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INTRODUCAO

O risco de infec¢ao no periodo pos-operatério ¢ re-
duzido pelo uso profilatico de antibioticos, sendo a esco-

O objetivo desta investigacdo foi desenvolver metodologia analitica
adequada, simples e precisa para quantifica¢do da cefuroxima
plasmatica para controle de pacientes cirurgicos em profilaxia com
esse antimicrobiano. Realizou-se a quantificagdo da cefuroxima
na matriz bioldgica através da cromatografia liquida de alta
eficiéncia CLAE-UV. Apenas 200 uL de plasma foram requeridos
para a precipitagdo das proteinas com acetonitrila. Empregou-se
coluna de fase reversa (NovaPak C18, 150 x 3,9 mm, 4 um) e os
picos foram eluidos isocraticamente com fase movel (tampdo
acetato 0,375 M, pH 5,0 e acetonitrila, 96:4, v/v, 0,8 mL/min) em
12,5 min (cefuroxima) e 4,0 min (vancomicina, padrdo interno)
sendo os picos monitorados a 280 nm. Os limites de confian¢a sao
referidos a seguir: 0,2-100 ug/mL (linearidade, 1’ 0,9963),
0,1 ug/mL (sensibilidade: LD), 98,2% e 96,9% (exatiddo intra- e inter-
dias), 3,2% e 4,2% (precisdo intra- e inter-dias), e boa estabilidade
e recuperacado (99,2%). A metodologia analitica foi aplicada para
quantificacdo de cefuroxima no plasma de pacientes em profilaxia
no periodo transoperatorio de cirurgia cardiaca. Administraram-
se 6 g i.v. bolus de cefuroxima nas 24 horas, divididas em 4 doses
de 1,5 g; apos a ultima dose no inicio do pos-operatorio tardio, as
concentragoes plasmaticas médias foram de 108,0 ug/mL (zero),
32,8 ug/mL (3“ hora), 9,9 ug/mL (6* hora), 3,4 ug/mL (9* hora) e
0,8 ug/mL (12¢ hora). O método analitico descrito mostrou-se
simples, rapido e seguro garantindo sensibilidade e seletividade
suficientes para a quantifica¢do da cefuroxima plasmdatica e
monitoramento da antibioticoprofilaxia no paciente cirurgico.
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lha do antimicrobiano baseada no tempo de recuperagao
do paciente (Kriaras et al., 1997; Vuorisalo et al., 1998).

Em concentragdes terapéuticas, a cefuroxima ¢ ativa
contra Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis,
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Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes € ou-
tros estreptococos, excetuando-se o grupo D. A sensibilida-
de bacteriana a cefuroxima inclui ainda enterobactérias
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis, Salmonela sp e Shigela sp) e Staphylococcus
aureus (cepas meticilina-sensiveis) e Staphylococcus
epidermidis (Dellamonica, 1994). A concentragdo inibito-
ria minima (CIM90) deste antimicrobiano varia na faixa de
1-4 mg/mL para a maioria das bactérias sensiveis. Entretan-
to, dependendo da espécie e da cepa bacteriana, no caso da
antibioticoprofilaxia e no tratamento das infecgdes do tra-
to urinario, ortopedia e traumatologia ou na cirurgia geral,
podem ser necessarias concentragdes superiores do
antimicrobiano circulante (Bundtzen et al., 1981;
Kaukonen et al., 1995).

Na revasculariza¢do do miocardio com circulagao
extracorporea e hipotermia, CEC-H, a freqiiéncia de infec-
¢oes por S. aureus varia entre 12 ¢ 36,4% (Jacob et al.,
2000). Este tipo de complicagdo ¢ comum em cirurgias
cardiacas com CEC-H e esta associado a aumento da
morbidade e da mortalidade dos pacientes, podendo che-
gar a 14% das causas do obito pos-cirargico (Trick et al.,
2000; El Oakley et al., 1998).

Intimeros métodos analiticos foram reportados utili-
zando as técnicas de cromatografia liquida de alta eficién-
cia e a microbiologica para a quantificacdo de cefuroxima
plasmatica (Nilsson-Ehle, Nilsson-Ehle, 1978; Aziz et al.,
1978; Bundtzen et al., 1981; Brisson, Fourtellan, 1981;
Kaukonen et al., 1995). A cromatografia liquida de alta
eficiéncia tem sido a escolhida pela seletividade, precisdo
e linearidade na faixa de trabalho requerida. De forma ge-
ral, a quantidade de amostra exigida na realizacao do ensaio
laboratorial, o custo, o tempo para a emissao do laudo e a
seletividade sdo fatores fundamentais e determinantes na
escolha do método mais adequado. Desta forma, o objeti-
vo do presente estudo foi desenvolver método analitico sim-
ples, sensivel e seguro para a quantificagdo da cefuroxima
plasmatica por CLAE-UYV, permitindo o monitoramento do
paciente cirurgico em profilaxia com este antimicrobiano.

MATERIAL E METODOS
Procedimento analitico

Determinaram-se os niveis plasméaticos da
cefuroxima através da cromatografia liquida de alta efici-
€ncia em fase reversa utilizando o detector universal
ultravioleta. Efetuou-se a purificagdo da cefuroxima na
matriz biolégica (tubo Eppendorf, 2 mL) pela precipitacao
das proteinas plasmaticas, adicionando-se 400 pL de
acetonitrila a 200 uL de plasma contendo padrao interno
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(vancomicina 2,5 pg/ensaio). Procedeu-se a homoge-
neizacdo em agitador de tubos horizontal, seguida de
centrifugacao, 10 000 g por 30 minutos. Volumes de
200 pL do sobrenadante foram transferidos para tubos
conicos de vidro para evaporagdo completa do solvente,
sob corrente de nitrogénio, 37 °C. O residuo foi dissolvi-
do com 50 pL da fase movel, transferido para microvials
e volume de 10 pL submetido a andlise cromatografica
através da injecao automatica.

Utilizou-se cromatografo liquido SHIMADZU, sis-
tema modulado constituido por bomba LC-10 AVP, injetor
automatico de amostras SIL-10ADVP e detector UV
SPD-10A. A andlise quantitativa da cefuroxima plas-
matica foi realizada em sistema cromatografico constitu-
ido por coluna NovaPak® C18 (150 x 3,9 mm, 4 um) e fase
movel (tampao acetato 0,375 M pH 5,0: acetonitrila, 94:6,
v/v) em fluxo de 0,8 mL/min.

Os picos referentes aos compostos eluidos foram
monitorados em 280 nm, registrados e a area, integrada
por meio de registrador-integrador CR6A SHIMADZU.

A calibracao foi obtida a partir da adi¢ao de solucao
padrao estoque 1 mg/mL a aliquotas de plasma humano li-
vres do farmaco (branco de plasma) para fornecer as con-
centragdes na faixa 0-200 pg/mL. Construiram-se as curvas
de calibracdao com base nos dados de concentragao
plasmatica da cefuroxima e a razao da area (firmaco:padrao
interno). A linearidade do método foi determinada pela
analise de série de padroes, avaliando-se a concentragao
compreendida entre 0,2 e 200 pg/mL (11 calibradores, n =
3 replicatas). Os limites de detecgdo (LD) e quantificacdo
(LQ) foram determinados a partir da analise de padrdes em
replicata (n = 5 para cada limite), considerando-se a razao
de sinal 3:1 e 10:1 relativamente ao ruido da linha de base
para o LD e LQ, respectivamente.

Para os estudos de recuperagao, precisdo, exatidao,
robustez e estabilidade utilizaram-se 3 concentragdes: alta
(200 pg/mL), média (12,5 pug/mL) e baixa (0,8 pg/mL).

Determinaram-se as recuperagoes relativa e absolu-
ta pelo ensaio de replicatas, n = 10, para os padrdes nas 3
concentragdes distintas. A inexatidao ou erro sistematico foi
determinada pela analise de replicatas n = 10 de forma se-
melhante, sendo expressa em %. Determinou-se a precisdo
pela analise quantitativa de replicatasn =5 em 1 dia para a
precisdo intra-dia e em 3 dias para a precisdo inter-dias,
sendo expressas através do coeficiente de variacao (CV %).

Efetuaram-se ligeiras modificagdes no sistema cro-
matografico, de forma a testar a robustez do método, con-
forme referidas a seguir: 1) Modifica¢ao na fase movel:
tampao acetato 0,375 M pH 5,0: acetonitrila, 95:5 (v/v)
em substituicdo a definida anteriormente; 2) Modificacao
no fluxo da fase movel: fluxo (0,7 mL/min) ao invés
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de 0,8 mL/min; 3) Utilizagao de outra coluna analitica de
fase reversa: outro lote de NovaPak C18, 150 x 3,9 mm,
4 mm.

Paralelamente a calibragdo do dia, prepararam-se
controles de qualidade internos para a garantia dos resul-
tados obtidos em cada série de analises efetuadas. Amos-
tras de plasma foram adicionadas de cefuroxima nas con-
centragdes de 0,8 pg/mL (baixo); 50 pg/mL (médio); e
200 pg/mL (alto). Para cada lote analisado de amostras
dos pacientes, estes controles foram injetados, de forma
intercalada com as amostras.

Investigou-se a estabilidade da cefuroxima na ma-
triz bioldgica ou extratos organicos através da avaliagao:
a) estabilidade do farmaco no extrato seco até 3 horas a
temperatura ambiente, previamente a corrida croma-
tografica (n=6); b) estabilidade do fArmaco apos 3 ciclos
de congelamento e descongelamento (n=9); ¢) estabilida-
de de longa duragdo até 3 meses em congelador, 20 °C
negativos (n = 6); d) estabilidade da cefuroxima na bande-
ja (injetor automatico) durante corrida analitica do dia
(n=6). Os resultados dos testes de estabilidade foram ex-
pressos através da perda percentual, referente a concentra-
¢do obtida relativamente ao valor nominal.

Casuistica e Protocolo Clinico

Preconiza-se a antibioticoprofilaxia no paciente ci-
rurgico utilizando-se o total de 6 g divididas em quatro
doses de 1,5 g i.v. de cefuroxima, no transoperatério de
revascularizagdo do miocardio com CEC, conforme deta-
lhado a seguir. Investigaram-se cinco pacientes corona-
rianos adultos, de ambos os sexos (3M ¢ 2F, 48 anos,
72,4 kg, 1,66 m, 26,2 m?, valores médios), com indicag¢@o
cirurgica para revascularizagdo do miocardio com CEC-
H. Administraram-se 6 g de cefuroxima em 24 horas (4 x
1,5 g i.v. bolus) através de injecdo intravenosa: a 1* dose
foi efetuada no momento da inducdo anestésica e previa-
mente a incisdo; a 2% dose ao término da CEC-H; a 32 dose
no pds-operatorio imediato e a 4*dose (iltima dose) no ini-
cio do pos-operatorio tardio, isto é na 24* hora da indugao
na sala de operagdo. Efetuou-se coleta seriada de amostras
sangiiineas (3 a 5 mL) apds administracdo da tltima dose
da medicacao nos periodos zero (ao término da adminis-
tragdo), 3, 6, 9 e 12 horas da injecdo em bolus. Uma vez
que o paciente se encontra anticoagulado com heparina, de
forma a se evitar os riscos de tromboembolia e re-infarto,
as coletas foram efetuadas em tubo seco contendo gel. As
amostras de sangue foram centrifugadas a 3000 g duran-
te 20 minutos, o plasma separado e armazenado em con-
gelador (20 °C, negativos) até o momento da analise. A
quantificagdo da cefuroxima nas amostras dos pacientes

267

foi realizada pela aplicacdo do método analitico acima
detalhado. Todos os pacientes foram informados em deta-
lhes sobre o protocolo de estudo e coleta seriada de amos-
tras sangiiineas, fornecendo o consentimento escrito pos-
informacgao. O protocolo foi submetido e aprovado pelos
Comités de Etica das Institui¢des envolvidas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O método analitico descrito no presente estudo foi
validado com base nos parametros dos limites de confian-
¢a para a quantificagdo da cefuroxima plasmatica. A cefu-
roxima e seu padrdo interno foram eluidos da coluna croma-
tografica em 12,5 min e 4,8 min, respectivamente (Figura
1), sendo o tempo de corrida exigido para cada analise equi-
valente a 15 minutos, permitindo a realizagdo de grande
numero de ensaios diariamente. Este método analitico apre-
sentou alta sensibilidade, 0,1 pg/mL (LD) ¢ 0,2 pg/mL
(LQ), linearidade entre 0,2 - 200 pg/mL, recuperagdo, exa-
tidao e precisdo aceitaveis (Tabela I). A curva de calibracao
para a cefuroxima em plasma foi construida a partir de 11
concentragdes, conforme ilustrada na Figura 2.

TABELA | - Limites de confianga do método analitico para
quantificagdo da cefuroxima plasmatica

Parametro Valores Obtidos
Linearidade 0,2 -200 pg/mL
Regressao linear ?=0,9963
Limite de detecgao 0,1 pg/mL
Limite de quantificacao 0,2 pg/mL
Estabilidade

Ciclo de congelamento (*) 94,9 - 98,4 %

Apds 3 meses (*) 96,2 — 100 %

Extrato seco (*) 84,5 -88,2%

Na bandeja (*) 94,4 -96,2 %
Precisao (CV)

Intra-dia (*) 32%

Inter-dias (*) 4,2 %
Exatidao

Intra-dia (*) 98,2 %

Inter-dias (*) 96,9 %
Recuperacgao (*) 99,2 %

Robustez

Fase movel (*) -3.2%

Fluxo (*) -5,7%

Coluna (*) -5,4 %

(*) Valores expressos através da média referente as 3
concentragdes avaliadas para cada teste: alta (200 pug/mL),
média (12,5 pg/mL) e baixa (0,8 pg/mL)
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FIGURA 1 - Perfil cromatografico CLAE UV da cefuroxima plasmatica. (A) Branco de plasma com padrao interno;
(B) Padrao de plasma contendo 50 pg/mL; (C) amostra de paciente no transoperatorio de revasculariza¢do do miocardio.
Tempos de retencdo: 4,0 min (padro interno) e 12,5 min (cefuroxima).
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FIGURA 2 - Curva de calibragao para a cefuroxima na faixa de 0,2 a 200 pg/mL, utilizada para avaliagdo da linearidade,
11 calibradores (n = 3).
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A literatura ¢ escassa nos procedimentos analiticos
para a quantificagdo da cefuroxima em matrizes bioldgi-
cas envolvendo técnicas cromatograficas e ndo cromato-
graficas (Nilsson-Ehle, Nilsson-Ehle, 1978; Aziz et al.,
1978; Brisson, Fourtellan, 1981; Bundtzen et al., 1981;
Kaukonen ef al., 1995), uma vez que a eletroforese capi-
lar (Sciacchitano et al., 1994) e a CLAE vém sendo apli-
cadas na determinacao de inimeras cefalosporinas em
produtos farmacéuticos (Su et al., 1984; Das Gupta, 1984;
Fabre et al., 1984; Lorenz et al., 1992).

A utilizagdo da técnica microbiologica reportada
para determinag@o de cefuroxima em plasma apresentou
como desvantagem a baixa seletividade e estreita
linearidade frente a técnica de CLAE-UV (Bundtzen et al.,
1981). Reportaram-se, ainda, dois outros métodos utili-
zando a técnica de CLAE-UV para a determinacao da
cefuroxima plasmatica, empregando a extragao liquido—
liquido na purificagdo da matriz biologica (Nilsson-Ehle,
Nilsson-Ehle, 1978; Brisson, Fourtellan, 1981). Nesses
procedimentos exigiu-se o tratamento do plasma com
dimetilformamida previamente a CLAE-UV, (Nilsson-
Ehle, Nilsson-Ehle, 1978) ou a extracao liquido-liquido do
plasma com mistura de cloroférmio:pentanol 3:1, v/v,
seguida de re-extracdo da fase organica com tampao
fosfato 0,01 M, pH 7,0 (Brisson, Fourtellan, 1981). De
forma geral, estes métodos mostraram-se trabalhosos para
a garantia da seletividade do método cromatografico.

Outros procedimentos de purificagdo da matriz bio-
logica empregam, no preparo da amostra, a adi¢do de agen-
tes precipitantes das proteinas em substituigdo a extragdo
liquido-liquido (Aziz et al., 1978; Bundtzen et al., 1981;
Holt et al., 1990; Kaukonen et al., 1995). Previamente a
andlise cromatografica, Aziz et al. (1978) reportaram a pre-
cipitacdo de proteinas plasmaticas pela adi¢do de mistura de
tampao acetato 0,2 M pH 5,2 e metanol (40:60, v/v) a ma-
triz biologica; este procedimento foi modificado posterior-
mente por Bundtzen et al. (1981) para quantificacdo de
cefuroxima. O uso de outros agentes precipitantes de pro-
teinas foi reportado por Holt et al. (1990) e Kaukonen et al.
(1995), que empregaram o acido perclorico 4% com des-
vantagens relativas a vida média da coluna e pH do fluido
injetado no sistema cromatografico. A utilizacédo da
acetonitrila na proporcdo de 2 volumes para 1 de plasma,
como precipitante de proteinas plasmaticas, se mostrou
eficiente e pouco agressivo ao sistema cromatografico,
conforme descrito no presente estudo.

A escolha da coluna analitica e da fase movel é cri-
tica e fator determinante da seletividade cromatografica.
Nas décadas de 70-80, utilizaram-se colunas de fase
reversa tipo m-bondapack C18, 10 um (300 x 3,9 mm,
diametro interno), e fase movel binaria constituida por
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mistura de metanol e acidos fracos, tampdes (pH 3,0 —7,0)
em diversas proporg¢des (Nilsson-Ehle, Nilsson-Ehle,
1978; Brisson, Fourtellan, 1981; Holt et al., 1990). Poste-
riormente, substituiram-se aquelas colunas por outras de
maior efici€ncia, como a Spherisorb 5 ODS-2 (150 x
4,6 mm), reportada por Kaukonen et al. (1995) ¢ a
NovaPak C18, 4 um, (150 x 3,9 mm), empregada no pre-
sente estudo; a fase mdével em ambos os casos foi prepa-
rada com tampao fosfato ou acetato e acetonitrila, garan-
tindo-se a seletividade do sistema cromatografico, boa
reprodutibilidade dos resultados e operacao do sistema em
menor fluxo, relativamente aquelas contendo metanol.

Com relagdo a sensibilidade da metodologia, os fa-
tores determinantes estdo vinculados fundamentalmente a
técnica analitica empregada e ao volume de amostra re-
querido no ensaio. Alguns procedimentos analiticos repor-
tados anteriormente evidenciaram boa sensibilidade
(Nilsson-Ehle, Nilsson-Ehle, 1978; Brisson, Fourtellan,
1981), entretanto, volume relativamente grande da matriz
biologica foi requerido. Posteriormente, outros procedi-
mentos foram publicados utilizando apenas 0,1-0,2 mL de
plasma (Bundtzen et al., 1981; Holt et al., 1990;
Kaukonen et al., 1995). Da mesma forma, o micrométodo
descrito no presente estudo utilizou volume reduzido da
matriz biologica e precipitacdo de proteinas plasmaticas,
mostrando-se seletivo para a analise de cefuroxima, uma
vez que ndo se registraram picos interferentes durante a
corrida analitica (Figura 1). A aplicagao do método ana-
litico desenvolvido para a quantificagdo de cefuroxima
plasmatica nos pacientes cirurgicos em antibioticopro-
filaxia ¢ ilustrada na Figura 3.

Reportou-se anteriormente que a administragao
intravascular de 750 mg para a cefuroxima mantém niveis
plasmaticos acima de de 2 png/mL apenas nas primeiras
horas da inje¢do. Adicionalmente, doses de 1,5 g mantém
niveis circulantes bactericidas no paciente cirurgico até 4
horas da administrag¢ao, em decorréncia da alta depuragao
plasmatica desse antimicrobiano hidrofilico. A curta
meia-vida pode estar prolongada pela co-administragdo de
probenecida, conhecido inibidor da secrecao tubular renal
(Garton et al., 1997). Como a taxa de ligacao do farmaco
as proteinas plasmaticas ¢ baixa e o volume de distribui-
¢ao ¢ pequeno (0,200 L/kg), tem-se recomendado dose su-
plementar do antimicrobiano para pacientes submetidos a
dialise (Emmerson et al., 1988). Adicionalmente, uma vez
que a eliminagdo do farmaco é dependente da fungao re-
nal, o intervalo entre doses deve ser aumentado para os pa-
cientes portadores de insuficiéncia renal grave e uremia
(Bundtzen et al., 1981).

Se a concentragdo inibitéria minima (CIM90) des-
te antimicrobiano no steady state € da ordem de 4 pg/mL
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para a maioria das bactérias, esquemas de dose de 1,5 g,
2 a4 vezes ao dia tém sido recomendados, durante perio-
do de até 48 horas, para a profilaxia das infe¢des nos pa-
cientes submetidos a cirurgia pulmonar e cardiaca com
CEC (Bernard et al., 1994; Wellens et al., 1995; Jakob et
al., 2000; Trick et al., 2000): uma série de fatores deve,
ainda, ser considerada no pré- e no intra-operatorio, tais
como escolha do agente antimicrobiano, presenca de obe-
sidade e, para os pacientes portadores de diabetes mellitus,
glicemia: acima de 200 mg/dL (Trick et al., 2000).

A administracao de cefuroxima ou cefazolina, agen-
tes de escolha propostos anteriormente na profilaxia das
infec¢des em cirurgia cardiaca e geralmente administrados
em doses de 3 g nas 24 horas (Wellens et al., 1995), foi
contestada por Jakob et al. (2000), que sugeriram a admi-
nistracao de doses de 1,5 g, 3 vezes ao dia, totalizando 4,5 g
diarios para os pacientes cirirgicos submetidos a CEC-H.

No presente estudo, ao paciente coronariano subme-
tido a cirurgia cardiaca com CEC-H, em antibiotico-
profilaxia das infecg¢des cirurgicas, administraram-se 6 g
de cefuroxima (4 doses de 1,5 g em 24 horas). Apos a
administragdo da 4* e ultima dose, no inicio do pds-opera-
torio tardio, efetuou-se a coleta seriada de sangue, forne-
cendo os resultados ilustrados na Figura 3.

Evidenciou—se que a cefuroxima administrada ao
paciente coronariano, conferiu picos plasmaticos elevados
variando entre 85-131 pg/mL, IC95, imediatamente apos a
injecdo da cefuroxima, reduzindo-se rapidamente para con-
centragoes, expressas pelas médias, desvio padrao (1C95%):
32,8 +3,8 ug/mL (3* hora, 28-38 ug/mL), 9,9+ 3,3 pg/mL

150 -
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2 60 -
S
30 |

J. W. L. Nascimento, C. E. Omosako, M. J. Carmona, J. O. Auler Junior, S. R. C. J. Santos

(6* hora, 5-14 pg/mL), 3,4 £ 1,6 pg/mL (9*hora,
1-6 ug/mL) e 0,8 £1,1 pg/mL (12* hora, 0-2,4 pg/mL), con-
forme ilustrado na Figura 3. Baixas concentracdes plas-
maticas foram registradas precocemente para a cefuroxima,
jéapartir da 6* hora; tais resultados ndo eram esperados pelo
esquema de dose utilizado que gerou niveis inferiores aos
requeridos na antibioticoprofilaxia (16 pg/mL: 4 x
4 ug/mL, MIC). Conseqiientemente, sugere-se que o esque-
ma terapéutico deva ser reavaliado, para se atingir niveis
circulantes adequados e manutengdo dos mesmos no inter-
valo entre doses, de forma a garantir a antibioticoprofilaxia
no paciente cirurgico com a cefuroxima.

Com base nos resultados obtidos no presente estu-
do, conclui-se que a metodologia analitica proposta se
mostrou seletiva e suficientemente sensivel para a
deteccao de até 0,1 pg/mL, possibilitando determinacao
dos niveis plasmaticos circulantes bastante baixos para a
cefuroxima. Além disso, a linearidade obtida contempla as
concentragdes encontradas apds administracdo de 1,5 gde
cefuroxima i.v., sendo os limites de quantificagdo e de
detecgdo considerados adequados para o monitoramento
da antibioticoprofilaxia no paciente cirargico. O método
analitico mostrou-se robusto e vantajoso relativamente
aqueles reportados na literatura pela sensibilidade,
seletividade, rapidez e simplicidade do procedimento,
garantindo a realizagdo de grande nimero de ensaios a
custo reduzido. Complementarmente, a aplicacdo do mé-
todo evidenciou baixas concentragdes para a cefuroxima
circulante no paciente cirargico (1° PO), inferiores aos
niveis profilaticos requeridos.

2 5

8 11 14
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FIGURA 3 - Niveis plasmaticos de cefuroxima no pds-operatorio de cirurgia cardiaca apds administragao da 4* dose
(1° PO tardio), concentra¢des médias e desvios padrdo, n = 5.



Micrométodo para quantificagdo de cefuroxima em plasma

ABSTRACT

Micromethod for plasma cefuroxime quantification

through high performance liquid chromatography.

Application to the prophylaxy of patients submitted
to cardiac surgery

An improved, simple, selective and sensitive micromethod
based on HPLC-UV is described to determine cefuroxime
plasma levels, a second generation cephalosporin. Once
changes on pharmacokinetics of drugs in patients submitted
to heart surgery with cardiopulmonary bypass and
hypothermia (CPB-H) were reported previously, the
objective of the present study was to investigate cefuroxime
plasma levels for antimicrobial prophylaxis of infections in

those patients after surgery using HPLC-UV. Only 200 uL

of plasma were required, and cefuroxime was determined by
a chromatographic method using reversed phase system,

after a simple clean up of plasma samples. Peaks monitored
at 280 nm were eluted isocratically at 12.5 min (cefuroxime)

and at 4.0 min (vancomicyn, internal standard,) from a

4 um, NovaPak column (150 x 3.9 mm) using a binary mo-

bile phase at flow rate 0.8 mL/min, consisting of 0.375 M
acetate buffer, pH 5,0 and acetonitrile, 96:4 (v/v). The
method validated with basis of parameters evaluated for
the confidence limits of cefuroxime measurements in
spiked blank plasma, presents 0.1 ug/mL sensitivity,

0.2 —200 ug/mL linearity, (r* 0.998), systematic error of
98.2% and 96.9% (intra- and interday accuracy), intra- and
interday precision (CV %: 3.2 % and 4.2 %). A good
stability and high percentage of recovery (99.2%) were
obtained. Patients received cefuroxime 6 g i.v. bolus (1,5 g,

4 times in 24 hours), showed in the first postoperative day
plasma levels of 108.0 ug/mL (zero), 32.8 ug/mL (3 h),

9.9 ug/mL (6™ h), 3.4 ug/mL (9" h) and 0.8 ug/mL (12" h),

after the last dose.

HPLC-UV.

UNITERMS: Cefuroxime. Plasma.

Prophylaxis. Heart surgery.
AGRADECIMENTOS

A FAPESP, pelo auxilio a pesquisa concedido para
este projeto (processo 01/ 02613-2), e ao CNPq (proces-
so 141518/2000-6), pelabolsa DT e a Valéria Adriana Pe-
reira, doutoranda FBC-FCFUSP, pela colaboragao na par-
te grafica e revisdo deste manuscrito.

271

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AZ1Z,N. S.; GAMBERTOGLIO, J. G.; LIN, E. T.;
GRAUSZ, H.; BENET, L. Z. Pharmacokinetics of

cefamandole using a HPLC assay. J. Pharm. Biopharm.,
Shannon, v.6, n.2, p.153-164, 1978.

BERNARD, A.; PILLET, M.; GOUDET, P.; VIARD, H.
Antibiotic prophylaxis in pulmonary surgery: a
prospective randomized double-blind trial of flash
cefuroxime versus forty-eight-hour cefuroxime. J.
Thorac. Cardiovasc. Surg., Saint Louis, v.107, n.3,
p.896-900, 1994.

BRISSON, A. M.; FOURTILLAN, J. B. Determination of
cephalosporins in biological material by reversed-phase
liquid column chromatography. J. Chromatogr.,
Amsterdam, v.223, p.393-399, 1981.

BUNDTZEN, R. W.; TOOTHAKER, R. D.; NIELSON, O.
S.; MADSEN, P. O.; WELLING, P. G;; CRAIG, W. A.
Pharmacokinetics of cefuroxime in normal and impaired
renal function: comparison of high-pressure liquid
chromatography and microbiological assays. Antimicrob.
Agents Chemother., Washington, v.19, n.3, p.443-449,
1981.

DAS GUPTA, V. Stability of cefotaxime sodium as
determined by high-performance liquid chromatography.
J. Pharm. Sci., New York, v.73, n.4, p.565-567, 1984.

DELLAMONICA, P. Cefuroxime axetil. Int. J. Antimicrob.
Agents, Amsterdam, v.4,n.1, p.23-36, 1994.

EL OAKLEY, R.; PAUL, E.; WONG, P. S. Mediastinitis in
patients undergoing cardiopulmonary bypass: risk
analysis and midterm results. J. Cardiovasc. Surg.,
Torino, v.38, p.595-600, 1998.

EMMERSON, A. M. Cefuroxime axetil. J. Antimicrob.
Chemother., Oxford, v.22,n.2, p.101-104, 1988.

FABRE, H.; EDDINE, N. H.; BERGE, G. Degradation
kinetics in aqueous solution of cefotaxime sodium, a

third-generation cephalosporin. J. Pharm. Sci., New
York, v.73, n.5, p.611-739, 1984.



272

GARTON, A.M.; RENNIE, R. P.; GILPIN, J.; MARRELLI,
M.; SHAFRAN, S. D. Comparison of dose doubling with
probenecid for sustaining serum cefuroxime levels. J.
Antimicrob. Chemother., Oxford, v.40, n.6, p.903-906,
1997.

HOLT, D. E.; LOUVOIS, J.; HURLEY, R.; HARVEY, D. A
high performance liquid chromatography system for the
simultaneous assay of some antibiotics commonly found
in combination in clinical samples. J. Antimicrob.

Chemother., Oxford, v.26, p.107-115, 1990.

JACOB, H. G.; BORNEFF-LIPP, M.; BACH, A;
PUCKLER, S.; WINDELER, J.; SONNTAG, H.;
HAGL, S. The endogenous pathway is a major route for
deep sternal wound infection. Eur. J. Cardio-Thorac.
Surg., Heidelberg, v.17, p.154-160, 2000.

KAUKONEN, J. P; TUOMAINEN, P.; MAKIJARVI, J.;
MOKKA, R.; MANNISTO, P. T. Intravenous
cefuroxime prophylaxis. Acta Orthop. Scand.,
Copenhagen, v.66, n.1, p.14-16, 1995.

KRIARAS, I.; MICHALOPOULOS, A.; MICHALIS, A ;
PALATIANOS, G.; ECONOMOPOULOS, G;
ANAGNOSTOPOULOS, C.; GEROULANOS, S.
Antibiotic prophylaxis in cardiac surgery. J. Cardiovasc.
Surg., Torino, v.38, n.6, p.605-610, 1997.

LORENZ, L. J.; BASHORE, F. N.; OLSEN, B. A.
Determination of process-related impurities and
degradation products in cefaclor by high-performance
liquid chromatography. J. Chromatogr. Sci., Niles, v.30,
p-211-216, 1992.

NILSSON-EHLE, I.; NILSSON-EHLE, P. Liquid
chromatographic assay of cefuroxime in serum. Clin.
Chem., Washington, v.24, n.2, p.365-367, 1978.

J. W. L. Nascimento, C. E. Omosako, M. J. Carmona, J. O. Auler Junior, S. R. C. J. Santos

PERRY, C. M.; BROGDEN, R. N. Cefuroxime axetil: a
review of its antibacterial activity, pharmacokinetic

properties and therapeutic efficacy. Drugs, Auckland,
v.52,n.1, p.125-158, 1996.

SCIACCHITANO, C. J.; MOPPER, B.; SPECCHIO, J.
Identification and separation of five cephalosporins by
micellar eletrokinetic capillary chromatography. J.
Chromatogr. B: Biomed. Sci. Appl., Amsterdam, v.657,
n.2, p.395-399, 1994.

SU,K.S.E.; QUAY, J. F.; CAMPANALE, K. M.; STUCKY,
J. F. Nonaqueous cephalosporin suspension for parenteral
administration: cefazolin sodium. J. Pharm. Sci., New
York, v.73, n.11, p.1602-1606, 1984.

TARTAGLIONE, T. A.; POLK, R. E. Review of the new
second-generation cephalosporins: cefonicid, ceforanide,
and cefuroxime. Drug Intell. Clin. Pharm., Hamilton,
v.19,n.3, p.188-198, 1985.

TRICK, W. E.; SCHECKLER, W. E.; TOKARS, J. L.;
JONES, K. C.; RAPPEN, M. L.; SMITH, E. M.;
JARVIS, W. R. Modifiable risk factors associated with
deep sternal site infection after coronary artery bypass
grafting. J. Thorac. Cardiovasc. Surg., Saint Louis, v.119,
p.108-114, 2000.

VUORISALO, S.; POKELA, R.; SYRJALA, H.
Comparison of vancomycin and cefuroxime for infection
prophylaxis in coronary artery bypass surgery. Infect.
Control Hosp. Epidemiol., Thorofare, v.19, n.4, p.234-
239, 1998.

WELLENS, F.; PIRLET, M.; LARBUISSON, R.; DE
MEIRELEIRE, F.; DE SOMER, P. Prophylaxis in
cardiac surgery: a controlled randomized comparison
between cefazolin and cefuroxime. Eur. J. Cardio-
Thorac. Surg., Heidelberg, v.9, n.6, p.325-329, 1995.

Recebido para publicacao em 30 de agosto de 2002.



