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RESUMO

Objetivos: Avaliar a adequabilidade do modelo farmacocinético-farmacodinamico
(PK-PD) (NOLTING et al., 1996b) para modelar o efeito bactericida da piperacilina
(PIP) em ratos Wistar infectados experimentalmente com Escherichia coli ATCC
25922. Metodologia: Experimentos de Farmacocinética: Determinou-se as
concentragcdes plasmaticas totais e livres teciduais de PIP, através de microdialise
(MD), apo6s administragao de 240 mg/kg i.v. bolus a ratos Wistar granulocitopénicos
(ciclofosfamida) infectados no musculo esquelético (10° UFC/mL) com E. coli. As
amostras de plasma e de MD foram analisadas por CLAE. As sondas de MD foram
calibradas por retrodidlise. Experimentos de Farmacodinamica: Os animais
imunodeprimidos e infectados foram tratados com PIP nas doses de 120 ou 240
mg/kg, em intervalos de 4/4, 6/6 e 8/8 horas por 24 h. Em tempos pré-determinados,
os animais foram sacrificados (n = 3/tempo), o musculo infectado foi retirado,
homogeneizado e o numero de UFC/mL foi determinado em placas de agar-sangue,
apos diluigdes sucessivas. Um grupo nao tratado foi utilizado como controle.
Modelagem PK-PD: A partir dos dados farmacocinéticos e farmacodinédmicos
obtidos, avaliou-se efeito de morte bacteriana em funcéo do tempo com o auxilio do
programa de regressdo nao-linear SCIENTIST® v.2.0. Resultados e Discuss&o: Os
parametros farmacocinéticos apdés a administragao de PIP (240 mg/kg) foram t% de
40 + 8 min; CL de 0,46 + 0,021 (L/h/kg) e um Vdss de 0,30 £ 0,06 L/kg. O perfil de
PIP livre tecidual foi previsto a partir dos parametros plasmaticos utilizando ajuste
simultdneo dos dados de plasma e tecido e um fator de proporcionalidade de 0,342 +
0,101. Os paradmetros do modelo PK-PD obtidos foram: ECsp de 1,31 + 0,27 ug/mL e
kmax 1,39 + 0,20 h™'. Os valores dos parametros da modelagem PK-PD obtidos in
vivo diferiram dos descritos na literatura para o mesmo antibiético e bactéria quando
simulados in vitro. Conclusdes: O modelo Ex-modificado descreveu os perfis de
crescimento e morte bacteriana em fungdo do tempo obtidos nas diferentes
posologias testadas sendo adequado para modelagem PK-PD da piperacilina nas

condigdes experimentais investigadas.

Palavras-chave: modelagem PK-PD, antibiético b-lactamico, piperacilina,

farmacocinética, microdialise
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ABSTRACT

Purpose: The objective of this study was to model the killing effect of a B-lactam
antibiotic, piperacillin (PIP), in neutropenic and E. coli ATCC 25922 infected rats after
different dosing regimens using a modified Enax PK-PD model. Methodology:
Pharmacokinetic studies: Total plasma and free tissue concentrations of PIP,
determined by microdialysis, were investigated after i.v. bolus of 240 mg/kg of the
drug to immunecompromised (cyclophosphamide) and E. coli infected (10’ CFU)
Wistar rats. Microdialysis probes recoveries were determined by retrodialysis.
Plasma and tissue samples were analyzed by HPLC. Pharmacodynamic studies: The
infected rats were treated with iv bolus PIP 120 mg/kg or 240 mg/kg q8h, q6h, g4h.
Three animals were sacrificed at predetermined times up to 24 hours. The infected
muscle was removed, homogenized and the number of CFU/mL was determined by
plate counting after 24 hours of incubation at 37°C. A control group without treatment
was used. PK-PD modeling: PIP killing effect as a function of time was fitted using
the Enax-modified model with the aid of a non-linear regression computer program
SCIENTIST® v.2.0. Results and Discussion: The pharmacokinetic parameters
determined for PIP 240 mg/kg iv bolus were: t/2 of 40 £ 8 min; CL of 0.46 £ 0.021
(L/n/kg) and Vdss of 0.30 + 0.06 L/kg. Piperacillin free tissue levels were predicted
using plasma data ina a simultaneous fitting with a proportionality factor of 0.342 +
0.101. The parameters derived from PK-PD modeling were: bacterial killing rate
(kmax) Of 1.39 + 0.20 h™" concentration to produce 50% of de maximum effect (ECs)
of 1.31 £ 0.27 ug/mL. The PK-PD parameters determined in vivo were different from
those reported for the same bacteria and drug in vitro. Conclusions: The Epnax model
adequately described PIP antibacterial effect in animals for the different dosing

regimens investigated.

Key-words: PK-PD modeling, b-lactam antibiotic, piperacillin, pharmacokinetics,

microdialysis
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1. INTRODUCAO

H& alguns anos surgiram na literatura os modelos farmacocinéticos-
farmacodinédmicos (PK/PD) que sao aplicados na simulagdo e previsao de efeito,
bem como na otimizagdo de posologias de diversos farmacos (LECHAT et al.,1997).
Esses modelos estabelecem uma correlacdo matematica entre os elementos da
triade concentracgao efetiva do farmaco, efeito farmacolégico e tempo.

Para que o modelo seja desenvolvido, realizam-se estudos do perfil
farmacocinético do farmaco (PK), administrando-se diferentes posologias e
monitorando-se as concentracdes plasmaticas obtidas e, muitas vezes, as
concentracdes livres no plasma ou no local de acdo. Paralelamente, procede-se a
avaliacao farmacodindmica em funcdo do tempo (PD), apés a administracdo de
diferentes posologias, para determinar o efeito obtido devido a variacdo de
concentracdo do farmaco em estudo. De posse dos dados de PK e PD, busca-se a
correlagdo matematica entre as mesmas, de modo que o modelo desenvolvido
possa servir para otimizar a utilizagao terapéutica do farmaco.

No caso especifico dos antibidticos, o parametro farmacodinamico atualmente
utilizado para determinagdo da posologia € a Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)
(MATTIE,1981). Este parametro considera apenas a susceptibilidade do
microrganismo a uma concentracdo constante do farmaco, apesar de haver
comprovagao na literatura que em concentragdes abaixo da CIM os microrganismos
ainda apresentem crescimento (MATTIE, 1981). Desse modo, uma avaliagdo mais
concreta da relagdo concentragcdo do farmaco versus atividade microbiana faz-se
necessaria. Esta avaliagdo pode ser realizada através da modelagem PK/PD.

Uma vantagem do desenvolvimento de modelos PK/PD para antibioticos € o
fato de que o efeito em questdo é a morte do microrganismo. Dessa forma, a
avaliagao da eficacia poder ser realizada através da contagem de células viaveis no
local da infecgao apds a exposicao deste ao antimicrobiano em estudo. Através dos
modelos de infec¢do experimental desenvolvidos in vivo, fatores importantes como o
mecanismo de defesa antiinfeccioso e a metabolizagdo do farmaco podem ser
considerados, dando assim uma idéia mais realista a respeito da acdo do
antimicrobiano sobre 0 microrganismo.

Um modelo PK-PD para antibidticos B-lactdmicos foi desenvolvido por

NOLTING e colaboradores em 1996(a) baseando-se na equacao farmacodinamica
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sigmoidal de Emnax. Este modelo foi avaliado a partir da simulagdo in vitro de
diferentes perfis de concentragéo livre tecidual de piperacilina (PIP) esperados no
tecido infectado de seres humanos apds administragcao de doses tradicionais deste
farmaco. A infeccao experimental produzida in vitro foi tratada com o farmaco e o
efeito de morte bacteriana foi determinado. Da modelagem dos dados experimentais
realizados com o modelo Enjax modificado, trés novos parametros foram
determinados para a avaliagdo do efeito antimicrobiano: a velocidade de geragéo
bacteriana (k), o efeito maximo, através da velocidade de morte bacteriana maxima
(kmax) € a concentragdo de antibidtico necessaria para produzir 50 % do efeito
maximo (ECsp). Estes parametros descrevem, de modo mais abrangente que a CIM,
a relacao entre o antibiético e o microrganismo e podem ser usados para simulagdes
de posologias da piperacilina ndo avaliadas experimentalmente (NOLTING et.al.,
1996a).

O modelo de infeccdo experimental in vitro e o modelo PK-PD desenvolvido
foram utilizados com sucesso para avaliar a associagdo de piperacilina com
tazobactama (inibidor de B-lactamase) (DALLA COSTA et al., 1998). O modelo PK-
PD desenvolvido, no entanto, possui limitagdes que impedem sua aplicagao direta
na pratica clinica. As mais importantes estdo relacionados com: a) o modelo de
infeccao experimental in vitro utilizado para avaliar o efeito do antibidtico sobre os
microrganismos, pois sabe-se que o comportamento bacteriano in vitro difere
daquele observado in vivo, no processo infeccioso (SIMTH, 1996); b) a
determinacdo das concentragdes livres do farmaco simuladas na infecgao
experimental in vitro, pois as mesmas foram obtidas em tecidos sadios de animais,
ao invés de tecidos infectados.

Sabe-se que uma infecgdo causa alteragdes fisioldgicas no tecido onde
ocorre e que estas podem alterar a distribuicdo de farmacos (MATTIE, 1981). Desse
modo, o conhecimento das concentragdes livres de antimicrobianos no tecido
durante a infecgao é fundamental, pois estas sdao as concentragdes ativas contra o
microrganismo infectante. Visando obter um modelo de infecgdo experimental que
facilitasse tanto a avaliagdo farmacocinética como a farmacodinamica, no mesmo
animal experimental, ARAUJO e colaboradores (1999) adaptaram para ratos Wistar
0 modelo de miosite desenvolvido para camundongos por Vogelman e

colaboradores em 1988.
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Utilizando o modelo de miosite em ratos, DINIZ e colaboradores (2002)
avaliaram as concentragdes livres teciduais de PIP no musculo infectado de animais
imunodeprimidos utilizando a técnica de microdialise. Duas doses de PIP (60 e 120
mg/kg) foram investigadas 2 h apds a inoculagao dos animais (infeccao recente) e
24 h apds o inicio da infecgao (infeccao tardia). Nao foram observadas diferengas
significativas entre os perfis livres teciduais de PIP nos dois momentos de
investigacdo (2 e 24 horas apods o inicio da infeccdo) e constatou-se que estas
concentracbes podem ser previstas a partir de parametros farmacocinéticos
determinados com os dados plasmaticos.

A segunda limitacdo dos experimentos de infecgdo experimental realizados in
vitro, e utilizados por NOLTING e colaboradores 1996(a) para desenvolver o modelo
PK-PD, é que as bactérias comportam-se de maneiras distintas in vitro e in vivo
(ZAK e O'REILLY,1991). Desse modo, o modelo PK-PD desenvolvido pode nao
descrever de modo adequado a variagdo do efeito antimicrobiano no processo
infeccioso in vivo ou, no minimo, os valores dos parametros k, kmax € ECs0 precisam
ser reavaliados.

Neste contexto, este projeto pretendeu dar continuidade a linha de pesquisa
que vem sendo desenvolvida neste Programa de Po6s-Graduagao, através da
investigacdo farmacocinética da piperacilina em dose ndo avaliada anteriormente,
bem como, da avaliagdo farmacodindmica da PIP em diferentes posologias,
utilizando o modelo de miosite em ratos. De posse dos dados de PK e PD
pretendeu-se testar a adequabilidade in vivo do modelo Enax modificado proposto

para o farmaco.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a adequabilidade do modelo PK-PD desenvolvido in vitro para piperacilina
(NOLTING et al.,1996a) utilizando os dados de PK e PD obtidos em ratos Wistar

infectados experimentalmente com Escherichia coli ATCC 25922.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar as concentragdes teciduais livres de piperacilina (antibiético B-lactamico)
em tecido muscular de ratos imundeprimidos e infectados experimentalmente
com Escherichia coli ATCC 25922 no processo de infecgao inicial (3 h) apés

administragao de dose unica i.v. 240 mg/kg, utilizando a técnica de microdialise;

Determinar a taxa de ligagcdo a proteinas plasmaticas da piperacilina em ratos

imunodeprimidos através de microdialise;

Avaliar o efeito farmacodindmico da piperacilina em animais imunodeprimidos e
infectados com Escherichia coli ATCC 25922 nas doses de 120 e 240 mg/kg
administrada i.v. bolus na veia caudal de 4/4, 6/6 e 8/8 horas, através da
contagem do numero de unidades formadoras de colénias (UFC) por mL de
homogeneizado de musculo em fungdo do tempo, utilizando o modelo de

infeccdo do musculo tibial cranial adaptado por Araujo e colaboradores em 1999;

Determinar a correlagdo entre o efeito farmacodindmico da PIP e as
concentracodes livres intercelulares no tecido infectado, através de modelo PK-PD
previamente desenvolvido, com o auxilio do programa de regressao nao-linear
Scientist® v.2.0., verificando sua adequabilidade para descrever os dados

experimentais obtidos.

Comparar os parametros do modelo PK-PD obtidos in vivo com os descritos

para PIP na literatura, obtidos de experimentos in vitro.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 MODELAGEM FARMACOCINETICA-FARMACODINAMICA

A farmacocinética estuda a variagdo da concentragdo do farmaco no
organismo em fungao do tempo. A farmacodinamica, por sua vez, pode ser definida
como o estudo dos efeitos bioquimicos e fisiolégicos dos farmacos e dos seus
mecanismos de acdo (HARDMAN et al, 1996), sendo que modelos
farmacodinadmicos descrevem o equilibrio entre a concentracdo do farmaco e o
efeito, independente do tempo. Desse modo, a concentragdo, que € o ponto de
interseccao entre esses dois ramos da farmacologia, € o parametro mais importante
na relagédo efeito-tempo, existente na modelagem farmacocinética-farmacodinamica
(PK/PD). Essa modelagem pode ser definida como a descrigdo matematica desta
relagao, que permite prever a variacdo do efeito com a variacdo da concentracédo do
farmaco no organismo, em fungcdo do tempo (HOLFORD e SHEINER,
1981;DERENDORF e HOCHHAUS, 1995).

Modelos farmacodindmicos, quando aplicados para antimicrobianos, tém
como vantagem o fato de que a célula alvo € a prépria bactéria. Com isso, podemos
monitorar a atividade do farmaco de forma mais detalhada, apenas estudando o seu
efeito no crescimento e/ ou morte bacteriana.

Os modelos farmacodindmicos mais utilizados para descrever a relagao
concentragdo versus efeito do farmaco sdo os modelos Enax € Emax-Sigmoidal
(DERENDORF e MEIBOHM, 1999). Estes modelos possuem duas propriedades
importantes: determinar o efeito nulo na auséncia do farmaco e prever o efeito
maximo que um farmaco pode produzir.

O modelo Enax descreve o efeito do farmaco em relacdo a variagdo da
concentracao através de uma relagao hiperbdlica. O modelo de Emnax-Sigmoidal,
que € uma variagao do primeiro, € utilizado quando a curva concentragao-efeito nao
pode ser descrita de forma hiperbdlica simples. O modelo sigmoidal € descrito pela
seguinte equacdo (DERENDORF e HOCHHAUS, 1995):

E.. -C"
P — (1)

E=
EC;, +C"
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onde E é o efeito do farmaco; Enax € 0 efeito maximo obtido pelo farmaco; C é a
concentracdo do farmaco; ECsy € a concentracdo do farmaco que produz 50 % do
efeito maximo; n é o fator de Hill, que influencia a curvatura da curva efeito-
concentracao.

O expoente n é um fator que, teoricamente, reflete 0 numero de moléculas do
farmaco que se ligam a um receptor especifico. Se n for um, o modelo Enax sera
hiperbdlico; se for diferente de um, sera sigmoidal (DERENDORF e HOCHHAUS,
1995).

O modelo de Emax foi modificado por Nolting e colaboradores em 1996, para
avaliar o efeito bactericida da piperacilina sobre Escherichia coli in vitro. O
desenvolvimento desse modelo foi realizado a partir de simulagdes, utilizando
modelo de infeccdo experimental in vitro, do perfil de concentragao tecidual livre
esperado em tecido muscular de humanos apés administragcdo i.v. bolus de
piperacilina.

Na auséncia do farmaco, o crescimento bacteriano pode ser expresso pela
variacdo do numero de coldnias em fungédo 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 indculo:

aN_ _ kN @)
dt

Entretanto, quando o antibi6tico € inserido no sistema, sua concentragao
passa a influenciar negativamente a constante de geragao bacteriana, e o efeito do

antibiético pode ser determinado através da equacao (NOLTING et al.,1996a):

AN - K - C @)
dt EC,, +C

onde dN/dt é a variagdo do numero de bactérias em funcdo do tempo; k é a
constante de geragao bacteriana na auséncia do antibidtico; knax € a constante de
morte bacteriana maxima na presenca do antibiotico; C € a concentracao livre do

antibiético no tecido infectado; ECsy € a concentracdo que produz 50 % do efeito
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maximo € N é o numero de bactérias no in6culo inicial. Nesta equagado, C é
substituido pela equagao que descreve o perfil de concentragao livre intercelular do
farmaco no tecido infectado. Deste modo, a variacdo de tempo leva a variacao tanto
na concentracdo de farmaco na biofase quanto no numero de bactérias ou coldnias
presentes no local de infec¢ao, que determinam o efeito.

Ao contrario da utilizagao da CIM, que é um parametro estanque, obtido com
uma concentragao fixa do farmaco, este modelo estabeleceu trés novos parametros
para a avaliagdo do efeito antimicrobiano sobre o microrganismo: K, Kmax € ECso.
Estes parametros servem para descrever, todo o perfil de efeito observado devido a
flutuacdo do farmaco no local de infecgdo, em fungdo da eliminacdo. Outra
vantagem do modelo € permitir a previsédo,através de simulacéo, do efeito esperado
apos a administracdo de diferentes posologias do farmaco podendo ser utilizado
para comparacao de diferentes doses e intervalos de dose de modo mais dindmico e
efetivo.

O modelo PK-PD para piperacilina descrito pela equagao 3 foi desenvolvido
simulando-se os perfis de concentragao livre tecidual esperados em humanos contra
E. coli in vitro. A simulagdo do tempo de meia-vida da piperacilina na infeccao
experimental in vitro foi feita através da diluicdo do meio de cultura onde se
encontrava a bactéria sem, no entanto, alterar o niumero de bactérias presentes.
Deste modo, os parametros que descrevem o modelo PK-PD (k, kmax € ECsp) podem
assumir valores diferentes quando a infeccéo ocorre in vivo.

Neste trabalho sera utilizado o modelo de miosite em ratos para obter tantos
os dados de concentracéo livre tecidual, através de microdialise, quanto os dados de
morte bacteriana. Serdo avaliadas diferentes posologias do farmaco e a
aplicabilidade in vivo do modelo PK-PD sera investigada.

Este modelo PK-PD ja foi testado em outros trabalhos. DALLA COSTA e
colaboradores (1998), avaliaram a associacdo de piperacilina com tazobactama, um
inibidor de B-lactamase, através de um modelo de infecgdo experimental in vitro,
com a avaliagdo farmacocinética conduzida em animais sadios. O resultado
demonstrou que o modelo PK-PD foi capaz de modelar os dados, mesmo com a
associagao da PIP ao inibidor de B-lactamase.

DELACHER e colaboradores (2000) obtiveram sucesso na modelagem de
seus dados utilizando como antibiético modelo o ciprofloxacino, uma fluorquinolona.

Neste trabalho, o perfil de concentragdo livre tecidual simulado in vitro contra
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Pseudomonas aeruginosa foi obtido através de microdialise muscular em humanos.
Os resultados obtidos da modelagem indicaram que o modelo pode ser utilizado

para outras classes de antibidticos.

3.2 MODELOS DE INFECCAO EXPERIMENTAL

Diversos modelos de infecgao experimental em animais sdo descritos na
literatura e tém sua importancia reconhecida pelo papel fundamental que exercem
nos estudos de eficacia e avaliagao de antibioticoterapias.

Esses modelos acompanham a pesquisa e o desenvolvimento de
antimicrobianos desde as primeiras descobertas e foram, muitas vezes, essenciais
para que se pudesse chegar a alguns dos farmacos antimicrobianos que, ainda hoje,
encontram aplicagdo na terapia antiinfecciosa, como é o caso das sulfonamidas e
penicilinas (DUDLEY e GRIFFITH, 2002).

Os testes in vitro sao apenas a primeira etapa na avaliagdo da atividade
farmacolégica de um agente antimicrobiano pois a maioria das agdes neles
observadas n&o se reproduzem quando transpostos para modelos in vivo (ZAK e
O'REILLY,1991).

Essa diferenga na atividade deve-se, principalmente, ao fato de que os
estudos in vitro permitem avaliar apenas a susceptibilidade inerente do
microrganismo ao antimicrobiano em questdao (CLEELAND e GRUNBERG, 1986),
deixando de considerar fatores que podem alterar a eficacia do farmaco,
principalmente os processos metabdlicos e os mecanismos de defesa antiinfecciosa
do hospedeiro (ZAK e O'REILLY,1991).

Os modelos de doencas infecciosas em animais, utilizados nos estudos do
potencial antimicrobiano desses agentes, permitem que se estabelega uma relagao
entre os estudos in vitro e um provavel resultado clinico, sendo uma etapa
intermediaria entre esses dois processos.

Apesar de que a avaliacdo final da eficacia clinica de um farmaco deve
basear-se nas experiéncias clinicas, os modelos animais podem servir de base para
prever determinadas respostas farmacologicas.

Existem diferentes modelos de estudos de antimicrobianos usando animais.
Entre eles pode-se citar os modelos para avaliagao da toxicidade, para avaliacdo da

eficacia e os que envolvem estudos farmacocinéticos (ZAK e O'REILLY, 1991).
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Embora existam diferencas no perfil farmacocinético, metabolismo do farmaco
e anatomia entre animais e humanos, os modelos para avaliagdo da toxicidade de
antimicrobianos podem dar indicios sobre possiveis efeitos toxicos de um farmaco
ap6s um periodo de exposigao curto ou longo, dose maxima toleravel, entre outros
fatores, sendo um pré-requisito para o inicio das experiéncias clinicas (ZAK e
O'REILLY,1991).

Para a avaliagdo da eficacia de agentes antimicrobianos, ao contrario do que
existe para os modelos de toxicidade, ndo ha protocolos detalhados, o que constitui
a grande dificuldade para quem deseja executar esse tipo de analise.

Os modelos para a avaliacdo da eficacia podem ser classificados em quatro
grupos: modelos basicos de investigacdo de antimicrobianos, modelos ex vivo,
modelos monoparameétricos e modelos discriminativos (ZAK e O'REILLY,1991).

Os primeiros sdo os mais comumente utilizados e prestam-se a rotina de
avaliagdo de antimicrobianos, com técnicas simples como a indugdo de
imunodepressdo nos animais, inoculagdo dos microrganismos, retirada das
estruturas e contagem das células viaveis apds regimes de tratamento simples,
como doses multiplas do farmaco (ZAK e O'REILLY,1991).

Os modelos basicos sao reprodutiveis, de curta duragdo, e servem
especialmente para diminuir interferéncias ambientais, com parédmetros simples
como o de "tudo ou nada" (ZAK e O'REILLY,1991), ou seja, existéncia ou ndo de
células viaveis nas estruturas infectadas apds o tratamento.

Nessa categoria estdo incluidos os modelos de infeccdo na coxa de
camundongos, as septicemias intra-abdominais causadas pela flora intestinal, as
meningites e pneumonias, todos utilizando a mesma espécie animal (ZAK, 1980).
Basicamente sdao usados nas avaliacbes primarias de antibidticos, principalmente
pela facilidade de execugao e baixo custo.

Esses modelos, entretanto, ndo se prestam para avaliagdes mais exatas da
eficacia terapéutica, por estarem comprometidos por diversas limitagdes originarias
das diferengas inerentes entre uma infecgao experimental (simulada) e uma doencga
humana de ocorréncia natural (NISHINO e ZAK, 1985). Dentre esses fatores
podemos destacar o fato de que nesses modelos o progresso da infecgado é
fulminante o que, além de descaracteriza-la, pode ter uma consequéncia maior na
medida em que o tratamento com o antibiético, que inicia-se em um curto espaco

de tempo apds a inoculagao do animal, pode ter uma agdo mais profilatica do que
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terapéutica. Além disso, tais experimentos sdo muito sensiveis ao tamanho do
inoculo, o qual pode interferir gerando resultados falso-positivos ou falso-negativos.

A procedéncia, o sexo, a idade e a padronizagao das condi¢cdes de vida dos
animais envolvidos é outro fator muito importante, a medida que podem torna-los
mais ou menos susceptiveis as infecgdes (ZAK e O'REILLY,1991). Diferencas
farmacocinéticas que podem ocorrer entre a administracdo do farmaco em dose
unica ou doses multipla também devem ser consideradas, pois, podem afetar os
resultados e, assim, inviabilizar uma comparacao entre diferentes farmacos.

Os chamados modelos ex-vivo se caracterizam pela presengca de corpos
estranhos, geralmente implantes subcutadneos previamente infectados por bactérias.
Podem ser usados coagulos de fibrina e sacos de didlise, entre outros materiais
(ZAK e O'REILLY,1991).

Esses modelos se prestam para a avaliagao da capacidade de penetracao de
determinados antibiéticos em um sitio de infecgao especifico, sendo usados também
na determinagdo da velocidade de morte bacteriana, nos estudos dos efeitos de
agentes antiinfecciosos, na fisiologia e morfologia desses microrganismos e, ainda,
na possivel selegdo de mutantes resistentes ocasionada por um desses agentes
(ZAK e O'REILLY,1991).

Os modelos monoparamétricos sdo muito parecidos com os modelos basicos
de investigacdo de antimicrobianos, diferenciando-se destes pelo aumento na
complexidade do experimento e ordem de execugao (ZAK e O'REILLY,1991).

Enquanto os modelos basicos s&o aplicados em estagios primarios de
estudos da eficacia de antibidticos, os monoparameétricos s&o aplicados em estagios
mais adiantados, quando sdo determinados, por exemplo, seus efeitos em tecidos
moles e a capacidade de acdo em infeccbes crbnicas. As determinagdes das
contagens de bactérias em tecidos e concentragdo de antibiéticos nos mesmos sao
exemplos tipicos desses modelos.

Por fim, tem-se os modelos discriminativos, que sdo os que envolvem as
técnicas mais complexas, mimetizando o inicio e a progressdo de uma infecgdo em
humanos. Nesses modelos, multiplos parametros de eficacia sdo avaliados para
averiguar se o uso de um determinado antimicrobiano € adequado para uma doencga
humana em particular (ZAK e O'REILLY, 1991).

O maior problema dos modelos descritos anteriormente € a diferenca que

existe entre os perfis farmacocinéticos de animais e humanos, principalmente devido
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a rapida velocidade de eliminagdo de farmacos, caracteristica de animais de
pequeno porte (BOXENBAUM, 1982). O fracionamento da dose total diaria
(DALHOFF e ULMANN, 1990) ou a infusdao continua (MIZEN et al.,, 1989),
objetivando obter concentragbes plasmaticas do farmaco préoximas a de humanos,
tem sido algumas das alternativas utilizadas para superar essa rapida eliminagao.
Entretanto, esse € um recurso limitado, pois pressupde o conhecimento dos perfis
farmacocinéticos do farmaco em humanos e no animal experimental. Quando esses
perfis ndo sdo conhecidos, a saida encontrada é a administracdo do farmaco na
dose padronizada e a alteragdo da funcdo renal dos animais, através da
administracao de substancias como o nitrato de uranila, que causam dano renal e,
com isso, aumenta o tempo de permanéncia do farmaco no animal, igualando o
tempo de meia-vida ao observado em humanos (ZAK e O'REILLY, 1991).

O modelo de infecgdo em coxa de camundongos foi descrito pela primeira vez
em 1950, quando EAGLE e colaboradores demonstraram o efeito pds-antibidtico in
vivo utilizando penicilina contra Streptococcus pyogenes e Streptococcus
pneumoniae (VOGELMAN et al., 1988).

VOGELMAN e colaboradores, em 1988, aplicaram-no num estudo
semelhante, utilizando animais neutropénicos. Esse modelo possui certas
caracteristicas peculiares que o tornam muito util para o desenvolvimento de
estudos farmacodindmicos e sua correlacdo com a farmacocinética. DALHOFF e

ULLMANN (1990), enumeraram algumas dessas caracteristicas:

e O fato da eliminagdo de antimicrobianos ser muito rapida em camudongos
permite que os regimes de dosagem, préprios para o farmaco em estudo,
possam ser variados em maior extensdo nesses animais do que em
humanos, o0 que permite uma correlagdo entre o0s parametros

farmacocinéticos e a eficacia do farmaco.
e A cinética e o efeito antibacteriano podem ser diretamente correlacionados

através da contagem de bactérias no sitio da infecgdo e as concentragdes do

farmaco no plasma podem ser monitoradas.
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e A granulocitopenia pode ser induzida nos animais, 0 que permite que o
estudo do agente antimicrobiano ndo tenha interferéncia de neutréfilos e

outros polimorfonucleares.

Com base nesses fatos, em 1999 Araujo e colaboradores adaptaram esse
modelo de miosite a ratos machos Wistar imunodeprimidos. O alvo da infeccéo foi o
musculo tibial cranial, de facil acesso nesses animais, o que facilita sua retirada
cirurgica, apods eutanasia dos animais, para posterior homogeneizagao, diluicdo e
contagem do numero de Unidades Formadoras de Colbénia (UFC)/mL (ARAUJO et
al., 1999).

3.3 MICRODIALISE

As concentragdes livres de farmacos no fluido intersticial sdo as responsaveis
pela resposta farmacoldgica do mesmo no organismo. Visando a determinagdo do
perfil de concentragdo livre intersticial de farmacos, a microdialise (MD) in vivo tem
encontrado importantes aplicacbes no campo da farmacocinética, especialmente na
investigacao da distribuicdo e metabolismo dos mesmos (DEGUCHI et al., 1991).

Com a técnica de microdialise originada na década de 60 para a avaliagdo de
neurotransmissores, pode-se acessar a fracao livre do farmaco, através do implante
de uma sonda de didlise no tecido ou 6rgao de interesse, a qual é constantemente
irrigada com um liquido de perfusao compativel, com fluxo constante e controlado
(JOHANSEN et al.,, 1997). Na porgédo terminal da sonda situa-se uma membrana
semipermeavel, que obedece aos principios da difusdo passiva, que é mantida
constantemente sob condicdo sink. Esta técnica permite determinar as
concentracgdes livres da substancia em estudo uma vez que apenas a fragdo nao
ligada a proteinas presentes no liquido intersticial sofrera o processo de difusao
através da membrana.

Somente substancias com baixo peso molecular sao difundidas através da
membrana por diferenca de gradientes de concentracdo (JOHANSEN et al., 1997).
As substancias difundidas sao coletadas na outra extremidade da sonda, para
posterior analise.

Uma das dificuldades encontradas na MD é a determinagao da recuperacao

da membrana, pois muitos fatores interferem na diferenga entre a concentragao
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obtida no dialisado e a concentracdo da substancia sob investigacdo no meio
externo. Entre estes fatores pode-se citar a taxa de perfusdo, a area superficial da
membrana, o peso molecular maximo difundido através da mesma, a temperatura, o
tipo de soluto a ser analisado e as propriedades do meio externo (MENACHERRY et
al., 1992).

Para um dado conjunto de condicbes experimentais, a taxa entre a
concentragdo do dialisado e a concentracdo do meio externo € a medida da
eficiéncia ou recuperacdo da membrana.

Os testes de recuperagao podem ser realizados in vitro e in vivo. A
recuperacao in vitro é estimada utilizando-se como meio externo uma solugédo com
concentragdo conhecida do soluto que se deseja analisar. Através da determinagéo
da concentragéo resultante no dialisado obtém-se a recuperacao pela relacédo (RR)
(BENVENISTE, 1989):

onde RR ¢é a taxa de recuperacgao relativa, C.x € a concentracdo conhecida do meio
externo e Cgig € a concentragdo do soluto no dialisado.

Os testes de recuperacdo in vivo sdao mais complexos, uma vez que a
determinagdo da concentragdo no meio externo € o objetivo final do estudo. A
determinagcdo da recuperacdo in vivo, no entanto, € imprescindivel pois as
diferencas nas caracteristicas do meio externo observada in vitro e in vivo podem
determinar diferengas nas taxas de recuperacao obtidas.

Dentre as técnicas para a determinagao da recuperacao in vivo pode-se citar
duas de maior aceitacdo: o método do fluxo liquido zero e a retrodialise
(BENVENISTE, 1989).
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3.3.1 Fluxo Liquido Zero (FLZ)

LONNROT e colaboradores, em 1987, desenvolveram esta técnica que esta
baseada na determinacgao do transporte de massa do soluto através da membrana
como fungéo da concentragdo do mesmo no liquido de perfuséo (perfundido).

E necessario que o farmaco a ser avaliado esteja na concentracdo de steady
state no animal em estudo, o que é obtido pela administragdo do mesmo por infusao
continua. A sonda de MD é irrigada com solugédo contendo diferentes concentragdes
do farmaco sob investigacdo. Quando a concentragdo do farmaco é menor no
perfundido que no meio externo, a difusdo ocorre do meio externo para a sonda de
MD. A situacéao € inversa quando a concentracdo do farmaco é maior no perfundido,
direcionando a difusdo da sonda para o meio externo.

O ponto onde nao ha transporte liquido é a condi¢do na qual os meios interno
e externo possuem igual concentragdo. Este ponto pode ser obtido por regresséo
linear da quantidade liquida transportada em funcéo da concentracédo do perfundido.
A quantidade liquida transportada é determinada pela subtracdo da concentracédo da
substancia recuperada no dialisado da concentracao original da solugao perfundida.
A equacgao que descreve a relagao entre fluxo liquido e concentracdo do perfundido
tem como inclinacdo a recuperagdo relativa da sonda de MD (ELMQUIST e
SAWCHUK, 1997):

Fluxo liquido = (RR . Cext) — Cpert
ou

(Cdial —C ):(RR'Cext )_C (6)

perf perf

onde Cgial € a concentragdo no dialisado, Cerf € @ concentragédo no perfundido, RR é

a taxa de recuperacéo relativa e Cex € a concentragdo no meio externo (tecido).

3.3.2 Retrodialise

Esta técnica pode ser considerada um caso especial do fluxo liquido zero,

onde um analogo do farmaco de interesse (calibrador) ou o préprio farmaco é
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adicionado ao perfundido. A concentragdo do calibrador, que deve possuir
difusibilidade semelhante a do farmaco de interesse caso n&o seja o proprio
farmaco, € zero na regido externa da sonda. Por isso, o fluxo liquido é sempre
negativo (ELMQUIST e SAWCHUK, 1997) e a recuperacéo pode ser calculada pela
equacao:

C — Cdial

RR — cal 7
—c. (7)

cal

onde RR é a taxa de recuperacdo, C.y € a concentracdo do calibrador/soluto no
liquido perfundido e Cgis € a concentragdo do calibrador/soluto no liquido dialisado.

Esta técnica tem a vantagem de permitir um monitoramento continuo da
recuperacao in vivo durante o experimento propriamente dito, quando se usa um
calibrador.

A determinacao da recuperacao das sondas por retrodialise esta baseada no
conceito de que o transporte da substancia do interior da sonda para o meio externo
(perda) e deste para o interior da sonda (ganho) é idéntico nos dois sentidos. Esta
premissa, no entanto, ndo é valida para todos os tipos de farmacos, como
mostraram os trabalhos de GROTH e JURGENSEN (1997), através do estudo
comparativo destas relagcdes para farmacos hidrofilicos e lipofilicos.

Os resultados obtidos por estes autores indicaram que a medida que
aumentam as caracteristicas lipofilicas do farmaco, esta relagcéo vai se deslocando
cada vez mais no sentido da perda, ou seja, o transporte do farmaco para o meio
externo aumenta, mas sua entrada para o interior da sonda é reduzida. O mesmo,
no entanto, ndo acorre com farmacos hidrofilicos, que mantém a relacédo entre suas
taxas de perda e ganho iguais a 1.

Para que possamos avaliar a recuperacdo das sondas quando estamos
trabalhando com farmacos lipofilicos que apresentam esta diferenca entre perda e
ganho, uma alternativa é a determinagédo da recuperagcdo em relagao a perda e ao
ganho de maneira distinta, e o calculo de um fator de corregdo, pelo qual as
recuperacgdes serao corrigidas.

Para que se possa obter o valor real das concentragdes teciduais livres, a
normatizagcao dos dados obtidos por MD é feita utilizando a taxa de recuperacao de

cada membrana usada nos experimentos.
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Para analise do dialisado pode-se empregar diversos tipos de instrumentacgao
como, por exemplo, espectrometria de massas, Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), eletroforese capilar e imunoensaios. Todas essas técnicas
exigem amostras purificadas, o que na microdialise € uma vantagem, uma vez que a
amostra coletada pode ser analisada diretamente, sem processamento, pois esta
isenta de proteinas (JOHANSEN et al., 1997)

Além da pureza, a MD possibilita o monitoramento de mais de um
compartimento, bem como de mais de uma substancia de interesse
simultaneamente no mesmo animal experimental (JOHANSEN et al., 1997).

A MD apresenta algumas desvantagens, tais como o pequeno volume
coletado em cada amostra e a necessidade de testes de recuperagdo das

membranas in vitro e in vivo, como discutido anteriormente.

3.4 PIPERACILINA

Quimicamente a piperacilina (PIP) (Figura 1), que foi desenvolvida por
Toyama Chemical Co. Ltda é o 2S-[2(,5(,6((S*)]]-6-[[[[(4-etil-2,3-diox0-1-pipera-
zinil)carbonil]-amino] fenilacetillamino]-3,3-dimetil-7oxo0-4-tia-1-azobiciclo-[3.2.0]
heptano-2-carboxilato (FORTNER et al., 1982).

Figura 1. Estrutura quimica da piperacilina, penicilina semi-sintética.

Esse antibidtico pertence a familia das ureidopenicilinas, que constituem um
grupo de antibidticos semi-sintéticos originados da ampicilina pela ligagdo a cadeia
lateral de radicais acila-derivados de uma molécula de uréia. Desse modo o nome
mais adequado para este seria acilureidopenicilinas (TAVARES, 1996).

A piperacilina € um derivado piperazinico da ampicilina e, como os demais de

seu grupo, apresenta um amplo espectro de acdo, principalmente  contra
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microorganismos Gram-negativos aerdbicos, como Enterobacter, e muitas
Klesbisiella (HARDMAN et al.,1996), potente atividade anti-pseudomonas e menor
toxicidade que os antibidticos aminoglicosideos, sendo [-lactamase sensivel
(TAVARES, 1996).

O mecanismo de acao da PIP esta relacionado com seu efeito sobre a parede
celular bacteriana (HOLMES et al.,1984). Liga-se covalentemente as proteinas de
ligacao das penicilinas (PBP), localizadas entre as camadas do envolucro celular.

A piperacilina tem alto grau de afinidade com a PBP 3, que & importante para
a diviséo celular, com a PBP 1a e PBP 1b, responsaveis pela integridade da parede
celular e PBP 2, responsavel pela forma da parede celular (NOLTING et al., 1996a).

Em baixas concentragdbes de piperacilina, as bactérias produzem
filamentagdo sem atividade litica. A lise celular ocorre em altas concentragdes, sem
filamentacao apreciavel (DEVER e DERMODY, 1991).

A PIP foi aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA) para tratamento
de pacientes com infeccbes sérias causadas por microrganismos especificos e
suscetiveis ao farmaco (Pseudomonas aeruginosa, Clostridium sp., entre outros) em
infecgdes intra-abdominais de trato urinario, ginecoldgicas, septicemia, infecgdes do
trato respiratério baixo, infeccdes de pele e de suas estruturas. Nos Estados Unidos
€ comercializada pelos Laboratérios Lederle com o nome comercial de Pipracil
(FORTNER et al., 1982). No Brasil a piperacilina é comercializada em associagao
com a tazobactama, um inibidor de B-lactamase, com o nome comercial de
Tazocin® pelo laboratério Wyeth, divisdo da Lederle (DEF, 2001).

A piperacilina € um antibidtico B-lactdmico de administracdo intramuscular
(i.m.) ou intravenosa (i.v.), pois ndo é absorvida pelo trato gastrintestinal
(REYNOLDS, 1993).

De acordo com FORTNER e colaboradores (1982) e HOLMES e
colaboradores (1984) a taxa de ligagdo a proteinas plasmaticas em humanos oscila
entre 20 e 30%.

Apds injegao i.v. bolus de PIP em humanos o volume aparente de distribuicao
calculado é de 12-20 L. O clearance total, que varia de 2,68 a 3,7 mL/min/kg, diminui
levemente com a dose. O farmaco é excretado de forma intacta pelo mecanismo

renal (80%) e biliar apés administragéo i.v. bolus e i.m. Quando a administragcéo é
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feita por infusdo, a excregao total € menor que a produzida por i.v. bolus. O tempo
de meia vida em humanos é de 1 h (FORTNER et al., 1982).

A piperacilina apresenta farmacocinética nao-linear, especialmente quando
administrada em altas doses, conforme os experimentos realizados por HOLMES
(1984) e MORRISON e BATRA (1979), desse modo os perfis de concentracéo para
diferentes doses deve ser avaliado experimentalmente.

Em ratos, a farmacocinética da PIP ja foi bem estudada e os dados
encontrados na literatura estdo descritos na Tabela 1.

Na Tabela 1 pode-se observar a grande variabilidade dos parametros
farmacocinéticos determinados pela analise nao-compartimental dos dados
plasmaticos (t’2, Vdss e CL) determinados em animais sadios (Nolting et al., 1996b).
Deste modo pode-se concluir que o tempo de meia-vida, o volume de distribuicdo no
steady-state e o clearence total ndo foram alterados devido aos processos de
imunodepressado e infeccao, ou seja, o perfil plasmatico da piperacilina nao foi
alterado em relagao aos animais sadios.

A comparacédo entre os parametros obtidos apds a analise compartimental (o
e B) mostrou que estes se encontram na mesma ordem de magnitude nos trés

grupos, corroborando a conclusdes obtidas na analise ndo-compartimental.

Tabela 1. Comparacao entre os parametros farmacocinéticos da PIP obtidos em
ratos sadios e infectados e imunodeprimidos.

Parametros Ratos Sadios Ratos Infectados 2 h | Ratos Infectados 24 h
Farmacocinéticos 120 mg/kg1 e Imunodeprimidos e Imunodeprimidos
120 mg/kg? 120mg/kg?
t 2 (min) 36+8 26 +13 49 + 21
Vdss (L/kg) 0,52 + 0,41 0,16 + 0,06 0,34 +0,12
CL (mL/min/kg) 15,3 +9,4 558 +1,7 498 +3,5
ASChp| ASMA 0-% 9921 + 4138 23091 + 6668 21558 + 8243
(ng*min/mL)
o (min™) 0,36 + 0,22 0,19 + 0,04 0,28 + 0,16
B (min'1) 0,030 + 0,008 0,030 + 0,01 0,020 + 0,01

1. Nolting et al., 1996b.
2. Diniz et al, 2002.
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A ligacdo a proteinas plasmaticas mostrou valores semelhantes para ratos
sadios (0,54 + 0,11) e para ratos imunocomprometidos e infectados (0,53 = 0,11)
(DINIZ et al., 2002).

Conforme relatado na literatura, a piperacilina apresenta desvio da linearidade
para doses elevadas (MORRISON e BATRA, 1979), deste modo,a avaliagdo do
perfil farmacocinético em doses superiores a 120 mg/kg se faz necessaria para
permitir uma adequada modelagem PK-PD.
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4. METODOLOGIA

4.1. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Ciclofosfamida (Sigma, St. Louis, USA).

Carbamato de etila (Urethane © Sigma, St. Louis, USA).
Piperacilina sédica (Sigma, St.Louis, USA).

Heparina sédica 5.000 Ul/ml (Liquemine®, Roche)
Fosfato monobasico de potassio p.a. (Merck®)
Hidroxido de Sadio p.a. (Reagen®)

Acetonitrila grau CLAE (Ominisolv®)

Meio antibiético nimero 1 (Difco®).

Agar sangue

Agar soja tripticaseina (Difco®) 40g
Agua destilada 1000 mL
Sangue de carneiro 50 mL

Solucédo de Ringer
Cloreto de sédio (Reagen®) 8,702 g
Cloreto de célcio (Reagen®) 225 mg
Cloreto de potassio (Reagen®) 298 mg
Agua destilada q.s.p. 1L

Liquido de Turk

Azul de metileno (Hoesch®) 4 gotas
Acido acético glacial (Synth®) 4 mL
Agua destilada q.s.p. 100 mL

Corante Pantocrémico (May-Gruenwald e Giemsa)

Corante de Giemsa (Reagen®) 125 mL
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Corante de May-Gruenwald (Reagen®) 215 mL
Alcool metilico (Synth®) 600 mL

Ratos machos Wistar pesando entre 250-300g

Sondas para microdidlise Harvard Apparatus (tipo loop, membrana com

permeabilidade maxima de 6000 daltons, diametro: 450 um, comprimento: 4 mm).

Conectores para sondas de microdialise de silica fundida (Harvard Apparatus com

50 cm de comprimento)

Adaptador de silica fundida (Harvard Apparatus com 75 um didmetro interno x 150

um de diametro externo)

Coluna Waters fase reversa Novapak C18 15cm 4 x 150 mm.
Pré-coluna nBondapak® C18 37-50 um- Waters

Suporte de pré-coluna Waters 50 x 200 mm

Membranas de filtraggo Millipore® 0,45 mm de poro, 13 mm de diametro,

hidrofilica.

Equipamento para Microdialise (Bomba MD-1020 Bee Hive Controller - BAS,
Modulo para seringa MD-1001 Baby Bee Syringe Drive - BAS).

Cromatografo liquido de alta eficiéncia com injetor manual Rheodyne (bomba
Waters 510; detector de ultravioleta modelo 481; controlador de gradiente Waters;

software Millenium 32°).
Potenciémetro Micronal B 374.
Centrifuga 5417 R Eppendorf.
Espectrofotdbmetro Analyser 800
Agitador de tubos Mod. 251 Fanem.

Homogeneizador de tecido PowerGen 125
Programa de Regressao nao-linear SCIENTIST v.2.0. (MicroMath, Salt Lake City,
USA)
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4.2 METODOS

4.2.1 Imunodepressao

A inducdo da imunodepressao nos ratos machos Wistar, com peso entre 250
e 300 g, foi realizada através da administracao intraperitonial de ciclofosfamida nas
doses de 150 mg/kg e 100 mg/kg, 4 e 1 dias antes do ensaio, respectivamente
(VOGELMAN et al.,1988). Os animais foram mantidos com agua e alimentagéo ad

libitum, em caixas contendo no maximo cinco.

Para avaliacdo da imunodepressao, trés animais tratados e trés animais
controles, que receberam salina em volume equivalente as doses de ciclofosfamida,
tiveram amostras de sangue retiradas da carotida. Nas amostras foram realizadas as
contagens totais e diferenciais de leucécitos pelo método de Shilling-Torgau (LIMA
et al.,1992).

A comparagao dos resultados hematolégicos obtidos dos dois diferentes

grupos foi realizada através de teste “t” de Student ndo-pareado (a = 0,05).

4.2.2 Preparo do In6culo

O in6culo para os experimentos foi preparado a partir de colénias de
Escherichia coli ATCC 25922 (CIM 2-4 ug/mL) incubadas por 24 horas em tubos de
ensaio contendo meio n° 1. Inicialmente, foi preparado um inéculo de 10® UFC/mL,
através da suspensao das col6nias em agua destilada estéril, correspondente a
uma leitura de turbidimetria em espectrofotdmetro, a 570 nm, igual a 75%. Esse
in6culo foi diluido 100 vezes em agua destilada estéril (100 ul em 10 mL), para se
obter uma concentragao final igual a 10® UFC/mL, do qual foi injetado no musculo

tibial cranial dos ratos, um volume igual a 100 pL.

4.2.3 Avaliacao do Crescimento Bacteriano In Vivo

Para avaliagao do crescimento bacteriano in vivo, 18 animais foram infectados
com o indculo preparado conforme descrito em 4.2.2 e sacrificados nos tempos 0, 2,
4, 8, 12 e 24 horas. A seguir, o0 musculo tibial cranial foi removido cirurgicamente e
colocado em 10 mL de solugdo salina estéril, onde foi homogeneizado com o

homogeneizador de tecidos. Uma aliquota de 100 uL do homogeneizado foi retirada

40



e diluida trés vezes, utilizando-se fator de diluicdo iguala 10 em cada diluicdo. Uma
aliquota de 100 pL da ultima diluicao foi plagueada em agar-sangue e incubada a
37°C por 24 horas. O procedimento de diluicao foi realizado em duplicata.

A contagem do numero de células viaveis em fungdo do tempo foi ajustada a
equacgao 2, para o calculo do parametro k, constante de geragdo bacteriana in vivo,
através do programa de regressao nao-linear SCIENTIST® v. 2.0. O tempo de meia-

vida de crescimento bacteriano foi determinado a partir do valor de k obtido.

4.2.4 Avaliacao do Processo Infeccioso

Com o objetivo de avaliar a extensdo do processo infeccioso foi realizada
analise histopatoldgica dos pulmdes, dos rins, do figado, do sangue e do musculo
tibial cranial dos animais. Dois momentos da infec¢ao foram avaliados, 3 e 24 horas
apos inoculagao.

Os tecidos foram removidos cirurgicamente apds a eutanasia dos animais,
fixados em suporte de cortica e conservados em solugao de folmaldeido a 10 % (v/v)
até seu preparo histologico.

A seguir foram encaminhados para o Laboratorio de Patologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, onde foram cortados no micrétomo, e corados com

' A analise visou identificar sinais

hematoxilina/eosina, para analise microscopica
indicativos do processo infeccioso e a presenga do agente etiolégico, principalmente

no tecido muscular e sanguineo, indicativo de septicemia.

4.2.5 Preparo da Solucéo de Piperacilina

Todas as solugdes de piperacilina foram preparadas a partir da dissolugcéo do
sal sédico em solugado salina estéril (NaCl 0,9%), no momento do uso, conforme
recomendacao descrita na literatura (REYNOLDS, 1993).

1. Analise realizada pela Dra. Maria Isabel Edelweiss. a auem aaradecemos.
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4.2.6 Experimentos de Farmacodinamica - Infec¢cdo Experimental

O modelo de infeccdo utilizado para a avaliagdo farmacodinamica foi o
modelo de miosite adaptado para ratos por Araujo e colaboradores (1999), no qual o

musculo tibial cranial da perna esquerda do animal é o sitio de infecgao.

Para o desenho experimental foram utilizados 6 grupos, cada com trés
animais por tempo de coleta. Foram testadas doses multiplas de PIP i.v. de 120 e
240 mg/kg, nas posologias de 4/4 horas, 6/6 horas e 8/8 horas considerando-se a
pratica clinica para PIP (GENNARO, 1995).

Os animais foram anestesiados com éter e inoculados conforme descrito em
4.2.2. Apés trés horas de inoculagdo, tempo necessario para a adaptacdo do
microrganismo ao novo sitio infeccioso, iniciou-se a administracdo das doses de PIP,

através da veia peniana, nos intervalos de dose pré-estabelecidos.

Apos a administracdo da primeira dose, trés animais foram sacrificados em
cada tempo pré-determinado e procedeu-se a retirada cirdrgica do musculo
infectado. Os tempos de retirada dos musculos estdo mostrados na Tabela 2 para as
diferentes posologias. Os musculos retirados foram homogeneizados em solugéo
salina estéril, diluidos trés vezes com fator de diluicdo igual a dez e plaqueados em
agar sangue, para acompanhamento do crescimento bacteriano. Apos a incubagéo
por 24 h a 37 °C o numero de UFC /mL foi determinado para construcédo das curvas

de crescimento e/ou morte bacteriana em funcéo do tempo.

A curva de crescimento bacteriano foi obtida com os resultados dos grupos
controle, especificos para cada dia de experimento. Os animais controle receberam
ciclofosfamida i.p. nas mesmas dosagens que os tratados e foram igualmente

infectados, ndo recebendo, no entanto, o tratamento com PIP.

Os tempos de coleta foram especificos para cada dose administrada, visando
tracar o perfil do crescimento e da morte bacteriana no momento da administragéo

de cada refor¢co de dose e no meio do intervalo de dose.

O fator de diluicdo dos homogeneizados dos grupos controles a partir de 6

horas foi modificado para viabilizar a contagem das colbnias. Foram retiradas
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aliquotas de 10 uL do homogeneizado para a primeira diluicdo e a partir desta

procederam-se diluigdes com fator igual a 100.

Tabela 2. Tempos de eutanasia dos animais para retirada dos musculos para
contagem bacteriana.

Grupos Intervalos de Dose
8/8 h 6/6 h 4/4 h
Tempos de eutanasia 2,4,8,12,16, |3,6,9,12,15,18,| 2,4, 6, 8, 10, 12,
dos animais tratados (h) 20, 24 21,24 16, 18, 20, 22, 24
Tempos de eutanasia 0,2,4,8,12 0,2,4,8,12 0,2,4,8,12
dos animais controles (h)

4.2.7 Metodologia analitica para Avaliacdo da Piperacilina por Cromatografia
Liguida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O sistema cromatografico utilizado para as analises de plasma e
microdialisado foi adaptado do trabalho de DALLA COSTA (1998).

A fase movel para as analises de microdialisado foi preparada com tampao
fosfato de potassio 0,05 M e acetonitrila 80:20 (v/v), com pH 7,4; fluxo de 1,5

mL/min e comprimento de onda para leitura do detector UV de 220 nm.

Para as analises de plasma foi necessaria uma modificacdo nas proporgcdes
de tampéo fosfato de potassio 0,05M e acetonitrila, sendo utilizada 83:17 ( v/v) com
pH 7,4; fluxo de 1,5 mL/min e comprimento de onda para leitura do detector UV de
254 nm.

Estas adaptagbes foram realizadas com o objetivo de minimizar interferentes
encontrados nas amostras de plasma, que dificultavam a visualizagdo do pico de
PIP a 220 nm.

4.2.8 Processamento das Amostras de Microdialisado e de Plasma

As amostras de microdialise coletadas tubos Eppendorf foram analisadas por
CLAE, diretamente apds a coleta, sem tratamento prévio, sendo o volume injetado

no sistema cromatografico de 20 puL.

43



As amostras de plasma foram analisadas por CLAE apds submetidas a um
processo de precipitacdo de proteinas. A 200 L de plasma foram adicionados 200
ML de acetonitrila gelada, homogenizado em vortex e centrifugado a 11000 rpm por
10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi separado, filtrado em
membrana de 0,45 mm de poro, e 200 uL foram injetados no sistema
cromatografico. O branco de plasma foi preparado do mesmo modo, sem a adigéao

de piperacilina.

As amostras de plasma coletadas em 5, 10, 15, 30 minutos foram diluidas
para que tivessem concentragcdes dentro da faixa de linearidade das curvas de
calibracdo. As amostras coletas em 5 e 10 minutos, foi adicionado 600 uL de
acetonitrila, fator de diluigdo igual a 3 e as amostras coletadas em 15 e 30 minutos,

foi adicionado 400 uL de acetonitrila, fator de diluicdo igual a 2.

Para as curvas de calibragdo, adicionou-se a 200 uL de plasma solugao
aquosa de piperacilina para obter-se concentracdes finais na faixa de 27,5 a 500
ug/mL. O volume das aliquotas adicionadas ficou na faixa de 7,5 a 10 uL. Estas
amostras foram submetidas ao mesmo processo de precipitacdo descrito
anteriormente. Todas as solugdes de piperacilina utilizadas nas curvas de calibragao

foram preparadas no dia da analise.

Para as amostras de dialisado de tecido, as curvas de calibracdo foram
preparadas em solugdo de Ringer dentro da faixa de concentragdo de 0,5 a 200
ug/mL, e 20 uL de cada concentragao foi injetada no sistema cromatografico. Uma

injecéo de 20 uL de Ringer foi utilizado como branco.

4.2.9 Validacdo da Metodologia Analitica para CLAE

A metodologia analitica de CLAE para analise das amostras de plasma foi
validada através da avaliagdo da repetibilidade, linearidade, precisdo, exatidao e
limite de quantificagcdo obtidos através de curvas de calibracdo e controles de
qualidade. As curvas de calibracdo e controles de qualidade foram preparadas
conforme descrito em 4.2.8. As amostras de controle de qualidade foram preparadas
a partir de solugcdo mae de PIP diferente da utilizada para preparar a curva de
calibragao, resultando em concentracgéo final no plasma de 75, 150 e 400 pug/mL.

Para a avaliagcdo dos parametros da validagdo do método analitico, foram

analisadas trés curvas de calibracido a cada dia, durante trés dias consecutivos.
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Determinou-se o coeficiente de correlacédo e os coeficientes de variagao intra
e interdia das curvas. A validagdo da metodologia foi realizada de acordo com as
normas do Guidance for Bioanalytical Methods Validation for Human Studies of the
Food and Drug Administration (FDA) (Guidance FDA, 2001).

4.2.10 Experimentos de Farmacocinética
4.2.10.1 Procedimentos Cirurgicos

No dia do experimento os animais imunodeprimidos conforme descrito em
4.2.1 foram anestesiados com carbamato de etila (1,25 g/kg) via i.p. Depois de
anestesiados, os animais foram colocados na posi¢cao supina € o musculo tibial
cranial esquerdo inoculado com 10° UFC de Escherichia coli ATCC 25922. A artéria
carétida foi canulada para coleta de sangue utilizando-se canula de poliestireno
conectada a seringa de 1 mL contendo solugédo de heparina em salina (25 Ul/mL).
Decorrida uma hora da inoculagao procedeu-se a insercdo da sonda de microdialise,
com auxilio de agulha, no musculo infectado. A sonda foi constantemente irrigada
com solucao de Ringer num fluxo de 1,5 pL/min. Procedeu-se a calibragao in vivo da

sonda conforme descrito em 4.2.10.4.

Trés horas apds a inoculacédo, isto €, duas horas apds a colocagao da sonda
no local da infecgdo, administrou-se ao animal piperacilina via intravenosa na veia
femural da pata posterior direita, numa dose i.v. bolus igual a 240 mg/kg e iniciou- se
a coleta das amostras de sangue em tubos Eppendorf heparinizados nos tempos:
zero (imediatamente antes da administracéo do farmaco), 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90 e

120 min. Sete animais foram avaliados neste grupo.

Apos coleta das amostras de sangue estas foram submetidas a centrifugacao
a 3.000 rpm por 15 minutos em temperatura ambiente. O plasma foi separado,
acondicionado em outro tubo Eppendorf e congelado a — 20 °C até o momento de

sua analise por CLAE, que ocorreu num prazo maximo de 5 dias apds a coleta.

Terminado o experimento os animais foram sacrificados por deslocamento

cervical.
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4.2.10.2 Microdialise
A microdialise foi utilizada para determinar a concentracdo tecidual livre do
farmaco em estudo. A sonda de microdialise foi introduzida no musculo conforme

citado nos procedimentos cirurgicos, item 4.2.10.1.

As amostras foram coletadas no tempo zero (imediatamente antes da
administracdo do farmaco) e a cada 20 min apds essa administragdo do farmaco,
por 120 min, utilizando-se um fluxo de 1,5 uL/min. As amostras foram analisadas

através de CLAE, diretamente apds a coleta.
A sonda utilizada no experimento foi previamente calibrada in vitro.
4.2.10.3 Calibragéao In Vitro da Sonda de MD

Para a calibracdo in vitro das sondas, estas foram colocada em tubo de
ensaio contendo piperacilina em solugédo de Ringer na concentragdo de 10 ug/mL
com temperatura controlada a 37 °C. A sonda foi conectada a uma seringa
alimentadora de 1 mL contendo solucédo de Ringer, através de um tubo conector de
silica fundida. Apos estabilizagcdo desse sistema por uma hora, coletou-se trés

amostras com intervalos de coleta de 20 minutos.

As amostras, bem como uma aliquota da solugdo de piperacilina, foram
analisadas por CLAE, e o calculo da recuperacgao in vitro foi realizado com base na

equacao 4, conforme descrito em 3.3.

A calibracdo in vitro foi realizada previamente a cada experimento in vivo

visando determinar a integridade das sondas.

4.2.10.4 Calibragéo In Vivo da Sonda de MD

A calibracdo in vivo das sondas foi realizada pela técnica de retrodialise ,
antes dos experimentos farmacocinéticos. Animais imunocomprometidos e
infectados por 1 hora tiveram a sonda implantada no musculo tibial cranial esquerdo.
Foi perfundida solugdo de Ringer por uma hora, para que se estabelecesse o
equilibrio da sonda no tecido. Apds esse periodo a solugao de Ringer foi substituida
por uma solugao de piperacilina em Ringer na concentragdo de 10 ug/mL, que foi
perfundida com mesmo fluxo. Trés amostras de dialisado foram coletas em

intervalos de 20 minutos. As amostras da solugdo de perfusdao foram também
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analisadas. O calculo da taxa de recuperagao in vivo foi realizado através da

equacao 6, descrita no item 3.3.
4.2.10.5 Ligacao as Proteinas Plasmaticas

A ligagao da PIP as proteinas plasmaticas foi determinada por microdialise. A
trés animais tratados com ciclofosfamida foi administrada PIP, via i.v. bolus, na dose
de 240 mg/kg. Foram coletadas amostras de sangue nos tempos 5, 10 e 15 min.
Apos centrifugagdo a 3.500 rpm por 15 minutos, separou-se o plasma e este foi
colocado em tubo Eppendorf.

A sonda de microdialise, previamente calibrada in vitro, foi inserida no
sistema, sob um fluxo de 1,5 ulL/min, e temperatura controlada de 37 °C. Como
liquido de perfusao foi utilizado solugdo de Ringer. Apés estabilizagao por uma hora,
foram coletadas 3 aliquotas em intervalos de 20 minutos. As aliquotas de MD e as
amostras de plasma total, apds processadas como descrito em 4.2.8, foram
analisadas por CLAE.

O calculo da fragao livre do farmaco (fu) foi realizado através da relagao entre

o presente no dialisado, e presente no plasma total:

_ Conc. dialisado
Conc. total

fu «100 (8)

4.2.11 Avaliacéo dos Resultados e Estimativa de Parametros
Farmacocinéticos

4.2.11.1 Analise Nao-Compartimental

Os parametros farmacocinéticos para piperacilina foram estimados para cada
animal utilizando equagdes nao-compartimentais classicas descritas por GIBALDI e
PERRIER (1989). A constante de eliminacado (k) foi estimada pela plotagem dos
valores de concentragc&o plasmatica e tecidual versus tempo, em grafico log-linear. A
area sob a curva de concentragéo plasmatica (ASCpasma), @ area sob a curva de
concentragdo do farmaco livre no tecido (ASCivretec) € as areas sob a curva no

primeiro momento da curva (ASMC) foram calculadas pelo método trapezoidal.

Parametros como clearance total (CL), tempo de meia vida (t'2), volume de

distribuicdo no steady state (Vdss), volume de distribuicdo em fungéo da area abaixo
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da curva (Vdarea), tempo de residéncia média no tecido (MRTieciqo) € 0 tempo de

residéncia meédia plasma (MRTpasma) foram determinados.

As equacobes utilizadas para os calculos dos parametros nao-compartimentais
estdo descritas a seguir (GIBALDI E PERRIER, 1989):

. 0892
12 e (9)
cL-—2 (10)
ASC,_,
MRT = 25MCo-. (11)
ASC, _,
Vd,, =MRT,,.. CL (12)

onde D é a dose administrada e ke obtido através da inclinagdo dos trés ultimos
pontos da reta do grafico de log concentragao plasmatica ou tecidual em fungéo do

tempo.

4.2.11.2 Analise Compartimental

A analise compartimental foi realizada utilizando-se o programa de
computador SCIENTIST® v.2.0. Os dados individuais plasmaticos foram ajustados
usando o modelo aberto de dois compartimentos corporais de acordo com a
equacao abaixo (GIBALDI e PERRIER, 1989):

Cp=ae™ +be™ (13)
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onde Cp é a concentragcdo plasmatica total no tempo t, a e p sdo as constante
hibridas para as fases de distribuicdo e eliminagao, respectivamente, e A e B sdo os

correspondentes interceptos no tempo zero.

A partir da determinacédo das constantes hibridas do modelo compartimental,
calculou-se o volume de distribuicdo do compartimento central (Vc), volume de
distribuicdo no steady state (Vdss) € volume de distribuicdo area (Vdarea), bem como

o clearance total (CL) utilizando-se as seguintes equacdes:

Ve = D (14)
a+b
_(@p+ba®)
" (ap+ba) (13)
vd area i
p (16)
CL =K, Vc (17)

onde D é a dose administrada.

As concentracdes livres de piperacilina no compartimento periférico foram
previstas baseando-se nos parametros farmacocinéticos obtidos dos dados
plasmaticos utilizando-se a equacgéao 18 (DERENDORF, 1989):

c o fu.D.k,, (e et
livre /tecido VC.(CZ . ﬁ) (18)

49



onde D. Ky¢/ Vc = a. + b.a, fu é a fragao livre do farmaco no plasma. D é a dose
administrada como bolus endovenosa e K, é constante de primeira ordem de

distribugao do farmaco do compartimento periférico para o compartimento central.

4.2.11.3 Analise Estatistica

Os valores dos parametros farmacocinéticos obtidos da avaliagdo nao-
compartimental e compartimental foram comparados utilizando-se teste “t” pareado.
O ajuste dos dados ao modelo compartimental foi realizado utilizando-se o critério de
selecdo de modelo (MSC) do programa Scientist® v. 2.0. O MSC é um critério
modificado da funcdo de Aikike, que determina o adequagao do modelo aos dados
experimentais. O valor do MSC fornece uma informagdo numérica do ajuste do
modelo matematico sendo que, quanto maior seu valor, melhor o ajuste
(SCIENTIST, 1995).

4.2.12 Modelagem Farmacocinética - Farmacodinamica

Os parametros farmacocinéticos obtidos com os experimentos com animais
infectados foram utilizados para prever as concentragdes livres teciduais obtidas

com a administragdo de piperacilina na dose de 240 mg/kg através da equacgao 18.

A previsao das concentragdes livres teciduais obtidas para a dose de 120
mg/kg foi feita utilizando-se os parametros plasmaticos obtidos do trabalho de DINIZ

e colaboradores (2002).

A partir da determinagédo do efeito de morte bacteriana, variagdo no numero
de UFC/mL em fungdo do tempo e, sabendo-se as concentragdes livres teciduais,
pode-se realizar a modelagem dos dados através de modelo PK-PD descrito pela

equacao 3.

Os testes da adequacao desse modelo aos resultados experimentais foram
realizados com auxilio do programa de regressao nao-linear SCIENTIST v.2.0,

observando-se o parametro MSC.

Os parametros obtidos para esse modelo: Kk, knax, € ECso, foram comparados
aos obtidos com o modelo utilizando-se dados de efeito determinados in vitro para o

mesmo farmaco, bactéria e inéculo (NOLTING et al., 1996a).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 METODO CROMATOGRAFICO

O método analitico deve apresentar sensibilidade, precisdo e exatidao
adequados para ser considerado confiavel quando aplicado a quantificagcao de
farmacos. A cromatografia liquida, quando validada, € uma técnica bastante
adequada para analise de amostras em matrizes bioldgicas como o plasma.

Nas Figuras 2 e 3 s&o mostrados, respectivamente, os cromatogramas de
piperacilina em plasma de rato e dialisado de tecido.

Os tempos de retengao encontrados foram de 5,96 min para PIP em plasma e
2,85 min para PIP em amostras de dialisado de tecido.

(b) 0,050 (c)

0,040

Tempo (min)

Figura 2. Cromatogramas de CLAE para PIP em plasma de ratos: (a) branco em
plasma, (b) amostra da curva de calibracdo em plasma na concentragcdo de 200
ug/mL, (c) amostra de plasma de rato obtida experimentalmente, com concentragédo
de PIP determinada como sendo 192,5 pug/mL.
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Figura 3. Cromatogramas de CLAE para PIP em microdialisado de ratos: (a) branco
da solugdo de Ringer, (b) amostra da curva de calibragdo de PIP em
Ringer na concentragao de 10 ug/mL e (c) amostra de microdialisado de
tecido obtida experimentalmente com concentracdo de PIP calculada
como sendo 9,5 ng/mL.

A metodologia analitica para doseamento da piperacilina em plasma por
cromatografia liquida foi validade através da avaliacdo da linearidade, repetibilidade,

precisao intermediaria, exatidao e limite de quantificacdo (Guidance — FDA, 2001).

5.1.1 Linearidade

O Guidance — FDA (2001) define como linearidade, a relagao linear verificada
através da avaliacdo de uma determinada faixa de concentragcdo, com determinada

metodologia analitica.
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A média das nove curvas de calibragdo em plasma utilizadas para a validagao
da metodologia analitica por CLAE esta representada na Figura 4, com sua

respectiva equacao da reta e o valor do coeficiente de correlagéo (r).

3000000 -
2500000 -
2000000 -
1500000 -
1000000 - y = 5195 8x - 51970
500000 - R=0998

O T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

Concentragéo de PIP (ug/mL)

Area

Figura 4. Média das nove curvas de calibragdo em plasma utilizadas na validagao
da metodologia por CLAE para piperacilina

Os coeficientes de correlagdo das curvas de calibragdo em plasma,
preparadas como descrito em 4.2.8, foram calculados individualmente para todas as

curvas utilizadas na validacdo. Os valores dos coeficientes estao listados na Tabela
3.

Tabela 3. Coeficientes de correlagdo das curvas de calibragédo de PIP em plasma
usadas na validagdo da metodologia de CLAE.

Dias Dia 1 Dia 2 Dia 3
Curvas 1 2 3 1 2 3 1 2 3

Coeficiente de | 0,999 | 0,997 | 0,999 0,997 | 0,998 0,993 0,999 0,998 | 0,999
correlagao (r)

Todos os coeficientes de correlagdo obtidos apresentaram valores iguais ou
superiores a 0,993. O menor valor de correlagdo aceitavel na validagdo de
metodologia analitica para amostras bioldgicas € de 0,95, de acordo com o
Guidance — FDA (2001).
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Outro critério utilizado para avaliar a linearidade da curva de calibragcao
considera o coeficiente de variacdo das amostras. Para o limite de quantificacao
(LQ) este valor deve ser menor ou igual a 20%, e para o restante das amostras,
menor ou igual a 15 %.

Os valores dos coeficientes de variacao intradia e interdia das médias das
amostras utilizadas na validagdo do sistema cromatografico estdo dispostos na
Tabela 4.

Tabela 4. Coeficientes de variagao intradia e interdia das médias das amostras da
curva de calibragao de PIP em plasma obtidas por CLAE.

CV % intradia CV % interdia
Concentragao (ug/mL) Dia 1 Dia 2 Dia3 |Média dos Dias
27,5 18,51 12,34 14,25 6,41
52,5 9,95 9,40 9,73 5,96
105 8,79 11,72 2,29 8,97
127,5 4,28 2,27 2,60 1,50
200 1,93 3,62 4,86 2,56
250 3,50 5,99 1,46 5,02
500 0,63 0,65 0,37 0,61

Pode-se observar que os valores dos coeficientes de variagao obtidos estédo
dentro dos limites estabelecidos pelo Guidance-FDA (2001), demostrando que o

método analitico é linear na faixa de concentragédo adotada.

5.1.2 Repetibilidade e Preciséo Intermediaria

A repetibilidade e a precisao intermediaria sdo os dois testes utilizados para a
avaliagdo da precisdo do método analitico. Estes parametros descrevem a
proximidade das medidas individuais da concentracdo do farmaco quando o
procedimento analitico € aplicado repetidas vezes para multiplas aliquotas de uma
mesma matriz bioldgica.

A repetibilidade foi avaliada através do coeficiente de variacao intradia das
trés amostras utilizadas como controles de qualidade e a precisdo intermediaria

através da avaliacdo dos coeficientes de variacao interdia destes mesmos controles.
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Os coeficientes de variacao intradia e interdia, utilizados para a analise destes

parametros estao listados na Tabela 5.

Tabela 5. Coeficientes de variagao intradia e interdia das médias das trés amostras
controles utilizadas para a curva de calibragao de PIP em plasma.

Concentragao (ug/mL) CV % intradia CV % interdia
Dia 1 Dia 2 Dia3 |Media dos Dias
75 5,49 1,12 4,29 2,24
150 7,44 2,84 6,84 1,46
400 0,41 4,59 4,89 0,13

Os valores dos coeficientes interdia e intradia devem ser inferioresa 15 %
ao longo da curva de calibracdo, de acordo com o Guidance-FDA (2001). Deste
modo, pode-se observar que os valores encontrados estdo de acordo com esta
especificacdo. O mesmo pode ser observado para a precisdo intermediaria, que
mostra valores de coeficiente de variacédo interdia inferiores a 15% para os trés

controles de qualidade.

5.1.3 Exatidao

A exatiddo de um método analitico descreve a proximidade dos resultados
das analises ao valor real da concentracdo do farmaco na amostra, sendo determina
pela analise de amostras com quantidades conhecidas do analito em questao.

Na Tabela 6 pode-se visualizar as concentracdes experimentais médias e a
exatiddo, em relacdo as concentragdes tedricas, das amostras de controle de

qualidade utilizadas para avaliar a metodologia analitica.

De acordo com o Guidance — FDA (2001), a variagdo entre o valor real e o
valor tedrico das amostras deve se manter em torno de 15 % para um minimo de 5
determinagdes. Pode-se observar que a exatidao calculada para todas as amostras
nao teve variacao superior a 7,4%, o que indica que o método utilizado é exato para

a faixa de concentracgao testada.
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Tabela 6. Exatiddao das trés amostras de controle de qualidade utilizadas para a
curva de calibragdo de PIP em plasma de ratos e as concentragdes
meédias calculadas com seus respectivos desvios padroes.

Concentragao Dia 1 Dia 2 Dia 3
(ng/mL) Exatidao (%) Exatidao (%) Exatidéo (%)
(Conc. + DP) (Conc. + DP) (Conc. + DP)

75 105,5 101,1 104,3
(79,1 £ 4,5) (75,8 +4,4) (78,2 + 3,2)

150 107,4 97,2 106,8
(161,2 +0,8) (145,7 + 8,6) (160,3 + 5,8)

400 99,6 95,4 104,9
(398,4 + 3,3) (381,6 + 2,5) (419,6 + 16,5)

5.1.4 Limite de Quantificacao

Para as amostras de plasma, o limite de quantificacdo determinado foi de 27,5
ug/mL, sendo que os coeficientes de variagéo interdia para estas amostras foram,
em média, iguais a 6,41 % , quando a variagdo maxima aceitavel é de 20 %.

A validagado da metodologia analitica por CLAE para as amostras de dialisado
de tecido nao foi realizada porque a metodologia para analise das amostras de
plasma, que poderia apresentar maiores dificuldades de validagao, por tratar-se de
matriz biolégica mais complexa, apresentou resultados adequados. Dessa forma,
por tratarem-se de amostras que ndo apresentam maiores interferentes, conforme
podemos observar na Figura 2, considerou-se desnecessario este procedimento.
Todas as amostras de dialisado foram analisadas contra curvas de calibracéo
preparadas no mesmo dia, e apresentaram coeficientes de correlacdo sempre
iguais ou superiores a 0,999.

5.2 AVALIACAO DA INDUCAO DA IMUNODEPRESSAO NOS ANIMAIS

A contagem de leucdcitos totais foi realizada nos animais tratados com
ciclofosfamida e nos animais controle, conforme descrito em 4.2.1. O resultado das
contagens médias totais de leucdcitos no grupo tratado foi de 240 £ 40 cel/mL e no
grupo controle essa média foi igual a 11.400 + 1.200 cel/mL.

A contagem diferencial ndo foi possivel, devido a escassez de células nas

amostras, no entanto o resultado da contagem total € suficiente para caracterizar
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uma granulocitopenia severa (< 300 leucdcitos/mL), conforme descrito na literatura
por VOGELMAN e colaboradores em 1989.

Os resultados obtidos foram estatisticamente analisados através de teste “t”
de Student ndo-pareado (o = 0,05), e mostraram-se significativamente diferentes, o
que evidencia que a metodologia empregada foi eficaz na indugdo da

granulocitopenia.
5.3. AVALIACAO DO CRESCIMENTO BACTERIANO IN VIVO

O conhecimento da constante de geracéo bacteriana (k) in vivo da E. coli
ATCC 25922 é de fundamental importancia neste trabalho pois, conforme discutido
em 3.1, na auséncia do farmaco, o crescimento bacteriano, ou seja, a variagao do
numero de coldnias no local da infecgdo em fungéo do tempo (dN/dt) é funcéo direta
da constante de geracao bacteriana (k) e do numero de unidade formadoras de
colénia presentes no in6culo. A Figura 5 mostra a curva de crescimento bacteriano.

A constante de geracao bacteriana (k) foi calculada pela inclinagao da reta
entre os tempos de 3 e 9 horas (fase de crescimento log linear), pois como pode ser
observado na Figura 5, houve uma diminuicdo do numero de bactérias entre zero e
trés horas, o que pode ser atribuido a adaptagdo do microrganismo ao novo meio no
qual foi inserido. Apds 9 horas observou-se a formagao de um platd, que pode estar
relacionado a saturagdo do musculo pela bactérias.

O valor de k, para estas condicdes experimentais foi igual a 0,762 h™", com um

tempo de geragdo bacteriano in vivo de aproximadamente 54 minutos.
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Figura 5. Curva de crescimento bacteriano in vivo da Escherichia coli
ATCC 25922 (n = 3 em cada tempo). Pontos representam a
média * desvio padrao.

Segundo NOLTING e colaboradores (1996a), a velocidade média de
crescimento bacteriano in vitro para E. coli ATCC 25922, com um mesmo inéculo
inicial, foi de 46 minutos, o que indica que o crescimento in vitro e in vivo
apresentaram velocidades semelhantes.

A partir do valor de k obtido de cada experimento de farmacodinamica (n=18)
foi realizada uma modelagem, cujo o valor obtido foi de 0,762h™. O valor de k foi
fixado para os calculos dos outros parametros que compde a modelagem

farmacocinética-farmacodinamica.

5.4 AVALIACAO DO PROCESSO INFECCIOSO

Para avaliar a extensédo do processo infeccioso, e confirmar a imunodepresséo,
foram realizadas analises histopatoldgicas, conforme descrito em 4.2.4.

Os resultados indicaram que n&o houve disseminagao da infeccdo para outros
locais que ndo fosse o musculo tibial cranial, uma vez que as analises dos pulmdes,

rins, figado e sangue nao mostraram a presencga de bactérias.
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Os aspectos histopatoldgicos dos musculos estriados analisados nos diferentes
grupos sao mostrados na Figura 6, com ampliagdo de 400 x e foram obtidas apos
coloragcao com hematoxilina/eosina.

Na Figura 6a, pode-se observar o musculo tibial cranial removido de um animal
controle (sem bactérias e sem ciclofosfamida), na Figura 6b, observa-se o musculo
de um animal imunocompetente infectado por 24 h e na Figura 6c¢, observa-se o
aspecto de um musculo removido de um animal imunodeprimido e infectado por 24
h.

(a) (b) (c)

Figura 6. Microfotografia de musculo estriado corado com HE, ampliagdo de 400 x.
(a) animal sadio; (b) animal imunocompetente e infectado por 24 h; (c)
animal imunodeprimido e infectado por 24 h.

Na Figura 6a nota-se o aspecto de uma musculatura saudavel, sem alteragdes
morfolégicas. Observa-se a auséncia de neutréfilos e eosindfilos e o corte
transversal de alguns vasos sanguineos. Na Figura 6b observa-se uma intensa
migracao de neutrofilos e eosindfilos para o musculo, recrutados para combater a
infecgdo no local. Na Figura 6¢c essas células ndo sdo observadas devido ao
processo de imunodepresséo, que reduz sua populagédo a niveis baixissimos (<300
leucdcitos/campo). Ao invés da migragao de células do sistema imune, a Figura 6¢

mostra a destrui¢cao das fibras musculares.
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5.5DETERMINACAO DA LIGACAO A PROTEINAS PLASMATICAS

A ligacdo as proteinas plasmaticas foi determinada através de microdialise,
conforme descrito em 4.2.10.5. Os experimentos foram realizados com os animais

tratados com ciclofosfamida e ndo-infectados.

Foram realizadas coletas em 5, 10 e 15 min apos a administracdo de 240 mg/kg
de piperacilina e determinou-se as fragbes livres no plasma para cada um destes
tempos de coleta. Esta analise visou avaliar se a ligagao as proteinas plasmaticas
da piperacilina era dose-dependente na faixa de concentragdo estudada, ja que a

dose administrada situava-se muito acima da preconizada clinicamente (120 mg/kg).

As fracoes livres médias determinadas de acordo com a equacao 8, para cada
um dos trés tempo de coleta, ndo mostraram diferengas significativas entre si (o =
0,05). Deste modo, a fragao livre do farmaco no plasma (fu) foi determinada como
sendo o valor médio dos trés tempos de coleta, ou seja, a média de 9 determinagdes
no periodo de 5 a 15 min, sendo seu valor igual a 0,69 + 0,18 %. Os resultados
mostram que a PIP ndo apresenta ligacdo a proteinas plasmaticas concentragao
dependente na faixa de 1100 a 800 pg/mL, correspondente as concentracdes totais

avaliadas neste intervalo de tempo de coleta.

A comparagdo entre os valores encontrados neste trabalho com ratos
granulocitopénicos (0,69 + 0,18 %) e os relatados por NOLTING e colaboradores
(1996b) com ratos sadios, 0,58 + 0,10% e 0,53 + 0,76 % para as doses de 60 e 120
mg/kg, respectivamente, evidencia que na dose de 240 mg/kg de piperacilina houve
aumento da fragao livre. Este aumento, no entanto, ndo pode ser atribuido a
presenca da ciclofosfamida, uma vez que os estudos apresentados por DINIZ e
colaboradores (2002), demonstraram que a ligagcdo da piperacilina a proteinas
plasmaticas em ratos imunocomprometidos, na dose de 120 mg/kg, € igual a 0,53 +
0,11, muito semelhante ao valor encontrado por NOLTING e colaboradores (1996b).
O valor determinado para a dose de 240 mg/kg é significativamente maior que o
determinado para ratos infectados que receberam a dose de 120 mg/kg, nos

mesmos tempos de coleta (DINIZ et al., 2002).

61



Desse modo, pode-se atribuir o aumento observado na fragao livre do farmaco
a dose administrada, uma vez que esta foi muito superior a utilizada na clinica.
Provavelmente ocorre uma saturagao das proteinas plasmaticas, e a fracao livre, por
consequéncia direta, aumenta. A auséncia da variagao na fragao livre em fungao da
variacao de concentracao plasmatica total (5 a 15 minutos de coleta) para a dose de
240 mg/kg pode ser atribuida ao fato de que ndo houve tempo suficiente para que o
equilibrio se restabelecesse, e a ligagdo as proteinas voltasse aos niveis normais

observados para outras doses.

5.6 CALIBRACAO DAS SONDAS DE MICRODIALISE

A calibragdo das sondas de MD foi realizada in vitro, antes de cada
experimento, e in vivo, utilizando-se a técnica de retrodialise. As concentragdes
livres teciduais individuais foram corrigidas de acordo com a calibragao in vivo da

sonda utilizada no respectivo experimento.

A média percentual do valor da recuperagéo in vitro foi de 14,2 + 3,4 %, sendo
estes valorem indicativos da integridade e bom funcionamento das sondas,

utilizadas nos experimentos.

A média percentual do valor de recuperagao obtido pela calibragao in vivo por
retrodialise foi de 13,5 + 3,7 %.

Os valores percentuais de recuperagdo da sonda determinados pelas
calibracdes in vivo e in vitro sao semelhantes e, de acordo com BENVENISTE
(1989), os resultados encontrados sao coerentes uma vez que a taxa de
recuperacao in vivo, geralmente, € menor ou igual a taxa de recuperagao in vitro,
devido a complexidade da matriz que pode diminuir a permeabilidade do farmaco na

sonda.

NOLTING e colaboradores (1996b) determinaram as taxas de recuperagao de
sondas de microdidlise, utilizando piperaciina como farmaco modelo. As
recuperacoes in vitro foram avaliadas com diferentes concentragdes do calibrador
(50, 100, 300 e 500 ug/mL) para fins de determinar se essas taxas variavam em

funcdo da concentracdo do meio externo. As recuperagdes in vivo foram
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determinadas em animais sadios. Os valores encontrados para as recuperagoes in
vitro e in vivo, foram de 10,2 £ 0,3 % e 10,1 £ 0,9 %, respectivamente. As taxas de
recuperacao in vitro ndo variavam em funcdo da concentracdo do meio externo, o
que permite que a recuperagao in vitro seja determinada em um valor de

concentragao unico.

As taxas de recuperacao da piperacilina em tecido infectado foram avaliadas
por DINIZ e colaboradores (2002). Os animais infectados com Escherichia coli ATCC
25922 (indculo de 10° UFC/mL), tiveram as taxas de recuperacdo determinadas por
retrodialise. Os valores encontrados para as taxas de recuperagao in vitro e in vivo

foram de 19,5+ 8,2 % e 13,5 £ 5,0 %, respectivamente.

Os resultados obtidos corroboraram as observagdes de DINIZ e colaboradores
(2002) de que o processo infeccioso n&o altera a capacidade de recuperagédo das

sondas de microdialise, nas condi¢gbes experimentais utilizadas.
5.7 AVALIACAO FARMACOCINETICA DA PIPERACILINA

A farmacocinética da piperacilina foi avaliada na dose de 240 mg/kg. Essa
avaliacao se fez necessaria porque este farmaco apresenta farmacocinética nao-
linear, especialmente em altas doses, alterando seus parametros de eliminagdo em
funcéo da dose administrada (MORRISON e BATRA, 1979).

5.7.1 Avaliagdo Farmacocinética Nao-Compartimental

O perfil de concentragédo plasmatica total da PIP na dose de 240 mg/kg pode
ser observado na Figura 7. Os parametros plasmaticos e teciduais da analise
farmacocinética nao-compartimental estdo dispostos nas Tabelas 7 e 8,

respectivamente.
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Figura 7. Perfil de concentragao plasmatica por tempo ap6s administragao i.v. bolus
de PIP 240mg/kg (n = 7). Pontos representam a média * desvio padréo.

Tabela 7. Parametros farmacocinéticos nao-compartimentais obtidos para o perfil de
concentracdo plasmatica total apds administragao i.v. bolus de PIP 240
mg/kg (n = 6) a ratos Wistar machos (média * dp).

Parémetros Dose de 240 mg/kg
ke (min™) 0,018+ 0,003

t %2 (min) 40+8

CL (L/h/kg) 0,46 + 0,21
Vdss (L/kg) 0,30 + 0,06
ASCo- plasma (Lg*min/mL) 30996 + 1456
MRT (min) 39+7

Os parametros nao-compartimentais plasmaticos para a dose de 240 mg/kg
foram semelhantes aos relatados por DINIZ e colaboradores (2002) para animais

igualmente infectados e imunodeprimidos avaliados na dose de 120 mg/kg. O tempo
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de meia vida plasmatico da PIP foi 40 + 8 min e o obtido por DINIZ e colaboradores
(2002) foi de 52 + 50.

O valor de clearence encontrado para as duas doses foi muito semelhante,
sendo igual 0,46 = 0,021L/h/kg e 0,35 + 0,12 L/h/kg, para as doses de 240 mg/kg e
120 mg/kg, respectivamente. A similaridade nestes dois parametros (12 e CL) indica
que o farmaco foi depurado na mesma velocidade no plasma, independente da
dose.

Pode-se observar que houve uma tendéncia de aumento no Vdss para a dose
avaliada, 0,30 £ 0,06 L/kg, em relagdo aos obtidos para a dose de 120 mg/kg, que
foram iguais a 0,22 + 0,16 L/kg (DINIZ et al., 2002) apesar de nao haver diferenca
sinigificativa. Esta tendéncia poderia sugerir que a PIP se distribui mais nos tecidos
na dose de 240 mg/kg. Este aumento do volume de distribuicdo no steady state
(Vdss) para a dose de 240 mg/kg é coerente com o aumento da fragéo livre,
observado na determinacdo da ligacdo a proteinas plasmaticas (item 5.5). A
diferenga entre estes valores néo é estatisticamente significativa devido a grande
variabilidade dos parédmetros calculados no grupo 120 mg/kg.

O valor de ASCo.» piasma fOi superior ao obtido por DINIZ e colaboradores
(2002) que determinaram a ASCq.« plasma de 20820 + 7020 ug*min/mL, para a dose
de 120 mg/kg. Este resultado é coerente, uma vez que se espera um aumento dos
valores de ASC, com o aumento da dose administrada. No entanto, este aumento
nao ocorreu de modo linear, uma vez que observou-se um incremento de apenas 50
% na ASCo. plasma cOM 0 aumento de dose em 100 %.

Para os valores de MRT, DINIZ e colaboradores (2002) encontraram 44 + 34
min para a dose de 120 mg/kg, sendo semelhante ao obtido neste trabalho 39 + 7

min.

Tabela 8. Parametros farmacocinéticos ndo-compartimentais obtidos para o perfil de
concentracao livre tecidual apdés administracdo i.v. bolus de PIP 240
mg/kg (n = 6) a ratos Wistar machos (média £ dp).

Parémetros Dose de 240 mg/kg
ke (min™) 0,022 +0,001

t %2 (min) 32 3

ASC jivreftec 0-0 (Lg*min/mL) 7046 £ 2146
MRT (min) 398
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Na comparagao dos parametros teciduais determinados por DINIZ e
colaboradores (2002) com os determinados neste trabalho, pode-se perceber que o
farmaco foi eliminado de maneira semelhante (p<0,05) nas duas doses, com valores
de ke iguais a 0,022 + 0,001 min™ e 0,033 + 0,014 min™ para as doses de 240 e 120
mg/kg, respectivamente. Este fenbmeno também pode ser observado através dos
valores de t/2 dos diferentes grupos. O t'2 da PIP para a dose de 120 mg/kg foi de
24 + 10 e para 240 mg/kg foi de 32 + 3 min.

O MRT da PIP na dose de 120 mg/kg foi igual a 38 + 16 min, um valor
semelhante ao calculado para dose de 240 mg/kg, 39 + 8 min.

Conforme esperado a ASC jiretec 0-» da dose de 240 mg/kg foi maior que a
calculada por DINIZ (2002) para a dose de 120 mg/kg (3406 + 658 pug*min/mL).

A andlise estatistica pelo teste “” de Student dos parametros
farmacocinéticos ndo-compartimentais plasmaticos e teciduais para a dose de 240
mg/kg é mostrada na Tabela 9. Pode-se observar que n&o houve diferenga
estatistica entre os parametros ke, t'2, e MRT obtidos no plasma e no tecido
indicando que o farmaco apresentou velocidades de eliminagdo semelhantes nos
dois compartimentos. Esta similaridade também pode ser observada através do

paralelismo das fases de eliminagao de plasma e tecido mostrado na Figura 8.

Tabela 9.Resultado da analise estatistica pelo teste “t” de Student para parametros
nao-compartimentais teciduais e plasmaticos da dose de 240 mg/kg (n =

6) (o = 0,05).

Parametros Valor de “t” calculado
ke (min™) 0,843

t %2 (min) 2,325

MRT (min) 0,223

t0,05;12 = 2,570

5.7.2 Avaliacdo Farmacocinética Compartimental

Como este trabalho objetivava a previsao das concentragdes livres teciduais a
partir dos parametros obtidos na avaliagdo compartimental dos dados plasmaticos,

para sua posterior utilizagdo na modelagem PK-PD, realizou-se uma analise
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compartimental do perfil plasmatico, através do modelo aberto de dois
compartimentos, com o auxilio do programa de regressdo n&o-linear SCIENTIST®
v.2.0. Os resultados obtidos, no entanto, ndo foram satisfatorios, visto que as
concentragoes livres teciduais estimadas mostraram-se superiores as concentragdes
determinadas experimentalmente, através de microdialise.

Uma segunda abordagem foi utilizada, na qual realizou-se o ajuste simultaneo
das concentracbes plasmaticas totais e livres teciduais, utilizando-se um fator de
proporcionalidade. Desse modo as concentragdes plasmaticas foram ajustadas pela
equacgao do modelo de dois compartimentos (equagao 13) simultaneamente com as

concentragoes livres teciduais, através da equacao 18 modificada:

B fo(aﬂ-l-ba) '(e_ﬂ't _e—a.t)

C ec/ livre —
e B (18)

onde f é o fator de proporcionalidade que permite a avaliacdo das concentracoes
livres determinadas no tecido. Desse modo, as constantes hibridas a, b, o e § foram
obtidas levando-se em consideragédo os dados plasmaticos e teciduais. O valor de fu
utilizado foi de 0,69.

Os ajustes simultaneos foram realizados individualmente para cada animal e
as médias dos fatores de ajuste foram utilizadas para realizar o ajuste simulténeo
das concentragcbes médias mostradas na Figura 8. Para os ajustes individuais e
médio utilizou-se peso igual a 1 para todos os pontos. Valores de MSC superiores a
1,5 foram observados para todos os ajustes realizados, mostrando a adequagao das

equacodes para modelar os dados obtidos experimentalmente.
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Figura 8. Ajuste simultaneo das concentragcbes médias plasmaticas totais (@) e livres
teciduais (m) apos administracao i.v. bolus da dose de 240 mg/kg de PIP
(n=6). Pontos representam média + desvio padréo.

Pode-se observar que o ajuste simultdneo descreveu de forma adequada os
dados plasmaticos e teciduais na dose avaliada. O fator de proporcionalidade médio
determinado foi igual a 0,342 + 0,122.

A necessidade da utilizagdo de um fator de proporcionalidade para permitir a
previsdo das concentracdes livres teciduais de PIP também ocorreu no trabalho
realizado por DINIZ e colaboradores (2002), para as doses de 60 e 120 mg/kg
utilizando animais infectados e imunodeprimidos. Neste trabalho os fatores de
proporcionalidade determinados foram 0,343 + 0,090 e 0,345 £ 0,101, para as doses
de 120 e 60 mg/kg, respectivamente.

Através do fator de proporcionalidade pode-se prever as concentragdes
teciduais através das plasmaticas, corrigindo determinados desequilibrios que
possam ocorrer entre o compartimento central e o periférico, que nao permitiriam
estabelecer uma relacio direta entre os dois.

No trabalho realizado por NOLTING e colaboradores (1996b), onde avaliou-se
a farmacocinética plasmatica e tecidual da piperacilina em animais sadios, nao

houve necessidade da utilizagdo de fator de proporcionalidade, ou seja, os
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parametros plasmaticos foram capazes de prever as concentragdes livres teciduais
levando a conclus&o que o processo que governa a distribuigao tecidual da PIP é a
difusdo passiva. Os resultados obtidos com animais infectados nos levam a hipotese
de que o0 mecanismo infeccioso e o0 processo de imunodepressdo sado 0s
responsaveis pela alteragdo do equilibrio entre as concentragbes plasmaticas e
teciduais, devido a interferéncia no processo de difusdo passiva causadas pelas
alteragdes fisioldgicas decorrentes da imunodepresséao e infecgao.

JOUKHADAR e colaboradores (2001) estudaram a penetragcédo tecidual da
piperacilina (musculatura esquelética e tecido adiposo) em seis pacientes com
choque séptico, utilizando microdialise. Os autores observaram que os niveis livres
teciduais foram 5 a 10 vezes inferiores as correspondentes concentragdes
plasmaticas livres, concluindo que o processo infeccioso altera a penetragao tecidual
deste antibidtico, levando a redugao de sua efetividade clinica.

O uso do fator de proporcionalidade ja foi relatado previamente para outros
farmacos por motivos diversos.

Em trabalho utilizando o antibiético B-lactamico, cefaclor, realizado por PENA
e colaboradores (2001), um fator de proporcionalidade semelhante foi utilizado para
ajustar dados plasmaticos e teciduais para as duas doses avaliadas do farmaco (50
e 75 mg/kg), em diferentes tecidos (pulm&o e musculo) de animais sadios. As
hipéteses levantadas para a utilizacdo do fator de proporcionalidade foram a
possivel degradagao tecidual do farmaco, mecanismo de transporte ativo e/ou a
diferenca de pH entre tecido e plasma, levando a alteragdo do processo de
distribuicao passivo.

FREDDO (2002) utilizou um fator de proporcionalidade para prever as
concentragoes livres teciduais de norfloxacino, uma quinolona de 22 geragao, a partir
das concentracdes plasmaticas totais. Neste trabalho foram avaliadas duas doses
do farmaco (5 mg/kg e 10 mg/kg) em ratos Wistar sadios. As hipéteses para a falta
de equilibrio foram a penetragdao celular do farmaco, transporte ativo e/ou
degradagao tecidual.

Na Tabela 10 s&o apresentados os parametros farmacocinéticos
compartimentais médios resultantes do ajuste simultadneos dos dados plasmaticos e

teciduais para a dose de 240 mg/kg.
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Tabela 10. Parametros farmacocinéticos compartimentais determinados apdés o
ajuste simultaneo das concentragbes plasmaticas e teciduais obtidas da
administragao i.v. bolus de PIP na dose de 240 mg/kg (n = 6).

Parametros PIP 240 mg/kg
a (ug/mL) 1140,5 £ 135,4
b (ug/mL) 599,4 + 153,2
o (min ) 0,195 + 0,050
B (min " 0,022 + 0,003
Ve (L/kg) 0,148 + 0,011

Vdss (L/kg) 0,277+ 0,028

Vdarea(L/kg) 0,340 + 0,062

ASC ¢, (ung*min/mL) 33960 + 5033

CL (L/h/kg) 0,43 £ 0,07

t % B (min™) 33+5

MSC 1,5-2,3

As constantes hibridas a e [ apresentaram valores iguais a 0,195 + 0,050
min™ e 0,022 + 0,003 min™, respectivamente, os quais sdo muito semelhantes aos
determinados por DINIZ e colaboradores (2002) para a dose de 120 mg/kg, 0,190 *
0,040 e 0,030 + 0,010, respectivamente. O t4 determinado também foi similar ao
obtido para a dose de 120 mg/kg, cujos valores foram de 26 +13 min.

Os valores calculados para o volume de distribuicdo no compartimento central
(Vc), volume de distribuicdo no steady-state (Vdss) e volume de distribuicao area
(Vdsrea), foram estatisticamente superiores aos determinados por DINIZ e
colaboradores para a dose de 120 mg/kg, cujos valores foram 0,090 + 0,020; 0,190 +
0,08 e 0,160 + 0,060 L/kg. Na avaliagdo compartimental, a tendéncia de aumento do
volume de distribuicdo observada na analise ndo-compartimental foi comprovada. O
aumento do volume de distribuicdo deveria levar a um aumento do t'43, uma vez que
o clearence nao sofreu alteragdo. Este resultado, no entanto, ndo foi observado
provavelmente devido a grande variabilidade dos parametros determinados para a
dose de 120 mg/kg.

Este resultado indica que o farmaco apresentou maior distribuicdo na maior

dose, provavelmente devido ao aumento da fragao livre, conforme discutido em 5.5.
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O valor do clearance, igual a 0,34 + 0,10 L/h/kg para a dose de 120 mg/kg e
0,43 + 0,07 L/h/kg para 240 mg/kg indica que o farmaco é eliminado de maneira
semelhante nas duas doses.

O valor de MSC em média igual a 1,5 € um indicativo de que o modelo de
dois compartimentos € adequado para descrever os dados experimentais. A analise
estatistica pelo teste “t” de Student (o = 0,05) nado apresentou diferengas
significativas quando compararam-se o0s parametros compartimentais e néao
compartimentais, confirmando que o modelo que melhor descreve a farmacocinética

da PIP é o de dois compartimentos aberto.
5.7.3 Modelagem Farmacocinética-Farmacodinamica

NOLTING e colaboradores (1996a) propuseram um modelo PK-PD para
piperacilina (Equagado 3), desenvolvido a partir da avaliagdo do efeito de morte
bacteriana em modelo de infecgcdo experimental in vitro com E. coli ATCC 25922,
através da simulagcdo dos perfis de concentragdo livre tecidual esperados em
humanos apos a administragdo do farmaco em diferentes posologias. A faixa de
dosagem avaliada pelos autores foi de 30 a 120 mg/kg, encontrando-se dentro da
faixa preconizada clinicamente.

Neste trabalho inicialmente avaliou-se os perfis de morte bacteriana em
funcdo do tempo na mesma faixa de doses relatada por NOLTING e colaboradores
(1996a). No entanto, ndo foi observado o efeito de morte nas doses de 30 e 60
mg/kg, o que nos levou a escolher uma faixa de doses diferente: 120 a 240 mg/kg,
embora maior que a usada na clinica humana. Esse resultado pode ser atribuido ao
fato de que no modelo in vitro foram simuladas as concentragdes esperadas nos
tecidos humanos, onde o t'2 da piperacilina é em torno de 1 h, que é o dobro do
observado em ratos. Como a piperacilina tem acdo tempo-dependente, essa
diferenca foi determinante no efeito farmacodinamico.

Neste trabalho, avaliou-se o efeito da piperacilina em ratos imunodeprimidos e
infectados com o mesmo patdgeno, utilizando-se os perfis de concentragao livre
tecidual previstos pelos parametros plasmaticos e o fator de proporcionalidade
obtidos apds a administracdo de piperacilina i.v. bolus nas doses de 120 e 240

mg/kg a animais infectados e imunodeprimidos.
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Os parametros utilizados na modelagem PK-PD estdo apresentados na
Tabela 11.

Tabela 11. Parametros farmacocinéticos utilizados para modelagem PK-PD da

piperacilina.
Paréametros Dose de 240 mg/kg Dose 120 mg/kg
a (ng/mL) 1140,5 951,14
b (ug/mL) 599,4 496,37
o (min™) 0,195 0,19
B (min™) 0,022 0,03
f 0,342 0,343
fu 0,69 0,53

Utilizando-se a Equacao 3, procedeu-se a modelagem PK-PD, que foi
realizada fixando-se o valor de k (constante de geragao bacteriana in vivo), em 0,762

h™', relatado em 5.3.

A fixacdo do k objetivou uma maior precisdo dos parametros de
farmacodinémica, ECsy € kmax, Uma vez que o papel da constante de geracéo
bacteriana é fundamental na determinagao destes parametros.

Os perfis de concentragao livre tecidual de piperacilina apoés a administragao
da dose de 120 mg/kg e 240 mg/kg, previstos pelos parametros plasmaticos, e a
modelagem farmacocinética-farmacodinamica correspondente, sdo mostrados nas
Figuras 9 (4/4h), 10 (6/6h), 11 (8/8h), 12 (4/4h), 13 (6/6h), 14 (8/8h),

respectivamente.
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Figura 9. Simulagdo do perfil de concentragdo livre tecidual da piperacilina,
previsto através dos parametros plasmaticos para dose de 120 mg/kg
(painel superior). Perfil de morte bacteriana por tempo apods
administragdo de PIP 120 mg/kg de 4/4 h modelado utilizando-se a
equacdo 3. Pontos representam a média + dp para animais controles (H)
e tratados (@), (n = 3/ponto) (painel inferior).

73



Concentragao jivrestecido (Lg/mML)

1013

1012

1011

1010

UFC/mL

NI ERNRTTT ERRRTIT MARAARTTIT MARARRTTTTT MATAERTITT |

0 5 10 15 20 25

Tempo (h)

Figura 10. Simulagdo do perfil de concentragao livre tecidual da piperacilina,
previsto através dos parametros plasmaticos para dose de 120
mg/kg (painel superior). Perfil de morte bacteriana por tempo apos
administragao de PIP 120 mg/kg de 6/6 h modelado utilizando-se a
equacdo 3. Pontos representam a média * dp para animais
controles (M) e tratados (®),( n = 3/ponto) (painel inferior).
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Figura 11. Simulagéo do perfil de concentragao livre tecidual da piperacilina,
previsto através dos parametros plasmaticos para dose de 120
mg/kg (painel superior). Perfil de morte bacteriana por tempo
apos administracdo de PIP 120 mg/kg 8/8h de modelado
utilizando-se a equagao 3. Pontos representam a média + dp para
animais controle (M) e tratados (®), (n = 3/ponto) (painel
inferior).
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Figura 12. Simulagdo do perfil de concentragcdo livre tecidual da
piperacilina, previsto através dos parametros plasmaticos para
dose de 240 mg/kg (painel superior). Perfil de morte bacteriana
por tempo apds administragdo de PIP 240 mg/kg de 4/4h
modelado utilizando-se a equacido 3. Pontos representam a
média + dp para animais controle () e tratados (®), (n = 3
/ponto) (painel inferior).
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Figura 13. Simulagao do perfil de concentragao livre tecidual da piperacilina,
previsto através dos parametros plasmaticos para dose de 240
mg/kg (painel superior). Perfil de morte bacteriana por tempo
apo6s administracdo de PIP 240 mg/kg de 6/6h modelado
utilizando-se a equacao 3. Pontos representam a média + dp para
animais controle (M) e tratados (®), (n = 3/ponto) (painel
inferior).
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Simulacéo do perfil de concentragao livre tecidual da piperacilina,
previsto através dos parametros plasmaticos para dose de 240
mg/kg (painel superior). Perfil de morte bacteriana por tempo apods
administragao de PIP 240 mg/kg de 8/8h modelado utilizando-se a
equacdo 3. Pontos representam a média £ dp para animais
controle (M) e tratados (@), (n= 3/ponto) (painel inferior).
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Os parametros gerados na modelagem farmacodinamica estdo mostrados na
Tabela 12.

Tabela 12. Parametros resultantes da modelagem PK-PD da piperacilina nas doses
de 120 e 240 mg/kg usando constante de geragao bacteriana (k) fixada

em 0,762 h™.

Parametro 120 mg/kg 240 m/kg Média + dp
Intervalo de Dose | 4/4h | 6/6h | 8/8h 4/4 h 6/6 h 8/8 h
ECso (ug/mL) 1,39 1,59 1,04 1,10 1,31 1,41 |1,31+0,27
Kmax (™) 1,31 1,41 1,69 1,20 1,38 1,93 |1,38+0,20
MSC 3,03 1,21 0,96 3,07 1,35 1,28
Coeficiente de
correlagdo (r) 0,99 0,99 0,96 0,99 0,99 0,99

Na Figura 9 (painel inferior) pode-se observar que ndo houve uma redugao
efetiva na populagao bacteriana durante todo o periodo de tratamento com a dose
120 mg/kg g4 h. O que se observa € a manutengédo da populagdo em torno de 5 x
10° UFC/mL durante as primeiras 20 horas com uma tendéncia de redugdo neste
numero nas quatro horas seguintes.

Na Figura 10 (painel inferior) (120 mg/kg q6h) observa-se que o crescimento
bacteriano foi igualmente afetado, mas em menor magnitude do que no regime de
administracdo anterior, com contagens na ordem de 10" UFC/mL. O maior efeito de
morte € observado em 3 horas, havendo recrescimento da populagao a partir deste
periodo, com picos em 6 e 15 horas, justamente nos tempos de exposicdo a
concentragdes teciduais mais baixas, ou seja, concentragdes plasmaticas de vale.

Na Figura 11 (painel inferior) (120 mg/kg q8h) pode-se observar um menor
efeito do farmaco no total de 24 horas. Observa-se morte até 4 horas, com
recrescimento das bactérias em 8,16 e 24 horas, ou seja, nos tempo de vale das
concentragodes livres teciduais. A administragdo da segunda e terceira doses causou
uma pequena redugao no numero de bactérias em 12 e 20 horas.

As Figuras 12 a 14 mostram os mesmos intervalos de dose para a dose de
240 mg/kg. Na Figura 12 (painel inferior) (240 mg g4h) pode-se observar que os
picos de crescimento novamente acompanham os vales de concentragao livre

tecidual, com a populacédo bacteriana mantendo-se em torno de 10° UFC/mL durante
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todo o periodo de tratamento, havendo um pequeno aumento no efeito de morte a
partir de 24 h. A comparagao da Figura 9 com a Figura 12 mostra que o efeito de
morte bacteriana foi da mesma ordem de magnitude, apesar da dose ter sido
duplicada. Em ambas posologias, ndo houve uma erradicagao do microrganismo do
tecido apds 24 horas.

Na Figura 13 (painel inferior) (240 mg/kg q6h) observa-se que a populagao
bacteriana continua em crescimento lento, mas progressivo, chegando a um pico de
10" UFC/mL em 24 horas. Novamente, os periodos de maior efeito de morte s&o
aqueles em que a concentragao livre do antibiético no tecido esta aumentada. A
comparacgao da Figura 13 com a Figura 10 permite visualizar o mesmo efeito para as
duas posologias.

Na Figura 14 (painel inferior) (240 mg/kg g8h) nota-se que houve uma
redu¢cdo no numero de bactérias em 4 horas, com recrescimento em seguida. A
partir desse periodo a populagdo manteve-se estavel, atingindo contagens proximas
ao do indculo inicial (10° UFC/mL) e chegando ao limite maximo de 10° UFC/mL em
24 horas. Este efeito foi similar ao observado para a dose de 120 mg/kg no mesmo
intervalo de dose (Figura 11).

Em toda as posologias investigadas, o modelo PK-PD adequadamente
descreveu o efeito de morte e re-crescimento bacteriano em fungdo do tempo. A
adequacgao do modelo aos dados experimentais pode ser observada pelos valores
de MSC e coeficiente de correlagao obtidos (Tabela 12), bem como pela observacao
grafica (Figura 9-14).

Na comparagao entre os diferentes intervalos para a mesma dose, pode-se
observar um aumento na magnitude do efeito para intervalos menores. Este
resultado esta de acordo com o descrito na literatura, que classifica os antibiéticos
beta-lactamicos, como sendo tempo-dependentes, ou seja, o efeito sobre a morte
bacteriana € maior em fungao do tempo de exposicdo da bactéria a concentracoes
acima da CIM. Isto n&o significa que a concentragdo do farmaco néo é importante
para o efeito bactericida, apenas que sua contribuigdo € limitada quando comparada
ao tempo de exposic¢ao da bactéria ao farmaco. (NIGHTINGALE, 1994).

Esse efeito tempo-dependente, no entanto, poderia ser claramente observado
nos perfis de morte bacteriana, se intervalos de dose menores que g4h fossem
utilizados, devido ao curto tempo de meia-vida da piperacilina em ratos, em torno de

30 minutos.
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Os parametros farmacodinamicos kmax € ECso (Tabela 12) ndo variaram com o
regime posologico adotado. O mesmo comportamento foi observado in vitro
(NOLTING et al.,1996b) levando a conclusdo de que estes parametros sao
caracteristicos da interagao farmaco x bactéria especifica e independentes da dose
e intervalo de dose utilizados. Baseado neste resultado pode-se fazer a média dos
parametros farmacodinamicos obtidos: kmax 1,38 + 0,20 h™' e ECso 1,31 £ 0,27
pg/mL.

O valor de ECsy médio obtido (1,31 £ 0,27 ug/mL) foi inferior ao observado
para o modelo quando a piperacilina foi avaliada contra a mesma bactéria in vitro
(5,17 = 1,81 ug/mL) (NOLTING et al.,, 1996b). Este resultado indica que foi
necessaria uma concentracdo maior de piperacilina para promover 50 % do efeito
maximo de morte no modelo in vitro. No modelo in vitro, no entanto, obteve-se a
erradicagao do microrganismo a partir de 10 h, com a dose de 120 mg/kg g4h. No
modelo in vivo, por outro lado, a erradicagao nao foi observada em até 24 horas.
Deste modo, o menor valor de ECs, determinado in vivo n&o corresponde ao mesmo
nivel de efeito maximo obtido in vitro.

A constante de velocidade de morte maxima das bactérias relatada in vitro,
3,19 + 1,39 h™!, foi maior que a observada in vivo (1,39 + 0,20 h™"), indicando que o
tempo para obter o efeito maximo, ou seja erradicagéo bacteriana no tecido, &€ maior
in vivo.

As diferencas obtidas nos parametros da modelagem PK-PD in vitro e in vivo
podem estar relacionadas tanto a variagcdo farmacocinética dos experimentos
realizados quanto aos diferentes ambientes de infecg&o in vitro e in vivo.

NOLTING e colaboradores (1996b) simularam in vitro os perfis de
concentracao livre tecidual da piperacilina esperados em humanos, utilizando tempo
de meia-vida de uma hora. No presente trabalho foram utilizados os dados reais de
ratos Wistar infectados experimentalmente, com tempo de meia-vida de eliminacao
tecidual do farmaco em torno de 30 minutos. Essas diferengas nos tempos de meia-
vida implicaram numa redugao no tempo de exposi¢gao ao antibiético, em relagdo ao
observado em humanos, que se refletiu nas observacbes de efeito através dos
parametros ECsp € Kmax.

Para compreender as diferengas de ambiente in vitro e in vivo, devemos
considerar que: a) bactérias comportam-se de maneiras distintas in vitro e in vivo,

podendo alterar seu comportamento em relacdo ao crescimento de acordo com as
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circunstancias que se encontram. Trabalhos relatados na literatura descrevem a
alteracdo na producdo de substratos quando a bactéria se encontra in vivo, em
comparagao com o crescimento in vitro, que as tornariam menos susceptiveis a agao
de antibioticos que atuam sobre a sintese da parede celular, como os B-lactamicos,
por exemplo (SMITH, 1998); b) a exposi¢cédo ao antibiotico € bem menor no tecido, do
que num modelo in vitro. In vitro a bactéria encontra-se em solugado, ficado
totalmente susceptivel ao farmaco enquanto que no tecido, esta pode se aderir as
células e fibras presentes, criando sitios de protecdo que tornam mais dificil o
acesso do farmaco (KONEMAN et al., 2001).

Em resumo, os resultados mostraram que o modelo de Enax-modificado
utilizado neste trabalho foi capaz de prever a morte das bactérias em fungédo do
tempo para todos os intervalos e doses avaliados in vivo, podendo ser utilizado para
simulagbes de posologias contra esta cepa bacteriana ndo investigadas
experimentalmente. O emprego deste modelo PK-PD para otimizar terapias com
este antibidtico ainda nao pode ser extrapolado para a clinica, em funcdo das
limitagcdes existentes em uma infecgao experimental em animais farmacologicamente
imunodeprimidos. Para utilizacdo na pratica clinica, este modelo precisa ser
avaliado, na sequéncia, em situagdes de infeccado real em humanos bem com outros

patdgenos utilizando-se diferentes antibidticos.
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6. CONCLUSOES

» A validacdo da metodologia analitica para cromatografia liquida de alta
eficiéncia mostrou linearidade e repetibilidade adequadas para as amostras
de plasma e dialisado de tecido. Os limites de quantificacdo observados

foram de 27,5 ug/mL e 0,5ug/mL, respectivamente;

» A ciclofosfamida administrada a ratos Wistar machos, nas doses de 150 e 100
mg/kg, 5 dias e 1 dia antes do experimento induziu granulocitopenia severa (<

300 leucdcitos/campo);

» O tempo de geragao da Escherichia coli in vivo, nas condi¢gdes experimentais
utilizadas foi de 54 minutos, ndo diferindo do observado por NOLTING e

colaboradores (1996b) in vitro, que foi de 46 minutos;

» As avaliagdes histopatolégicas confirmaram que o processo de
imunodepressdo reduziu substancialmente a migracdo de neutrdfilos e
eosindfilos para o tecido infectado, além de demostrar a auséncia de

bactérias em outros tecidos até 24 h apds o inicio da infeccdo experimental;

» A determinacdo da fracdo livre plasmatica da piperacilina em ratos
granulocitopénicos para a dose de 240 mg/kg foi igual a 0,69 + 0,18 %. Este
valor € maior do que o observado por DINIZ e colaboradores (2002) para
animais igualmente granulocitopénicos (0,53 + 0,11 %) avaliados com outras

doses;

» A taxa de recuperacgao das sondas de microdidlise in vitro para a piperacilina
foiigual a 14,2 £ 3,4 %;

» A taxa de recuperacdo das sondas de microdialise in vivo no tecido infectado
foi igual a 13,5 = 3,7 %, semelhante aos valores determinados por NOLTING
e colaboradores (1996a) mostrando que o processo de infecgdo nao altera a

recuperacao das sondas de microdialise;
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Apods a administracdo de PIP i.v. bolus na dose de 240 mg/kg determinou-se
pela analise nao-compartimental um t2 de 40 + 8 min; CL de 0,46 + 0,021
(L/h/kg) e um Vdss de 0,30 + 0,06 L/kg;

Os perfis de concentragao plasmaticas total apds administracdo da dose de
240 mg/kg de piperacilina sdo adequadamente descritos pelo modelo aberto
de dois compartimentos;

Os resultados obtidos para a, b, a e  através da analise compartimental para
a dose de 240 mg/kg foram de 1140,5 + 135,4 ng/mL, 599,4 + 153,2 ng/mL,
0,195 + 0,05 min ~' e 0,022 + 0,003 min ", respectivamente;

A previsao das concentracgdes livres teciduais de piperacilina na dose de 240
mg/kg i.v. bolus baseada nos parametros farmacocinéticos plasmaticos

superestimou os niveis teciduais medidos por microdialise;

O ajuste simultaneo das concentragdes plasmaticas totais e livres teciduais,
determinadas por microdialise, apds administragcao de piperacilina na dose de
240 mg/kg i.v. bolus, necessitou de um fator de proporcionalidade de 0,342 +
0,101;

Os resultados dos perfis de morte bacteriana em fungao do tempo para as
doses de 120 e 240 mg/kg g4h, q6h e g8h corroboram a classificacédo da

piperacilina como antibidtico com efeito bactericida tempo-dependente;

O modelo PK-PD (Emax-modificado) descreveu de maneira adequada os perfis
de crescimento e morte bacteriana em funcdo do tempo obtidos nas
diferentes posologias testadas in vivo (120 mg/kg e 240 mg/kg q4h, q6h, q8h)
obtendo-se um ECso de 1,31 £ 0,27 ug/mL e um knax 1,39 £ 0,20 h'.

Os valores dos parametros da modelagem PK-PD obtidos in vivo diferiram
dos descritos na literatura para o mesmo antibiético e bactéria quando
simulados in vitro (NOLTING et al., 1996b).
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