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Resumen

Se desarrollé6 un método analitico exacto, preciso, reproducible y sensible por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC) en fase reversa para la determinacion de cefadroxilo (CEF) en las muestras de suero humano. La
fase movil consistié en una mezcla de buffer acetato pH 4,0: metanol HPLC (85:15). La velocidad de flujo fue 1,4
mL/min, y la deteccién se realiz6 empleando un detector ultravioleta a la longitud de onda de 264 nm. Para la preci-
pitacién de las proteinas en el suero humano fue utilizado el acido perclérico al 30%yv/v. Se empled como estandar
interno hidroclorotiazida (HCT) (6-cloro-3,4-dihidro-7 sulfanil-2H-1,2,4-benzotiadiazina-1-1-dioxido) a la concentra-
cion de 0,8 pg/mL. El analisis resulto ser exacto y preciso en un rango de concentraciones de 0,5 pg/mL; 1,0 pyg/mL;
2,0 pg/mL; 2,5 pg/mL; y 5,0 pg/mL para el CEF. La desviacién estandar relativa promedio de los ensayos intradia-
rios para el CEF fue 1,78% y la desviacion estandar relativa promedio para los ensayos interdiarios para el CEF fue
1,98%. El limite de deteccién para CEF fue de 0,10 pg/mLy el limite de cuantificacién fue de 0,30 pg/mL.
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Abstract

It was developed an accurate, precise, reproducible and sensitive reversed-phase high performance liquid chromato-
graphy method for the quantitative determination of Cefadroxil (CEF) in human serum. The mobile phase consisted
of a mixture of acetate buffer pH 4.0: methanol HPLC (85:15). Analysis was run at a flow-rate of 1.4 mL/min, and
detection was performed using an ultraviolet detector at the wavelength of 264 nm. For the precipitation of proteins
in human serum 30%v/v percloric acid was used. Hydrochlorothiazide (HCT) (6-chloro-3,4-dihydro-7 sulfanyl-2H-
1,2,4-benzothiadiazine-1-1-dioxide) was used as an internal standard at a concentration of 0.8 pg/mL. The analysis
turned out to be accurate and precise in the range of concentrations 0.5 pg/mL; 1.0 pg/mL; 2.0 pyg/mL; 2.5 pg/mL;
and 5.0 pg/mL for Cefadroxil. The relative standard deviation of the within-day assays for the CEF was: 1.78% and
the relative standard deviation of the day-to-day assays for the CEF was: 1.98%. The limit of detection was 0.10
pg/mL and the limit of quantification was 0.30 pg/mL.

Key words: Cefadroxil, human serum.

Introduccion

El cefadroxilo (CEF) 7-(D-(-)-a-amino-o-(4-hidroxi-
fenil) acetamido)-3-metil-3-cefem-4-acido carboxilico
(figura 1) (Valassis y col., 1999) es una cefalosporina
semisintética de primera generacion, que posee acti-
vidad antimicrobiana contra cepas de Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Escherichia
coli, Klebsiella species 'y Staphylococcus aureus re-

*

Revista Facultad de Farmacia + Vol. 70 + N°2 - 2007

sistentes a la penicilina (Buck y col., 1977; Pfeffer y
col., 1977).

El antibi6tico es rapida y completamente absor-
bido en el tracto gastrointestinal. Presenta la ventaja
de tener una vida media larga y solamente se admi-
nistra dos veces al dia, a diferencia de otras cefalos-
porinas orales que deben administrarse tres o cuatro
veces al dia. Su mayor solubilidad lipidica facilita
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Estructura quimica del cefadroxilo

una mayor penetracion dentro de los tejidos y los
fluidos corporales, encontrandose altas concentra-
ciones de CEF en las amigdalas, los pulmones, los
huesos, los musculos, la capsula sinovial, la prostata,
los tejidos ginecologicos, la piel y los fluidos corpora-
les, incluyendo el fluido pleural, el humor acuoso;
ademas atraviesa la placenta y se excreta en la leche
materna (Drug Information Handbook, 2005).

Su uso esta indicado en pacientes con faringitis,
infecciones del tracto respiratorio inferior, infeccio-
nes biliares, infecciones cutaneas y de tejidos blan-
dos, infecciones genitourinarias, infecciones 6seas,
infecciones en quemaduras, otitis media aguda y
sinusitis (Garrigues y col., 1991; Drug Information
Handbook, 2005).

Existen numerosas situaciones en donde se re-
quiere el analisis cuantitativo de cefadroxilo. Los
analisis durante la elaboracién de las formulacio-
nes farmacéuticas son obligatorios; muchos estu-
dios farmacolégicos requieren de determinaciones
cuantitativas para establecer las cantidades en la
dosificacion, la toxicidad y las respuestas alérgicas,
asi como la deduccién de los mecanismos de resis-
tencia de las cepas bacterianas.

Para la cuantificacion del cefadroxilo se han em-
pleado diferentes métodos analiticos; los ensayos
microbiolégicos estan disponibles, pero no son es-
pecificos para un antibi6tico en particular. A fin de
lograr esta especificidad muchos métodos quimicos
emplean sistemas de separacion, como cromatogra-
fia de capa fina, cromatografia de gases, cromato-
grafia liquida de alta resolucion y la electroforesis
capilar (Farag, 1998).

Estos métodos descritos anteriormente presen-
tan como ventaja la separacion de CEF del fluido
bioldgico para su posterior andlisis; pero tienen la
desventaja de emplear un proceso previo a la extrac-
cién para separar las proteinas y de esta manera
poder cuantificar el CEF, lo que conlleva a una pér-
dida parcial de la muestra, ademas de extender el
tiempo del analisis encareciendo asimismo el méto-
do analitico. En el trabajo de Lindgren y col. puede
notarse que el tiempo de corrida de cada inyeccién
es de 11 minutos.
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El objetivo del presente proyecto es desarrollar
un método analitico exacto, preciso, reproducible,
sensible y econémico por Cromatografia Liquida de
Alta Resoluciéon (HPLC) en fase reversa, con detec-
cion ultravioleta, utilizando previamente un proceso
de separacion simple y confiable, que permita la
determinacion del cefadroxilo en el suero humano,
a diferencia de los métodos previamente publicados
donde se requiere un proceso de extraccion previa
mucho mas complejo.

Materiales y métodos
REACTIVOS Y MATERIALES

Acetato de Sodio Trihidratado, Acido Acético, Aci-
do perclérico, Acido tricloroacético, todos son grado
reactivo marca Riedel-De Haén AQG, Seelze-Hannover.
Buffer acetato de sodio pH 4,00. Metanol grado
HPLC marca Merck KGaA, Darmstadt, Alemania.
Cefadroxilo monohidrato BP lote 043034 100%p/p,
suministrado por Meyer Productos Terapéuticos.
Hidroclorotiazida (HCT) 99,57% p/p suministrado por
Laboratorios Leti. Las muestras de suero provienen
de sujetos sanos libres del Virus de Inmunodeficien-
cia Humana, libres de cefadroxilo y del estandar in-
terno, donadas por el Laboratorio de la Unidad de
Deteccion de Medicamentos y Quimica Clinica del
Instituto de Medicina Experimental (UNIDEME) de la
Universidad Central de Venezuela.

EQuipos

Cromatoégrafo Liquido de Alta Resolucion mar-
ca Waters, equipado con un inyector manual mo-
delo UBK, una bomba de distribucion de solventes
modelo 510, un detector ultravioleta modelo 484,
un modulo de datos modelo 745B, una columna
Lichrosorb® RP-18 de 30 cms de longitud y 10pm
de tamano de particula. La fase movil se filtro utili-
zando un equipo de filtracién Millipore® con un filtro
sostenedor Parte #4 (Filter Holder Part #4) que utili-
za los filtros Millipore tipo HA 0,45 pm (Estados
Unidos). Las muestras de suero fueron almacenadas
en un Frizer Ultra-Low de rango de temperatura de O
a —-60 °C y centrifugadas en una Centrifuga Refrige-
rada de Alta Velocidad marca Sorvall® RC-5B Du-Pont
Instruments.

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS
Atenuacion: 4.

Ancho de pico (PW): 2

Longitud de onda de absorciéon: 264 nm.

Sensibilidad del detector: 0,02 AUFS.
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Tiempo de corrida: 8 minutos.
Velocidad de flujo: 1,4 mL/minuto.
Velocidad del papel: 0,5 cm/minuto.

Volumen de inyeccién: 20 mL.

PREPARACION DE LA FASE MOVIL

La fase movil se prepar6 mezclando una solu-
cion de buffer acido acético-acetato de sodio (pH
4,00) y metanol grado HPLC en una proporcion de
(85:15). Esta solucion fue filtrada a través de un
equipo de filtracién Millipore® Filter Holder Part #4
equipado con filtros Millipore tipo HA 0,45 pm, des-
gasificada por aplicaciéon de vacio y agitacion magné-
tica durante 5 minutos seguida por ultrasonido por
10 minutos.

SOLUCIONES ESTANDAR

Se prepararon diariamente las soluciones patro-
nes de trabajo a las concentraciones finales de 0,5,
1,0, 2,0, 2,5y 5 pg/mL, a partir de una soluciéon ma-
dre de CEF de concentracion final 50 pg/mL.

Se prepar6 diariamente la solucién de trabajo
del estandar interno a una concentracién final de
0,8 pg/mL, a partir de una solucion madre de concen-
tracion 40 pg/mL.

Las muestras de la mezcla combinada de suero
humano de varios voluntarios sanos, fueron recolec-
tadas en tubos de vidrio con tapa y congeladas a una
temperatura de -20 °C hasta el momento de ser ana-
lizadas. A dichas muestras se les adiciond6 la solu-
cién madre de CEF de 50 pg/mL hasta obtener las
concentraciones finales de 0,5, 1,0, 2,0, 2,5y 5,0

pg/mL.

PREPARACION DE LA MUESTRA DE SUERO HUMANO

Se ensayaron dos técnicas de precipitacion de
proteinas:

a) empleando una solucién de acido perclérico
al 30% v/v;y

b) utilizando una solucién de acido tricloroacé-
tico al 6% p/v.

El CEF y HCT (estandar interno) fueron separa-
dos de la mezcla combinada de suero humano por
una técnica de precipitacion de proteinas. En 2 tu-
bos de centrifuga Eppendorf® de polipropileno de
1,5 mL de capacidad, previamente rotulados, fueron
adicionados 50 pL de la mezcla combinada de suero
humano. En ambos tubos se anadieron cantidades
adecuadas de la solucion patron de CEF de 50 pg/mL
(de acuerdo con la concentracién de CEF a preparar
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para el posterior analisis) y 100 pL de la solucion de
HCT de 40 pg/mL. Al tubo 1 se agregd 100 pL de la
solucion precipitante de acido percloérico al 30% v/v,
mientras que al tubo 2 se adicion6 igual cantidad
pero de la solucién precipitante de acido tricloroacé-
tico al 6% p/v. Posteriormente, fue adicionada a
ambos tubos agua desionizada en cantidad sufi-
ciente para 1 mL; se agitaron en un vértex durante
15 segundos y centrifugaron durante 10 minutos a
12.000 revoluciones por minuto a una temperatura
de 10 °C.

Transcurrido el tiempo se procedi6 a transferir
una alicuota de 200 pL del sobrenadante y 800 pL
de la fase movil a un vial de vidrio de 3 mL de capa-
cidad con tapa; posteriormente la mezcla fue some-
tida a agitacion en el vortex durante 15 segundos.
Una alicuota de 20 pL de esta ultima solucion fue
inyectada en el cromatoégrafo liquido.

CURVA DE CALIBRACION DE CEFADROXILO EN SUERO.
RANGO DE CONCENTRACIONES DE 0,5 pa/mL; 1,0
pa/mL; 2,0 pa/mL; 2,5 pa/mL Y 5,0 pa/mL

En 6 tubos de centrifuga Eppendorf® de polipropi-
leno de 1,5 mL de capacidad, previamente rotulados,
fueron agregados 50 pL de la mezcla combinada de
suero humano. En los tubos 1, 2, 3, 4 y 5 se anadieron
50 pL, 100 pL, 200 pL, 250 pL y 500 pL, respectiva-
mente de la solucion patrén de CEF de concentracion
50 pg/mL y 100 pL de la solucién de HCT de concen-
tracion 40 pg/mL a cada uno de los tubos. En el tu-
bo 6, rotulado como blanco, se omitio la adicion de
las soluciones de CEF y HCT. Estos seis (6) tubos se
agitaron en el vortex por 15 segundos y posterior-
mente se procedid segun el método de preparacion
de la muestra de suero e inyeccion en el cromato6-
grafo liquido, previamente descrito. Las soluciones
resultantes se conservaron a -20 °C hasta ser em -
pleadas en el estudio de linealidad, precision y exac-
titud del método.

EXACTITUD Y PRECISION DEL METODO ANALITICO

La precisién intradiaria (repetibilidad) del méto-
do fue expresada como la desviacion estandar rela-
tiva de cuatro curvas de calibracion de CEF idénticas
(rango de concentracion: 0,5 pg/mL; 1,0 pg/mL; 2,0
pa/mL; 2,5 pg/mL y 5,0 pg/mL), las cuales se prepa-
raron e inyectaron por triplicado en el cromatégrafo
liquido en un mismo dia.

La precision interdiaria (reproducibilidad) del
método se expresé como la desviaciéon estandar
relativa de tres curvas de calibracion de CEF idénti-
cas (rango de concentraciéon: 0,5 pg/mL; 1,0 pg/mL;
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2,0 pg/mL; 2,5 pg/mL y 5,0 pg/mL), las cuales se
prepararon e inyectaron en el cromatografo liquido
por triplicado durante tres dias consecutivos.

pleando un sistema HPLC en fase reversa y la fase
movil constituida por buffer acetato a pH 4,00: meta-
nol (85:15). La velocidad de flujo de 1,4 mL/min de
la fase movil resultd en un tiempo de analisis de sie-
te minutos que es menor al reportado en la literatura
(Lindgren, 1987).

La exactitud del método fue expresada como el
porcentaje de recuperacion obtenido en las mues-
tras durante los ensayos de precisién intradiaria e
interdiaria.

) ) TRATAMIENTO DEL SUERO
LiMITE DE DETECCION

Para minimizar la interferencia de los compues-
tos endbégenos del suero se utilizo la técnica de pre-
cipitacion de proteinas en el suero con una solucion
de acido perclérico al 30% v/v. La seleccion de di -
cho agente precipitante se bas6 en lograr una buena
separacion entre el Cefadroxilo, el estandar interno
y los compuestos endégenos del suero humano,
obteniéndose una recuperacion relativa del cefa-
droxilo superior a 90% mientras que, con el agente
precipitante acido tricloroacético no se obtuvo una
separacion adecuada entre los componentes men-
cionados y la recuperacion relativa del cefadroxilo
fue inferior a 70%. El esquema de la figura 2 mues-
tra el procedimiento que fue seleccionado para de-
terminar y cuantificar CEF en el fluido biolégico.

El limite de deteccién corresponde a la menor
concentracion de analito que puede detectarse,
pero no necesariamente cuantificarse en una mues-
tra, en las condiciones establecidas para el analisis y
se expresa en unidades de concentracion. Su deter-
minacion puede efectuarse de manera experimen-
tal, inyectando por triplicado una muestra del analito
que produzca una respuesta con respecto al blanco,
cuya relacion senal/ruido sea igual a 3:1 o 2:1. Para
llevar a cabo esta determinacién experimental se
procedié a preparar 5 soluciones de concentracion
0,4 pg/mL, 0,3 pg/mL, 0,2 pg/mL, 0,1 pg/mLy 0,08
pg/mL de CEF segun el método de preparacion de la
muestra de suero e inyeccion en el cromatografo li-
quido, previamente descrito. Estas soluciones fue-
ron preparadas e inyectadas en el cromatografo por
triplicado durante 3 dias consecutivos.

El limite de deteccién puede asi mismo determi- Patron

narse de manera matematica, empleando para ello
la férmula enunciada por la International Conference 50pL de la mezcla combinada de suero
on Harmonisation (ICH). ¢

LiMITE DE CUANTIFICACION Patrén de CEF (50 pg/mL) 100 pL de HCT (40 pg/mL)

El limite de cuantificacion se define como la me- l

nor concentracion de analito que puede determinar-
se con precision y exactitud bajo las condiciones
establecidas para el analisis y se expresa en uni-
dades de concentracion. Su determinacion puede
efectuarse de manera experimental, inyectando por
triplicado una muestra del analito que produzca una
respuesta, con respecto al blanco, cuya relacion se-
nal/ruido sea igual a 10:1. Para su determinacion se
emplearon las soluciones preparadas en la determi-
nacion de limite de deteccion previamente descrita.

Asi mismo, el limite de cuantificacion puede de -
terminarse de manera matematica empleando para
ello la fébrmula enunciada por la International Con-
ference on Harmonisation (ICH).

Resultados y discusion

CROMATOGRAFIA

Se obtuvo una separaciéon bien definida entre el
CEF, HCT y los compuestos enddgenos del suero em-
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100 pL de la soluciéon de acido perclérico
al 30% v/v

\

Agitar por 15” en el vortex

¢

Centrifugar por 10 min. a 12.000 rpm a 10 °C

\]

Retomar 200 pL del sobrenadante y adicionar 800 pL
de fase moévil a pH 4,00

i

Inyectar 20 pL de esta solucion en el cromatégrafo liquido

Figura 2
Esquema de la técnica de precipitaciéon
de proteinas en el suero humano
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Puede observarse en el mismo que CEF y HCT son
extraidos del suero por un proceso simple. En la figu-
ra 3 se muestra el cromatograma obtenido después
de la inyecciéon del blanco de la mezcla combinada
de suero humano preparada como fue descrito pre-
viamente, e inyectada en el cromatégrafo liquido. En
la figura 4 se puede observar el cromatograma obte-
nido con la inyeccion de la solucion patrén de CEF
(concentracién 2,0pg/mL) y el patréon interno HCT
(concentracién 0,8 pg/mL) en la mezcla combinada
de suero humano. Los tiempos de retencién fueron:
3,66 minutos y 5,99 minutos, respectivamente.

I3 0O

© Figura 3

Cromatograma
correspondiente

ala inyeccién del blanco
de la mezcla combinada
de suero humano

CEF

3.66

HCT

5.99

Figura 4

Cromatograma
correspondiente a la
inyeccién de una solucién
patrén de CEF
(concentracién 2,0 pg/mL)
y HCT (patrén interno,
concentracién 0,8 pg/mL)
en la mezcla combinada
de suero humano

LINEALIDAD Y SENSIBILIDAD DEL METODO ANALITICO

El estudio de linealidad del método en la mezcla
combinada de suero humano se realizé6 mediante la
construccion de la curva de calibracion en la que se
representa, en el eje de las ordenadas, la relacion
area de los picos CEF/HCT contra la concentraciéon
sérica de CEF en el eje de las abscisas.
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La curva corregida por el método de regresion de
los minimos cuadrados resulté en la siguiente ecua-
cion: Y= 0,5568 X — 0,04235; con un coeficiente de
correlacion (r?) de 0,99977 (Figura 5).

3 Curva de Calibracion

2,5

’= 0,99977
y= 0,5568 x - 0,04235

Relacion Area del pico
CEFArea del pico HCT

0 1 2 3 4 5 6
Concentracion sérica de CEF(ug/ml)

Figura 5
Curva de calibracién de cefadroxilo en suero humano. Rango
de concentraciones: 0,5 ng/mL; 1,0 pg/mL; 2,0 pg/mL; 2,5
pg/mL;y 5,0 pg/mL.

LiMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION

El limite de deteccién fue calculado siguiendo las
técnicas descritas en la seccion de materiales y
métodos. Mediante el empleo de la férmula matema-
tica, el valor correspondiente al limite de deteccion
fue 0,10 pg/mL de CEF. De igual manera, con el cro-
matograma de la concentracion de CEF 0,10 pg/mL
se obtuvo la relacién senal/ruido 3:1 (establecido en
la literatura como Limite de Deteccion (ICH)).

El limite de cuantificacion se determiné siguien-
do las técnicas descritas en la seccion de materiales
y métodos. Mediante el empleo de la fébrmula mate-
matica, el valor correspondiente al limite de cuanti-
ficaciéon fue 0,30 pg/mL de CEF; del mismo modo,
con el cromatograma de la concentracion de CEF
0,3 pg/mL se obtuvo la relacién senal/ruido 10:1
(establecido en la literatura como Limite de Cuan-
tificacion (ICH)), cuyo valor se corresponde con el
obtenido matematicamente.

EXACTITUD Y PRECISION

Nuestros resultados demuestran una desviaciéon
estandar inferior a la reportada en la literatura
(Quanyun y col., 1999; Samanidou y col., 2003). En
efecto, la desviacion estandar relativa promedio pa-
ra CEF en los ensayos intradiarios fue 1,78% (Tabla
I). De igual modo, la desviacién estandar relativa
promedio para CEF en los ensayos interdiarios fue
1,98% (Tabla II) y represent6 una desviacion inferior
a la reportada en la literatura (Samanidou y col.,
2003). Finalmente, el porcentaje de recuperacion
obtenido en el ensayo de precision intradiaria oscilo
entre 95,80% y 97,27%; mientras que el porcentaje
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Tabla I
Precision y exactitud intradiaria de cefadroxilo en las muestras de la mezcla combinada
de suero humano a cinco niveles de concentracién

Concentraciéon % Promedio % DER? Nimero
de CEF pg/mL de recuperacion de muestras
0.5 97,27 1,84 4
1,0 96,85 1,27 4
2,0 96,64 1,88 4
2,5 96,02 1,99 4
5.0 95,80 1,46 4
% de desviacién estandar relativa promedio: 1,78%

Se realizaron cuatro curvas de calibracion independientes, preparadas en el mismo rango de concentracion e inyectadas por triplicado

durante el mismo dia. a= Desviacion estandar relativa.

Tabla 11
Precision y exactitud interdiaria de cefadroxilo en las muestras de la mezcla combinada
de suero humano a cinco niveles de concentracion.

Concentraciéon % Promedio % DER2 Numero
de CEF pg/mL de recuperacion de muestras
0,5 96,63 1,90 9
1,0 96,20 2,14 9
2,0 97,89 1,67 9
2,5 94,38 2,34 9
5,0 95,25 1,69 9
% de desviacion estandar relativa promedio: 1,98%

Se realizaron tres curvas de calibraciéon independientes, preparadas diariamente en el mismo rango de concentracién e inyectadas por
triplicado durante tres dias consecutivos. a= Desviacion estandar relativa.

de recuperacién obtenido en el ensayo de precision
interdiaria oscil6 entre 94,38% y 97,89%.

Conclusiones

En resumen, el método de analisis por HPLC con
deteccioén ultravioleta para la determinacién de ce-
fadroxilo en el suero humano requiere pequenas
cantidades de muestra; es un método reproducible,
sensible, selectivo, exacto y preciso, con un limite
de deteccién de 0,10 pg/mL y de cuantificacion de
0,30 pg/mL de CEF.

La determinacion de la concentraciéon de anti -
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biéticos en fluidos biologicos tales como el suero es
importante para el calculo de los parametros farma-
cocinéticos y la realizacion de los estudios de bio-
disponibilidad, por lo que consideramos que este
método analitico tiene aplicacién para estos fines.
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