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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a potencialidade do uso do
antimicrobiano ceftarolina para o tratamento de infecgdes cerebrais empregando
modelos farmacocinéticos populacionais clinicos e pré-clinicos. Para atingir esse
objetivo, inicialmente um modelo farmacocinético populacional (popPK) foi
desenvolvido com dados obtidos na literatura de concentracdo plasmatica e
concentragdo muscular e subcuténeo livres obtidos através da técnica de
microdiélise provenientes de voluntérios sadios; e dados de concentracdo
plasmatica e do liquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes neurocirurgicos. As
concentracbes plasmaticas foram descritas por um modelo de dois
compartimentos e a distribuicdo da ceftarolina para os tecidos foi incorporada
como um transporte bidirecional parametrizado como clearance
intercompartimental de entrada (in) e de saida (out) (CLin € CLout). A condicdo do
individuo (sadio versus paciente) e o peso foram identificados como covariaveis
significativas para volume do compartimento central e o clearance de creatinina
como covariavel para o clearance. Foram observadas exposicdes teciduais de
aproximadamente 52% e 58% para os tecidos muscular e subcutaneo,
respectivamente, e exposi¢cdes menores no LCR, de aproximadamente 9%.
Apesar da baixa exposicdo no LCR, uma correlagdo negativa foi encontrada
entre o0 clearance intercompartimental de penetracdo cerebral (CLin) € a
concentracdo de glicose no LCR dos pacientes, indicando um aumento de
exposicao em pacientes com meninges inflamadas. Através de simulacdes de
Monte Carlo, demonstrou-se que os regimes de doses aprovados para 0 uso na
pratica clinica resultam em exposicOes plasmaticas, musculares, subcutaneas
suficientes para o tratamento de infec¢Bes por Staphylococcus aureus resistente
a meticilina (MRSA), bem como suficiente no LCR quando considerados
pacientes com inflamag¢do meningea. Com o intuito de investigar a influéncia da
infeccdo na a penetracdo cerebral da ceftarolina, um modelo popPK foi
desenvolvido com dados pré-clinicos. Para isso, inicialmente um método
analitico por cromatografia em liquido associada a espectrometria de massas em

tandem (LC-MS/MS) foi desenvolvido e validado para a quantificacdo de



ceftarolina em amostras de microdialisado plasmatico e cerebral. O método
desenvolvido foi simples, rapido e com sensibilidade adequada para a correta
caracterizacdo da farmacocinética da ceftarolina em roedores. Posteriormente,
um modelo animal de meningite por MRSA (ATCC43300) em ratos Wistar
machos foi adaptado da literatura e padronizado. Os animais receberam uma
injecdo intracisternal de in6culo bacteriano (1x108 UFC/mL). A presenca de
bactéria no cérebro dos animais foi avaliada 3 e 5 dias apds a inoculagdo, com
diagndstico, por analise histopatoldgica, de meningite supurativa apos trés dias
de infeccdo. As concentracdes livres de ceftarolina no sangue e no cortex motor
primario apds administracao i.v. bolus de 20 mg/kg foram determinadas através
da técnica de microdialise em ratos higidos (n = 8) e infectados (3 dias de
infeccdo, n = 9; 5 dias de infecgdo, n = 6). Os dados foram simultaneamente
descritos por um modelo popPK constituido de um compartimento plasmatico e
dois compartimentos cerebrais, com a distribuicdo do plasma para o cérebro
caracterizada por um transporte bidirecional parametrizado como CLin € CLout.
Uma correlagdo inversa significativa foi encontrada entre o output cardiaco dos
animais e a recuperacao relativa das sondas de microdialise plasmética,
indicando que animais com maior volume de sangue bombeado/tempo pelo
coracao tendem a ter recuperacdes relativas menores. A infeccéo foi identificada
como covariavel no pardmetro de CLin, levando a um aumento de
aproximadamente 62% na exposicao cerebral de animais infectados em relacao
aos animais higidos. Por fim, o modelo popPK pré-clinico desenvolvido permitiu
a identificacdo de uma provavel fonte de variabilidade comumente encontrada
em experimentos de microdialise plasmatica, correlacionando o output cardiaco
com a recuperacdao relativa da sonda de microdialise. A presenca de infeccao
aumenta a penetracao cerebral de ceftarolina em ratos Wistar, concordando com
a hipotese levantada pelo modelo popPK em humanos. O conjunto de resultados
confirma o potencial da ceftarolina para o tratamento de infec¢cdes cerebrais,
devendo ser investigada em estudos clinicos especificos visando a extenséo de

sua aprovacao para esse uso

Palavras-chave: Ceftarolina; microdialise cerebral; MRSA; modelagem popPK;
probabilidade de atingir o alvo terapéutico.



ABSTRACT

Development of Populations Pharmacokinetic Models for Ceftaroline

Viewing the Treatment of Brain Infections

The aim of the present study was to evaluate the potential of the
antimicrobial ceftaroline for the treatment of brain infections using clinical and
preclinical population pharmacokinetic models. To achieve this objective, initially
a population pharmacokinetic model (popPK) was developed with data obtained
in the literature on plasma concentration, free muscle and subcutaneous tissue
concentrations, measured by microdialysis in healthy volunteers; and data on
plasma and cerebrospinal fluid concentrations (CSF) of neurosurgical patients.
Plasma concentrations were described by a two-compartment model and tissue
distribution of ceftaroline was incorporated with a bidirectional transport
parameterized as intercompartmental clearance in and out (CLin and ClLout).
Subject status (healthy versus patient) and weight were identified as significant
covariates for volume of the central compartment, and creatinine clearance as a
covariate for clearance. Tissue exposures of approximately 52% and 58% were
observed for muscle and subcutaneous tissue, respectively, and lower exposures
in CSF, of approximately 9%. Despite the low CSF exposure, a negative
correlation was found between intercompartmental clearance into the brain (CLin)
and CSF glucose concentration indicating an increased exposure in patients with
inflamed meninges. Through Monte Carlo simulations, it was demonstrated that
the approved dose regimens used in clinical practice result in sufficient exposures
in plasma, muscle, and subcutaneous tissue as well as CSF, when considering
patients with meningeal inflammation, for the treatment of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) infections. Aiming to investigate the influence of
infection on the brain penetration of ceftaroline, a popPK model was developed
with preclinical data. Initially, an analytical LC-MS/MS method was developed
and validated for the quantification of ceftaroline in plasma and brain interstitial
microdialysate samples. The method developed was simple, fast and with
adequate sensitivity for the correct characterization of the pharmacokinetics of
ceftaroline in rodents. Subsequently, an animal model of MRSA meningitis

(ATCC43300) in male Wistar rats was adapted from the literature. The animals



received an intracisternal injection of bacterial inoculum (1x108 CFU/mL) and the
presence of bacteria in the brain was evaluated 3 and 5 days after inoculation,
with a diagnosis, by histopathological analysis, of suppurative meningitis after
three days of infection. Free plasma and free brain concentrations in the primary
motor cortex of ceftaroline after 20 mg/kg i.v. bolus were determined by the
microdialysis technique in healthy (n = 8) and infected (3 days of infection, n = 9;
5 days of infection, n = 6) rats. The data were simultaneously described by a
popPK model consisting of a plasma compartment and two brain compartments,
with the distribution of plasma to the brain characterized by a bidirectional
transport parameterized as CLin and CLout. A significant inverse correlation was
found between the cardiac output of the animals and the relative recovery of
plasma microdialysis probes, indicating that animals with greater volume of blood
pumped by the heart over time tend to have smaller relative recoveries. Infection
was identified as a covariate for the CLin parameter, leading to an increase of
approximately 62% in brain exposure of infected animals in relation to healthy
animals. Finally, the pre-clinical popPK model developed allowed the
identification of a possible source of variability commonly found in plasma
microdialysis experiments, correlating cardiac output with the relative recovery of
the microdialysis probe. Furthermore, it was possible to identify that the presence
of infection increases brain’s interstitial concentrations of ceftaroline in Wistar
rats, in agreement with the hypothesis raised by the popPK model in humans.
The set of results of this work confirms that ceftaroline has potential for the
treatment of brain infections and should be investigated in specific clinical studies

at the extension of its approval for this use.

Keywords: ceftaroline; brain microdialysis; MRSA; popPK modeling; probability
of target attainment.
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Meningites e ventriculites nosocomiais sdo complicacbes severas
decorrentes de procedimentos invasivos como neurocirurgia, trauma craniano ou
insercdo de dreno externo do liquido cefalorraquidiano (LCR) (VAN DE BEEK;
DRAKE; TUNKEL, 2010). Os microrganismos infectantes diferem
acentuadamente daqueles causadores de meningite adquirida na comunidade
e, no geral, sdo cocos Gram-positivos tais como Staphylococcus epidermidis e
Staphylococcus aureus (BEER et al., 2008; HECKENBERG; BROUWER; VAN
DE BEEK, 2014-). No mundo, meningites por S. aureus Sao responsaveis por
0,3% - 8,8% de todos os casos de meningite bacteriana. No Brasil, S. aureus foi
associado a meningites bacterianas em 1,3% dos casos diagnosticados no
Instituto Adolfo Lutz em um periodo de janeiro a dezembro de 2010 (OLIVEIRA
et al.,, 2012). Nos Estados Unidos, 1% - 3% dos casos de meningite séo
causados por S. aureus e, apesar de sua baixa incidéncia, apresenta uma taxa
de mortalidade de cerca de 50% em adultos (AGUILAR et al., 2010).

O tratamento de escolha para infeccdes do sistema nervoso central (SNC)
sdo o0s antimicrobianos B-lactamicos, devido a sua potente atividade
antibacteriana, baixa toxicidade e altas concentracfes atingidas no cérebro e
LCR (NAU; SORGEL; EIFFERT, 2010). No entanto, infec¢es adquiridas em
ambiente hospitalar frequentemente sdo associadas a microrganismos
resistentes aos B-lactamicos, tais como S. aureus resistente a meticilina (MRSA)
(LINDSAY, 2013). Como alternativa ao tratamento destas infec¢des, utiliza-se
vancomicina ou outros agentes, como linezolida e daptomicina (TUNKEL et al.,
2017).

Apesar da vancomicina ser o antimicrobiano de primeira escolha para
tratar MRSA, seu uso pode néo ser o mais adequado para este tipo de infecgéo.
A entrada de farmacos no SNC é favorecida por caracteristicas como
lipofilicidade, baixo peso molecular, baixa ligacdo a proteinas plasmaticas e
baixa afinidade por transportadores de efluxo presentes na barreira
hematoencefalica (BHE) (NAU; SORGEL; EIFFERT, 2010). Tendo em vista a
caracteristica hidrofilica e seu alto peso molecular, a vancomicina apresenta

pobre penetracdo cerebral, especialmente em meningites que ndo apresentam
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inflamacdo da BHE (NAU; SORGEL; EIFFERT, 2010). Além disso, também
apresenta toxicidade sistémica, limitando o aumento de doses diarias (NAU;
SORGEL; EIFFERT, 2010). Estes fatores acabam resultando em desfechos
clinicos desfavoraveis em pacientes que apresentam infeccbes do SNC
causadas por MRSA.

O uso de daptomicina, como uma alternativa de tratamento, é
comprometido por apresentar farmacocinética (PK) desfavoravel no SNC (NAU
et al., 2013). A linezolida apresenta um perfil farmacocinético mais favoravel e
foi uma opcao terapéutica promissora para infec¢coes do SNC (NAU et al., 2013).
Entretanto, casos de resisténcia foram reportados logo apos a sua introducao na
pratica clinica, o que pode limitar o uso deste antimicrobiano para o tratamento
de meningites (LAYER et al., 2018; NAU et al., 2013).

A ceftarolina é um antimicrobiano promissor para infec¢des do SNC, uma
vez que faz parte da classe dos B-lactamicos e possui atividade in vitro contra
MRSA (NAU et al.,, 2013). Embora seja aprovado para o tratamento de
pneumonia adquirida na comunidade e infec¢cdes complicadas de pele e tecidos
moles, existem alguns relatos na literatura do seu uso para o tratamento de
infeccdes do SNC causadas por bactérias Gram-positivas (BALOUCH; BAJWA;
HASSOUN, 2015; SAKOULAS et al., 2015). Contudo, ndo existem estudos de
avaliacdo farmacocinética e farmacocinética/farmacodinamica (PK/PD) deste
antimicrobiano em infec¢cdes do SNC frente a patdgenos importantes, como 0s
isolados de MRSA. Além disso, em dois estudos que investigaram a ceftarolina
em modelos experimentais de meningite foram avaliadas apenas as
concentracfes do farmaco no LCR, sendo que nédo ha dados sobre a penetracao
de ceftarolina no tecido cerebral (COTTAGNOUD et al., 2013; STUCKI et al.,
2013).

Uma técnica que tem sido empregada para determinar concentragdes
teciduais de farmacos é a microdialise. Esta técnica consiste na implantacdo de
uma sonda no tecido de interesse, que € continuamente irrigada por um fluido
de perfusdo isosmolar. A porcdo terminal da sonda possui uma membrana

semipermeavel que permite a passagem de moléculas pequenas através de
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difusdo passiva (KHO et al., 2017). Uma das vantagens desta técnica é que
permite a determinacdo das concentracdes livres do farmaco,
farmacologicamente ativas, em funcdo do tempo no fluido intersticial, sitio de

infeccdo da maioria das bactérias (KHO et al., 2017).

As concentracdes de antimicrobianos em tecidos infectados podem diferir
daquelas em tecidos saudaveis devido as alteracdes locais causadas pela
inflamacé&o associada, como aumento da temperatura, diminuicdo do pH,
extravasamento de plasma e migracao de leucécitos no local da infeccao, entre
outros fatores (DIAS et al., 2022; TORRES et al., 2017; DHANANI et al., 2010).
Sendo assim, as concentracdes livres teciduais em tecidos néo infectados
podem nao ser representativas daquelas atingidas no tecido alvo na presenca
de uma infeccéo e, portanto, a sua determinagdo também em tecidos infectados

se faz necessaria.

Andlise dos indices PK/PD tém sido utilizadas para a definicdo dos
regimes posologicos mais adequados para 0 sucesso das terapias
antimicrobianas  (ASIN-PRIETO; RODRIGUEZ-GASCON; ISLA, 2015).
Normalmente, para antimicrobianos, trés indices PK/PD sao empregados: tempo
no qual a concentracdo livre do farmaco permanece acima da concentracdo
inibitéria minima (CIM) (%fT > CIM), geralmente expresso como percentual do
intervalo de doses, como o caso dos B-lactamicos; razao entre a concentracao
maxima (Cmax) € a CIM (Cmax/CIM) €, a razdo entre a area sob a curva de 24
horas (ASCo-24) € a CIM (ASCo-24/CIM), como o caso dos aminoglicosideos e das
fluoroquinolonas, respectivamente (ASIN-PRIETO; RODRIGUEZ-GASCON;
ISLA, 2015; BARBOUR et al., 2014). Estes indices sédo utilizados como o alvo da
exposicao necessaria para a eficacia terapéutica de uma populacéo especifica,
através das analises da probabilidade de alcance do alvo terapéutico (PTA),
geralmente empregando simulacbes de Monte Carlo (CRISTINACCE et al.,
2021).

Os modelos farmacocinéticos populacionais (popPK) tém se tornado uma
ferramenta cada vez mais utilizada durante o desenvolvimento de novos

medicamentos, bem como para 0 monitoramento terapéutico e avaliacdo de
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posologias ja aprovadas (DE VELDE et al., 2018). Estes modelos apresentam
diversas vantagens frente aos modelos tradicionais, pois permitem a analise de
dados esparsos, muito comum durante as fases 2 e 3 do desenvolvimento de
medicamentos, bem como, em estudos com um namero de pacientes reduzido
(DE VELDE et al., 2018). Além disso, possibilitam a incorporagéo de covariaveis
no modelo, permitindo um melhor entendimento da variabilidade farmacocinética
interindividual e a exploracdo, através de simulacbes, de cenarios nao

investigados experimentalmente (DE VELDE et al., 2018).

Diante do exposto, este trabalho visa investigar a ceftarolina como
alternativa para o tratamento de infec¢cdes por MRSA no SNC utilizando dados
de estudos clinicos e pré-clinicos, coletados por microdialise, utilizando

ferramentas de modelagem e simulacao.
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OBJETIVO






1. Objetivo Geral

Investigar a viabilidade do uso da ceftarolina para o tratamento de infeccdes
cerebrais utilizando dados de modelo de infecgéo pré-clinico e dados de estudos

clinicos, em voluntario e pacientes, e ferramentas de modelagem e simulagéo.

2. Objetivos Especificos

1. Desenvolver um modelo popPK para descrever a distribuicdo da
ceftarolina no musculo e tecido subcutaneo livre de individuos saudaveis
e no liquido cefalorraquidiano de pacientes neurocirurgicos e utilizar o
modelo para prever posologias eficazes para tratar infecdes cerebrais por
MRSA,;

2. Validar metodologia bioanalitica para quantificar ceftarolina em plasma e
microdialisado cerebral de ratos através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrofotometria de massa (CLAE-MS/MS) a

partir de métodos descritos na literatura;

3. Determinar as concentracdes livres plasméticas e cerebrais da ceftarolina
em ratos Wistar sadios e infectados com MRSA por microdialise

plasmatica e cerebral;
4. Desenvolver modelo popPK com resultados pré-clinicos para descrever a

exposicao plasmatica e cerebral da ceftarolina em ratos Wistar machos

higidos e infectados com MRSA.

Os objetivos especificos desta tese foram organizados na forma de trés capitulos

gue correspondem a artigos cientificos e incluem uma breve revisdo de cada
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tema, materiais e métodos, resultados e discussao. Os artigos encontram-se na

sequéncia do texto da seguinte maneira:

Capitulo 01: “Population Pharmacokinetic Modeling and Probability of Target
Attainment of Ceftaroline in Brain and Soft Tissues”, que reune resultados
referentes ao objetivo especifico 1. Esses resultados foram aceitos para
publicacdo na revista Antimicrobial Agents and Chemotherapy (DOI:
10.1128/aac.00741-22)

Capitulo 02: “Development and validation of an LC-MS/MS method to quantify
ceftaroline in plasma and brain microdialysis samples: Application to a preclinical
pharmacokinetic investigation”, que reune resultados referentes ao objetivo

especifico 2.

Capitulo 03: “Free Plasma and Free Brain Concentrations of Ceftaroline in
Healthy and MRSA Infected Wistar Rats Described by a Population
Pharmacokinetic Model”, que reune resultados referentes aos objetivos

especificos 3 e 4.
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REVISAO DA LITERATURA






1. Infec¢cdes do Sistema Nervoso Central

InfecgBes do SNC, isto €, infeccbes envolvendo cérebro, coluna espinal,
nervos oOpticos e suas membranas protetoras, sdo emergéncias médicas
associadas a altas taxas de morbidade e mortalidade (ARCHIBALD; QUISLING,
2013). Podem ocorrer em decorréncia da disseminagéo do patégeno de seu sitio
primario de infeccdo — sitios anatébmicos adjacentes ou contiguos ao SNC, como
mastoides, seios paranasais ou ouvido médio; ou sitios mais remotos, como
pulmao, coracgdo, pele, trato gastrintestinal ou rins — pelo sangue com posterior
semeadura no SNC (ARCHIBALD; QUISLING, 2013). Podem ocorrer também
de maneira extrinseca, através da inoculacdo direta do patdgeno durante
procedimentos neurocirdrgicos ou traumas (ARCHIBALD; QUISLING, 2013).
Malformacfes congénitas, como espinha bifida, e dispositivos médicos, como
shunts cerebrais, também podem ser focos de colonizacao e servir como fontes
de infeccdio (ARCHIBALD; QUISLING, 2013).

As infeccbes do SNC podem ser causadas por uma diversidade de
microrganismos, incluindo virus, bactérias, micobactérias, protozoarios,
helmintos e fungos (BROUWER, Matthijs C.; VAN DE BEEK, 2017). Dentre as
infeccbes bacterianas, a maior parte dos pacientes apresenta meningite,
abcesso cerebral, empiema subdural e ventriculite, que comumente envolvem o
parénquima cerebral, resultando em encefalite (BROUWER; VAN DE BEEK,
2017-). A etiologia depende de fatores como idade, funcéo imunolégica, estado
de imunizacdo, fonte de infeccdo e localizacdo geografica (ALAMARAT;
HASBUN, 2020).

1.1 Epidemiologia

A meningite é a infec¢@o bacteriana mais frequente do SNC e representa
uma emergéncia médica de alta morbidade e mortalidade (LE GUENNEC;
BOURDOULOUS, 2020b). Caracteriza-se pela infeccdo das membranas que
revestem o cérebro e a medula espinal (LE GUENNEC; BOURDOULOUS,
2020b). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2019) esta entre as dez
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principais causas de morte relacionadas a infec¢do no mundo e em torno de 40%
dos sobreviventes apresentam sequelas neuroldgicas (LE GUENNEC;
BOURDOULOUS, 2020a).

A incidéncia de meningites bacterianas adquiridas na comunidade é
estimada em torno de 0.9 — 2.6 casos por 100.000 habitantes por ano em paises
desenvolvidos, resultando em cerca de 4.000 casos nos EUA anualmente
(BROUWER, M. C.; VAN DE BEEK, 2017). No Brasil, segundo boletim
epidemiologico do Ministério da Saude, foram confirmados 69.807 casos de
meningite bacteriana no periodo de 2007 a 2016, resultando em cerca de 7.500
casos anualmente (MS/BRASIL - MINISTERIO DA SAUDE, 2019). A incidéncia
chega a ser mais alta em paises africanos, oscilando entre 10 e 40 casos por
100.000 habitantes por ano (BROUWER, M.C.; VAN DE BEEK, 2018). A
incidéncia durante o periodo neonatal € maior onde estima-se 0.3 casos a cada
1000 nascidos vivos em paises desenvolvidos (LE GUENNEC;
BOURDOULOUS, 2020b). A mortalidade nesta faixa etaria € em torno de 10 a
15% com taxas de morbidade altas, em torno de 50% (LE GUENNEC;
BOURDOULOUS, 2020b).

As bactérias mais associadas a meningites variam de acordo com faixa
etaria. Recém-nascidos geralmente apresentam infec¢des por Estreptococos do
Grupo B, Escherichia coli e Listeria monocytogenes (ALAMARAT; HASBUN,
2020; ARCHIBALD; QUISLING, 2013). Ap6s o periodo neonatal, embora
consideravel reducédo da incidéncia apds a implementacdo de estratégias de
vacinacao, Streptococcus penumoniae e Neisseria meningitidis permanecem o0s
organismos mais comuns seguidos por Estreptococos do Grupo B e bacilos
Gram-negativos (ALAMARAT; HASBUN, 2020). O perfil de patégenos
permanece 0 mesmo até os 50 anos de idade, onde h4& um aumento na
probabilidade de infec¢gbes por S. pneumoniae, N. meningitidis, H. influenzae,
Listeria sp. e microrganismos aerdbicos Gram-negativos (ARCHIBALD;
QUISLING, 2013). Apesar de raro, aproximadamente 2% dos casos de
meningite adquirida na comunidade em adultos sdo em decorréncia de
Staphylococcus  aureus, frequentemente associada a endocardite
(FIGUEIREDO; BROUWER; VAN DE BEEK, 2018).
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A etiologia das meningites nosocomiais é diferente daquela adquirida na
comunidade sendo S. aureus 0 organismo mais comumente associado, seguido
por estafilococos coagulase negativo, Enterobacteriaceae e Pseudomonas sp.
(FIGUEIREDO; BROUWER; VAN DE BEEK, 2018). Um histérico de
neurocirurgia ou infeccdbes em focos fora do sistema nervoso central estdo
presentes na grande maioria dos pacientes (BROUWER, Matthijs C.; TUNKEL;
VAN DE BEEK, 2010). Meningites bacterianas ap0s fratura de cranio ou apos
cirurgia otorrinolaringolégica sdo associadas a microrganismos da flora da
nasofaringe, como S. pneumoniae (BROUWER, Matthijs C.; TUNKEL; VAN DE
BEEK, 2010). As estimativas de incidéncia variam dependendo da regido,
hospital e tipo de procedimento hospitalar realizado. Dispositivos como cateteres
de derivagéo ventricular externa e derivagdo lombar externa apresentam uma
incidéncia de meningite de aproximadamente 8% e 5%, respectivamente (VAN
DE BEEK; DRAKE; TUNKEL, 2010). Em pacientes que sofreram trauma
cranioencefalico moderado ou grave estima-se uma incidéncia de 1,4% e taxas
maiores, de 2 a 11%, para casos com fraturas expostas (VAN DE BEEK; DRAKE;
TUNKEL, 2010). Nos casos que apresentam fratura da base do cranio, que faz
com que o espaco subaracndideo seja conectado a cavidade sinusal, as taxas
de infeccao relatadas chegam a indices ainda maiores, em torno de 25% (VAN
DE BEEK; DRAKE; TUNKEL, 2010).

A segunda infeccdo do SNC mais frequente sdo 0s abscessos cerebrais,
uma infeccdo supurativa do parénquima cerebral geralmente envolvida por uma
capsula de tecido de granulacdo (LE GUENNEC; BOURDOULOUS, 2020a).
Podem ocorrer em decorréncia da migracédo do patégeno a partir do foco primario
de infeccdo, sendo que em aproximadamente 70% dos casos 0S seios
paranasais, ouvidos, pulmfes e odontogénicos foram focos de infeccao
relacionadas com abscessos cerebrais (LE GUENNEC; BOURDOULOUS,
2020a). Estima-se que a incidéncia de abscessos cerebrais seja em torno de 0,3
— 0,9 a cada 100.000 habitantes em paises desenvolvidos (WOLFF;
SONNEVILLE; SHARSHAR, 2020). Dentre os patégenos associados, S.
pneumoniae é 0 mais comum seguido por S. aureus, com incidéncia

aproximadas de 34% e 18% dos casos, respectivamente (WOLFF;
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SONNEVILLE; SHARSHAR, 2020). Infec¢gbes por S. aureus frequentemente
estdo associadas com traumas, endocardite ou procedimentos neurocirlrgicos
(ARCHIBALD; QUISLING, 2013).

Raramente, infec¢cdes no espaco epidural também ocorrem, levando a
formacdo de abscessos epidurais (ARCHIBALD; QUISLING, 2013). Este € um
espaco virtual entre o cranio ou a coluna vertebral e a camada externa da dura-
méter (LE GUENNEC; BOURDOULOUS, 2020b). Da mesma forma que outras
infeccdes do SNC, podem ocorrer pela disseminacgdo do patégeno a partir de
focos distantes do SNC, apés procedimentos neurocirdrgicos ou trauma, sendo
este Ultimo encontrado em 15 — 35% dos casos (TAUZIEDE-ESPARIAT et al.,
2020).

Abscesso epidurais intracranianos sao mais frequentes em pacientes
jovens, com idade entre 7 e 20 anos, pois estes pacientes sdo mais propensos
a apresentar o0ssos dipléicos mais vascularizados, aumentando o fluxo
bidirecional entre a mucosa dos seios frontais e a drenagem venosa (TAUZIEDE-
ESPARIAT et al., 2020). Estes abscessos sao frequentemente poli microbianos
e incluem cocos anaerobicos, Staphylococcus spp. e Streptococcus spp.
Abscessos epidurais espinais sdo mais comuns em pacientes entre 50 e 60 anos
com predominancia masculina (TAUZIEDE-ESPARIAT et al., 2020). As bactérias
predominantes nestes casos sdo S. aureus com 60 — 90% das infeccdes,
seguida por Estreptococos, bactérias aerébias Gram-negativas e anaerobicas
(TAUZIEDE-ESPARIAT et al., 2020).

1.2 Tratamento

Altas taxas de morbidade e mortalidade estédo associadas as infec¢des do
SNC e, por isso, o inicio da terapia deve ser imediato. Dessa maneira, a terapia
empirica é incentivada e deve ser escolhida com base no historico do paciente
e seus fatores de risco, resultados da cultura bacteriologica e padrbes de
resisténcia antimicrobiana locais (TAN; GILL; KIM, 2015). No geral, o

recomendado é iniciar a terapia com uma cefalosporina de terceira geracéo,
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como cefotaxima ou ceftriaxona, combinada com vancomicina (TAN; GILL; KIM,
2015).

A duracdo do tratamento depende do agente causador, grau de
severidade do paciente e do antimicrobiano utilizado (TAN; GILL; KIM, 2015).
Geralmente, varia de 5 — 14 dias para infec¢des por bactérias Gram-positivas,
como S. pneumoniae, H. influenzae e N. meningitidis, e 14 — 21 dias contra
bacilos Gram-negativos (TAN; GILL; KIM, 2015).

Uma vez identificado o patégeno causador da infec¢cao, a terapia deve ser
modificada de acordo com os resultados de suscetibilidade encontrados.
Segundo a Sociedade de Doencas Infecciosas da América (IDSA, em inglés),
para infeccbes do SNC causadas por MRSA o tratamento recomendado €&

vancomicina (LIU et al., 2011).

Apesar de ser recomendada para o tratamento de infec¢gdes causadas por
bactérias Gram-positivas resistentes, a penetracdo de vancomicina no SNC é
muito variavel, com raz6es de LCR/soro sanguineo reportadas na literatura
variando de 0.00 a 0.81 (BEACH et al., 2017). Além disso, o aumento da dose €
limitado pela toxicidade que esse farmaco apresenta. Concentracdes
plasmaticas de vale maiores de 15 pg/mL foram correlacionadas com
nefrotoxicidade. Apesar disso, recomenda-se que a concentracdo de vale alvo
deve estar ente 15 e 20 pg/mL (LIU et al., 2011). Além da alta variabilidade
farmacocinética e limitacdo no aumento de doses, Blassmann e colaboradores
(2019), em uma analise farmacocinética populacional com dados de
concentracdo plasméatica e LCR obtidas de 21 pacientes com suspeita de
infecg@o no SNC recebendo vancomicina pela via intravenosa, encontraram uma
falta de correlacao entre a area sob a curva (ASC) plasmatica e ASC no LCR,
evidenciando a dificuldade de realizar monitoramento terapéutico da
vancomicina apenas baseado em concentrac¢des plasmaticas quando o alvo é o
SNC. Levando em consideracdo a alta variabilidade na penetracdo cerebral, a
toxicidade e a falta de correlacdo entre as concentracdes plasmaticas e cerebrais
da vancomicina, torna-se evidente a necessidade de alternativas para o

tratamento de infecgbes do SNC causadas por MRSA.
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Beta-lactamicos sdo a classe de antimicrobianos mais utilizada em
pacientes criticos (GUILHAUMOU et al., 2019). Geralmente sédo a classe de
escolha devido ao amplo espectro de atividade e sua baixa toxicidade (NAU;
SORGEL; EIFFERT, 2010). Na presenca de patdgenos com suscetibilidade
moderada, a dose total didria pode ser aumentada sem efeitos adversos graves
(; SORGEL; EIFFERT, 2010). Apesar de pertencer a classe das cefalosporinas,
a ceftarolina apresenta atividade contra MRSA (DAS et al., 2019). Como
consequéncia, relatos pré-clinicos e clinicos na literatura indicam que vem sendo
utilizada off label para o tratamento de meningites e infeccdes do SNC
(MERMER et al., 2020; PANI et al., 2019).

Em um modelo experimental de meningite, Stucki e colaboradores (2013)
relataram atividade bactericida superior da ceftarolina em comparagcdo com a
cefepima em coelhos infectados por Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae.
O tratamento com ceftarolina (40 mg/kg i.v. g4h) resultou em uma reducédo de
5.6 logio UFC/mL em um periodo de 8 h em comparagdo com uma reducao de
3.5 logio UFC/mL pelo mesmo periodo para cefepima (100 mg/kg i.v. gq4h),
apesar da menor suscetibilidade relatada do isolado de K. pneumoniae para
ceftarolina. Os resultados foram semelhantes para o isolado de E. coli (STUCKI
et al., 2013). Em um modelo pré-clinico semelhante, com infeccfes causadas
por S. pneumoniae sensivel e resistente a penicilina, Cottagnoud e
colaboradores (2013) encontraram atividade bactericida da ceftarolina (40 mg/kg
i.v. g4h) superior a da ceftriaxona (100 mg/kg i.v. g4h) em um periodo de 8 h
contra a cepa sensivel a penicilina (6.35 logio UFC/mL e 5.54 logio UFC/mL,
respectivamente). Interessantemente, a ceftarolina também demonstrou
atividade superior contra a cepa resistente a penicilina pelo mesmo periodo de
8 h, tendo como comparativo o tratamento combinado de ceftriaxona e
vancomicina (5.54 logio UFC/mL e 4.65 logio UFC/mL, respectivamente)
(COTTAGNOUD et al., 2013).

Com relacdo a meningites causadas por MRSA, Mermer e colegas (2020)
avaliariam a eficacia do tratamento com ceftarolina (10 mg/kg i.v. g12h) em
comparacgao com vancomicina (20 mg/kg i.v. g12h) em um modelo de meningite
em coelhos. Os tratamentos obtiveram resultados similares, com atividades
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bacteriol6gicas comparaveis: ap0s 24 h de tratamento, o grupo que recebeu
ceftarolina apresentou uma reducao de 2.61 logio UFC/mL em comparagdo com
2.17 logio UFC/mL para vancomicina; e em 73 h apresentaram valores
semelhantes, de 3.8 logio UFC/mL e 3.89 logio UFC/mL, respectivamente
(MERMER et al., 2020).

No ambito clinico, existem relatos do uso off label da ceftarolina para o
tratamento de infecgbes do SNC (PANI et al., 2019). Bucheit e colaboradores
(2014) relataram um caso de uma paciente de 48 anos com abcesso epidural
positivo para MRSA que, ao ser admitida no hospital, recebeu tratamento
empirico com aciclovir, ceftriaxona e vancomicina sob suspeita de meningite.
Apés confirmacdo do foco de infeccdo, monoterapia com vancomicina foi
mantida. Com base nos resultados de suscetibilidade, que revelaram uma CIM
de 2 mg/L para vancomicina, em conjunto com a falta de resposta clinica, no
quarto dia apos inicio da monoterapia a equipe clinica decidiu iniciar o tratamento
com daptomicina. Sete dias ap0s, ainda sem sucesso, terapia com ceftarolina
fosamil foi iniciada (600 mg/kg i.v. g12h). Culturas sanguineas retornaram
negativas ap0s um dia e a paciente apresentou melhora no quadro clinico
(BUCHEIT; COLLINS; JOSHI, 2014). Um caso semelhante foi relatado por
Balouch e colaboradores (2015), onde uma mulher de meia idade apresentou
complicagBes apOls trés meses de uma cirurgia espinal, sendo iniciado o
tratamento com vancomicina. Apds confirmag¢do de meningite causada por
MRSA, com CIM de 2 mg/L para vancomicina e 1 mg/L para daptomicina,
tratamento com ceftarolina (600 mg i.v. g8h) e rifampicina (300 mg i.v. q12h) foi
iniciado levando ao sucesso do tratamento (BALOUCH; BAJWA; HASSOUN,
2015).

A ceftarolina foi o tratamento escolhido em uma série de casos individuais
de pacientes com meningite bacteriana relatados por Sakoulas e colaboradores
(2015), que relataram preocupacdes quanto a nefrotoxicidade da vancomicina.
Num total de cinco casos apresentados, um causado por MSSA e os outros por
S. pneumoniae, sucesso clinico foi observado em 4 deles. Destes que obtiveram

sucesso, a dose escolhida foi de 600 mg a cada 8 h, e o Unico caso que
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necessitou de terapia alternativa recebeu um regime posolégico de 600 mg a
cada 12 h (SAKOULAS et al., 2015).

Recentemente, Cies e colaboradores (2020) relataram um caso de
infeccdo de uma derivacao ventriculo-peritoneal por MRSA tratada com sucesso
com ceftarolina. O paciente recebeu inicialmente vancomicina e ceftriaxona,
sendo este Ultimo substituido por ceftarolina (600 mg i.v. g12h) no terceiro dia de
terapia. Dentro de 24 h ap6s a adicdo de ceftarolina, a cultura do LCR foi
esterilizada levando a um sucesso terapéutico. Em outro caso, reportado por
Roujansky e colaboradores (2020), um paciente idoso apresentava uma série de
infeccbes relacionadas a ventriculostomia, sendo uma das infeccbes por S.
epidermidis multirresistente. Inicialmente, o paciente foi tratado com
daptomicina, mas a falta de resposta associada a baixa penetracdo observada
no LCR levou a equipe médica a decidir por iniciar o tratamento com ceftarolina
(600 mg i.v. g6h), que resultou em esterilizacdo do LCR seis dias ap0s o inicio

do tratamento.

Todos estes relatos corroboram com a hipétese de que a ceftarolina pode
ser utilizada como alternativa no tratamento de infec¢cdes do SNC causadas por
bactérias multirresistentes, como MRSA. No entanto, ainda se faz necesséria a
investigagéo da viabilidade do seu uso em estudos controlados e randomizados

para a confirmacao destes achados.

2. Penetracdo de Antimicrobianos pela Barreira Hematoencefalica

A entrada de substancias no SNC é determinada pela passagem através
das barreiras hematoencefalica (BHE) e sangue-liquido cefalorraquidiano
(BSLCR) (MANGAS-SANJUAN et al., 2010). Apesar de apresentarem
similaridades, essas duas estruturas apresentam diferencas na sua morfologia e
fungbes primarias (DI PAOLO et al., 2013). A BHE é formada por células
endoteliais que revestem 0s vasos sanguineos e sua principal funcdo é proteger
0 SNC de flutuagdes nas concentracdes de solutos na circulacdo sanguinea e
de substancias que possam interferir na neurotransmissao, ao mesmo tempo em

que permite a troca de nutrientes e produtos metabdlicos entre o sangue e 0
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cérebro (REDZIC, 2011). Por outro lado, a BSLCR é formada por células
cuboidais, que constituem o plexo coroide, sendo a sua principal funcéo a
producdo do LCR (REDZIC, 2011). Ambos os endotélios, cerebral e do plexo
coroide, apresentam tight junctions, que exercem trés funcbes bioldgicas
principais: uma barreira paracelular contra a difusdo de substancias polares
provenientes do sangue, uma barreira impedindo difusdo lateral de lipideos e
proteinas integrais da membrana, mantendo a polarizacdo celular, e uma
plataforma de interacdo entre proteinas através da sinalizacdo intracelular
(LUISSINT et al., 2012).

Além disso, as células presentes na BHE apresentam baixa capacidade
de transporte vesicular e que, na presenca de uma camada de células
astrociticas, conferem uma restricAo aumentada para a penetracdo de
substancias exégenas ao SNC (REDZIC, 2011). Por isso, a BHE € a principal
barreira responsavel pela dificuldade de penetracdo de farmacos no SNC
(MANGAS-SANJUAN et al., 2010).

Com a restricdo da difusdo paracelular causada pelas tight junctions,
moléculas hidrofilicas ndo s&do capazes de livremente penetrar 0 espaco
extracelular cerebral e o LCR através de difusdo simples, sendo necessario seu
transporte através de rotas transcelulares (REDZIC, 2011). Por outro lado,
moléculas apolares e lipossoliveis podem facilmente difundir através da
bicamada lipidica (REDZIC, 2011). Como consequéncia, mecanismos de
transporte de influxo para solutos necesséarios para o funcionamento cerebral
normal e de efluxo, para a retirada de moléculas lipofilicas que podem ter um

impacto prejudicial na funcao cerebral, estdo presentes na BHE (REDZIC, 2011).

Levando todos estes fatores em consideracdo, a penetracdo e
manutencdo das concentracfes de farmacos no SNC dependem de diversos
aspectos, sejam eles relacionados aos parametros fisico-quimicos ou as
caracteristicas farmacocinéticas dos farmacos. Talvez uma propriedade mais
intuitiva que podemos pensar seja o tamanho molecular. A melhor aproximagéo
da influéncia do tamanho molecular sobre a penetracdo na BHE € através da

correlagao inversa com o quadrado do peso molecular, confirmando que quanto
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maior a molécula provavelmente menor serd sua penetracdo no SNC (NAU;
SORGEL; EIFFERT, 2010). No entanto, este ndo € o principal parametro fisico-
quimico associado a penetracdo e, portanto, ndo ha uma correlacdo simples
definida apenas pelo tamanho da substancia em questéo e a sua permeabilidade

esperada.

Considerando que a passagem pela BHE geralmente ocorre através do
mecanismo transcelular, moléculas que apresentam caracteristicas lipofilicas
apresentam um potencial maior de penetracdo por essa via, uma vez que a
passagem pelas membranas citoplasmaticas das células epiteliais € favorecida
pelo aumento na lipossolubilidade (NAU; SORGEL; EIFFERT, 2010). No
entanto, moléculas muito lipofilicas podem acabar sofrendo um sequestro pelos
capilares sanguineos ou até mesmo ndo serem capazes de exercer seu efeito
no fluido extracelular do SNC, que tem como principal constituinte a agua
(BANKS, 2009). Além disso, solubilidade lipidica também favorece a distribuicdo
para os tecidos periféricos, e como consequéncia, diminuem as concentracdes
plasmaticas e a quantidade de farmaco disponivel nos capilares sanguineos da
BHE capazes de serem transportadas para dentro do SNC (BANKS, 2009).

Outro componente importante no transporte através da BHE € a influéncia
dos transportadores. Moléculas lipofilicas e de baixo peso molecular tendem a
ser substratos da glicoproteina-P (P-gp) e, portanto, ha um balanco importante
entre o tamanho molecular e a lipofilia como determinantes na penetracao
através da BHE (BANKS, 2009). Por fim, uma caracteristica fisico-quimica
importante de ser mencionada € a capacidade de ionizacdo em dependéncia do
pH. Moléculas ionizaveis, na sua forma nao ionizada, penetram prontamente
pelas membranas; em contrapartida, na sua forma ionizada e com carga,
apresentam caracteristicas mais polares, dificultando sua passagem através das
mesmas (NAU; SORGEL; EIFFERT, 2010). Esse fendmeno é observado no
tecido cerebral pela diferenca de pH entre o sangue (pH 7.4) e 0 LCR (pH 7.3)
que, na presenca de inflamacédo, pode chegar a ser ainda maior, com valores
abaixo de pH 7.0 no LCR (NAU; SORGEL; EIFFERT, 2010). Para &cidos fracos,

como penicilinas, a fragdo néo ionizada do farmaco é maior no LCR do que no
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plasma, dificultando a manutencdo das concentracbes no tecido cerebral,
principalmente na presenca de inflamacdo (NAU; SORGEL; EIFFERT, 2010).

Para penetrar no SNC é necesséario que a substancia esteja disponivel
nos capilares sanguineos cerebrais para o transporte através da BHE. As
propriedades farmacocinéticas estdo diretamente correlacionadas com a
disposicdo plasmatica dos farmacos. Caracteristicas como alto volume de
distribuicdo e baixa meia-vida plasmatica resultam em menores concentracfes
plasmaticas e, consequentemente, menor oferta de moléculas ha BHE (BANKS,
2016). Da mesma forma, a ligacdo as proteinas plasmaticas influencia
consideravelmente na disponibilidade do farmaco livre para cruzar as barreiras
fisioloégicas (BANKS, 2016). Farmacos com maior fracdo ligada as proteinas
plasmaticas tendem a ter menor distribuicdo para os tecidos, incluindo o SNC.

Por fim, uma vez que o farmaco atravessa a BHE, a manutencdo das
concentracfes no SNC também é necesséria para consequente efeito central. A
BHE e o tecido cerebral expressam enzimas de metabolismo de Fase |, como as
enzimas do citocromo P450, incluindo CYP3A4, CYP2D6 e CYP2C9; e de Fase
II, como UDP-glucuroniltransferases (UDPs), glutationa S-transferases (GSTS),
sulfotransferases (SULTs) e N-acetiltransferases (NATs) (AGUNDEZ et al.,
2014). Farmacos substratos destas enzimas podem sofrer metabolismo e, como
consequéncia, terem suas concentracfdes cerebrais reduzidas. Além disso, os
transportadores de efluxo presentes na BHE e na BSLCR, que expressam
diversos transportadores, como P-gp e proteinas transportadoras de anions
organicos (OATSs) (SUN et al., 2003), contribuem para reduzir as concentracdes
de farmacos no SNC. Relatos na literatura demonstram que diversas penicilinas
e cefalosporinas sdo substratos de OATS3, inclusive tornando alguns desses
antimicrobianos invidveis para o uso em infec¢cdes do SNC, como é o caso da
cefalotina (NAU; SORGEL; EIFFERT, 2010).

2.1Penetracdo de Antimicrobianos pela BHE na Inflamagéao

A resposta imune € um mecanismo de defesa necessario para a protecao

do organismo contra patogenos invasores. NO entanto, muitas vezes essa
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resposta imune pode ser deletéria para o proprio organismo. Este fenbmeno nao
é diferente para o SNC. A multiplicacdo de bactérias no espaco subaracnéideo
inicia uma resposta imune complexa, onde muitas células cerebrais, como
astrocitos, células gliares, endoteliais e ependimarias, e macrofagos produzem
citocinas e outras moléculas pro-inflamatérias (SELLNER; TAUBER; LEIB,
2010). Essa resposta inflamatdria inicia uma cascata de mediadores
inflamatorios e, como consequéncia, a BHE e a BSLCR tornam-se mais
permeaveis, com a abertura das tight junctions (NAU; SORGEL; EIFFERT,
2010). A inflamacao também aumenta a resisténcia ao fluxo de saida do LCR,
levando a reducdo moderada das taxas de producdo e absorcdo do LCR em
conjunto com uma possivel menor atividade da P-gp, muitas vezes inibida por
citocinas pré-inflamatérias (NAU; SORGEL; EIFFERT, 2010). Em conjunto,
todos estes fatores podem ser benéficos para a penetracdo de antimicrobianos
no SNC, através do aumento da penetracdo pelas barreiras cerebrais e
diminuicao da retirada do SNC pela diminuicdo do fluxo do LCR e da atividade
das bombas de efluxo (NAU; SORGEL; EIFFERT, 2010).

Esse aumento na permeabilidade do SNC na presenca de inflamacéao foi
observado para antimicrobianos de diversas classes (DI PAOLO et al., 2013;
NAU et al., 2018; NAU; SORGEL; EIFFERT, 2010). Com relagdo aos B-
lactamicos, mais especificamente, cefalosporinas, a penetragcdo observada no
LCR pode ser até 20 vezes maior na situacdo de meninge inflamada em
comparacao com a meninge nao inflamada (DI PAOLO et al., 2013). Em um
estudo conduzido por Fong e Tomkins (1984), foi comparada a penetracdo da
ceftazidima no LCR de pacientes com meninges nao inflamadas e pacientes com
presenca de inflamacado. A concentracdo média encontrada no LCR de pacientes
sem inflamacéo foi de 0.8 mg/L, muito menor daquela encontrada nos pacientes
com inflamacédo para a mesma dose administrada, com média de 22.6 mg/L,
indicando que ha uma maior penetracdo deste antimicrobiano no SNC em

meninges inflamadas.

Com relacdo a ceftarolina, em um estudo pré-clinico de Stucki e
colaboradores (2013), a penetracdo observada no LCR de coelhos higidos foi de
aproximadamente 3%, enquanto aquela observada na presencga de meningite foi
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de aproximadamente 15%. Resultados similares foram encontrados por
Cottagnoud e colaboradores (2013) também em um modelo de meningite em
coelhos, onde a penetracdo encontrada de ceftarolina no LCR foi de 14%.
Mermer e colaboradores (2020) encontraram valores ainda maiores de
penetracdo em coelhos infectados com MRSA, com uma média de 51%.

Resultados de concentracdo de ceftarolina no LCR de pacientes também
ja foram relatados na literatura. Stein e colaboradores (2015) relataram as
concentragcbes alcancadas no LCR de pacientes com um dreno ventricular
externo recebendo ceftarolina como profilaxia. Neste caso, em uma situacao de
meninge nédo inflamada, a penetracao de ceftarolina no SNC encontrada foi de
até aproximadamente 1.1% (raz&o entre a ASCLcr/ASCsoro) (STEIN et al., 2015).
Em um relato de caso por Kuriakose e colaboradores (2015) um paciente com
meningite causada por MRSA que recebeu ceftarolina na dose de 600 mg a cada
8 h pela via intravenosa apresentou penetracdo central de 4.1% (concentracao

no LCR/concentragdo plasma apés 1.5 h o término da infusdo no steady state).

A presenca de um marcador de inflamacg&o no SNC foi significativamente
correlacionada com a penetragcdo no SNC em um modelo popPK desenvolvido
por Chauzy e colaboradores (2019). Pacientes neurocirurgicos, sem infeccao,
receberam uma dose de ceftarolina e tiveram amostras de plasma e LCR
coletadas apds o término da infusdo. Os dados foram analisados por uma
abordagem popPK, e os autores encontraram uma correlacdo inversa entre a
concentracéo de glicose no LCR e 0 a constante de velocidade de entrada da
ceftarolina do plasma para o compartimento representativo do SNC no modelo.
Extrapolando os resultados para situacdo de meninge inflamada (baixas
concentracdes de glicose no SNC) a penetracdo seria muito maior, com aumento
dos niveis observados de aproximadamente 9.4% para até 81% (CHAUZY et al.,
2019). Estes resultados sugerem que o aumento da penetracdo da ceftarolina
no SNC em decorréncia da inflamacéo parece ocorrer também em humanos, e
0 uso deste antimicrobiano para o tratamento de infecgbes do SNC parece ser

plausivel.
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2.2Microdidlise como ferramenta para medir concentragfes livres de

antimicrobianos no SNC

A fracdo farmacologicamente ativa dos farmacos é a fracéo livre, ndo
ligada a proteinas ou outras estruturas teciduais. Para os antimicrobianos, a
fracdo livre intersticial é a fracdo responsavel pelo efeito, uma vez que, na
maioria das vezes, 0 patégeno infectante localiza-se no meio extracelular
(GONZALEZ; SCHMIDT; DERENDORF, 2013). Uma técnica capaz de medir
essa fracdo extracelular livre no local de acdo — biofase é a microdidlise
(GONZALEZ; SCHMIDT; DERENDORF, 2013). A microdialise consiste na
insercdo de uma sonda com uma extremidade semipermeavel no tecido de
interesse (HAMMARLUND-UDENAES, 2017). Essa sonda é constantemente
perfundida por um liquido isosmolar ao tecido e, através de difusdo passiva, as
moléculas de interesse séo coletadas pelo sistema. Uma vez que a membrana
da sonda possui um cut off especifico, apenas moléculas pequenas, nao ligadas
as proteinas, sdo capazes de ultrapassa-la, permitindo assim a determinacgao
das concentragdes livres intersticiais (HAMMARLUND-UDENAES, 2017).

Em termos do SNC, a técnica mais utilizada para acessar as
concentracbes cerebrais € a coleta de amostras de LCR. Apesar de ser
relativamente simples, essa técnica apresenta limitagdes: € um local de dificil
acesso e coletas frequentes s6 sao possiveis em casos de pacientes que
possuem um dreno ventricular externo implantado; e a frequéncia e o volume de
coleta podem ter um impacto na dinamica do fluido cerebral, podendo influenciar
nas concentracdes cerebrais (SHANNON et al., 2013). Além disso, diferencas
de concentracBes podem ser encontradas entre o LCR e o fluido intersticial
cerebral. Em um estudo que comparou as concentracdes cerebrais de duas
cefalosporinas determinadas no liquido intersticial por microdialise e no LCR de
ratos no steady state, Granero e colaboradores (1995) observaram que para a
ceftriaxona as concentragdes no fluido intersticial na regido do corpo estriado e
no LCR foram similares, no entanto, para a ceftazidima, as concentragoes
encontradas na mesma regiao cerebral foram significativamente menores do que
as encontradas no LCR dos animais. As diferencas de concentracao
encontradas podem ser explicadas pelas diferencas fisioldgicas entre a BHE e a
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BSLCR, que podem levar a diferentes exposi¢cfes aos farmacos. Por isso, as
concentracbes do LCR, muitas vezes, podem nao refletir as concentracdes

cerebrais livres.

Diante do exposto, a microdialise cerebral torna-se uma ferramenta
poderosa e favoravel para a andlise farmacocinética e farmacodinamica de
antimicrobianos. Ela permite a coleta da fracao livre em funcdo do tempo,
permitindo a caracteriza¢gdo do perfil de concentracdo completo pelo periodo do
estudo, bem como, permite determinar as concentragbes livres cerebrais,

responsaveis pelo efeito antimicrobiano.

Existem poucos relatos na literatura de estudos com microdialise cerebral
de antimicrobianos (NOTKINA; DAHYOT-FIZELIER; GUPTA, 2012).
Mindermann e colaboradores (1993) analisaram a penetracéo da rifampicina no
espaco extracelular cerebral de ratos higidos apds dose de 100 mg/kg i.p. Os
autores encontraram uma baixa penetracao cerebral, com valores entre 0,3 e 1%
com relacdo as concentracdes séricas. Destache e colaboradores (1996)
avaliaram a penetracdo de uma fluoroquinolona (A-80556) no espaco
subaracndideo (local onde encontra-se o LCR) de coelhos infectados por S.
pneumoniae através de microdialise. ApGs dose de 10 mg/kg i.v. em infusdo de
10 min, amostras de plasma e microdialisado foram coletadas por um periodo de
6 h. A penetracdo no LCR encontrada nos animais infectados foi de 18.2%, no
entanto, os pesquisadores nao investigaram a penetracdo em animais higidos,
perdendo o poder de comparagcdo com relacdo ao efeito da infeccdo na
penetracdo no SNC. Em um outro estudo do mesmo grupo de pesquisa
(DESTACHE et al., 2001), utilizando mesmo desenho experimental, com
implante da sonda no espaco subaracndideo de coelhos infectados por S.
pneumoniae, a penetragao do levofloxacino foi investigada com trés diferentes
doses. Na dose de 7 mg/kg a penetracédo encontrada foi de 53%, para a dose de
10.5 mg/kg a penetracao foi de 76% e para a maior dose, de 14 mg/kg, a

penetracdo foi de 68%, demonstrando uma penetracéo favoravel no LCR.

Marchand et.al. (2003) investigaram a penetracdo cerebral do

norfloxacino no hipocampo de ratos higidos. Os animais foram divididos em cinco
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grupos, que receberam as seguintes doses: 12,5, 25, 50, 100 ou 150 mg/kg. Os
autores encontraram que a penetracdo cerebral dessa fluoroquinolona
determinada através da ASC cerebral/ASC plasmatica é baixa e independente
da dose (8,2 + 5,8%). Em outro estudo os autores também investigaram a
influéncia da probenecida, um inibidor de transportador anidnico, sobre a
penetracdo cerebral do norfloxacino (MARCHAND et al., 2006). A sonda de
microdialise foi implantada na regido do hipocampo e os animais receberam uma
dose de ataque de probenecida (20 mg/kg i.v. bolus) seguido de uma infuséo
continua (20 mg/kg no fluxo de 0.5 mL/min). Apés um periodo de washout, 0s
animais receberam uma dose de 50 mg/kg i.v. bolus norfloxacino e amostras de
plasma e microdialisado foram coletadas. A presenca do inibidor ndo afetou a
penetracdo cerebral do norfloxacino, que foi de aproximadamente 5%
(MARCHAND et al., 2006).

No nosso grupo de pesquisa, Alves e colaboradores (2017) investigaram
o efeito de uma meningite criptococica sobre a penetracdo cerebral do
voriconazol em ratos, através da técnica de microdialise. A meningite levou ao
aumento da penetracéo cerebral do farmaco, com valores de razéo entre a ASC
cerebral/ASC plasmatica 0,85 + 0,22 no grupo higido e 1,86 + 1,05 no grupo
infectado (ALVES et al., 2017). Esse achado corrobora com a hipétese de que a
presenca de inflamacéo no tecido cerebral pode levar ao aumento da penetracéo
de antimicrobianos no SNC.

Com relacao a ceftarolina, ndo existem relatos de microdialise em estudos
pré-clinicos. No entanto, existem relatos de estudos clinicos. Matzneller e
colaboradores (2016) investigaram a farmacocinética da ceftarolina no plasma e
tecidos muscular e subcutaneo de individuos saudaveis apés dose de 600 mg
infusdo i.v. de 2 horas q8h ou ap6s dose de 600 mg infusdo i.v. de 1 hora q12h.
As razdes entre ASC tecidual e ASC plasmatica livre variou entre 0,66 e 0,75,
onde o regime de doses de trés vezes ao dia alcangou exposicdo maior nos
tecidos investigados. A penetracdo de ceftarolina no tecido pulmonar foi
investigada por Edlinger-Stanger e colaboradores (2021) em pacientes
submetidos a cirurgia cardiaca. Dois regimes de dosagem foram investigados,
600 mg infuséo i.v. de 2 horas q8h e uma dose de ataque de 600 mg em infusao
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i.v. de 2 h seguida de uma infusé@o continua de 1200 mg por 22 h. Amostras de
plasma e microdialisado foram coletadas durante 24 h apos a primeira dose. O
grupo que recebeu infusdo continua apresentou uma razao entre ASC tecidual e
ASC plasmaética livre de 2.3 (1.1 — 3.2) e 0 outro grupo apresentou uma razao de
0.9 (0.4 - 1.3), demonstrando boa penetragéo da ceftarolina no tecido pulmonar.
No entanto, nenhum destes estudos investigou a influéncia de infeccéo sobre a

penetracdo tecidual da ceftarolina.

3. Modelagem e Simulagéo

Os meétodos tradicionais de analise de dados farmacocinéticos de
concentracdo por tempo incluem a analise ndo-compartimental (NCA) e o
método standard two-stage (STS) (DE VELDE et al., 2018). O primeiro é talvez
0 método mais simples para obtencdo dos parédmetros farmacocinéticos
individuais e ndo aplica nenhum modelo matematico aos dados (DE VELDE et
al., 2018). O segundo é um método que aplica um modelo compartimental para
cada individuo e, através do algoritmo dos minimos quadrados, minimiza a
diferenca entre os dados observados e o previsto pelo modelo (VINKS, 2014).
Ambos os métodos, no entanto, requerem uma amostragem abundante de
dados de cada individuo para serem capazes de determinar com confiabilidade
0s parametros farmacocinéticos. Além disso, sdo métodos que ndo assumem
nenhuma fonte de variabilidade proveniente dos individuos, apenas variabilidade
residual, muitas vezes associadas a erros laboratoriais. Com isso, os parametros
estimados sdo expressos como meédia e desvio padrdo, sendo que as
estimativas de variabilidade nestes parametros ndo sdo bem caracterizadas,
pois ndo sédo exploradas e inseridas correlagdes entre a variabilidade e os

parametros demograficos da populagéo (VINKS, 2014).

Modelos farmacocinéticos populacionais, por outro lado, analisam os
dados de concentracao por tempo dos individuos da populagédo como um todo e
sao capazes de descrever a variabilidade intra- e interindividual (DE VELDE et
al., 2018). A variabilidade observada pode ser explicada pela insercao de

covariaveis, sejam elas continuas, como peso corporal, fungéo renal, idade; ou
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categoricas, como polimorfismo genético e até mesmo o estado de saude
(infectado ou sadio) dos individuos (DE VELDE et al., 2018).

Uma vez estimados os parametros populacionais e suas variabilidades, o
uso das simulacbes de Monte Carlo permitem construir uma amostra maior de
pacientes levando em consideracdo a variabilidade atribuida aos parametros
farmacocinéticos com o intuito de prever a probabilidade de alcance do alvo
terapéutico (PTA) de um determinado tratamento (ASIN-PRIETO; RODRIGUEZ-
GASCON; ISLA, 2015). A PTA corresponde ao percentual de pacientes
simulados que alcanca um determinado alvo terapéutico. Geralmente o valor
determinado para garantia o sucesso terapéutico € maior ou igual a 90% (ASIN-
PRIETO; RODRIGUEZ-GASCON; ISLA, 2015). Através das analises de PTA, a
efichAcia da posologia dos antimicrobianos pode ser avaliada, sugerindo
otimizacdes e recomendacdes de doses especificas em subpopulacdes de
pacientes, como idosos, obesos e pacientes com alteracdes decorrentes dos
seus estados de saude (CRISTINACCE et al., 2021).

No caso dos antimicrobianos, o alvo terapéutico comumente utilizado sédo
os indices PK/PD. Trés indices PK/PD sdo geralmente empregados para
descrever a relacdo entre a farmacocinética e o efeito antibacteriano,
dependendo do padréo de atividade do antimicrobiano: (1) a razdo entre a
concentracdo maxima e a concentracdo inibitéria minima (Cmax/CIM) ou (2) a
razao entre a area sob a curva e a CIM (ASC/CIM), ambos para antimicrobianos
chamados de concentracdo dependente, onde o efeito persiste mesmo quando
as concentragdes se encontram abaixo da CIM. Exemplos dessa classe sao
aminoglicosideos, fluoroquinolonas, vancomicina; e, (3) a fracdo do intervalo
entre as doses em que a concentracao livre permanece acima da CIM (%fT >
CIM), este padréo € encontrado nos antimicrobianos da classe dos B-lactamicos
(ASIN-PRIETO; RODRIGUEZ-GASCON; ISLA, 2015).

Para determinar qual o indice PK/PD melhor descreve a atividade do
antimicrobianos, estudos in vitro e/ou in vivo sao utilizados. Andes e Craig (2006)
determinaram o indice da ceftarolina frente a diferentes cepas bacterianas (S.

pneumoniae, S. aureus, E. coli e K. pneumoniae) em modelo de infeccao
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pulmonar e de coxa em camundongos. Como esperado para uma cefalosporina,
o indice que melhor se correlacionou com a eficacia foi 0 %fT > CIM, com valores
necessarios para efeito estatico no crescimento bacteriano de 28 + 9%, 39 + 9%
e 26 + 8% para os isolados Gram-negativos, S. pneumoniae e S. aureus,
respectivamente (ANDES; CRAIG, 2006). Em um modelo de infeccéo in vitro em
hollow-fiber, Singh e colaboradores (2017) determinaram o indice PK/PD da
ceftarolina frente a isolados de MRSA com altas CIMs (valores variando de 2 a
32 mg/L). Os autores encontraram valores de 29 + 6%, 32 + 6% e 35 + 6% para
efeito estético, 1-logio e 2-logio de reducdo na contagem de unidades formadoras
de coldénia (UFC), alcancando valores semelhantes aos determinados por Andes
e Craig, demonstrando boa atividade contra isolados de bactérias mais
resistentes (SINGH et al., 2017).

Diante do exposto, modelos popPK sdo uma ferramenta poderosa,
principalmente levando em consideracao infeccdes de alta relevancia clinica,
como infecgbes do SNC causadas por bactérias resistentes. Até o momento,
nenhum relato na literatura utilizou microdidlise para determinar as
concentracbes livres cerebrais da ceftarolina em modelo de infeccdo
experimental. Do mesmo modo, ndo existem modelos popPK reportados na
literatura que comparem a exposicado cerebral do farmaco na auséncia e
presenca de uma infec¢cdo. Nos estudos reportados em humanos, ndo ha um
modelo popPK gque relacione a penetracao do farmaco em tecidos periféricos e
no SNC, nem gque tenha investigado a PTA das concentracdes livres nesses
tecidos. O presente trabalho visa contribuir para preencher essas lacunas,
investigando a viabilidade do uso da ceftarolina para o tratamento de infecgbes

cerebrais.
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Abstract

Ceftaroline, approved to treat skin infections and pneumonia due to methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA), has been considered for the treatment
of central nervous system (CNS) infections. A population pharmacokinetic
(popPK) model was developed to describe ceftaroline soft tissue and
cerebrospinal fluid (CSF) distributions and investigate the probability of target
attainment (PTA) of the percentage of the free drug concentration above the MIC
(%fT>mic) to treat MRSA infections. Healthy subjects’ plasma and microdialysate
concentrations from muscle and subcutaneous tissue following 600 mg every 12
h (g12h) and g8h and neurosurgical patients’ plasma and CSF concentrations
following single 600-mg dosing were used. Plasma concentrations were
described by a two-compartment model, and tissue concentrations were
incorporated as three independent compartments linked to the central
compartment by bidirectional transport (clearance in [CLin] and CLout). Apparent
volumes were fixed to physiological interstitial values. Healthy status and body
weight were identified as covariates for the volume of the central compartment,
and creatinine clearance was identified for clearance. The CSF glucose
concentration (GLUC) was inversely correlated with CLin,csr. Simulations showed
a PTA of >90% in plasma and soft tissues for both regimens assuming an MIC of
1 mg/L and a %fT>mic of 28.8%. Using the same target, patients with inflamed
meninges (0.5 < GLUC < 2 mmol/L) would reach PTAs of 99.8% and 97.2% for
600 mg q8h and g12h, respectively. For brain infection with mild inflammation (2
< GLUC = 3.5 mmol/L), the PTAs would be reduced to 34.3% and 9.1%,
respectively. Ceftaroline’s penetration enhanced by meningeal inflammation

suggests that the drug could be a candidate to treat MRSA CNS infections.
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Development and validation of an LC-MS/MS method to quantify
ceftaroline in plasma and brain microdialysate samples: Application to a

preclinical pharmacokinetic investigation
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O capitulo 2, que no texto integral da tese defendida ocupa o intervalo de paginas
compreendido entre as paginas 97 — 119, foi suprimido por tratar-se de
manuscrito a ser submetido para publicacdo em um periédico cientifico. O

resumo do Capitulo é apresentado a seguir.
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Abstract

A bioanalytical LC-MS/MS method was developed and validated to determine
ceftaroline in plasma and brain microdialysate samples. Ceftaroline was
separated using a C18 column and a mobile phase consisting of water and
acetonitrile, both with 5 mM of ammonium formate and acid formic 0.1%, eluted
as gradient. Ceftaroline was monitored using electrospray ionization operating on
positive mode (ESI+) monitoring the transition 604.89 > 209.3 m/z. The method
showed linearity in the concentration range of 0.5 — 500 ng/mL for brain
microdialysate and 0.5 — 2500 ng/mL for plasma microdialysate with coefficients
of determination 20.997. The inter-and intra-day precision, the accuracy, and the
stability of the drug in different conditions were in accordance with the acceptable
limits determined by international guidelines. Plasma pharmacokinetics and brain
distribution of the drug were carried out after intravenous administration of 20
mg/kg of ceftaroline to male Wistar rats. The estimated geometric mean
(geometric coefficient of variation) area under the curve (AUCo-~) was 4.68
(45.8%) mg.h/L and 1.20 (54.2%) mg.h/L for plasma and brain, respectively,
resulting in a brain exposure of about 33% (AUCitree brain/AUCiree plasma). The results
indicate that ceftaroline presents good penetration in the brain when considering

free plasma and free brain concentrations.

Keywords: Ceftaroline, microdialysis, LC-MS/MS, unbound concentrations,

analytical method validation.
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O capitulo 3, que no texto integral da tese defendida ocupa o intervalo de paginas
compreendido entre as paginas 123 — 151, foi suprimido por tratar-se de
manuscrito a ser submetido para publicacdo em um periédico cientifico. O

resumo do Capitulo € apresentado a seguir.
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Abstract

This study investigated the unbound plasma and brain disposition of ceftaroline
in healthy and methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA)-infected rats
and developed a population pharmacokinetic model to describe alterations
caused by brain infection on this antimicrobial pharmacokinetics. Blood and brain
microdialysate samples were obtained from three groups of animals (healthy, 3
and 5 days after meningitis induction) after a single intravenous bolus dose of 20
mg/kg of ceftaroline fosamil. Plasma data was modeled as a one-compartment
and brain data was added to the model as a second compartment, with a
bidirectional drug transport between plasma and brain (Qin and Qout). The cardiac
output (CO) of the animals showed significant correlation with the relative
recovery (RR) of the plasma microdialysis probe, where animals with higher CO
presented a lower RR. The Qin was approximately 62% higher in infected animals,
leading to a higher brain exposure to ceftaroline in animals with meningitis. Our
results indicate that ceftaroline brain penetration was influenced by MRSA
infection, resulting in mean penetration of about 30% (Qin/Qout) in infected animals

in comparison to 20% in healthy ones.
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DICUSSAO GERAL






A proposta deste trabalho foi investigar a viabilidade do uso da ceftarolina
para o tratamento de infec¢cbes cerebrais através do desenvolvimento de
modelos farmacocinéticos populacionais capazes de descrever a disposicao
plasmética e tecidual da ceftarolina visando aprimorar o conhecimento acerca da
influéncia que infec¢cbes podem ter sobre a exposicao tecidual ao farmaco. Para
tal, dados obtidos na literatura de concentracdo plasmatica e de microdialise em
tecido muscular e subcutaneo de voluntarios sadios e concentracfes
plasméticas e no liquido cefalorraquidiano de pacientes foram modelados
utiizando a abordagem de modelagem farmacocinética populacional. A
penetracdo do farmaco no tecido cerebral de ratos Wistar machos também foi
investigada em um modelo de meningite por Staphylococcus aureus resistente
a meticilina e concentragdes plasméticas e cerebrais livres foram determinadas
por microdidlise. Os dados foram utilizados para desenvolver um segundo
modelo popPK, descrevendo a relacéo entre concentracdes da ceftarolina livres
no plasma e no intersticio cerebral tanto na condic&o higido quanto na presenca

da infecgéo cerebral.

Infeccbes bacterianas do SNC apresentam-se como emergéncias
meédicas que requerem diagndstico rapido e tratamento imediato (BROUWER &
VAN DE BEEK, 2017). A meningite bacteriana apresenta altas taxas de
morbidade e mortalidade, podendo ser fatal em 50% dos casos se néo tratada
(OORDT-SPEETS et al., 2018). Outras infeccdes cerebrais, como ventriculites e
abcessos, decorrentes de infec¢des associadas a dispositivos como cateteres
de derivacao ventricular externa e derivacao lombar externa ou a procedimentos
neurocirdrgicos, apresentam-se com incidéncia variavel dependendo da regido,
hospital e tipo de procedimento hospitalar realizado, sendo que abcessos
cerebrais apresentam uma estimativa aproximada de 0,3 — 0,9 a cada 100.000
habitantes em paises desenvolvidos (VAN DE BEEK; DRAKE; TUNKEL, 2010;
WOLFF; SONNEVILLE; SHARSHAR, 2020). Um dos principais desafios na
pratica clinica € o tratamento dessas infec¢des, devido a permeabilidade limitada
das barreiras fisiol6gicas do SNC e a toxicidade dos antimicrobianos atualmente

disponiveis.
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O tratamento empirico baseia-se no uso de farmacos que apresentam boa
penetracdo no SNC, geralmente cefalosporinas de terceira geracéo (SIGFRID et
al., 2019). No entanto, com o surgimento e aumento da incidéncia de infeccbes
associadas a microrganismos resistentes, como MRSA, o0 uso destes
antimicrobianos torna-se inviavel. Uma alternativa para o tratamento de
infeccbes nosocomiais, comumente associadas a MRSA, € a vancomicina.
Contudo, estudos demonstraram alta variabilidade na penetracdo da
vancomicina no LCR, com razbes LCR/soro variando de 0 a 0.81 (BEACH et al.,
2017), indicando uma possivel variabilidade no desfecho clinico. Diante disso,
torna-se evidente a necessidade da investigacdo de novas alternativas para o

tratamento de tais infeccdes.

A ceftarolina, farmaco da classe das cefalosporinas, apresenta atividade
contra MRSA. Por isso, seu uso para o tratamento de infeccdes no SNC tem
ganhado um crescente interesse. Alguns relatos na literatura reportam sucesso
terapéutico do seu uso para o tratamento de infec¢gdes do SNC (SAKOULAS et
al., 2015; CIES et al., 2020; ROUJANSKY et al., 2020). No entanto, ainda séo
necessarios estudos sobre a viabilidade da sua aplicacdo para o tratamento

dessas infeccoes.

Modelos farmacocinéticos populacionais tem sido cada vez mais
utilizados na otimizacdo de posologias de antimicrobianos (DE VELDE et al.,
2018). Esses modelos apresentam grandes vantagens sobre as analises
tradicionais, uma vez que permitem a determinagdo de parametros
farmacocinéticos a partir de dados esparsos, além de auxiliar na identificacéo de
covariaveis que influenciam nos processos farmacocinéticos. Isso se torna
extremamente importante quando levamos em consideracdo o tipo de amostra
que geralmente temos disponivel em analise de exposicdo cerebral aos

farmacos.

Neste sentido, o primeiro capitulo desta tese foi desenvolvido com o intuito
de investigar a possibilidade da aplicacdo da ceftarolina para o tratamento de

infeccdes do SNC e comparar a exposi¢cdo no LCR com a exposi¢cédo aos tecidos
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muscular e subcutaneo em humanos. As concentragdes plasmaticas foram descritas
por um modelo de dois compartimentos e os tecidos foram incorporados como trés
compartimentos independentes conectados ao compartimento central por um
transporte bidirecional parametrizado como clearance intercompartimental de
entrada no cérebro (CLin) e se saida (CLou), com volumes dos compartimentos
fixados como valores intersticiais fisiolégicos. Observou-se uma penetracdo menor
no LCR (~ 9%) em comparagdo com a exposicdo aos outros tecidos (~ 50%). No
entanto, foi possivel identificar uma importante correlacdo negativa entre a
concentracdo de glicose no LCR e o parametro que descreve a penetracdo da
ceftarolina no LCR (CLin,csF). Essa correlagéo € explicada com base na premissa de
que uma inflamac&o meningea geralmente € associada a alteracdes nos parametros
bioquimicos no LCR, incluindo diminui¢cdo nos niveis de glicose, devido a presenca
de bactérias no SNC (TUNKEL et al., 2004). Acredita-se que a presencga de
processos inflamatorios cerebrais leva a um afrouxamento nas barreiras que
envolvem o SNC, tanto barreira hematoencefalica quanto barreira hematoliquérica,
levando a um aumento na penetracdo de farmacos (NAU; SORGEL; EIFFERT,
2010). Portanto, baixos niveis de glicose foram associados a maior penetracdo da
ceftarolina no LCR dos pacientes investigados.

Através de simulagbes de Monte Carlo, utilizando o modelo popPK
desenvolvido para simular as concentracdes de ceftarolina em 1.000 individuos,
esse aumento na penetragdo em funcdo da diminui¢éo dos niveis de glicose no LCR
foi explorado, prevendo possiveis cenarios de auséncia de inflamacéo
(correspondendo aos pacientes observados na analise), inflamacdo moderada e
inflamagé&o severa das meninges. Por meio de analises de PTA foi demonstrado que
a ceftarolina tem potencial uso para o tratamento de infec¢des causadas por MRSA,
quando levamos em consideracdo pacientes com inflamacdo meningea severa
(concentracéo de glicose no LCR entre 0,5 e 2 mmol/L) sendo que mais do que 97%

dos pacientes alcangcam o alvo terapéutico.

Apesar de resultados promissores em humanos, esses resultados mostram
a penetracdo da ceftarolina apenas no LCR na presenca de um processo
inflamatorio. No entanto, a penetragdo desse antimicrobiano no intersticio cerebral

na presenca e auséncia de infeccdo ainda necessitava de elucidagdo. Nesse
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contexto, foram realizados experimentos farmacocinéticos em roedores, visando
aprofundar o entendimento da penetracdo da ceftarolina no SNC na presenca de

infeccoes.

Para a realizacdo dos experimentos, inicialmente foi necessario o
desenvolvimento de um método analitico capaz de quantificar ceftarolina em
amostras de microdialisado plasmatico e cerebral de ratos. As amostras foram
analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de
massas e 0 método desenvolvido foi validado de acordo com guias internacionais
de validacdo de métodos analiticos para amostras bioldgicas. Esta etapa foi descrita
no Capitulo 2. O método validado foi simples, sem necessidade de processamento
das amostras, e rapido, com analise total das amostras de 6 minutos. O método
apresentou sensibilidade suficiente para quantificar o farmaco nas amostras de
microdialisado plasmético e tecidual por até 3 horas apds a administracdo do
farmaco, tempo suficiente para caracterizar adequadamente os perfis de
concentracao por tempo tanto no plasma quanto no cérebro. O método foi usado
para avaliar recuperacdo da ceftarolina pelas sondas de microdiélise cerebrais e
plasméticas, in vitro e in vivo, demostrando que a mesma € concentracao
independente e que ndo ha aderéncia do farmaco nas tubula¢des do sistema e nas
sondas, confirmada pela semelhanca das recuperagfes obtidas pelo método de
dialise e retrodidlise. Desse modo, a adequabilidade do uso da microdialise para

coletar a ceftarolina na corrente sanguinea e nos tecidos ficou demonstrada.

Para avaliar a influéncia da infeccdo na penetracao cerebral da ceftarolina,
foi desenvolvido modelo de meningite por MRSA (ATCC43300) em ratos Wistar,
através da inoculacéo diretamente na cisterna magna. Esse processo de inoculagéo
simula uma condicdo semelhante a uma infeccdo nosocomial decorrente de
processos neurocirargicos. A analise histopatologica de animais com infecgéo de 3
dias confirmou o diagndstico de meningite supurativa. Através de contagem
bacteriana em homogeneizado de tecido cerebral, foi também confirmada a

permanéncia do processo infeccioso por até 5 dias apés a inoculacao.

As concentracdes livres plasméaticas e cerebrais da ceftarolina em ratos

Wistar higidos e infectados (3 e 5 dias) foram coletadas por meio da técnica de
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microdialise (Capitulo 3). Os perfis obtidos foram modelados simultaneamente por
uma abordagem farmacocinética populacional. Os dados plasmaticos foram
descritos por um modelo de 1 compartimento e os dados cerebrais descritos por
dois compartimentos, com o processo de distribuicdo do plasma para o cérebro
parametrizado como CLi, € CLout. A recuperacao relativa das sondas de microdiélise
foi estimada pelo modelo e os dados de microdialise foram descritos pelas integrais
ao longo de cada intervalo de coleta (TUNBLAD; HAMMARLUND-UDENAES;
JONSSON, 2004). Esta abordagem permite identificar a variabilidade e a incerteza
dos parametros, permitindo a estimativa mais confiAvel dos parametros

farmacocinéticos.

O modelo popPK permitiu a identificagéo de covariaveis importantes como
0 output cardiaco para a recuperacao relativa da sonda de microdialise
plasmatica. O output cardiaco foi inversamente correlacionado com a
recuperacdo relativa das sondas plasmaticas, indicando uma menor
recuperagdo em animais com maior output cardiaco. Considerando que a
recuperacdo de um analito pela sonda é influenciada pelos processos de
remocao do farmaco pelo tecido, essa correlacédo é coerente. Animas com maior
output cardiaco apresentam uma maior quantidade de sangue por tempo sendo
bombeado pelo coragéo. Considerando que a sonda foi inserida na jugular dos
animais, 0s animais com maior output cardiaco possuem maior capacidade de
remocdo do farmaco do meio que circunda a sonda, levando a menores
recuperacdes. Essa covariavel permite, em parte, explicar a grande variabilidade

encontrada nos experimentos de microdialise plasmética.

Outra covariavel identificada foi a infeccéo, que teve uma influéncia sobre
0 processo de transferéncia da ceftarolina do plasma para o SNC. Os animais
infectados apresentaram um aumento de aproximadamente 62% no transporte
de influxo do farmaco para o SNC (CLin). Este achado corrobora as previsées do
modelo popPK desenvolvido para humanos. Nao foram encontradas diferencas
nos parametros plasmaticos da ceftarolina comparando animais higidos e
infectados, indicando que a infec¢do induzida nos animais nédo se disseminou. O

modelo popPK desenvolvido pode ser utilizado para simulacdes de diferentes
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posologias do farmaco, para prever a eficacia do tratamento com a ceftarolina e
auxiliar no entendimento do impacto de infeccdes sobre as alteracdes na

penetracdo desse antimicrobianos no SNC.

Por fim, essa tese possibilitou aprofundar os conhecimentos acerca da
penetracdo cerebral da ceftarolina e da influéncia da inflamacéo e da meningite
por MRSA na penetracdo liquorica e intersticial cerebral do farmaco,
respectivamente, através da constru¢cdo de modelos popPK. Os resultados
apontam para a viabilidade do uso da ceftarolina para o tratamento de infec¢des
cerebrais e os modelos popPK desenvolvidos poderdo contribuir para o avanco

dessas investigacoes.
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CONCLUSOES






O modelo farmacocinético populacional desenvolvido para descrever a
distribuicdo da ceftarolina nos tecidos muscular e subcutaneo e no liquido
cefalorraquidiano de individuos sadios e pacientes neurocirargicos foi
capaz de descrever adequadamente a exposicao plasmatica e tecidual ao
farmaco e as diferencas nos parametros farmacocinéticos encontradas
entre o grupo de voluntarios sadios e pacientes neurocirdrgicos;

A concentracdo de glicose no liquido cefalorraquidiano foi identificada
como uma covariavel do parametro clearance intercompartimental de
penetracdo cerebral (CLin), com uma relacao inversamente proporcional.
Essa relacdo inversa sugere que pacientes com inflamagcdo meningea
(baixos niveis de glicose no LCR) apresentariam maior exposicao a
ceftarolina no LCR;

As simulacdes de Monte Carlo utilizando o modelo popPK desenvolvido
com dados clinicos demonstraram que a administracao de ceftarolina 600
mg g8h ou gl2h é adequada para o tratamento de infec¢cbes em tecido
muscular e subcutaneo causados por MRSA e sugerem que, na dose de
600 mg q8h, pode ser um potencial candidato para o tratamento de
infeccbes do SNC por MRSA;

A metodologia analitica validada mostrou-se adequada para a
qguantificacdo da ceftarolina em amostras de microdialisado plasmatico e
cerebral em ratos sadios e infectados, podendo ser utilizada em estudos
de farmacocinética plasmatica e tecidual deste antimicrobiano;

A microdialise mostrou-se uma técnica adequada para a determinacao
das concentracGes cerebrais e plasmaticas livres de ceftarolina, com
estudos in vitro de didlise e retrodialise revelando auséncia de ligagédo do
farmaco as tubulagfes do sistema de microdialise e recuperacao relativa
independente da concentracdo do farmaco;

O protocolo de infeccado cerebral por MRSA desenvolvido para ratos
Wistar resultou em quadro de meningite supurativa que se prolonga por 5
dias, podendo ser empregado para avaliar a influéncia da infec¢éo na

penetracdo cerebral da ceftarolina;
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e O modelo farmacocinético populacional desenvolvido para os dados de
microdiélise pré-clinica foi capaz de descrever simultaneamente as
concentracdes livres plasméticas e intersticiais cerebrais da ceftarolina,
permitindo descrever o aumento das concentracfes cerebrais na
meningite por MRSA;

e A ceftarolina apresenta maior penetracao no liquido cefalorraquidiano de
pacientes com inflamacdo meningea e no liquido intersticial cerebral de
roedores com infeccao/inflamacdo meningea por MRSA, devendo ser
investigada para o tratamento de infecgBes cerebrais em estudos clinicos
especificos.
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