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RESUMO

Biofilmes sdo comunidades bacterianas complexas encapsuladas em matrizes
poliméricas autoproduzidas e podem se desenvolver em superficies inertes ou
tecidos vivos. A formacéo do biofilme é um importante fator de viruléncia, pois
permite a bactéria resistir as respostas do hospedeiro e a terapia antimicrobiana.
Devido a essa elevada resisténcia aos antimicrobianos, é dificil estabelecer uma
estratégia eficaz para o tratamento de infeccbes com formacao de biofilmes,
levando a falhas na erradicagcdo das mesmas. Nesse contexto, o objetivo do
presente estudo é desenvolver um modelo farmacocinético/farmacodinamico
(PK/PD) para descrever o efeito do ciprofloxacino (CIP) na presenca de biofilmes
de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), visto que a modelagem PK/PD de
antimicrobianos € uma ferramenta util na escolha de regimes posoldgicos que
atinjam o efeito bactericida méximo, minimizando o desenvolvimento de
resisténcia. Para atingir esse objetivo, inicialmente um método analitico por
CLAE/fluorescéncia foi desenvolvido para quantificar o CIP em amostras de
plasma e microdialisado. O método desenvolvido foi simples, rapido e com
sensibilidade adequada para corretamente caracterizar a farmacocinética
plasmética e pulmonar do CIP. Posteriormente, um modelo animal de infeccao
pulmonar crénica foi adaptado da literatura e padronizado, permitindo a
investigacdo da distribuicdo pulmonar do CIP em ratos Wistar sadios e
infectados. Para tal, bactérias foram imobilizadas em beads de alginato a fim de
manter a infeccdo por até 14 dias com cargas bacterianas superiores a 108
UFC/pulmao. Estudo de microdialise foi entdo conduzido para avaliar as
concentracdes livres de CIP apds administracdo intravenosa de 20 mg/kg. A
analise ndo-compartimental (NCA) e a modelagem farmacocinética populacional
(PopPK) dos dados foram realizadas nos softwares Phoenix® e NONMEM®,
respectivamente. Diferencas significativas foram observadas no clearance
plasmatico (1,59 + 0,41 L/h/kg e 0,89 £ 0,44 L/h/kg) e na constante de eliminacdo
(0,23 £ 0,04 h'' e 0,14 + 0,08 h!) para ratos sadios e infectados, resultando em
uma exposicdo plasmatica maior nos animais infectados (ASCo-~ = 27,3 £ 12,1
pg-h/mL) quando comparados com os animais sadios (ASCo-~ = 13,3 + 3,5
pg-h/mL) (a0 = 0,05). Apesar da maior exposi¢ao plasmatica, quando comparados
com os animais saudaveis (fT = 1,69), animais infectados apresentaram uma

penetracdo pulmonar quatro vezes menor (fT = 0,44). Diferengas na constante



de eliminacdo pulmonar ndo foram observadas. Dados plasmaticos e
pulmonares foram simultaneamente descritos por modelo PopPK constituido de
compartimentos venoso e arterial, dois compartimentos representativos de duas
regides pulmonares distintas e dois compartimentos periféricos, representando
outros tecidos que nao os pulmdes. Um clearance pulmonar foi adicionado ao
modelo apenas para os dados de microdialise dos animais infectados (CLiung =
0,643 L/h/kg) afim de explicar a exposi¢cdo tecidual diminuida. O modelo
desenvolvido descreveu, com sucesso, os dados plasmaticos e teciduais de
animais sadios e infectados, permitindo a correta caracterizacao das alteracdes
observadas na disposicdo plasmatica e pulmonar do CIP decorrentes da
infeccdo com biofilme. Para os estudos de farmacodinamica, o efeito bactericida
do CIP frente a biofilmes e células planctonicas de P. aeruginosa foi
simultaneamente avaliado através do uso de curvas de morte bacteriana. Para
a construcdo destas curvas, biofilmes de P. aeruginosa foram formados na
superficie de blocos de acrilico e sua formacao foi confirmada pelo ensaio cristal
violeta e por microscopia eletronica de varredura. Os blocos foram expostos a
concentracbes constantes de CIP (de 0,0625 a 10 pg/mL) e, em tempos pré-
determinados, células planctbnicas e de biofiilmes eram amostradas para
quantificagdo. Um modelo semi-mecanistico que incorpora um modelo Emax
sigmoidal foi utilizado para descrever o efeito do CIP frente a ambos estilos de
vida bacteriano. Uma subpopulacao pré-existente com menor suscetibilidade ao
CIP foi incluida no modelo e o efeito do CIP nesta subpopula¢do também foi
descrito pelo modelo Emax sigmoidal. A comparacao dos parametros estimados
pelo modelo demonstrou que o efeito in vitro do CIP € maior para as células
planctonicas (ECso = 0,259 mg/L e 0,123 mg/L e Emax = 2,25 h'l e 5,59 h'! para
biofilmes e planctdnicas, respectivamente). A poténcia estimada do CIP para a
subpopulacao resistente foi muito menor para ambos estilos de vida bacteriano
(ECso = 2,71 mg/L e 1,15 mg/L para biofilmes e planctbnicas, respectivamente).
Os modelos desenvolvidos podem ser utilizados para a simulagdo de cenarios
nao testados e servir como uma ferramenta para guiar a escolha dos regimes
posologicos adequados, contribuindo para o sucesso terapéutico no tratamento
de infec¢des associadas a biofilmes.

Palavras-chave: Infeccbes associadas a biofilmes, P. aeruginosa,

ciprofloxacino, microdialise em pulméao infectado, modelagem popPK, curvas de
morte bacteriana, modelagem PK/PD semi-mecanistica.



ABSTRACT

Pharmacokinetic/Pharmacodynamic (PK/PD) Model to Characterize
Ciprofloxacin Effect in Pseudomonas aeruginosa Biofilm Infection

Biofilms are complex bacterial communities enclosed in self-produced polymeric
matrices that can develop in inert surfaces or living tissues. Biofilm formation is
an important virulence factor that allows bacteria to resist host responses and
antibacterial agents. Due to this high resistance to antibiotics, it is difficult to
establish an efficacious strategy for treatment of infections with biofilm formation
leading to failure in infection eradication. In this context, the goal of this study was
to develop a pharmacokinetic/pharmacodynamic (PK/PD) model to describe the
antimicrobial effect of ciprofloxacin (CIP) in the presence of biofiims of
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), since PK/PD modeling for antibacterial
agents can be a useful tool to choose dosing regimens and to achieve the
maximum bactericidal effect, minimizing the development of resistance. To reach
this goal, firstly an analytical method based on HPLC/fluorescence was
developed in order to quantify CIP in plasma and lung microdialysate. The
developed method was simple, fast and with enough sensibility to proper
characterize CIP plasma and lung pharmacokinetics. Secondly, an animal model
of chronic lung infection was adapted from literature and standardized, allowing
the analysis of CIP lung distribution in infected and healthy Wistar rats. Bacteria
were immobilized in alginate beads prior to inoculation to Wistar rats in order to
sustain the pneumonia for 14 days, maintaining a bacterial load superior to 108
CFU/lung. A microdialysis study was then conducted to evaluate free CIP
concentrations after an intravenous administration of 20 mg/kg. Non-
compartimental analysis (NCA) and populational PK modeling (PopPK) of the
data were performed in Phoenix® and NONMEM®, respectively. Statistical
differences were observed in the plasma clearance (1.59 + 0.41 L/h/kg and 0.89
+ 0.44 L/n/kg) and elimination rate constant (0.23 + 0.04 htand 0.14 + 0.08 h't)
for healthy and infected rats, respectively, resulting in a significantly higher CIP
plasma exposure in infected rats (AUCo--» = 27.3 £ 12.1 pg-h/mL) compare to
healthy animals (AUCo--» = 13.3 = 3.5 pg-h/mL) (o = 0.05). Besides the plasma
exposure, a four times lower pulmonary penetration was observed in infected

rat’'s lungs (fT = 0.44) in comparison to healthy animals (fT = 1.69), with no



significant differences in the lung elimination rate constant. Plasma and lung data
were simultaneously fitted using a PopPK model consisting of an arterial and a
venous compartment, two compartments representing different regions of the
lungs and two peripheral distribution compartments, representing tissues other
than lungs. A lung clearance was added to the model for infected animals (CLiung
= 0.643 L/h/kg) to explain the lower tissue exposure. The model successfully
described the plasma and microdialysis data from both, healthy and infected rats
and allowed to correctly describe the changes in CIP plasma and lung disposition
in biofilm infections. For the pharmacodynamic studies, CIP bactericidal effect
against Pseudomonas aeruginosa biofilms and planktonic shedding cells were
simultaneously evaluated using the time-kill curves approach. For the time-kill
curves construction, P. aeruginosa biofilms were formed in acrylic blocks, which
was confirmed by the crystal violet assay and scanning electron microscopy. The
blocks were placed in flasks containing Mueller-Hinton growth medium and
exposed to constant CIP concentrations (ranging from 0.0625 to 10 pg/mL). At
pre-determined time points, biofilm and planktonic cells were sampled for
bacterial counting. A mechanism-based model which incorporates a sigmoidal
Emax model was used to describe the CIP effect against P.aeruginosa in both
llifestyles, biofilm and planktonic. The presence of a pre-existing resistant
subpopulation was included in the model and also modeled with a sigmoidal Emax
model to describe CIP effect in this subpopulation. Comparison of the parameter
estimates showed that the in vitro effect of CIP is higher for planktonic cells (ECso
= 0.259 mg/L and 0.123 mg/L and Emax = 2.25 h? and 5.59 h! for biofilm and
planktonic cells, respectively). CIP potency was much lower for the resistant
subpopulation, for both bacteria lifestyles (ECso = 2.71 mg/L and 1.15 mg/L for
biofilm and planktonic, respectively). The developed models can be used to
simulate untested scenarios and serve as a tool to guide dosing regimen
selection, contributing for the therapeutic success of treatments of biofilm-

associated infections.

Keywords: Biofilm-associated infections, P. aeruginosa, ciprofloxacin, infected
lung microdialysis, popPK modeling, time-kill curves, semi-mechanistic PK/PD
modeling.
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Biofilmes bacterianos sdo comunidades estruturadas de células encapsuladas dentro de
matrizes poliméricas autoproduzidas que podem se desenvolver em superficies inertes ou
tecidos vivos. Periodontite e infec¢cdo pulmonar crénica em pacientes com fibrose cistica sao
exemplos de doencas associadas a biofilmes em 6rgéos ou tecidos (DARVEAU & TANNER,
1997; SINGH et al., 2000). Por outro lado, infecgcbes nosocomiais, como aquelas relacionadas
ao uso de cateter venoso central (PASSERINI et al., 1992), cateter urinario (MORRIS,
STICKLER & McLEAN, 1999), valvulas cardiacas (HYDE, DAROUICHE & COSTERTON, 1998)
e préteses ortopédicas (GRISTINA et al.,, 1994) sdo exemplos de infecgcbes onde biofilmes
aderem-se a superficies inertes.

A formacéo do biofilme comeca quando ocorre a adesédo de uma célula plancténica a essa
superficie. A adesdo inicialmente é um processo reversivel, tornando-se irreversivel em
algumas horas, devido ao pili e ao glicocalice das bactérias (H@IBY et al., 2001). O préximo
passo é a formacdo de microcolbnias por agregacdo as células ja ligadas, através do
recrutamento de mais células planctbnicas (quorum sensing) ou pelo crescimento séssil da
microcoldnia (FONSECA & SOUSA, 2007). O biofilme crescente é constituido de multiplas
camadas e sua superficie irregular permite a liberacao de células-filhas, que séo destacadas do
biofilme e levadas a nova superficie que sera colonizada (H@GIBY et al., 2001).

Biofilmes constituem um modo protegido de crescimento bacteriano que permite a
sobrevivéncia em um ambiente hostil (PARRA-RUIZ et al.,2010). Quando na forma de biofilme,
as bactérias sdo capazes de evadirem-se do sistema imune do hospedeiro e apresentam uma
resisténcia aumentada aos antimicrobianos (STEWART e COSTERTON, 2001). Mecanismos
classicos de resisténcia a antimicrobianos - bombas de efluxo, mutacées alvo e enzimas
modificadoras — ndo sdo o0s Unicos responsaveis pela resisténcia bacteriana na forma de
biofilme (CERI et al., 1999). Quando as bactérias sdo dispersas do biofilme e adquirem sua
forma planctbnica, geralmente tornam-se suscetiveis aos antimicrobianos, sugerindo que a
resisténcia das bactérias no biofilme ndo é somente adquirida por mutagfes ou elementos
genéticos (WILLIANS et al., 1997).

Devido a essas caracteristicas intrinsecas dos biofilmes, a otimizagcdo de regimes
posoldgicos de antimicrobianos para o tratamento de infec¢bes associadas aos biofilmes é
extremamente importante uma vez que, com a exposi¢cao correta ao antimicrobiano, € possivel

prevenir a resisténcia bacteriana e a formacao de biofilme (HENGZHUANG et al., 2013). Em
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infeccbes onde o biofilme ja se encontra formado, a otimizac&o posologica permite controlar a
infeccdo, ndo expondo os biofilmes a concentracbes subinibitérias que estimulam a sua
formacao por representarem um ambiente hostil a célula bacteriana (KAPLAN, 2011; BALAJI,
THENMOZHI & PADIAN, 2013).

A relacdo entre a farmacocinética (PK) e a farmacodinamica (PD) de antimicrobianos tem
sido tradicionalmente empregada com sucesso para otimizar esquemas terapéuticos visando
alcancar o efeito méximo bactericida. Infelizmente, a maioria dos estudos PK/PD de
antimicrobianos tem sido feito com a bactéria na sua forma livre (plancténica) e raros estudos
tém sido conduzidos com as bactérias no fenétipo de biofiimes (HENZHUANG et al., 2012).
Nesse contexto, o desenvolvimento de um modelo farmacocinético-farmacodinamico (PK/PD)
gue descreva o efeito do antimicrobiano tanto sobre a bactéria plancténica quanto sobre a
bactéria em biofilmes pode ser uma ferramenta extremamente Util, uma vez que modelos PK/PD
convencionais, utilizados para as formas planctdnicas bacterianas, podem nédo ser adequados
para a correta previsdo dos resultados clinicos em presenca de biofiimes (NOREDDIN e
ELKHATIB, 2009).

Modelos PK/PD para antimicrobianos geralmente s&o desenvolvidos com base em dados
advindos de experimentos in vitro e in vivo para definir uma relacao entre a exposicao (PK) e o
efeito (PD) de um farmaco. Perfis concentracdo/tempo plasmaticos e teciduais de
antimicrobianos determinados in vivo sdo empregados para obtencdo dos parametros
farmacocinéticos, enquanto um modelo de infec¢do in vitro em que a bactéria é exposta a
concentracfes constantes e flutuantes do antimicrobiano (curvas de morte bacteriana) €
empregado para obtencdo dos parametros farmacodindmicos (BARBOUR, SCALIONE e
DERENDOREF, 2010).

Perfis concentracdo/tempo teciduais de antimicrobianos podem ser determinados
empregando-se a técnica de microdialise. A microdialise possui a vantagem de medir apenas a
fracdo livre do farmaco, farmacologicamente ativa, no fluido intersticial, que € o local de agéo
de muitos farmacos, entre eles alguns antimicrobianos (MULLER, 2000). Através dessa técnica,
€ possivel comparar os perfis de concentracdo/tempo de farmacos em tecidos infectados e
sadios e, assim, verificar se a infeccdo é responsavel ou ndo por alteracdes na distribui¢cdo
tecidual de farmacos (DHANANI et al., 2010).
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A modelagem matematica das curvas de morte bacteriana (time-kill curves) obtidas em
modelos de infeccéo in vitro, nos quais diferentes perfis farmacocinéticos podem ser simulados,
permite a determinacgdo de parametros PK/PD como ECsp (concentracdo necessaria para obter
50% do efeito méximo) e Emax (méxima velocidade de morte bacteriana). Esses parametros
servem para descrever o efeito dos antimicrobianos e estimar o efeito de posologias ndo
investigadas experimentalmente, permitindo a comparacdo de eficacia antibacteriana de
diferentes regimes posologicos que levam a otimizacao de tratamentos (LIU et al., 2005).

A fibrose cistica (FC) € um exemplo de infec¢do associada a biofilmes na qual as doses de
antimicrobianos tradicionalmente empregadas para células planctdnicas ndo sao capazes de
erradicar os biofilmes presente no pulmao dos portadores. Estes biofilmes sdo capazes de gerar
uma resposta inflamatdéria excessiva ocasionando dano tecidual progressivo e uma
inflamacdao/infeccdo crénica das vias aéreas. Danos pulmonares sédo a principal causa de
morbidade e mortalidade dos portadores de FC (CIOFU et al., 2014). A infecgdo pulmonar
destes pacientes ocorre com um espectro conhecido de patégenos, sendo que em adultos
Pseudomonas aeruginosa € o patdgeno mais comum, isolado em mais de 80% dos casos
(STRAUSBAUGH & DAVIS, 2007). Para a FC, a otimizacao de regimes posolégicos visando a
erradicacao dos biofilmes, ou o seu controle, contribui para a melhora no prognéstico da doenca.

Diante do exposto, o presente trabalho objetiva desenvolver um modelo PK/PD para
antimicrobiano frente a bactéria formadora de biofilme com dados de PD in vitro e PK in vivo.
Como bactéria e farmaco modelos para esta proposta sera utilizada Pseudomonas aeruginosa
(cepa ATCC 27853) e ciprofloxacino (CIP). Pseudomonas aeruginosa e CIP foram escolhidos
devido a sua importancia em infec¢cdes pulmonares cronicas e no tratamento dessas em

pacientes com fibrose cistica, respectivamente.
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OBJETIVOS






O objetivo geral deste trabalho é desenvolver um modelo PK/PD para descrever o efeito
antimicrobiano do ciprofloxacino frente a biofilmes de Pseudomonas aeruginosa, visando
auxiliar na determinacédo de regimes posologicos adequados para o tratamento de infeccdes

pulmonares associadas a biofilmes.
Os objetivos especificos sao:

" Desenvolver e validar métodos analiticos para quantificar o CIP em plasma e
microdialisado de pulmao de ratos, através de cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccéo por fluorescéncia;

" Estabelecer e validar um modelo animal de infeccéo pulmonar crénica com formacéo de

biofiimes de P. aeruginosa em ratos Wistar;

. Determinar a penetragdo pulmonar do CIP em ratos Wistar sadios e infectados com
biofiimes de Pseudomonas aeruginosa através da técnica de microdialise e modelar, por
abordagem populacional os perfis plasmaticos e teciduais do farmaco nas duas situacdes (PK

in vivo);

. Determinar o efeito bactericida in vitro de diferentes concentracbes de CIP contra
biofilmes e células planctonicas de Pseudomonas aeruginosa através da constru¢ao de curvas

de morte bacteriana (time-kill curves — PD in vitro);

. Desenvolver um modelo matematico mecanistico capaz de descrever os dados das
curvas de morte bacteriana simultaneamente para os dois estilos de vida bacteriano (biofilme e

planctbnico).
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REVISAO DA LITERATURA






1. Biofilmes Bacterianos
Biofilmes bacterianos sdo tradicionalmente conceituados como comunidades estruturadas
de células bacterianas, encapsuladas em matrizes poliméricas autoproduzidas, aderidas de
maneira irreversivel a uma superficie biotica (tecidos vivos) ou abiotica (superficies inertes)
(COSTERTON, STEWART & GREENBERG, 1999). A Figura 1 apresenta as principais
superficies (bidticas ou abioticas) onde biofilmes bacterianos podem se aderir no corpo humano
(LEBEAUX et al., 2013).

Figura 1. Infeccbes relacionadas a biofilmes mais comuns (Adaptado de LEBEAUX et al.,
2013).
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Biofilmes s&o considerados o modo de vida em comunidade dos microrganismos
(SAWHNEY & BERRY, 2009) podendo esse ser composto de uma unica ou varias especies
microbianas (DAVEY & O’TOOLE, 2000). Tais comunidades sdo formadas pois oferecem
vantagens aos seus membros, tais como: i) ambiente seguro, protegido das defesas do
hospedeiro, do tratamento com antimicrobianos e das condi¢cdes adversas do ambiente; ii)

disponibilidade de nutrientes e cooperacao metabdlica; iii) beneficios corporativos, permitindo
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uma inter-relacéo benéfica aos microrganismos; iv) propicia um estilo de vida coletivo (DAVEY
& O'TOOLE, 2000; KERKSIEK, 2008; SAWHNEY & BERRY, 2009).

A formacédo e desenvolvimento dos biofilmes sdo mediados por varios processos mecanicos,
bioguimicos e genéticos (SAWHNEY & BERRY, 2009) envolvendo alguns passos que ocorrem
sequencialmente (Figura 2) (STOODLEY et al., 2002).

Figura 2. Etapas da formacéo e desenvolvimento de biofilmes bacterianos.

a: Adesao reversivel a superficie; b: Adeséo irreversivel; c: Comunicacao bacteriana (quorum
sensing) e formagdo da microcolonia; d: Desenvolvimento e maturacdo do biofilme; e:
Disperséao de células bacterianas ou pedacos de biofilmes (Adaptado de STOODLEY et al.,
2002).

O primeiro passo consiste em uma adesao primaria ao substrato, que pode ser bibtico ou
abidtico (Figura 2a) (VASUDEVAN, 2014). Essa adesao geralmente é fraca e reversivel,
podendo a bactéria desligar-se do substrato (BRYERS, 2008). A ligacdo das células
plancténicas a superficie é o passo mais critico na formacédo do biofilme e depende das
propriedades de superficie tanto do substrato quanto da célula bacteriana. A ligacdo a superficie
provoca alteracdes nas expressdes génicas da bactéria que facilitam o crescimento na forma
de biofilme (ISLAM et al., 2012). Tais alteracdes reprimem os sistemas de motilidade bacteriana
e induzem a sintese de exopolissacarideos, levando a uma ligacéo irreversivel ao substrato
(Figura 2b) (STOODLEY et al., 2002). Um estudo de Davies e Geesey (1995) demonstrou que
células de P. aeruginosa aderidas a uma superficie de vidro por 15 minutos ja iniciam um
processo de super-expressao de algC (gene responsavel pela producéao de alginato) e este
evento genético inicia o processo de formacado do biofilme. O préximo passo é a formacao de

microcolbnias por agregacdo de novas células bacterianas as células ja ligadas, através do
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recrutamento de mais células planctdnicas (quorum sensing) ou pelo crescimento séssil da
microcolbnia (Figura 2c) (FONSECA & SOUZA, 2007). A proxima fase no desenvolvimento do
biofilme é a sua maturacao (Figura 2d), resultante da acumulacdo microbiana e da geracéo de
uma arquitetura complexa, culminando na formacdo de uma matriz tridimensional, com poros,
canais e uma redistribuicdo de bactérias longe do substrato (STOODLEY et al., 2002;
VASUDEVAN, 2014). A bactéria nessa fase possui caracteristicas fisiologicas (perfis proteicos)
totalmente diferentes da sua forma planctonica (STOODLEY et al., 2002). Uma vez o biofilme
maduro, células bacterianas ou mesmo pedacos do biofilme podem se destacar e dispersar
para o ambiente. Desde modo, essas células bacterianas podem colonizar e estabelecer um
novo biofilme em outra superficie gerando um mecanismo ciclico (Figura 2e) (BRYERS, 2008;
VASUDEVAN, 2014).

1.1. Principais constituintes do biofilme

A formacdo e manutencdo dos biofiimes dependem primariamente da presenca de
substancias extracelulares que interconectam as células bacterianas (adesédo célula-célula) e
servem como a matriz do biofilme (CIOFU et al., 2014). Essas substancias extracelulares
fornecem aos microrganismos um ambiente favoravel para a sobrevivéncia, estabilidade
mecanica aos biofilmes e adeséo a superficie. Adicionalmente, permitem a transferéncia génica
e a comunicacao célula-célula (quorum sensing) (VASUDEVAN, 2014). Varios tipos de
substancias poliméricas extracelulares (EPS), como polissacarideos, proteinas, acidos
nucléicos e lipideos podem fazer parte da matriz de biofilmes. Esses componentes séo
usualmente produzidos pela propria bactéria e uma mesma espécie bacteriana pode produzir
diferentes componentes em ambientes especificos (CIOFU et al., 2014). Na maioria dos
biofilmes, os microrganismos podem representar menos de 10% da massa seca, enquanto a
matriz pode ser responsavel por mais de 90% (Tabela 1) (FLEMMING & WINGENDER, 2010;
VASUDEVAN, 2014).
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Tabela 1. Composicéo do biofilme (Adaptado de SUTHERLAND, 2001).

Componente Porcentagem do Biofilme
Agua Até 97%

Células Microbianas 2-5%
Polissacarideos 1-2%

Proteinas <1 - 2% (incluindo enzimas)
DNA e RNA <1-2%

fons ? (Ligados e Livres)

A matriz protege 0s microrganismos contra dessecacdo, oxidantes, antimicrobianos,
radiacdo ultravioleta e defesas imunologicas do hospedeiro. Adicionalmente, a matriz dos
biofilmes atua como um sistema digestivo externo, mantendo as enzimas extracelulares perto
das células bacterianas, permitindo a essas metabolizar os biopolimeros tornando-os fontes de
energia e nutrientes. Também funciona como um centro de reciclagem mantendo o0s
componentes das células lisadas disponiveis para serem utilizados (FLEMMING &
WINGENDER, 2010).

A matriz dos biofilmes possui uma arquitetura complexa e forma uma estrutura
tridimensional coesiva que € altamente organizada e interconectada permitindo realizar funcées
especializadas (VASUDEVAN, 2014).

1.2 Resisténcia do biofilme a agentes antimicrobianos e as defesas imunes do
hospedeiro

O crescimento na forma de biofilme permite as bactérias evadirem das defesas naturais do
hospedeiro além de conferir resisténcia a quimioterapia antimicrobiana. Mesmo em individuos
imunocompetentes, infeccbes com a presenca de filme bacteriano sdo raramente resolvidas.
Testes de suscetibilidade in vitro com modelos de biofilme demonstram que a célula bacteriana,
guando em biofilmes, € capaz de sobreviver ao tratamento com antibiéticos em concentracées
centenas (e até milhares) de vezes maiores que a necessaria para matar células plancténicas
da mesma espécie (STEWART & COSTERTON, 2001).

34



A resisténcia dos biofilmes a agentes antimicrobianos é complexa e resulta da combinacao
de mecanismos de resisténcia intrinseca, adquirida e adaptativa (TAYLOR, YENG &
HANCOCK, 2014). Varios mecanismos tém sido propostos para tentar explicar porque as
bactérias em biofilmes apresentam resisténcia a terapia antimicrobiana.

O primeiro mecanismo € a limitacao da difusdo do antimicrobiano devido a arquitetura do
biofilme, ocasionando uma penetracdo lenta ou incompleta do antimicrobiano no biofilme
(Figura 3a) (COSTERTON, STEWART & GREENBERG, 1999; STEWART & COSTERTON,
2001, O'TOOLE, 2002). A matriz do biofilme é a primeira barreira que o antimicrobiano ira
encontrar até chegar as células bacterianas. Esta pode atuar como um adsorvente ou reagente,
limitando a quantidade do antimicrobiano disponivel para atuar contra as bactérias e
incapacitando o mesmo de penetrar em todas as areas do biofilme (DAVIES, 2003). Esse
mecanismo foi, por muito tempo, considerado o principal responsavel pela resisténcia
apresentada pelos biofilmes. Entretanto, com o passar dos anos, estudos in vitro de penetracao
de antimicrobianos em biofilmes demonstram que alguns desses farmacos sao prontamente
permeados pelos biofilmes, enquanto outros apresentam uma ma penetracao, dependendo do
agente em particular e do biofiime (MAH, 2012; TSENG et al., 2013). Um exemplo de
penetracdo antimicrobiana limitada em biofilmes € o dos aminoglicosideos e biofilimes de P.
aeruginosa. O alginato, principal exopolissacarideo da matriz de biofilmes de P. aeruginosa,
possui natureza aniénica sendo capaz de reter moléculas positivamente carregadas, como por
exemplo, os aminoglicosideos (MYSZKA & CZACZIK, 2011). Essa reduzida penetracao no
biofilme, proporciona tempo para as células bacterianas se adaptarem fisiologicamente,
adotando um fendtipo mais tolerante ao antimicrobiano antes que concentracdes altas sejam
atingidas (TSENG et al., 2013).

Existe nos biofilmes uma sub-populacdo de células bacterianas que adota um fenétipo
distinto e altamente protegido, sendo conhecidas como dormentes ou persistentes (persisters)
(Figura 3b). Células persisters tém sido propostas como um mecanismo inato adicional para a
resisténcia apresentada pelo biofilme aos antimicrobianos. Uma vez que a concentragdo dos
agentes antimicrobianos decai, as células persisters sobreviventes séo capazes de restabelecer

a populagéo bacteriana, causando uma recidiva da infec¢édo (LEWIS, 2012).
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Outro mecanismo de resisténcia proposto leva em consideragdo 0 microambiente
guimicamente alterado do biofilme (Figura 3c). Gradientes de concentracdo de nutrientes e
oxigénio constituem-se em uma caracteristica conhecida dos biofilmes. A partir disso, postula-
se gque as células bacterianas presentes na parte mais profunda do biofilme experimentam uma
limitacdo de nutrientes e, portanto, passam a existir em um estado de crescimento lento. Células
em crescimento lento ou quando nao proliferativas sdo muito menos suscetiveis a terapia
antimicrobiana, uma vez que antimicrobianos geralmente tem como alvo terapéutico
mecanismos envolvidos na divisdo e no metabolismo celular (STEWART & FRANKLIN, 2008).

Adicionalmente, biofilmes sdo ideais para a troca de material genético entre células
bacterianas devido a proximidade uma com as outras. Resisténcia adquirida ocorre
frequentemente em biofilmes, devido a transferéncias horizontais de material genético entre
diferentes cepas e espécies (no caso de biofilmes multi-espécies). Resisténcia ocasionada pela
producado de enzimas (p.ex. B-lactamases), também encontrada em bactérias plancténicas,
pode ter maior influéncia na falha terapéutica quando em biofilmes, uma vez que estdo em maior
concentracao no interior da matriz podendo desativar o antimicrobiano a medida que esse se
difunde (TAYLOR, YENG & HANCOCK, 2014).
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« a) Penetracdo lenta
ou incompleta

Figura 3. Mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos em biofilmes: a) Limitada difusdo de
antibidticos pela matriz do biofilme; b) Sub-populacdo de bactérias persisters; c) Presenca de
bactérias em crescimento lento devido ao microambiente alterado dos biofilmes, com regides
de reducéo de nutrientes e oxigénio (Adaptado de STEWART & COSTERTON, 2001).

Uma das razfes para o desenvolvimento de infec¢des crénicas € que o sistema imune
falha em reconhecer e erradicar o biofilme, deficiéncia que é independente da localizacdo do
biofilme no hospedeiro. A matriz exerce um efeito de blindagem aos microrganismos,
diminuindo a penetracdo de células de defesa, como por exemplo, os polimorfonucleares
(PMN). Adicionalmente, a matriz impede que o sistema imune reconheca 0s microrganismos no
seu interior, protegendo-o0s contra a acao de anticorpos, fagécitos e outras células de defesa
gue usualmente séo recrutadas para o combate de infec¢cées (ALHEDE et al., 2014).

Apesar de cada mecanismo acima descrito contribuir para uma maior resisténcia do
biofilme, cada um isoladamente ndo € capaz de explicar a maior resisténcia apresentada pelas
células bacterianas em biofilme quando comparada a sua forma plancténica. A resisténcia dos
biofilmes é multifatorial e esses mecanismos sdo desenvolvidos em resposta a um estresse
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bacteriano, uma vez que a vida em biofilme torna as células bacterianas menos suscetiveis as
alteracdes ambientais (MAH, 2012).

1.3 Biofilmes e infec¢gBes pulmonares em pacientes com fibrose cistica

Biofilmes também séo formados nas vias aéreas de pacientes portadores de Fibrose
Cistica (FC). A FC é uma doenca autossdmica recessiva, onde seus portadores possuem uma
mutacdo no braco longo do cromossomo 7, que transcreve uma proteina transmembrana,
reguladora de transporte ibnico, chamada de regulador de condutancia transmembranar de
fibrose cistica_(CFTR). Esta proteina é encontrada na superficie apical de varios epitélios
secretores, funcionando como um canal para os ions cloreto (CATALDI et al., 2014). FC é a
doenca genética letal mais comum entre caucasianos e infec¢des pulmonares sdo a principal
causa de morbidade e mortalidade de seus portadores, pois uma vez estabelecido o biofilme
no pulmdo desses pacientes ndo é possivel a erradicacdo da infeccdo, causando uma
inflamacdaol/infeccdo cronica das vias aéreas (CIOFU et al., 2014). A colonizagéo e a infeccao
pulmonar em paciente com FC ocorre com um espectro conhecido de patdégenos bacterianos
gue sao idade-dependentes. Em criancas os patégenos mais comuns sdo Staphylococcus
aureus e Haemophilus influenza. Mais tarde no decurso da doenca, Pseudomonas aeruginosa
€ 0 patégeno mais comum, sendo isolada em mais de 80% das infec¢cdes (STRAUSBAUGH &
DAVIS, 2007) (Figura 4).
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Figura 4. Prevaléncia idade-especifica de patégenos causadores de infecgdes pulmonares em
portadores de FC (Adaptado de STRAUSBAUGH & DAVIS, 2007).
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Alguns fatores podem explicar o desenvolvimento de biofilmes no pulméo de portadores
de FC. O primeiro e principal fator seria a reducdo da depuracdo mucociliar. Devido ao
comprometimento funcional da proteina CFTR, portadores de FC possuem uma secre¢ao
reduzida de ions cloreto (CI") no epitélio pulmonar. Essa reduzida concentracé@o de ions cloreto
(CI) gera uma reabsorcdo de sodio (Na*), reduzindo a quantidade de agua presente na
superficie epitelial. Uma vez que o liquido presente na superficie das vias aéreas é essencial
para manter a estabilidade e funcionalidade ciliar, o transporte mucociliar acaba reduzido. A
consequéncia € um ciclo vicioso de retencdo de muco, infec¢ao e inflamacgéo (RATJEN, 2009).
Outro fator importante seria a hipoxia existente dentro dos tampdes de muco. Essa deplecao
de oxigénio torna o ambiente desfavoravel para o crescimento na forma planctonica
promovendo a conversao para uma forma mais protegida de crescimento, o biofilme. Fatores
como aumento na densidade de receptores capazes de se ligar a bactérias presentes na
superficie celular epitelial pulmonar e deficiéncia dessas na ingestédo bacteriana também seriam
propostos como responsaveis pelo desenvolvimento de biofilme no pulméo de portadores de
FC (CATALDI et al., 2014).

Biofilmes presentes no tecido pulmonar séo capazes de gerar uma resposta inflamatoria
excessiva, ocasionando dano tecidual progressivo. A resposta inflamatoria juntamente com a
presenca crénica das bactérias gera um infiltrado de neutréfilos no pulméo, onde a liberacéo
excessiva de oxidantes e proteases geram um extenso dano tecidual (GROWCOTT et al.,
2011).

Apesar da elevada resposta inflamatdria e terapia antimicrobiana intensa, biofilmes sao
capazes de persistir no pulmdo de pacientes com FC levando a insuficiéncia respiratoria,

transplante pulmonar ou morte do paciente (CIOFU et al., 2014).

1.4 Estratégias de combate aos biofilmes

O aumento do numero de infecgBes causadas por patdgenos resistentes a multiplos
antimicrobianos € considerado um importante problema meédico e econdmico. Os
antimicrobianos utilizados atualmente, em sua maioria, foram desenvolvidos para atingir
microrganismos que estejam em crescimento exponencial, sendo pouco efetivos contra
biofilmes. Mesmo em altas concentra¢des, antimicrobianos bactericidas costumam ser inativos

contra biofilmes ocasionando recidiva da infeccdo, mesmo quando os tempos de tratamento
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sdo respeitados. As estratégias de combate aos biofilmes atualmente dividem-se em
preventivas e curativas. Preventivas consistem em limitar a adeséo bacteriana ou a formacéo
dos biofilmes enquanto medidas curativas visam atingir os mecanismos de tolerancia presentes
em um biofilme ja formado, como por exemplo, a morte de células persister. As estratégias sédo
normalmente empregadas em conjunto, com 0 uso de compostos novos (inibidores de quérum
sensing, bacteriéfagos, terapia enzimatica) juntamente com farmacos tradicionais (BELOIN et
al., 2014).

No caso de pacientes portadores de FC, os métodos atualmente empregados para
prevenir a formagéo de biofilmes de P. aeruginosa nos pulmdes consistem em: i) isolamento do
paciente e medidas rigidas de higiene para evitar a infeccdo cruzada com outros pacientes ja
infectados; ii) terapia precoce para evitar a colonizagdo, utilizando ciprofloxacino oral e
nebuliza¢des de colistina por trés semanas, ou monoterapia com tobramicina inalatoria por trés
meses; iii) nebulizagcbes diarias com DNase (reducdo da viscosidade do muco) (HZIBY et al.,
2010; CIOFU et al., 2014).

Para o tratamento de infeccdes pulmonares cronicas por biofiimes de P. aeruginosa, a
metodologia empregada consiste na terapia antimicrobiana supressiva, que inicia assim que a
infeccdo é diagnosticada. A terapia supressiva € realizada com colistina ou tobramicina
inalatoria, pelo resto da vida do paciente, combinada com ciclos de 2 semanas a cada 3 meses
de antimicrobianos anti-Pseudomonas administrados intravenosamente (ceftazidima,
piperacilina/tazobactam, carbapenémicos ou ciprofloxacino). Adicionalmente, inalagfes diarias
com DNase podem ser empregadas (H@IBY et al., 2010; CIOFU et al., 2014). Apesar de todo
o esforco e uso combinado de diferentes antimicrobianos, o tratamento de infeccfes
pulmonares por biofilmes de P. aeruginosa geralmente é ineficiente levando a recidivas. 1sso
ocorre principalmente devido a localizacdo da bactéria em regides onde a concentracao de
antimicrobianos administrados sistemicamente é subinibitoria. A exposicdo bacteriana a
concentragfes abaixo da concentragdo inibitéria minima (CIM) leva a ocorréncia e selegéo de
bactérias resistentes ao antimicrobiano, além de estimular ainda mais a formacéao de biofilmes,
por sinalizar um ambiente hostil a bactéria e essa passar a crescer em sua forma mais protegida
(CIOFU et al., 2014).
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1.5. Ciprofloxacino e biofilmes de Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa € uma bactéria Gram-negativa que causa varias infeccées oportunistas no
homem, causando complicacbes em queimaduras, grandes cirurgias e em pacientes
transplantados (THOMAS, CRIPPS & KID, 2009). E frequentemente isolada de pneumonias
associadas a ventilacdo mecéanica e em pacientes com FC (HOFFMANN, 2007). Foi
demonstrado que 80-90% dos pacientes com FC possuem biofilmes de P. aeruginosa em seus
pulmbes (YAN et al.,, 2008), sendo a principal causa de morbidade e mortalidade desses
pacientes devido a um ciclo vicioso de infeccdo e inflamagdo que leva a deterioracédo
progressiva da fungéo pulmonar, levando a insuficiéncia respiratoria e & morte (TRE-HARDY et
al., 2009).

Fluoroquinolonas, B-lactamicos e aminoglicosideos sdo as trés principais classes de
antimicrobianos usadas no tratamento de infeccfes causadas por P. aeruginosa (ELKHATIB,
HAYNES & NOREDDIN, 2008). Dentre eles destacam-se o CIP, fluoroguinolona com a maior
poténcia microbiolégica (menor CIM) contra P. aeruginosa, e, portanto, considerada a
flourogquinolona anti-pseudomonas (BURGESS & HALL, 2007).

O CIP é uma fluoroquinolona de segunda geracédo, possui amplo espectro de acao e é
utilizado para o tratamento de infec¢des por bactérias Gram-negativas e Gram-positivas por
décadas (SCHUCK et al., 2005). O mecanismo de acdo do CIP, bem como das fluoroquinolonas
em geral, consiste na inibicdo de duas enzimas bacterianas: a DNA girase (ex-topoisomerase
Il) e a DNA topoisomerase IV. Tais enzimas Sao essenciais para 0s processos de replicacao,
transcricdo e reparacdo do DNA bacteriano, sendo necessarias para o crescimento bacteriano
e duplicacdo do material genético (HAWKEY, 2003). Fluoroquinolonas tendem a distribuir-se
rapidamente nos tecidos periféricos e nos fluidos biologicos, atingindo concentracdes muitas
vezes superiores as encontradas no soro ou plasma (OLIPHANT & GREEN, 2002).

Preston e colaboradores (1996) demonstraram que o CIP foi significativamente mais eficaz
gue a tobramicina no tratamento de P. aeruginosa aderente a biomateriais, com uma
concentracado de eliminacdo do biofilme (MBEC) de 5 pg/mL, 10 X superior a CIM para as
células planctbnicas, enquanto a MBEC da tobramicina foi superior a 100 pg/mL, representando
75 — 100 X a CIM para as células planctdnicas. Em conformidade com estes dados estédo os
resultados apresentados por Tseng e colaboradores (2013), que demonstraram que

antimicrobianos carregados positivamente, como a tobramicina, sdo sequestrados na periferia
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do biofilme, enquanto antimicrobianos neutros como o CIP conseguem facilmente penetrar no
biofilme (Figura 10).

Cy5 Cy5-tob Cy5-cipro

incubation wash incubation wash incubation wash

ko :in

Figura 5. Biofilme de P. aeruginosa limita a penetracdo da tobramicina na sua biomassa.
Biofiimes de P. aeruginosa PAOl expressando GFP foram incubadas com 21,4 uM Cy5
(esquerda), tobramicina-Cy5 conjugada (centro) e ciprofloxacino-Cy5 conjugado (direita) por 30
minutos. As micrografias de varredura confocal a laser foram obtidas a cada 2,5 minutos durante
a incubacéao e 30 minutos apo6s lavagem. Imagens representativas apos a incubacéo e lavagem
estdo demonstradas. Na fileira do topo, a biomassa esta representada em verde e o Cy5 em
roxo. Na fileira de baixo, esta representado apenas o canal do Cy5 em escala de cinza (Retirado
de TSENG et al., 2013).

Em um estudo de Abdi-Ali e colaboradores (2006) a atividade antibacteriana das
fluoroquinolonas, B-lactamicos, aminoglicosideos e macrolideos contra biofilmes de isolados
clinicos de P. aeruginosa foi investigada. As fluoroquinolonas demonstraram maior poténcia
gue as outras classes investigadas, sendo os biofilmes completamente erradicados apés um
tratamento com 16 X a CIM para o CIP e 64 X a CIM para o ofloxacino. Kumar e colaboradores
(2013) observaram o efeito do CIP em biofilmes de P. aeruginosa PAO1 entre 1 e 7 dias.
Durante os dias iniciais, do dia 1 ao dia 3, o CIP foi capaz de erradicar os biofilmes pré-formados,
porém, demonstrou-se inefetivo em biofilmes a partir de 4 dias de idade. A arquitetura de
biofilmes mais velhos é mais complexa e provavelmente limitou a penetracdo do CIP. Saini e
colaboradores (2015) demonstraram que em concentracdes proximas a CIM, o CIP é capaz de
reduzir em 72% a formagao do biofiime de P. aeruginosa PAO1. Em estudo conduzido por

Dosler e Karaaslan (2014) ficou demonstrado que o CIP é capaz de inibir em mais de 70% a
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fixacdo da P. aeruginosa (ATCC 27853) a superficie em concentragcdes sub-inibitorias (1/10 X
CIM).

Tendo em vista a atual inabilidade no tratamento de infec¢gdes pulmonares crénicas em
portadores de fibrose cistica, salienta-se a importancia do uso de metodologias capazes de
guiar a escolha de doses dos agentes terapéuticos, a fim de evitar a exposicao de populacdes
bacterianas a concentracdes subinibitérias dos antimicrobianos, o0 que permite ao
microrganismo persistir por longos periodos levando a cronificacdo da inflamacg&o/infeccéo
responsaveis pela morbidade e mortalidade da doenca.

Antimicrobianos tém sido tradicionalmente avaliados com base em indices
farmacocinéticos/farmacodinamicos (PK/PD), estes possibilitam a indicacdo da melhor dose do

antimicrobiano objetivando a eficacia do tratamento.

2. Indices PK/PD utilizados na avaliagcdo de antimicrobianos

Um dos principais fatores que contribui para o surgimento de resisténcia bacteriana € a
exposicao inadequada ao antimicrobiano durante o tratamento (PAPICH, 2014). Sendo assim,
uma estratégia para evitar o aparecimento de resisténcia é a otimizacdo do esquema posologico
dos antimicrobianos (PRIETO, GASCON & ISLA, 2015). Esquemas posolégicos inadequados
consistem em: selecdo de doses muito baixas (doses subterapéuticas), administracdes
infrequentes, duracgéo curta do tratamento e sele¢cdo de um farmaco pouco ativo contra a cepa
bacteriana causadora da infeccdo (PAPICH, 2014). Por outro lado, altas exposicbes a
antimicrobianos estéo relacionadas a alta incidéncia de efeitos colaterais o que leva a néo-
adesao ao tratamento, ocasionando falha terapéutica e surgimento de resisténcia por ndo se
respeitar o tempo adequado de tratamento (PRIETO, GASCON & ISLA, 2015).

A otimizacéao posoldgica ideal exige conhecimento dos mecanismos envolvidos no efeito
dos antimicrobianos (Farmacodindmica — PD) e o conhecimento das concentracdes atingidas
no organismo do paciente (Farmacocinética — PK). A relagéo farmacocinética/farmacodinamica
(PK/PD) integra esses dois conhecimentos e define o regime posologico necessario para
aumentar a possibilidade de sucesso terapéutico, minimizando efeitos colaterais e o surgimento
de resisténcia (PRIETO, GASCON & ISLA, 2015).

Antimicrobianos tém sido tradicionalmente avaliados com base em indices PK/PD tais

como: tempo no qual a concentragcéo livre do farmaco permanece acima da concentracao
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inibitéria minima (CIM) (T > CIM), razao entre a concentracao maxima (Cmax) € a CIM (Cmax/CIM)
e a razao entre a area sob a curva de 24 horas (ASCo-24) e a CIM (ASCo-24/CIM) (BARBOUR,
SCALION & DERENDORF, 2010; PAPICH, 2014; PRIETO, GASCON & ISLA, 2015) (Figura 5).

Cméx (Pico)

Concentracéo (ng/mL)

*-1_ Tempo > CIM ﬂ_.‘ \

Tempo (horas)

Figura 6. indices PK/PD utilizados para a otimizacdo de posologias para antimicrobianos.

A selecdo do indice PK/PD mais preditivo, bem como a magnitude do mesmo necessaria
para eficacia antibacteriana, é essencial para a otimizacdo do regime posolégico (VELKOV et
al., 2013).

A escolha do indice PK/PD depende do padrao de efeito antibacteriano de cada farmaco,
podendo ser divididos em 3 classes principais (PRIETO, GASCON & ISLA, 2015):

- Antimicrobianos concentracdo-dependente com efeito pds-antimicrobiano: os indices PK/PD
para estes farmacos sdo Cmax/CIM e ASCo-24/CIM, pois quanto maiores as concentragdes do
farmaco maiores os efeitos observados. Além disso, o efeito pds-antimicrobiano mantém o
efeito antibacteriano mesmo quando as concentra¢cdes do farmaco estdo abaixo da CIM.

Exemplos: aminoglicosideos, fluoroquinolonas e polimixinas.

- Antimicrobianos tempo-dependente: o melhor indice PK/PD para esse grupo de farmacos € o
tempo no qual a concentracgéo livre plasmatica do farmaco permanece acima da CIM (T > CIM).
Normalmente é expresso como uma porcentagem do intervalo de doses. Exemplos: todos os

B-lactamicos, como penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos.

- Antimicrobianos concentracdo-independente com efeito pods-antimicrobiano: devido a

existéncia de efeito mesmo quando as concentracdes estdo abaixo da CIM, os indices PK/PD
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mais preditivos para essa classe de farmacos sdo Cmax/CIM e ASCo-24/CIM. Exemplos:

tetraciclinas, macrolideos, sulfonamidas e cloranfenicol.

A maioria dos estudos PK/PD de antimicrobianos tém sido feitos com células
planctbnicas e a extrapolacdo dos resultados para biofilmes € inadequada, uma vez que
biofiimes diferem grandemente das células livres conforme descrito anteriormente (CIOFU et
al., 2014). Os conceitos tradicionais de concentracao inibitéria minima (CIM) e concentragéo
bactericida minima (CBM) utilizados para as células plancténicas possuem uma baixa
correlacao clinica quando utilizados para bactérias em biofilmes. Concentracao inibitoria minima
no biofilme (MBIC) e concentragdo minima para a erradicacdo do biofilme (MBEC) sdo mais
precisas e refletem melhor a atividade dos antimicrobianos no biofilme (VELKOV et al., 2013).
Tal fato deve ser levado em consideracdo quando os indices PK/PD sdo utilizados para a
racionalizacédo de doses em infec¢Oes onde ocorre a formacao de biofilmes (Figura 6).

Atingir concentracdes proximas ao MBEC in vivo € praticamente impossivel devido aos
efeitos colaterais e toxicidade dos antimicrobianos. Quando o MBIC é utilizado para otimizacao
de esquemas posoldgicos, observa-se que altas doses e longos periodos de tratamento sdo
indicados. Entretanto, a presenca de efeitos colaterais pode resultar na ndo-adesao do paciente
resultando em falha terapéutica em grande parte das infec¢cdes com biofilmes. Geralmente, a
erradicacao de biofilmes utilizando-se monoterapia e administracdo sistémica nao € possivel

(CIOFU et al., 2014).
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Figura 7. Concentracfes de colistina (16 mg/kg, i.p.) no soro de camundongos versus CIM,
CBM, MBIC e MBEC da P. aeruginosa PA0O165307 (Adaptado de HENGZHUANG et al., 2011).
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Usualmente o mesmo indice PK/PD é utilizado tanto para a forma plancténica quanto
para biofilmes, apresentando apenas diferencas de magnitude. Em um estudo realizado com a
colistina, tanto a forma plancténica quanto biofilmes de P. aeruginosa PAO1 apresentaram um
comportamento concentracéo-dependente, sendo o indice que melhor se correlacionou com a
eficacia do tratamento foi a ASC/CIM para as células plancténicas e ASC/MBIC para o biofilme
(HENGZHUANG et al., 2012). Ja para a ceftazidima, um antimicrobiano (3-lactamico, observou-
se um comportamento tempo-dependente para biofilmes de P. aeruginosa PAOl e um
comportamento concentracao-dependente para biofilmes de P. aeruginosa super-produtoras de
B-lactamases (PAADDh2Dh3). Tal fato pode ser explicado pela inativacdo do antimicrobiano na
matriz do biofilme, necessitando de maiores concentracfes para exercer o efeito. No mesmo
estudo, o imipenem (antimicrobiano estavel frente as -lactamases) apresentou um
comportamento tempo-dependente para ambos os tipos de biofiimes (HENGZHUANG et al.,
2013).

Apesar de amplamente empregados para a otimizacdo posologica, os indices PK/PD
possuem varias falhas uma vez que séo valores estanques (fixos) que possibilitam a indicacao
da dose do antimicrobiano baseados no fato que se deve atingir um determinado valor
estabelecido, p.e. ASCo-24/CIM > 125. No entanto, a mesma dose total do antimicrobiano
administrada em 24 horas pode ser subdividia em diversas doses diarias, mantendo a mesma
ASCo-24: 1 g q24h, 500 mg g12h ou 250 mg g6h. Todas essas posologias geram perfis de
concentracdo/tempo distintos e, consequentemente, perfis bactericidas ou bacteriostéticos
distintos, apesar de cumprirem o indice PK/PD estabelecido (DALLA COSTA & DERENDORF,
1996; NIELSEN & FRIBERG, 2013). Além disso, a CIM é um valor estimado apdés a incubacao
da bactéria na presenca de uma concentracdo estatica de antimicrobiano, ndo se tendo
informacgdes sobre o crescimento bacteriano na presenca de concentracdes flutuantes, uma vez
que no organismo, a concentracdo de antimicrobiano néo é constante (PRIETO, GASCON &
ISLA, 2015). Sendo assim, CIM ndo é um bom parametro farmacodinamico, pois nao
caracteriza as relagbes entre concentracdo flutuante na qual a bactéria € exposta e efeito
(NIELSEN & FRIBERG, 2013). Desse modo, os indices PK/PD n&do permitem a descrigdo da
curva de morte bacteriana por tempo resultante da utilizagdo da posologia indicada, n&o sendo

Uteis para fazer previsdes da relagdo temporal do efeito quando a posologias sédo alteradas.
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Apenas a modelagem PK/PD permite a descricdo temporal do efeito e previsado dos desfechos

do tratamento investigado.

3. Modelagem PK/PD de antimicrobianos

A modelagem PK/PD pode ser definida como a descricdo matematica que correlaciona
efeito e tempo, ou seja, permite descrever e prever a variagdo do efeito de um farmaco
relacionado com a variagdo da concentracdo do mesmo, em funcao do tempo (DERENDORF
& HOCHHAUS, 1995).

Modelos PK/PD podem correlacionar experimentos in vitro e in vivo para definir uma relagéo
entre a exposicao (PK) e o efeito (PD) de um farmaco. Desse modo, facilitam a descricdo e a
previsdo da relacdo efeito farmacolégico/tempo de um farmaco em determinada situacdo
patoldgica, resultante da posologia utilizada (DERENDORF & MEIBOHM, 1999; BARBOUR,
SCALIONE & DERENDORF, 2010). No caso de antimicrobianos, parametros farmacocinéticos
in vivo sdo usualmente determinados pelos perfis plasméaticos e teciduais do farmaco, enquanto
parametros farmacodinamicos in vitro sdo normalmente determinados através de curvas de
morte bacteriana (time-kill curves) (BARBOUR, SCALIONE & DERENDORF, 2010).

O modelo farmacodinamico tradicionalmente empregado na modelagem de antimicrobianos
€ 0 modelo de Emax-Sigmoidal, no qual o efeito do farmaco é descrito em relacédo a variacao de
concentracéo pela equacao:

E — Emax'Cy

iz (1)
ECS,+CY

onde E é o efeito do farmaco; Emax € 0 efeito maximo atingido por um determinado tratamento
com o farmaco; C é a concentracéo do farmaco; ECso é a concentragdo do farmaco que produz
50% do efeito maximo; y é o fator sigmoidal que define o formato da curvatura da curva
concentragao-efeito.

A concentracdo da bactéria (B) em funcéo do tempo em um indéculo sem exposicao ao
antimicrobiano pode ser descrita pela equacao:

dB

ar — Deres” B — Kinorte * B (2)
onde o crescimento exponencial da bactéria é descrito como um resultado liquido da taxa de

crescimento (Kcres) € a constante para a morte natural das células (Kmorte). O efeito
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antibacteriano pode ser incluido, seja para inibir a taxa de crescimento, seja para aumentar a
taxa de morte bacteriana. Assim, incorporando-se o efeito do farmaco (Equacédo 1) na taxa de
crescimento bacteriano (Equacgéo 2), tem-se:
.cY .cY
Z_]; = (Kcres - EE'.TZ:;CCC:Y) "B — (Kmorte + E;Z::gy) ()

Na Equacado 3, C é substituido pela equacdo que descreve o perfil de concentracao do
farmaco no tecido infectado. Desse modo, a variagdo do tempo leva a variagdo tanto na
concentracdo de farmaco na biofase quanto no numero de bactérias presente no local de
infeccéao (efeito), construindo-se assim o modelo PK/PD.

Uma vez que o modelo foi desenvolvido, baseado tanto nos dados de PK quanto nos dados
de PD, ele pode ser utilizado, através de simulagbes computacionais, para explicar e prever
diferentes cenérios que ndo foram investigados experimentalmente. Modelagem e simulacdes
PK/PD sao uma importante ferramenta na escolha de regimes posoldgicos que resultem em um
perfil concentracdo versus tempo que ird garantir a eficacia clinica, ou seja, permite comparar
o efeito resultante de diferentes doses e intervalos de doses de maneira mais dindmica e efetiva.
Modelos PK/PD também podem ser utilizados para a individualizacdo terapéutica e no
desenvolvimento e melhoria de regimes posoldgicos para antimicrobianos (NIELSEN &
FRIBERG, 2013).

Modelos PK/PD capazes de descrever a resisténcia bacteriana observada em células
bacterianas plancténicas ja foram descritos na literatura. Nielsen e colaboradores (2007)
desenvolveram um modelo semi-mecanistico no qual as bactérias foram subdivididas em
suscetiveis e resistentes. Esta divisdo foi proposta para corretamente descrever a diminuicdo
na taxa de crescimento liquido e a diminuicdo do efeito antimicrobiano observado quando o
sistema se aproxima da fase estacionaria de crescimento. Com isso, as bactérias foram
descritas como proliferativas e suscetiveis a acdo do farmaco (S) e em repouso e resistentes
ao farmaco (R) (Figura 7). O modelo foi capaz de descrever com sucesso a cinética de
crescimento e morte de Streptococcus pyogenes quando exposto a concentracdes estéticas de
cinco agentes antimicrobianos de diferentes classes (benzilpenicilina, cefuroxima, eritromicina,

moxifloxacino e vancomicina).
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Farmacocinética Farmacodinamica

- =--

Figura 8. llustracdo esquemética do modelo PK/PD proposto por Nielsen e colaboradores. O
modelo farmacocinético € de um compartimento (C) com eliminacéo de primeira ordem devido
a degradacdo do farmaco (kdeg) € um compartimento de efeito (Ce) com uma constante de
eliminacdo de primeira-ordem (ke). O modelo farmacodinamico inclui um compartimento
proliferativo e suscetivel a acdo do farmaco (S) e um compartimento nao-proliferativo e
resistente ao farmaco (R). O sistema bacteriano € descrito com uma constante para a taxa de
crescimento da bactéria no compartimento suscetivel (kgrow), Uma taxa para a morte natural das
células bacterianas (kdeath) €m ambos os compartimentos, e taxas para a transferéncia entre
compartimentos (ksr e krs). O fAarmaco atua causando a morte das bactérias em S. O niumero
total de bactérias presentes no sistema é representado pela soma dos nimeros presentes nos
compartimentos S e R. A concentracdo do antimicrobiano presente no compartimento de efeito
€ responsavel por estimular a taxa de morte das bactérias no estagio suscetivel (DRUG)
(Retirado de NIELSEN et al., 2007).

O modelo semi-mecanistico proposto por Nielsen e colaboradores foi posteriormente
utilizado para descrever e prever dados advindos de experimentos in vitro com perfis
concentracao/tempo dinamicos (NIELSEN et al., 2011). O modelo foi capaz de corretamente
caracterizar o crescimento e morte bacteriana quando estas eram expostas a concentragdes
dindmicas com diferentes taxas de eliminacdo para os cinco antibiéticos investigados. Além
disso, demonstrou-se que o modelo com os parametros estimados com base nos experimentos
estéticos foi capaz de prever a maioria das curvas de morte bacteriana provenientes do estudo
com concentracfes dinamicas, indicando que o modelo pode limitar a necessidade de execucao
de experimentos in vitro mais trabalhosos, como os experimentos dinamicos (NIELSEN et al.,
2011).

Mohamed e colaboradores (2012) desenvolveram um modelo PK/PD para a gentamicina e
Escherichia coli ATCC 25922, utilizando como base o modelo proposto por Nielsen e

colaboradores (2007), no qual a resisténcia adaptativa observada para os aminoglicosideos foi
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corretamente descrita (Figura 8). No modelo proposto, foi adicionado a capacidade da
gentamicina em estimular a resisténcia bacteriana adaptativa, diminuindo o efeito bactericida
do farmaco. As bactérias foram novamente divididas em suscetiveis e resistentes e a troca de
fendtipos proposta € unidirecional (sensivel para resistente). O mesmo modelo estrutural foi
posteriormente utilizado pelos mesmos autores para descrever as curvas de morte bacteriana
de P. aeruginosa ATCC 27853 e a resisténcia adaptativa observada para a colistina
(MOHAMED, CARS & FRIBERG, 2014), demonstrando que modelos semi-mecanisticos sdo
capazes de descrever corretamente dados de diferentes cepas bacterianas e antibiéticos.

Farmacocinética Resisténcia Adaptativa Sistema Bacteriano

Ir'/ \ keff
| P2 / ARor | H—=
\_/ Kon
In ! |
i
=
T
|
|
hi
©
DRUG

ng'owlh S+R
— —_ e |L "
"/ \ / \ e .. N ksp
(0 J=( ¢ | S
N4 \T_/ -

k{‘,

Y

Figura 9. llustrac@o esquematica do modelo PK/PD proposto por Mohamed e colaboradores. O
modelo farmacocinético é de trés compartimentos, onde o antimicrobiano é eliminado do
compartimento central (C) com uma constante de eliminagdo de primeira-ordem (ke) e possui
dois compartimentos periféricos (P1 e P2). A bactéria encontra-se ou em um compartimento
proliferativo e suscetivel ao farmaco (S) ou em um compartimento ndo-proliferativo e resistente
ao antimicrobiano (R). A bactéria se multiplica com uma constante de primeira-ordem no
compartimento suscetivel (kgrow) € €m ambos compartimentos a bactéria é afetada por uma taxa
de morte natural (kdeath). O farmaco atua aumentando a velocidade de morte bacteriana de S.
O modelo farmacodindmico inclui um modelo de ligacdo com uma constante para o
desenvolvimento (Kon) de resisténcia adaptativa (AR) o qual é estimulado pela concentracdo de
gentamicina, e uma constante de retorno ao estado suscetivel (ko). A quantidade de bactéria
expressando resisténcia adaptativa (ARon) reduz o efeito bactericida da gentamicina (DRUG)
(Retirado de MOHAMED et al., 2012).

A estratégia empregada por Khan e colaboradores (2015) para corretamente descrever
as curvas de morte bacteriana de diferentes cepas de E. coli expostas ao ciprofloxacino foi a

inclusdo de um compartimento para bactérias nado-suscetiveis e ndao-formadoras de colonias
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(Nc). Esse estagio ndo-formador de colénia ocorre devido a formacao de filamentos quando a
bactéria é exposta a concentracfes proximas a CIM. Além disso, os autores foram capazes de
corretamente descrever o recrescimento bacteriano observado nos experimentos através da
inclusdo de subpopulagBes pré-existentes com diferentes sensibilidades ao ciprofloxacino
(Figura 9).

Sistema Bacteriano

Kqrowtht $1+R1+52+R2+Nc1+Nc2

i Korust Kdeath

kdeath

Figura 10. llustragdo esquemética do modelo PK/PD proposto por Khan e colaboradores. A
bactéria encontra-se ou em um compartimento proliferativo e suscetivel ao farmaco (S) ou em
um compartimento nao-proliferativo e resistente ao antimicrobiano (R) ou em um compartimento
nao-formador de colénia (Nc). O sistema bacteriano encontra-se dividido em 2 subpopulacdes,
subpopulacao 1 (S1, R1 e Ncl) e subpopulacdo 2, mais resistente ao farmaco (S2, R2, Nc2)
(Retirado de KHAN et al., 2015).

Modelos PK/PD para descrever o efeito de antimicrobianos na presenca de biofilmes ainda
nao foram descritos na literatura. O desafio de construir estes modelos encontra-se no fato de
ser necessario modelar resultados provenientes de duas formas bacterianas, planctonica e
biofilme, que reagem diferentemente ao tratamento com o antimicrobiano. Modelos
desenvolvidos para células planctbnicas podem servir como ponto de partida para o

desenvolvimento de um modelo PK/PD para biofilmes. As diferentes estratégias utilizadas para
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descrever a resisténcia antimicrobiana de células planctonicas podem ser agrupadas a fim de
abranger todos os mecanismos de resisténcia apresentados pelos biofilmes, e assim, ser capaz
de descrever o efeito de antimicrobiano frente a biofilmes.

O desenvolvimento de um modelo PK/PD no qual a bactéria encontra-se tanto em sua
forma planctonica quanto em biofilmes pode ser uma ferramenta extremamente util, podendo
responder questdes que ainda permanecem em aberto em infeccbes com biofilmes como: i) a
otimizacdo de regimes posologicos de antimicrobianos para prevenir a resisténcia e formacao
de biofilme; ii) a previsao de altera¢gBes nas subpopulagfes bacterianas (sensiveis e resistentes)
ao longo do tempo em fungéo da concentracdo dos antimicrobianos; iii) o efeito da associacao
de farmacos para o tratamento da infeccdo com biofilme.

Para se desenvolver modelos PK/PD mais fidedignos para antimicrobianos e com maior
capacidade preditiva € importante determinar as concentragdes do farmaco atingidas no local
da infeccdo (tecido infectado), uma vez que as concentracdes plasmaticas podem nao ser
representativas das concentracdes atingidas no tecido infectado. A microdidlise € uma
ferramenta que permite a medida das concentracfes livres do farmaco no local de agéo,
gerando perfis concentracao versus tempo detalhados do farmaco de interesse no tecido alvo
para correlacionar com a acdo do mesmo (HAMMARLUND-UDENAES, 2007).

4. Microdialise tecidual

Dentre as técnicas utilizadas para a determinacdo das concentracdes teciduais de
farmacos, a microdiélise (MD) possui a vantagem de medir seletivamente a fracéo livre, ou seja,
a fracdo farmacologicamente ativa do farmaco no fluido intersticial, local que cerca as estruturas
alvo do farmaco e, em alguns casos, pode ser considerado o sitio de acao destes compostos
(MULLER, 2000). A técnica de MD consiste, basicamente, na implantagdo de uma pequena
sonda no tecido a ser estudado, sendo esta continuamente irrigada com liquido de perfuséo.
Na porcdo terminal da sonda, a qual fica em contato direto com o o6rgdo, situa-se uma
membrana semi-permeavel, que obedece aos principios da difusdo passiva e, devido a continua
irrigacdo da sonda com o liquido de perfusdo, a condigdo sink é mantida constantemente
(CHAURASIA, 2007). A membrana semi-permeavel possui a funcao de filtro, permitindo apenas
a passagens de moléculas menores que seu cut off. Com isso — e devido a diferenca de

gradientes de concentracdo — apenas substancias com baixo peso molecular sdo difundidas
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através da membrana, sendo recolhidas pelo liquido de perfusdo e coletadas na outra
extremidade da sonda (JOHANSSEN, NEWMAN & MADDEN, 1997). Essa técnica permite,
portanto, determinar as concentragoes livres da substancia sob investigacdo, uma vez que
apenas a fracdo néo ligada as proteinas podera sofrer o processo de difusdo passiva atravées
da membrana semi-permeavel.

Apenas uma fracdo do farmaco consegue ser capturada do tecido para o microdialisado
durante a microdidlise. O tamanho dessa fracdo depende: i) do fluxo no qual o liquido de
perfusdo passa pela sonda (quanto menor o fluxo maior a fragdo recuperada); ii) do
comprimento da membrana semi-permeavel da sonda (quanto maior a membrana maior a
recuperacao); iii) das propriedades de distribuicdo do farmaco no tecido de interesse; iv) da
temperatura. Por isso, se fazem necesséarios estudos para determinar a capacidade de
recuperacdo da sonda para possibilitar a determinagdo da verdadeira concentragcéao tecidual
livre de um determinado farmaco (HAMMARLUND-UDENAES, 2007).

Usualmente assume-se gque as concentracdes livres do farmaco sdo as mesmas em todo o
organismo quando se atinge o steady-state, ou seja, as concentracdes plasmaticas livres sdo
semelhantes as concentra¢des teciduais livres. Porém, estudos de microdialise demonstraram
gue essa premissa nem sempre é verdadeira e discrepancias podem ocorrer em tecidos que
possuam alta densidade de transportadores de influxo e efluxo e zonas de oclusédo, como o
cérebro. Condicdes patoldgicas, como infecgdes, por exemplo, também podem alterar a relacéo
tecido-sangue no que diz respeito as concentracdes livres do farmaco (HAMMARLUND-
UDENAES, 2007).

A microdialise permite comparar a penetracao de antimicrobianos em tecidos infectados e
sadios, possibilitando investigar se o processo inflamatério que ocorre no local da infecgéo,
associado a esta, altera a distribuicdo tecidual do farmaco. Em uma revisdo realizada por
Dhanani e colaboradores (2010), é relatado que em um estudo realizado com animais para o
imipenem, ndo ha diferenca estatistica para os parametros farmacocinéticos determinados no
sangue, musculo e pulméo na presenca de infeccdo pulmonar por Acinetobacter baumannii. No
entanto, a mesma revisdo mostra que concentracdes variaveis de piperaciclina e tazobactam
sao encontradas em diferentes partes do pulmao de pacientes com pneumonia, demonstrando
que o tecido infectado ndo € homogéneo e que a infec¢do pode alterar a penetracdo pulmonar

de alguns antimicrobianos. Em nosso grupo de pesquisa, um estudo desenvolvido por Araudjo e
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colaboradores (2011) demonstrou uma reducdo em torno de 30% nos niveis intersticiais de
piperacilina (PIP) livre em um modelo de miosite por Escherichia coli. O estudo concluiu que a
infeccdo altera as relagBes entre as concentracfes plasmaticas totais e as concentracdes
musculares livres de PIP, sendo necessério atribuir um fator de proporcionalidade para
possibilitar que os dados plasmaticos fossem capazes de predizer os niveis teciduais do
farmaco em estudo.

Desse modo, a investigacdo da distribuicdo tecidual de antimicrobianos durante um
processo infeccioso se faz necessaria para cada farmaco, ndo sendo possivel extrapolar
resultados para a mesma classe terapéutica. Nao ha, até o momento, relato na literatura sobre
a variacdo da penetracdo pulmonar de antimicrobianos, determinada por microdialise, em

infec¢des com formacao de biofilme.

A parte experimental deste trabalho sera apresentada a seguir, incluindo breve revisao
sobre o tema, metodologia, discussdo e conclusfes, organizada na forma de trés capitulos,
sendo cada um correspondente a um artigo cientifico. Os capitulos tratam da validacdo de
método analitico para a quantificacdo de CIP em plasma e microdialisado; investigacdo da
penetracdo tecidual de CIP em pulmdes de ratos sadios e infectados com desenvolvimento de
um modelo populacional para a descri¢do dos dados; e o desenvolvimento de um modelo semi-
mecanistico para a descricdo do efeito do CIP frente a biofilmes de P. aerugionsa em

experimentos de curvas de morte bacteriana, como indicado a seguir:
- Capitulo 1: Validation of a Sensitive HPLC/Fluorescence Method for Assessment of
Ciprofloxacin Levels in Plasma and Prostate Microdialysate Samples from Rats. Esse artigo foi

publicado na revista Biomedical Chromatography, 2015, DOI: 10.1002/bmc.3552.

- Capitulo 2: Population Pharmacokinetic Modeling as a Tool to Characterize the Decrease in

Ciprofloxacin free Interstitial Levels Caused by Pseudomonas aeruginosa Biofilm Pneumonia.

- Capitulo 3: Mechanism-based model for simultaneous assessment of the bactericidal effect

of ciprofloxacin against Pseudomonas aeruginosa biofilms and planktonic cells.
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CAPITULO 1






O Capitulo 1 é constituido por artigo que trata da validacdo do método analitico para
guantificacdo do ciprofloxacino em diferentes matrizes (paginas 57-74):

Zimmermann ES, Torres BG, Dalla Costa. Validation of a Sensitive HPLC/Fluorescence Method

for Assessment of Ciprofloxacin Levels in Plasma and Prostate Microdialysate Samples from
Rats. Biomedical Chromatography, 2016 Mar;30(3):330-6. doi: 10.1002/bmc.3552.
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CAPITULO 2






O capitulo 2, que no texto integral da tese defendida ocupa o intervalo de paginas compreendido
entre as paginas 77 — 112, foi suprimido por tratar-se de manuscrito submetido para publicacdo
em periodico cientifico. Consta da validagédo de um modelo animal de infec¢ao pulmonar crénica
por Pseudomonas aeruginosa formadora de biofiime (ATCC 27853) e da avaliagdo da
penetracdo pulmonar do ciprofloxacino, empregando a técnica de microdialise, em animais
sadios e infectados conforme o modelo animal validado. Um modelo farmacocinético
populacional (popPK) foi desenvolvido para descrever os dados obtidos no estudo de
penetracdo pulmonar.
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CAPITULO 3






O capitulo 3, que no texto integral da tese defendida ocupa o intervalo de paginas
compreendido entre as paginas 115 — 137, foi suprimido por tratar-se de
manuscrito em preparacdo para publicagdo em periodico cientifico. Consta da
descrigéo dos experimentos in vitro de curvas de morte bacteriana desenvolvidos
para avaliar o efeito do ciprofloxacino frente a biofilmes e células planctdnicas de
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). Os dados gerados nesses
experimentos foram empregados para o desenvolvimento de um modelo PK/PD
semi-mecanistico capaz de descrever o efeito do ciprofloxacino no biofilme e em
células plancténicas, demonstrando uma menor efichcia do antimicrobiano
guando empregado no tratamento de infeccbes com formacao de biofilme.
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DISCUSSAO GERAL






O tratamento de infeccOes associadas a biofilmes € atualmente realizado
de forma empirica e geralmente baseado em estudos realizados com bactérias
na forma plancténica. Por possuirem caracteristicas especificas e uma maior
resisténcia aos antimicrobianos, o tratamento de infeccbes onde ocorre a
formacao de biofilmes é frequentemente ineficiente, levando a recidivas. O uso
de metodologias cientificas capazes de guiar a escolha de doses dos
antimicrobianos tendo como base estudos realizados com bactérias em biofilmes
€ importante para maximizar o efeito dos farmacos e contribuir com o0 sucesso
terapéutico.

Neste contexto, a proposta do presente trabalho foi o desenvolvimento de
um modelo farmacocinético-farmacodindmico (PK/PD) visando aprimorar o
conhecimento sobre o efeito de antimicrobianos em infec¢cbes associadas a
biofilmes e contribuir cientificamente para otimizacdo posoldgica nestas
condicbes. Para tal, Pseudomonas aeruginosa e CIP foram escolhidos,
respectivamente, como bactéria e farmaco modelos, devido a sua prevaléncia
em infec¢cbes pulmonares com formacdo de biofilme e sua importancia no
tratamento das mesmas, principalmente em pacientes com fibrose cistica. O
modelo PK/PD proposto consiste na descricdo matematica de dados obtidos de
experimentos in vivo, para obtencdo de parametros farmacocinéticos, e
experimentos in vitro, para obtengéo dos parametros farmacodinamicos.

Para a realizacdo dos experimentos farmacocinéticos, inicialmente foi
necessario desenvolver e validar metodologias analiticas capazes de quantificar
CIP em amostras de plasma e microdialisado tecidual de ratos. As amostras
foram analisadas por CLAE com deteccdo por fluorescéncia e o método
desenvolvido foi validado de acordo com guias internacionais de validacao de
método analiticos para amostras biolégicas conforme descrito no Capitulo 1. O
método validado foi simples e rapido: as amostras de microdialisado foram
analisadas sem a necessidade de processamento prévio e as amostras
plasmaticas foram processadas em apenas uma etapa, por precipitacdo de
proteinas. O método apresentou sensibilidade suficiente para quantificar CIP em
amostras de plasma e microdialisado tecidual por até 12 horas apés a
administracdo do farmaco a ratos, caracterizando adequadamente os perfis

concentragdo por tempo plasmaticos e teciduais.
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O sucesso dos tratamentos antimicrobianos € determinado, em parte, pelas
concentracbes do farmaco que atingem o tecido infectado, uma vez que a
exposicdo a concentragfes subinibitérias ndo conduzem a erradicacdo
bacteriana, propiciando o surgimento de resisténcia e outros mecanismos de
viruléncia bacteriana, como a formacdo de biofilme. As concentracdes
plasmaticas de antimicrobianos podem ndo ser representativas das
concentracfes teciduais do farmaco, discrepancias podem ocorrer devido a
presenca de transportadores de influxo e efluxo e devido a caracteristicas fisico
quimicas do farmaco, que permitem que fendmenos como ion trapping ocorram.
Somado a isso, tecidos infectados podem ter a penetracdo de antimicrobianos
modificada devido as alteracdes teciduais resultantes do processo infeccioso e
inflamatorio, como reducédo de pH, aumento de temperatura e permeabilidade
capilar, aumento do fluxo sanguineo e presenca de células imunes.

Nesse contexto, para um modelo PK/PD possuir uma boa capacidade
preditiva, 0 conhecimento das concentracbes dos antimicrobianos alcancadas
no tecido infectado é fundamental. Como o projeto objetivava determinar as
concentracfes pulmonares de CIP visando investigar uma condicdo semelhante
ao que ocorre em pacientes fibrocisticos foi necessario estabelecer um modelo
animal de infec¢cdo pulmonar crbénica por P. aeruginosa, cuja descricdo e
validacdo encontram-se no Capitulo 2. No modelo utilizado, células planctonicas
de P. aeruginosa foram imobilizadas em beads de alginato, representando um
biofilme artificial. Os animais infectados com os beads de alginato mantiveram a
infeccdo por pelo menos 14 dias apds a inoculacao intratraqueal dos beads,
caracterizando assim uma infeccdo crénica e indicando o éxito do modelo
adotado.

ApoOs o estabelecimento de um modelo animal de infecgdo pulmonar
crdnica, capaz de gerar alterac6es pulmonares semelhantes as encontradas em
pacientes com fibrose cistica, a farmacocinética plasmatica e pulmonar do CIP
em ratos Wistar sadios e infectados foi avaliada empregando-se a técnica de
microdialise (Capitulo 2). Quando analisados os perfis concentragcdo por tempo
plasmaticos, animais sadios e infectados diferiram principalmente na eliminacao
do CIP, com reducéo significativa do clearance e constante de velocidade de
eliminagdo (o = 0,05). Consequentemente, animais infectados apresentaram

uma exposicdo aumentada ao farmaco (maior ASC). Apesar desta maior
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exposicdo plasmética, animais infectados com P. aeruginosa formadora de
biofilmes tiveram uma menor exposi¢cado pulmonar ao CIP quando comparados
com animais sadios. A penetracdo pulmonar nos ratos sadios (fT =1.69) foi
reduzida em aproximadamente 4 vezes nos ratos infectados (fT = 0.44). A
avaliacdo do grupo que recebeu apenas os beads de alginato controle (sem
bactéria) permitiu determinar que as alteracbes de penetragdo pulmonar
observadas sdo devidas a presenca de P. aeruginosa e ndo aos beads de
alginato utilizados para imobilizar a bactéria

Um modelo farmacocinético populacional foi desenvolvido para descrever
simultaneamente as concentracbes plasmaticas totais de CIP e as
concentragdes livres pulmonares observadas em ratos sadios e infectados
(Capitulo 2). Os dados plasmaticos foram adequadamente descritos com um
modelo de 3 compartimentos com eliminacdo de primeira ordem. Quando o
modelo foi expandido para descrever os dados pulmonares, o compartimento
central foi divido em compartimento venoso e arterial para explicar os niveis
elevados de CIP obtidos primeiramente nos pulmfes. O modelo final
desenvolvido possui 0 compartimento central dividido em venoso e arterial, dois
compartimentos que representam regides distintas dos pulmdes e dois
compartimentos periféricos de distribuicdo, representando outros tecidos que
nao os pulmbes. Do mesmo modo que a analise ndo-compartimental, uma
redugéo em torno de 32% foi observada no valor estimado para o clearance
sistémico (CL) dos animais infectados. Além de diferencas de clearance
sistémico, animais infectados apresentam diferencas significativas no clearance
intercompartimental entre os dois compartimentos pulmonares e no volume do
segundo compartimento pulmonar. Tais diferencas somadas a adicdo de um
clearance pulmonar para os animais infectados foram capazes de explicar e
descrever a menor exposicdo pulmonar nesses animais. Esses resultados
reafirmam a ideia de que, para alguns farmacos, as concentracdes plasmaticas
nao sdo boas substitutas das concentracdes livres teciduais e a otimizacao de
posologias feita através dos niveis plasmaticos sdo inadequadas.

O modelo farmacocinético populacional desenvolvido possibilita a
simulacdo de diferentes regimes posolégicos e a previsdo das concentracoes
livres pulmonares do CIP, tanto para tecidos sadios como infectados. O modelo

pode, desse modo, ser utilizado para guiar a escolha de doses que atinjam
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concentracbes livres pulmonares efetivas, evitando expor as bactérias a
concentracbes subinibitérias que podem levar ao desenvolvimento de
resisténcia.

Na etapa farmacodinamica do projeto avaliou-se as curvas de morte
bacteriana de P. aeruginosa na forma de biofilmes e de células planctonicas
frente & exposicdo a diferentes concentracdes do CIP (Capitulo 3). Para tal,
biofilmes homogéneos de P. aeruginosa foram pré-formados na superficie de
blocos de acrilico e estes colocados em um frasco de cultura contendo caldo
com concentracdes constantes de CIP. Aliquotas de caldo, contendo células
planctbnicas e um bloco com biofilme eram amostrados em tempos pré-
determinados e, ap0s processamento e plaqueamento, a carga bacteriana
determinada. Os dados farmacodinamicos (time-kill curves) foram modelados
empregando-se uma abordagem semi-mecanistica para descrever o efeito
bactericida do CIP tanto no biofilme quanto nas células planctdnicas liberadas
por estes no meio de cultura.

O modelo desenvolvido inclui compartimentos para bactérias sensiveis e
proliferativas e para bactérias em estagio de laténcia, divididas em tipo celular,
biofilme ou planctonicas. A presenca de uma subpopulacdo pré-existente com
menor suscetibilidade ao CIP foi incorporada ao modelo. A estrutura do modelo
permite a transferéncia de células do biofilme para a forma plancténica e vice-
versa e foi capaz de descrever com sucesso as curvas de morte bacteriana de
ambos os estilos de vida. O efeito do CIP foi descrito empregando-se o modelo
de Emax sigmoidal. Conforme esperado, os parametros obtidos para o biofilme
demonstram uma maior resisténcia ao CIP, com valores de Emax, indicativos da
eficacia do tratamento, inferiores aos estimados para células plancténicas, e
valores de ECsp, indicativos de poténcia, maiores, sugerindo que o CIP possui
um menor efeito nos biofilmes e que maiores concentracdes sdo necessarias
para exercer seu efeito quando comparado com células planctonicas.

A proposta do presente trabalho de desenvolver um modelo PK/PD para
o estilo de vida bacteriano de biofilmes é uma abordagem ainda inédita na
literatura. O modelo popPK desenvolvido é o primeiro modelo capaz de
caracterizar alteracbes na exposicdo sistémica e pulmonar de um
antimicrobiano, o ciprofloxacino, ocorridas devido & uma infeccdo associada a

7

biofilmes. Igualmente, o modelo farmacodindmico desenvolvido é o primeiro
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modelo capaz, através de uma abordagem semi-mecanistica, de descrever os
diferentes mecanismos de resisténcia apresentados pelos biofilmes, além de
permitir a descri¢cdo simultdnea da eficacia e poténcia de um antimicrobiano para
ambos estilos de vida bacterianos (planctdénico e biofilme). Os modelos
desenvolvidos podem servir como base para o desenvolvimento de novos
modelos PK/PD para descrever diferentes combinac¢des de farmacos e espécies
bacterianas e assim permitir que o tratamento de infec¢cdes associadas a
biofilmes ndo seja mais realizado de forma empirica, contribuindo para o seu

sucesso terapéutico.
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CONCLUSOES






A metodologia analitica validada mostrou-se adequada para a
quantificacdo do CIP em plasma e microdialisado de ratos sadios e
infectados, podendo ser utilizada em estudos de farmacocinética

plasmética e tecidual deste antimicrobiano;

O modelo animal de infeccdo pulmonar por P. aeriginosa ATCC 27853
impregnada em beads de alginato empregado no presente trabalho foi
capaz de manter a infeccdo por pelo menos 14 dias, caracterizando-se
uma infeccéo crénica semelhante ao observado em portadores de fibrose
cistica, podendo ser empregado para a avaliar a influéncia da infeccdo

com formacao de biofilme na penetragéo pulmonar de antimicrobianos;

Os estudos de farmacocinética demonstraram que a infeccdo pulmonar
cronica por P. aeruginosa altera a exposicao tecidual e sistémica do CIP
de modos opostos, aumentando a exposi¢cao sistémica e diminuindo a
tecidual, evidenciando que, nesse caso, concentracdes plasmaticas nao

sao boas substitutas das concentragdes pulmonares livres;

O modelo farmacocinético populacional desenvolvido foi capaz de
simultaneamente descrever os dados plasmaticos e pulmonares do CIP,
além de incluir as diferencas farmacocinéticas observadas em animais
sadios e infectados, podendo ser empregado para a simulacdo de perfis

concentracédo por tempo em ambas as situacoes;

O sistema farmacodinamico in vitro proposto no presente trabalho, no qual
biofilmes de P. aeruginosa foram pré-formados em blocos de acrilico,
mostrou-se adequado para avaliar simultaneamente o efeito de
concentragcdes constantes de CIP contra bactérias de ambos estilos de

vida;

O modelo semi-mecanistico utilizado para descrever as curvas de morte

bacteriana em funcdo do tempo foi desenvolvido incorporando
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caracteristicas especificas dos biofilmes e mostrou-se adequado para a
comparacao de parametros de efeito (Emax € ECso0) entre os dois estilos
de vida bacteriano (biofilme e planctbnico).
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LAUDOS NECROPSIA ANIMAIS INFECTADOS
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Porto Alegre, 10 de agosto de2016.

Resultado de Exame de Necropsia N-0690-16
Espécie; Rattus nonvegicls Requisitante: Bruna Goelzers Silva Torres
|dentificacdo: Infectado 1 Endereco: Avenida |piranga 2752, primeiro andar.
Sexo: Machos E-mail: bru s torresi@hotmail.cormn
|dade: BO dias Telefone; (51) 8127-1646
Proprietario: Bruna Goelzers Silva Tarres Plantonista: Marina e Fernando Soares,
Lelsione (51)6127. 1545 Doiodanatasci O0E
End :Awenida lpi 2752, primei Llala 0a necropsia;
a:d:rr-e & AWETIEE Tpiranga - pHMmEIS aterial coletado: drgdos em farmal 10%

Histdrico (segqundo o requisitantd: Mao informado.

Exame Macroscipico: Exame interno: cavidade tordcica: pulmdes areas
multifocais com pontos enegrecidos e areas focais com hemorragias puntiformes.
Demais argdos sem alteracies.

Exame Microscipico: Pulméo: nas secgies avaliadas foi observado multifocalmente
infitrado inflamatdrio composto predominantemente por linfdcitos, plasmacitos e
macrofagos, além de neutrdfilos integros e degenerados por vezes nao interior de
bringuios e bronquiolos. Observou-se ainda, congestdo multifocal moderada e
gspessamento de septos alveolares, além de areas multifocais com enfisema e
iformagdo de bordas em clava). “isualiza-se ainda, algumas areas com centro
apresentando material eosinofilico amorfo envolto por intenso infiltrado de neutrdfilos
degenerados.  Figado: congestdo muoltifocal discreta.  Cerebelo:  hernorragia
focalmente extensa nas leptomeninges. Rim, bago, coracéo, esdfago, estdmago,
intestino delgado e grosso: sem alteragies microscipicas.

Diagnéstico: Broncopneumonia piogranulomatosa.

O crigimed assivads pode sey refivado vo sefor de paiclogia veferineria da UFRGE

Prafa. Luciana Sonne
CRMWRS 7947
Setor de Patologia Veterinaria UFRGS
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Porto Alegre, 10 de agosto de 2016.

Resultado de Exame de Necropsia N-691-16
Espécie: Rattus nonvegicus Requisitante: Bruna Goelzers Silva Torres
ldentficacdo: Infectado 2 Endereco: Avenida lpiranga 2752, primeiro andar.
Sexo: Machos E-mail: bru s torres@hotmail. com
[dade; BO dias Telefone: (511 8127-1646
Proprietario: Bruna Goelzers Silva Torres Plantonista: Marina e Fernando Soares.
Tutne 601271 e B0y
End Awenida lpi 2752, prirmei :
a:d:rr.e @ AWENIEA IpITangs + PHmEITe hlaterial coletado: drgdos em formol 10%

Histdrico (sequndo o requisitante : MNao informado.

Exame Macrosciopico: Exame interno: cavidade toracica: pulmides areas
multifocais com pontos enegrecidos e areas focais com hemorragias puntiformes.
Dernais drgdos sem alteragdes.

Exame Microscdpico: Pulméo: nas secgies avaliadas foi observado multifocalmente
infitrada inflamatdrio composto  predominantemente  por newtrdfilos  integros e
degenerados por vezes no interior de brénguios e bronguiolos e em menor ndmero par
linfacitos, plasmdcitos e macrdfagos. Observou-se ainda congestdo  multfocal
moderada e espessamento de septos alveolares, além de areas multifocais com
enfisermna acentuado (formacio de bordas em clava) e hemorragia discreta. Figado:
congestdo multifocal discreta. Rim, bago, coragéo, esdfago, estimago, cerebelo,
mils culo esquelético, intestino delgado e grosso: sem alteragdes microscopicas.

Diagnéstico: Broncopneumonia piogranulomatosa.

O eviging assivado pode ser refirado no sefor de pafolo gia veferireria da UFRGE.

Profa. Luciana Sonne
CRMW-RS 7947
Setar de Patologia Veterinaria UFRGS
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Porto Alegre, 10 de agosto de 2016.

Resultado de Exame de Necropsia N-0692-16
Espécie; Rattus horvegicus Requisitante: Bruna Goelzers Silva Torres
Identificacda: Infectado 3 Endereco; Avenida lpiranga 2752, primeiro andar.
Seno Machos E-mail: bru s torres@hotrmail. com
Idade: BO dias Telefone: (51) 8127-1646
Proprietario: Bruna Goelzers Silva Tarres Plantonista: Marina e Fernando Soares.
L o e e S
End - Awenida lpi 2752 primei Lgla da necrapsia.
a:daerr.e & AVENIEE IpiTangs - prmeI Material caletado: drgfos em farmal 10%

Historico (sequndo o requisitantel: Mao informadao.

Exame Macroscopico: Exame interno. cavidade tordcica: pulmdes areas
multifocais com pontos enegrecidos e areas focais com hemorragias puntiformes.
Demais drgdos sem alteragies.

Exame Microscdpico: Pulmao: nas secgies avaliadas foi abservado multifocalmente
infitrado  inflamatdrio composto predominantemente  por  nedtrdfilos  integros e
degenerados porvezes na interior de brdnguios e bronguiolos e em menar ndmera par
infocitos, plasmicitos & macrdfagos, observou-se ainda  congestio multifocal
moderada e espessamento de septos alvealares, além de areas multifocais com
erfiserma (formagdo de bordas em clava) e hemorragia. Cerebelo: hemorragia
focalmente extensa nas leptomeninges. Figado, rim e hago: congestio multifocal
moderada. Intestino delyado e grosso, cérebro, linfonodo e estémago: sem
alteragdes microscdpicas.

Diagndstico: Broncopneumonia piogranulomatosa.

O criging assivads pode ser refirado vo sefor de pafologia veferindgria da UFRGE.

Profa. Luciana Sonne
CRMY-RS 7947
Setor de Patologia Veterinaria UFRGS
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Faculdade de Veterinaria K T,
= Departamento de Patologia Clinica Veterinara s A P ‘3
UFRGS Setor de Patologia Veterinaria ] E
55 RIG GRANGE 06 3L % - 4
Porto Alegre, 10 de agosto de 2016.
Resultado de Exame de Necropsia N-0893-16
Especie: Rattus nonvegicus Reguisitante: Bruna Goelzers Silva Torres
|dentificacdo: Bead Branco 1 Endereco: Avenida lpiranga 2752, primeiro andar.
Sexo: Machos E-mail: bru = torresi@hotmail.com
|dade; B0 dias Telefone; (51 8127-1646
Proprietario; Bruna Goelzers Silva Torres Flantonista: Marina e Fernando Soares.
Telefone: (51) 8127-1646 —83:3 ga morte: Eﬁm§§£;gn15
Endereco: Avenida Ipi I7ED nrime ata da necropsia;
a:d:rr.e & AvEnfa tpiranga + PHImEre hlaterial coletado: drgdos em formol 10%

Historico isequndo o requisitanted: Mao informado.

Exame Macroscopico: Exame interno. cavidade toracica: pulmdes areas
rultifocais com hemoarragias puntiformes. Demais drgaos sem alteragdes.

Exame Microscopico: Pulmao: nas secgdes analisadas observou-se congestio e
hermorragia dfusa acentuada, areas com edema intra-alveolar e enfiserma multifocal
moderado com formagdo de bordas em clava. Ha ainda discreta hiperplasia de BALT.
Cérebro e cerebelo: hemarragia multifocal discreta em leptomening es. Figado, bago,
intestino grosso e delgado, estdmago, pincreas, coragdo, adrenal e rim: sem
ateragdes microscapicas,

Diagndstico: Hemorragia pulmonar de causa nao determinada.

O evigingl assinado pode ser refirado no sefor de pafologia veferindgria da UFRGS

Profa. Luciana Saonne
CRMWIRS 7947
setor de Patologia Veterinaria UFRGS
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Porto Alegre, 10 de agosto de 2016.

Resultado de Exame de Necropsia N-0694-16
Espécie; Ratius norvegicls Reguisitante: Bruna Goelzers Silva Torres
Identficacdo: Bead Branco 2 Endereco: Avenida lpiranga 2752, primeiro andar.
Sexo: Machos E-mmail: bru s torres@@hotmail. com
[dade: B0 dias Telefane: (51) 3127-1645
Proprietario: Bruna Goelzers Silva Tarres Plantonista: Marina e Fernando Soares.
Leleione (51)197.1645 Daia 42 nebropeia: 25072015
End Awenida | pi 2752, prime :
ﬁ@ﬂ Venisa tpiranga + PHMELTD Material coletada: drgdos em formal 10%

Histarico {sequndo o requisitante): Mo informado.

Exame Macrosciopico: Exame interno: cavidade toracica: pulmdes: &reas
rultifocais com hermarragias purtiformes. Demais drgfos sem alteragdes.

Exame Microscdpico: Pulmédo: nas secgies analisadas observou-se congestdo e
hemorragia difusa acentuadas, dreas com ederna intra-alveolar e enfiserna multifocal
rmoderado com formacdo de bordas emn clava. Figado, bago e coragdo: congestio
multifocal discreta. Encéfalo, intestino grosso e delgado, estémago, traguéia,
esdfago e pancreas: sem alteragies microscdpicas.

Diagndstico: Hemorragia pulmonar de causa nao determinada.

O evigingl assiviado pods ser refivado no sefor de paiclogia vefarindia da VFRGE

Profa. Luciana Sonne
CRWMW-RS 7947
oetor de Patologia Veterinaria LIFRGS
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Porto Alegre, 08 de agosto de 2016.

Resultado de Exame de Necropsia N-695-16
Espécie: Rattus nonvegicus Requisitante: Bruna Goelzers Silva Torres
|dentficacdo: Bead Branco 3 Endereco: Avenida lpiranga 2752, primeiro andar.
Sexn: Machos E-rmnail: bru g torres@hotmail. com
[dade; BO dias Telefone: (51 8127-1646
Proprietario: Bruna Goelzers Silva Torres Plantonista: Marina e Fernando Soares.
Lelsfone (51) 51271645 Dl nircpeia: 407201
End ;Awenida lpi 2752, prirmei :
a:d:rr.e @ AWENINA IpiTangs + PHMmEITo hlaterial coletado: drgdos em formol 10%

Histdrico (sequndo o requisitante : MNao informado.

Exame Macroscipico: Exame interno: cavidade toracica: pulmdes &reas
multifocais com hemorragias puntiformes. Demais drgdos sem alteragdes.

Exame Microscopico: Pulm&o: na secgdes analisadas observou-se congestio e
hemarragia multfocal moderada, areas com edema intra-alveolar e enfisema multfocal
moderado com formagido de bordas em clava. “isualiza-se também  discreta
hiperplasia de BALT. Encéfalo, figado, bago, esdfago, tragueia, intestino grosso e
delgado, pancreas e coragéo: sem alteragdes microscopicas.

Diagndstico: Hemorragia pulmonar de causa nao determinada.

O eviging assivado pode ser refirado no sefor de pafolo gia veferieria da UFRGE.

Profa. Luciana Sonne
CRWMW-RS 7947
Setar de Patalogia Weterinaria UFRGS
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