdo bdésica escolhida. As amostras plasmdticas foram preparadas de

acordo com o esquema a seguir:
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450 pL (amostra) + 50 puL (PI 70 ng/mL)

l Agitacdo 10 s (vortex)

Centrifugacao por 3 min. (14000 rpm)

l

Transferéncia de 300 pL para placa microtitulacao

Capacidade: 96 amostras

(auto-injetor)

Os passos definidos para o sistema de extracdo automatizado foram

resumidos na tabela a seguir:

Tabela 8. Passos para extracio das amostras em plasma (EFS “on-line” — Prospekt 2°)

Acoes Solvente (volume) Velocidade Tempo
Ativacdo Metanol (1 mL) 8 mL/min 75s
Condicionamento Agua (1 mL) 7 mL/min 8.6s
Aplicacdo da amostra HAc 10mM (1 mL) 5 mL/min 12's
Lavagem (plasma) HAc 10mM (2 mL) 6 mL/min 20's
Eluicao Fase Mével 1 mL/min 20s
Lavagem (cartucho) ACN:HAc 10mM (65:35 v/v) 7 mL/min 35s

(4 mL)
Lavagem (cartucho) Agua (1 mL) 7 mL/min 8.6s
Estoque Metanol (2 mL) 8 mL/min 15s
Novo ciclo Total 2.2 min
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4.9. Preparacao da solucio miae e solucio estoque de codeina e

tramadol

Foi realizada a pesagem dos padrdes analiticos de codeina e tramadol
separadamente em tubo tipo eppendorf. Foi pesado 1mg de cada padrao analitico e
adicionados ImL de solug¢do acetonitrila:dgua 50:50 v/v obtendo-se uma
concentracdo final de 1mg/mL (solucdo mae), sendo armazenada em geladeira.
Em seguida foi preparada solug¢des estoque separadamente de codeina e tramadol
na concentracdo de 10 pug/mL em tubo de polipropileno, armazenados em
geladeira por 7 dias. A partir das solucdes estoque foram preparadas todas as

solucdes de trabalho de codeina e tramadol.

4.10. Determinacao do limite inferior de quantificacao

O limite inferior de quantificag¢do foi definido como a menor concentragdo
atingida apresentando relacdo sinal/ruido > 10 (FDA, 2001) e precisdo e exatidao

<20% de variagao (BRASIL, 2003).
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4.11. Preparacao da curva de calibracao e controles de qualidade (CQs)

em plasma de codeina

A curva de calibragdo de codeina e os controles de qualidade de alta, média

e baixa concentracdo foram preparados em plasma humano normal como mostra a

tabela a seguir:

Tabela 9. Curva de calibracao e controles de qualidade de codeina em plasma

Solucio Concentracdo  Solu¢ido  Volume Sol. Plasma
de Trabalho (ng/mL) de Partida de Partida
1 200 SE 400 uL 19,6 mL
2 160 (CQA) SE 320 uLL 19,68 mL
3 100 10 mL 10 mL
4 80 (CQM) 2 SmL SmL
5 50 3 SmL 5 mL
6 20 1 mL 9 mL
7 15 (CQB) 750 uL 9,25 mL
8 10 6 SmL 5mL
9 5 (LQ) 8 SmL S mL

SE: Solucdo Estoque: 10 pg/mL

4.12. Preparacao da solucao de trabalho de tramadol (PI).
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A solucdo de trabalho do padrdo interno tramadol foi preparada diluindo-se
350 pL da solucdo estoque de tramadol (10 pg/mL), com solugcdo de
acetonitrila:agua 50:50 v/v para um volume final de 50 mL. Esta solucdo foi
acondicionada em tubo de polipropileno devidamente identificado e armazenada

em geladeira por 7 dias.

4.13. Teste de efeito de matriz

Ap6s a defini¢do da metodologia analitica, foi ralizado o teste de efeito de
matriz. Com esse teste € possivel visualizar se as substincias presentes no plasma
estdo interferindo na ionizacdo dos analitos. O teste foi realizado da seguinte
forma: Foi concentracdes 1pug/mL de codeina e tramadol conjuntamente na propria
fase movel utilizada. Essa solucdo foi infundida apds a coluna cromatografica,
como mostra a figura 9, por uma bomba de infusdo e a0 mesmo tempo 100 uL de
amostras de plasma branco (sem codeina e tramadol) foram injetadas, extraidas e
eluidas em coluna cromatogréfica, nas mesmas condi¢des que a metodologia

analitica foi desenvolvida.

MATRIX EFFECT
INFUSION PUNP
LC-PUMP
{ COLUMN
muector || || ProseexT2
WASTE MSIMS

Fig. 9. Configuragio do acoplamento “on-line” SPE-HPLC-MS/MS, incluindo o
procedimento do teste de efeito de matriz na area selecionada.
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4.14. Validacao da metodologia analitica

A validacdo da metodologia analitica foi realizada de acordo com a
resolu¢ao n° 899 de 29 de maio de 2003: Guia para a validacdo de métodos
analiticos e bioanaliticos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (BRASIL,
2003). A validacdo do método avaliou os seguintes critérios de confiabilidade:

seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, recuperacao e estabilidades.
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RESULTADOS

5.1. Desenvolvimento da metodologia analitica

5.1.1 Perfil cromatografico

A figura 10 apresenta um perfil cromatografico apds a injecao de 100 uLL de
uma amostra de codeina na concentragdo de 5 ng/mL em plasma contaminados
com PI na concentracdo de 70 ng/mL. A amostra foi submetida a todos os
procedimentos anteriormente definidos pelo desenvolvimento da metodologia
analitica. A codeina apresentou um tempo de reten¢ado satisfatério de 1.37 min. e o

tramadol de 1.51 min.
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Fig. 10. Perfil cromatografico de codeina e tramadol.

5.1.2 Limite inferior de quantificacao (LQ)

De acordo com os critérios apresentados anteriormente: relacdo sinal/ruido

> 10 e precisao e exatidao < 20% de variagdo, o limite inferior de quantifica¢ao foi

determinado com a concentracao de 5 ng/mL.

5.1.3 Efeito de matriz

A figura 11 representa o resultado do teste de efeito de matriz realizado.

Foram submetidos 4 lotes diferentes de plasma branco.Todos os lotes

apresentaram resultado semelhantes ao apresentado na figura. Foram identificadas

45



duas regides da corrida cromatogrifica que apresentaram forte supressao idnica do
sinal referente as transi¢cOes dos analitos. Mas para a regido de interesse onde os
picos cromatograficos dos analitos se localizam (codeina em 1.37 min e tramadol
1.5 min.) ndo houve nenhuma alteracdo do sinal, demonstrando que ambos o
método de extracdo e a cromatografia foram desenvolvidos para obtencdo de

resultados sem interferéncias da matriz plasmatica.
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Fig. 11. Representacdo do resultado do teste de efeito de matriz realizado para codeina e

tramadol.
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5.2. Validacao da metodologia analitica

5.2.1. Seletividade

A determinacdo da seletividade de um método analitico mostra se hi a
presenca dos analitos nos plasmas brancos analisados e se ocorre alguma
interferéncia na transi¢do do analito na presen¢a do PI ou alguma interferéncia na
transi¢cdo do PI na presenca do analito. A seletividade foi realizada com 6 lotes
distintos de plasma branco, sendo 4 lotes de plasma normal, 1 lote de plasma
lip€mico e 1 lote de plasma hemolisado. Para cada lote foram realizadas 3 anélises

distintas:

» Plasma branco - (A)
» Plasma branco + codeina 100 ng/mL (sem tramadol) - (B)

» Plasma branco + PI (tramadol 70 ng/mL — sem codeina) - (C)

As figuras 12, 13 e 14 representam o teste de seletividade para as 3 andlises,
respectivamente. Todos os lotes comportaram-se de maneira semelhante aos

representados nas figuras a seguir:
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Fig. 12. Cromatograma de plasma branco (sem codeina e sem tramadol)
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Fig. 13. Cromatograma de plasma branco (com codeina e sem tramadol)
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Fig. 14. Cromatograma de plasma branco (com tramadol e sem codeina)

5.2.2. Linearidade

O método de regressdo que descreve a curva de calibracdo de codeina foi
linear com peso 1/x*. Trés curvas de calibracdo foram preparadas em plasma
independentemente e foram avaliadas em 3 dias consecutivos. As equacoes da

curva de calibragdo e os coeficientes de determinacao foram:
> 1°dia: y =0,0140554.x + (-0,0341719) r* = 0.998426

> 2°dia:y=0,0115118.x + (-0,0109563) r*=0.999733

> 3°dia: y =0,0140765.x + (-0,0117108) 1°=0.997561
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5.2.3. Precisao e Exatidao

Foram utilizados 3 controles distintos para avaliacio da precisdo e exatidao:
CQB = 15 ng/mL, CQM = 80 ng/mL e CQA = 160 ng/mL. Os resultados de

precisdo e exatiddo intra- e inter-dia foram resumidos na tabela a seguir:

Tabela 10. Precisdo e exatidao para codeina em plasma (n = 6)

Concentracao Concentracao Precisao, CV (%) Erro médio

Nominal média relativo, RE
(ng/mL) encontrada (%)
(ng/mL) + S.D.
Intra-dia
15 16.50 £ 0.39 2.34 9.97
80 79.92 £2.92 3.65 -0.10
160 156.23 +3.63 2.33 -2.35
Inter-dia
15 1557 +1.13 7.25 3.80
80 81.72 +5.61 6.86 2.16
160 160.04 £ 6.95 4.35 0.02
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5.2.4. Recuperacao

A recuperacdo foi determinada confrontando-se as dreas de amostras
extraidas frente as dreas de amostras em solucdo sem passar pelo procedimento de
extracdo. Foram avaliadas 4 concentragOes distintas na recuperacdo do método

analitico. Os resultados foram os seguintes:

LQ (5 ng/mL) = 66.62%
CQB (15 ng/mL) = 62.82%
CQM (80 ng/mL) = 60.51%
CQA (160 ng/mL) = 75.14%

5.2.5. Estudo de estabilidade

A tabela 11 resume todos os teste de estabilidade realizados para codeina

em plasma e em solu¢do padrao.
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Tabela 11. Estabilidade de codeina em plasma e em solucdo padrao (n = 3)

15 (ng/mL) 80 (ng/mL) 160 (ng/mL)
Estabilidade Concentracio CV  Concentracao CV  Concentracao Cv
alcancada (%) alcancada (%) alcancada (%)
(média+D.P) (média+D.P) (média+D.P)

Amostras Controle (recém 16.45+0.36  2.18 80.96 +0.64 0.79 158.97+2.16  1.36
preparadas)

Estab. Curta duracdo (temp. 15.83 +1.12 7.07 85.34 £1.07 1.25 156.04 £ 1.54 0.98
amb. 6 h)

Auto-injetor (4 °C por 24 h) 16.14 £ 0.42 2.62 74.54 +3.58 4.81 140.80 +3.22 2.29

Pés-processamento (4 °C por 15.19£1.28 8.39 7442 £6.13 8.23 175.50 £3.40 1.94
48 h)

3 ciclos de 14.59 £0.72 4.94 77.36 £3.99 5.16 150.33 £8.52 5.67
cong/descongelamento

Sol. Padrdo (temp. amb. 6 h) 15.54 +0.35 2.27 85.58 £1.51 1.76 172.03 +2.04 1.19

Sol. Padrao (4 °C por 7 dias) 14.46 £ 0.29 1.99 7797 +2.33 2.99 162.44 + 4.60 2.83

Estab Longa (-20 °C por 30 1521 £0,13 0.86 84.58 £0,62 0.74 160.19 £ 4,32 2.70
dias)
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APLICACAO DA METODOLOGIA
ANALITICA

Ap6s a validagdo e os teste de estabilidade do farmaco, a metodologia
analitica foi aplicada com sucesso a um estudo de biodisponibilidade relativa de
codeina com administracdo oral de um comprimido de 30 mg. Houve a
participag¢do de 31 voluntarios sadios, com 19 pontos de coleta, num total de 1178
amostras. As amostras dos voluntdrios foram descongeladas em temperatura
ambiente, em seguida centrifugadas em centrifuga refrigerada por 5 min a 5000
rpm. As corridas analiticas neste estudo foram compostas de amostras de plasma
branco, amostras de plasma branco contaminadas com PI, curva de calibragdo e
controles de qualidade. Nas corridas analiticas dos voluntdrios houve a insercao de

um controle de qualidade a cada 10 amostras dos voluntarios.
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DISCUSSAO

A metodologia analitica desenvolvida e validada neste estudo para
quantificacdo de codeina em plasma humano obteve resultados satisfatérios em
relacdo a rapidez e eficiéncia nas andlises. A tabela 12 resume os principais
resultados dos métodos descritos na literatura. Kim e colaboradores determinaram
a codeina por cromatografia gasosa, em plasma e fluido oral, utilizando a extracao
em fase solida “off-line” com precisdo inter-dia variando entre 7.8 a 13%. As
determinacdes de farmacos por cromatografia gasosa geralmente requerem
intensivo tratamento das amostras, incluindo rea¢des de derivatizacao dos analitos,
aumentando demasiadamente o tempo de analise, bem como os riscos de erros nas
andlises das amostras. Coles e colaboradores, em 2007 apresentaram as vantagens
da determinac¢do dos opidédes por HPLC-MS/MS em relacdo as determinacdes por
GC-MS. Contudo, os estudos toxicolégicos geralmente sdo desenvolvidos para
determinacdo simultinea de vérios analitos e seus metabdlitos, o que implica na
reducdo da precisdo e aumento considerdvel do tempo de anélise das amostras. Em
2007 Oiestad e colaboradores utilizaram o acoplamento HPLC-MS/MS para
determinar codeina em plasma e fluido oral. Apesar de apresentar um bom tempo
de retencdo, o método obteve baixa recuperacdo do analito e alta variacdo nas

determinacdes, com precisdo variando entre 7.7 a 16.5%. Svensson e
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colaboradores em 2007 determinaram a codeina com tempo de retencdo de
aproxidamente 5 min., utilizando extracdo em fase solida “off-line” e coluna
cromatografica C18 convencional. A robustez apresentada pela coluna monolitica
utilizada no presente estudo foi demonstrada com poucas alteragdes em relagcdo a
resolugdo dos picos, tempo de retengdo e a pressao no interior da coluna. Estudos
toxicoldgicos forenses determinaram codeina em outras matrizes bioldgicas, como
cabelo, urina e tecidos (AL-ASMARI et al., 2007; OIESTAD et al., 2007;
HUANG et al., 2009; COLES et al., 2007), com longos e repetitivos passos para
purificagdo das amostras, bem como longas corridas cromatogréficas.
Recentemente Liao e colaboradores determinaram codeina em plasma utilizando a
extracdo liquido-liquido e deteccdo por HPLC-MS/MS. Apesar de obterem bons
resultados em relacdo a recuperacdo, o método consistiu de vdrias etapas para a
purificagdo das amostras, incluindo 15 min. de agitacio das amostras/solventes
organicos, 10 min. de centrifugacdo e posterior evaporagao dos solventes a 40 °C.
Com o acoplamento da extracdo em fase solida “on-line” e o HPLC-MS/MS ha
possibilidade de um sincronismo entre a corrida analitica/detec¢do e todo o
processo de extracdo, resultando num tempo total de andlise de 3 min. Assim ha
possibilidade, com a metodologia desenvolvida neste estudo, da andlise de mais de
400 amostras por dia.

Os resultados da precisdo e exatiddo demonstraram a efici€éncia da
extracdo em fase sdlida “on-line” na redu¢do da manipulagdo das amostras. O
processo de extracdo das amostras obteve uma substancial redugdo da utilizacdo

de solventes orgéinicos téxicos e promoveu um rdapido desenvolvimento da
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metodologia analitica. O método foi desenvolvido com aplicacado pratica ao estudo
de bioequivaléncia realizado, além de poder ser utilizado no controle de qualidade

dos medicamentos que trazem em sua formula¢do a codeina.

57



Tabela 12. Resultados dos principais métodos descritos em literatura para determinagdo de codeina em comparagdo com 0s

dados obtidos no presente estudo.

ANALISE CRUZetal.,, KIMetal., COLESetal., OIESTAD et SVENSSON AlI-ASMARI HUANGet LIAO,etal.,
2009 2002 2007 al., 2007 etal., 2007 et al., 2007 al., 2009 2009

METOPO LC-MS/MS GC-MS LC-MS/MS LC-MS/MS LC-MS LC-MS/MS LC-MS/MS LC-MS/MS

ANALITICO

EXTRACAO SPE ““on-line” SPE “off-line” SPE “off-line”  Liquido-Liquido  SPE “off-line” SPE “off-line” - Liquido-Liquido

MATRIZ Plasma Plasma/Fluido Plasma Plasma/Fluido Urina Sangue Cabelo Plasma

oral oral

RECUPERACAO  60.51 -75.14% - - 46 - 53% - 94.6 - 101.8% - 80 - 86.9%

TEMPO DE 1.37 min. - 6.7 min. 2.2 min. 4 -5 min. 12.4 min. 6.5 min. 1.2 min.

RETENCAO

PRECISAO 2.33 - 3.65% - 7.3£12.1% 7.7-13.1% 6.6% 3.1-15.6% 0.1-6.3% 3.8-12.5%

CV % (intra-dia)

PRECISAO 4.35-7.25% 7.8 -13% 9.6+12.1% 83-16.5% 9.0% 2.5-5.6% 1.5-10.6% 43-11.6%

CV % (inter-dia)
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CONCLUSAO

A metodologia analitica desenvolvida por HPLC-MS/MS e extracao sélido-
liquido “on-line” para quantificacdo de codeina em plasma humano foi validada e
aplicada com sucesso ao estudo de biodisponibilidade relativa realizado. O método
foi totalmente automatizado apresentando alta produtividade nas andlises em

comparagao aos métodos descritos na literatura.
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Abstract

A specific LC-MS/MS method was developed and validated for automated
determination of codeine in human plasma, using on-line solid-phase extraction (SPE)
system coupled with positive ion electrospray ionization tandem mass spectrometry.
Method allowed plasma direct injection onto cartridge without sample pre-treatment.
Total analysis time per run was 3 min, allowing high-throughput for codeine
determination. SPE on-line along monolithic column (Chromolith Performance RP-18e,
100 mm x 4.6 mm) demonstrated to be highly effective in terms of backpressure,
separation speed and peak asymmetry. Calibration curves range was linear 5.0-200
ng/mL. Method showed an excellent intra-assay and inter-assay precision ranged from
2.33t0 7.25% (CV%) as well as great intra-assay and inter-assay accuracy, ranging from
-2.35 to 9.97% (RE%). SPE-LC-MS/MS method provided selectivity, robustness,
accuracy, precision and high-throughput to assess codeine pharmacokinetics in human

plasma samples.

Keywords: On-line SPE; LC-MS/MS; High-throughput; Monolithic column; Codeine

1. Introduction

Codeine, 7,8-didehydro-4,5-epoxy-3-methoxy-17-methylmorphinan-6-o0l
(methylmorphine) is a phenanthrene-derivative opiate agonist used in mild to moderate

pain relief. Codeine and its salts are well absorbed following oral administration, with
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peak plasma concentration (Cmax) of 66.1 to 413.2 ng/mL and peak concentration time
(Tmax) ranging from 0.5 to 4 h following a single 60 mg/Kg dose [1]. Codeine volume of
distribution is approximately 6-7 L/Kg and terminal elimination half-life ranges from 2.1
to 5.3 h [1-3].

Monolithic silica columns have been used as an alternative to conventional
chromatographic techniques due to compound separation speed, allowing high-flow on-
line extraction and higher throughput on sample analysis [4]. Mass spectrometric
detection coupled to HPLC has become a powerful analysis technique in bioanalytical
determinations with maximum selectivity and sensitivity [5]. Several forensic toxicology
methods to quantify opioids and their metabolites have been developed by LC-MS/MS
[6-11]. These methods have been developed with long chromatographic run time, large
sample volume and complex procedures for sample clean up, which may not meet the
requirement for high-throughput, robustness and speed in biosample analysis. The on-line
solid-phase extraction technique offers fast sample preparation with reduced sample
handling by analyst and decrease in method development time [4,12-17].

This paper describes an improved, rapid, selective and sensitive on-line SPE-LC-
MS/MS method for determination of codeine in human plasma using tramadol as an

internal standard (IS). This method was fully validated.
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2. Material and Methods

2.1. Chemicals

Codeine phosphate was obtained from U.S. Pharmacopeia (Rockville, MD) and
tramadol (IS) was obtained from Biosintetica Farmaceutica LTDA. (Sao Paulo, Brazil).
HPLC grade acetonitrile, methanol and acetic acid was purchased from J.T. Baker
(Phillipsburg, NJ, USA). Water was purified using a Milli-Q Gradient System from

Millipore (Sao Paulo, Brazil).

2.2. Instrumentation

A schematic diagram of the SPE-LC-MS/MS system is presented in Fig. 1. On-line
SPE was performed with a Prospekt-2 automated SPE system (all Spark Holland,
Emmen, Netherlands) including an autosampler (Endurance), a high pressure dispenser
(HPD) and an automated cartridge exchanger module (ACE). SPE cartridges used were
HySphere C18, HD, 7 mm (Spark Holland, Emmen, Netherlands). HPLC system used
was Shimadzu LC-10ADVP pump (Kyoto, Japan). LC separation was run through a
Chromolith Performance RP-18e (100 mm x 4.6 mm) column (Merck, Germany) with a
SecurityGuard C-18 guard column (4 mmm x 3 mmm) from Phenomenex (Torrance, CA,
USA). Mass spectrometry was performed in a Quattro LC triple-quadrupole (Waters,
Milford, MA, USA) equipped with an API electrospray source operating in positive

mode.
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2.3. Standards and quality control samples preparation

Drug stock solutions were prepared separately at a concentration of 10 ug/mL in
acetonitrile/water (1:1 v/v). Working solution of tramadol (IS) was prepared in the same
solvent at concentration of 70 ng/mL. Codeine stock solution aliquots were used to spike
blank human plasma in order to obtain calibration standards of 5.0, 10, 20, 50, 100, 200
ng/mL. Aliquots of 200 ng/mL samples were used to spike blank human plasma in order
to obtain three levels of quality control (QCs) at 15, 80, and 160 ng/mL (low, medium
and high). Aliquots of 450 pL from calibration standards and quality controls were
contaminated with 50 uL IS work solution. Following these samples were rapidly mixed
and centrifuged at 14000 rpm for 3 min and aliquotes of 300 uL were transferred to 96-

well plates.

2.4. Liquid chromatography, SPE and mass spectrometry conditions

The mobile phase was a mixture of acetonitrile/acetic acid 10 mM pH 3.5 (50:50,
v/v) at a flow rate of 1 mL/min. Analytical column was operated at room temperature
(25°C) and total run time was set for 3.0 min. Autosampler temperature was maintained
at 4.0 °C and was set to make 100 pL sample injection. The SPE sequence was:
cartridges were solvated with 1 mL methanol (at 7.0 mL/min) and equilibrated with 1 mL
water (at 6.0 mL/min) to obtain suitable conditions for analyte adsorption. Subsequently,
100 uL of spiked plasma was loaded onto cartridge using 0.6 mL of 10 mM acetic acid

then cartridge washed with 2.0 mL of 10 mM acetic acid. After completion of SPE,
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cartridge was switched in-line with the LC-MS/MS mobile phase to elute the analyte onto
the analytical column. The column effluent was split to 200 uL/min before it entered the
mass spectrometer ESI source. Two channels of positive ion multiple reaction monitoring
(MRM) modes were used to detect codeine and IS. The most abundant product ions of
were at m/z 215.2 from the parent m/z 300.0 of codeine and at m/z 58.4 from the m/z

264.3 of IS. Main spectrometer parameters are presented in Table 1.

2.5. Validation and Stability conditions

Method was validated for selectivity, linearity, precision, accuracy, extract recovery
and stability according to KFDA bioanalytical method guideline [20]. Selectivity was
determined analyzing plasma samples from six different sources spiked with codeine and
IS (70 ng/mL). To evaluate linearity, calibration curves with six codeine concentration
levels (5.0-200 ng/mL) were prepared and analyzed in duplicates three consecutive days.
Standard curves were obtained by weighted least-squares regression (weighting = 1/x) of
measured peak area ratios analyte/IS versus analyte concentrations added to plasma.
Quality controls (n = 6) were analyzed on three different days to determine intra- and
inter-day precision and accuracy. Precision was estimated from coefficient of variation
(CV%) and accuracy was defined as relative error (RE). Quantification limit was
estimated based on signal intensity and noise for the m/z analyte trace (S/N > 10) with
precision and accuracy less than or equal 20%. Codeine stability in plasma was studied
under a variety of storage and handling conditions using the low, medium and high QC

samples. Short-term temperature stability was assessed through QC sample analysis, kept
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at ambient temperature for 6 h. Sample stability in autosampler was conducted analyzing
QC samples kept under the autosampler condition (4 °C) for 24 h. Freeze-thaw stability (-
20 °C in plasma) was checked through three cycles. Long-term stability was performed at

-20 °C in plasma for 30 days.

2.6. Extraction recovery and matrix effect

Extraction recovery was evaluated by analyzing six replicates at 5.0, 15, 80, 160
ng/mL of codeine. Recovery was calculated by comparing mean analyte peak areas
extracted from plasma samples versus mean peak areas obtained from solutions prepared
in mobile phase in the same concentration. Matrix effect was evaluated by ion
suppression degree due to matrix components. Continuous infusion postcolumn of
codeine and IS (Ipg/mL) were performed through a syringe pump (Fig. 1) while an
aliquot of blank human plasma serum was extracted and chromatographed in the
conditions of SPE on line (section 2.4). lon suppression degree due to matrix components
in extracted samples were monitored at elution time by continuously acquiring MRM
mode of codeine and IS. Decrease of protonated molecules signal intensity of codeine or

IS mean increase in ion-suppression (Fig. 4).
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3. Results and discussion

3.1. HPLC-MS/MS condition optimization

Mass spectrometric parameters were optimized to achieve maximum scan and
product abundance from compounds analyzed. Main mass spectrometer parameters are
summarized in Tablel. Full scan codeine and IS product ion mass spectra are displayed
in Fig 2A and 2B. Monolithic columns improve high-throughput due to higher separation
efficiency at high flow velocities when compared to conventional LC columns [4].
Svensson et al. determined codeine retention time of approximately 5 min using solid
phase extraction (SPE) and conventional C18 column chromatography. Most forensic
application methods [6,8-11] determined long codeine chromatographic run time.
Therefore, mobile phase optimization is important to improve peak shape and sensitivity
detection as well as codeine and tramadol chromatographic run time reduction (IS). Best
chromatography condition was achieved using a Chromolith Performance RP-18e (100
mm X 4.6 mm) column maintained at ambient temperature (25 C). Mobile phase was a
mixture of acetonitrile/acetic acid 10 mM pH 3.5 (50:50, v/v) at a flow rate of 1 mL/min.
Codeine and IS were eluted at 1.37 and 1.53 min, respectively and total analysis run time
was 3 min allowing high-throughput. No interference from drug-free human plasma was
observed, and method selectivity in presence of endogenous plasma compounds was
satisfactory. Fig 3 shows MRM chromatograms of blank plasma, plasma spiked with

codeine, plasma spiked with IS and QC.
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3.2. On-line SPE process

On-line SPE technique offers robustness, speed, high sensitivity and labor decrease for
sample clean-up. Methods based on liquid-liquid or solid-phase off-line extractions for
determination of codeine require laborious repetitive work and time [6-11]. Furthermore,
organic solvents employed in this technique expose analyst and environment to
biohazard. Liao et al. recently developed a codeine determination method with
chromatographic run time of 2 min. In spite of results achieved in relation to recovery of
about 80%, the method based on liquid-liquid extraction consists of several steps to clean
samples, including 15 min mixing, 10 min centrifugation, plus solvent evaporation time
at 40 °C. Prospeckt 2 system offers a wide range of cartridge sorbents and versatility to
change a cartridge automatically [4,16]. Hysphere C18 HD SPE stationary phase was
chosen for sample preparation purpose, allowing higher load capacity and more uniform
extraction analyte reproducibility. After mobile phase desorbed analytes and transferred
to analytical column, cartridge was washed with 2.0 mL of mixture acetonitrile/acid
formic 20 mM pH 3.2 (60/40, v/v) and methanol (1mL). Cartridge was then physically
moved with a robotic arm, leaving the extraction clamp set to new sample. The procedure
provided efficient component extractor system wash out (tubes and valves) from analytes
and plasmatic substances. Therefore, no carry-over was observed when a blank solution
was injected into cartridge after injecting the highest calibration point. Total cycle time of

3 min allows 480 samples to be analyzed per day.
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3.3. Matrix effect and Recovery

Matrix effects were evaluated by post-column analyte infusion experiments based
on method described by Bonfiglio et al. [19]. Fig 4 shows representative post-column
analyte infusion MRM LC-MS/MS chromatograms. Four different blank plasma extracts
were chromatographed. No response change was observed on codeine and IS retention
time. Codeine recovery was determined at four different concentrations (5, 15, 80, 160
ng/mL), 66.62, 62.82, 60.51 and 75.14%, respectively. Tramadol average recovery was

74.57% ranging from 69.89-77.07%.

3.4. Linearity, precision and accuracy

Assay linearity was evaluated using codeine calibration curves from 5.0 to 200
ng/mL. A good linear relationship between peak area ratios and concentrations was
established. The mean regression equation and determination coefficient (r*) from
duplicate calibration curves on three non-consecutive days were: Yy =
0.013215(x0.001475)x + 0.018946(+0.013191) and r* = 0.998573(+0.001093). Lowest
concentration calibration standard (5Sng/mL) was taken as quantification limit.

Precision and accuracy for this method were controlled by calculating intra- and
inter-day variation at three concentrations (15, 80, 160 ng/mL) of QC samples in six
replicates. Intra-day mean accuracy ranged from -2.35 to 9.97% (RE), and intra-day
precision ranged from 2.33 to 3.65% (CV). Inter-day accuracy ranged from 0.02 to

3.80%, and inter-day precision ranged from 4.35 to 7.25, as shown in Table 2. Codeine

77



intra-day and inter-day accuracy and precision was less than 10. These results
demonstrate the efficiency of SPE on-line, with less sample manipulation and higher
accuracy and precision as described by Xu et al. All results were within the ranges of

precision (%) and accuracy (%) specified by the KFDA guidelines [20].

3.5. Stability

Codeine stability in human plasma under different storage conditions is
summarized in Table 3. There was no significant degradation at any concentration tested
and all CV(%) values between post-storage and initial QC samples were within £15%.
Codeine was stable under all conditions described and no stability-related problems were

encountered during routine sample analysis.

3.6. Method Application

This validated on-line SPE-LC-MS/MS method was successfully applied to
pharmacokinetic study of codeine tablet in 31 healthy volunteers following oral
administration of 30 mg codeine. High-throughput sample analyses are very important in
studies that require a large number of samples. In the present study, 1700 samples were
analyzed, including clinical samples, calibration curves and QC samples. There was no
significant change related to backpressure, peak asymmetry and retention time
reproducibility. Fig 5 shows a representative plasma concentration-time profile for

codeine.
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4. Conclusions

An automated LC-MS/MS method has been developed and validated for codeine
determination in human plasma utilizing on-line solid phase extraction. This method
awards compensation over those previously reported [6-11], in terms of time per sample
clean-up, improved separation speed by monolithic column and high-throughput due to
fast chromatographic run time synchronized to sample extraction (3.0 min). On-line SPE-
LC-MS/MS method allowed a rapid assay development and sample processing. Method
was validated the concentration range 5.0-200 ng/mL. Assay performance results indicate
that the method is sufficiently precise and accurate for routine determination of codeine

in human plasma.
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Fig 1. Diagram of the SPE-LC-MS/MS and scheme for matrix effect experiment

(select area)

Fig 2. Precurssor and product ion spectra of codeine (A) and IS (B)
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Fig 3. Representative MRM chromatograms of codeine and IS in human plasma:
blank plasma sample (A), plasma spiked with codeine 50 ng/mL (B), plasma spiked

with IS 70 ng/mL (C) and QC sample LQ (D).

Fig 4. Representative post column infusion MRM-LC-MS/MS chromatograms for

codeine (A) and IS (B). Select area indicates elution of the respective analytes.

Fig 5. Representative plasma concentration-time profile for codeine after 30 mg

single oral dose.
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