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RESUMO

PORSCH, R. F. Farmacocinética da cefuroxima apés regime de dose miltipla
para antibioticoprofilaxia de pacientes submetidos a cirurgia cardiaca com
circulacdo extracorpdrea. 2010. 82 f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2010; contato:
rubia_porsch@yahoo.com.br

Este estudo teve como objetivo desenvolver e validar micrométodo
simples e sensivel para quantificacdo de cefuroxima plasmatica utilizando CLAE-UV
com a finalidade de aplicagdo no monitoramento das concentragcdes de cefuroxima
de pacientes submetidos a cirurgia de revascularizagdo do miocéardio (RM) com CEC
no esquema de doses administradas em bolus. Os tempos de retengdo para o
farmaco e padréo interno (guaifenesina) foram 5,3 e 8,7 minutos respectivamente,
com um tempo de corrida de 15 minutos, utilizando coluna de fase reversa C18 (25
cmX4,6 mm, 5 micra) e fase mével binaria constituida de tamp&o acetato de amonio
e trietilamina 0,025 M pH 4,2 e acetonitrila (80:20, v/v), fluxo de 1,0 mL/min,
deteccdo no ultravioleta, A=274nm em sistema isocratico de eluicdo. A validacdo
deste método analitico investigada através dos limites de confianca apresentou
sensibilidade de 0,1 pg/mL (LD) e limite inferior de quantificagdo (LIQ) de 0,20
pg/mL, linearidade na faixa compreendida 0,2 pg/mL a 200 pg/mL e 4,37% e 2,95%
para precisdo intra- e inter-dias, respectivamente. Boa exatiddo (98,75%) e alta
seletividade foram registradas para o método. Através de um protocolo de estudo
para antibioticoprofilaxia das infec¢des cirirgicas investigaram-se dez pacientes com
indicagdo de cirurgia eletiva de revascularizacdo do miocardio com circulacdo
extracorpdrea. Realizou-se o monitoramento das concentra¢des plasmaticas apés a
dose de ataque de 1,5 g, seguido da manutencgdo realizada através de bolus em tres
doses de 0,75 g 6/6 horas. Uma vez que as concentragbes plasmaticas de
cefuroxima obtidas na sexta hora (vale) foram inferiores & recomendada 16 ug/mL
(4x MIC), recomenda-se o aumento de 0,75 g 6/6 horas para 1,5 g mantendo-se 0
intervalo entre doses de forma a atingir aquela requerida na antibioticoprofilaxia das

cirurugias cardiacas.

Palavras-chaves: Cefuroxima, CLAE-UV, farmacocinética, antibioticoprofilaxia,

cirurgia cardiaca.
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ABSTRACT

PORSCH, R. F. Pharmacokinetics of cefuroxime after multiple dosing regimen
of antibiotic prophylaxis for patients undergoing cardiac surgery with
cardiopulmonary bypass 2010. 82 f. Dissertation (Master) - Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2010;

contact:rubia_porsch@yahoo.com.br.

The objective of the study was to validate na analytical method to determine
cefuroxime in plasma by high performance liquid chromatography (HPLC - UV) for
clinical purposes in surgical patients submitted to elective cardiac surgery of
myocardial revascularization with cardiopulmonary bypass after drug administration
as IV boluses. Retention times for the analite and its internal standard (guaifenesin)
were 5.3 and 8.7 minutes, respectively; run time was 15 minutes, using a reversed
phase colunm C18 (250X4.6 mm, 5 micron) and a binary mobile phase of ammonium
acetate/trietilamine 0.025 M pH 4.2 and acetonitrile (80:20, v/v), flow rate 1 mL/min,
ultraviolet detector, A=274nm isocratic elution system. Validation of confidence limits
presented 0.1 pg/mL sensitivity (LD) and lower limit of quantification (LLOQ) of 0.20
pg/mL, linearity in the range 0.2 pg/mL to 200 pg/mL and 4.37% e 2.95% for intra- /
interday precisions, respectively. Good accuracy (98.75%) and high selectivity were
obtained. The study protocol for antibiotic prophylaxis of surgical infections was
designed for ten patients with indication of elective cardiac surgery of myocardial
revascularization with cardiopulmonary bypass. Loading dose of 1.5 g followed by
maintenance dose of 0.75 g every six hours by IV boluses were applied and plasma
drug monitoring was done. Based on data obtained cefuroxime plasma
concentrations at time dose interval were lower than 16 pg/mL (4x MIC) at the
trough, consequently it is recommended to increase the maintainance dose from
0.75 g 6/6 h up to 1.5 g 6/6h, to reach the minimum required for the antibiotic

prophylaxis of cardiac surgeries.

Key words: Cefuroxime, HPLC-UV, pharmacokinetics, antibiotic prophylaxis, cardiac

surgery.
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1 INTRODUCAO

A utilizag&do de antibiéticos com a finalidade profilatica em cirurgias teve seu
primeiro estudo realizado em 1969, onde pesquisadores demonstraram que a
profilaxia antibiotica pré-operatdria em pacientes submetidos a cirurgias intestinais
reduzia as infecgbes na ferida cirdrgica e a incidéncia de sepse se comparadas aos
pacientes que receberam a dose de antibidtico somente no periodo pds-operatorio
(POLK, 1969). Estudos retrospectivos determinaram que para a efetividade da
antibioticoprofilaxia a concentragdo do antibidtico no sangue e tecidos deve estar
acima da concentracdo inibitéria minima (MIC) no momento da incisdo cirurgica.
Dessa forma, a literatura reporta que a administracdo dos antibiéticos com finalidade
profilatica deve ser realizada em torno de 30 minutos a uma hora antes da incisao
cirdrgica para garantir os niveis plasmaticos adequados do farmaco no sangue e
tecidos (BRATZLER et al., 2004).

As cefalosporinas tém sido o antibiético de escolha para a profilaxia cardiaca
durante décadas, especialmente as de segunda geragao por apresentarem melhores
resultados no poOs operatério de feridas cirdrgicas e também por oferecerem
cobertura de amplo espectro contra bactérias gram positivas e gram negativas, boa
penetracdo tecidual, bom perfil de seguranca com efeitos colaterais minimos por
serem bem toleradas por pacientes alérgicos a penicilina (INKSTER, 2009).

Em procedimentos cirargicos com circulagdo extracorporea (CEC),
cefuroxima, uma cefalosporina de segunda geracdo, tem sido utilizado para a
profilaxia de diferentes esquemas de administracdo, que vao desde uma dose total

de 3-6 g em 24 ou 48 horas, com intervalos de administracdo diferentes, e muitas
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vezes associado a uma dose extra de 750 mg no pés operatoério tardio (PASS et al.,
2001; NASCIMENTO et al.,, 2004). Nascimento et al, 2004, estudaram a
farmacocinética do antibiético em pacientes submetidos & cirurgia de
revascularizagdo do miocérdio com CEC e observaram elevadas concentracdes
plasméticas, que decairam rapidamente a niveis circulantes inferiores a 16 yg/mL(4x
o MIC, nivel bactericida adequado) a partir da sexta hora de injecdo. Esta
caracteristica mostrou-se inadequada para a profilaxia antibiética uma vez que
niveis plasmaticos da cefuroxima abaixo do MIC podem ser um fator de risco para o
desenvolvimento de infec¢cbes nosocomiais e para o desenvolvimento de cepas
bacterianas resistentes a cefuroxima e outros antimicrobianos B-lactamicos (TRICK
et al., 2000). Devido aos resultados insatisfatérios obtidos por Nascimento et al.
(2004); surgiu a necessidade de estudar uma alternativa viavel para a garantia da
antibioticoprofilaxia com um regime de dose inicial de 1,5 g no inicio da cirurgia
seguido de doses de 750 mg em intervalos de 6 horas durante os periodos intra, pré

e p6s operatorio imediato, objeto deste estudo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Uso Terapéutico das Cefalosporinas

O uso profilatico de antibioticos em intervengdes cirirgicas € amplamente
empregado para diminuir o risco de infecgBes no periodo pds-operatério (KRIARAS
et al., 1997). A escolha do agente antimicrobiano mais adequado considera, entre
outros fatores, a recuperagédo do paciente e os custos hospitalares do tratamento
(VUORISALO et al., 1998).

InfecgcBes em um processo cirdrgico podem ocorrer em um prazo de trinta
dias ou até ap6s um ano se ocorrer colocacdo de um implante no local. A infecgdo é
classificada como superficial, quando se limita a pele ou tecido subcuténeo e
profunda se envolver masculo, osso, implante e outros tecidos. A fonte mais comum
de infeccdo € a enddgena peri-incisional ocasionada pela flora do paciente. Para
minimizar o risco de uma infeccdo de sitio cirdrgico, sédo utilizados antibibticos
profilaticos que devem abranger os patdégenos mais comuns, mas nao
necessariamente todos o0s microorganismos com potencial de contaminagéo
(BRATZLER et al., 2005; INKSTER, 2009; LEVISON et al.,,2009).

As cefalosporinas representam um marco decisivo na contribuicdo ao arsenal
terapéutico dos agentes antimicrobianos. Em 1953, pesquisadores da Universidade
de Oxford isolaram a cefalosporina C, antibiético ativo que apresentava um nucleo (-
lactdmico (GARZONE et al., 1983) tendo como mecanismo de agdo a inibicdo da

sintese de peptidioglicano - peptidio essencial para a formacéo da parede celular
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das bactérias (MANDELL; PETRY, 1996).

Esta classe de antibidticos tém vérias vantagens sobre outros medicamentos.
Elas oferecem uma cobertura de amplo espectro destinada tanto a microorganismos
gram-positivos e gram-negativos, com boa penetracdo tecidual, tendo um bom perfil
de seguranca com efeitos colaterais minimos, sendo bem toleradas por pacientes
alérgicos a penicilina (INKSTER, 2009; MCINTOSH et al., 2009).

Conforme a atividade antimicrobiana e as propriedades farmacocinéticas
cefalosporinas foram entdo classificadas em derivados de primeira, segunda,
terceira e quarta geracdes. A cefazolina, cefalotina, cefapirina, cefacetrila,
cefalexima, cefradina e cefadroxil sdo cefalosporinas de primeira geracdo, com
grande aplicacdo na terapia profilatica antimicrobiana. Contudo o aumento da
prevaléncia de bacilos gram-negativos resistentes as cefalosporinas de primeira
geracao tem incentivado a investigagdo das cefalosporinas de segunda geragéo
como a cefuroxima, cefamandol, ceforanida, cefoxitina e ceflacor (WELLENS et al.,

1995).

2.2 Cefuroxima: Caracteristicas Quimicas e Farmacocinética

A Cefuroxima é uma cefalosporina de segunda geragédo que apresenta duas
cadeias laterais ligadas ao nucleo 7-aminocefalosporinico, sendo uma das cadeias
constituida pela combinagdo de um grupamento furil e um grupo oxima substituido.
O outro grupamento constitui-se num éster carbamato, induzindo a um aumento da

atividade antimicrobiana, quando comparada as cefalosporinas de primeira geragéo.
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(Figura 1) Estas modificagbes quimicas propiciaram um aumento na atividade
antibacteriana e estabilidade contra as p-lactamases produzidas contra as

cefalosporinas de primeira geragéo (TARTAGLIONE; POLK, 1985).

| | | ﬁ s
ﬁ—C—NH—Ar

o)
N-OCH,

N

g " “CH,OCONH,

COOH

PM: 424.39 ,C16H16N4Os , pKa: 2.5

Figura 1. Estrutura quimica da cefuroxima

A concentragéo inibitéria minima (MICyo) deste antimicrobiano esta em torno
de 4ug/mL para a maioria das bactérias sensiveis. Entretanto, dependendo da
espécie e da cepa bacteriana, podem ser necesséarias concentracdes superiores a
16 pg/mL para que se obter a eficacia clinica (PERRY; BROGDEN, 1996).

Seu efeito bactericida ocorre com concentracbes 4 a 8 vezes acima da
concentracdo inibitéria minima. Entretanto a atividade deste fa&rmaco ndo esta
relacionada a concentracfes plasméticas extremamente elevadas; o fator mais
importante para sua acdo contra a maioria das bactérias € o periodo de tempo que
sua concentracdo permanece acima do MIC (JACOBS, 2001; PASS et al., 2001).

Em concentragbes terapéuticas, a cefuroxima € ativa contra Haemophilus
influenzae, Moraxella catarrhalis, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus
pyogenes e outros streptococos (com excegdo do grupo D). A sensibilidade

bacteriana a cefuroxima inclui ainda enterobactérias (Escherichia coli, Klebsiella

pneumoniae, Proteus mirabilis, Salmonela sp e Shigela sp) e Staphylococcus aureus
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(cepas meticilina-sensiveis) (DELLAMONICA, 1994).

A cefuroxima possui baixa lipossolubilidade no meio fisiolégico, sendo
eliminada principalmente pela urina. Sua meia vida biolégica é de aproximadamente
1,7 h em pacientes cirargicos com fungéo renal normal (EMMERSON et al., 1988).

Apo6s administragcdo IV bolus de 750 mg, a literatura refere que a cefuroxima
alcancga niveis plasmaticos bactericidas que se mantém por aproximadamente 4
horas. A probenecida conhecido inibidor da secre¢éo tubular atua competitivamente
com a cefuroxima reduzindo a excre¢cdo renal deste Ultimo e mantendo
consequentemente as concentragdes plasméticas do antibiético, prolongando de 4
para 6 horas o periodo bactericida (GARTON et al., 1997). Prevé-se, portanto, um
prolongamento da meia-vida biolégica da cefuroxima nos pacientes crénicos
portadores de nefropatias ou ainda naqueles evoluindo para faléncia renal aguda
(KONISHI et al., 1993).

A taxa de ligacdo do farmaco as proteinas plasmaticas, considerada baixa, é
de 30 a 50% indicando que pacientes em didlise devem receber doses
suplementares da cefuroxima, visando reposicdo do antimicrobiano dialisado e

manutenc¢do da eficacia da terapia antimicrobiana (EMMERSON et al., 1988).

2.3 Cirurgia Cardiaca de Revascularizagdo do Miocérdio com CEC

Atualmente, as disfungbes cardiacas constituem um problema de alta
prevaléncia no mundo. Cerca de um milhdo de pacientes com insuficiéncia

coronariana sdo submetidos anualmente a cirurgia, com circulagdo extracorpérea
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(CEC) que séo procedimentos de rotina indispensaveis na revascularizacdo do
miocérdio. Tal procedimento tem por finalidade prover oxigénio e manter o fluxo
sanguineo continuo para todos os tecidos durante a cirurgia cardiaca, uma vez que
0 coracao tem as fungdes interrompidas. A manutengdo da perfusao sistémica com
oxigenacdao e eliminacao do diéxido de carbono durante o periodo em que o coragcéo
e pulméo estéo incapacitados de exercer suas func¢des (Figura 2) facilita a execugao
da operacdo, preservando a homeostase sistémica e reduzindo complicagdes que
possam comprometer o sucesso da cirurgia cardiaca (PEREIRA et al., 2003;

BUYLAERT et al., 1989; GUGLIELMO et al., 1989; GOUCKE et al., 1982; HOLLEY,
1982).
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Figura 2. llustracdo do procedimento de revascularizacdo do miocardio com CEC e funcionamento
bioldgico normal

A CEC ocasiona uma alteracéo cinética dos farmacos no organismo, uma vez
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que no periodo intra-operatorio da cirurgia cardiaca com CEC ocorrem perda de
sangue e alta mobilizagdo de liquidos com consequéncias hemodindmicas
relevantes somadas a hipotermia moderada e hemodiluigdo. No poés-operatorio
descreveu-se reducdo da perfusdo dos o6rgdos em aproximadamente 30%
acompanhada por diminuigdo proporcional do fluxo de sangue hepatico. Dessa
forma € evidente que ocorrem alteracdes na biotransformacdo dos farmacos de alta
extracdo que afeta a disposicéo cinética para aqueles fluxo-sanguineo dependentes.
A hipotermia, a distribuicdo e a biotransformagéo estéo alteradas o que ocasiona a
diminuicdo do volume de distribuicdo na depuracdo. (PEREIRA et al., 2003;
BUYLAERT et al., 1989; GOUCKE et al., 1982).

Adicionalmente a hemodiluicdo ocorre de maneira abrupta em primeiro
momento levando a redugéo da viscosidade sanguinea e proporcional a queda na
resisténcia vascular sistémica e diminui¢do da fracdo de farmaco ligado as proteinas
plasméticas e um aumento aparente do volume de distribuicdo. Posteriomente com
a instalacdo da CEC, as concentragbes de proteinas plasmaticas sofrem uma
diminuicdo em cerca de 40 a 50 % (CARMONA et al., 2005).

A hipotermia, por sua vez, leva a diminuicdo das depuracdes renal e hepatica
com consequente diminui¢cdo na eliminacdo geral dos farmacos. Além dos fatores ja
mencionados pode-se observar a hemdlise;, respostas do organismo ao fluxo ndo
pulsatii como aumento de pressdo arterial, metabolismo anaerdbico e circulacdo
capilar; mudangas hormonais na concentracdo de eletrdlitos (HOLLEY et al., 1982).

Consequentemente verifica-se uma seérie de fatores associados a CEC
contribuem para o aumento das concentragbes plasmaticas dos farmacos o que
pode ser em parte balanceado pela hemodiluicio e pela hipotermia ( BUYLAERT et

al., 1989; HOLLEY et al., 1982).
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O reaquecimento ao térmico na CEC restaura o fluxo sanguineo e a atividade
enzimética. Conforme a pressdo arterial e a freqiéncia cardiaca aumentam, a
perfuséo tecidual também se eleva e parametros como a depuracao plasmatica dos
farmacos, bem como o volume de distribuicdo também se alteram. De acordo com
estas alteragbes hemodinamicas nestas condi¢des a resposta do miocardio se altera

em funcdo da farmacocinética na terapia medicamentosa (HOLLEY et al., 1982).

2.4 Farmacoterapia na CEC

Os pacientes submetidos a cirurgia cardiaca com CEC sé&o atendidos por uma
farmacoterapia envolvendo a co-administracdo de numero superior a 20
medicamentos nos periodos pré, intra e pos operatério, levando a um aumento
potencial no numero de interagcbes. Os principais medicamentos utilizados
cronicamente pelos pacientes sdo a digoxina, diuréticos, beta-bloqueadores,
antihipertensivos e nitratos. No inicio do procedimento cirargico como medida
profilatica sdo administradas doses intravenosas de antibidticos, em seguida com
finalidade analgésica e anestésica utilizam-se narcoticos, anticolinérgicos e
hipnosedativos. Antes da instalagdo da CEC altas doses de heparina sé&o
administradas e para regular a pressdo arterial e a resisténcia vascular apos
instalacdo da CEC utiliza-se nitroprussiato (vasodilatador) e fenilefrina (vasopressor).
Apo6s o término da CEC os efeitos da heparina sdo revertidos com protamina.
Farmacos inotrépicos como a dopamina e vasodilatadores como nitroprussiato, bem

como, agentes antiarritmicos podem ser necessarios para promover a estabilizacdo
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hemodinamica.

2.5 Antibioticoprofilaxia com Cefuroxima na CEC

A revascularizagdo do miocérdio com CEC com hipotermia compreendem 50
a 60% dos casos de cirurgia cardiaca, sendo considerada uma das principais
responsaveis pelo aumento dos indices de mortalidade destes pacientes
(MASTORAKI et al.,2007)

InfecgBes apds cirurgias ocorrem rotineiramente em pacientes hospitalizados.
Dentre os patdgenos que causam este tipo de infec¢é@o, o Staphylococcus aureus €
o mais frequente, ocorrendo entre 12 e 36,4% dos casos (JAKOB, 2000).
Complicagdes como esta sdo comuns em cirurgias cardiacas com CEC, e estdo
associadas a um aumento da morbidade bem como da mortalidade dos pacientes,
podendo chegar a 14% (TRICK et al., 2000; EL OAKLEY, 1998). Além disso, estas
infeccdes levam a um prolongado periodo de hospitalizagdo e, consequentemente,
um maior custo, que pode chegar a trés vezes o valor normal do tratamento (LOOP,
1990).

O uso profildtico da cefuroxima em pacientes portadores de cardiopatias
graves, coronarianos e valvares com indicagcdo de cirurgia eletiva no Instituto do
Coracdo (InCor) do Hospital de Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de S&o Paulo (HCFMUSP) foi instituido desde 1992 pela Comissdo de Controle de
Infeccdo Hospitalar(CCIH), que vem somando esforgos no sentido de otimizar a
antibioticoprofilaxia, reduzindo os riscos de infeccdo, rapido restabelecimento do

paciente no pds-operatério e alta hospitalar precoce. Com base nos resultados
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reportados por Nascimento et al. (2004), sobre a farmacocinética deste agente a
auséncia de acumulo do antimicrobiano, a CCIH recomendou a altera¢do do regime
posologico de forma a garantir o acumulo requerido para o0 sucesso da
antibioticoprofilaxia; subsequentemente registrou-se redugdo expressiva na
incidéncia das infec¢des das feridas operatérias (6,9% para 5,4%).

Nascimento et al., 2005, reportou que 6g de cefuroxima administrada nas 24
horas de transoperatério de cirurgia cardiaca de revascularizacdo com CEC-H se
mostraram inadequadas (~ 4ug/ml em torno da 9° hora e ~1ug/ml na 12° h da
administracdo) a antibioticoprofilaxia no regime posolégico de quatro doses de 1,5 g
de cefuroxima, adminsitrada sob forma de bolus: dose 1 no pré-operatério, dose 2
no intra-operatorio) e no pos-operatorio, dose 3 na 122 hora e dose 4 na 242 hora. A
concentracao plasmatica do farmaco, inferior ao recomendado, pode ser um fator de
risco para o paciente no periodo poés-operatério imediato e responséavel pelo

aumento das infecgdes hospitalares (TRICK et al., 2000).

2.6 Metodologia analitica

A determinacgéo do teor de cefuroxima em formulagdes farmacéuticas utiliza
métodos fisico-quimicos como a fluorimetria (MURILLO et al., 1994), a calorimetria
(SALEM e ASKAL, 2002) e a espectrofotometria (absorgédo atdmica, absorgdo no
visivel (MAHMOUD et al., 2009; AMIN e RAGABB, 2004; AYAD et al., 1999; OKOYE
et al., 2007) além da eletroforese capilar (SCIACCHITANO et al., 1994; PAJCHEL &

TYSKI, 2000), e da cromatografia liquida de alta eficiéncia (COOMBER et al., 1982;



30
ZIVANOVIC et at., 2004; RODENBACH et al., 2006).

Por outro lado, para a determinagdo da cefuroxima sodica em fluidos
bioldgicos reportam-se métodos fisico-quimicos como a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (BOMPADRE et al., 1998; CASABO et al., 2003; NILSSON-EHL, 1978; EL-
GINDY et al.,, 2000; HEKSTER et al., 1980) e a e os métodos microbiolégicos
(BUNDTZEN et al.,, 1981; EL-SOOUD et al., 2000; O'CALLAGHAN et al., 1976;
HEKSTER et al.,, 1980; SCHMIDT et al., 2009). Nascimento et al., 2005,
desenvolveu método para quantificagdo de cefuroxima em fluidos biol6gicos
utiizando a precipitagdo de proteinas com acetonitrila e quantificacdo pela
cromatografia liquida de alta eficiéncia, empregando a vancomicina como padréo
interno e monitorando os picos em 280 nm. Um método por espectrometria de
massa (LC-MS/MS) foi desenvolvido e validado para a determinacdo e investigagéo
farmacocinética da cefuroxima no plasma humano utilizando extragéo por fase solida
(PARTANI et al., 2010).

Apesar da grande evolugdo tecnoldégica e o desenvolvimento de novos
equiapamentos grande maioria dos estudos para quantificacdo de farmacos em
matrizes biologicas ainda utiliza a CLAE devido a sua alta seletividade e
sensibilidade. A CLAE caracteriza-se por empregar fase movel liquida e pode ser
classificada em quatro tipos bésicos: cromatografia liquido-liquido ou de particéo,
cromatografia liquido-sélido ou de adsorcdo, cromatografia de troca ibnica e

cromatografia de excluséo (PORTA e KANO, 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Principal

Investigar a farmacocinética da cefuroxima apds regime de doses mdltiplas

para antibioticoprofilaxia das infec¢fes cirurgicas cardiacas.

3.2 Objetivos Secundarios

- Desenvolver e validar método bioanalitico para quantificagdo de
cefuroxima em plasma humano através de cromatografia liquida e alta
eficiéncia (CLAE).

- Realizar o monitoramento das concentragdes de cefuroxima em plasma
de pacientes para avaliacdo da farmacocinética desse antimicrobiano
administrado apo6s regime de dose multipla no transoperatorio de cirurgia

cardiaca para antibioticoprofilaxia das infec¢des cirargicas.
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Capitulo I. DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO PARA
QUANTIFICACAO DE CEFUROXIMA EM PLASMA POR CROMATOGRAFIA

LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

1 OBJETIVO

Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica para quantificacdo de

cefuroxima em plasma por cromatografia liquida de alta eficiéncia CLAE-UV.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais, Padrbes de Referéncia, Solu¢cdes e Reagentes

Para o desenvolvimento deste estudo utilizaram-se solventes e reagentes de
grau cromatografico e boa procedéncia nos procedimentos de extracao e andlise.

A &gua utilizada na forma pura e também para o preparo de solucdes foi
obtida por meio de sistema MILLI DI (MILLIPORE do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil).

Lavaram-se toda vidraria e materiais utilizados nos procedimentos pela
imersdo em 4gua corrente e detergente liquido n&o idnico Extran Alcalino (Merck,
MA, Alemanha), seguida de solucdo de &cido cloridrico 50% durante 2 horas, e

posterior enxagie com agua corrente e agua ultrapura.

2.1.1 Padrdes de Referéncia

Os padrdoes de referéncia utilizados foram de alta pureza e qualidade,
portanto oferecem resultados confidveis. Possuem procedéncia identificavel, bem
como a origem, niumero do lote e pureza, descritos no certificado de andlise. Estas

informagdes encontram-se descritas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Substancias Quimicas de Referéncia

Padréo Finalidade Origem Lote Pureza Validade
Cefuroxima Analito Farmacopéia 1014 99,6% Indeterminado
Brasileira
Guaifenesina Padrdo Virchow 02020106 100,7% 12/2010
interno Laboratories

2.1.2 Solucgdes

Para preparo da solu¢cdo padrédo de cefuroxima na concentracdo de 1000
pg/mL pesou-se 10,0 mg do farmaco em questdo em baldo volumétrico e completou-
se o volume para 10 mL com &gua ultra-pura e acondicionou-se em frasco ambar
em temperatura de 4 a 8° C.

A partir da solugéo padréo de cefuroxima foram realizadas diluicbes em agua
ultra-pura obtendo-se as solugbes de trabalho de cefuroxima em diferentes
concentragdes (1, 5, 25, 50, 250 e 500 pg/mL) e as solugdes de trabalho de controle
de qualidade baixa, média e alta. Estas solu¢des foram devidamente acondicionadas
e armazenadas em temperatura de 4 a 8°C.

Como padréo interno utilizou-se a guaifenesina na concentragdo de 2000 pL.
Preparou-se a solugédo de padrdo interno de guaifenesina pesando 20,0 mg de
guifenesina em bal@o volumétrico de 10 mL e completando o volume para 10 mL
utilizando metanol a 100%. Apds o preparo transferiu-se a solugdo para frasco
ambar e armazenou-se 4 temperatura de 4 a 8°C.

Para o preparo da fase movel em uma proveta, mediu-se 1000 mL de
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acetonitrila, transferiu-se para frasco ambar e levou-se para o ultra-som por cinco
minutos. A solugdo tampéao de acetato de amoénio 0,375 M foi preparada onde
pesaram-se o equivalente a 2,89 g de acetato de amdnio em béquer e diluiram-se
em 50 mL de 4gua ultra-pura. Em seguida a solugéo foi transferida para baldo
volumeétrico, completou-se o volume e acondicionou-se em recipiente adequado.
Para realizagdo completa do procedimento, preparou-se solugdo tampao acetato de
amonio 0,025 M: trietilamina 0,015 M por meio da adicdo em baldo volumétrico de
500 mL de agua ultra-pura e 66,6 mL de tampéao acetato de aménio 0,375 M e 2,1
mL de trietilamina. Completou-se o volume para 1000 mL com &gua ultra-pura,
ajustou-se o pH para 4,2 utilizando &cido orto-fosférico 85%. Filtrou-se a solugdo em
membrana hidrofilica 0,22 um, Millipore tipo FH, com auxilio de bomba de vacuo
desprezando os primeiros 10 mL do filtrado. Em seguida acondicionou-se a solugéo

em frasco ambar e submeteu-se ao ultra-som por 5 minutos.

2.2 Procedimento de Extracgao

Com a finalidade de agente precipitante, preparou-se solucdo de A&cido
perclorico 0,5 M, transferindo 10,73 mL desse &cido para baldo volumétrico de 250
mL contendo 150 mL de agua ultra-pura e completou-se o volume

Para a quantificacdo de cefuroxima em plasma foi realizada por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo no comprimento de onda de
274nm. Para extracdo das amostras de plasma contendo cefuroxima em tubo

Eppendorf de 2 mL foram adicionados por meio de pipeta automatica 400 pL de
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plasma e acrescentados 50 pL de solugdo de padrdo interno (guaifenesina 2000
ug/mL). Em seguida foram adicionados 400 pL de Acido Perclérico 0,5 M e a
mistura foi homogeneizada a vortex durante 5 minutos na velocidade 9, seguida de
centrifugagdo por cinco minutos, a 14000 rotagfes por minuto (rpm) sob temperatura
de 4 °C. 200 yL do sobrenadante foram transferidos para insert vial com pipeta
automética e acondicionados na bandeja do auto-injetor do sistema CLAE-UV, de
acordo com sequéncia previamente determinada, injetando-se uma aliquota de 80

uL no sistema (fluxograma 1).

2.3 Analise Cromatogréfica

As analises cromatograficas foram realizadas através de cromatografia liquida
de alta eficiéncia, em cromatédgrafo liquido Shimadzu, modelo Prominence, com
detector UV SPD-10A (Shimadzu, Kyoto, Jap&o), utilizando coluna de fase reversa
tipo C18, (25 cm x 4,6 mm x 5 micra, comprimento x diametro interno) Phenomenex,
(California, Estados Unidos) modelo Gemini de. A fase movel foi constituida de
acetonitrila (80:20 v/v) e solugdo tampédo acetato de amoénio 0,025 M: trietilamina
0,015 M, sob vazdo de 1mL/ min, em sistema isocratico de eluicdo. Os picos
referentes ao composto de interesse foram monitorados no comprimento de onda de
274 nm com um tempo de corrida de 15 minutos. A integracdo dos picos foi feita
utilizando registrador—integrador Chromatopac CR-62, Shimadzu (Kyoto, Japéo) e a

temperatura de trabalho foi de 18° C.
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400 uL de plasma
50 pL de SPI (Guaifenesina 2000
Hg/mL)
400 pL de Acido Perclérico 0,5 M

e Vortex 5 seg para ressuspender

e Extrair em agitador de microtubos por 5
min na velocidade 9

e Centrifugar por 5 min em 14000 rpm a 4 °C

v

Sobrenadante final

e Transferir o sobrenadante para
insert vial

e Transferir as amostras extraidas
para a bandeja do auto-injetor do
sistema de CLAE

v

- Injetar 80 pL no CLAE-UV

Condi¢cdes cromatograficas:

Cromatdgrafo liquido SHIMADZU — Prominence, coluna de fase reversa Phenomenex, modelo
Gemini C18, 25x4,5mm, 5 ym.

Detector UV- SHIMADZU — SP10, Ageteccao= 274nm

Temperatura 18°C.

Figura 3. Fluxograma do procedimento de extragcdo para quantificacdo de cefuroxima plasmatica
através de CLAE-UV
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2.4 Validagdo de Método Analitico

A validagdo do método analitico para quantificagdo de cefuroxima em plasma
através de CLAE foi realizada de acordo com critérios estabelecidos pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no Guia para provas de biodisponibilidade
relativa/bioequivaléncia, conforme Resolu¢céo RE 899 de 29 de maio de 2003. Foram
avaliados durante a validacdo de metodologia analitica: especificidade, limites de
deteccédo e quantificacdo, linearidade, curva de calibragdo, recuperacdo absoluta,

precisao intra e inter dias e exatiddo intra e inter dias, estabilidade e robustez.

2.4.1 Especificidade

Analisou-se amostras de plasma obtidas de seis individuos, sendo quatro
amostras normais, uma amostra lipémica e uma amostra hemolisada seguindo
procedimento proposto por este estudo, porém sem a adicdo de padrdo interno.
Para determinacdo da especificidade, processou-se uma amostra com a
concentracgdo do limite inferior de quantificagéo e os resultados foram comparados.

De acordo com a Agéncia Regulatéria na resolugéo supracitada a resposta de
picos interferentes no tempo de retencdo do farmaco devem ser inferiores a 20% da
resposta do limite de quantificagdo. Adicionalmente com relacdo aos picos
interferentes no tempo de retencdo do padréo interno considerou-se limite inferior a

5% da resposta na concentragéo utilizada no mesmo ensaio de qualificacdo do
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analito.

2.4.2 Limite de Deteccgéo e Limite Quantificagéo

O limite de quantificagdo corresponde a menor quantidade do analito de uma
amostra que pode ser determinada com precisédo e exatidao aceitaveis ([1 20%) sob
as condicbes experimentais estabelecidas, apresentando sinal relativo ao ruido da
linha de base superior & razdo 10:1. O limite de detec¢éo é definido como um sinal
relativo ao ruido na linha de base na razédo 2:1, representa a menor quantidade do
analito presente em uma amostra que pode ser detectada porém néo
necessariamente quantificada (Anvisa, Resolu¢céo RE 899, de 23 de maio de 2003).

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram determinados com base na
precisdo e exatiddo pela andlise de dez replicatas e comparadas a curva de
calibragéo.

Apo6s a corrida cromatogréfica o valor nominal para cada concentragdo
plasmética foi plotado em fun¢&o da razdo de area do pico obtido para a cefuroxima
e seu padréo interno guaifenesina. Obtido o coeficiente de correlacéo r?=0,98 e sua
respectiva equacao (y=ax+b). Considerou-se nove controles para a construgdo da
curva de calibragédo diaria: branco, 0,2; 1; 5; 10; 50; 100; 200 e 500 pg/mL. Os
controles de qualidade internos 3; 425 e 850 ug/mL foram preparados em triplicata e
também analisados durante a corrida analitica para avaliacdo da mesma. O critério
de aceitacdo de uma corrida analitica € determinado pela obtencdo de ao menos 6

dos nove controles com desvio inferior a 15% comparado ao valor nominal dos
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controles (Anvisa, Resolucdo RE 899, de 23 de maio de 2003).

2.4.3 Estudos de Recuperacéao

Os estudos de recuperagdo mensuram a eficiéncia dos procedimentos de
extracdo de um método analitico dentro de um limite de variacdo aceitavel.
Porcentagens de recuperagéo do analito e do padréo interno préximos a 100% sé&o
desejaveis, porém admite-se valores menores desde que a recuperagdo apresente
precisdo e exatidao dentro dos limites aceitaveis (Anvisa, Resolucdo RE 899, de 23
de maio de 2003). Neste estudo comparou-se os resultados analiticos obtidos de
amostras extraidas a partir de trés concentragdes (2,4; 340 e 680 pg/mL)
contemplando a faixa de linearidade do método com os resultados obtidos com

solugdes padréo ndo extraidas as quais representam 100% de recuperacao.

2.4.3.1 Recuperagao Absoluta

As recuperagfes absolutas do farmaco e em separado do padrdo interno
(guaifenesina) foram determinadas através da analise de trés concentracdes (2,4,
340 e 680 yg/mL) em dez replicatas. Posteriormente comparou-se os resultados das
aliquotas extraidas (x%) versus ndo extraidas (100%) e os resultados foram

expressos em porcentagem da area do pico para cefuroxima e guaifenesina.
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2.4.3.2 Recuperacao Relativa

A recuperagdo relativa foi determinada utilizando-se a concentracdes
adicionadas de padréo interno em dez replicatas expressas em razdo da area (RA:
pico da cefuroxima/padréo interno) apds extragdo seguida da analise quantitativa.

Os resultados foram expressos em porcentagem.

2.4.4 Exatidao e Erro Sistematico

A exatiddo do método analitico foi avaliada e expressa também através da
determinagcdo do erro sistematico do ensaio (porcentagem de inexatidao),
estabelecendo-se como aceitaveis valores inferiores a 15%, exceto para o limite de
quantificacao para o qual se admitem desvios de até 20%.

A porcentagem de inexatidao corresponde ao desvio entre o valor nominal da
concentracdo do farmaco na amostra e o valor obtido pelo método analitico e
calculado através de trés concentracdes (2,4; 340 e 680 pg/mL) em triplicata na
mesma corrida cromatografica (exatiddo intradia, totalizando nove ensaios) e em
corridas distintas por trés dias consecutivos (exatidédo interdias, totalizando vinte e
sete ensaios). O erro sistematico do ensaio foi determinado pela porcentagem da

inexatidao.
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2.4.5 Precisao Intra e Interdias

A reprodutibilidade do método analitico foi avaliada através de estudos de
precisdo intradias (mesma corrida cromatografica) e estudos de precisdo interdias
(corridas cromatogréficas distintas em dias consecutivos). A precisdo intradia foi
avaliada através da analise de 3 concentrac¢des (0,6; 85 e 170 yg/mL) em triplicata
totalizando nove ensaios. J& para a precisdo interdias foram realizados vinte e sete
ensaios em trés dias consecutivos com as concentragdes (0,6; 85 e 170 pg/mL).

A preciséo foi expressa através do coeficiente de variagdo percentual (CV%),
estabelecendo-se como aceitaveis valores inferiores a 15% para as concentracdes

de analito investigadas.

2.4.6 Estabilidade

Para determinagdo da estabilidade da cefuroxima em plasma foi adotado
como critério de aceitagdo a variagdo inferior a 15% para todas as concentracdes
estudadas. O estudo de estabilidade foi composto das seguintes avaliagdes:

- Apo6s trés ciclos de descongelamento da cefuroxima em matrizes
biol6gicas amostras de duas concentragbes de 0,6 e 170 yg/mL foram
analisadas em triplicata em trés dias consecutivos para as avaliagbes dos
ciclos um, dois e trés de congelamento e descongelamento. As amostras

foram congeladas a -20 °C e mantidas por 24 horas, sendo entéo
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submetidas ao descongelamento em temperatura ambiente. Quando
totalmente descongeladas, as amostras foram novamente congeladas por
24 horas e assim sucessivamente, até completar trés ciclos. A
quantificacdo das amostras foi realizada apds o terceiro ciclo e os
resultados comparados aos valores nominais.

- Condicdo analitica: foi determinada a partir de amostras extraidas em
duas concentragdes (0,6 e 170 ug/mL) e mantidas em repouso na bandeja
do autoinjetor & temperatura ambiente por 18 horas, durante o tempo
maximo ao qual a amostra pode permanecer sob a condigdo. A
concentragéo obtida foi expressa em porcentagem do valor nominal.

- De curta duragdo da matriz biolégica: amostras de trés concentracdes
(170; 85 e 0,60 pug/mL) de cefuroxima foram analisadas em triplicata. Os
controles permaneceram por seis horas em bancada a temperatura
ambiente e ao final do periodo foram analisados pelo método descrito.

- De longa duragdo da matriz bioldgica: as amostras foram mantidas em
congelador (-20° C) por periodo de 18 meses em controles de plasma de

trés concentragbes diferentes (170; 85 e 0,60 pg/mL), garantindo a

estabilidade no decorrer do estudo.

2.4.7 Robustez

A robustez do método foi avaliada através da utilizacdo de diferentes colunas

analiticas C18, da mesma marca e modelo, porém de distintos nameros de lote,
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onde foram analisadas amostras de trés concentracdes (170; 85 e 0,60 pg/mL) e em
replicata. A variagcdo na composicdo do fluxo forneceu resultados que foram
expressos em porcentagem em fungdo do coeficiente de variagdo. Foi
desconsiderada a influéncia da variacdo de temperatura, uma vez que a mesma é

monitorada duas vezes ao dia, sendo mantida em 21+/- 2°C.



45

3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados da validacdo do método analitico foram obtidos através do
programa Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft Corporation, USA) e expressos por
meio da média, mediana, desvio padrdo, erro padrdo da média e intervalo de

confianga IC 95%.
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4 RESULTADOS

4.1 Validacdo de Método Analitico

4.1.1 Especificidade

Avaliou-se a especificidade do método analitico para determinacdo de
cefuroxima em matrizes bioldgicas por meio de precipitagdo de proteinas seguida de
quantificacdo no sistema cromatografico através da injecdo de plasma normal,
lipémico e a hemolisado em comparagdo com o limite inferior de quantificacdo. Nao
ocorreu interferéncia dos componentes enddgenos eluidos da coluna cromatogréfica
na andlise, nas condi¢cdes propostas pelo estudo, uma vez que os picos dos
componentes enddgenos nos cromatogramas diferiram dos tempos de retencédo da

cefuroxima.

4.1.1.1 Perfil Cromatogréfico

Os parametros estabelecidos no desenvolvimento do método para realizagéo

da andlise cromatografica foram a temperatura da coluna cromatogréfica de 40°C,

temperatura ambiente para o auto-injetor, fluxo de 1 ml/min, deteccdo em 274
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nm, tempo requerido de corrida de 15 minutos e tempos de retencéo para
cefuroxima de 4,3 minutos e para seu padrdo interno guaifenesina de 6,7
minutos.

mv
{Detector A:274nm
550+

500-]
450
400
350
300
2501

200

150+
100+

504

efuroxima/4.192/773/47.002
Guaifenesina/6.630/6566/0.000

o
| | | ! | | ! !
0.0 25 5.0 7.5 10.0 min

Figura 4. Determinacdo da cefuroxima plasmatica através de CLAE-UV. Perfil
cromatografico de plasma branco (adicionado de solucdo padrdao de
cefuroxima: 4,3 min e padréo interno guaifenesina: 7,6 min)

mv
500-Detector A:274nm

450

400+

.71775386329/0.000

350-
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:\ I
0.0 2.5 5.0 7.5 100 min

Figura 5. Perfil cromatografico do limite de quantificagdo para cefuroxima plasmatica através de
CLAE-UV
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4.1.2 Limites de Confianca

A linearidade do método analitico foi representada pela faixa da
concentragdo compreendida entre 0,2 e 200 pg/mL, em que foi obtida
correlacdo linear adequada r? = 0, 9969 entre a resposta mensurada (Y,
razdo da area da cefuroxima e o padrdo interno guaifenesina por meio de

instrumento analitico) e a respectiva concentracdo plasmatica da cefuroxima

(X).

8.000.000,00
7.000.000,00 -
6.000.000,00
5.000.000,00
4.000.000,00 -
3.000.000,00 -
2.000.000,00
1.000.000,00
0,00
0,0000 50,0000 100,0000 150,0000 200,0000 250,0000

R?=0,9969

Area(mAU)

Concentracao (ug/mL)

Figura 6. Linearidade do método de determinacédo plasmatica da cefuroxima em plasma através de
CLAE-UV. Faixa de concentracdo da cefuroxima no plasma 0,2-200 ug/mL versus razéo
da area cefuroxima/guaifenesina

A curva de calibracdo diaria, conforme visualizagéo da figura 6 evidenciou boa
correlacao linear na faixa de concentragédo 0,2 a 200 ug/mL para quantificagao da
cefuroxima plasmatica. A curva foi aceita a partir de controles (baixo 0,6;
meédio 85 e alto 170 pg/mL) analisados em triplicata, sendo que os valores

obtidos para inexatidao inferiores aos limites de aceitagéo exigidos.



49

4,50
4,00 -
3,50 -
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2,50 -
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0,00
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R?=0,9984
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Concentragdo (pg/mL)

250

Figura 7. Curva de calibracdo diaria da cefuroxima em plasma através de CLAE-UV. Faixa de

concentragéo de cefuroxima 0,2 a 200 yg/mL

O método desenvolvido para quantificacdo de cefuroxima em plasma mostrou

elevada sensibilidade (Limite de quantificagdo (LQ)= 0,2 pg/mL e limite de

deteccédo (LD)=0,1 pg/mL), boa linearidade 0,2 a 200 pg/mL, além de

recuperacao e robustez aceitaveis conforme Tabela 2.
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Tabela 2 — Limites de confianga do método de determinacéo de cefuroxima em plasma

Desvio
Parametros Unidade Resultados padréo

relativo (%)

Linearidade pg/mL 0,20 - 200,0 -
Coeficiente de regresséo linear (r?) - 0,99 -
Limite de Detec¢éo (n10) pg/mL 0,1 9,7
Limite de Quantificagdo (n10) pg/mL 0,2 6,6
Robustez
Colunal
Cefuroxima (0,6 pg/mL) % 102,47 +/-1,6
Cefuroxima (85 pg/mL) % 104,30 +/- 5,2
Cefuroxima (170 pg/mL) % 99,08 +/- 4,2
Coluna 2
Cefuroxima (0,6 pg/mL) % 99,30 +/-1,6
Cefuroxima (85 pg/mL) % 100,98 +-1,4
Cefuroxima (170 pg/mL) % 170,20 +/- 3,1
170 pg/mL (fluxo= 0,2 mL, incremento) pg/mL 169,05 6,2

Recuperacio absoluta®

Guaifenesina (Pi) % 102,22 +/-2,3
Cefuroxima (2,4 ug/mL) % 101,10 +/- 4,2
Cefuroxima (340 pg/mL) % 104,09 +/- 3,3
Cefuroxima (680 pg/mL) % 99,11 +1,1

Recuperaco relativa (Cefuroxima/Pi)?

Guaifenesina (Pi) % 103,29 +/-2,7
Cefuroxima (2,4 ug/mL) % 102,10 +/- 3,2
Cefuroxima (340 pg/mL) % 98,09 +-2,7
Cefuroxima (680 pg/mL) % 103,31 + 4,1

Abreviaturas: Pi padrdo interno guaifenesina
®Resultados expressos pela média de dez replicatas
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Tabela 3 — Preciséo e exatidao intradia na determinagéo de cefuroxima no plasma

Valor Nominal Valor obtido L . Erro sistematico
a Preciséo% Exatid&o%
pm/mL pm/mL %
0,6 pm/mL 0,58 34 102,55 2,55
85 pm/mL 77,90 2,3 107,75 7,75
170 pm/mL 168,42 4,3 103,98 3,98

?Resultados expressos através de médias de triplicatas.

Tabela 4 — Preciséo e exatidao interdia na determinacéo de cefuroxima no plasma

Valor Nominal Valor obtido . . Erro sistematico
a Preciséo% Exatid&o%
pm/mL pm/mL %
0,6 ym/mL 0,64 54 105,25 5,25
85 ym/mL 89,24 4,4 104,55 4,55
170 ym/mL 174,33 2,3 102,43 2,43

?Resultados expressos através de médias de triplicatas.

Para os estudos de estabilidade da cefuroxima em plasma determinada
através de CLAE-UV adotou-se critério de aceitacdo a variagao inferior a 15% para
as concentragdes avaliadas (0,6 e 170 ym/mL). No estudo de estabilidade de curta
duracdo (congelamento) verificou-se que a cefuroxima se manteve estavel por no
minimo trés ciclos de congelamento para as concentragfes avaliadas em triplicata

evidenciando exatiddo e coeficiente de variagao aceitaveis.
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Tabela 5 — Ciclos de congelamento/descongelamento para cefuroxima em plasma

Ciclo de congelamento/ Concentragao Concentragdo Obtida o
descongelamento Nominal (ug/mL) (ug/mL)? % variagao
1 0,60 0,56 -6,70
2 0,60 0,56 -6,70
3 0,60 0,54 - 10,00
1 170,00 158,30 -6,90
2 170,00 162,80 -4,24
3 170,00 155,20 -8,70

#Resultados obtidos através da média das triplicatas.

Analisou-se ainda a estabilidade de curta duragdo para o padréo interno e da
cefuroxima no plasma nas concentracdes de 0,60 e 170 yg/mL, apds as matrizes
biolégicas serem deixadas em bancada por seis horas e evidenciou-se exatidao
aceitavel. O tempo e condigdo da analise na estabilidade dos extratos na bandeja do
auto-injetor também foram avaliados. A estabilidade de longa duragao foi avaliada

apds armazenamento de controles de plasma contendo cefuroxima por 18 meses.

Tabela 6 — Estabilidade de curta e longa duracdo do padrdo interno na solugdo de adicdo de
cefuroxima em plasma determinado por CLAE-UV

Estabilidade Concentragdo nominal Concentraqéoaobtida Erro sistematico (%)
(Mg/mL) (Mg/mL)

Curta duracao/6 h 2000 2005,03 0,25
Média + DP (CV%) 0,6 0,57 -5,00
Guaifenesina 85 83,44 -1,83
Cefuroxima 170 168,99 - 0,59
Tempo e condicédo

da analise/18 h 0,6 0,59 -0,70
Média + DP (CV%) 170 168,70 -0,76
Longa duragéo 0,6 0,58 - 3,35
18 meses 85 80,18 - 5,60
Média + DP (CV%) 170 161,12 - 5,20

DP:desvio padrao da média
#Resultados obtidos através da média das triplicatas.
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5 DISCUSSAO

5.1 Validagdo de Método Analitico

Métodos bioanaliticos para avaliacdo de farmacos em fluidos corporais sédo
utilizados em induastrias farmacéuticas, universidades, laboratérios e organizacdes
de investigacdo com a finalidade de determinag&o quantitativa de farmacos e seus
metabdlitos, monitorizagdo terapéutica de medicamentos, avaliacdo de toxicologia
clinica e pré-clinica e nas fases de desenvolvimento de drogas (HARTMANN et
al.,1998)

O desenvolvimento de um método bioanalitico deve ser reduzido ao menor
tempo possivel, mas este, uma vez desenvolvido deve se robusto e confiavel. Os
métodos bioanaliticos muitas vezes sdo desenvolvidos com base em provas nao
estruturais e tentativa e erro, sabendo-se que a qualidade e o desempenho do
método estdo relacionadas a capacidades do pesquisador responsavel pelo
desenvolvimento (HENDRIKS, 2009).

No desenvolvimento de um método bioanalitico a capacidade do mesmo na
determinagdo de todos os analitos, livre de interferéncias, com boa preciséo e
exatiddo € muito importante, embora a principal dificuldade esteja relacionada a
matriz altamente complexa onde residem os analitos como por exemplo: sangue,
plasma ou soro, urina e fluido oral, liquor, pus ou saliva (HENDRIKS, 2009).

Uma grande variedade de meétodos analiticos tém sido relatadas para

a determinacdo de cefalosporinas em estado puro, em produtos farmacéuticos
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preparacdes e em fluidos biolégicos. Estes métodos incluem fluorometria,
espectrofotometria, espectrofotometria de absorcdo atbmica cromatografia liquida,
cromatografia cinética eletro capilar, quimioluminescéncia, analise microbiolégica e
potenciometria (OMAR et al., 2009).

Com relacdo a procedimentos analiticos para a quantificacdo da cefuroxima
em matrizes biolégicas envolvendo técnicas cromatogréficas a literatura reporta
poucos métodos. Dois métodos utilizando CLAE-UV para determinacdo de
cefuroxima em plasma, empregando extragao liquido-liquido na purificacdo da matriz
biologica foram descritos por Nilsson-Ehle & Nilsson-Ehle em 1978 e outro por
Brisson & Fourtellan em 1981. Nesses procedimentos exigiu-se o tratamento do
plasma com dimetilformamida previamente a CLAE-UV, ou a extrac¢éo liquido-liquido
do plasma com mistura de cloroférmio: pentanol 3:1, v/v, seguida de re-extracdo da
fase organica com tampéo fosfato 0,01 M pH 7,0 (BRISSON e FOURTELLAN, 1981;
NILSSON-EHLE e NILSSON-EHLE, 1978). De forma geral estes métodos se
mostraram trabalhosos para a rotina laboratorial. Outros procedimentos de
purificacdo da matriz biol6gica empregam, no preparo da amostra, a adicdo de
agentes precipitantes das proteinas em substituicdo & extrag&o liquido-liquido (AZIZ
et al.,, 1978; BUNDTZEN et al., 1981; HOLT et al., 1990; KAUKONEN et al., 1995). A
precipitagdo de proteinas plasméaticas pela adicdo de mistura de tamp&o acetato 0,2
M pH 5,2 e metanol (40:60, v/v) a matriz bioldgica foi reportada por Aziz et al. (1978);
este método foi posteriormente modificado por Bundtzen em 1981. Nascimento et al.
(2004) utilizou a acetonitrila na proporcéo de dois volumes para um de plasma, como
agente precipitante de proteinas plasmaticas e o presente estudo utiliza acido
perclérico 0,5 M como agente precipitante apresentando agilidade no procedimento

e baixo custo analitico.
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Durante o desenvolvimento de metodologia analitica a coluna analitica e a
fase movel sd@o fatores determinantes para resultados adequados. A literatura
reporta a utilizacdo de colunas de fase reversa p-bondapack C18, 10um (300x3,9
mm, didmetro interno) e fase moével constituida por mistura de metanol e acidos
fracos, tampfes (pH 3,0-7,0) em diversas propor¢cbes nas décadas de 70 e 80
(BRISSON e FOURTELLAN, 1981; NILSSON-EHLE e NILSSON-EHLE, 1978). Com
a evolugdo e o desenvolvimento de instrumentos analiticos, colunas de maior
eficiéncia foram utilizadas por Kaukonen et al. (1995) que utlizou a coluna
Spherisorb 5 ODS-2 (150 x4,6mm) e por Nascimento et al, 2004 que utilizou a
coluna NovaPack C18, 4um, (150x3,9 mm). No presente estudo utilizou-se a coluna
analitica de fase reversa C18 Phenomenex Gemini 5um (250 x 4,5mm). Nos
métodos desenvolvidos por Kaukonen et al. (1995) e por Nascimento et al. (2004) a
fase movel foi preparada com tampéo fosfato ou acetato de sddio e acetonitrila e no
presente estudo melhores resultados foram obtidos pela substituigdo do tampéao
acetato de sodio /acido acético 0,375M pH 5,0 pelo tamp&o acetato de amdnio /
trietilamina 0,025M pH 4,2; entretanto a propor¢do do tampao e acetonitrila foram
mantidas na fase movel.

Os resultados da validagdo de metodologia analitica do método analitico para
determinagdo de cefuroxima descrito neste estudo (Tabela 2) apresentaram-se
satisfatorios uma vez que no estudo da linearidade foram contempladas
concentracées de 0,2 a 200 pg/mL e obteve-se coeficiente de correlagdo linear
0,9969; semelhante ao apresentado por Nascimento et al. (2004) que foi de 0,9985 e
ao de Stewart et al. (1994) que foi de 0,9963 para uma faixa de linearidade de 0,75 a
120 pg/mL. Os limites de detecgao de 0,1ug/mL e de quantificagdo de 0,2 ug/mL

também foram considerados adequados para o trabalho proposto. Quanto ao estudo
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de estabilidade da cefuroxima a literatura reporta a realizagdo do mesmo em
diferentes condi¢gdes. De acordo com Dwight et al. (1998) a cefuroxima permanece
estavel em solucdo de dextrose 5% e cloreto de sédio 0,9% durante 48 horas. Wang
et al (1994), relata a estabilidade da cefuroxima acima de 90%, durante 1,3 dias em
ensaios utlizando tampdes com variagdes de pH de 4 a 7 considerando a
temperatura ambiente. No trabalho em questdo foram realizados estudos de
estabilidade de curta duracdo (ciclo gelo/degelo), tempo e condicdo da analise e
longa duragé@o que contemplou o armazenamento das amostras controle por periodo
de 18 meses e todos os resultados apresentaram variagéo inferior a 15% (Tabela 6)
conforme preconizado pela Agéncia regulatéria. A alta recuperacdo da cefuroxima
(Tabela 2), garantiu a obtenc&o de resultado confiavel pela utilizagdo do método

desenvolvido se comparado a Nascimento et al. (2004); recuperacéo 99%.
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6 CONCLUSAO

O método bioanalitico para quantificacdo de cefuroxima em plasma se
mostrou robusto e apresentou 6tima linearidade, sensibilidade, preciséo e exatiddo,
recuperacao absoluta e relativa, bem como estabilidade adequada para as solugdes
padrédo do analito e do padrdo interno e controles de cefuroxima em plasma
avaliados nos estudos de estabilidade de curta duracdo ap6és 3 ciclos de
congelamento, tempo e condi¢cdo de analise e estabilidade de longa duracéo de
armazenamento em congelador -20° C por periodo de 18 meses. Desta forma
considera-se que o0 método bioanalitico proposto seja satisfatorio para a

quantificacdo de cefuroxima plasmética para a profilaxia das infec¢des cirargicas.
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Capitulo Il. FARMACOCINETICA DA CEFUROXIMA APOS REGIME DE DOSES
MULTIPLAS PARA ANTIBIOTICOPROFILAXIA DAS INFECCOES CIRURGICAS

CARDIACAS

1 OBJETIVO

Realizagdo do monitoramento da cefuroxima ap0ds regime de doses mdltiplas
em cirurgias cardiacas com e sem CEC para verificagdo do regime de doses da

antibioticoprofilaxia.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Etapa Clinica

2.1.1 Consideragbes Eticas

O protocolo de pesquisa e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) foram aprovados pelo comité de ética da Faculdade de Medicina da

Universidade de S&o Paulo (FMUSP).

2.1.2 Critérios de Inclusédo

Antes de serem incluidos no estudo os pacientes forneceram o consentimento
informado por escrito (Anexo 1) apds receberem todas as informagdes referentes ao
estudo.

- Pacientes entre 30 e 75 anos.

- Sem histérico de cirurgia cardiaca e de abuso de &lcool ou drogas.

- Nao obesos (indice de Massa Corpérea até 30 Kg/m? dado pela razéo

entre o peso (Kg) e o quadrado da altura (m?).

- Portador de funcdo renal, hepética e enddcrina dentro dos limites de
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normalidade.
- Sorologia negativa para virus HIV, e hepatite B (antigeno HbS) e C da

hepatite.

2.1.3 Critérios de Excluséo

Foram excluidos do estudo os pacientes que ndo se enquadraram no item

anterior.

2.2 Casuistica

Selecionaram-se e foram incluidos no estudo 20 pacientes adultos, de ambos
0s sexos portadores de coronariopatias, angina instavel com indicagdo a cirurgia
cardiaca eletiva de revascularizagdo do miocérdio. Dez pacientes selecionados
foram submetidos & cirurgia cardiaca com CEC (grupo |) e outros dez pacientes sem
CEC (grupo ll/controle). No presente estudo a cefuroxima foi administrada através
de dose de ataque 1,5g intravenosa bolus seguido de 3 doses de 0,75g a cada 6
horas.

Todos os pacientes participantes do estudo eram portadores de fungéo

hepética, renal e enddcrina dentro dos limites da normalidade. Foram excluidos os

pacientes com historico de cirurgia cardiaca, portadores de depressao respiratoria,
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miastenia e colite ulcerativa, distlrbios gastrointestinais, diabetes, com evolucdo
para insuficiéncia renal ou hepética e com sensibilidade ao farmaco.

Dados antropométricos, demograficos e cirdrgicos de cada paciente, incluindo

idade, sexo, idade, peso, altura e o IMC foram registrados.

2.3 Desenho do Protocolo Clinico

Um regime posoldgico para a cefuroxima, recentemente recomendado pela
Comisséo de Infeccdo do Instituto do Coragcdo HCFMUSP, foi objeto do presente
estudo. Neste, a cefuroxima foi administrada através da dose ataque de 1,5g
intravenosa ("bolus”) apds indugdo anestésica, seguido de manutencdo de trés
doses de 0,759 a cada 6 horas.

Foram realizadas coletas de 5 mL de sangue dos pacientes antes do inicio do
tratamento e nos periodos subsequentes: 0,25; 0,50; 0,75; 1; 1,5; 2; 2,25; 2,5;3 €6
horas da injecdo em bolus apds o ataque. Em seguida realizou-se as coletas apos
cada dose de manutencéo nos periodos 0,02; 1; 3 e 6 horas. Apds a coleta, o tubo
contendo o sangue foi centrifugado a 3000 rpm durante 20 minutos, o plasma
separado e armazenado em congelador (-20°C) na unidade Clinica. Todos o0s
procedimentos de coleta foram realizados com supervisdo de um participante do
protocolo de pesquisa, que foi o responsavel pelo processamento inicial das
amostras. Quando do termino das coletas de todos o0s pacientes, os plasmas
congelados foram transportados do InCor para a Faculdade De Ciéncias

Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo, Departamento de Farméacia/
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Laboratorio de Farmacologia Terapéutica para a realizacdo das etapas analitica e

estatistica.

2.4 Procedimento Cirdrgico

2.4.1 Periodo Pré-operatdrio

Os pacientes foram submetidos a avaliag@o clinica e laboratorial conforme
rotina pré-operatoria estabelecida e em vigor no Instituto do Coracéo do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo. Os exames
realizados incluiram: eletrocardiograma, radiografia de térax (&ntero-posterior e
perfil), cinecoronarioangiografia com ventriculografia, hemograma completo,
coagulograma, dosagens séricas de uréia, creatinina, bilirrubina total e fracdes,
proteina total e fracdes, aspartato amino transferase (AST), alanina amino
transferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), gama glutamil transferase (y GT), sodio e
potassio. Os pacientes foram submetidos & cinecoronariografia com antecedéncia
minima de uma semana antes da cirurgia, para que ndo ocorra interferéncia do
contraste sobre a fungéo renal.

Como medicagdo pré anestésica os pacientes receberam bromazepan ou

midazolan na dose de 0,1 a 0,2 mg.Kg™ por via oral 30 minutos antes da cirurgia.



63

2.4.2 Periodo Intra-operatorio

Os pacientes foram recepcionados no centro cirdrgico, onde, inicialmente,
receberam monitorizagdo constituida pela cardioscopia continua e saturagéo arterial
de oxigénio periférica. Posteriormente foram submetidos aos seguintes
procedimentos: instalagdo de vendclise periférica e cateterizacdo de artéria radial
para monitorizagdo da pressao arterial invasiva (PA) e, a seguir, foi realizada a
inducdo anestésica com sufentanil na dose de 0,50 pug.Kg™' e etomidato na dose de
0,1 a 0,2 mg.Kg'l. Administrou-se entdo a cefuroxima 1,5 g intavenosa bolus. A
manutencdo anestésica foi feita com sufentanil por infusdo continua associada a
isoflurano por via inalatéria na concentracdo de 0,4 a 0, 5% para manutengédo da
hipnose. O relaxamento muscular foi mantido por meio do brometo de pancurénio e
todos os pacientes receberam 25 mg de difenidramina, 50 mg de ranitidina e 1 g de
metilprednisolona apos a indugéo da anestesia geral.

Apos intubagd@o orotraqueal, conectou-se o capnoégrafo (EtCO,) e iniciou-se
ventilagdo controlada, fornecendo volume corrente de 6 a 8 ml/Kg e fracdo inspirada
de oxigénio (FiO;) de 60%. Em sequéncia, instalalou-se teletermdmetro em
nasofaringe e sonda nasogéstrica. Paralelamente, colocou-se cateter venoso
central, utilizando-se a veia subclavia direita como via de acesso, na maioria das
vezes, e, a seguir, monitorou-se a pressao venosa arterial.

Apos posicionamento em decubito dorsal horizontal, com os bragos ao longo
do corpo, efetuou-se sondagem vesical e colocacdo de coxins sob o térax de forma
a manter o esterno em posicdo horizontal. Em sequéncia, assepsiou-se com

clorexedina o térax, regies inguinais e abdominal, além dos membros inferiores.
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Realizou-se mediastinotomia através da esternotomia mediana longitudinal, apés
colocagdo dos campos cirirgicos.

Em seguida foi realizada a dissecac¢éo da(s) artéria(s) mamaria(s) interna(s) e
dissecacéo do pericérdio longitudinalmente na sua por¢éo anterior, com afastamento
lateral das pleuras. Exposi¢cdo do coragdo e, simultaneamente, dissecagéo da veia
safena magna de um dos membros inferiores a partir da perna em dire¢do a coxa
e/ou da artéria radial de um dos membros superiores.

Antes de se iniciar a circulagdo extracorpérea, procedeu-se a anticoagulacao
com heparina, dose de 4 mg/Kg, injetada no atrio direito, fazendo-se controle pelo
tempo de coagulacédo ativado (TCA).

Instalou-se circulacdo extracorpdrea utilizando oxigenador de membranas,
diluicdo total com solugcdo de Ringer e hipotermia moderada (28°C a 30°C em
média). A drenagem venosa efetua-se por uma ou duas cénulas colocadas em étrio
direito e veias cavas. Para o retorno arterial coloca-se canula em raiz da aorta.

A revasculariza¢do do miocéardio foi efetivada com as anastomoses mamario-
coronarias, geralmente témino-laterais. Nos casos, em que se utiliza enxerto de veia
safena ou de artéria radial, as anastomoses séo realizadas proximalmente entre a
aorta e a veia safena ou artéria-radial (término-terminal) e distalmente entre a safena
(ou radial) e a artéria coronéria (término-lateral).

Durante o ato cirurgico, as técnicas de prote¢cdo miocardica consistem em
pincamento intermitente da aorta ou infusdo cardioplégica nas coronérias, pela raiz
da aorta.

Apos revisdo da hemostasia, realizou-se drenagem do mediastino anterior
com dreno tubular multiperfurados de silicone e das pleuras, quando abertas, com

drenos tubulares multiperfurados de PVC, sendo a drenagem sob selo d’agua.
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Finalmente, colocagéo de fio de marca-passo epicéardico, fechamento de térax

e membro(s) inferior(es) e superior por planos e colocacéo de curativos.

2.4.3 Periodo P6s-operatério

Na Unidade de Recuperacdo Cardiaca, 0s pacientes intubados foram
mantidos, inicialmente, sob ventilacdo controlada mecéanica (VCM) em respirador
ciclado a volume. Geralmente, ap6s duas a quatro horas, mudou-se a modalidade
de ventilagdo para ventilagdo mecéanica sincronizada intermitente (SIMV) com
pressao de suporte, para se prosseguir o desmame.

Procedeu-se a extubacdo traqueal, apés a estabilizacdo dos parametros
hemodinamicos, temperatura corporal (37°C), eletrocardiograma sem alteragbes em
relacdo ao exame pré-operatorio, radiografia toracica péstero-anterior, recuperacao
do nivel de consciéncia, adequado padréo respiratorio sob ventilagdo espontéanea,
com relagdo PaO,/FiO, maior ou igual a 200, valor da pressdo parcial de gas
carbbnico dentro dos limites da normalidade e minima quantidade de sangramento
pelos drenos toracicos. A analgesia do paciente foi promovida pela utilizagéo de

morfina na concentracéo de 1 a 2 mL.h™ e mais uma dose de 750 mg de cefuroxima

foi administrada.
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2.5 Modelagem Farmacocinética

A disposicdo cinética da cefuroxima foi avaliada utilizando modelo
monocompartimental aberto com base com pares de dados C X T obtidos pelo
delineamento da coleta de amostras sanguineas ap0s administragcdo intravascular
do medicamento. Utilizou-se o software PK solutions, versédo 2.0 Noncompartimental
Pharmacokinetics Data Analysis, (Ashland, OH, USA) na realizacdo desta
modelagem. Os conceitos abaixo ilustram os parametros que foram estimados

através da aplicagcéo do software especifico.

/ CURVA DE DECAIMENTO C vst \
log C

MODELO MONOCOMPARTIMENTAL

-

Figura 8. Modelagem farmacocinética, curva de decaimento da concentracdo plasmatica da
cefuroxima versus tempo

A partir da transformacéo logaritmica da concentracdo versus tempo (logC vs
T, Y:X), plotando-se os dados obtidos, no intervalo de dose obter-se-a4 a curva de
declinio caracterizada por fase de decaimento relativa a eliminacdo da cefuroxima
(RITSCHEL, 1986).

A meia vida de eliminacéo (t2)s) foi determinada na fase de decaimento ou
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reta terminal (log C versus T) pelo método gréfico, ou seja, através do calculo do
tempo para a reducdo da concentragdo em 50%. O calculo da constante de

velocidade de eliminagao (Kel) foi realizado dividindo-se 0.693 pela respectiva meia-

vida.
PARAMETRO | UNIDADE |DEFINICAO EQUACAO C = Co. &
Cuax ~ Co Mg/mL Concentragdo maxima | Codado extrapolado da
curva (Y=Yo.5*)
Cmin- Mg/mL Concentragdo minima dado obtido da curva
tes) p H Meia-vida de eliminacéo 0,693/Kq
Kel h*t Constante de velocidade INC1 — INCy/T, -T1
AUCt pug/mL.h Area sob a curva Trapezoéides e/ ou
extrapolacdo
CL+ mL/min/Kg | Depuragéo plasmética Dose/AUCt
vd L/Kg volume de distribuigdo CL1/Ke

Quadro 1. Parametros farmacocinéticos descritos por Ritschel (1986)

2.6 Etapa Estatistica

Os dados foram avaliados por meio de testes estatisticos realizados no
Microsoft Excel 2007 (Microsoft Corporation, USA), GraaphPad Instat verséo 2.0 e
GraphPad Prism versédo 5.0 (GraphPad Software Inc. San Diego, CA,USA) e

expressos através de média, desvio padrdo da média, mediana, faixa de variagcéo IC
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95%, valores maximo e minimo obtidos das popula¢des investigadas. Utilizou-se o
teste Mann-Whitney para dados ndo pareados para andlise estatistica comparativa

entre os grupos CEC e Controle.



3 RESULTADOS

3.1 Casuistica

3.1.1 Populagéo Estudada

69

Os dados referentes as médias, medianas, desvio padrdo da média e indice

de confianga dos pardmetros idade, peso, altura e indice de massa corporal

encontram-se na tabela abaixo.

Tabela 7 — Dados antropométricos dos pacientes do grupo CEC e grupo controle.

Pacientes CEC

Pacientes Controle

Idade Peso Altura | IMC Idade Peso Altura IMC
(anos) (Kg) (m) | (Kg/m?) (anos) (Kg)  (m) (Kg/m?)
Média 57,2 69,0 1,68 20,52 61,7 71,7 1,71 20,91
Mediana 56 68,5 1,65 20,69 64,5 71,0 1,70 20,58
Valor 71 93 1,85 25,13 71 83 1,71 20,91
Maximo
Valor 39 46 1,55 14,83 43 61 1,65 17,94
minimo
Desvio 11,01 14,02 0,08 3,45 9,63 6,61 0,04 2,17
padréo
IC 95%2 6,8 8,69 0,054 2,13 5,9 4,10 0,02 1,34

2|C = indice de confianca.



3.2 Anédlise Farmacocinética

As figuras 10 e 11 e as tabelas 8, 9, 10 e 11 apresentam as curvas de
decaimento plasmatico para a cefuroxima administrada conforme protocolo deste
estudo em pacientes do grupo de estudo e do grupo controle. As curvas de
decaimento plasmatico para o farmaco sdo representadas, sendo expressos 0s

valores através das medianas. E importante salientar que a concentraco inibitoria

ideal para a cefuroxima € de 16ug/mL.
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Figura 9. Concentracfes plasmaticas da cefuroxima no decurso do tempo. Dose de ataque (1,5 g IV

bolus) seguida das doses de manutencéo (0,75 g) IV bolus

Mediana, n=10, monitoradas em pacientes submetidos & CEC.
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Figura 10. Concentrac8es plasmaticas da cefuroxima no decurso do tempo. Dose de ataque (1,5 g IV
bolus) seguida das doses de manutencéo (0,75 g) IV bolus
Medianas, n=10, monitoradas em pacientes do grupo CEC.

Tabela 8 — Monitoramento das Concentrag6es plasmaticas versus tempo Grupos CEC VS Controle

apos a dose de ataque de 1,5g IV bolus.

Periodo Mediana das Mediana das
(horas) concentragdes(ug/mL) concentragdes(ug/mL)
CEC, n=10% Controle, n=10%
0,25 84,73 80,16
0,5 66,93 58,45
0,69 67,6 57,41
0,75 59,9 43,97
1 52,16 48,63
14 31,66 46,23
1,6 39,74 40,76
2 35,92 38,07
2,02 34,19 29,04
2,27 35,61 31,0
2,55 27,07 21,62
2,95 25,26 21,71
3 20,84 17,85
6 12,9 9,27
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Tabela 9 — Monitoramento das Concentrag6es plasmaticas versus tempo Grupos CEC VS Controle
apos a dose de manutencédo 2 de 750 mg.

Periodo Mediana das Mediana das
(horas) concentragdes(ug/mL) concentragdes(ug/mL)
CEC, n=10% Controle, n=10%
6,5 52,45 33,31
7 38,05 28,38
9 16,83 14,21
12 10,29 5,29

Tabela 10 — Monitoramento das Concentragdes plasmaticas versus tempo Grupos CEC VS Controle
apos a dose de manutencéo 3 de 750 mg.

Periodo Mediana das Mediana das
(horas) concentragdes(ug/mL) concentragdes(ug/mL)
CEC, n=10% Controle, n=10%
125 39,51 47,14
13 30,53 25,42
15 15,78 13,3
18 7,60 5,75

Tabela 11 — Monitoramento das Concentragfes plasmaticas versus tempo Grupos CEC VS Controle
apos a dose de manutencédo 4 de 750 mg.

Periodo Mediana das Mediana das
(horas) concentragdes(ug/mL) concentragdes(ug/mL)
CEC, n=10% Controle, n=10%
18,5 42,28 40,53
19 24,41 29,65
21 14,35 12,59
24 7,74 5,65

Adicionalmente foi avaliada a disposicdo cinética da cefuroxima apds a
administracdo da dose de ataque de 1,5 g e da dose 3 de 0,75 g nos pacientes do
grupo de estudo CEC e do grupo controle sem CEC fornecendo os parametros de

meia vida, depuragéo e volume aparente de distribuigéo.
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Tabela 12— Disposicdo cinética da cefuroxima nos pacientes submetidos a cirurgia cardiaca de
revascularizagdo do miocardio com CEC (estudo) versus Grupo Controle para dose de
ataque 1,5 g de Cefuroxima

Dose Grupo de Grupo Probabilidade®
ataque estudo Controle
(n=10) (n=10)
Mediana Mediana
15¢g Unidade Média(IC95%) Média (IC95%)
Meia vida h 2,70 2,25 0,50
Depuracao mL/mim/Kg 0,66 1,53 0,79
Vol. distribuicdo L/kg 0,21 0,28 0,27
Kel 1/h 0,31 0,35 0,29

@ Teste de Mann Whitney, nivel de significancia p<0,05.

Tabela 13 — Disposicao cinética da cefuroxima nos pacientes submetidos a cirurgia cardiaca de
revascularizagdo do miocardio com CEC (estudo) versus Grupo Controle para dose 3 de
manutenc¢éo; 0,750 de Cefuroxima

Dose 3 Grupo de Grupo Probabilidade®
manutencéo estudo Controle
(n=10) (n=10)
Mediana Mediana
0,750 g Unidade Média(IC95%) Média (IC95%)
Meia vida h 3,32 2,81 0,39
Depuracao mL/mim/Kg 1,33 1,50 0,79
Vol. distribuicdo L/kg 0,13 0,24 0,21
Kel 1/h 0,31 0,37 0,28

@ Teste de Mann Whitney, nivel de significancia p<0,05
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4 DISCUSSAO

A cefuroxima, cefalosporina de segunda geragdo sintetizada a partir da
cefalosporina C, com o nome quimico de 6R,7R-3-carbamoiloximetil-7(22)-2-
metoxiimino-(fur-2-il)-acetamido-cef-3-em-4carboxilato, molécula que apresenta duas
cadeias laterais ligadas ao nucleo 7-aminocefalosporinico, sendo uma das cadeias
constituidas pela combinacdo de um grupamento fluril e um grupamento oxima
substituido. Outro grupamento constitui-se de um éster carbamato, capaz de
aumentar a atividade antimicrobiana, se comparada as cefalosporinas de primeira
geracdo. As modificagBes bioquimicas propostas propiciaram um aumento na
atividade antibacteriana e estabilidade contra B-lactamases produzidas contra
cefalosporinas de primeira geragéo ( TARTAGLIONE e POLK, 1985).

Em concentragbes terapéuticas, a cefuroxima € ativa contra Haemophilus
influenzae,Moraxella catarralis, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes
e outros estreptococos (exceto grupo D), a sensibilidade bacteriana a cefuroxima
inclui ainda enterobactérias (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis,Salmonela sp e Shigela sp) e Staphilococcus aureus e Staphiloccocus
epidermidis (DELLAMONICA, 1994). Atividade contra microorganismos anaerobios
e cepas penicilina-resistentes também foram constatadas (PERRY e BROGDEN,
1996).

Na clinica médica a cefuroxima é utilizada para o tratamento de varias
doengas como a meningite, infecgcbes do trato respiratorio, infecgdes urinarias,
infecgbes de pele, mucosas e abcessos ( PERRY e BROGDEN, 1996).

O uso profilatico de antibiéticos no pos operatério de intervengdes cirurgicas
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tem apresentado resultados satisfatérios se comparado a placebo, e tem como
objetivo principal reduzir a incidéncia de infecgdes nosocomias que podem
comprometer a recuperacdo de pacientes cirdrgicos (HARBI, 1998). A administracdo
de antimicrobianos com este objetivo teve inicio na década de 60 e tornou-se usual
em Vérios tipos de cirurgias inclusive a cirurgia cardiaca. Devido a baixa toxicidade
e boa penetracdo tecidual as cefalosporinas tornaram-se os antibidticos mais
utilizados na profilaxia de infec¢cdes pos-cirdrgicas,sendo as de segunda geracao
(cefuroxima, cefazolina e cefamandole) as que apresentam o melhor relagéo custo
beneficio, apresentando pre¢o reduzido e impedindo o crescimento da maioria das
bactérias encontradas nos sitios de infec¢cbes pds-operatérias (HARBI, 1998).

Complicagdes pds-cirargicas ocorrem rotineiramente  em  pacientes
hospitalizados, sdo muito comuns também em cirurgias cardiacas e podem ser
associadas a um aumento de morbidade e da mortalidade dos pacientes, podendo
chegar a 14% das causas de 6bito pés-cirargico (TRICK et al., 2000; EL OAKLEY et
al., 1998). Com o intuito de reduzir o risco de infec¢cées no periodo pds-operatdrio
uso profildtico de cefuroxima em pacientes portadores de coronariopatias graves
com indicacao cirdrgica no Instituto do Coracao (InCor) do Hospital de Clinicas da
Universidade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP) é preconizado
como procedimento de rotina pela Comisséo de Controle de Infeccéo Hospitalar. Na
literatura a utilizagdo de cefuroxima para a antibioticoprofilaxia reporta diferentes
esquemas profildticos, como a administracdo de dose Uunica de 3 g bolus,
previamente a cirurgia, administragcdo de doses mdltiplas (trés ou quatro doses de
1,5 gramas a cada 8 horas ou a cada 12 horas) ou ainda, infusdo continua de 125
mg/h, durante 24 h (KAUKONEN et al., 1995; PASS et al., 2001).

No InCor, a cefuroxima é utilizada desde 1992 como antibiético profilatico das



76
infeccdes cirlrgicas de térax e abdémen superior. Nas grandes cirurgias como a
cardiaca, o regime posoldgico anteriormente recomendado pela CCIH daquela
unidade hospitalar era de 1,5 g a cada 12 horas administrado em 3 doses no intra e
pds-operatoério. Com base no estudo da farmacocinética e monitoramento plasmatico
no intervalo de dose, a Comissao de Infec¢cao Hospitalar alterou o regime posolégico
(dose total de 6 g divididas me 1,5 g a cada 12 h), uma vez que o intervalo entre
doses de 12 horas evidenciou concentragbes abaixo do recomendado para a
antibioticoprofilaxia das infecgbes das grandes cirurgias (NASCIMENTO et al.,
2004).

A literatura reporta que o perfil farmacocinético da cefuroxima é semelhante
ao de outras cefalosporinas e penicilinas, visto que, apdés a administracdo
intravenosa, os niveis plasméticos do farmaco circulante podem ser descritos por
decaimento biexponencial, utilizando constantes de primeira ordem (BUNDTZEN et
al., 1981).

A taxa de ligacdo do farmaco as proteinas plasméticas, considerada baixa é
de 30% a 50% indicando que pacientes em didlise devem receber doses
suplementares de cefuroxima, visando a reposi¢cao do antimicrobiano dialisado para
manutenc¢do da eficacia da terapia antimicrobiana (EMMERSON et al., 1998).

As concentragOes terapéuticas da cefuroxima séo facilmente alcancadas em
fluidos corporais e tecidos, o que é comprovado por relatos literarios que
comprovam penetragdo no fluido cérebro-espinhal, pele, tecido subcutaneo, escarro,
pericardio, prostata, humor aquoso e liquido sinovial.

A baixa solubilidade no meio fisiologico e seu metabolismo hepético
insignificante, favorece a eliminag@o do farmaco de forma inalterada, principalmente

pela urina. A meia vida biol6gica varia entre 1,1 a 2,3 horas em pacientes com
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funcéo renal normal (EMMERSON et al.,1988).

A cefuroxima alcanca niveis plasmaticos bactericidas que se mantém por
aproximadamente 4 horas apés a administracdo IV bolus de 750 mg.
Adicionalmente, reportou-se que doses de 1,5 g, IV, bolus, conferem pico elevado
para a cefuroxima, que se reduz rapidamente devido & curta meia vida biolégica
(EMMERSON et al., 1998). Como a atividade antibacteriana deste farmaco néo esté
associada a elevadas concentragfes plasméaticas, mas ao periodo de tempo em que
0s niveis plasmaticos sdo mantidos acima do MIC (preferencialmente de 4 a 8
vezes), sua utilizacdo adequada contra as principais bactérias causadoras da ferida
cirirgica seria mantendo-se a concentracdo plasmatica em torno de pelo menos
16ug/mL, ou seja, 4 vezes o MIC, no periodo requerido para antibioticoprofilaxia
(JACOBS, 2001; PASS et al., 2001).

No estudo realizado por Nascimento et al. (2004) ap6s a administracdo de
1,5 g IV bolus, inicialmente foram atingidas elevadas concentracfes plasmaticas
para o grupo de estudo (4 doses1,5 g IV bolus a cada 12 h, nos periodos pré, intra e
pds-operatério imediato e tardio com CEC) e para o grupo controle (3 doses 1,5 g IV
bolus, pré e pés-operatério imediato e tardio), mas que rapidamente decairam a
niveis circulantes inferiores a 16ug/mL a partir da 6% hora de injecao. No presente
estudo apesar do tempo de administracdo das doses de cefuroxima ter sido
diminuido de 12 h para 6 h, constatou-se que o MIC também n&o foi atingido na
sexta hora. Pode-se ainda constatar que ocorreu maior disponibilidade sistémica
para a cefuroxima nos pacientes submetidos a CEC, devido ao prolongamento da
meia vida biolégica e reducdo da depuracdo plasmética do farmaco. Outras
cefalosporinas com perfis semelhantes ao da cefuroxima apresentaram eliminagéo

parecida, como o caso da cefalotina, onde ocorreu prolongamento da meia vida
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plasmatica logo apés a CEC (SATO et al., 1984) e do cefamandole com aumento
significativo da meia vida, resultante da redugéo da funcdo renal e consequente
reducdo da eliminagdo do farmaco em pacientes submetido & CEC (POLK et al.,
1978). Segundo Holley et al. (1982) as alteragbes na fungéo renal e na depuragao
plasmética ocorrem, provavelmente em decorréncia da hipotermia e da redugdo da
perfusdo sanguinea de figado e rim. Considerando-se a eliminagéo inalterada da
cefuroxina por via renal uma pequena modificagdo na sua depuragéo renal ocasiona
o prolongamento da meia vida biolégica do farmaco.

Desta forma, a baixa concentracdo da cefuroxima, especialmente no periodo
pds operatorio, tanto em pacientes submeticos & CEC quanto nos ndo submetidos,
pode ser um fator de risco para os pacientes cirdrgicos, e por tanto, faz-se
necesséria a elaboracdo de novo protocolo para regime de antibioticoprofilaxia a fim
de encontrar o regime de doses adequado para garantir a profilaxia antimicrobiana

em pacientes submetido & cirurgia cardiaca.
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5 CONCLUSAO

A farmacocinética da cefuroxima investigada através do monitoramento
plasmatico se mostrou semelhante nos dois grupos de pacientes cirdrgicos, uma vez
que néo se evidenciou diferenca estatistica significativa.

Evidenciou-se que o regime de doses de 1,5 g de cefuroxima seguida de trés
doses de manutencdo de 0,75 g nos periodos intra-operatorio, pés operatério
imediato e tardio apresentou-se inadequado uma vez que as concentragdes
plasméticas de cefuroxima no estado de equilibrio (vale) foram inferiores a
recomendada de 16 pumg/mL (4x MIC) e portanto insuficientes para a
antibioticoprofilaxia de pacientes submetidos a grandes cirurgias, abddémen superior

e térax como as cirurgias cardiacas.
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ANEXO 1

Termo de consentimento

HOSPITAL DAS CLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

(Instrucdes para preenchimento no verso)

| - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME DO PACIENTE ..ot
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ..o SEXO: .M L[] F [
DATA NASCIMENTO: ........ [..... l.....

ENDEREGCO ...ttt NO e APTO: ..........

BAIRRO: ... CIDADE........coiiiiiiiee e

CEP: TELEFONE: DDD (............ ) e s
2.RESPONSAVEL LEGAL ....oouiuiiiiiiiiieieieieie ettt et

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrador €tC.) .........ccuuuvrrreereeieeneennie i

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.....cccooviiieiiiiieeees e SEXO: M ] F [

DATA NASCIMENTO.: ....../cccecfocv.

ENDEREGO: ..ooevveeeseias et et st e NO e, APTO: ..o

BAIRRO: ..ottt e s CIDADE: .....coitivenieoeei s

CEP e TELEFONE: DDD (............ Yoot e et

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA.: FARMACOCINETICA DA CEFUROXIMA PARA UM
NOVO REGIME PQSOLOGICO DE ANTIBIOTICOPROFILAXIA DE PACIENTES SUBMETIDOS A
CIRURGIA CARDIACA COM CIRCULACAO EXTRACORPOREA.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Profa. Dra. Maria José Carvalho Carmona

CARGO/FUNCAO: .Professora Associada INSCRICAO CONSELHO REGIONAL No 54,142
UNIDADE DO HCFMUSP: Instituto do Coragdo HCFMUSP
3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:
SEM RISCO U RISCO MINIMO X RISCO MEDIO [

RISCOBAIXO [ RISCO MAIOR [

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do estudo)

4.DURAGAO DA PESQUISA : 2 anos
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Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU

SEU REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1.

Justificativa e os objetivos da pesquisa ; 2. procedimentos que serdo utilizados e
propositos, incluindo a identificagdo dos procedimentos que sdo experimentais; 3.
desconforto e riscos esperados; 4. beneficios que poderdo ser obtidos; 5.
procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo.

Justificativa e 0os objetivos da pesquisa: para ser submetido a cirurgia cardiaca,
0 senhor recebera antibidticos profilaticos, isto é, medica¢des que visam prevenir a
ocorréncia de infeccdo no local da cirurgia. O antibidtico atualmente utilizado com
esta finalidade chama-se CEFUROXIMA. O objetivo do presente estudo é avaliar se
o nivel deste antibi6tico, na quantidade utilizada, atinge quantidades satisfatérias no
sangue e no local da inciséo.

Procedimentos que serdo utilizados e propdsitos, incluindo a identificagédo
dos procedimentos que sdo experimentais: o senhor recebera o antibiético nas
doses e nos momentos normalmente utilizados pelos pacientes submetidos a
cirurgia cardiaca. Serdo coletadas amostras de sangue e pequenas porcdes de
tecido subcutédneo do local onde € realizada a incisdo cirdrgica. No sangue e no
tecido subcutaneo serdo dosados a quantidade do antibidtico através de métodos
laboratoriais especificos.

Desconforto e riscos esperados: o risco a que o senhor serd submetido € minimo
e refere-se a coleta das amostras de sangue e de subcutaneo, procedimento que é
feito normalmente de forma estéril, com material descartavel, por profissionais
altamente treinados. A quantidade necessaria de subcutadneo é minima (cerca de
200 mg, no maximo), sendo esta quantidade muitas vezes desprezada em casos de
re-operacdes, sem prejuizo para o paciente.

Beneficios que poderdo ser obtidos: apos os resultados deste estudo, caso seja
necessario, serdo realizados ajustes nas doses e intervalos de doses de antibiéticos
utilizados a tal procedimento devera futuramente beneficiar muito outros pacientes.

Procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo:
neste caso, ndo ha procedimentos alternativos, desde que trata-se de procedimento
rotineiro em pacientes submetidos a cirurgia cardiaca com circulagéo extracorpérea,
sendo a CEFUROXIMA o antibiético habitualmente utilizado como agente
profilatico.
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IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA:

1. acesso, a qualquer tempo, as informacgdes sobre procedimentos, riscos e beneficios
relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais dividas.

2. liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar
do estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia.

3. salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

4. disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a saude,
decorrentes da pesquisa.

V. INFORMAQC)ES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO
EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

Profa. Dra. Maria José Carvalho Carmona
Av. Dr. Enéas Carvalho de Aguiar, 44
Fone: 3069-5232 ou 9645-0293

VI. OBSERVAGCOES COMPLEMENTARES:

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apos convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o
gue me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Sao Paulo, de de 2005.

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome Legivel)



INSTRUCOES PARA PREENCHIMENTO
(Resolugdo Conselho Nacional de Saude 196, de 10 outubro 1996)

. Este termo contera o registro das informacfes que o pesquisador fornecera ao
sujeito da pesquisa, em linguagem clara e accessivel, evitando-se vocabulos
técnicos ndo compativeis com o grau de conhecimento do interlocutor.

. A avaliagdo do grau de risco deve ser minuciosa, levando em conta qualquer
possibilidade de intervencédo e de dano a integridade fisica do sujeito da pesquisa.

. O formulério poderé ser preenchido em letra de forma legivel, datilografia ou
meios eletronicos.

. Este termo devera ser elaborado em duas vias, ficando uma via em poder do
paciente ou seu representante legal e outra devera ser juntada ao prontuério do
paciente.

A via do Termo de Consentimento Pds-Informacdo submetida a analise da
Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -CAPPesq devera ser
idéntica aquela que serd fornecida ao sujeito
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