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RESUMO

Objetivo: O objetivo geral deste trabalho foi estabelecer modelo farmacocinético-
farmacodinamico (modelo PK/PD) para descrever o perfil temporal do efeito bactericida do
levofloxacino e do gatifloxacino contra Streptococcus pneumoniae. Método: Para alcangar este
objetivo as seguintes etapas foram realizadas: i) foram validadas metodologias analiticas de
SPE-HPLC para o gatifloxacino e HPLC para o levofloxacino e o gatifloxacino para quantificagéo
destes em amostras de plasma, microdialisado tecidual e caldo de cultura; ii) foi avaliada a
farmacocinética do gatifloxacino em roedores nas doses de 6 e 12 mg/kg via oral e 6 mg/kg via
intravenosa (i.v.) e a biodisponibilidade oral foi determinada; iii) foram estabelecidas as
condicOes ideais para microdialise do gatifloxacino e as taxas de recuperagao in vitro, por dialise
(EE), retrodialise (RD) e fluxo liquido zero (NNF) e in vivo, em tecido pulmonar e muscular, por
retrodidlise e fluxo liquido zero. Essas recuperagcbes foram utilizadas para determinar a
penetragdo pulmonar do gatifloxacino apés a administracao i.v. bolus de 6 mg/kg a ratos Wistar
sadios; iv) foram simuladas as concentragdes livres pulmonares esperadas para humanos apoés
tratamento com diferentes regimes de dosagem para o levofloxacino e o gatifloxacino em
modelo de infecgdo in vitro frente a Streptococcus pneumoniae ATCC® 49619. Simulagdes de
concentragdes constantes multiplas do MIC de cada farmaco também foram realizadas. As
curvas de morte bacteriana por tempo obtidas foram modeladas com modelo PK/PD de Eax
modificado, com auxilio do programa Scientist® v 2.01. Resultados e Conclusdes: i) Os
métodos analiticos por SPE-HPLC e HPLC para quantificagcdo do gatifloxacino e do
levofloxacino foram validados. As curvas foram lineares na faixa de 20 a 600 ng/mL para plasma
e microdialisado tecidual de gatifloxacino e na faixa de 250 a 6000 ng/mL para caldo de cultura
para ambos os farmacos, com r > 0,99, independente do método desenvolvido. Em plasma e
microdialisado, a exatidao foi = 94,3 %. A recuperagcdo do gatifloxacino dos cartuchos de
extragdo em fase sélida variou entre 95,6 e 99,7 %. A precisdo nao excedeu 5,8 % do CV. Em
caldo de cultura, a exatidao foi 2 92,0 % e 93,4 % para o gatifloxacino e o levofloxacino,
respectivamente. A precisdo ndo excedeu 3,2 % e 4,2 % do CV para o levofloxacino e o
gatifloxacino, respectivamente; ii) A avaliagdo farmacocinética demonstrou que os modelos
abertos de dois compartimentos e de um compartimento com absorgdo de primeira ordem
descreveram adequadamente os perfis plasmaticos apés administracao do gatifloxacino pelas
vias i.v. e oral nas doses de 6 € 12 mg/kg, com CL de 0,9+ 0,2 e 1,0 £ 0,3 L/h/kg, t/2 de 3,3
08 e 37 +03heVdde 28+ 04ce 3,1+ 10 L/kg, respectivamente. Os parametros
determinados por abordagem compartimental e n&o compartimental nao diferiram
significativamente para as duas vias investigadas (a = 0,05). A ASC,., foide 4,1 +1,6 € 6,6 £
1,3 ug.h/mL apds administracao oral e i.v. das doses de 12 e 6 mg/kg, respectivamente, levando
a uma biodisponibilidade de 31%. A constante de velocidade de absorgdo foi alta (5,0 + 1,8 h™)

e a farmacocinética mostrou-se linear na faixa de doses investigada; iii) A recuperagédo das



sondas de microdialise in vitro por EE e RD para 80, 160 e 400 ng/mL de gatifloxacino foi de
3356 £+ 1,3%, 33,1 £+ 12%, 31,8 =+ 2,7% e 314 £ 2,6%, 33,1 + 2,2%, 30,6 = 3,3%,
respectivamente. In vivo a recuperacdo por RD no musculo esquelético e pulmédo de ratos
Wistar foi de 29,1 £ 1,0% e 30,7 = 1,4%, respectivamente. A recuperacado por NNF in vitro e in
vivo foi de 30,9 £ 2,9% e 29,0 £ 0,8%, respectivamente. Desse modo, concluiu-se que a
recuperagao foi constante e independente do método ou meio utilizado. Os perfis de
concentragdo livre no muasculo, pulmdo e plasma de ratos Wistar foram virtualmente
superpostos apos dose de 6 mg/kg i.v., resultando em ASC similares de 3888 + 734 ng.h/mL,
4138 £ 1071 ng.h/mL e 3805 = 577 ng.h/mL, respectivamente (o = 0,05). O fator de distribuicao
tecidual foi de 1,02 e 1,08 para musculo e pulmao, respectivamente; iv) O modelo PK/PD
empregado foi capaz de descrever o efeito do levofloxacino e do gatifloxacino contra o
Streptococcus pneumoniae in vitro para todas as simulagoes investigadas. O ECsq médio para o
levofloxacino (3,57 + 2,16 mg/L) foi significativamente maior que o do gatifloxacino (0,95 + 0,56
mg/L) quando regimes de doses multiplas foram simulados. O mesmo foi observado para
concentragdes constantes, sendo 0 ECsg jevofioxacino = 2,75 * 0,45 mg/L e ECsg gatifoxacino = 1,03 *
0,52 mg/L. O kmax foi estatisticamente semelhante para ambos os farmacos independente se
foram simuladas concentragdes flutuantes (Kmax levofioxacino = 0,40 + 0,19 h'; Kmax,gatifloxacino =
0,48 + 0,15 h™") ou concentragdes constantes (Kmax,levofioxacino = 0,34 £ 0,06 h™"; Kmax gatifioxacino =
0,39 + 0,23 h™"). Nenhum dos indices PK/PD foi capaz de prever o desfecho da infecgéo para
todas as situagdes investigadas. O modelo PK/PD desenvolvido permitiu a comparagéo entre as
duas fluorquinolonas e de diferentes posologias para cada farmaco, podendo ser utilizado para
simular o efeito temporal de regimes de dosagem alternativos bem como para otimizacédo da

posologia desses farmacos para o tratamento da pneumonia adquirida na comunidade.

Palavras-chave: levofloxacino, gatifloxacino, microdidlise pulmonar, modelagem PK/PD,

modelo de infecgao in vitro.



ABSTRACT

Pharmacokinetic-Pharmacodynamic modeling of the fluoroquinolones
levofloxacin and gatifloxacin
Objective: The aim of this work was to establish a pharmacokinetic-pharmacodynamic model
(PK/PD model) to describe the profile of bactericidal effect over time of levofloxacin and
gatifloxacin against Streptococcus pneumoniae. Method: To achieve this goal the following
steps were carried out: i) an analytical method of SPE-HPLC to quantify gatifloxacin in plasma
and tissue microdialysates, and an HPLC method for measuring levofloxacin and gatifloxacin in
culture broth samples were developed and validated; ii) the pharmacokinetics of gatifloxacin in
rodents after intravenous (6 mg/kg) and oral (6 and 12 mg/kg) administration was assessed as
well as the oral bioavailability of the drug was determined; iii) microdialysis conditions for
gatifloxacin were established and the recovery rates in vitro by dialysis (EE), retrodialysis (RD)
and no-net-flux (NNF), and in vivo in lung and skeletal muscle tissue by RD and NNF were
determined. Gatifloxacin tissue penetration in lung after intravenous administration (6 mg/kg) to
healthy Wistar rats was determined; iv) levofloxacin and gatifloxacin free lung concentrations
expected in humans following different dosing regimens of the drugs were simulated using
Streptococcus pneumoniae ATCC® 49619 in vitro model of infection. The effect of constant
concentrations multiples of MIC were also investigated. The time-kill curves obtained were
modeled using an En.x modified model using Scientist® v. 2.01 software. Results and
Conclusions: i) The analytical methods by SPE-HPLC and HPLC for quantifying gatifloxacin
and levofloxacin were validated. Calibration curves were linear between 20-600 ng/mL for
gatifloxacin in plasma and tissue microdialysate samples and between 250-6000 ng/mL for broth
media for both drugs, with r > 0.99 independently of the method considered. The accuracy was =
94.3 % for plasma and microdialysate. Gatifloxacin recovery from the solid phase extraction
cartridges ranged from 95.6 to 99.7%. The precision did not exceed 5.8% of the CV. In broth
media the accuracy was = 92.0% and 94.3% for gatifloxacin and levofloxacin, respectively. The
precision did not exceed 3.2% and 4.2% of the CV for levofloxacin and gatifloxacin, respectively;
ii) Gatifloxacin experimental plasma profiles in rats were adequately fitted to a two-compartment
model after intravenous and to a one compartment model with first order absorption after oral
dosing. The total clearance (0.9 + 0.2 and 1.0 £ 0.3 L/h/kg), the terminal half-life (3.3 £ 0.8 and
3.7 £ 0.3 h) and the apparent volume of distribution (2.8 + 0.4 and 3.1 + 1.0 L/kg) were
statistically similar (o« = 0.05) after i.v. and oral administration, by both model independent and
compartmental approaches. The area under the curve was reduced after oral dosing (4.1 + 1.6
pMg-h/mL) in comparison to i.v. dosing (6.6 + 1.3 pg-h/mL) leading to an oral bioavailability of
31%. The absorption was fast, with a constant rate of 5.0 + 1.8 h™'. The results evidenced the
linear pharmacokinetics of gatifloxacin in rodents in the dose range investigated; iii) Microdialysis
recoveries determined in vitro by EE and RD at 80, 160 and 400 ng/mL resulted in 33.5 + 1.3%,



33.1 £ 1.2%, 31.8 £ 2.7% and 314 + 2.6%, 33.1 + 2.2%, 30.6 + 3.3%, respectively. In vivo
recovery by RD in Wistar rat's skeletal muscle and lung were 29.1 £ 1.0% and 30.7 £ 1.4%,
respectively. Recoveries by no-net-flux in vitro and in vivo resulted in recoveries of 30.9 + 2.9%
and 29.0 *+ 0.8%, respectively. In this way, it was shown that gatifloxacin recovery was constant
and independent of the method or media used. Free skeletal muscle, lung and plasma profiles
were virtually superimposed after i.v. administration of gatifloxacin 6 mg/kg dose resulting in
similar area under the curve of 3888 + 734 ng.h/mL, 4138 + 1071 ng.h/mL and 3805 + 577
ng.h/mL, respectively (o = 0.05). The tissue distribution factors were determined to be 1.02 and
1.08 for muscle and lung, respectively; iv) The PK/PD model used was able to describe the
effect of levofloxacin and gatifloxacin against Streptococcus pneumoniae in vitro for all the
regimens investigated. Levofloxacin ECso (3.57 £ 2.16 mg/L) was higher than gatifloxacin (0.95 *
0.56 mg/L) when multiple dosing regimens where simulated. Using constant concentrations,
levofloxacin ECs, was also higher than gatifloxacin (ECsg jevofioxacin = 2.75 + 0.45 mglL;
ECs0,gatifioxacin = 1.03 + 0.52 mg/L). The kmax Was statistically similar for both drugs independent
of whether fluctuating (Kmax evofioxacin = 0.40 * 0.19 h™; Kmax gatifioxacin = 0.48 = 0.15 h™) or
constant concentrations (Kmax evofioxacin = 0.34 £ 0.06 h™; Kmax gatifioxacin = 0.39 + 0.23 h™') were
simulated. None of the PK/PD indices was capable of predicting the infection outcome for all the
situations investigated. The PK/PD model developed allowed not only the comparison between
the fluoroquinolones effect but also the comparison of different dosing regimes for the same drug
and can be used for simulating alternative regimens and optimizing therapy of these drugs to

treat community-acquired pneumonia.

Key-words: levofloxacin, gatifloxacin, lung microdialysis, PK/PD modeling, in vitro infection

model.



CAPITULO 1. INTRODUGCAO



A pneumonia €& um processo inflamatério exclusivo ou predominante do
parénquima pulmonar, sem reagao granulomatosa ou necrose ostensiva (SILVA &
PALOMBINI, 2001), a qual pode ser classificada como pneumonia adquirida na
comunidade (PAC) ou adquirida no hospital (nosocomial). As pneumonias adquiridas na
comunidade sdo aquelas que ocorrem fora do ambiente hospitalar ou até as primeiras
48 horas ap6s a hospitalizagdao do paciente, sendo doencgas freqlientes, especialmente

em pacientes idosos e imunodeprimidos (VIRGILIO, 1999).

Embora melhorias no tratamento antimicrobiano sejam obtidas com novos
representantes do arsenal terapéutico, a CAP permanece sendo uma causa de
mortalidade e morbidade mundial (COLICE et al., 2004). O aumento da prevaléncia de
resisténcia aos macrolideos e B-lactdmicos por bactérias que causam infecgbes
respiratorias determinou a necessidade de agentes antimicrobianos mais efetivos, o que
levou ao desenvolvimento das novas fluorquinolonas. Estas, por sua vez, combinam
atividade contra organismos gram-positivos, gram-negativos e patdégenos respiratorios
atipicos, além de excelente biodisponibilidade, boa penetragéo tecidual, longos tempos
de meia-vida de eliminagao, boa tolerabilidade e perfil de seguranga favoravel (JONES
& MANDELL, 2002).

Para o tratamento da pneumonia, antimicrobianos especificos devem ser
prescritos quando o diagndstico etioldgico é obtido. As decisdes relacionadas a terapia
especifica sdo guiadas por varias consideragdes como espectro de atividade,
farmacocinética, eficacia, perfil de seguranga e custo do farmaco, além do isolamento
do agente microbiano especifico (FILE, 2003). Entretanto, a grande maioria dos casos

recebe tratamento empirico.

Os pacientes com PAC sem necessidade de internacdo sao tratados
empiricamente, sendo a selegcdo de um regime antimicrobiano especifico baseada no
patdbgeno mais provavel. Infeccbes no trato respiratdrio adquiridas na comunidade
(RTls) sao comumentemente causadas por organismos gram-positivos
(predominantemente  Streptococcus pneumoniae), gram-negativos (Haemophilus
influenzae e Moraxella catarrhalis) (GAVALDA et al., 1997; OWENS & AMBROSE,
2000; SAELAND et al., 2000; PFALLER et al., 2001; KOETH et al., 2002; ROUSSEAU,
2002; EBISU et al., 2003; KUHNKE & LODE, 2004) e bactérias atipicas (Chlamydia



pneumoniae, Legionella pneumophila e Mycoplasma pneumoniae) (OWENS &
AMBROSE, 2000; SAELAND et al., 2000; ROUSSEAU, 2002; KUHNKE & LODE, 2004).

Um B-lactdmico ou uma fluorquinolona respiratéria (levofloxacino, gatifloxacino
ou moxifloxacino), deve ser utilizado em pacientes com PAC por superinfecgao
bacteriana, para cobertura contra Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae e

eventualmente Staphylococcus aureus (MANDELL et al., 2003).

O tratamento de pacientes sem fatores de risco com PAC grave, sem risco para
etiologia por pseudomonas, € semelhante ao sugerido para os tratados em enfermarias,
isto €, um B-lactdmico (cefotaxima, ceftriaxona, ampicilina-sulbactam, ertapenem) mais
um macrolideo ou uma fluorquinolona respiratoria (__, 2004). Entre as fluorquinolonas
respiratérias usadas para tratamento da PAC causada principalmente pelo

Streptococcus pneumoniae estao o gatifloxacino e o levofloxacino (FILE Jr, 2004).

O levofloxacino (terceira geracao) e o gatifloxacino (quarta geragcéo) apresentam
amplo espectro de acdo com potente atividade contra bactérias gram-positivas,
incluindo Streptococcus pneumoniae resistente a penicilinas, bem como excelente
atividade contra microrganismos gram-negativos e atipicos. Tanto o gatifloxacino quanto
o levofloxacino estao indicados para o tratamento da PAC, entre outras infecgbes (FISH
& NORTH, 2001).

Um dos principais objetos da investigacdo da terapia antimicrobiana é o
estabelecimento das relacbes entre a concentracdo do farmaco na biofase e o efeito
farmacolégico alcangado por estas concentragdes. Estas relagbes quantitativas entre
um parametro farmacocinético — (PK) e um parametro microbioldégico (farmacodinadmico
— PD) sédo chamadas de indices PK/PD (MOUTON et al., 2005). Os parametros
farmacocinéticos utilizados para estabelecer os indices PK/PD sao determinados,
geralmente, a partir de dados de concentragédo plasmatica total do farmaco, como pico
de concentragdo (Cnax) € area sob a curva de concentragdo (ASC). No entanto, mais
adequado seria utilizar o conhecimento da fragdo livre plasmatica, uma vez que
somente esta fragdo € capaz de atravessar as membranas, atingir a biofase e exercer

efeito farmacolégico, ou da fragao livre tecidual no local da infeccéo.

A medida das concentrag¢des de antimicrobianos no sitio alvo € particularmente

desejavel em infec¢des bacterianas pulmonares, pois ndo se conhece se as posologias



dos antimicrobianos fornecem concentracdes suficientes nos tecidos pulmonares que
sejam adequadas para erradicar os microrganismos, uma vez que muitos regimes
terapéuticos falham em tratar infeccbes no trato respiratério, apesar da atividade
documentada in vitro para os mesmos (JOUKHADAR et al., 2001a).

A técnica de microdialise tem sido considerada uma ferramenta util para a
avaliacao dos niveis de antimicrobianos disponiveis nos diversos tecidos do organismo,
capazes de exercer agao antimicrobiana. Esta técnica permite a coleta do farmaco nao
ligado a proteinas, disponivel no liquido intersticial, sem alterar a fisiologia do 6érgéo ou
tecido sob investigagao, possibilitando a avaliagéo do perfil temporal de permanéncia do
farmaco no tecido. Pode, ainda, ser utilizada para a avaliagdo comparativa da
penetracdo de antimicrobianos em tecidos saudaveis e infectados, permitindo avaliar
alteragdes na penetragdo do farmaco em situagcédo patologica (JOUKHADAR et al.,
2001a).

Embora os indices PK/PD sejam conhecidos para as quinolonas, estes
apresentam limitagdes como marcadores da eficacia clinica dos antimicrobianos. Estas
limitacbes estao relacionadas a utilizacdo de parametros farmacocinéticos relacionados
com a concentracio total do farmaco, como relatado acima, bem como com a escolha
da concentragao inibitéria minima (CIM) como parametro farmacodinadmico, uma vez
que esse é determinado in vitro, em situagado de concentragcado constante, e nao reflete
as flutuagbes de concentragdo do farmaco observadas no organismo (DERENDORF &
MEIBOHM, 1999).

Para os antimicrobianos, a combinacdo matematica das propriedades
farmacocinéticas (PK) e farmacodinamicas (PD), através de modelagem PK/PD, permite
descrever o efeito do farmaco no sitio de infeccdo no decorrer do tempo, possibilitando
um estudo sistematico das intera¢des entre o farmaco e o microrganismo. A modelagem
permite ainda realizar comparacgdes, cientificamente embasadas, entre diferentes doses
e regimes de administracdo avaliados para o farmaco, gerando os parametros
necessarios para possibilitar previsbes do efeito por tempo de posologias né&o
investigadas. Assim, constitui-se em uma alternativa vantajosa na diminui¢do dos riscos
de efeitos colaterais, reducdo dos custos com a antibioticoterapia, bem como na
diminuicao dos riscos de desenvolvimento de resisténcia bacteriana (MEIBOHM &
DERENDOREF, 1997).



Poucos trabalhos na literatura, no entanto, modelaram a cinética e a dinamica
de farmacos antimicrobianos, de forma a descrever o efeito bactericida no decorrer do
tempo. Entre os antimicrobianos quinolénicos que tiveram seu efeito modelado, pode-se
citar o norfloxacino (PALMA, 2003), em trabalho realizado em nosso grupo de pesquisa
e o ciprofloxacino (DELACHER et al., 2000; SCHUCK et al., 2005). Entre os B-
lactdmicos estdo relatados a avaliagcdo da piperacilina (NOLTING et al., 1996), da
ceftazidima (MOUTON et al., 1997), da associagado piperacilina-tazobactam (DALLA
COSTA et al., 1998), do cefaclor (DE LA PENA et al., 2004) e da cefepima e
cefpodoxima (LIU et al., 2005).

Neste projeto, inicialmente se fara uma investigacéo para determinar os niveis
livres teciduais do gatifloxacino em ratos sadios. Posteriormente, partindo-se das
concentragcbes plasmaticas totais do gatifloxacino em humanos, calcular-se-ao as
concentracdes livres teciduais do farmaco esperadas para humanos, assumindo que a
mesma relagao entre os niveis livres plasmaticos e livres teciduais encontrados para
ratos também ocorre em humanos. Para o levofloxacino utilizar-se-do0 as concentracdes
livres pulmonares de humanos ja descritas na literatura (HUTSCHALA et al., 2005).
Propde-se realizar a modelagem PK/PD do levofloxacino e do gatifloxacino, apos a
administragao de diferentes posologias dos farmacos, e correlacionar matematicamente
estas concentracdes livres com o efeito bactericida obtido em funcdo do tempo

transcorrido frente ao Streptococcus pneumoniae.

A modelagem permitira estabelecer novos parémetros farmacodindmicos como
Kmax (velocidade maxima de morte bacteriana) e ECsy (concentragdo onde 50% do
efeito maximo € medido), que possibilitardo comparar o gatifloxacino e o levofloxacino

entre si.

Em nosso grupo de pesquisa a microdidlise ja vem sendo utilizada como
ferramenta para medir as concentragdes livres de farmacos em diferentes biofases,
como figado, rins, carcinomas, cérebro e tecido muscular. Este projeto agrega a técnica
de microdialise pulmonar aos trabalhos do grupo. Além de ser uma técnica nova neste
Programa de P6s-Graduagao, ndo ha relatos na literatura que contemplem a associagao
da microdialise pulmonar com a modelagem farmacocinética-farmacodindmica do

levofloxacino ou gatifloxacino, sendo este, portanto, um trabalho inédito.



O objetivo geral deste trabalho é estabelecer modelo farmacocinético-
farmacodinamico para descrever o perfil temporal do efeito bactericida do levofloxacino
e do gatifloxacino, através do estabelecimento da relagdo matematica entre o efeito
farmacodinamico de morte microbiana e as concentracdes livres pulmonares de cada
farmaco, e comparar o efeito farmacoldgico dessas fluorquinolonas frente ao

Streptococcus pneumoniae.

Os objetivos especificos desta tese foram:

— Validar metodologia analitica por Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia,
acoplada a Extragdo em Fase Sdlida (SPE-HPLC), com detecgédo por
fluorescéncia, para doseamento do gatifloxacino em plasma de ratos e dialisado

de tecido e por HPLC para caldo de cultura;

— Avaliar, por microdialise, a penetragdo muscular e pulmonar do gatifloxacino em
ratos Wistar sadios apds a administracao de dose unica intravenosa do farmaco

e correlacionar os niveis livres teciduais com os niveis plasmaticos totais;

— Simular, em modelo de infecgdo por Streptococcus pneumoniae in vitro, as
concentragcbes livres plasmaticas de humanos, apdés administracdo do
gatifloxacino, bem como as concentragdes livres pulmonares do levofloxacino

conhecidas para humanos e avaliar o efeito de morte bacteriana obtido;

— Determinar a correlagdo entre o efeito farmacodinamico do levofloxacino e do
gatifloxacino e as concentragdes livres pulmonares, através de modelagem
PK/PD, utilizando modelo matematico adequado, com o auxilio do programa de
regressdo nao-linear Scientist® v.2.1 e comparar a atividade dos dois farmacos

frente ao Streptococcus pneumoniae.

Os resultados deste trabalho serdo apresentados na forma de capitulos que
contemplam as etapas desenvolvidas no projeto e foram submetidos a publicagcéao

como artigos cientificos.






CAPITULO II: REVISAO DE LITERATURA

A PAC é uma das infecgdes respiratorias que mais acomete a populagao
mundial. Diferentes sdo as estratégias e classes terapéuticas empregadas no seu
manejo, sendo as fluorquinolonas uma opc¢ao preferencial. Estas, por sua vez,
apresentam caracteristicas farmacocinéticas e farmacodindmicas desejaveis para a
terapia, porém as concentracdes livres nas biofases de interesse, responsaveis pelo
efeito farmacologico, nem sempre sdo conhecidas, o que pode ser obtido mediante o
emprego da microdidlise. As concentragdes livres podem ser utilizadas na modelagem
PK/PD de farmacos. A modelagem PK/PD de antimicrobianos apresenta como uma de
suas particularidades a previsdo de resultados clinicos e microbiolégicos, mesmo para
esquemas posologicos ainda nao investigados, o que nédo se consegue utilizando
apenas informacbes baseadas nos indices PK/PD, os quais apresentam limitagdes

como marcadores de eficacia clinica.



2.1. indices Farmacocinéticos-Farmacodinamicos (PK/PD)

Embora a eficacia clinica e a seguranga permanegam sendo os padrdes ouro
para comparar antimicrobianos, medidas farmacocinéticas e farmacodinamicas tém sido
empregadas com grande frequéncia. As medidas PK/PD s&o caracteristicas dos
farmacos e podem ser usadas para identificar o melhor agente terapéutico para uma
indicagao em particular (EBERT, 2004).

Os parametros farmacocinéticos de um farmaco definem a velocidade e a
extensdo de sua penetragcdo na corrente circulatéria e nos diversos sitios
extravasculares, bem como a velocidade e a extensao da eliminacdo do mesmo. Estes
parametros sdo determinados a partir da caracterizagcdo do perfil plasmatico dos

farmacos.

Os parametros farmacodindmicos, por sua vez, definem a relacdo entre as
concentragcbes do farmaco e seus efeitos, os quais podem ser benéficos (terapéuticos)
ou adversos (toxicos). Os parametros farmacodindmicos podem ser quantificados in
vivo, embora eles sejam mais frequentemente medidos in vitro quando o farmaco em
estudo for um antimicrobiano. Neste caso, a CIM (concentracgdo inibitéria minima) e a
CBM (concentracédo bactericida minima) s&do os parametros mais comumentemente
avaliados. A medida do efeito antimicrobiano mais difundida ¢ a CIM. Para um
determinado microrganismo, a CIM representa a menor concentragcdo de um agente
microbiano que impede o crescimento visivel de um microrganismo em testes de
sensibilidade por diluicdo em &gar ou caldo (CLSI, 2003). Esta medida €& usada
extensivamente na pratica clinica para determinar quais antimicrobianos podem ser
usados para tratar uma infeccdo causada por um patégeno especifico que tenha sido
isolado. Cada CIM obtida deve ser comparada com um valor de referéncia padrao, ou
breakpoint, para interpretacdo. Para ser efetivo, um antimicrobiano precisa encontrar

concentracdes no sitio de infecgao que excedam a CIM.

Pela combinagdo apropriada dos parametros farmacocinéticos e
farmacodinamicos de um antimicrobiano especifico, uma aproximacao da atividade do

farmaco in vivo pode ser obtida.



Varios indices PK/PD sao utilizados para avaliar a eficacia clinica e
microbiolégica de um agente antimicrobiano: o tempo acima da concentragao inibitoria
minima (t > CIM), a razdo pico de concentracdo e concentragdo inibitéria minima
(Cmax/CIM) e a razdo entre a area sob a curva e a concentragdo inibitéria minima
(ASC24/CIM) (Figura 1). Para os antimicrobianos tais como os f-lactdmicos e
glicopeptideos, o t > CIM é o indice PK/PD que melhor prediz os resultados clinicos,
sendo considerados antimicrobianos com atividade tempo dependente, ou seja, o tempo
de exposicao da bactéria ao farmaco € que determinara o efeito obtido. Em contraste,
conforme observado na Tabela 1, aminoglicosideos e fluorquinolonas exibem atividade
bacteriana dependente da concentracido, onde os indices que melhor se correlacionam
com a eficacia sdo Cnax/CIM e ASC,4/CIM (DRUSANO et al., 1993; FORREST et al.,
1993; RODVOLD & NEUHAUSER, 2001; AMINIMANIZANI et al., 2001; LISTER, 20023;
SARAVOLATZ & LEGGETT, 2003). Segundo WOODNUTT (2000), altos indices
Cmax/CIM e ASC,4/CIM provavelmente sao necessarios para prevenir a selegcao de
mutantes resistentes. A compreensao destes parametros pode facilitar a selecdo de
antimicrobianos e otimizar regimes posolégicos para obter efeito mais rapido, prevenir
falhas no tratamento e minimizar o desenvolvimento de resisténcia (EBERT & CRAIG,
1990).
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Figura 1. indices farmacocinéticos/farmacodindmicos empregados na avaliacdo da
eficacia de antimicrobianos (Adaptado de CRAIG, 1998).



Tabela 1. Classes de farmacos/exemplos relacionados com os indices
farmacocinéticos/farmacodinamicos mais relevantes.

Cmax/CIM t > CIM ASC,4/CIM

aminoglicosideos B-lactamicos macrolideos

fluorquinolonas vancomicina fluorquinolonas
linezolida B-lactédmicos
clindamicina aminoglicosideos
eritromicina vancomicina
claritromicina clindamicina

doxicilina

(Adaptado de AMSDEN, 2004).

Apos identificar qual € o indice PK/PD mais apropriado para cada classe de
antimicrobianos, € importante conhecer a magnitude da variavel requerida para a
eficacia, isto é, o ponto de corte (breakpoint). Estudos em humanos tém comecgado a

delinear os valores necessarios para se obter eficacia clinica e microbioldgica.

A idéia de comparar a exposicdo de um paciente a um antimicrobiano, por um
periodo de 24 horas (ASC,4) e a CIM do microrganismo infectante, para ajustar a dose e
garantir que o melhor indice fosse encontrado para obter a melhor atividade possivel, foi

primeiramente proposta por SCHENTAG e colaboradores no inicio dos anos 1990.

SCHENTAG e colaboradores (1991) descreveram um método geral para
otimizar os esquemas de dosagens para o tratamento de infecgbes causadas por B-
lactamicos, quinolonas e aminoglicosideos e postularam que valores de ASC,4/CIM
seriam adequados para tratar qualquer infeccao bacteriana utilizando essas classes de
farmacos. DALLA COSTA & DERENDORF (1996), através de uma avaliagao
sistematica desta abordagem, mostraram que diferentes perfis de concentragdo sérica
podem resultar na mesma area sob a curva inibitoria por um periodo de 24 horas
(ASCI), embora alguns dos regimes posoldgicos possam ser ineficazes. Através da
derivagcdo de uma equacao precisa para calcular a ASCI os autores mostraram que,
para a situagdo onde o vale de concentragao no final do intervalo de dosagem igualava-
se a CIM, a ASCI era independente da CIM, da dose e das concentracbes séricas do
farmaco, sendo determinada apenas pelo tempo de meia-vida do farmaco, o tempo de
infusdo e o intervalo de dose utilizado. Portanto, concluiram que o valor de breakpoint

de 125 nao parece ser valido para estas trés classes de farmacos investigadas.



Com relacdo as quinolonas, varios estudos tém mostrado que o indice
ASC2/CIM ou, em alguns casos, Cmna/CIM, sao preditores da eficacia de
antimicrobianos em estudos com modelos farmacocinéticos in vitro (MADARAS-KELLY
et al., 1996; LACY et al., 1999; LISTER & SANDERS, 1999a; LISTER & SANDERS,
1999b), em animais (DRUSANO et al., 1993; ANDES & CRAIG, 1998; BEDOS et al.,
1998a; BEDOS et al., 1998b; FERNANDEZ et al., 1999; NG et al., 1999; ONYEJI et al.,
1999) e em estudos clinicos (FORREST et al., 1993; FORREST et al., 1997; PRESTON
et al., 1998; HIGHET et al., 1999; AMBROSE et al., 2001).

Existe, portanto, controvérsia na literatura sobre qual € o melhor indice, Cpax/CIM
ou ASC,4/CIM, para predizer a eficacia das fluorquinolonas. A discriminagao entre estes
dois indices ¢ dificil devido a suas co-linearidades inerentes. Além disso, € possivel que
eles interajam. Por exemplo, em um estudo de DRUSANO e colaboradores (1993) a
Cmax/CIM das fluorquinolonas relacionou-se melhor com a sobrevivéncia quando este
indice estava acima de 10, enquanto que a ASC,4/CIM foi o melhor preditor quando
Cmax/CIM estava abaixo de 10. Além disso, em estudo realizado por MACGOWAN e
colaboradores (2001) a velocidade de morte bacteriana foi prevista pela Cpmax/CIM,
enquanto o efeito total foi previsto pela ASC,4/CIM. Portanto, a escolha entre estes dois
indices PK/PD permanece sem consenso, além daquele referente ao valor minimo para
ASC,4/CIM, que determina que ASC,4/CIM de 25 parece ser suficiente para infecgdes
menos severas € ou hospedeiros imunocompetentes, mas ASC./CIM > 100 é
necessaria para infecgdes severas e/ou hospedeiros imunocomprometidos (JACOBS,
2001).

LISTER (2002a) observou que a razdo ASCy/CIM > 30 para fluorquinolonas
pode ser suficiente para a erradicacdo de pneumococos em modelos de infecgao in
vitro. Para infecgbes causadas por Streptococcus pneumoniae, uma ASCy4/CIM > 30
sugere resultados clinicos favoraveis para a erradicagdo do microrganismo (RODVOLD
& NEUHAUSER, 2001).

AMBROSE e colaboradores (2001) mostraram que, para o gatifloxacino,
ASC.4/CIM > 34 em PAC resultou em probabilidades acentuadas de erradicagao
microbiolégica do Streptococcus pneumoniae (ASC24/CIM > 34 = 100% de erradicagao;
ASC,4/CIM < 34 = 64% de erradicagao).



MATTOES e colaboradores (2001) avaliaram a farmacodindmica do
gatifloxacino contra Streptococcus pneumoniae e observaram que a ASC,4/CIM foi o
indice mais preditivo da resposta bacteriana, demonstrando a capacidade da
ASC.4/CIM como preditor dindmico da resposta a infecgdbes causadas por

pneumococCos.

EBISU e colaboradores (2003) avaliaram o efeito dos parametros PK/PD do
gatifloxacino na sua atividade bactericida e a selecdo de resisténcia contra isolados
clinicos de Streptococcus pneumoniae. Esses pesquisadores observaram que
ASC.4/CIM > 36 e Cax/CIM > 1,7 podem ser possiveis marcadores de erradicagao
bacteriana e prevengdo da emergéncia de cepas resistentes ao gatifloxacino,

respectivamente.

ODENHOLT & CARS (2006) avaliaram o efeito farmacodinamico do levofloxacino
em um modelo in vitro empregando o Streptococcus pneumoniae. Foi evidenciado que
ASC24/CIM de aproximadamente 100 e Cna/CIM de 10 foi necessario para atingir o

efeito bactericida maximo.

Alguns pesquisadores também sugeriram que o indice PK/PD Cpax/CIM, variando
de 2-10, é necessario para prevenir a sele¢do de resisténcia as quinolonas (MADARAS-
KELLY & DEMASTERS, 2000; KLEPSER et al., 2001; LISTER, 2002a).

A selecdo apropriada e o uso de um antimicrobiano estd baseada nas
caracteristicas da infecgdo, do hospedeiro e do farmaco. A maioria dos estudos de
relacbes PK/PD de antimicrobianos € essencialmente planejada para explicar como o
perfil de concentragédo versus tempo de um farmaco relaciona-se com a magnitude e o
tempo de duracido do efeito sobre a bactéria. A interpretacao dos indices PK/PD néo
considera as concentragdes flutuantes dos farmacos presentes in vivo, uma vez que
utiliza a CIM como medida do efeito farmacolégico, bem como ndo avalia a influéncia da
concentracdo do farmaco no sitio de infeccdo no hospedeiro, pois trabalha com
concentragcbes plasmaticas, nem seu estado imunolégico e a sua capacidade de
absorver e de metabolisar os farmacos, limitando-se, apenas, a interagdao farmaco-
bactéria. Desta maneira, os indices PK/PD apresentam limitagdes como marcadores de

eficacia clinica.



Convencionalmente, a dose e a selegcao do farmaco na terapia antimicrobiana
estdo baseadas em um parametro farmacodindmico estatico - CIM. Entretanto, as
bactérias in vivo ndo estdo expostas a concentracdes constantes dos antimicrobianos,
mas a flutuagdes que levam a picos e vales, fato que é largamente ignorado pelas
determinacdes estaticas da CIM (DE LA PENA et al., 2004). Assim, condi¢bes estaticas
nas avaliagdes in vitro dificilmente refletirdo uma situagdo dinAmica em um 6érgao alvo
sobre condi¢des in vivo (DELACHER et al., 2000).

A relevancia da CIM como marcador de efeito para situacées in vivo, deste modo,
tem sido questionada. As condi¢des padronizadas do teste (tamanho do indculo
definido, meio de crescimento artificial e concentracdes estaticas) sdo verdadeiramente
diferentes daquelas esperadas no sitio de infeccdo. Apesar disso, evidéncias clinicas e
experimentais relatadas na literatura continuam a reforgar a correlacdo entre a CIM e o
efeito (SCHENTAG, 1991; CRAIG, 1993; KNUDSEN et al., 1995; PRESTON et al.,
1998).

A CIM assume um papel fundamental quando é usada para correlacionar
parametros farmacocinéticos com a poténcia, isto &, para calcular os indices PK/PD. E
importante considerar que a CIM, entretanto, ndo representa um valor absoluto. A
“verdadeira” CIM esta num ponto entre a menor concentracdo do teste que inibe o
crescimento do microrganismo (ou seja, a leitura da CIM) e a proxima menor
concentracédo do teste. A CIM tem sido determinada usando concentragdes derivadas,
tradicionalmente, de diluicbes 2x em série indexadas a base 1 (ex., 1, 2, 4, 8, 16 pg/mL,
etc.). Assim, o erro de diluicdo inerente € um passo de diluicdo nesta diregcao (CLSI,
2003). Evidentemente, esta imprecisdo pode ter uma profunda influéncia para os indices
PK/PD calculados (FRIDMODT-MOLLER, 2002). Apesar disso, alguns autores sugerem
que uma melhor predi¢cao do efeito, baseado nos parametros farmacocinéticos, possa
ser obtida se esses estiverem correlacionados com a CIM da cepa infectante
(DRUSANO et al., 1984, LEGGETT et al., 1989, SCHENTAG et al., 1991, PRESTON et
al., 1998).

Além dos problemas relativos ao uso da CIM, a relagdo ASC,4/CIM pode gerar
previsdes nao fidedignas dos resultados clinicos, pois diversos regimes posologicos
podem gerar a mesma ASC, nao significando que serdo igualmente efetivos in vivo.
Assumindo-se farmacocinética linear, se a dose diaria total de um farmaco for

administrada em uma ou duas tomadas ao dia, a ASC sera a mesma, mas o efeito



sobre a morte bacteriana, concentracao dependente, ndo sera o mesmo, visto que a
exposi¢cao do microrganismo ao farmaco sera diferente. Conseqlientemente, a utilizagao
dos indices PK/PD tem poder limitado para otimizar terapias. Informag¢des com maior
poder de previsdo serao obtidas quando estes parametros estiverem inseridos em um
modelo farmacocinético-farmacodindmico que consiga descrever as flutuagbes das
concentracbes na biofase em funcdo do tempo e o efeito bactericida advindo das

mesmas.

Modelos PK/PD baseados nas concentracdes livres dos antimicrobianos no sitio
de acdo, que podem ser determinadas por microdidlise, e as curvas de
morte/crescimento bacteriano podem ter maior potencial de previsao da eficacia clinica
de diferentes posologias antimicrobianas do que os indices PK/PD baseados na CIM. A
modelagem PK/PD fornece parametros adicionais resultantes da avaliacdo temporal
simultdnea de concentracao e efeito, que possibilitam a comparacdo da poténcia e da
atividade intrinseca de diferentes antimicrobianos frente a mesma bactéria, o que nao
pode ser obtido com a utilizagdo dos indices (RODVOLD et al., 2001; NIGHTINGALE &
MURAKAWA, 2002).

2.2. Microdialise

No passado, a avaliagao farmacocinética e farmacodindmica dos antimicrobianos
foi baseada principalmente nas medidas das concentragdes plasmaticas ou séricas.
Atualmente, no entanto, maior atencdo tem sido dada a determinacdo das
concentracdes teciduais, pois a maioria das infecgcdes ocorre nos tecidos. A maioria dos
patogenos é extracelular e apenas a concentracdo livre do antimicrobiano € responsavel
pela atividade bactericida, sendo essa mais relevante para predizer a eficacia
terapéutica do que as concentragdes plasmaticas totais (LIU & DERENDORF, 2003).
Neste sentido, as autoridades regulatérias como FDA (Food and Drug Administration) e
EMEA (European Agency for the Evaluation of Medicinal Products) tém reconhecido que
as concentragdes plasmaticas de agentes antimicrobianos sdo pouco relevantes e que
as concentracdes teciduais destes sdao muito mais importantes para a predicao da
eficacia clinica e microbioldgica (ZEITLINGER et al., 2005).



A diferenca entre as concentragdes plasmaticas totais e as concentracdes livres
teciduais pode ser significativa em muitas situagdes, tais como aquelas em que a
ligacdo a proteinas plasmaticas é alta e nado linear. A penetragdo e o metabolismo
tecidual também podem afetar os perfis farmacocinéticos dos antimicrobianos nos
tecidos. Ainda, o uso de concentragdes plasmaticas totais para relacionar com o efeito
antibacteriano pode superestimar os reais niveis do antimicrobiano no tecido, onde os
niveis sub-inibitérios no sitio de infecgdo constituem uma das maiores causas para a
emergéncia de resisténcia. Portanto, as concentragdes plasmaticas totais nao
representam valores farmacocinéticos ideais para a dosificacdo de antimicrobianos, e as
concentragdes livres dos mesmos nos sitios de infeccdo devem ser consideradas (LIU &
DERENDOREF, 2003).

A microdialise (MD) é uma ferramenta que permite monitorar as concentragdes
livres locais de farmacos e seus metabdlitos em tecidos especificos do organismo
(LANGE et al., 2000), que podem ser diferentes daquelas da circulagao sistémica e,
possivelmente, mais representativas do sitio de agdo dos farmacos (ELMQUIST &
SAWCHUK, 2000; JOUKRADAR et al., 2001a).

A MD in vivo tem sido extensivamente empregada para estudos
farmacocinéticos e farmacodinamicos (ELMQUIST & SAWCHUK, 2000). O principio da
MD se baseia na amostragem de analitos em diferentes locais do organismo por meio
de uma membrana semipermeavel colocada na extremidade de uma sonda de MD, a
qual é constantemente perfundida, a um fluxo constante, com um liquido que simule o
meio intersticial. Uma vez que a sonda esta implantada no tecido, as substancias
presentes no fluido extracelular (Cieciqual) passam para o interior da sonda (Figura 2),
sendo coletadas por difusdo simples, resultando na concentragéo do dialisado (Cgalisado)-
As amostras sdo coletadas e analisadas posteriormente por método analitico adequado,
possibilitando determinar pardmetros farmacocinéticos para tecidos especificos
(JOUKRADAR et al., 2001a).
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Figura 2. Representagdo esquematica de uma sonda de microdialise inserida em tecido.
A sonda de microdialise implantada é perfundida com o fluido de perfusdo similar em
composic¢ao ao liquido intersticial e as substancias presentes no espaco intersticial do
sitio investigado podem difundir para dentro da sonda, através de uma membrana
semipermeavel, e aparecer no dialisado (Adaptado de CHAURASIA et al., 2007).

Apenas a fracao livre do analito presente no fluido ou tecido de amostragem
sofrera o processo de difusdo através da membrana, uma vez que as substéncias
ligadas as proteinas ndo difundem através da membrana, devido ao cut off da mesma.
Consequentemente, apenas substancias de baixo peso molecular e soluveis nos fluidos
do espaco intersticial poderao ser coletadas pela técnica de MD (JOHANSEN et al.,
1997; PETERS et al., 2000; MULLER, 2002).

Como resultado da perfusdo continua da sonda, ndo ocorre equilibrio entre a
concentracdo do analito no tecido amostrado e no dialisado. Consequentemente, a
concentracdo do analito no tecido sera maior do que aquela presente no dialisado.
Portanto, para se obter a real concentragao tecidual, € necessario conhecer o fator que
inter-relaciona estas concentracdoes. Este fator € obtido mediante experimentos de
recuperagéo das sondas, motivo pelo qual elas precisam ser calibradas (LONNROTH et
al., 1987; LANGE et al., 2000; STAHL et al., 2002).



Inicialmente a MD foi planejada para medir as concentragbes de
neurotransmissores no cérebro de ratos, sendo gradualmente adotada em outras areas
de pesquisa (UNGERSTEDT, 1991). A primeira aplicagdo publicada sobre a MD em
humanos foi um estudo sobre as concentragdes intersticiais de glicose (LONNROTH et
al., 1987), sendo seu uso inicialmente confinado ao tecido adiposo (LONNROTH et al.,
1987; BOLINDER et al., 1993). No entanto, varios outros 6rgaos e tecidos humanos
foram sendo contemplados com estudos de MD, como o cérebro (DURING &
SPENCER, 1993; SCHEYER et al., 1994), o coragdo (KENNENGREN et al., 1999), os
tumores sodlidos (MULLER et al., 1997a), o musculo esquelético (JOUKHADAR et al.,
2002), e o pulmao (HERKNER et al., 2002), entre outros.

O primeiro estudo que empregou a MD pulmonar foi publicado em 1991 e
investigou a farmacocinética da teofilina em ratos (LARSSON, 1991). A maioria dos
estudos de MD pulmonar, no entanto, tem sido conduzida para a determinacao dos
perfis de agentes antimicrobianos. Mesmo assim, ha poucos relatos da utilizagao da MD
pulmonar e apenas informagdes limitadas da farmacocinética de agentes
antimicrobianos neste tecido estdo disponiveis. Alguns estudos de MD pulmonar em
ratos descritos na literatura compreendem: tobramicina e gentamicina (EISENBERG et
al., 1993), cefaclor (DE LA PENA et al., 2001), cefpodoxima (LIU et al., 2002),
piperacilina+tazobactam (TOMASELLI et al., 2003) e imipenem (MARCHAND et al.,
2005).

Diferentes grupos de pesquisadores tém conduzido estudos utilizando a MD
para monitorar a farmacocinética de varios antimicrobianos em humanos, como pode

ser visualizada na Tabela 2.

Tabela 2. Antimicrobianos avaliados por microdidlise em humanos em diferentes
biofases.

Biofase Farmaco Fonte

piperacilina BRUNNER et al., 2000
cefixima e cefpodoxima LIU et al., 2002

Musculo Esquelético cefpiroma JOUKHADAR et al., 2002
cefaclor DE LA PENA et al., 2002



fosfomicina

levofloxacino

JOUKHADAR et al., 2003
ZEITLINGER et al., 2003

Musculo Esquelético e Tecido

Adiposo Subcutaneo

fleroxacino,
fenoximetilpenicilina e
eritromicina

cefodizima e cefpiroma
ciprofloxacino

moxifloxacino

MULLER et al., 1996

MULLER et al., 1997b
BRUNNER et al., 1999
MULLER et al., 1999

fosfomicina FROSSARD et al., 2000

piperacilina JOUKHADAR et al., 2001b
Tecido Adiposo Subcutaneo gentamicina LORENTZEN et al., 1996

fosfomicina LEGAT et al., 2003

levofloxacino

BELLMANN et al., 2004

Musculo Esquelético e Pulméao piperacilina TOMASELLI et al., 2003
meropenem TOMASELLI et al., 2004

Pulméao cefpiroma HERKNER et al., 2002
imipenem TEGEDER et al., 2002

levofloxacino

HUTSCHALA et al., 2005

Varias comparagdes entre antimicrobianos podem ser feitas com os dados
obtidos mediante o emprego da MD: comparagdo da MD com outras técnicas utilizadas
para avaliar a penetragcao tecidual de farmacos; comparacdo da penetragao de
farmacos em diferentes tecidos no mesmo individuo; e a comparag¢ao da penetracao do
mesmo farmaco em animais e humanos. A descricdo de alguns destes estudos

encontrados na literatura considerando estas comparagdes € apresentada a seguir.

EISENBERG e colaboradores (1993) utilizaram a técnica de MD em ratos para

medidas farmacocinéticas intrabrénquicas in vivo de dois aminoglicosideos -

tobramicina e gentamicina. Os perfis de concentracdo versus tempo dos
antimicrobianos no fluido epitelial pulmonar (ELF), seguindo administragao intravenosa
bolus, e suas razbes de penetracdo foram determinadas e comparadas com os
resultados obtidos por VALCKE e colaboradores (1990) para 0s mesmos
antimicrobianos, utilizando a técnica de lavagem broncoalveolar (BAL). A penetragao

media da tobramicina e da gentamicina indicada pela ASCiecigqual/ ASCpiasmatica fOi 0,36 €



0,56 (MD) e 0,45 e 0,67 (BAL), respectivamente. Os resultados similares obtidos por
ambos os métodos podem ser atribuidos ao fato dos aminoglicosideos distribuirem-se
extensivamente no fluido do espago extracelular, sugerindo que a MD pode ser utilizada
para medidas farmacocinéticas intrabronquicas de farmacos, como uma extensdo da

técnica de lavagem broncoalveolar ou como uma alternativa a esta.

Embora a BAL possa ser empregada para a determinagdo das concentragcdes
intrabrénquicas de farmacos, esta técnica apresenta algumas limitagbes gerais,
especialmente a pobre resolucdo anatbmica e a capacidade de discriminar entre
concentracéo livre e ligada (ZEITLINGER et al., 2005). A MD, por sua vez, supera tais
limitagcdes, podendo ser empregada na determinagcdo de concentragdes locais, em sitios
especificos, bem como permite a determinagdo das concentragdes livres (ativas) dos

farmacos, representando uma alternativa vantajosa aquela.

A quantidade de farmaco que chega a cada tecido do organismo e a afinidade
deste por cada tecido podem ser diferentes, gerando concentragdes teciduais totais
distintas. A teoria dos ligantes livres proposta por DEGUCHI e colaboradores (1992)
considera que as concentracdes livres do farmaco, em qualquer tecido, encontram-se
em equilibrio com as concentragdes livres plasmaticas. Desta maneira, quando a
difusdo é o unico processo pelo qual ocorre a distribuicdo do farmaco, as concentragoes
livres determinadas em diferentes tecidos devem ser semelhantes, mesmo com
concentragdes teciduais totais distintas. Esta teoria foi proposta para antimicrobianos -
lactdmicos, mas pode ser extrapolada para outras classes, sendo, portanto, a
determinacao da fragao livre em diferentes tecidos importante para elucidar/confirmar a
teoria proposta. Na medida em que for confirmada a semelhanga, a amostragem da
fracao livre podera ser feita em tecidos mais acessiveis do organismo, visto representar

as concentragoes livres em qualquer biofase.

A maioria das infecgdes pulmonares bacterianas esta localizada nos fluidos do
espaco intersticial, local importante para a terapia antimicrobiana. DE LA PENA e
colaboradores (2001) compararam a penetragao do cefaclor, uma cefalosporina de
amplo espectro, no espaco intersticial pulmonar e no musculo esquelético de ratos, com
0s niveis plasmaticos totais. As concentragdes intersticiais livres no musculo e no
pulméao foram medidas por MD seguindo doses i.v. bolus de cefaclor de 50 ou 75 mg/kg.

Os autores observaram que as concentracdes livres de cefaclor no espaco intersticial do



pulm&o e no musculo esquelético foram de magnitude similar e menores do que aquelas
previstas com os dados plasmaticos. O fator de proporcionalidade entre a previsao dos
dados teciduais e os valores medidos foi de 0,25 £ 0,09 para pulmao e de 0,27 = 0,08
para musculo (Figura 3). Novamente, a utilizagdo das concentragdes plasmaticas totais
superestimaria a atividade antibacteriana do farmaco e, portanto, sua eficacia clinica,

devendo-se utilizar os niveis terapeuticamente ativos do cefaclor no sitio de agao.
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Figura 3. Concentragdes plasmaticas médias (+ desvios padrdes) do cefaclor (®) e
concentracdes livres médias (+ desvios padrdes) no musculo (1) e pulmao (O) seguindo
administragdo intravenosa bolus de 50 mg/kg. As linhas representam o ajuste
simultaneo dos niveis plasmaticos e teciduais utilizando abordagem compartimental (n =
7) (Adaptado de DE LA PENA et al., 2001).

LIU e colaboradores (2002) avaliaram a penetracao intersticial de cefpodoxima,
através de MD, em ratos Wistar. As concentracdes plasmaticas totais, livres no musculo
e livres no pulméo, foram determinadas apds a administragéo intravenosa de 10 mg/kg
ou 20 mg/kg de cefpodoxima por 5 horas ou uma infusio intravenosa continua de 260
Mg/h apés uma dose de ataque de 6 mg/kg. Os autores observaram que as
concentragdes livres musculares do farmaco foram similares as concentragdes livres
pulmonares, fornecendo uma medida da cefpodoxima no sitio alvo pulmonar, contudo

menores que as concentragdes plasmaticas totais (Figura 4). As previsdes da eficacia



antibacteriana baseadas nas concentracbes plasmaticas totais de cefpodoxima
poderiam superestimar as concentracbes no sitio alvo e, possivelmente, a eficacia

clinica.
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Figura 4. Concentragdes plasmaticas totais (B), livres pulmonares (e), livres musculares

(A), ambas determinadas por microdidlise, e plasmaticas livres calculadas (- - -) de
cefpodoxima em ratos Wistar machos, seguindo administracdo de uma dose
intravenosa de (a) 10 mg/kg de cefpodoxima (n = 6) ou (b) 20 mg/kg de cefpodoxima (n
= 6), ou (c) steady-state durante infusdo continua de 260 pug/h ap6s uma dose de ataque
de 6 mg/kg de cefpodoxima (n = 6). Valores sdao médias + desvios padroes (Adaptado
de LIU et al., 2002).



MARCHAND e colaboradores (2005) avaliaram a distribuicdo do imipenem no
musculo e nos fluidos extracelulares pulmonares de ratos sadios, mediante o emprego
da MD, com a finalidade de comparar as concentracdes livres teciduais com as
concentragdes livres plasmaticas. Foi administrada uma dose de 120 mg/kg do farmaco
por um periodo de 30 minutos, sendo as amostras coletadas por um periodo de 150
minutos, variando-se os intervalos de coleta no decorrer do experimento. Em ratos
hidratados, os parédmetros Cnax, ASC e ti2 ndo diferiram estatisticamente entre musculo,
pulm&o e sangue, bem como ndo diferiram também a ASCiecciqual/ASCpiasmatica para
musculo e pulmao. Portanto, através deste estudo foi possivel demonstrar que as
concentragdes livres do imipenem foram virtualmente idénticas entre sangue, musculo e

pulm&o, confirmando a teoria proposta por DEGUCHI e colaboradores (Figura 5).
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Figura 5. Perfis de concentracbes livres versus tempo para o imipenem em pulmé&o,
musculo esquelético sadio e soro de ratos (n = 6), apos a infusdo intravenosa de 120
mg/kg por 30 minutos do imipenem (Adaptado de MARCHAND et al., 2005).

TOMASELLI e colaboradores (2003) utilizaram a técnica de MD para determinar
a penetragdo da combinagéo piperacilina-tazobactam (4 g — 0,5 g, respectivamente) em
pacientes acometidos por pneumonia e enfisema pleural metapneumoénico. As sondas
de MD foram inseridas no tecido pulmonar pneumdnico e no musculo esquelético sadio
por periodo de 8 horas, sendo as amostras coletadas a cada 20 minutos. Observou-se
uma diferenga estatisticamente significativa entre a ASC pulmonar e sérica (P = 0,018),

bem como entre a ASC pulmonar e muscular (P = 0,043), com maior penetragéao



pulmonar. As concentracdes intrapulmonares de piperacilina e tazobactam excederam a
concentracao inibitéria minima para a maioria das bactérias mais relevantes por 4-6
horas, sendo o procedimento bem tolerado pelos pacientes. Entretanto, para
microrganismos menos sensiveis como Pseudomonas aeruginosa, o t > CIM foi de no
maximo 2,5 horas, o0 que pode ter ocasionado a faléncia terapéutica relatada, pois
concentracgdes insuficientes do antimicrobiano podem ter levado ao desenvolvimento de

resisténcia a piperacilina e, consequentemente, ao fracasso na erradicacao da bactéria.

TOMASELLI e colaboradores (2004) determinaram, através de MD, a
penetracdo do meropenem no fluido do espaco extracelular do parénquima pulmonar
pneumdnico humano. A penetragdo pulmonar do meropenem foi determinada em sete
pacientes com pneumonia e enfisema pleural metapneumonico. Neste experimento,
duas sondas de MD foram inseridas no tecido pulmonar pneumdnico € uma sonda no
musculo esquelético sadio. Amostras de soro e microdialisado foram coletadas a
intervalos de 20 minutos por 8 horas apo6s a administracdo de 1 g de meropenem
administrado intravenosamente. O meropenem penetrou rapidamente no tecido
pulmonar infectado, alcangando concentragées maximas no fluido intersticial pulmonar
de 11,4 + 10,9 mg/L. Houve diferenca estatisticamente significativa entre as ASCs no
fluido pulmonar e soro (P = 0,018), mas néo entre as ASCs no tecido muscular e no
soro (Figura 6). Os autores ndo conseguiram explicar o padrao de distribuicdo tecidual
observado e sugeriram que novos estudos fossem realizados para investigar o

meropenem.
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Figura 6. Perfis de concentragao versus tempo para o meropenem em fluido intersticial
de pulméao infectado, musculo esquelético sadio, e soro apds a quinta administracdo de
1 grama de meropenem em infusdo de 20 minutos (Adaptado de TOMASELLI et al.,
2004).

HUTSCHALA e colaboradores (2005) avaliaram a penetragdo pulmonar do
levofloxacino em pacientes (n = 6) apds cirurgia cardiaca, quando foi administrada uma
dose de 500 mg do farmaco intravenosamente. As concentragdes livres pulmonares do
levofloxacino foram determinadas empregando a técnica de MD. Os autores
observaram que o levofloxacino, quando administrado na dose de 500 mg, ndo gerou
concentracdes pulmonares suficientes para ser efetivo contra todas as cepas de
Klebsiella pneumoniae investigadas. Além disso, a CIMg, do levofloxacino para
Pseudomonas aeruginosa nio foi alcangcada, o que aponta para a necessidade de se
aumentar a dose para 750 mg, que é a dose maxima recomendada. Porém, as
concentracbes determinadas para o levofloxacino no pulmdo podem ter sido
influenciadas pelas mudangas na macro e na microcirculagao, aumento do volume de

distribuicdo e no extravasamento capilar durante o procedimento cirurgico.

DE LA PENA e colaboradores (2002) determinaram as concentragbes livres
plasmaticas e as concentragdes livres do cefaclor em tecido muscular humano (Figura
7), ap6s a administracdo de cefaclor em diferentes doses (500 ou 750 mg). Os autores
obtiveram neste estudo a mesma proporcionalidade entre as concentragdes livres

plasmaticas e musculares do farmaco observada para musculo e pulmao em ratos (DE



LA PENA et al., 2001), com um fator de penetracéo tecidual de aproximadamente 0,26,
independente da dose e do tecido considerado. Consequentemente, inferiram que as
concentragdes livres pulmonares do cefaclor em humanos seriam semelhantes as
concentragdes livres musculares determinadas experimentalmente, por semelhanga
com os resultados obtidos em roedores. Assim, os autores sugeriram que as
concentragcbes no musculo esquelético poderiam ser preditoras razoaveis das

concentracdes do cefaclor em pulmao de humanos.
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Figura 7. Concentragbes médias (+ DP) plasmaticas (m) do cefaclor juntamente com as
concentracgdes livres musculares (o) do cefaclor apds a administracdo de 500 mg como
forma farmacéutica sdlida de liberagao imediata. As linhas representam os ajustes das
curvas mediante o emprego da abordagem compartimental dos dados.

A mesma abordagem utilizada por DE LA PENA e colaboradores é proposta
neste trabalho, onde primeiramente ser&o determinados os niveis de gatifloxacino no
tecido pulmonar e muscular de ratos. Assumindo-se que a mesma proporcionalidade
existe entre os niveis plasmaticos livres e pulmonares em roedores e humanos, dados
de farmacocinética plasmatica em humanos do gatifloxacino relatados na literatura
serdo utilizados para calcular as concentragdes livres plasmaticas que serdo simuladas

in vitro, na constru¢ao do modelo PK/PD.



2.3. Modelagem PK/PD de Antimicrobianos

Modelos s&o usados tipicamente para ajudar a fornecer uma descrigao
simplificada das observagdes em um experimento e possivelmente fazer predi¢cdes para
experimentos futuros. Tradicionalmente, os modelos farmacodinamicos relacionam as
concentragbes no sitio de efeito com a resposta farmacoldgica (LALONDE, 1992).
Considerando que para a farmacocinética a descricdo da concentragao do farmaco no
organismo €& obtida em fungdo do tempo e que os modelos PK/PD relacionam estas
duas areas, o ponto de interseccdo entre elas € justamente a concentragao,
fundamental para a relagao efeito-tempo a ser descrita na modelagem PK/PD. Portanto,
a modelagem PK/PD pode ser definida como a descricdo matematica que permite
descrever e prever a variacdo do efeito com a variagao da concentragao do farmaco no
organismo, em func¢do do tempo (DERENDORF & HOCHHAUS, 1995).

Quando um efeito farmacolégico € observado rapidamente apds a administragéo
do farmaco e esta diretamente relacionado com as concentragdes deste, os modelos
farmacodinémicos linear, de efeito maximo (Emax) € de efeito maximo sigmoidal (Emax -
sigmoidal) podem ser aplicados para descrever a relagdo entre a concentragdo e o
efeito (MOUTON et al., 1997), sendo os dois ultimos os mais utilizados (DERENDORF &
MEIBOHM, 1999).

O modelo Enax descreve uma tipica relagao hiperbdlica de concentragao-efeito,
onde ndo se observa efeito quando da auséncia de farmaco e um efeito maximo é
observado quando as concentragdes aproximam-se do infinito (Equac¢do 1). O modelo
de Emax -sigmoidal, que € uma extensdo do primeiro, € utilizado quando a curva
concentracao-efeito ndo pode ser descrita de forma hiperbdlica simples (LALONDE,
1992), Equacgao 2:

_ En -C
EC,, +C (1)
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onde E é o efeito farmacolégico do farmaco; Enax € o efeito farmacolégico maximo
obtido pelo farmaco; C é a concentragao do farmaco; ECsp € a concentragédo onde 50%
do efeito maximo é medido, ‘s’ € o fator de Hill (coeficiente de sigmoidicidade),
parametro que determina a forma sigmoidal da relagéo efeito-concentragdo (MOUTON
et al., 2005). A poténcia do farmaco em um sistema pode ser caracterizada pelo ECso ;
enquanto que a eficacia, ou seja, o0 maximo de resposta, é representado pelo Emax
(MEIBOHM & DERENDOREF, 1997).

O expoente ‘s’, teoricamente, reflete o numero de moléculas do farmaco que se
liga a cada molécula do receptor. Se ‘s’ for igual a um, o modelo Enax resultara em uma
funcao hiperbdlica simples; se for diferente de um, sera sigmoidal (LALONDE, 1992;
DERENDORF & HOCHHAUS, 1995).

NOLTING e colaboradores (1996) modificaram o modelo Ennax com a finalidade de
avaliar, em modelo de infeccdo experimental in vitro, o efeito bactericida da piperacilina
sobre a Escherichia coli, utilizando simulagdes do perfil de concentragao tecidual livre
esperado em tecido muscular de humanos apds a administragdo i.v. bolus de

piperacilina.

Na auséncia do farmaco, o crescimento bacteriano pode ser expresso pela
variagcdo do numero de colénias em fungcdo do tempo (dN/dt), que é funcéo direta da
constante de geragao bacteriana (k) e do numero de unidades formadoras de colénias

no tempo zero (N) ou inéculo (Equacgéo 3):

dN _ ¢ N @)
dt

Entretanto, quando o antimicrobiano é inserido no sistema, sua concentragao
passa a influenciar negativamente a constante de geragao bacteriana, sendo que o
efeito do antimicrobiano pode ser determinado através da Equagdao 4 (NOLTING et
al.,1996):

ﬁ_ K_ Kmax C N (4)
dt EC,, +C



onde dN/dt é a variacdo do numero de bactérias em funcédo do tempo; K é a constante
de velocidade de geragao bacteriana na auséncia do antimicrobiano; kmax € a constante
de velocidade de morte bacteriana maxima na presenga do antimicrobiano; C é a
concentracdo livre do antimicrobiano no tecido infectado no tempo t; ECsy € a
concentragdo necessaria onde 50% do efeito maximo é medido e N € o numero de
bactérias no inoculo inicial. Nesta equacdo, C ¢é substituido pela equacéao
farmacocinética compartimental que descreve o perfil de concentragao livre do farmaco
no tecido infectado. Deste modo, a variagdo de tempo leva a variacdo tanto na
concentracdo de farmaco na biofase quanto no numero de bactérias ou colbnias

presentes no local de infecgao, que determinam o efeito.

A utilizagdo do modelo modificado por NOLTING e colaboradores (1996) permitiu
descrever o perfil bactericida da piperacilina frente a Escherichia coli quando diferentes
doses foram simuladas no modelo de infecgao in vitro, estando o microrganismo
exposto tanto a concentragdes constantes do farmaco (1-32 ug/mL), simulando infusdo
continua, como flutuantes (picos entre 50 e 200 ug/mL), apds a administragdo de doses
de 1-8 g, com intervalos entre as mesmas de 4-24 h. O experimento demonstrou que
apenas em concentragdes superiores a 8 pg/mL foi possivel observar a redugéo no
numero de bactérias. Na Figura 8 pode ser observado o efeito obtido pela piperacilina,

quando concentragdes flutuantes do farmaco foram simuladas.

Nos painéis A e B da Figura 8, observa-se que o recrescimento bacteriano no
sistema, na presenca de farmaco, ocorreu em taxa bastante semelhante ao controle
(sem farmaco) quando o intervalo entre as doses foi de 24 horas. Nos painéis C e D,
onde o intervalo entre as doses foi de 8 horas, entretanto, o efeito mostrou-se
dependente da concentragao inicial do farmaco, com decaimento da populacio
bacteriana quando a dose de 100 ug/mL foi utilizada. Nos painéis E e F, com intervalo
entre doses de 4 horas, ambas as concentracgdes iniciais de 50 e 100 pg/mL induziram a
morte bacteriana. Assim, os resultados deste estudo demonstraram a importancia de se
utilizar intervalos reduzidos de doses para a administragdo deste antimicrobiano -
lactdmico. Os resultados também mostraram que o modelo En.x modificado descreveu
adequadamente as curvas de morte/recrescimento bacteriano para as diferentes
posologias investigadas, determinando-se k = 2,8 h™', kmax = 6,4 h™ e ECso = 5 pg/mL
(painel A); k = 2,06 h™", kmax = 4,63 h™' @ ECs = 5,24 pg/mL (painel B); k = 1,23 h™", Knmax
=2,1h" e ECs = 6,4 pg/mL (painel C); k = 0,98 h™', knax = 2,42 h™' e ECso = 5,4 pg/mL



(painel D); k = 1,41 h™", kmax = 4,22 h™ € ECso = 8,24 pg/mL (painel E); k = 2,49 h™, Kax
=5,1h" e ECso = 4,71 pg/mL (painel F).
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Figura 8. Curva de efeito antibacteriano da piperacilina para concentracbées de pico de

50 ug/mL (e) e 100 pg/mL (m) comparadas com o controle sem farmaco (o). A. 50 ug/mL
g24h; B. 100 ug/mL g24h; C. 50 ug/mL g8h; D. 100 ug/mL g8h; E. 50 pg/mL qg4h; F. 100
Mg/mL g4h (Retirado de NOLTING et al., 1996).

DELACHER e colaboradores (2000) utilizaram o mesmo modelo PK/PD para a
previsdo do efeito bactericida do ciprofloxacino quando diferentes isolados de
Pseudomonas aeruginosa foram expostos in vitro a concentragcdes livres de
ciprofloxacino equivalentes aquelas que seriam obtidas no espaco intersticial do tecido
subcutaneo de individuos saudaveis, apos a administracdo de dose unica i.v. de 200
mg. Experimentos similares foram conduzidos, mediante a simulagao dos perfis livres
teciduais esperados para as doses de 400 e 800 mg, com a finalidade de avaliar a
capacidade de previsdo do modelo. Os parametros gerados pelo modelo foram k =
0,0072 + 0,0001 min™; kmax = 0,309 + 0,132 min™ e ECso = 3,2 + 1,6 pg/mL. As

simulagdes in vitro levaram a uma diminuicdo média no numero de microrganismos



viaveis de 1-3 logip apos 8 horas. Um dos principais resultados observados pelos
autores foi que a variabilidade interindividual observada para a farmacocinética in vivo
no sitio alvo correspondeu a variabilidade no perfil farmacodindmico in vitro. Dados
farmacodinédmicos individuais, entretanto, foram intimamente correlacionados com os
parametros farmacocinéticos, tais como a ASC. Assim, parece que a variabilidade
farmacocinética e, particularmente a variabilidade na cinética de distribuicdo, é o fator
chave na determinagdo da variabilidade farmacodindmica do ciprofloxacino. A
abordagem PK/PD utilizada permitiu a analise mais detalhada dos dados que o método
baseado na CIM. Os autores concluiram que a abordagem PK/PD utilizada no estudo
pode fornecer informagcbes valiosas para a selecdo de doses deste agente

antimicrobiano.

DE LA PENA e colaboradores (2004) também empregaram o modelo PK/PD
descrito anteriormente para estudar o efeito do cefaclor contra diferentes cepas
bacterianas. Estas foram expostas in vitro as concentragdes intersticiais do cefaclor,
obtidas em humanos, apos a administracdo de 500 e 750 mg em formulagdes de
liberacdo imediata ou modificada. O modelo utilizado permitiu acompanhar a morte das
bactérias e as curvas de recrescimento como funcao direta do perfil farmacocinético no
sitio de agdo bacteriana. Os parametros gerados pelo modelo foram k = 2 h™'; kmax = 6,1
+ 0,2 h" e ECso = 3,5 + 0,7 ug/mL para Escherichia coli; k = 0,8 h™"; kmax = 2,6 £+ 0,3 h™ e
ECso = 0,5 + 0,6 pg/mL para Moraxella catarrhalis, k = 1 h™; kmax = 1,5+ 0,2 h™ e ECs
2,4 + 1,4 yg/mL para Haemophilus influenzae e k = 1,6 h™'; kmax = 2,5 + 0,2 h™ e ECsp

0,3 + 0,2 yg/mL para Streptococcus pneumoniae. As simulagdées PK (in vivo)-PD (in
vitro) dos efeitos antimicrobianos do cefaclor no sitio de acédo indicaram que a
formulacdo de liberacdo modificada, quando administrada duas vezes ao dia, pode

oferecer uma alternativa segura e conveniente para o tratamento com cefaclor.

LIU e colaboradores (2005) utilizaram o modelo Enax -sigmoidal para modelar a
atividade antibacteriana da cefpodoxima e da cefixima in vitro frente a quatro cepas de
microrganismos: Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Streptococcus
pneumoniae sensivel a penicilina e Streptococcus pneumoniae com sensibilidade
intermediaria a penicilina. Os experimentos in vitro simularam as concentracoes livres
teciduais de cefpodoxima e cefepima apds diferentes regimes de dosagens e as curvas
de morte bacteriana/tempo foram obtidas e modeladas. Os resultados evidenciaram,

com base nos ECsy, que ambos os antimicrobianos apresentam poténcia alta e



semelhante contra cepas gram-negativas - Haemophilus influenzae (ECso cerca de 0,04
Mg/mL) e Moraxella catarrhalis (ECso cerca de 0,12 pg/mL), enquanto que a
cefpodoxima apresentou poténcia cerca de 10 vezes maior que a cefixima para cepas
de Streptococcus pneumoniae (ECso para cepa sensivel: 0,02 mg/L versus 0,27 ug/mL;
ECso para cepa com sensibilidade intermediaria: 0,09 pg/mL versus 0,69 ug/mL).
Simulagdes baseadas no modelo Enax - sigmoidal e nos parametros farmacocinéticos
para os niveis livres teciduais obtidos de estudos clinicos prévios mostraram que, com a
mesma dose didria oriunda de esquemas de dosagens empregados clinicamente, a
cefpodoxima teria uma eficacia clinica maior que a cefixima para infeccdes adquiridas

na comunidade.

MOUTON e colaboradores (1997) propuseram uma modificagdo para o modelo
Emax -sigmoidal, baseando-se no fato de que modelos in vitro apresentam fatores
limitantes do crescimento do microrganismo como, por exemplo, nutrientes e espaco.
Apos a etapa de crescimento exponencial, uma cultura bacteriana atinge um platé em
que a velocidade de multiplicagao das bactérias diminui. Desse modo, foi proposta pelos
autores a incorporagcédo de mais um termo na equacgao de Enax -sigmoidal, representado
por Nmax, que indica o maior numero de bactérias que uma cultura in vitro suporta até o

momento de entrar na fase de platé (Equacao 5):

dt ||\ N_J| EC:+CP

max

N _ [ [_ N k_ C o)

onde, Nnax € 0 numero maximo de bactérias que o sistema permite crescer sem

limitacao.

PALMA e colaboradores (2003) empregaram o modelo PK/PD modificado por
MOUTON e colaboradores (1997) para descrever o efeito bactericida do norfloxacino
contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, com diferentes perfis de
susceptibilidade. As concentracdes livres plasmaticas do norfloxacino em humanos,
apos a administragdo de 400 mg deste pela via oral, foram simuladas frente as bactérias
in vitro, por um periodo de 12 horas. O modelo empregado demonstrou que os valores

de ECsp aumentam proporcionalmente com a CIM. Ainda, a correlagao obtida entre o



parametro ECsg e o0 indice ASC.4/CIM permitiu a previsdo do parametro ECsg a partir da

CIM para as bactérias e posologia investigadas.

2.4. Tratamento da Pneumonia Adquirida na Comunidade

Considerando-se a incidéncia por faixa etaria, estima-se que no Brasil haja dois
milhées e cem mil casos de PAC anuais. Apesar de sua incidéncia e custos elevados,
existem poucos estudos sobre a frequéncia da PAC no Brasil e ndo se conhece
diretamente sua real ocorréncia na populagdo. No Brasil, as pneumonias adquiridas na
comunidade sdo a segunda causa de internagdo, respondendo por 783.480 casos em

2003, sendo a proporgdo maior nos meses de inverno (Datasus, 2003).

O manejo da PAC estéa progressivamente se tornando mais complicado, devido a
diversos fatores como, por exemplo, o crescimento do espectro de organismos
envolvidos na doenga, o aumento da prevaléncia de resisténcia aos antimicrobianos,
bem como o crescimento da populagcdo de pacientes de idade avancada e com co-
morbidades. Esses fatores tém levado a discussdes importantes com relagao a eficacia
de diferentes abordagens para o tratamento da pneumonia, bem como o interesse em

reduzir o numero de hospitalizacbes desnecessarias.

O tratamento para pacientes com PAC geralmente € selecionado empiricamente
apos a avaliagdo da etiologia mais provavel, considerando a prevaléncia da resisténcia
ao antimicrobiano entre os organismos mais freqientemente envolvidos com a doenca.
A primeira consideragao quando se seleciona um antimicrobiano para o tratamento da
PAC é o espectro antimicrobiano (CUNHA, 2004), o qual deve incluir os microrganismos

causadores mais comuns, como por exemplo, o Streptococcus pneumoniae.

A definigcao etioldgica implicaria menores custos e menor toxicidade, por permitir
melhor selecdo do agente antimicrobiano, além de potencialmente reduzir a indugao de
resisténcia bacteriana. Todavia, a realizagdo de testes que procuram identificar a
etiologia ndo deve retardar o inicio do tratamento. Desse modo, a grande maioria dos

tratamentos inicia de modo empirico.



Apesar dos antimicrobianos especificos serem prescritos, na grande maioria das
vezes, apenas quando o diagnodstico etioldgico € obtido, ndo existem estudos
randomizados que demonstrem que a comprovacédo da etiologia da PAC resulte em
menor mortalidade quando comparada com a evolucdo dos pacientes com
antibioticoterapia empirica adequada instituida precocemente. Em um estudo com
pacientes admitidos em UTI, melhor racionalizacdo do tratamento apds o isolamento

etiolégico foi verificada, com menor mortalidade (RELLO et al., 2003).

Ndo é necessario realizar investigagcbes microbioldgicas de rotina em cada
paciente com PAC. Essas investigacdbes devem ser guiadas pela gravidade da
pneumonia, fatores epidemioldgicos de risco e resposta ao tratamento. O diagndstico
etiologico é desnecessario em doentes ambulatoriais, pela alta eficacia do tratamento
empirico e baixa mortalidade (<1%). O diagndstico etioldgico tem valor limitado em
pacientes internados (LIDMAN et al., 2002), mas deve ser buscado em pacientes com
PAC grave. Em casos que nao respondem ao tratamento empirico adequado, pesquisas
de diversos agentes no escarro, incluindo BAAR (bacilo alcool-acidos resistente) e

fungos e culturas devem ser solicitadas.

O Streptococcus pneumoniae ndo apenas € 0 microrganismo mais encontrado na
PAC (Tabela 3), mas também estd associado com doencas severas causadas por
outros patdogenos (FINE et al., 1996; HEFFELFINGER et al., 2000). Dois tergos dos
desfechos fatais associados com PAC ocorrem entre pacientes com doencgas devido ao
Streptococcus pneumoniae (MARRIE, 1999). O aumento da prevaléncia de resisténcia a
penicilina e outros farmacos para o Streptococcus pneumoniae tem refletido em

complicagcbes consideraveis ao tratamento da PAC (GARAU, 2002).

Tabela 3. Microrganismos mais comuns em PAC, em ordem decrescente.

PAC ambulatéria (leve) Internados, ndo em UTI Internados em UTI (grave)
S. pneumoniae S. pneumoniae S. pneumoniae
M. pneumoniae M. pneumoniae Bacilos -negativos
C. pneumoniae C. pneumoniae H. influenzae
Virus respiratorios (Virus respiratorios) Legionella sp
H. influenzae H. influenzae S. aureus

Legionella spp
(Adaptado do Jornal Brasileiro de Pneumologia, 2004)




A diretriz para PAC em pacientes imunocompetentes, publicada no Jornal
Brasileiro de Pneumologia, 2004, estabelece tratamentos para pacientes néao
internados, pacientes internados e pacientes internados em UTI. Para pacientes nao
internados em tratamento ambulatorial, recomenda-se o uso de um macrolideo como
monoterapia, quando ndo houver co-morbidades. Macrolideo mais um B-lactamico ou
fluorquinolona isolada é recomendado para tratamento inicial empirico de pacientes com
doencas associadas que nao preenchem critérios para internagdo. Amoxicilina-
clavulanato ou outro B-lactdmico associado a inibidor de B-lactamase deve ser preferido

para pacientes com suspeita de aspiragao e infecgdo por anaerébios (__, 2004).

Para pacientes internados em enfermarias, o tratamento deve ser feito com
antimicrobianos administrados por via parenteral. Um macrolideo como azitromicina ou
claritromicina associado a um B-lactdmico como cefotaxima, ceftriaxona, ampicilina-
sulbactam ou uma fluorquinolona respiratoria isolada (gatifloxacino, levofloxacino,
moxifloxacino) deve ser prescrito para pacientes sem uso recente de antimicrobianos
(__,2004).

Pacientes internados em UTI sem fatores de risco com PAC grave e sem risco de
etiologia por pseudomonas, o tratamento sugerido é semelhante ao indicado para os
tratados em enfermarias. Pseudomonas aeruginosa raramente causa PAC grave (3%);
porém, na presenca de fatores de risco especificos, tratamento com agentes
antipseudomonas deve ser prescrito. A apresentagdo clinica da PAC grave é
caracterizada pela presenga de insuficiéncia respiratdria, sepse grave ou choque
séptico, correspondendo a 10% dos casos de pneumonias tratados em hospital (FINE et
al., 1996).

Fluorquinolonas respiratorias, tais como o levofloxacino e o gatifloxacino, sao
antimicrobianos com grande atividade contra Streptococcus pneumoniae, incluindo
cepas e isolados resistentes a penicilina e macrolideos, Haemophillus influenzae,
Legionella spp., e agentes atipicos. Além disso, as fluorquinolonas possuem numerosas
propriedades farmacocinéticas vantajosas, incluindo a alta penetragéo pulmonar e a alta
biodisponibilidade, bem como baixa resisténcia potencial perfil de seguranga desejavel.
Assim, as fluorquinolonas respiratérias em geral devem ser consideradas
antimicrobianos apropriados de primeira escolha para o tratamento monoterapéutico da
PAC em pacientes hospitalizados e ndo hospitalizados (Tabela 4), bem como em

combinagdo com um B-lactamico em pacientes que requerem admissao em unidade de



tratamento intensivo (NIEDERMAN et al., 2001; MANDELL et al., 2003; ALFAGEME et

al., 2005).

Tabela 4. Tratamento empirico em PAC para adultos imunocompetentes

Local de tratamento

Recomendacio terapéutica

Paciente ambulatorial
Previamente sadio

Sem terapia prévia

Terapia antibidtico recente
ou Doencas associadas
(DPOC, DM, 1CC, neoplasia)
Contra-indicacdo para
fluoroquinolona

Suspeita de aspiracio

Influenza + superinfeccédo
bacteriana

Macrolideo: azitromicina 500mg VO 1x/dia-5 dias*, ou
claritromicina 500mg VO 12/12h 7-10 dias, ou telitromicina
800mg VO 1x, 5 dias”

Fluroquinolona respirataria:
Levofloxacino 500mg VO 1x/dia 7 dias, ou gatifloxacino
400mg VO 1x/dia 7 dias, moxifloxacino 400mg VO 1x/dia 7 dias

Betalactdmico + macrolideo: cefuroxima 500mg VO 2x/dia +
macrolideo ou amoxicilina 500mg VO 8/8h + macrolideo

Betalactimico mais inibidor de betalactamase (ex.: amoxicilina-
clavulanato 1g VO 12/12h) ou clindamicina 600mg VO 6/6h

Betalactidmico ou fluoroquinolona respiratoria

Paciente internado
Enfermaria
Sem terapia previa

Terapia antibidtico recente

Fluoroquinolona respiratéria:

Levofloxacina 500mg IV 1x/dia ou gatifloxacino 400mg 1V
1x/dia, ou moxifloxacino 400mg 1V 1x/dia OU

Betalactdmico + macrolideo:

Ceftriaxona 2g IV/dia + claritromicina 500mg 1V 12/12h ou +
Azitromicina 500mg 1V 1x/dia

Semelhante, a depender da terapia prévia

UT1 — Sem risco de
P. aeruginosa

UTI - Com risco de
P. aeruginosa

Betalactdmico + macrolideo ou fluoroquinolona:
Ceftriaxona 2g 1V/dia + claritromicina 500mg 2x/dia ou +
Levofloxacino 500mg/dia ou gatifloxacino 400mg 1V 1x/dia
ou moxifloxacino 400mg IV 1x/dia

Agente antipseudomonas + ciprofloxacina ou agente

antipseudomonas + aminoglicosideo + fluoroquinolona ou macrolideo:

ceftazidima 1-2g IV 8/8h, ou cefepima 2g 1V 12/12h ou
piperacilina-tazobactan 4,5g IV 8/8h, ou imipenem 500mg IV
6/6h, ou meropenem 1g IV 6/6h + ciprofloxacina 400mg 1V
12/12h + claritromicina 500mg 1V 12[12h

ou ceftazidima 1-2g 1V 8/8h, ou cefepima 2g IV 12/12h ou
piperacilina-tazobactam 4,5g IV 8/8h, ou imipenem 500mg
IV 6/6h, ou meropenem 1g IV 6/6h + **amicacina 500mg IV
2x + levofloxacino 500mg 1x/dia

* Ma presenca de resposta evidente apos 48-72 horas.

** Evitar em idosos e insuficiéncia renal.

(Adaptado de HEFFELFINGER et al., 2000).



2.5. Dosagens de Fluorquinolonas para o Tratamento da Pneumonia Adquirida na

Comunidade

Regimes de dosagens tradicionais das fluorquinolonas para tratar a PAC
compreendem levofloxacino 500 mg, gatifloxacino 400 mg, ou moxifloxacino 400 mg, a
cada 24 horas, com duracao de 7-14 dias. A duragao da terapia é variavel, dependendo
da severidade da doenca e das caracteristicas especificas do paciente, como por
exemplo, idade e co-morbidades (HANS, 2004).

AWUNOR-RENNER (1979) relatou que quando a duragdo da terapia para
tratamento da PAC era mais prolongada havia, de certa forma, uma tendéncia dos
pacientes em descontinuar a mesma. Foi demonstrado que a adesdo ao tratamento
com regimes de doses recomendadas € inversamente proporcional ao numero total de
doses administradas diariamente (CLAXTON et al., 2001; KARDAS, 2003).

O aumento da resisténcia antibacteriana tem levado a novas estratégias de
tratamento que limitam a emergéncia de resisténcia. A Organizacdo Mundial da Saude
(WHO, 2000) recomenda o uso de antimicrobianos potentes pelo menor periodo
possivel de tratamento efetivo. Teoricamente, regimes posolégicos contemplando altas
doses e curtos periodos poderiam promover uma nova opc¢ao de tratamento para a
PAC. Considerando que as fluorquinolonas sao antimicrobianos concentragao
dependente, em que a relagdo entre a ASC de concentragdo plasmatica e a CIM
(ASC24/CIM) ou a razdo entre o pico de concentragdo plasmatica e a CIM (Cpax/CIM)
sdo os indices PK/PD que melhor descrevem a efetividade do farmaco, o aumento do
tamanho da dose diaria devido a redugao do intervalo entre doses causaria aumento
proporcional na ASC e no Cnax, levando, em teoria, a erradicagdo mais rapida e
completa do microrganismo. A redugdo do periodo total de tratamento diminuiria a
quantidade total de antimicrobianos utilizada e, assim, reduziria as exposi¢des
desnecessarias da flora comensal ao farmaco. O uso de antimicrobianos por menos
tempo tem a vantagem adicional de poder aumentar a adesao do paciente ao
tratamento (REYES et al.,, 1997; SCHRAG et al., 2001), que pode diminuir as falhas
clinicas e reduzir o risco de desenvolvimento de resisténcia devido a interrupcao

prematura da terapia antimicrobiana.



A atividade concentracao dependente das fluorquinolonas as tornam excelentes
candidatos para investigar a utilidade de regimes com altas doses e curto periodo de
tempo. A analise farmacodinamica in vitro tem mostrado que a dose de 750 mg do
levofloxacino promove a erradicagao do Streptococcus pneumoniae mais rapidamente e
promove a morte efetiva de organismos menos suscetiveis, incluindo cepas de

Streptococcus pneumoniae resistentes ao ciprofloxacino (LISTER, 2002b).

Uma triagem clinica comparou a eficacia e a seguranga do levofloxacino quando
administrado na dose de 750 mg por 5 dias com a dose de 500 mg administrada por 10
dias (DUNBAR et al., 2003). Ambos os regimes posoldgicos resultaram em eficacia
clinica e erradicagdo microbiana (> 90%) comparavel, em relagdo ao microrganismo
causador da PAC. Quando os pacientes foram estratificados de acordo com a
severidade da doenga, a dose de 750 mg administrada por 5 dias demonstrou ser
efetiva para PAC severa. Esta dose também demonstrou ser bem tolerada e consistente
com o perfil de seguranca estabelecido para este antimicrobiano. O perfil de seguranga
da dose de 750 mg do levofloxacino administrado uma vez ao dia é comparavel aos
perfis de seguranga obtidos para as doses de 250 ou 500 mg administradas pelo
mesmo periodo (CHIEN et al., 1998). Desta maneira, a seguranca da maior dose parece
nao limitar a terapia com o levofloxacino por um curto periodo de tempo. Além disso, a
FDA aprovou o uso do levofloxacino para PAC, inclusive para tratamento da pneumonia
nosocomial, com a dose de 750 mg uma vez ao dia. Entretanto, eventos adversos
podem restringir o uso de doses maiores de outras fluorquinolonas respiratérias,
devendo ser avaliada cada situacdo em particular quando doses diferentes das

preconizadas sao utilizadas.

O regime de dosagem considerado ideal para fluorquinolonas respiratorias
fornece atividade bactericida adequada, eficacia clinica e segurancga/tolerabilidade
aceitaveis, sem promover o desenvolvimento de resisténcia. Desta forma, os regimes
posologicos aprovados para as fluorquinolonas respiratérias compreendem
levofloxacino 500 e 750 mg, gatifloxacino 400 mg ou moxifloxacino 400 mg, uma vez ao
dia por 7-14 dias, e parecem satisfazer os critérios de seguranga anteriormente

comentados.



2.6. Quinolonas

Os primeiros agentes antibacterianos a serem usados como farmacos
quimioterapéuticos em meados de 1920 foram os agentes sintéticos, as sulfonamidas.
Desde a descoberta da penicilina e a sua entrada na clinica na década de 1940, o
campo tem sido dominado nos ultimos 50 anos pelos produtos naturais e seus
derivados semi-sintéticos (APPELBAUM & HUNTER, 2000).

A era dos antimicrobianos quinoldénicos comecou com a descoberta inadvertida
do acido nalidixico em 1962, durante a sintese da cloroquina, um agente antimalarico
(APPELBAUM & HUNTER, 2000; O'DONNELL & GELONE, 2000; OWENS &
AMBROSE, 2000). O acido nalidixico nunca se tornou um bom agente para tratar
infecgdes sistémicas, devido ao seu estreito espectro antibacteriano, pobre
penetrabilidade tecidual, rapida emergéncia de resisténcia bacteriana e frequentes
efeitos adversos no sistema nervoso central, mas contribuiu para a construcdo de
modificagdes estruturais que subsequentemente melhoraram as propriedades
terapéuticas e diminuiram os efeitos adversos das quinolonas (O'DONNELL &
GELONE, 2000). Um melhor entendimento da relagdo estrutura-atividade e estrutura-
toxicidade permitiu que as modificagcbes na estrutura das quinolonas melhorasse as
caracteristicas farmacocinéticas, tolerabilidade, espectro de acao e a toxicidade de cada
novo agente (OWENS & AMBROSE, 2000).

Diferentes sistemas de classificagdo tém sido utilizados na literatura para
descrever a evolugéo da classe das quinolonas, mas, sob a 6tica cronolégica, pode-se
identifica-las em distintas geracdes: primeira geracdo (acido nalidixico), segunda
geragéo (acido oxolinico, cinoxacino e norfloxacino), terceira geragéo (ciprofloxacino,
levofloxacino e ofloxacino) e quarta geracdo (moxifloxacino e gatifloxacino)
(BLONDEAU, 2004).

2.6.1. Levofloxacino

O levofloxacino (Figura 9) é considerado uma fluorquinolona de terceira geragéo,
cuja formula molecular é C4gH2FN3O4 - 72 H,O, com peso molecular de 370,38.

Quimicamente o levofloxacino é o (-)-(S)-9-fluor-2,3-diidro-3-metil-10-(4-metil-1-



piperazinil)-7-oxo-7H-pirido[1,2,3-de]-1,4-benzoxazina-6-acidocarboxilico hemihidratado.
O levofloxacino é o isbmero D,L — do ofloxacino racemato. O isbmero L é
significativamente mais ativo que o isbmero D e € o componente ativo do ofloxacino
(WIMER & GARRISON, 1998).

O levofloxacino esta aprovado para o tratamento de individuos adultos com
pneumonia adquirida na comunidade, exacerbagdes bacterianas agudas de bronquite
cronica, pielonefrite crénica, infecgcdes complicadas no trato urinario ou infecgoes
complicadas e ndo complicadas na pele (WIMER & GARRISON, 1998).

00
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Figura 9. Estrutura molecular do levofloxacino.

2.6.2. Gatifloxacino

O gatifloxacino, inicialmente denominado de AM-1155 ou CG 5501 (RONALD et
al.,, 1999) é uma 8-metoxifluorquinolona (Figura 10) com espectro de atividade
antibacteriana frente a bactérias gram-positivas e gram-negativas (SOEJIMA & SAITO,
1999; DUGGIRALA et al., 2007). Quimicamente o gatifloxacino é (+) —1-ciclopropil-6-
fluor-1,4-diidro-8-metoxi-7-(3-metil-1-piperazinil)-4-oxo-3-acidoquinolinocarboxilico
sesquihidratado. Sua formula molecular € C19H22FN3O4 com peso molecular igual a
375,39, apresentando-se na forma sesquihidratada CioH2FN304.3/2 H,O. E um pd
cristalino, branco a levemente amarelado que existe na forma de racemato sem rotacao
otica consideravel, cuja solubilidade é pH dependente. Possui ponto de fusdo de 162 °
(The Merck Index, 2001).



Figura 10. Estrutura molecular do gatifloxacino.

O gatifloxacino foi aprovado pela FDA em 1999 para ser comercializado
inicialmente pela Bristol-Myers Squibb Company (Princeton, USA) com o nome
comercial Tequin®. O farmaco esta disponivel nas formas farmacéuticas injetavel,
preparagao ocular e comprimidos de 200 e 400 mg, sendo comercializado na forma de

racemato.

As indicagdes do uso do gatifloxacino, segundo aprovacdo pela FDA,

contemplam (Muller, 2000):

- exacerbagao bacteriana aguda de bronquite crénica causada por
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Haemophilus
parainfluenzae, Moraxella catarrhalis ou Staphylococcus aureus;

- sinusite aguda causada por Streptococcus pneumoniae ou
Haemophilus influenzae;

- pneumonia adquirida na comunidade causada por Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Haemophilus parainfluenzae,
Moraxella catarrhalis, Staphylococcus aureus, Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydia pneumoniae ou Legionella pneumophila;

- infecgdes complicadas e nao complicadas do trato urinario
causadas por Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ou Proteus
mirabilis;

- pielonefrite causada por Escherichia coli;
- gonorréia cervical e uretral ndo complicada;

- infecgdes retais agudas ndo complicadas em mulheres.

Embora também tenha sido aprovado para tratar conjuntivite, o gatifloxacino é
mais comumentemente utilizado para tratar queratite e prevenir infecgcbes em cirurgias
de catarata (MATHER et al., 2002; LEVINE et al., 2004).



2.7. Propriedades Farmacocinéticas e Farmacodinamicas do Levofloxacino e do

Gatifloxacino

As fluorquinolonas respiratorias apresentam excelente biodisponibilidade,
permitindo que doses equivalentes sejam administradas pelas vias i.v. e p.o.
Caracterizam-se por excelente penetracdo na maioria dos tecidos e fluidos corporais.
Elas distribuem-se, preferencialmente, no interior dos macréfagos alveolares e no fluido
epitelial pulmonar, os quais compreendem sitios de infecgdo da PAC (ZHANEL et al.,
2002). Os longos tempos de meia-vida das fluorquinolonas, combinado com as suas
propriedades farmacodindmicas, permitem que a administracdo destes antimicrobianos

possa ser feita uma vez ao dia.

Alguns dos antimicrobianos que s&o comumentemente empregados para o
tratamento da PAC (por exemplo, p-lactdmicos) tém atividade bactericida tempo
dependente. Para estes agentes, os melhores resultados clinicos sdo obtidos quando se
mantém as concentra¢des séricas do farmaco acima da CIM para o microrganismo
considerado, pelo maior periodo de tempo possivel. Isto pode ser conseguido quando
se empregam doses menores e freqlentes destes agentes. As fluorquinolonas, no
entanto, exibem atividade dependente da concentragcdo, sendo os indices PK/PD
(Cmax/CIM e ASC,4/CIM) os melhores preditores de sua eficacia clinica. Em decorréncia
de ainda nao se ter demonstrado conclusivamente qual destes dois indices PK/PD
melhor se aplica para a terapia empregando as fluorquinolonas, ambas as relagdes
procuram ser maximizadas. O Streptococcus pneumoniae € efetivamente erradicado e a
emergéncia de resisténcia € prevenida quando se atinge um indice > 30 para
ASC24/CIM (GUNDERSON et al., 2001). Para infecgdes causadas por microrganismos
gram-negativos, um indice > 125 para ASC24/CIM ou Cnax/CIM de 10 sdo necessarios

para a erradicacao efetiva (HANS, 2004).

Dados de sobrevivéncia in vitro (HURST et al., 2002) sugerem que o gatifloxacino
e o moxifloxacino sdo mais ativos que o levofloxacino, considerando os valores da
CIMgy de 0,25 a 0,5 pg/mL contra o Streptococcus pneumoniae, comparado com 1,0
Mg/mL para o levofloxacino. No entanto, o levofloxacino encontra concentragdes séricas

(Cmax) € ASC maiores que o gatifloxacino nas doses recomendadas para tratamento da



PAC. No entanto, todas as fluorquinolonas respiratdrias encontram valores de ASC

suficientes para ultrapassar a razao ASC/CIM de 30.

O levofloxacino € rapidamente absorvido do trato gastrintestinal de humanos
apos administragao oral. A biodisponibilidade absoluta de uma dose oral de 500 mg de
levofloxacino é de aproximadamente 99% (OKAZAKI et al., 1991; RARITAN, 1996; FISH
& CHOW, 1997; CHIEN et al., 1997a). Os perfis de contragdo plasmatica do farmaco
ap6s administracao intravenosa e oral sao similares, podendo ser consideradas vias
intercambiaveis. A administragcdo com alimentos diminui a absor¢do (ASC) em 14%,
porém nao de maneira significativa, e prolonga o pico de concentragao sérica em uma
hora (RARITAN, 1996).

O volume de distribuigdo do levofloxacino varia de 1,09 - 1,26 L/kg apos
administragdo de doses unicas e multiplas de 500 mg do farmaco, indicando alta
penetracdo tecidual (OKAZAKI et al., 1991; RARITAN, 1996). As concentragdes
pulmonares do levofloxacino sdo descritas como sendo de duas a cinco vezes aquelas
encontradas no soro. A ligagdo a proteinas plasmaticas € de aproximadamente 30%,
sendo concentragéo independente (ZHANEL & NOREDDIN, 2001).

O levofloxacino sofre metabolismo em pequena extensao, com 79 a 87% da dose
administrada sendo recuperada de maneira inalterada na urina. O tempo de meia vida
de eliminagédo (t'2) estd compreendido entre 6-9 horas (DAVIS & BRYSON, 1994;
RARITAN, 1996; GOODWIN et al., 1994; CHIEN et al.; 1997b), permanecendo
inalterado apos administragbes repetidas (CHIEN et al., 1998). O clearance corporal
total € de aproximadamente 8,5 L/h, com um clearance renal médio de 7,14 L/h (DAVIS
& BRYSON, 1994). Os parametros farmacocinéticos obtidos apdés a administragcao oral
ou intravenosa do levofloxacino como dose unica ou dose multipla podem ser

visualizados na Tabela 5.



Tabela 5.

Parametros farmacocinéticos do

levofloxacino em humanos apos
administragdo de dose unica ou multipla intravenosa (i.v.) ou oral (p.o.).

Regime Cmax Tmax () ASC Cl/F t'2 (h) Clrenal Fonte
(ug/mL) (ug/h/mL) (mL/min) (mL/min)

Dose

Unica

250 mgp.o.  28+04 16+10 272+39 156+20 7,3+0,9 142+ 21 RAfg'ggN'
RARITAN.

500mgpo.  51+08 13+06 479+68 178+28 63+0,6 103+ 20 1996
CHIEN et

750mgpo.  7A+14 19+07 820+140 157+28 7,7+13 118+28  al., 1998
CHIEN et

1000 mg p.o. 89+19 17+04 111,0+21,0 156+34 79+15 113+26  al, 1998
RARITAN.

500 mg i.v. 62+10 10+01 483+54 175+20 64+07 112425 1996

Dose

multipla

500 mg p.o.

24/24h 66+18 12+05 535+103 116435 7.9+13 NA CHILD et

. al., 1995

x 3 dias

500 mg p.o.

24/24h 57+14 11+04 475+67 175%25 7.6+16 116+ 31 RA%';?""

x 10 dias

750 mg p.o.

24/24h 86+19 19+07 910+180 143+29 88+13 116+28 CHIENet

. al., 1998

x 10 dias

1000 mg p.o.

24/24h 118425 17406 1180+190 146429 89+25 116+23 CHIENet

. al., 1998

x 10 dias

500 mg ..

24/24h 6.4+0,8 NA 546+111 158429 7.0+08 99+28 RARITAN,

x 10 dias 1996

NA = nao avaliado

O gatifloxacino, cuja biodisponibilidade é de 96% (LACRETA et al., 2000), possui

caracteristicas farmacocinéticas que permitem que a sua administracdo seja feita a

cada 24 horas. Em humanos, a farmacocinética € linear e dose independente na faixa
de 200 a 800 mg (GAJJAR et al.,, 2000; SARAVOLATZ & LEGGETT, 2003) quando
administrado por um periodo de até 14 dias (SARAVOLATZ & LEGGETT, 2003).

As informagbes a respeito da farmacocinética do gatifloxacino, considerando

doses e vias de administragdes diferentes, estdo compiladas na Tabela 6 e 7. Como



pode ser observado, o gatifloxacino apresenta, apds a administracédo de dose unica de
400 mg p.o., volume de distribuicdo (Vdg/F) de 2,2 L/kg, clearance (CI/F) de 10,4 L/h,
tempo de meia-vida (t1;2) de 8,4 + 2,2 h, concentragdo plasmatica maxima (Cmax) de 3,3
+ 0,5 mg/L e tempo para pico maximo (Tmax) de 118 £ 39 min (NAKASHIMA et al.,
1995). Apds a administracdo de dose multipla de 400 mg p.o., os parametros
farmacocinéticos do gatifloxacino foram clearance (CI/F) de 12,0 + 1,8L/h, tempo de
meia-vida (t12) de 7,1 £+ 0,6 h, concentragdo plasmatica maxima (Cmax) de 4,2 + 1,3 mg/L
e tempo para pico maximo (Tmax) de 90 min (Bristol-Myers Squibb, 2000). Os perfis de
concentracdo versus tempo dos enantibmeros R- e S- do gatifloxacino sao
essencialmente idénticos apds administracdo oral em dose unica de diferentes doses do
racemato (Figura 11) (STAHLBERG et al., 1999).

&

Enantiomero R

B 200mg
O 400mg
A 600mg
® 800mg

30 36

44 Enantibmero S

Concentragdes plasmaticas médias gatifloxacino (ug/mL)

0 6 12 18 24 30 36

Tempo (h)

Figura 11. Concentragbes plasmaticas médias dos enantibmeros do gatifloxacino apés
administragdo oral de dose unica de 200, 400, 600 e 800 mg do racemato de
gatifloxacino (Adaptado de STAHLBERG et al., 1999).

A ligagdo a proteinas plasmaticas € de 20% e independe da concentragao,

distribuindo-se amplamente pelo organismo em muitos tecidos corporais e fluidos,



originando concentragdes totais maiores nos tecidos alvos do que no soro (PERRY et
al., 1999; PICKERILL et al., 2000; FISH & NORTH, 2001; SARAVOLATZ & LEGGETT,
2003), conforme pode ser visualizado na Tabela 8. As concentragbes maiores
encontradas nos macrofagos alveolares, parénquima pulmonar e fluido que reveste o
epitélio pulmonar s&o importantes para patdégenos que crescem extra e
intracelularmente (KUHNKE & LODE, 2004).

A acumulacéo intracelular das fluorquinolonas € essencial para a sua atividade
antimicrobiana e tem sido demonstrada ocorrer por difusdo simples através da
membrana celular da bactéria (PIDDOCK et al., 1999), com alguma captacao através de

canais porinicos da membrana externa da bactéria (BRYAN et al., 1989).

Tabela 6. Parametros farmacocinéticos do gatifloxacino em humanos apos
administragao de dose multipla oral (p.o.).

Dose Comax Tmax Vvd Cl tV2p ASCq-24 fe Fonte
(mg) (mg/L)  (min) (L/kg) (L/h) (h) (mg/h/L) (%)
400 p.o.° 42+19 - - 8,8+2,9° - 51,3+ 20,4 - Dados em
arquivo*
400 poP 42+13 90 - 120+18 71+06 344+ 57 80+12 Dadosem
arquivo*

2CI/F; ®voluntarios sadios; °pacientes com infecgéo; fe = fragdo do farmaco excretada inalterada na urina;
* Dados em arquivo disponibilizados em material fornecido pela Bristol-Myers Squibb Company
(Princeton, USA).



Tabela 7. Parametros farmacocinéticos do gatifloxacino em humanos apos
administragao de dose unica intravenosa (i.v.) ou oral (p.o.).

Dose Cmax  Tmax Vd Cl tVap ASCiot F fe fo Fonte
(mg) (mg/L) (min) (L/kg) (L/h)° (h) (mg/hiL)y (%) (%) (%)

400 3,97+ 78+ - 116+31 94+18 355+ 96 - - - TRAMPUZ
p.o. 1,25 30 et al., 2002
400 410+ 108+ - - 6,8+0,7 314+36 - 65+15 - WISEetal,
p.o. 0,86 56 1999
400 33+ 118+ 22° 10,4 84+22 324+ 4,1 - 83+4 20 NAKASHIMA
p.o. 0,5 39 etal., 1995
400 38+ 60 - 126+ 7,8+13 33+6 9% 72+18 - Dados em
p.o.d 1,0 24 arquivo*
400 55+ - 1,5+ 11,7 + 74+16 351+6,7 - 6217 - Dados em
iv.d 1,0 0,22 2,0 arquivo*
200 22+ 60 19+ 128+22 111+ 159+26 - 727 - Dados em
iv.d 0,3 0,12 41 arquivo*
200 2,0+ 60 - 145+24 - 142+ 04 - 7411 - Dados em
p.o.d 0,4 arquivo*

3\/d/F; °CI/F; CVdﬁ/F; dvoluntarios sadios, fe = fracdo do farmaco excretada inalterada na urina; fb =
fracdo do farmaco ligada a proteinas. * Dados em arquivo disponibilizados em material fornecido pela
Bristol-Myers Squibb Company (Princeton, USA).



Tabela 8. Relacgao fluido-tecido/soro do gatifloxacino em humanos.

Fluido ou tecido Relagéo fluido-tecido/soro (faixa)?
Respiratério
Macréfagos alveolares 26,5 (10,9-61,1)
Mucosa brénquica 1,65 (1,12-2,22)
Fluido do epitélio pulmonar 1,67 (0,81-4,46)
Parénquima pulmonar 4,09 (0,50-9,22)
Catarro (dose multipla) 1,28 (0,49-2,38)
Pele
Fluido de blister cutaneo 1,00 (0,50-1,47)
Reprodutivo
Ejaculado 1,07 (0,86-1,32)
Fluido seminal 1,01 (0,81-1,21)
Vagina 1,22 (0,57-1,63)
Cérvix 1,45 (0,56-2,64)

@ Média das razdes individuais coletadas por um periodo de 24 horas apds administracdo de dose Unica
(100, 150, 200, 300 ou 400 mg) ou multipla (150 ou 200 mg) de gatifloxacino, exceto para fluido de blister
cutaneo onde esta apresentada a ASC média. Dados em arquivo disponibilizados em material fornecido
pela Bristol-Myers Squibb Company (Princeton, USA).

Considerando os aspectos farmacodinémicos, a enzima DNA girase foi o primeiro
alvo terapéutico identificado para as quinolonas, baseado em estudos genéticos iniciais
com mutantes de Escherichia coli resistente ao acido nalidixico (HOOPER, 1999). O
levofloxacino e o gatifloxacino demonstram atividade bactericida por ligarem-se
equivalentemente as topoisomerases Il (DNA girase) e IV. A girase € um tetramero
composto de duas subunidades — GyrA e GyrB, enquanto que a topoisomerase |V
apresenta as subunidades ParC e ParE. Por se ligarem a estas enzimas, estas
fluorquinolonas interferem com a replicagao, reparo e transcricdo do DNA, resultando
em morte bacteriana (HOOPER, 1993; HOOPER, 1999; ANDRIOLE, 1999;
APPELBAUM & HUNTER, 2000; ROUSSEAU, 2002; SCHIMITZ et al., 2002;
SARAVOLATZ & LEGGETT, 2003; BLONDEAU, 2004).



Devido a emergéncia de resisténcia em pneumococos em todo o mundo, as
novas fluorquinolonas tornaram-se uma opg¢ao preferencial para o tratamento. Por outro
lado, bactérias resistentes a fluorquinolonas tém surgido em diferentes partes do
mundo. Embora a resisténcia a esta classe de farmacos ainda seja pequena, poder-se-a
tornar um problema futuramente, caso seu uso seja feito de maneira incorreta. Na
tentativa de diminuir a velocidade de resisténcia as novas fluorquinolonas, recomenda-
se que as mesmas sejam utilizadas apenas em infeccbes pneumocécicas com
microrganismos resistentes a penicilina (penicilina CIM > 4 pg.mL‘1), ou em pacientes
que sao alérgicos a agentes alternativos, ou em casos em que os regimes alternativos
nao se mostraram eficazes (HEFFELFINGER, 2000). Neste sentido, € importante
considerar as fluorquinolonas como agentes de primeira escolha quando houver alta
freqiéncia de resisténcia a pneumococos, ou em pacientes idosos e€ com co-
morbidades, nos quais patdgenos resistentes ou ndo usuais podem estar presentes
(KUHNKE & LODE, 2004).

A resisténcia as quinolonas ocorre através de dois mecanismos principais.
Primeiramente, as mutacdes nos genes bacterianos que codificam as enzimas DNA
girase e topoisomerase IV e, secundariamente, por bombas de efluxo ativo, o que
acarreta uma diminuicdo das concentracdes intracelulares do farmaco (KUHNKE &
LODE, 2004).

O mecanismo mais importante de resisténcia desta classe de farmacos é
mediado através de alteragdes nos genes que codificam as enzimas, ocorrendo em uma
area denominada de “regido determinante de resisténcia as quinolonas” (QRDR). Em
algumas espécies, as primeiras alteracbes ocorrem na GyrA e, ocasionalmente, na
GyrB, enquanto em outras elas ocorrem na subunidade ParC e, menos
comumentemente, na ParE. Ainda, parece haver um alvo preferencial: em patégenos
gram-positivos, mutagdes ocorrem mais frequentemente na topoisomerase 1V, enquanto
que alteragdes na DNA girase sdo mais comuns em bactérias gram-negativas (DRLICA
& ZHAO, 1997). A resisténcia as fluorquinolonas para Streptococcus pneumoniae esta
baseada em mutagcdes nos genes de ambas as enzimas - topoisomerase IV e DNA
girase (JONES et al., 2000).

Diversos estudos estdo publicados na literatura envolvendo testes de

susceptibilidade de Streptococcus pneumoniae ao levofloxacino e ao gatifloxacino, cujas



CIMgy — Concentracédo Inibitéria Minima para inibicdo do crescimento de 90% das

amostras testadas podem ser encontradas nas Tabelas 9 e 10, respectivamente.

Tabela 9. Atividade in vitro do levofloxacino contra Streptococcus pneumoniae.

Espécie de N° de ClMgo Faixa da CIM Fonte
Streptococcus cepas (ng/mL)

testadas (ng/mL)
S. pneumoniae 475 1 - ODLAND et al., 1999
S. pneumoniae 550 1 - KOETH et al., 2002
S. pneumoniae 2245 1 <0,12 - 32 LOW et al., 2002
S. pneumoniae - 1 0,12-8 MOROSINI et al., 2001
S. pneumoniae ? 236 2 - MILATOVIC et al., 2000
S. pneumoniae a 129 1 0,5-16 BLONDEAU et al., 2000
S. pneumoniae b 250 1 0,12 ->16 MILATOVIC et al., 2000
S. pneumoniae b 1027 2 - ODLAND et al., 1999
S. pneumoniae °© - 1 0,12 -1 MAROSINI et al., 2001

. . N . b . ~ . N
aStreptococcus pneumoniae resistente a penicilina; “Streptococcus pneumoniae ndo resistente a
penicilina; CStreptococcus pneumoniae resistente a eritromicina.



Tabela 10. Atividade in vitro do gatifloxacino contra Streptococcus pneumoniae.

Espécie de N° de cepas ClIMgp Faixa da CIM Fonte
Streptococcus testadas /mL
p (ug/mL) (ng )

S. pneumoniae 301 0,50 0,12-16 JONES et al., 1999a

S. pneumoniae 1717 0,50 0,06 ->4 JONES et al., 1999b

S. pneumoniae 475 0,50 - ODLAND et al., 1999

S. pneumoniae 550 0,50 - KOETH et al., 2002

S. pneumoniae ? 236 0,50 - ODLAND et al., 1999

S. pneumoniae ? 4 0,50 0,25-0,5 BLONDEAU et al.,

. 2000
S. pneumoniae * 24 0,50 0,125-3
. BASSETTI et al., 2001

S. pneumoniae 207 0,50 0,125 -1 sa
HOELT MANI ot al

S. pneumoniae ® 176 0,50 0,03 - 1 REINERT et al., 2000

S. pneumoniae ® 1027 0,50 - ODLAND et al., 1999

S. pneumoniae ® 334 0,50 <0,016-8 BLONDEAU et al,

S. pneumoniae " 51 0,38 0,094-05 2000

S. pneumoniae 207 0,50 025-2  BASSETTIetal, 2001
HOFLI MAN et _al

S. pneumoniae © 180 0,25 <0,063-0,5 JOHNSON et al,

2001

K R \ . s b . ~ R N
dStreptococcus pneumoniae resistente a penicilina; Streptococcus pneumoniae ndo resistente a
penicilina; CStreptococcus pneumoniae resistente a macrolideos.
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Synopsis

Objective: The aim of this work was to pharmacologically compare levofloxacin and
gatifloxacin against Streptococcus pneumoniae, common bacteria in community-acquired
pneumonia, by PK/PD modeling the time-kill curves obtained using an in vitro infection

model.

Methods: An in vitro infection model was used to simulate free pulmonary fluctuating
concentrations expected after multiple dosing regimens of both drugs in human or constant
concentrations multiples of MIC against Streptococcus pneumoniae. An En.x model was
employed to fit the time-kill curves obtained using Scientist®. The PK/PD parameters and the

PK/PD indices of the dosing regimens simulated were compared.

Results: Levofloxacin ECsp (3.57 £ 2.16 mg/L) was higher than gatifloxacin (0.95 + 0.56
mg/L) when multiple dosing regimens were simulated. The same was observed when
constant concentrations were simulated (ECsgevofioxacin = 2.75 * 0.45 mg/L; ECsg gatifioxacin =
1.03 £ 0.52 mg/L). The kmax Was statistically similar for both drugs independent of whether
fluctuating (Kmax,evofioxacin = 0.40 % 0.19 h™; Kmaxgatifioxacn = 0.48 = 0.15 h™) or constant
concentrations (Kmax jevofioxacin = 0.34 £ 0.06 h': Kmax,gatifioxacin = 0.39 + 0.23 h'1) were simulated.
None of the PK/PD indices was capable of predicting the infection outcome for all the

situations investigated.

Conclusions: The PK/PD model was able to describe the effect of levofloxacin and
gatifloxacin against Streptococcus pneumoniae in vitro for all the simulations investigated.
Gatifloxacin was more potent than levofloxacin but both presented equivalent efficacy. The
PK/PD indices were not able to predict or compare the different regimens outcome observed.
The model can be used for simulating alternative regimens and optimizing therapy to treat

community-acquired pneumonia.
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Introduction

Community-acquired respiratory tract infections including community-acquired
pneumonia (CAP) are prevalent conditions and constitute a substantial socio-economic
burden. Although improvements in antibiotic and supporting treatment have occurred in the
past years, CAP is an increasingly common reason for hospital admission’ and still remains
a major cause of both mortality and morbidity worldwide. Several factors, including extremes
of age and co-morbidity, contribute to its high mortality risk.??

Despite the emergence of newly identified pathogens related to CAP, Streptococcus
pneumoniae remains the most common etiologic agent.*® Respiratory fluoroquinolones such
as levofloxacin and gatifloxacin are effective antimicrobial agents indicated for the treatment
of lower respiratory infection, particularly CAP.® Levofloxacin (3 generation) and gatifloxacin
(4™ generation) are also used for the treatment of chronic bronchitis; sinus, urinary tract,
kidney and skin infections.”® Both drugs have a broad-spectrum of antimicrobial activity
against gram-negative as well as gram-positive pathogens.®

Antimicrobial agents are evaluated based on pharmacokinetic-pharmacodynamic
(PK/PD) indices, which are direct ratios between antimicrobials pharmacokinetic parameters
and their minimum inhibitory concentrations (MIC). Using PK/PD indices, antimicrobial
activity can be classified as time-dependent, when the time-span (T) of bacteria exposure to
drug concentrations exceeding MIC (T > MIC) is the most relevant index to predict infection
outcome, or concentration-dependent, when the ratio between antimicrobial free peak
plasma level (fCnax) and MIC (fC./MIC) or the ratio between area under the free plasma
concentration time curve (FAUC) and MIC (fAUC/MIC) better forecast bacteria eradication.
Although both fC.,o/MIC and fAUCq.24n/MIC correlate with successful therapeutic outcomes
for fluoroquinolones, studies advocate that the fAUC.4,/MIC ratio is the best index to predict
fluoroquinolones therapeutic outcome.’"'? Data from in vitro, animal and clinical studies
suggest that an fAUC..4/MIC between 25 to 34 is fluoroquinolones target ratio to warrant

bacterial eradication in CAP caused by Streptococcus pneumoniae.’”® Other authors,
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however, suggest that for community-acquired pneumonia due to this bacteria an fAUC,.
24n/MIC ratio = 30 are predictive of infection outcome.™®

Even though the MIC is a good pharmacodynamic parameter to describe drugs
antibacterial potency, it is a threshold concentration with poor precision, determined under
static in vitro conditions in a setting that hardly reflects the dynamic situation encountered at
the in vivo infection site. In vivo, bacteria are exposed to fluctuating peak and trough
concentrations and the antibacterial activity is a result of a dynamic concentration- and time-
dependent process.?’ The PK/PD indices which use the MIC, consequently, are limited by
the same boundaries. Furthermore, the PK/PD indices define target value that ensure
bacteria eradication, not allowing for comparisons between different dosing regimens of the
same drug, efficacy comparison of different drugs used to treat the same infection or
outcome prediction for alternative regimens.

Aiming to overcome these limitations, PK/PD modeling is becoming a powerful tool to
evaluate the pharmacological activity of antimicrobial agents. In this approach, the
pharmacodynamic effect determined in time-kill experiments, conducted in vitro exposing
bacteria to fluctuating concentrations mimicking the drug half-life observed in vivo, is
modeled taking into consideration the pharmacokinetics of the antimicrobial at the infection
site. As a result, a mathematical description of the antimicrobial effect-time profile is obtained
and pharmacologically meaningful parameters such as the maximum effect (maximum killing
rate) and concentration necessary to produce maximum effect are derived. These
parameters allow not only to describe the antibacterial behavior of the drug under
investigation but also to compare drugs of the same class for treating a specific infection as
well as to simulate the effect over time of alternative regimens.

Considering that most infections happen in peripheral tissues or organs and not in the
blood stream and that only free concentrations exhibit pharmacological effect, antimicrobial
free tissue levels should be used in PK/PD modeling. In general, fluoroquinolones have
extensive tissues penetration showing AUCqece tissue/AUCHeeplasma ratios close to 1.

Levofloxacin showed ratios between 0.85 in skeletal muscle?’ and 1.1 in subcutaneous
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adipose tissue? in humans. Free pulmonary concentrations of levofloxacin have been
determined by microdialysis in healthy individuals after cardiac surgery.”® Using the data
presented in this paper, levofloxacin estimated pulmonary penetration was determined to be
0.82. Our group previously demonstrated that gatifloxacin easily penetrates into pulmonary
Wistar rat tissue.” Free pulmonary levels of the drug could be predicted using PK
parameters derived from total plasma concentrations and were similar to free plasma levels.
The lung penetration factor was found to be 1.08.

It was the purpose of this study to pharmacologically compare levofloxacin and
gatifloxacin effect against Streptococcus pneumoniae by PK/PD modeling the time-kill curves
obtained using an in vitro experimental infection model where the expected lung free levels

of both drugs following different dosing regimens in humans were simulated.

Materials and Methods

Bacterial strains and bacterial growth media

Streptococcus pneumoniae ATCC® 49619 was kept frozen at - 70 °C in sterile skin
milk (Acumedia®, Michigan, USA) with a drop of sheep sterile blood. For the experiments, the
strain was transferred to Mueller-Hinton agar plate supplemented with 5% sheep blood
(McBarth, Porto Alegre, Brazil) and it was incubated for 18-24 hours at 35 + 1 °C in a CO,
atmosphere. For the inoculum preparation, isolated colonies were resuspended in sterile
saline to reach a turbidity equivalent to on 0.5 McFarland (10® Colony Forming Units/milliliter

- CFU/mL) scale.

Antimicrobials and susceptibility testing

Levofloxacin (99.7%) was donated by Cristalia® (S0 Paulo, Brazil) and gatifloxacin
(100%) was donated by Brystol-Myers Squibb (Sdo Paulo, Brazil). The MIC of levofloxacin
and gatifloxacin were determined in triplicate using the broth macrodilution method according

to procedures outlined by the Clinical and Laboratory Standards Institute?®. The MIC was
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defined as the lowest concentration of drug that inhibited visible macroscopic growth of an
inoculum of approximately 10° CFU/mL after an appropriate incubation period (18-24 h) at 35

1 °C in a CO, atmosphere.

In vitro model of infection

A simple one-compartment in vitro model of infection was used to study the
pharmacodynamic effect of levofloxacin and gatifloxacin against Streptococcus pneumoniae
following administration of multiple intermittent dosing of the drugs or constant
concentrations. The in vitro model consisted of a 50 mL culture flask containing 20 mL of
Todd-Hewitt Broth (Difco™). The medium was prepared according to the manufacturer's
instructions and autoclaved at 121 °C prior to use. A syringe connected to a sterile 0.22 ym
filter was adapted to the upper side of the flask to allow for the withdrawal and replacement
of broth solution for the simulation of decreasing concentrations at fixed time intervals.
Bacterial count was kept unchanged in the medium because the broth was both withdrawn
and added through the filter. An aliquot of 100 pL of the Streptococcus pneumoniae
suspension (102 CFU/mL) prepared as described previously was added to the system to
achieve a consistent starting inoculum of approximately 5 x 10° CFU/mL.

To ensure that bacteria were in the logarithmic growth phase prior to antimicrobial
exposure, experiments were previously performed to determine the lag time between
inoculation and drug addition to the model. After 2 h incubation, a time zero sample was
taken and the drug was added to the flask. Bacteria were exposed to different initial
concentrations of both fluoroquinolones corresponding to the expected drugs free peak
levels in pulmonary tissue after administration of different dosing regimens to humans. In
order to reproduce the half-life of each drug, a stepwise dilution procedure was followed. At
30 min intervals, aliquots of the experimental media containing the drugs were withdrawn
and replaced by drug-free sterile broth solution at 35 + 1 °C during 24 h of experiment. In
another set of experiments, bacteria were exposed to different constant concentrations of

both drugs and the kill curves were built up to 12 h.
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To assess bacterial density over time, samples were collected from each set of
experiment every 2 h up to the end of the experiment and serially 10-fold diluted in sterile
normal saline. Two experiments were followed up to 4 h collecting samples every 30 min
(levofloxacin 1000 mg g24h and gatifloxacin 200 mg q24h). Aliquots of each diluted sample
were plated in duplicate for quantitative culture. The volume of aliquots used for bacterial
counts was either 20 or 100 yL, depending on the dilution used. All experiments were
conducted in triplicate. Together with each treatment one control experiment was carried out
to assure bacteria growth in the in vitro model in the absence of the antimicrobials.

After 18-24 h incubation in Mueller-Hinton agar plates supplemented with 5% sheep
blood (McBarth, Porto Alegre, Brazil) at 35 + 1 °C with CO, atmosphere, the number of
CFU/mL in the samples was determined. The number of colonies in each microdilution at
each time point was determined by averaging the counts obtained from friplicate
experiments. The lowest level of detection was 200 CFU/mL. Time-kill curves were
constructed by plotting log1o CFU/mL against time. Logarithmic reductions in bacterial counts

were determined by subtracting 24 h CFU/mL values from the starting inoculum.

Pharmacokinetics of the fluoroquinolones in the in vitro infection model

In order to simulate the pharmacokinetics of levofloxacin and gatifloxacin in the in
vitro infection model, the drugs were added to the experimental flask aiming to reach the free
pulmonary peak concentration (fC,,.x) expected for each drug regimen simulated.

Levofloxacin expected free concentrations in lung were calculated based on the
experiments conducted by Hutschala et al.** using microdialysis in patients who received
conventional 500 mg once-daily dosing of the drug. The free lung levels of levofloxacin in this
study showed elimination following two slopes, with 30 min and 7 h half-lives, respectively. In
order to simulate this elimination profile in vitro, in the first step-dilution 10 mL of media
where withdrawn and replace by fresh broth. In the following steps, 0.97 mL of the medium
was exchanged by fresh broth.

Levofloxacin free levels in the in vitro infection model were described by Equation 1:
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C=a-e“' +b-e?! Eq. 1

where C is the expected free lung concentration in humans at any time t; a and b are the
intercepts for the first and second elimination rates, respectively; a and  are the constant
rates representing the first and the second elimination, respectively. The values of the hybrid
constants a, b, a and 3 were calculated based on the free pulmonary data reported for the
500 mg dose?. Assuming linear pharmacokinetics, peak levels for the other dosing regimens
were calculated.

Gatifloxacin free peak pulmonary levels in humans were assumed to be similar to free
plasma levels, based on the drug tissue penetration experiments conducted by our group?
and were determined using plasma concentrations reported by Zhang et al.?* corrected by a
protein binding of 20%.%” An elimination half-life of 7.5 h was simulated for gatifloxacin in the
in vitro infection model by withdrawn and replacement of 0.95 mL of broth every 30 min.

Gatifloxacin free levels in the in vitro infection model were described by Equation 2:

—ke-t
max "€ © Eq. 2

O
I
O

where C is the expected free lung concentration in humans at any time t; C...x is the peak
free concentration after dosing, and ke is the elimination rate constant.

The dosing regimens simulated and the corresponding free peak concentrations of
each drug added to the in vitro model are shown in Table 1. For each dosing regimen
simulated in vitro, the PK/PD indices calculated are also presented in Table 1. The AUC over
24 h for both fluoroquinolones were determined by trapezoidal rule.

For the experiments where constant concentrations were simulated, both drugs were
added to the infection model at levels corresponding to multiples of MIC (0.5, 1 and 2 times

the MIC) and kept constant through the experiments, conducted in triplicate. The same
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procedures described for fluctuating concentrations were employed here to determine the

CFU/mL counts every two hours up to 12 h.

Determination of antimicrobials concentration in the in vitro infection model

In order to assure that the stepwise dilutions used in the in vitro infection model
closely resemble the elimination kinetics of both drugs expected in humans, samples of broth
taken from each one of the treatments were assayed for levofloxacin or gatifloxacin,
respectively. A high-performance liquid chromatography method was developed and
validated to analyze these samples. The system employed a reversed-phase Shim-Pack
CLC-ODS column (Shimadzu®) and fluorescence detection (295 nm excitation wavelength
and 480 nm extinction wavelength). All chemicals and solvents were of HPLC or analytical
grade. The mobile phase consisted of 2.5 mM phosphoric
acid:methanol:acetonitrile:triethylamine (64.8:15:20:0.2, v/v/v/v) pumped at a flow rate of 1.0
mL/min. Proteins present in the 200 yL broth samples were precipitated with 600 uL of
methanol. Samples were vortexed, centrifuged (6800 x g, 21 °C, 12 min) and 40 uL of the
supernatants were injected in the Shimadzu® HPLC system. Levofloxacin was used as
internal standard when gatifloxacin was evaluated and vice-versa.

Levofloxacin assay was linear (r 2 0.9987) over a concentration range of 0.25 to 6.0
mg/L. The intra and inter-assay precision for the 0.6, 1.5 and 4.5 mg/mL quality control
samples do not exceed 1.08%, 1.01%, and 0.48%; and 1.99%, 2.01%, and 3.23% of the CV,
respectively. Gatifloxacin assay was linear (r = 0.9988) over a concentration range of 0.15 to
3.0 mg/L. The intra and inter-day precision for the 0.4, 1.2 and 2.5 mg/mL quality control
samples do not exceed 2.06%, 1.35%, and 4.21%; and 1.1%, 0.57%, and 1.63% of the CV,

respectively.
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Pharmacodynamic data analysis
The experimental mean effect for each dosing regimen investigated was fitted to an
Emax model using the non-linear regression software Scientist® v. 2.01 (Micromath®, Salt Lake

City, USA):

ﬁ: KO—M N Eq. 3
dt EC,; +C

where dN/dt is the change in the number of bacteria as a function of time, ko (h™') is the
bacterial growth rate constant in the absence of antibiotic, Knax (h'“) is the maximum killing
rate constant (maximum effect), ECs, (mg/L) is the concentration of antimicrobial necessary
to produce 50% of the maximum effect, C (mg/L) is the concentration of drug at any time (t)
and N (CFU/mL) is the number of viable bacteria at the beginning of the experiment
(inoculum). For the experiments simulating fluctuating levofloxacin free pulmonary levels, the
term C was replaced by equation 1, and in the experiments simulating free pulmonary
gatifloxacin levels, by equation 2. For the constant concentration simulations the term C was
kept constant at a level corresponding to each multiple of MIC investigated.

For the control experiment, without the drugs, bacterial growth was fitted to equation
4 in which the variation in the number of bacteria in the infection model (dN/dt) is a function

only of the bacterial growth rate constant (k) and the inoculum (N):
—=Ko.N Eq. 4

The ko was determined by simultaneous fitting of all control experiments conducted.
When fitting the killing-curves, ko, was fixed at 0.057 h™', and the other parameters (ECso and

kmax) Were estimated individually for each dosing regimen investigated.
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The coefficient of determination (R?) and the model selection criterion (MSC), given
by the software Scientist®, as well as the correlation between observed and calculated values
were used as criteria for the goodness of fit. The higher the MSC, the more appropriate is the
selected model to describe the data. No weighting factor was used for fit all the data sets.

The PK/PD parameters determined by modeling the killing effect of both drugs were

compared by Student “t” test (o = 0.05).

Results

The MIC for levofloxacin (1.0 mg/L) against Streptococcus pneumoniae ATCC®
49619 was two-fold that determined for gatifloxacin (0.5 mg/L), in agreement with previously
reported values.?® The half-lives determined experimentally for levofloxacin (6.9 + 0.1 h) and
gatifloxacin (7.4 £ 0.1 h) by quantifying the drugs in the in vitro model after stepwise dilution
were in agreement with the values simulated, confirming that the stepwise dilutions were
adequate to mimic the fluctuating free concentrations expected in lung for both drugs.

Streptococcus pneumoniae time-kill curves after multiple dosing are illustrated in
Figures 1 and 2 for levofloxacin and gatifloxacin, respectively. Figure 3 shows the time-Kkill
curves when constant concentrations were simulated. All levofloxacin multiple dose regimens
produced bacterial killing during the initial 8 h of treatment with different intensity depending
on the regimen investigated. For gatifloxacin, bacterial killing was observed during the initial
16 h following multiple dosing.

A 3-log reduction (99.9%) in the number of Streptococcus pneumoniae in the medium
was observed for all treatments simulated except for levofloxacin 250 mg g24h, 250 mg
g12h, and 500 mg q24h, and for gatifloxacin 50 mg q24h. For constant concentrations, a 3-
log reduction in CFU was observed for levofloxacin and gatifloxacin when concentrations

similar to MIC and 2 x MIC were evaluated.
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The PK/PD parameters obtained by modeling levofloxacin and gatifloxacin
bactericidal effect to fluctuating and constant concentrations are presented in Tables 1 and 2,
respectively. The PK/PD indices calculated for each dosing regimen investigated for both
fluoroquinolones are also presented in Table 1.

It can be observed in Figures 1-3 that the PK/PD model adequately described both
fluoroquinolones antimicrobial effect with MSC values for the curve fitting bigger than 2.3.
The kmax determined for both drugs using different regimens was statistically similar (o =
0.05) (Table 1 and 2). The ECs5, determined for levofloxacin (3.57 £ 2.16 mg/L) was higher
than that determined for gatifloxacin (0.95 + 0.56 mg/L) when multiple-dosing were simulated
in vitro (Table 1), as well as when constant concentrations were simulated (Table 2) where
ECosoevofioxacin Was 2.75 + 0.45 mg/L and ECso gatifioxacin Was 1.03 + 0.52 mg/L. Independently of
the regimen investigated (constant or fluctuating concentration), the ECs, of each

fluoroquinolone was statistically similar (o = 0.05).

Discussion

Traditionally, selection of drug and dosing regimen for antimicrobial therapy is based
on a static in vitro pharmacodynamic parameter, the MIC. In vivo, however, bacteria are
exposed to fluctuating antimicrobial concentrations, considering peaks and troughs after a
multiple dose regimen. The PK/PD modeling of the more realistic time-kill curves has the

advantage of describing the pharmacodynamic effect by parameters such as ECsy which
describes the potency of the drug, and kmax that represents drug efficacy, allowing for

comparison of drugs used to treat a particular infection, under similar experimental
conditions. The present study aimed to pharmacologically compare the fluoroquinolones
levofloxacin and gatifloxacin against a common pathogen of CAP, Streptococcus
pneumoniae, using the PK/PD modeling of the time-kill curves approach.

The results obtained by fitting the experimental data to the E.x model showed that

the model was adequate to describe the curves of antimicrobial effect for both drugs
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independently of the dosing regimen investigated (Figures 1-3). The pharmacological effect

2829 and norfloxacin®® were already evaluated

of other fluoroquinolones such as ciprofloxacin
by similar En.x models.

The comparison of the PK/PD average parameters obtained from the time-kill curves
fitting showed that both drugs were equally efficacious but gatifloxacin was more potent than
levofloxacin to treat Streptococcus pneumoniae infection when multiple-dose regimens or
constant concentrations multiples of MIC where simulated in vitro (Tables 1 and 2).

The pharmacodynamic effect of these quinolones can be viewed from a different
perspective. When contrasting both drugs dosing regimens with equivalent fC,,,/MIC indices
one can reach a different conclusion. Comparing, for instance, the regimens that produced
fCmax/MIC close to 3 times the MIC for levofloxacin (250mg g12h or 250 mg q24h) and
gatifloxacin (200 mg g24h) one can observe that gatifloxacin effect was more pronounced,
showing bigger knax values (Table 1, Figures 1 and 2). Similar behavior can be observed
when constant concentrations multiples of MIC were used. Comparing the time-kill curves for
the equipotent concentration of twice the MIC (Figure 3), for example, the number of CFU of
Streptococcus pneumoniae decreased faster for gatifloxacin than for levofloxacin, resulting in
a bigger kmax (Table 2). The same can be observed for the other concentrations investigated.
According to this observations, gatifloxacin seems to be more potent and efficacious than
levofloxacin to treat CAP produced by this bacteria strain.

The use of PK/PD indices to select the best dosing schedule for antimicrobial therapy
is still one of the main approaches in clinical practice. When levofloxacin was first approved
by FDA, the dosing regimen recommended was 500 mg g24h. Assuming that the fAUC,.
24n/MIC index is the best predictor of the drug effect, fractionating the total daily dose should
not interfere with the final effect. In the same manner, if the fC,.x/MIC were the best index,
500 mg once a day would be more effective. The results observed in Figure 1 for levofloxacin
167 mg g8h (A), 250 mg g12h (B) and 500 mg gq24h (D) showed that reducing the dosing
interval had a significant impact on levofloxacin bactericidal activity, being the more frequent

administration, thrice a day, the more effective treatment simulated for a daily dose of 500
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mg. These data could not be predicted or explained by anyone of the three PK/PD indices
because the fAUC.24n/MIC was the same for all treatments (30 h), the fC,,.,/MIC was bigger
and the T > MIC was longer for the single daily dose which was shown to be the less
effective of the three dosing regimens simulated. The explanation for this effect is unclear so
far.

When increasing the single daily dose of levofloxacin from 500 mg to 750 mg or to
1000 mg the drug was found to be more effective against Streptococcus pneumoniae, due to
higher exposures that resulted in fAUCy.4n/MIC of 45 and 60, respectively. These results
agree with those reported by Lister'” who suggested that when levofloxacin fAUCq.4n/MIC
ratio falls bellow 30, the likelihood of bacteria eradication is diminished. Fractionating these
higher total daily doses resulted in less effective treatments as can be seen in the time-kill
curves after 375 mg q12h (Figure 1E) or 500 mg q12h (Figure 1G) as well as in the values of
kmax reported in Table 1, although a reduction > 3-log CFU was observed for these regimens
in the time interval evaluated. In this case it seems that the fC,.,/MIC index was a better
predictor of the infection outcome rather than fAUC 24n/MIC. Our findings corroborate those
obtained by Noreddin et al.*' that concluded that a daily dose of 750 mg of levofloxacin leads
to higher probability of pharmacodynamic target attainment and improved bacteriological
outcome against Streptococcus pneumoniae in patients with CAP, besides decreasing the
length of therapy.

Gatifloxacin recommended clinical dosing regimens are 200 or 400 mg daily dose.
The dose range evaluated in the present study was 50-400 mg/day. For the 400 mg daily
dose, the killing effect was so pronounced that it was not possible to count bacteria in the
model after 2 h of experiment (data not shown). The 50 mg q12h, 100 mg g24h and 200 mg
g24h dosing regimens simulated in vitro produced > 3-log reduction in CFU in 24 hours
(Figure 2).

Gatifloxacin 50 mg g12h and 50 mg g24h, which are dosing regimens with peak
concentration of 0.35 mg/L, smaller than the drug MIC for Streptococcus pneumoniae,

produced CFU reduction for a period longer than 12 h (Figure 2). This suggests that
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gatifloxacin sub-inhibitory concentrations produce a bactericidal effect and confirm that the
MIC is a threshold value that has to be view with care. For all regimens investigated but 200
mg qg24h bacteria re-growth was observed by the end of the experimental period. The
effective 200 mg g24h and 400 mg g24h were the only gatifloxacin regimens with fAUC,.
2n/MIC close to or bigger than 30. In this context, our results support the recommended
gatifloxacin 200 or 400 mg g24h as regimens effective for Streptococcus pneumoniae
eradication and suggest that the fAUCq.4/MIC ratio is a good predictor of the infection
outcome for this fluoroquinolone.

In the experiments where constant concentrations multiples of the MIC were
simulated the time-kill curves for both fluoroquinolones showed a large difference in the CFU
count after 12 h when comparing the effect of concentrations representing 0.5 x MIC and 1 x
MIC (Figure 3). While a concentration equivalent to half the MIC only slowed down bacteria
growing, concentrations similar to MIC or twice the MIC actually produced killing, with the
higher concentrations producing bacteria eradication after 6 or 8 h for gatifloxacin and
levofloxacin, respectively. Although gatifloxacin was apparently more efficacious and potent
when comparing both drug for the same MIC multiple, neither the ECso nor the ki,ox Were in
average statistically different (o = 0.05). The comparison of these parameters with those
obtained for each drug after fluctuating concentrations were not statistically different either.
These results indicate that if these fluoroquinolones were used as constant rate infusion,
concentrations equivalent to twice the bacteria MIC would be effective.

One important limitation of the present approach is related to the fact that in vitro
experiments are usually performed in a milieu devoid of cells and humoral factors which
potentiate antimicrobial activity. Consequently, in vitro models may underestimate the overall
antimicrobial effect in an immunocompetent host. Even so, the results obtained using the in
vitro model to build the time-kill curves and subsequently modeling with an E; .« PK-PD
model agreed with the results reported from clinical studies and allowed for a better
comparison of dosing regimens for these two fluoroquinolones. The results also indicate that

the target values of the PK/PD indices fC,ox/MIC and fAUCg.,4n/MIC can not be universally
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applied to predict bacteria eradication for either one of the drugs investigated besides their

inability to serve as a guide to compare drugs in the same antimicrobial class.

Conclusions

The PK/PD E.x model employed adequately described levofloxacin and gatifloxacin
time-killing curves when fluctuating or constant concentration where simulated against
Streptococcus pneumoniae in an in vitro model of infection generating parameters that
allowed for the comparison of these fluoroquinolones potency and efficacy following different
dosing regimens. The model can be used for simulating regimens not investigated and for

optimizing both drugs regimens to treat Community-acquired pneumonia.
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Figures Legend

Figure 1. Levofloxacin fitted killing-curves following 167 mg q8h (A) 250 mg q12h (B), 250
mg g24h (C), 500 mg g24h (D), 375 mg q12h (E), 750 mg g24h (F), 500 mg g12h (G), and
1000 mg g24h (H). Control without drug (M) and treated group (®); n = 3 experiments/group;

errors bars indicate standard deviation.

Figure 2. Gatifloxacin fitted killing-curves following 50 mg g24h (A), 50 mg g12h (B), 100 mg
g24h (C), 200 mg qgq24h (D). Control without drug (m) and treated group (®); n = 3

experiments/group; errors bars indicate standard deviation.

Figure 3. Levofloxacin (left panel) and gatifloxacin (right panel) killing-curves for constant
concentrations multiples of the respective MIC: levofloxacin 1 mg/L and gatifloxacin 0.5
mg/L. Control without drug (®) and treated group: 0.5 x MIC (®), 1.0 x MIC (a) and 2.0 x MIC

(#); n = 3 experiments/group; errors bars indicate standard deviation.



536 Table 1. PK/PD indices associated with the simulated dosage regimens for levofloxacin and gatifloxacin and PK/PD parameters determined by

537  modeling the killing effect of levofloxacin and gatifloxacin against Streptococcus pneumoniae to an En.x model with fluctuating concentrations.

Simulated dose Dally dose meax meaX/N”C fAUCo.24h fAUCo.24h/M|C EC50 kmax MSC (Rz)
regimens (mg) (mg/L) (mg.hiL) (h) (mg/L) (h™)

Levofloxacin (MIC = 1.0 mg/L)

250 mg q24h 250 3.2 3.2 15 15 7.14 0.70 3.0 (0.97)
167 mg q8h 2.2 2.2 30 30 4.98 0.70 3.7 (0.97)
250 mg q12h 500 3.2 3.2 30 30 2.83 0.30 2.8 (0.90)
500 mg q24h 6.4 6.4 30 30 5.71 0.37 2.3 (0.90)
375 mg q12h _— 4.9 4.9 45 45 3.00 0.32 3.7 (0.97)
750 mg 24 h 9.8 9.8 45 45 2.20 0.30 5.0 (0.99)
500 mg q12 h 1000 6.4 6.4 60 60 0.87 0.17 4.6 (0.99)
1000 mg g24 h 12.8 12.8 60 60 1.79 0.35 5.1 (0.99)
Average + SD 3.57 £2.16*  0.40 +0.19

Gatifloxacin (MIC = 0.5 mg/L)

50 mg q24h 50 0.35 0.7 3.4 6.8 0.57 0.42 2.9 (0.92)
50 mg q12h 100 0.35 0.7 6.8 13.6 0.38 0.3 3.6 (0.96)
100 mg q24h 0.7 1.4 6.8 13.6 1.35 0.57 4.4 (0.98)
200 mg q24h 200 1.4 2.8 13.6 27.2 1.50 0.64 4.3 (0.99)
Average + SD 0.95+0.56*  0.48 +0.15

538 *Statistical difference (o = 0.05); SD = standard deviation; fCnax = free peak concentrations in plasma; fAUC = area under the free plasma concentration time curve.



Table 2. PK/PD parameters determined by modeling the Kkilling effect of constant
concentrations multiples of MIC of levofloxacin and gatifloxacin against Streptococcus

pneumoniae to an E,.x model

Drugs and dosing regimens ECso (Mg/L) Kmax (W) MSC (R?)
Levofloxacin (MIC = 1.0 mg/L)

0.5x MIC 2.49 0.29 4.4 (0.99)
1 x MIC 3.27 0.33 4.4 (0.99)
2xMIC 2.50 0.40 4.4 (0.99)
Average + SD 275+045* 0.34+0.06

Gatifloxacin (MIC = 0.5 mg/L)

0.5xMIC 0.64 0.16 5.6 (0.98)
1 x MIC 0.83 0.38 5.6 (0.99)
2xMIC 1.62 0.62 5.6 (0.99)
Average + SD 1.03+£0.52* 0.39+0.23

*Statistical difference (o = 0.05); SD = standard deviation.
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CAPITULO 7: CONSIDERACOES FINAIS



CONSIDERACOES FINAIS

O tratamento de doengas infecciosas ainda esta baseado, principalmente, em
tentativas e erros, nem sempre considerando abordagens mais cientificas. A selegéo
de esquemas posolégicos de antimicrobianos leva em consideragcdo a CIM,
parametro estatico determinado in vitro frente a concentragdes constantes do
farmaco. Essas concentragcbes nao representam o real perfil de exposicdo da
bactéria ao farmaco, pois comumentemente in vivo as concentracbes dos
antimicrobianos sdo flutuantes devido a administracdo de doses fixas a intervalos

fixos.

A presente pesquisa foi desenhada com o intuito de avaliar e comparar o
comportamento farmacolégico do levofloxacino e do gatifloxacino frente a uma
bactéria recorrente em pneumonia adquirida na comunidade (PAC). Para se chegar
a esse objetivo foi necessario conhecer, primeiramente, a farmacocinética e a
penetracdo pulmonar do gatifloxacino. As concentragdes livres pulmonares e
musculares foram determinadas por microdidlise em roedores, buscando-se
estabelecer uma relacdo entre as concentragdes plasmaticas totais e as livres
teciduais para esse farmaco. Os dados de concentragdo livre pulmonar do
levofloxacino em humanos ja estavam disponiveis na literatura. Posteriormente, as
concentracdes livres pulmonares esperadas para humanos para ambas as
fluorquinolonas foram simuladas em modelo de infeccdo experimental in vitro frente
ao Streptococcus pneumoniae. Para estabelecer a relagdo entre as concentragdes
livres simuladas in vitro (PK) e o efeito de morte bacteriana observado (PD),
empregou-se a modelagem PK/PD, que também foi utilizada para comparar as duas

fluorquinolonas.

Visando determinar a farmacocinética do gatifloxacino em roedores foi
desenvolvida e validada metodologia analitica por cromatografia a liquido de alta
eficiéncia acoplada a extracdo em fase sodlida (on line). Os parametros de
performance analitica como linearidade, limite de quantificagdo, exatidao e precisao
intra e interdia foram avaliados e a metodologia foi validada segundo o preconizado

pela FDA para matrizes bioldgicas. A estabilidade do farmaco em plasma também foi



avaliada e demonstrou ndo haver degradagao significativa dentro das condi¢des

avaliadas.

Na etapa seguinte do trabalho, realizou-se a determinagdo da
biodisponibilidade e dos parametros farmacocinéticos do gatifloxacino apés a
administragado das doses de 6 mg/kg pelas vias intravenosa e oral e 12 mg/kg pela
via oral, empregando ratos Wistar, devido aos dados restritos existentes na literatura
sobre a farmacocinética do gatifloxacino em roedores. Conhecer a faixa de
linearidade de doses e os parametros farmacocinéticos do farmaco era importante
para a etapa seguinte de avaliacdo de penetragdao tecidual do gatifloxacino. O
modelo aberto de dois compartimentos descreveu adequadamente o perfil
plasmatico apds administracio intravenosa do farmaco. Apds administracdo oral de
12 mg/kg o modelo aberto de um compartimento com absor¢géo de primeira ordem
apropriadamente modelou os dados experimentais. O farmaco apresentou
farmacocinética linear na faixa de 6-12 mg/kg, com biodisponibilidade oral em torno
de 30%.

Considerando que a maioria das infecgdes ocorre em nivel tecidual € ndo no
sangue, o conhecimento das concentragbes disponiveis do antimicrobiano na
biofase € importante para o desenho de melhores regimes posoldgicos.
Conhecendo-se a farmacocinética plasmatica do gatifloxacino em roedores,
determinaram-se as concentragcdes livres teciduais (musculares e pulmonares)
empregando a técnica de microdialise, a qual possibilita conhecer as concentragdes
farmacologicamente ativas em qualquer biofase do organismo. Diferentes
metodologias foram empregadas para avaliar a recuperagdo das sondas de
microdialise in vitro e in vivo, como dialise, retrodialise e fluxo liquido zero, sendo
avaliada a influéncia do fluxo na recuperacéo das sondas, bem como a dependéncia
da recuperacado em relagao a concentracao do farmaco. Os resultados evidenciaram
que a recuperacao € concentragcdo independente e que n&o ha diferenca
estatisticamente significativa entre as diferentes metodologias empregadas para a
determinacao da recuperacédo das sondas, que foi de aproximadamente 30%, tanto
para os métodos in vitro quanto por retrodialise in vivo, para um fluxo de 1,0 yL/min.
Os perfis de concentragdo livre pulmonar e muscular do gatifloxacino em ratos

Wistar se sobrepuseram, evidenciando que o farmaco penetra de modo semelhante



nos dois tecidos. As concentragcdes livres teciduais foram semelhantes as
concentracdes livres plasmaticas do farmaco, levando a determinacdo de um fator
de penetragcdo em torno de 1 para ambas as biofases. Finalmente, através de
modelagem matematica, foi possivel prever as concentragdes livres teciduais do
gatifloxacino baseando-se nas concentracbes plasmaticas totais observadas,

levando-se em consideragao a ligagao as proteinas plasmaticas.

Sabendo-se que a penetragcdo tecidual do gatifloxacino em roedores é
extensiva, que o farmaco nao apresenta dificuldades em permear as membranas
pulmonares e que o0s niveis teciduais e plasmaticos livres sdo semelhantes,
assumiu-se que a mesma relagcdo deveria ocorrer em humanos. Desse modo,
visando avaliar o efeito de morte bacteriana pulmonar causado por diferentes
posologias do gatifloxacino, utilizaram-se os dados farmacocinéticos plasmaticos do
gatifloxacino obtidos na literatura para prever as concentragdes livres pulmonares
esperadas em humanos. Essas concentragbes foram entdo simuladas em modelo
de infecgdo experimental in vitro contra Streptococcus pneumoniae ATCC® 49619.
As concentracdes livres do levofloxacino simuladas in vitro foram obtidas da
literatura em estudo conduzido em humanos utilizando microdialise pulmonar apos

cirurgia cardiaca.

No modelo de infeccdo experimental in vitro simularam-se as concentragdes
pulmonares esperadas apds o emprego de diferentes regimes posolégicos com
administracdo em doses multiplas de ambas as fluorquinolonas (concentragdes
flutuantes do farmaco no sistema), bem como concentragdes constantes multiplas
da CIM. As curvas de morte bacteriana por tempo obtidas foram modeladas
utilizando-se modelo PK/PD de Emax com auxilio de programa de regressao nao-

linear (Scientist®).

O modelo de Emax empregado descreveu adequadamente o efeito
farmacodinadmico temporal das duas fluorquinolonas no sistema in vitro, tanto para
concentracdes flutuantes como para concentragdes constantes dos farmacos. Para
o regime de doses multiplas, o gatifloxacino demonstrou possuir maior poténcia in
vitro (ECsp = 0,95 = 0,56 pg/mL) frente ao Streptococcus pneumoniae do que o

levofloxacino (ECso = 3,57 £ 2,16 ug/mL), embora as velocidades maximas de morte



bacteriana (kmax) para ambas as fluorquinolonas tenham se mostrado semelhantes
(Kmax, levofioxacino = 0,40 £ 0,19 h™ € Kmax, gatiowacino = 0,48 + 0,15 h™'). Para
concentragdes constantes, o ECsy foi maior (o = 0,05) para o levofloxacino que para
o gatifloxacino, com Knax estimados pelo modelo semelhantes para ambos os
farmacos: levofloxacino, ECsy = 2,75 + 0,45 pg/mL e kmax = 0,34 + 0,06 h™;
gatifloxacino, ECsp = 1,03 + 0,52 pg/mL e kmax = 0,39 + 0,23 h™'. Os resultados de
kmax demonstraram que ambos os farmacos sao igualmente eficazes no modelo

empregado.

Nenhum dos indices PK/PD foi capaz de prever o desfecho da infeccao
(reducdo do numero de UFC/mL) para todas as situagbes investigadas, o que
corrobora o fato de que os indices que utilizam a CIM nao refletem adequadamente
as interagdes que ocorrem na biofase onde o efeito € decorrente das concentracoes
flutuantes do farmaco frente a bactéria. Observou-se, também, que regimes
posologicos que apresentam o mesmo indice PK/PD como fCnax/CIM ou fASC,.
24/CIM levam a diferentes redugdes no numero de UFC/mL no periodo de tempo

investigado, confirmando as limitacbes dessa abordagem.

Em seu conjunto, os resultados desse trabalho de modelagem PK/PD de
quinolonas vém agregar a outros ja descritos na literatura. O modelo PK/PD foi
capaz de descrever adequadamente o efeito do levofloxacino e do gatifloxacino
contra Streptococcus pneumoniae in vitro para todas as simulagdes investigadas
permitindo a comparagado dos farmacos. Dessa forma, o modelo PK/PD pode ser
usado para simular regimes alternativos para essas fluorquinolonas visando otimizar

a terapia para tratar a pneumonia adquirida na comunidade.



ANEXO 1



Besides the extraction efficiency (EE) and retrodialysis (RD) methods employed to
assess gatifloxacin relative recovery from the microdialysis probes, a thirty method was
used, no-net-flux (NNF). The same system (probes and microinfusion pump) and flow rate
(2.0 pl/min) described earlier in the microdialysis article (Chapter 5) were employed to
perform the in vitro and in vivo experiments with NNF. Here are presented the specificity of

the method employed and the results of these experiments.

1. No-net-flux (NNF) in vitro

For the NNF experiment the microdialysis probes were placed into a lactate Ringer’s
solution containing 160 ng/ml of gatifloxacin. The microdialysis probes were perfused with
lactated Ringer's solution containing 0, 100, 200 and 400 ng/ml of gatifloxacin. An
equilibration time of 1 hour at 2.0 uyl/min was allowed before samples collection. For every
change in the perfusate concentration the probes (n = 3) were allowed to re-equilibrate with
the new concentration for 1 hour. A total of three dialysate samples were collected for each
concentration at 30 min intervals. The drug concentration in perfusate and in the gatifloxacin
solution in each tube was determined by HPLC. The recovery was determined by plotting the
net change in gatifloxacin perfusate and dialysate concentrations versus the perfusate
concentration. The slope of the curve represents the relative recovery and the intercept of
the curve with the x-axis represents the point of no-net-flux, which is equal to the free

gatifloxacin concentration in the solution tested.

2. No-net-flux (NNF) in vivo

To evaluate the probes recovery employing the NNF method in vivo, the drug
concentration in the target site needs to be at steady-state. This was achieved by a constant
infusion of the drug after the animals were anesthetized. The animals (n = 3) received a
loading dose (0.79 mg/kg) followed by a maintenance dose (0.25 mg/kg*h) gatifloxacin at a
flow rate of 5.0 uyl/min by the lateral tail vein using a catheter coupled to microdialysis
microinjection pump. Blood samples were collected for 8 hours by the carotid artery
previously cannulated at 0.75, 1.5, 3.5, 5.5 and 7.5 h after loading dose. The plasma was
separated by ultracentrifugation and analyzed by HPLC.

After established that steady-state concentrations were obtained with this protocol,
the NNF calibration experiment was performed in other group of animals. The anesthesia
and cannula inserting in rats skeletal muscle (n = 3) were carried out as described in our
article (Tasso et al., 2008). After the steady-state was reached (1.5 h), four different
gatifloxacin concentrations (0, 100, 200 and 400 ng/ml) were perfused through the probe at a

flow rate of 2 pl/min. Microdialysates were collected with 30 min intervals. After each change



in perfusate concentration the probes were allowed to equilibrate for 1 hour. The probe

recovery is the slope of the regression line obtained from the linear regression analysis.

3. Results

For the NNF experiments, the net changes in the dialysate and perfusate
concentrations were plotted against the perfusate concentration. The steady state condition
was obtained in vivo before the beginning of the NNF experiment. The average curves
obtained in vivo (y = -0.289x + 91.36, r = 0.981) and in vitro (y = -0.309x + 65.3, r = 0.997)
are shown in Fig. 1. The slope of the regression lines represents the drug recovery. The
recovery obtained by this method ranged from 28.2 to 34.3 % and 28.2 to 29.7 % for in vitro
and in vivo settings, respectively. The average recovery obtained by this method was 28.9 +

0.8 % and 30.9 £ 2.9 % for in vivo and in vitro, respectively.
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Fig. 1. Average no-net-flux plot for gatifloxacin in vitro (#) and in vivo (m) at a flow rate of 2.0

pI/min.

The NNF is considered a more precise method than EE or RD to determine the
recovery because the drug diffuses from both sides of the membrane. Independently on the
method employed (EE, RD or NNF), however, gatifloxacin recovery was around 30% in vitro

as well as in vivo.
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