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RESUMO

O meropenem ¢ um antimicrobiano caracterizado como bactericida, utilizando especialmente
em infecgdes graves, particularmente em pacientes hospitalizados em unidades de terapia
intensiva (UTI). O parametro farmacodindmico/farmacocinético (PK/PD) melhor
correlacionado com eficacia dos carbapenémicos ¢ a fracdo do tempo em que a concentragao
do farmaco permanece acima da concentragao inibitéria minima (MIC), que deve ser superior
a 100%. Nesta dissertacao, foram desenvolvidos e validados dois ensaios para a quantificagao
de meropenem por cromatografia liquida associada a espectrometria de massas (LC-MS/MS),
empregando microamostras de plasma e de sangue seco em papel (dried blood spots, DBS).
As fases moveis foram compostas de dgua e acetonitrila com 0,1% de 4cido formico. A
separacao cromatografica foi realizada com uma coluna Acquity C8 (100 x 2,1 mm, d.p. 1,7
um). O tempo de corrida cromatografica foi de 7,5 min, com reten¢do em 3,48 min para o
meropenem ¢ 4,27 mins para o padrao interno (PI) ciprofloxacino-ds. O método foi linear para
os intervalos de 0,5 a 50 pg/mL e ndo foram identificados interferentes em amostras brancas.
O efeito matriz em ambas as amostras foi compensado adequadamente pelo PI. Nas amostras
de plasma a precisdo inter-ensaio e intra-ensaio variou de 3,8 a 7,9% e de 2,7 a 5,5%,
respectivamente, enquanto a exatiddo apresentou valores entre 91,7 e 100,6%. O rendimento
de extragdo (RE) em amostras de plasma foi 87,0-92,4 %. Em amostras de DBS, a precisao
inter-ensaio e intra-ensaio variaram de 5,2 a 12,9 % e de 6,4 a 12,5%, respectivamente,
enquanto a exatiddo apresentou valores entre 97,4 e 105,6 %. O rendimento de extracdo foi
73,8-75%. O hematdcrito teve efeito limitado sobre a exatidao ¢ a eficiéncia da extra¢ao. O
ensaio foi aplicado em 15 amostras clinicas de plasma venoso e capilar e em 5 amostras de
DBS. As concentracdes em plasma venoso e capilar foram altamente correlacionadas, assim
como as concentragdes em plasma venoso ¢ DBS. Estudos complementares incluindo um
nimero maior de pacientes sdo necessarios para avaliar a possibilidade de uso das matrizes

alternativas para a determinagdo de meropenem em situagdes clinicas.
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ABSTRACT

Meropenem is a bactericidal antimicrobial drug, used especially in severe infections,
particularly in  hospitalized patients in intensive care units (ICUs). The
pharmacodynamic/pharmacokinetic (PK/PD) parameter most correlated with the efficacy of
carbapenems is the fraction of time during which the drug concentration remains above the
minimum inhibitory concentration (MIC), which should be greater than 100%. In this
dissertation, two assays were developed and validated for the quantification of meropenem by
liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS/MS), using microsamples of plasma and
dried blood spots (DBS). The mobile phases were composed of water and acetonitrile with 0.1%
formic acid. Chromatographic separation was performed with an Acquity C8 column (100 x
2.1 mm, d.p. 1.7 um). The chromatographic run time was 7.5 min, with retention at 3.48 min
for meropenem and 4.27 min for the internal standard (IS) ciprofloxacin-d8. The method was
linear in the ranges of 0.5 to 50 pg/mL and no interferents were identified in blank samples.
The matrix effect in both matrices was adequately compensated for by the IS. In plasma
samples, inter-assay and intra-assay precision ranged from 3.8 to 7.9% and 2.7 to 5.5%,
respectively, while accuracy values ranged from 91.7 to 100.6%. The extraction yield (EY) in
plasma samples was 87.0-92.4%. In DBS samples, inter-assay and intra-assay precision ranged
from 5.2 to 12.9% and 6.4 to 12.5%, respectively, while accuracy values ranged from 97.4 to
105.6%. The extraction yield was 73.8-75%. Hematocrit had a limited effect on accuracy and
extraction efficiency. The assay was applied to 15 clinical samples of venous and capillary
plasma and 5 DBS samples. The concentrations in venous and capillary plasma were highly
correlated, as were the concentrations in venous plasma and DBS. Further studies, including a
larger number of patients, are necessary to evaluate the possibility of using the evaluated

alternative matrices for the determination of meropenem in clinical settings.
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