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RESUMO

A Staphylococcus aureus e a Escherichia coli sdo as agentes mais prevalentes em
infec¢des de sitio cirdrgico. As doses de 2 g e 3 g de cefazolina (CFZ) sado usadas
na profilaxia de cirurgias bariatricas, havendo duvida sobre a efetividade da profilaxia
nesses pacientes. Para otimizar posologias antimicrobianas, a modelagem
farmacocinética/farmacodindmica (PK/PD) pode ser uma alternativa aos indices
PK/PD, largamente utilizados na clinica. O objetivo desse trabalho foi prever a
probabilidade de atingir o alvo (PTA) de 100% de profilaxia em 4 h de cirurgia
bariatrica para as doses de 2 g e 3 g de CFZ frente a S. aureus e E. coli, utilizando
modelo PK/PD construido a partir de dados de time-kill curves in vitro, e comparar
esses resultados com as PTA'’s previstas pelo indice PK/PD. Para isso, as cepas
ATCC 29213 de S. aureus e ATCC 25922 de E. coli foram tratadas com diferentes
concentracfes submudltiplas e multiplas da concentracéo inibitéria minima (CIM)
determinada para cada cepa, em experimentos de curva de morte bacteriana. Esses
dados foram ajustados ao modelo de Emax-modificado. A partir dos parametros
farmacoldgicos calculados, foram feitas simulac6es de Monte Carlo, tendo como alvo
terapéutico 100% do tempo médio de cirurgia (4 h) com reducdo do numero de
UFC/mL de 2-log em relacdo ao indculo inicial para cada bactéria avaliada. Como
critério de aceitacdo estabeleceu-se uma PTA de 90%. Nas time-kill curves, em
concentracfes de correspondentes a 8-16 x CIM um efeito paradoxal € observado
frente a S. aureus. A modelagem das time-kill curves para E. coli incluiu um
parametro para descrever a saturacdo de meio (Nmax), enquanto para S. aureus
adicionou-se também um parametro para descrever 0 atraso no inicio do efeito (y).
Ambas as doses atingem PTA de 90% frente as CIMs mais frequentes de E. coli
(CIM 1 ug/Ml) e S. aureus (CIM 0,5 pg/mL). Contudo, apenas para a dose de 3 g
PTAs acima de 90% sao observadas até a CIM de 2 ug/mL, para ambas bactérias,
sendo essa a dose recomendada como profilaxia de cirurgia bariatrica. Entretanto, a
modelagem do efeito paradoxal observado se faz necessaria para melhor descrever

o desfecho de diferentes posologias profilaticas desse farmaco.

Palavras-chave: Modelo PK/PD. Simulacdo de Monte Carlo. Profilaxia. Cefazolina.

Cirurgia Bariatrica.



ABSTRACT

Staphylococcus aureus and Escherichia coli are the most prevalent agents in Gram-
positive and Gram-negative surgical site infections (SSI), respectively. Doses of 2 g
and 3 g of cefazolin (CFZ) are used for bariatric surgery prophylaxis, and there is
doubt about the effectiveness of prophylaxis in these obese patients. To optimize
antimicrobial dosages, pharmacokinetic/ pharmacodynamic modeling (PK/PD) may
be an alternative to the widely used clinical PK/PD indices. The aim of this study is to
predict the probability of target attainment (PTA) of 100% of prophylaxis, during 4 h
bariatric surgery, using 2 g and 3 g CFZ doses against S. aureus and E. coli, through
a PK/PD model, constructed from in vitro time-kill curves data, and compare these
results with the PTAs predicted by the PK/PD index. For this, S. aureus ATCC 29213
and E. coli ATCC 25922 strains were treated with different submultiple and multiple
concentrations of the minimum inhibitory concentration (MIC) determined for each
strain in time-kill curves experiments. These data were adjusted to the modified-Emax
model. From the calculated pharmacological parameters, Monte Carlo simulations
were performed whose therapeutic target was the maintenance of a 2-log reduction
of the initial inoculum during 4 hours of surgery for each bacteria evaluated. The
acceptance criterion was a PTA of 90%. In time-kill curves, at concentrations
corresponding to 8-16 x MIC, a paradoxical effect is observed against S. aureus.
Time-kill curves modeling for E. coli included a parameter to describe media
saturation (Nmax), while for S. aureus a parameter was also added to describe the
delay at onset of effect (y). Both doses reach 90% PTA compared to the most
frequent E. coli MICs (MIC 1 ug / Ml) and S. aureus (MIC 0.5 pg / mL). However, only
at a dose of 3 g of CFZ, PTAs above 90% are observed up to a MIC of 2 pg/mL for
both bacteria, which is the recommended dose for bariatric surgery prophylaxis.
However, modeling of the observed paradoxical effect is necessary to better describe

the outcome of different prophylactic dosages of this drug.

Keywords: PK/PD model. Monte Carlo simulations. Prophylaxis. Cefazolin. Bariatric

surgery.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. indices PK/PD usados para otimizar posologia de antimicrobianos....... 13
Figura 2. Simulactes de Monte Carlo € YoPTAS.........uuuuiiiiiiiiiee e eeeeeeeee e 26
Figura 3. Curvas de crescimento in vitro de E. coli ATCC 25922 e S. aureus

ATCC 29213 ..ot e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e et b r e e e e e e araaaaeaaas 31
Figura 4. Time-kill curves obtidas com diferentes concentracfes de CFZ,

multiplos da CIM de (A) E. colie (B) S. QUIEUS...........ccuvuuviiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeiiinnns 32
Figura 5. Time-kill curves da CFZ frente a E. coli ATCC 25922 modeladas pelo
modelo de Emax Modificado (EQ. 2).....ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 34
Figura 6. Time-kill curves da CFZ frente a S. aureus ATCC 29213 modeladas

pelo modelo de Emax Modificado (EQ. 3)....uuureriiiiiiiiiiiiieeiiieiiiiisiiiiiieieeeeeee e 35
Figura 7. Comparacgéao entre as PTAs previstas pelo indice PK/PD (Palma et al,
2018) com as previstas pelo modelo PK/PD...........coooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 37
Figura 8. Efeito de diferentes concentracdes de cefalotina frente S. aureus.......... 40

Figura 9. Taxa de sobrevivéncia (%) em funcéo da concentracdo (mg/kg) de

ratos infectados com P. vulgaris de cepa nao-produtora (simbolo vazado) e
produtora (simbolo preenchido) de B-lactamases, tratados com (A) cefmenoxima

€ (B) CEfDUPEIrazoNa...........coooiieeeeccce e 41
Figura 10. Representacdo dos modelos PK/PD desenvolvidos por Nielsen e
colaboradores em 2007 (A) € 2011 (B)....cccccuvrrrmrmriiiiiiiiieeee e 43
Figura 11. llustracdes esquematicas de quatro estruturas diferentes do modelo
PK/PD (painel esquerdo) com time-kill curves simuladas ap0s uma exposi¢ao a
concentracéo constante do farmaco - estatica (painel do meio) ou

concentracdes flutuante - din@dmica (painel direito)..........cccccvvviiiiiiiiiieeeee s 45



LISTA DE ABREVIACOES

ATCC - American Type Culture Collection ou Colecdo de Microorganismos Norte

Americana

AUC — Area Under the Curve ou Area Sobre a Curva

CFZ - Cefazolina

CIM — Concentracao Inibitéria Minima

CLSI — Clinical Laboratory Standards Institute

EUCAST - European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
fT — Fracao livre tecidual

ISC — Infeccdo de Sitio Cirargico

PD — Pharmacodynamic ou Farmacodinamica

PK — Pharmacokinetics ou Farmacocinética

PTA — Probability of Target Attainment ou Probabilidade de Atingir o Alvo



2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.4

4.1
41.1
4.1.2
4.1.3
4.2
4.3
4.4
441
4.4.2

5.1
5.2
5.3

SUMARIO

INTRODUGAOD. ... .ottt ettt ettt et teste sttt eesaesteeeeare s e 9
(@] =301 =3 1 1V T 12
OBJETIVO GERAL......ooviieeeeeeee ettt ettt ee e te e s e ene e, 12
OBJETIVOS ESPECIFICOS......coe ettt ettt 12
REFERENCIAL TEORICO......c.ocoiiiiiiieeeeeeeeee ettt 13
INDICES PK/PD.......ooaeteeeteee ettt 13
MODELOS PK/PD.....oouviueiteeteeeecee e sttt st ste s easse e stesaesaesesnesnn e 15
SIMULACAO DE MONTE CARLO PARA AVALIACAO DE PTA........c.c........ 18
AVALIACAO PK/PD NA PROFILAXIA DE CIRURGIA BARIATRICA............ 20
METODOLOGIA. .....ccoeeeeete et e te et te et vs et eae et e s esesteste st eseaene e 28
SELECAO DAS CEPAS E DETERMINACAO DA CIM......coocovevvieeeeeeeeenn. 28
Selecao € EStoque das CePas........ooovociiiiiiiiiiiiee ittt e e e e e e e e e 28
Preparacdo do inOCUlO iNICIal........cooiiiiiiiiiiiie e 28
Determinacao da ClM..........iiiiii e e 28
DETERMINACAO DO TEMPO DA FASE DE LATENCIA........ccooveeveeereenn 29
TIME-KILL CURVES.......oouiitititie ettt ettt et 30
ANALISE DE DADOS......ocooeieeieiite ettt ee ettt sae s 30
Modelagem PKI/PD ... e e e e e e e e e e aaaaanes 30
Simulacao de MONtE CarlO........uuueeuiiiiii e 31
RESULTADOS. ...ttt ettt ettt e st ste et ssae e ste e e 32
DETERMINACAO DA CIM E TEMPO DE FASE DE LATENCIA.................. 32
TIME-KILL CURVES.......oooiitiieeete ettt eaane e 33
SIMULACOES DE MONTE CARLO........ccoiiiieeeieeeeeeeeee e en e 37
DISCUSSAOD. ...ttt ee ettt eea et s e ennaaenen, 41
(070] N[0 I U 1S7- @ TR 49
PERSPECTIVAS. ..ottt ettt ettt ea e sae e ete st stennanearn e 49

REFERENCIAS. ... oo ettt ettt 50



1 INTRODUCAO

Entre as infec¢cbes hospitalares, as infeccbes de sitio cirtrgico (ISC)
permanecem como um dos eventos adversos mais comuns e levam ao
prolongamento do tempo de internacdo, aumento das taxas de morbidade,
mortalidade e também dos custos hospitalares (RODRIGUES & SIMOES, 2013;
DELLINGER, 2018). A ISC é apontada como a de maior prevaléncia entre as
infeccdes associadas a cuidados em saude e, no Brasil, ocupa a terceira posi¢ao
dentre as infeccBes encontradas nos servicos de saude, compreendendo de 14 a
16% das infec¢des em pacientes hospitalizados (ANVISA, 2017; CDC, 2018).

A administragdo profilatica de antimicrobianos, previamente a procedimentos
médicos invasivos, continua sendo uma forma bastante eficaz de evitar a ocorréncia
das ISC (BERRIOS-TORRES, 2017). A profilaxia é aprovada em diversos
protocolos, sendo comprovada a sua importancia em diversos estudos clinicos
(BAUM et al.,, 1981; BRATZLER & HOUCK, 2004; BRATZLER et al.,, 2013). A
importancia da profilaxia se torna ainda maior em casos de paciente portadores de
certas patologias, como imunodeficiéncia ou obesidade, uma vez que estes fatores
aumentam a suscetibilidade a infec¢des pds-operatérias (BASSETI et al., 2015).

O uso de cefalosporinas de primeira geracdo € largamente recomendado na
profilaxia cirdrgica, devido a sua seguranca e espectro relativamente amplo, que
abrange tanto bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas (PEGLER & HEALY,
2007). Dentro desse grupo, a cefazolina (CFZ) apresenta alta atividade contra cocos
Gram-positivos, incluindo  estafilococos, estreptococos e pneumococos.
Frequentemente Eschericha coli, Klebsiella. pneumoniae e Proteus mirabilis sédo
sensiveis, enquanto se observa pouca atividade contra Pseudomonas aeruginosa,
Serratia marcescens e Acinetobacter. A CFZ é recomendada como profilaxia para
cirurgia cardiotoracica, cirurgia vascular, artroplastia de quadril ou joelho,
neurocirurgia, procedimentos ginecologicos (BASSETI et al.,, 2015), cirurgia
bariatrica ou qualquer outra cirurgia da regido abdominal (CHOPRA et al., 2010;
FISCHER et al., 2014; CHEN et al., 2017), entre outras.
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As bactérias presentes na microbiota cutanea sao 0s principais agentes que
invadem e se proliferam no sitio cirirgico causando uma infec¢do. A principal
bactéria oportunista nesses casos € Staphylococcus aureus (KAYE & ANDERSON,
2009; MONTES, et al., 2014; VILAYALAKSHMI, 2015; BANERJEE & ARGAEZ,
2017), que causa 39,28% das ISC por Gram-positivos (SANTOS et al., 2016), e E.
coli (KAYE & ANDERSON, 2009; MOINE et al.,, 2016), que causa 30,35% das
infecgcdes de sitio cirdrgico por Gram-negativos (SANTOS et al., 2016). Estas e
outras espécies estdo presentes na pele dos pacientes, nas maos dos médicos e
enfermeiros, podendo contaminar materiais cirirgicos e outros instrumentos e
superficies, culminando em uma infec¢éo.

A determinacdo da dose profildtica, em geral, baseia-se principalmente no
pardmetro farmacodindmico de concentracdo inibitéria minima (CIM) e na
concentracdo sérica do farmaco como parametro farmacocinético. Porém, a
concentracdo seérica ndo reflete necessariamente a concentracdo livre do
antimicrobiano no local de agdo (MUELLER, DE LA PENA & DERENDORF, 2004).
No caso dos B-lactamicos, a concentracdo de antimicrobiano livre no sitio de acéo
deveria estar acima da concentracdo inibitéria minima possivelmente durante todo o
tempo de cirurgia para garantir a efetividade profilatica.

A utilizacdo de um parédmetro farmacodinamico estatico, a CIM, bem como
das concentracdes séricas, que nao refletem necessariamente as concentracdes no
sitio de acédo, apresenta limitacBes. Devido a estas limitacdes, a modelagem
farmacocinética e farmacodinamica (PK/PD) vem sendo estudada nos ultimos anos
como uma maneira de integrar as caracteristicas farmacocinéticas e propriedades
farmacodinamicas do farmaco, auxiliando assim a estabelecer regimes terapéuticos
mais conscientes (MEIBOHN & DERENDORF, 1997; SCHIMIDT et al., 2008). Nesta
modelagem, pode-se considerar a flutuacdo das concentracdes livres do farmaco,
que ocorre devido ao processo de eliminagcdo, bem como utilizar dados
farmacodinamicos obtidos de curvas de morte celular (time-kill curves), integrando e
avaliando o crescimento e morte microbiana em fungcéo do tempo e da concentragéao
de antimicrobiano no sitio de acdo (MUELLER, DE LA PENA & DERENDORF,
2004).

Em cirurgia bariatrica a dose de CFZ de 2 g é utilizada para profilaxia em

pacientes adultos, com base em evidéncias clinicas (FORSE et al.,, 1989). Para
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pacientes com com peso igual ou superior a 120 kg, € recomendada a dose de 3 g,
(BRATZLER & HOUCK, 2004; PAI, et al.,, 2007; BRATZLER et al.,, 2013). No
entanto, a real necessidade de ajuste de dose para pacientes obesos ainda é
qguestionada. Alguns estudos demonstram que a dose usual de CFZ deve ser
incrementada, jA que as concentragcdfes plasmaticas e teciduais avaliadas em
pacientes obesos estavam abaixo da CIM (EDMINSTON et al., 2004; BRILL et al.,
2014). Nos estudos conduzidos por nosso grupo de pesquisa, a dose de 2 g
mostrou-se adequada para cirurgias bariatrica com tempo de duracao de até 4 h, na
dependéncia do perfil microbiolégico do servico onde a cirurgia esta sendo realizada
(PALMA et al., 2018),. Essa conclusdo baseou-se em simulacdes de Monte Carlo
utilizando o indice PK/PD tempo que em as concentracdes livres permanecem acima
da CIM (ft > CIM) utilizando concentragdes livres subcutaneas de CFZ de pacientes
em cirurgia bariatrica obtidas por microdialise

Em funcao das limitacdes dos indices PK/PD, no presente trabalho propomos
a avaliacdo comparativa das probabilidades de atingir o alvo terapéutico para as
doses de 2 g e 3 g de CFZ (PTA - Probability of Target Attainment) obtidas a partir
dos indices PK/PD e obtidas a partir de modelo PK/PD construido com base nas
curvas de morte bacteriana in vitro contra E. Coli e S. auerus. O resultado dessa
comparacao deve auxiliar na escolha da dose profilatica adequada para uso da CFZ
na profilaxia de ISC em pacientes em cirurgia bariatrica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a probabilidade de atingir o alvo terapéutico de 100% do tempo de
4 horas de cirurgia bariatrica com concentracdo de CFZ acima da CIM, para as
doses de 2 g e 3 g, frente a S. aureus e E. coli utilizando um modelo PK/PD in vitro
construido a partir de dados de time-Kkill curves.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

Selecionar as cepas dos microrganismos Staphylococcos aureus e Escherichia coli
para utilizagdo no modelo in vitro, com base na determinagéo da CIM para a CFZ.

Determinacédo da CIM e do tempo de laténcia (lag time) para as cepas selecionadas.

Realizar os experimentos para determinacgdo das time-kill curves estaticas.
Modelar os perfis de morte bacteriana (unidade formadora de colénia/mL por tempo)
e para obter os parametros farmacodindmicos (kmax € ECso) através de regressao

nao-linear utilizando o software Scientist®.

Realizar a simulacdo de Monte Carlo com o software Berkley Madonna®, e calcular

as probabilidades de atingir o alvo profilatico pelo modelo PK/PD.

Comparar as PTA’s obtidas pelo modelo PK/PD com as obtidas pelo indice PK/PD,
previamente publicados, avaliando comparativamente a capacidade preditiva das

duas abordagens.
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3 REFERENCIAL TEORICO

As concentracdes plasmaticas e teciduais de um farmaco administrado a um
paciente sdo dependentes dos processos de absorcao, distribuicdo e eliminagéo
condicionados pelo organismo, os quais irdo contribuir significativamente para o
desfecho clinico. A variacdo da concentracdo do farmaco nos diferentes tecidos e
fluidos do paciente ao longo do tempo é estudada pela farmacocinética. Através dela
€ possivel obter os parametros farmacocinéticos como clearance, volume de
distribuicdo, meia-vida e biodisponibilidade, que caracterizam o0s processos de
absorcéo e distribuicdo aos quais o farmaco é submetido. Se o farmaco chegar ao
sitio de acdo na concentracdo desejada, ele passa a produzir o efeito de acordo com
seu mecanismo de acdo, o que € estudado pela farmacodinamica, que descreve a
relacdo entre efeito e concentracdo do farmaco, seja ela sérica ou no local de agéo

(biofase).

3.1 INDICES PK/PD

Os indices PK/PD sdo a relacdo quantitativa entre um parametro
farmacocinético, que pode ser a concentracdo sérica ou tecidual do farmaco, e um
parametro farmacodindmico microbiolégico, como a CIM (Figura 1). O indice que
melhor descreve a eficacia de um antimicrobiano depende do mecanismo de acao
desse farmaco. Os aminoglicosideos, por exemplo, que sédo farmacos que agem na
sintese proteica da bactéria, ttm acdo denominada concentracdo-dependente, ja
que indice pico de concentracdo plasmatica livre (Cmax)/CIM € o que melhor preditor
da eficacia clinica do tratamento. Nesses casos, mesmo as concentracdes do
farmaco livre inferiores a CIM continuam tendo efeito antimicrobiano, prevenindo o
recrescimento bacterianso, pois o farmaco apresenta efeito pds-antibidtico. Assim
como os aminoglicosideos, as fluorquinolonas, a polimixina, a daptomicina e o
metronidazol sdo considerados concentracdo dependentes, pois 0s indices mais
preditivos da eficicia terapéutica sdo 0 Cmax/CIM ou area sob a curva de 24h/CIM
(AUC24/CIM). Para os B-lactamicos a previsdo da eficacia € dependente do tempo
em que as concentracoes livres ficam acima da CIM no local de acdo num intervalo

entre doses (%fT > CIM), ou seja, um aumento na concentracdo ndo gera um



14

aumento na taxa de morte bacteriana. Essa classe de antimicrobianos &
denominada tempo-dependente, ou seja, a manutencdo da concentracdo de
farmaco livre acima da CIM durante o tempo de tratamento é o fator mais importante
para gerar o efeito desejado (PAIVA et al, 2011; KITAMURA et al, 2014; ASIN-
PRIETO, RODRIGUEZ-GASCON & ISLA, 2015).

Cméx/CI M

ASC/CIM

Concentracao (ug/mL)

Tempo (h)

Figura 1. indices PK/PD usados para otimizar posologia de antimicrobianos.

Ha muito tempo os estudos clinicos ja mostraram que 0 Sucesso no
tratamento é maior quando sado utilizados os indices PK/PD para estabelecer
regimes posolégicos (SCHENTAG, 2000; ZHOU et al., 2011; PAJOT et al., 2015;
BHAVNANI et al., 2015). Ja em 1987, Moore e colaboradores descreveram uma
forte associacdo entre a resposta clinica e o aumento da relagdo Cmax/MIC de
pacientes com infec¢des por bactérias Gram-negativas — incluindo infec¢éo urinaria,
cutanea, abdominal, bacteremia e pneumonia — tratados com gentamicina,
tobramicina ou amicacina, que sdo aminoglicosideos. Para os B-lactamicos, um
estudo clinico de Mueller e colaboradores (2012) com ceftazidima, entre outros
tantos, mostrou que quando %fT>MIC é cerca de 45% do intervalo entre doses, ha
uma forte probabilidade de negativar a cultura no final da terapia em pacientes com
pneumonia nosocomial.

Entretanto, os indices PK/PD podem néo ser tdo preditivos dos desfechos
clinicos observados nos pacientes, principalmente quando se utilizam concentracdes

plasmaticas totais do farmaco, sem levar em consideracdo a ligagcdo a proteinas
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plasmaticas e nem a penetracao tecidual (DERENDORF, 1989). Além disso, para o
caso dos farmacos concentracdo-dependente, diversas posologias podem gerar a
mesma ASC/CIM, no entanto, nem todas séo eficazes. Essa abordagem também
ndo considera a variacdo da concentragcdo do farmaco e, consequentemente,
variacdo do efeito ao longo do tempo, ndo permitindo fazer previsbes comparativas
do efeito de diferentes posologias (MUELLER et al., 2012).

Entre as limitagbes do uso dos indices PK/PD, ha necessidade também de
destacar as limitacbes do parédmetro PD utilizado, uma vez que a CIM é um
parametro estético tipo tudo ou nada, que assume que ndo ha efeito do farmaco em
concentracfes abaixo desse valor limite, o que ndo corresponde a realidade.
Portanto, apenas a relagdo entre a CIM e as concentragcfes séricas ou teciduais do
farmaco ndo sao suficientemente preditivas da eficacia do tratamento com
antimicrobianos (LIU et al, 2005; PAIVA et al, 2011; TASSO, ANDRADE & DALLA
COSTA, 2011).

3.2 MODELOS PK/PD

A modelagem PK/PD € uma ferramenta matematica que relaciona
farmacocinética e farmacodinamica, descrevendo o perfil de efeito ao longo do
tempo, considerando a variacdo da concentracdo do farmaco (LIU, MUELLER &
DERENDOREF, 2002). A possibilidade de descricdo do efeito ao longo do tempo € a
vantagem da modelagem PK/PD em relacdo aos indices PK/PD utilizados para
escolha de posologias para antimicrobianos. A modelagem PK/PD é empregada
para racionalizar o desenvolvimento de farmacos, auxiliar no planejamento de
estudos clinicos e na tomada de decisdes importantes, incluindo o delineamento do
regime de dosagem ideal (DERENDORF & MEIBOHM, 1999; SCHIMIDT et al.,
2008). No tratamento com antimicrobianos, o uso da modelagem PK/PD para
otimizagdo posologica apresenta um impacto importante nos resultados do
tratamento, na reducdo de custos e na reducdo da resisténcia bacteriana (LIU,
MUELLER & DERENDORF, 2002).

Experimentos de infeccdo in vitro sdo uma forma para aquisicdo de dados
farmacodinamicos para a modelagem PK/PD, podendo serem utilizadas para isso as
time-kill curves. Essas curvas sdo uma maneira de avaliar a morte celular em funcéo

do tempo causada por diferentes concentragbes de antimicrobiano, através da
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contagem de unidades formadoras de colénias (UFC/mL) ou da densidade de
bactérias ou da turbidez do meio de cultura apés um intervalo de tempo (BOSWELL
et al., 1999; REGOES et al., 2004; FOERSTER et al., 2016). Geralmente sao
construidas utilizando concentragdes que podem variar ao longo do tempo ou séo
submultiplos ou multiplos da CIM, que € a menor concentracdo do farmaco em que
nao se observa crescimento bacteriano visivel apos 18 a 24 horas de incubacao de
um inéculo de 105 UFC/mL (MUELLER, DE LA PENA & DERENDORF, 2004).

Essas curvas sdo denominadas estaticas quando a concentragdo do farmaco
nao varia com tempo, apenas a concentracdo de bactérias, diferente das time-Kkill
dindmicas, cujas concentracdes de farmaco variam com o tempo através de
diluicbes. A desvantagem das time-kill estaticas é justamente ndo mimetizar o
decrescimento da concentragdo do antimicrobiano no local de acdo. Sendo assim,
as time-kill dindmicas simulam melhor o que acontece in vivo (MURAKAWA et
al.,1980; FIRSOV et al.,, 1997). Por outro lado, os experimentos estaticos sao
vantajosos em funcdo da sua simplicidade de execucédo e também geram dados que
permitem obter modelos PK/PD capazes de descrever o efeito do farmaco em
funcdo do tempo.

Os dados experimentais sdo modelados com modelos mateméaticos
farmacodinamicos, sendo o modelo de Emax 0 mais empregado para descrever a
relacdo concentracdo-efeito dos antimicrobianos. Esse modelo permite obter
parametros como kmax (velocidade maxima de morte bacteriana - efeito maximo do
farmaco), que representa a atividade intrinseca do farmaco, e ECso (concentracao
necessaria para atingir 50 % do efeito maximo), que corresponde a medida da

poténcia do farmaco. A equacdo geral do modelo de Emax é (Equacgéo 1):

dN _ Kmax - C
E—(ko— —EC50+C). N (Eq. 1)

onde dN/dt é a variacdo do nimero de bactérias em fungéo do tempo, ko (h?) é a
constante de crescimento bacteriano na auséncia de antimicrobiano, C (mg/L) é a
concentracdo do farmaco em funcéo do tempo e N € o numero de bactérias viaveis
no indculo inicial, expresso em UFC/mL (MUELLER, DE LA PENA & DERENDORF,
2004). Diversas modificagbes nesse modelo ja foram introduzidas para melhor

descrever as diferentes curvas obtidas in vitro. E possivel inserir na equacdo um
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fator de saturacdo do meio, que corresponde ao numero maximo de bactérias que
pode viver naquela quantidade de nutrientes que o meio dispde (Nmax). Também
podem ser utilizadas corre¢c0es exponenciais elevadas a constantes como: a
constante de adaptagéo no meio (z), que é utilizada nos casos em que a o farmaco é
adicionado no meio de cultura antes que a bactéria tenha entrado na fase de
crescimento exponencial; a constante (y) que corresponde ao atraso (delay) no inicio
do efeito; e a constante que descreve um inicio retardado do crescimento (x)
(NOLTING et al., 1996; MOUTON e VINKS, 2005; TREYAPRASERT et al., 2007).

S&o encontrados na literatura estudos de modelagem PK/PD in vitro para
diferentes antimicrobianos, tais como para piperacilina-tazobactama (DALLA COSTA
et al., 1997; LIU, RAND & DERENDORF, 2004), piperacilina (NOLTING et al., 1996),
azitromicina (TREYAPRASERT et al., 2007), gentamicina (TAM et al.,, 2006),
levofloxacino e gatifloxacino (TASSO et al., 2011) entre tantos outros. Todos 0s
estudos sdo unanimes em afirmar que os modelos PK/PD s&o melhores para
realizar os ajustes de posologias antimicrobianas do que os indices PK/PD, uma vez
gue permitem descrever o perfil temporal de efeito do farmaco apos a exposicao das
bactérias a concentragdes livres flutuantes do mesmo, fazendo uma melhor
aproximacéo da realidade, além de permitirem a previsao do desfecho do tratamento
para posologias distintas, o que ndo € possivel com a utilizacdo dos indices PK/PD
(MUELLER, et al., 2012).

Quanto as cefalosporinas, mais especificamente, também sdo encontrados
diversos artigos sobre modelagem PK/PD. De la Pefia e colaboradores (2004)
avaliaram o efeito do cefaclor sobre diferentes bactérias utilizando modelagem
PK/PD. Usando modelo de infeccao in vitro, isolados de Escherichia coli, Moraxella
catarrhalis, Haemophilus influenza e Streptococcus pneumoniae foram expostos a
concentracdes livres do farmaco observadas no fluido intersticial apés administracao
de doses usuais cefaclor em formas farmacéuticas de liberacdo imediata e liberagéo
modificada. O modelo Emax-sigmoidal foi utilizado para obtencdo dos parametros
PK/PD. Com base nesses parametros, os autores concluiram que para o cefaclor, o
tratamento utilizando duas doses diarias de 750 mg da formulacdo de liberacéo
modificada ndo é uma alternativa conveniente e segura comparado a administragéo
de trés doses diarias de 500 mg da forma de liberagdo modificada (DE LA PENA, et
al., 2004).
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Mouton e Vinks (2005), buscando explorar as diferencas entre CIM e 0s
parametros PK/PD, utilizaram modelos de infeccéo in vitro para gerar as curvas de
morte bacteriana para ceftazidima, meropenem e tobramicina frente a P. aeruginosa.
Os dados foram descritos utilizando o modelo Emax-modificado com fator de Hill. Os
autores observaram que, com as concentracdes em declinio, a morte bacteriana
diminui até atingir uma concentracao limiar especifica. Esta concentracdo, na qual
as bactérias ndo estdo morrendo, mas também ndo sdo capazes de crescer, €
denominada concentracdo estacionaria (SC) e ndo é igual a CIM. As simulacbes
PK/PD sobre diferentes taxas de morte, de crescimento e fatores de inclinacéo
mostraram que, para os antimicrobianos B-lactamicos, o SC esta préximo do valor
de CIM, o que pode explicar por que as concentragcdes in vivo necessitam estar
acima da CIM para garantir a eficacia desses farmacos. Para os antimicrobianos
concentracdo-dependente, tais como o0s aminoglicosideos e quinolonas, o SC
mostrou-se bastante diferente da CIM sendo, em geral, muito mais baixo. Nesses
casos, ndo h& necessidade de manter concentragdes no sitio de acdo acima da CIM,
pois a concentracdo efetiva € menor. As conclusbes dos autores comprovam a
hipétese de que apenas a CIM ndo é um bom parametro farmacodinamico para

caracterizar a relacéo concentracdo-efeito de antimicrobianos.

3.3 SIMULACAO DE MONTE CARLO PARA AVALIACAO DE PTA

Mesmo fazendo o ajuste de dose do farmaco utilizando ferramentas como os
indices ou a modelagem PK/PD, essa posologia deve ser testada antes de ser
administrada a um paciente. Isso € necessario porque essas abordagens nao levam
em consideracdo a variacdo entre individuos, que podem levar a diferentes
desfechos clinicos para o mesmo tratamento, ainda mais considerando que
pacientes geralmente nao respondem da mesma forma que pessoas sadias,
situacdo que aumenta ainda mais a variabilidade (ASIN-PRIETO, RODRIGUES-
GASCON & ISLA, 2015). Através de parametros farmacocinéticos e
farmacodinamicos obtidos de estudos clinicos ou in vitro, € possivel fazer uma
simulagdo de Monte Carlo e gerar uma populacdo de individuos através de
amostragens aleatdrias sucessivas. Utilizando essa simulacdo, a probabilidade de
atingir determinado alvo terapéutico pode ser calculada (ROBERTS, KIRKPATRICK

& LIPMAN, 2010). Assim, diferentes doses de um mesmo farmaco podem ser
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testadas em individuos virtuais pertencentes a uma mesma populacdo, mas que
possuem variabilidade entre si. As simulacbes de Monte Carlo sédo bastante
utilizadas na biologia e na area da saude, ja que auxiliam a expandir o nimero de
amostras quando obté-las experimentalmente é muito dificil.

Na literatura sédo encontrados varios artigos que utilizam a PTA estabelecer o
melhor regime de doses para antimicrobianos. Como exemplo pode ser citado o
trabalho de Nicasio e colaboradores (2009), no qual foi utilizado um modelo PK/PD
para pacientes com pneumonia associada a ventilagdo mecénica. Nesse estudo, 0s
PTAs para cinco regimes de infusdo prolongada diferentes de cefepime foram
investigados em trés grupos de pacientes classificados pela sua funcédo renal
através de faixas de clearence de creatinina (CLcr), objetivando que o tratamento
deveria alcancar o alvo de 50% fT > MIC. Os resultados mostraram que, em
pacientes com CLcr de 50 a 120 mL/min, o regime de infusdo prolongada em altas
doses (2 g a cada 8 h, com infusdo de 3 h) alcancou PTAs de 91,8%, 78,1% e
50,3% para o alvo terapéutico nas CIMs de 8 ug/mL (breakpoint de suscetibilidade),
16 pg/mL (intermediario) e 32 ug/ml (breakpoint de resisténcia), respectivamente. Os
regimes tradicionais de dose, que usam apenas 30 min de infusdo, alcancaram
PTAs significativamente mais baixas para as mesmas CIMs. Entre 0s pacientes com
CLcr de 30 a 49 mL/min, uma dose de 2 g a cada 12 h infundida em 3 h alcangou
PTAs de 93,8%, 79,8% e 50,7% para as CIMs de 8 ug/mL, 16, yg/mL e 32 ug/mL,
respectivamente. A mesma dose administrada como infusdo de meia hora teve
probabilidades um pouco menores nesta faixa de CIM. Em pacientes com CLcr de
10 a 29 mL/min, todos os regimes atingiram PTAs semelhantes na faixa de CIM
testada, no entanto, nenhum regime alcancou uma PTA contra CIMs de 16 ug/mL e
32 pg/mL tao alta quanto os dos outros grupos CLcr. Esses dados demonstram que
a cefepima, administrada 2 g a cada 8 h como uma infusdo prolongada de 3 h,
aumentou a PTA em relacdo as infusbes padrdo de 30 min. Os resultados também
forneceram sugestbes de doses que sdo capazes de manter esses alvos em
pacientes com funcéo renal diminuida.

O estudo de Asin e colaboradores (2015) determinou a probabilidade de
atingir o sucesso no tratamento para diferentes doses de 13 antimicrobianos, entre
eles [B-lactamicos e representantes de outras classes, contra bactérias Gram-
positivas que apresentam resisténcia como Enterococcus spp., Staphylococcus spp.

coagulase negativa resistente a meticilina (MR-CoNS), S. aureus resistente a
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meticilina (MRSA), Staphylococcus spp. coagulase negativa suscetivel a meticilina
(MS-CoNS), S. aureus sensivel a meticilina (MSSA) e Streptococcus spp. Através
das PTAs obtidas das simulagbes PK/PD foram determinados os breakpoints de
suscetibilidade para cada associacdo farmaco/antimicrobiano. O breakpoint € a
maior CIM que atingiu PTA de = 90% para cada farmaco/bactéria. Esses breakpoints
foram comparados com os estimados pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) e pela European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) na tentativa de justificar as falhas no tratamento de infec¢bes causadas
por bactérias consideradas sensiveis a um determinado antimicrobiano. Foi
observado também que, no caso dos B-lactamicos, menos de 14% das cepas
tiveram discrepancias nos seus breakpoints de suscetibilidade quando comparados
com os valores de breakpoint estabelecidos pela CLSI e pela EUCAST. Porém, para
vancomicina, daptomicina e linezolida, essas discrepancias foram maiores,
prevendo-se breakpoints ainda menores do que o0s estabelecidos por essas
instituicbes. Esses autores concluiram que o uso de modelos PK/PD em simulacdes
de Monte Carlo para determinacdo dos breakpoints permite a obtencdo de
breakpoints mais realistas, que levam a determinacédo de posologias mais eficazes,
minimizando a probabilidade de desenvolvimento de resisténcia e reduzindo a
incidéncia de efeitos colaterais.

Esses estudos demonstram que as simula¢des de Monte Carlo séo Uteis para
prever posologias ideais, trazendo maior seguranca a tomada de decisfes quanto ao

tratamento mais adequado com antimicrobianos.

3.4 AVALIACAO PK/PD NA PROFILAXIA DE CIRURGIA BARIATRICA

A profilaxia em cirurgia bariatrica ja foi assunto de varios artigos devido a
necessidade de estabelecer melhor os protocolos para esses pacientes que, em
funcdo do excesso de peso, diferenca nos niveis de obesidade e comorbidades,
possuem alteracdes farmacocinéticas em relacao a individuos considerados normais
(van Kralingen, et al., 2011; Brill, et al., 2014).

Moine e colaboradores (2016) fizeram uma avaliacdo farmacocinética e
farmacodinamica de uma posologia profilatica para cefoxitina baseada no peso dos
pacientes submetidos a cirurgia bariatrica (40 mg/kg). Através da obtencdo de

concentragbes plasmaticas e teciduais de cefoxitina, foi avaliado se essa dose
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atingia concentracdes adequadas do farmaco no plasma e no tecido. No inicio da
cirurgia, os pacientes receberam uma dose de 40 mg/kg de cefoxitina i.v. por 5 min e
amostras de sangue foram coletadas em tempos pré-determinados, enquanto que
amostras de tecido adiposo pericolonico/perirretal foram coletadas no momento da
abertura do sitio cirtrgico, 60 min e 180 min ap0s a abertura do sitio cirdrgico e
antes da redose, em procedimentos que excederam 2 horas de cirurgia. Os dados
séricos de concentracdo por tempo foram analisados por método né&o-
compartimental com eliminagéo de primeira ordem. Dessa forma, foi observado que
a dose baseada no peso corporal ndo apresentou concentracfes adequadas no
tecido adiposo. As simulacdes de Monte Carlo tiveram como alvo concentracdo
(fT>MIC) acima de CIM por 70 e 100% do intervalo entre doses e PTA de 90%. O
alvo de 100% fT>MIC é considerado ideal para [(-lactamicos, segundo estudo
anterior do mesmo grupo, ja que a contaminacdo pode ocorrer a qualquer momento
durante o procedimento cirdrgico (MOINE & FISH, 2013). Utilizando os mesmos
parametros farmacocinéticos foram simuladas as doses de 40 mg/kg e dose fixa de
2 g frente as CIMs mais frequentes de Basilus fragilis, S. aureus e E. coli, segundo a
EUCAST, para cirdrgicas com duracdo de 1h a 4h de cirurgia. Nessa populacéo, a
dose baseada no peso atingiu PTA = 90% até 3h poés-administracdo para E. coli e S.
aureus assumindo como alvo de 70% fT>MIC e até 2 h para o alvo de 100% de
fT>MIC. No caso do B. fragilis, a PTA = 90% foi atingida apenas até 2 h assumindo
fT>MIC de 70% do tempo da cirurgia e de apenas até 1 h para 100% de fT>MIC. A
dose de 2 g somente atingiu PTA = 90% até 1 h para S. aureus e menos de 1 h para
E. coli e B. fragilis considerando 100% de fT>MIC. Se o alvo fosse 70% de fT>MIC,
esse tempo passaria para 2 h de cirurgia para S. aureus e 1 h para E. coli. No
entanto, para o B. fragilis, em nenhum intervalo de tempo a PTA = 90% foi atingida
com a dose fixa de 2 g. Embora a dose baseada no peso tenha obtido melhores
resultados do que a dose padrao fixa de 2 g, a dose de 40 mg/kg ainda pode ser
inadequada para todos os patdgenos investigados pois obteve-se PTA < 90 % em
cirurgia com duracdo de mais de 1 h se o alvo considerado 100% de fT>MIC.

Para a CFZ, que é o antimicrobiano mais usado na profilaxia de cirurgia
bariatrica, diferentes protocolos de tratamento existem, mas discordam entre si.
Segundo a Sociedade Americana de Farmacéuticos do Sistema de Saude (ASHP), a
Sociedade de Doencas Infecciosas da Ameérica (IDSA), a Sociedade de Infeccbes

Cirargicas (SIS) e a Sociedade de Epidemiologia da Saude da América (SHEA), o
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protocolo atualmente recomenda a dose de 2 g i.v. bolus de CFZ antes da incisao
cirdrgica, seguida por uma redose 4 h apés a primeira, para pacientes com peso
superior a 80 kg, e 3 g antes da cirurgia, seguida de uma redose 4 h ap0s a primeira,
para pacientes com peso superior a 120 kg. Contudo, a Sociedade Francesa de
Anestesia e Reanimacédo (SFAR), recomenda 4 g de CFZ antes da cirurgia, seguida
de uma redose de 2 g 4 horas apés a primeira dose.

No estudo de Dumont e colaboradores (2018), foram coletadas amostras de
sangue e bidpsias do tecido adiposo subcutédneo de pacientes submetidos a cirurgia
bariatrica, que receberam a dose profilatica de 4 g de CFZ, logo ap0s a incisdo
cirirgica e antes do fechamento da pele. Um modelo de dois compartimentos com
cinética de ordem zero foi adotado para modelar os dados farmacocinéticos. A fim
de propor a posologia ideal, foram simulados por Monte Carlo diferentes regimes de
dosagem (2 g, 3 g, 3 g seguida de infusdo continua de 1 g/h, e 4g de CFZ), cujo alvo
foi PTA de 90% para concentracdo acima da CIM durante 100% do tempo de
cirurgia. Os resultados indicaram que a administracdo de 4 g de CFZ é suficiente
para a profilaxia de ISC causada por organismos sensiveis (CIM < 2 yg/mL) por pelo
menos 2 h. Com a dose de 3 g, 2 h ap6s a primeira administracao, as concentracdes
nao foram suficientes para a profilaxia de bactérias com CIM de 2 ug/mL. Esses
achados validam as recomendactes francesas sobre a dose a ser administrada
antes do procedimento. Uma dose de ataque de 3 g seguida de infusdo continua de
1 g/h foi avaliada e mostrou que as concentragdes teciduais foram alcancadas
mesmo para CIM < 4 g/L. Além disso, este regime resulta em concentracfes no
tecido acima de 4 ug/g por pelo menos 4 h. Segundo esse artigo, as doses
recomendadas pelas diretrizes americanas pareceram ser insuficientes para
profilaxia em cirurgias com duragao de mais de 1 h.

Entretanto, a limitacdo desses dois estudos citados € justamente nao ter
determinado as concentragfes livres teciduais do farmaco na biofase, que séo
responsaveis pela acéo biologica, ainda mais considerando que a CFZ tem ligagéo a
proteinas concentracdo dependente. A determinacdo das concentragdes livres de
farmacos na biofase € possivel através da técnica de microdialise, que é o padrao
ouro para esse tipo de avaliacdo (PEVZNER et al., 2011). A microdialise, no entanto,
requer uma calibracdo prévia das sondas, que pode ser demorada, além de requer
um operador qualificado para realizar o estudo (MOINE et al, 2016; HAMMARLUND-
UDENAES, 2017; DUMONT et al., 2018).
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Poucos sdo os artigos que avaliaram as concentracdes livres de
antimicrobianos no tecido subcutédneo de pacientes obesos na tentativa de definir
doses profilaticas para ISC (Blum, Cunha e Cunha, 2019). Nesse sentido, destacam-
se os artigos de Brill e colaboradores (2014) e Palma e colaboradores (2018), que
utilizaram a técnica de microdidlise para obter essas concentragdes livres teciduais
ao longo da cirurgia bariatrica.

O objetivo do trabalho de Brill e colaboradores (2014) foi determinar e
comprar as concentragdes livres teciduais subcutaneas de CFZ no fluido intersticial
da populacdo obesa e da populacdo ndo-obesa, usada como controle, através da
técnica de microdidlise. Para calcular os parametros farmacocinéticos, foi
desenvolvido um modelo para a CFZ total e livre no plasma e livre no tecido, que
poderia ser usada para simulacbes de Monte Carlo e ajustes de doses. Pacientes
obesos submetidos a cirurgia bariatrica e pacientes néo-obesos submetidos a
cirurgia de abdominal receberam, antes da incisdo, uma dose de 2 g i.v. bolus de
CFZ. Até 4 h pés-administracdo da dose, amostras de sangue e de microdialisado
de tecido foram coletados em tempos pré-determinados. As sondas de microdiaise
foram previamente calibradas por retrodialise em cada paciente. Para descrever as
concentracbes de CFZ no plasma e no tecido, foi usado um modelo de dois
compartimentos com ligacdo saturavel as proteinas plasmaticas. A area sob a curva
da CFZ livre (fAUCo4n) no tecido subcutdaneo de pacientes obesos foi
significativamente inferior a de pacientes ndo-obesos, levando a uma penetragéo
tecidual menor em pacientes obesos (média 0,70, intervalo entre 0,68—-0,83) em
comparacao com o grupo controle (média 1,02, intervalo entre 0,85 e 1,41). Através
de simulagcbes de Monte Carlo as probabilidades de as concentracdes livres
plasméticas e teciduais ficarem acima dos valores de CIM estabelecidos durante 2, 3
e 4 h apos a administracdo da dose de 2 g foram obtidas. Os resultados mostraram
que a probabilidade dos pacientes obesos atingirem o alvo de concentracdo livre
tecidual acima da CIM durante o tempo de cirurgia € menor do que a de pacientes
ndo obesos, enquanto que, para concentracbes livres plasmaticas essa
probabilidade é semelhante entre esses dois grupos. Sendo assim, o que diferencia
essas duas populacdes na profilaxia com CFZ é justamente a penetracao tecidual de
CFZ, que é menor em pacientes obesos em relacdo aos ndo-obesos, 0 que pode

levar a maior ocorréncia de ISC nesses pacientes. Os autores sugerem, desse
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modo, que doses maiores de CFZ devem ser testadas em pacientes obesos visando
a profilaxia da cirurgia bariatrica.

Palma e colaboradores (2018) realizaram um estudo para avaliar a eficacia
profilatica da CFZ usado as doses de 2 g e 3 g i.v. bolus em mulheres obesas
submetidas a cirurgia bariatrica. Todas elas tinham IMC 2= 40 kg/m? ou IMC = 35
kg/m? com comorbidades. Nesse estudo determinou-se as concentracdes livres da
CFZ no tecido subcutdneo dessas pacientes através de microdidlise, usando uma
sonda inserida préximo da regido da inciséo cirurgica e calibrada individualmente por
retrodidlise em cada paciente previamente ao inicio da cirurgia. A recuperacdo da
sonda foi usada para o célculo das concentracdes livres teciduais. As pacientes
receberam as doses de 2 g ou 3 g de CFZ cerca de 15 min antes da cirurgia e
amostras de sangue e microdialisado foram coletadas até o final da cirurgia (4 h de
procedimento). Os parametros farmacocinéticos dessas pacientes foram obtidos
através de modelo farmacocinético populacional de dois compartimentos, que levou
em consideracao a ligacao saturavel da CFZ as proteinas tanto no plasma como nos
tecidos, diferentemente do estudo de Brill e colaboradores (2014), que consideraram
ligacdo a proteinas saturavel apenas no plasma. As concentracdes de CFZ obtidas
tanto no plasma quanto no tecido subcutaneo tiveram perfis proporcionais as doses
administradas, ndo sendo observadas diferencas estatisticas entre os parametros
farmacocinéticos plasmaticos e teciduais para a CFZ livre. Os parametros
farmacocinéticos do plasma e do tecido subcutaneo estao dispostos na Tabela 1.
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Tabela 1. Parametros farmacocinéticos plasmaticos e subcutaneos obtidos por analise ndo-compartimental apos dose i.v.

bolus de cefazolina a paciente submetidos a cirurgia bariatrica.

Plasma total Plasma Livre Livre tecidual
Parametros PK o o .
(Média e DP) (Média e DP) (Média e DP)
29 39 p valor@ 29 39 p valor? 29 39 p valord

ke (h™1) 0,320 + 0,16 0,294 +0.11 0.809 0.349+0.07 0.340%0.10 0.887 0.300+0.08  0.459+0.18 0.193
ti2(h) 29+1.6 28+1.2 0.897 2.1+0.4 22+0.6 0.741 25+0.8 1.8+0.8 0,272
AUCo_s (pg-himL) 294.4+78.5 433.5+140.7 0.162 84.2+10.1 132.5+57.6 0.146 70.6+26.1 126.4+52.0 0.128
AUCo. (Mg-h/mL) | 490.1 + 267.6 671.5+ 289.7 0.422 |110.7+89 176.2+ 74.0 0.126 119.6+ 63.6 169.0 + 54.6 0.305
MRT (h) 40+2.1 3.7t1.6 0.886 3.8+1.3 3.0+1.3 0.458
CL (L/h) 5.3+2.3 52+1.7 0.953
Vdss(L) 16.0+1.7 17.2+45 0.666
DFissue 1.05+0.49 1.10+0.37 0.883

ke, constante de eliminag&o; ti2, meia-vida; AUCo, &rea sobre a curva do tempo zero & 4 h; AUCo--, &rea sobre a curva de zero & infinito; CL, clearance total; MRT, tempo de residéncia
médio; Vdss, volume de distribui¢o aparente no steady state; DFiissue, fator de distribuicdo tecidual, calculado por AUCo-» tissue free/AUCo- plasma,free.

4p > 0.05, sem diferenca estatistica entre as doses. Fonte: adaptado de PALMA et al., 2018.
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A simulacdo de Monte Carlo (N = 1000) foi realizada para alvo terapéutico de
fT > MIC em 100% do tempo de cirurgia. A efetividade da dose foi considerada para
cirurgias com duracgéo de 3, 4, 5 e 6 horas, considerando PTA = 90% para ambas as
doses frente aos patdbgenos mais frequentes em ISC: Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Klebsiella pneumonie e Proteus mirabilis. Os resultados da
simulacdo podem ser observados na Figura 2, onde os PTAs foram plotadas em
funcdo da frequéncia de distribuicdo da CIM para cada bactéria, fornecidas pela
EUCAST. De acordo com a frequéncia de distribuicdo da CIM mais prevalente, a
dose profilatica de 2 g é adequada para E. coli e S. aureus em cirurgias com
duracdo de até 5 h. No entanto, para espécies como K. pneumoniae, com
distribuicdo predominante de CIM de 2 pg/mL, a manutengdo de PTA = 90% em
cirurgias de até 5 horas s6 é obtida com a dose de 3 g. Para bactérias com CIM = 4
pMg/mL, PTA = 90% pode ser alcancada apenas até 3 h de cirurgia. Para bactérias
com CIM = 8 pg/mL, nenhuma das doses testadas alcancaria o objetivo terapéutico
dentro de 3 horas da cirurgia. Sendo assim, ndao é recomendavel generalizar 0 uso
da dose profildtica de 3 g CFZ em pacientes obesos. A avaliacdo feita por
simulacbes de Monte Carlo mostra que a efetividade da profilaxia com a CFZ
depende da CIM das bactérias e demonstra o quanto é essencial conhecer a perfil
de sensibilidade dos patdgenos mais prevalentes do local onde esta sendo feita a
cirurgia.

Entretanto, nesse estudo a predicao da eficacia profilatica da CFZ em cirurgia
bariatrica é feita através do indice PK/PD de fT>MIC para 100% do tempo de
cirurgia. Para fazer uma melhor predicdo do desfecho terapéutico para diferentes
posologias o0 uso de modelo PK/PD, em vez do indice PK/PD seria mais preditivo, ja
que leva em consideracdo a variacdo da concentracdo do farmaco ao longo do
tempo de cirurgia. Portanto, o desenvolvimento de modelo PK/PD para CFZ e as
simulagbes de Monte Carlo para a obtencéo das PTAs para as doses profilatica de 2

g e 3 g de CFZ em pacientes obesos séo o objeto deste estudo.
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Figura 2. Simulacdes de Monte Carlo e %PTAs obtidas para as doses de 2 g (linha
continua) e 3 g (linha pontilhada) de CFZ frente P. mirabilis, K. pneumoniae, S.
aureus e E. coli ap6s 3, 4, 5 e 6 h de cirurgia. A distribuicdo de frequéncia de CIM
estd representada pelas barras verticais. * Representa a CIM em que nao foi

atingido o valor aceitavel de 90% de PTA nos gréficos. Fonte: PALMA et al., 2018.
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4 METODOLOGIA

4.1 SELECAO DAS CEPAS E DETERMINACAO DA CIM

4.1.1 Selecao e Estoque das Cepas

Foram selecionadas cepas com faixas de CIM de CFZ mais prevalentes
estabelecidas pelo manual do CLSI (CLSI M07-A9, 2012) para E. coli e para S.
aureus. Sendo assim, a cepa S. aureus ATCC 29213, cuja faixa de CIM do CLSI é
de 0,25 a 1 yg/mL, e a cepa E. coli ATCC 25922, cuja faixa de CIM do CLSI éde 1 a
4 ug/mL foram utilizadas nesse trabalho. As cepas foram repicadas e armazenadas
a -80 £ 2 °C em meio de Skim-Milk 10% e glicerol 10%.

4.1.2 Preparacdo do inoculo inicial

No dia anterior aos experimentos, a bactéria foi descongelada e plagueada
por espalhamento em agar Mueller-Hinton (MH), sendo incubada em estufa a 37 + 1
°C por tempo entre 18 e 24 horas. As colbnias foram transferidas por alca estéril, em
fluxo laminar, para um tubo de Falcon® contendo 5 mL de solugéo salina 0,9% e a
solu¢cdo homogeneizada em vértex. A absorbancia foi medida em espectrofotbmetro
de UV, a 600 nm, em cubeta de quartzo. Os valores de 0,3 e 0,5 de absorbancia
correspondem a um inéculo de aproximadamente 1 x 108 UFC/mL, de acordo com a
escala de McFarland (CLSI M0O7-A9, 2012).

4.1.3 Determinacao da CIM

A CIM foi determinada pelo método de microdiluicdo em caldo, de acordo com
o manual do CLSI. Nos dias de experimento, uma solucdo estoque de CFZ na
concentracdo de 5,12 mg/mL foi preparada. A partir desta solugédo, foram
preparadas as solucdes de trabalho com concentragbes mdltiplas da solugéo
estoque. O inéculo inicial de 1 x 108 UFC/mL foi diluido para gerar a concentragéo
de 1 x 10 UFC/mL. Em uma placa de 96 pocos estéril foram adicionados 100 uL de

caldo MH em todos os pogos, com exce¢do do controle negativo (controle de


https://clsi.org/
https://clsi.org/
https://clsi.org/
https://clsi.org/
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esterilidade, sem adicao de bactéria), onde foram adicionados 200 uL. No primeiro e
segundo poco, foram adicionados 100 yL da solugéo de trabalho contendo CFZ. Em
seguida, realizou-se a homogeneizagdo com pipeta e iniciaram-se as diluicdes
seriadas através da transferéncia de 100 yL de um pogo para o outro. Um dos pogos
permaneceu sem adicdo de farmaco para fins de controle positivo (controle de
crescimento bacteriano). Por fim, foram adicionados 100 yL do in6culo bacteriano
em todos 0s pogos, com excecdo do controle negativo. A placa foi entdo incubada
em estufa a 37 + 1 °C para observacao do crescimento bacteriano apés 24 h.

As concentrac¢fes testadas foram de 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5, 0,25 e 0,125
pMg/mL de CFZ para E. coli, enquanto que para S. aureus as concentracdes foram de
16, 8,4, 2,1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,0625 e 0,0312 pg/mL de CFZ.

No pogco de controle positivo deveria necessariamente acontecer o
crescimento bacteriano ap6s a incubagdo overnight e, no controle negativo,
necessariamente ndo deveria acontecer crescimento. O poco com menor
concentracdo, onde ndo houve crescimento bacteriano visivel, foi considerado a CIM

para aguela bactéria. Cada um dos experimentos foi feito em triplicata.

4.2 DETERMINACAO DO TEMPO DA FASE DE LATENCIA

Para os experimentos de time-kill curves, é necesséario a determinacdo do
tempo da fase de laténcia das bactérias no meio para determinar quando o
antimicrobiano podera ser adicionado ao sistema de infeccdo in vitro. Para tanto,
foram feitas as curvas de crescimento bacteriano para as cepas selecionadas
previamente. Apds a preparacdo do inéculo inicial, conforme descrito no item 4.1.2,
uma aliquota de 20 pL foi adicionada a uma garrafa contendo 20 mL de caldo MH,
gerando um in6culo de partida de 10° UFC/mL. Em duplicata, as garrafas foram
mantidas em estufa & 37 £+ 1 °C. Amostras dos meios de crescimento foram
coletadas a cada 30 min durante 6 h. As amostras foram diluidas em série seguido
de plaqueamento pelo método da microgota para quantificacdo bacteriana. As
placas foram mantidas em estufa a 37 + 2 °C e lidas entre 18 e 24 h de incubacé&o. A
fase de laténcia foi definida pelo tempo de um ponto do grafico da curva de

crescimento em que, a partir dele, comeca a aumentar a concentracao de bactérias.



30

4.3 TIME-KILL CURVES

Assim como descrito para as curvas de crescimento bacteriano, um inéculo
inicial de 108 UFC/mL foi preparado e 20 pL adicionado a garrafas contendo 20 mL
de caldo MH, gerando um in6culo de 10° UFC/mL. Ap6s homogeneizacdo, essas
garrafas foram incubadas em estufa a 37 + 1 °C pelo tempo de fase de laténcia
determinado para cada bactéria através das curvas de crescimento. Decorrido esse
tempo, essas garrafas foram identificadas como um submdltiplo ou multiplo da CIM a
ser investigado e um controle sem farmaco. No tempo zero, momento em que foi
adicionado o farmaco e a cada hora por 6 horas consecutivas, 20 uL de cada garrafa
foi transferido para uma placa de 96 pogos contendo 180 uL de solucao salina 0,9%.
Diluicbes em série foram realizadas e plaqueadas pelo método da microgota, em
duplicata. Para cada bactéria, foram investigadas as concentracdes de 0.5, 1, 2, 4,

8, e 16 vezes a CIM. Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

4.4 ANALISE DE DADOS

4. 4.1 Modelagem PK/PD

Os dados experimentais de UFC/mL em fungcédo do tempo foram modelados
utilizando um modelo de Emax-modificado. No caso da E. coli, a modificacdo feita na
equacdo geral foi a atribuicdo do parametro que descreve a saturacdo do meio
(Nmax), gerando a Equacdo 2. No caso da S. aureus, além do termo Nmax, foi
atribuido uma correcéo exponencial elevada ao fator que corresponde ao atraso no

inicio do efeito (y), gerando a Equacéo 3.

a =[x () = GEsse) e a2
ar = oo < (50) = (R220) < @ = e v (Ea.3



31

Essas equacfes foram escolhidas ja que foram as que melhor descreveram
os dados experimentais. Os valores de critério de selecdo do modelo (MSC) e a
visualizagao dos perfis modelados foram utilizados para a escolha dos modelos mais
adequados para cada bactéria.

As modelagens foram conduzidas no software Scientist® (Macromath, Salt
Lake City, Utah, USA), utilizando como condicéo inicial no tempo zero os valores de
N (contagem de bactérias no tempo zero) e a concentragdo estatica do farmaco
utilizada para realizacdo de cada time-kill curve (multiplos da CIM). Os valores de ko
e Nmax foram obtidos da modelagem das curvas controle (sem farmaco) para cada
bactéria e esses foram fixados para a modelagem das curvas com farmaco,

possibilitando a determinag&o do kmax, ECso € [1, no caso de S. aureus.

4.4.2 Simulacéo de Monte Carlo

Usando os valores médios de kmax € ECso obtidos na modelagem das time-kill
curves e os parametros farmacocinéticos teciduais obtidos do modelo populacional
desenvolvido por Palma e colaboradores (2018), foram feitas as simulacbes de
Monte Carlo utilizando o software Berkeley Madonna® v.8.3.18 (Berkeley Madonna,
CA). Mil individuos que teriam recebido as doses de 2 g e 3 g de CFZ foram
simulados considerando uma cirurgia bariatrica de tempo médio de 4 h. As
simulacdes tiveram a eficacia profilatica prevista frente as CIMs mais prevalentes de
E. coli e S. aureus. Como alvo terapéutico foi estabelecido 100% do tempo médio de
cirurgia (4 h) com reducdo do numero de UFC/mL de 2-log (99% ou 100 vezes de
reducdo em relacdo ao indculo inicial para cada bactéria avaliada) (JAIN,
HOUSMAN & NICOLAU, 2014). Como critério de aceitacdo estabeleceu-se uma
PTA de 90%
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 DETERMINACAO DA CIM E TEMPO DE FASE DE LATENCIA

A CIM para CFZ obtida para a cepa ATCC 29213 de S. aureus foi de 1 uyg/mL
e para E. coli ATCC 25922 foi de 4 pg/mL, estando ambas dentro das faixas
estabelecidas pelo CLSI para essas cepas.

A Figura 3 mostra as curvas de crescimento para as duas cepas, investigadas
em experimentos in vitro. A curva de crescimento demonstra que o tempo que a E.
coli ATCC 25922 precisa para se adaptar ao meio de cultivo e entrar em fase de
crescimento exponencial é de aproximadamente 2 h apds a adicdo do in6culo ao
meio de cultura. Esses resultados coincidem com os relatados previamente
(ERDOGAN-YILDIRIM et al., 2011; ANSARI et al., 2012). Para S. aureus ATCC

29213 foi de aproximadamente 1,5 h, também coincidente com valores da literatura
(BAUM et al., 2009; GUO et al., 2016).

-@— E.coli

-k - S. aureus

Logs UFC/mL

5 L] | | I | T | | T | | 1

0.0 05 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 45 50 55 6.0
Tempo (h)

Figura 3. Curvas de crescimento in vitro de E. coli ATCC 25922 e S. aureus ATCC
29213. O tempo de fase de laténcia é determinado pelo momento em inicia a fase de
crescimento exponencial. Valores representam media = DP (n = 3/cepa).
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5.2. TIME-KILL CURVES

A Figura 4 mostra os perfis de morte bacteriana por tempo para as cepas de
E. coli e S. aureus frente a concentragdes multiplas das respectivas CIMs para CFZ.
Pode-se observar para E. coli que nas concentragdes de 32 ug/mL e 64 pg/mL, que
correspondem a 8 e 16 vezes a CIM, ha erradicacdo microbiana a partir de 5 horas
de experimento (Figura 4 A). Contudo, no caso da S. aureus, a contagem de
colénias foi decrescendo ao longo do tempo, como o esperado, até a concentracdo
de 4 ug/mL, correspondente a 4 vezes a CIM). Em concentracfes superiores,
correspondentes a 8 e 16 vezes a CIM, houve uma reducao significativa da inibicdo
do crescimento bacteriano, ndo sendo observada erradicagdo microbiana (Figura 4
B).
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Figura 4. Time-kill curves obtidas com diferentes concentracées de CFZ, multiplos da
CIM de (A) E. coli e (B) S. aureus. Nas concentracoes de 8 e 16 ug/mL de CFZ
frente a S. aureus pode-se observar efeito paradoxal. Valores representam média +
DP de curvas realizadas em duplicata para cada cepa/concentracdo de CFZ.

5.3. MODELAGEM DAS TIME-KILL CURVES

Diferentes modificagdes nas equagdes do modelo de Emax foram testadas para
melhor adequar as curvas aos dados experimentais. Dentre os modelos testados, os
gue melhor se ajustaram aos dados foram a equacdo que leva em consideragao o
Nmax, N0 caso da E. coli, e a que possui tanto 0 Nmax quanto a correcao exponencial
elevada ao fator y que corresponde ao delay de efeito, no caso da S. aureus. Essa
correcdo foi necesséaria pois a bactéria ainda ndo se encontrava em fase

exponencial de crescimento bacteriano no inicio dos experimentos, o que levou a um
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no inicio do efeito do farmaco, ja que o mecanismo de acgdo dos [B-lactamicos
depende da multiplicacéo celular.

Na Tabela 2 estdo mostrados os valores dos parametros resultantes das
modelagens das time-kill curves para ambas as bactérias. As Figuras 5 e 6 mostram
os perfis modelados para E. coli e S. aureus frente a diferentes concentracdes de
CFZ, respectivamente. Pode-se observar que os modelos empregados foram
adequados para descrever os perfis experimentais para ambas as bactérias. Devido
ao efeito apresentado pela S. aureus com contracdes correspondentes a 8 e 16
vezes a CIM da CFZ, o modelo ndo foi capaz de descreves esses resultados

experimentais (modelagens ndo mostradas).

Tabela 2. Parametros PK/PD resultantes da modelagem das time-kill curves da
CFZ frente a E. coli e S. aureus.

E. coli (CIM = 4 pg/mL) Parametros PK/PD

ko (h)) Nmax(UFC/ML) |Cerz(mg/l) | 2 4 8 16 32 64 |Média| DP | cv

Kmax (™) 0,19 0,17 025 0,29 0,48 0,53 | 0,32 | 0,15 | 4,69
0,49 9,20

ECso (Mg/L) | 436 3,41 253 2,51 3,82 3,67 | 3,38 |0,74 2,18
S. aureus (CIM =1 ug/mL) Pardametros PK/PD '

ko (h)) Nma (UFC/ML) |Cerz(mg/l) | 05 1 2 4 8 16 | Média| DP | cv

Kmax (™) 0,47 045 0,67 042 - - 0,50 |0,11 | 2,18
0,22 12,17 ECso (Mg/L) | 011 022 0,68 048 - - 0,37 | 0,26 | 6,87
Y 0,49 067 063 080 - ] ‘ 0,65 |o,13|2,oo

Ko — constante de crescimento bacteriano, Nmax — nUmero maximo de bactérias no meio, C — concentracédo de
farmaco, kmax — constante de morte bacteriana méxima, ECso — concentracéo de farmaco necessaria para atingir
50% do efeito méximo, y — atraso no inicio do efeito, DP — desvio padréo, CV — coeficiente de varia¢do, dado por
DP/Média. Para as modelagens os valores de ko € Nmax foram fixados.
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Figura 5. Time-kill curves da CFZ frente a E. coli ATCC 25922 modeladas pelo
modelo de Emax modificado (Eq. 2). Os pontos representam os dados experimentais
das curvas controle sem farmaco (triangulo e linhas tracejadas) e tratados com CFZ
(circulos e linha continua) em diferentes concentracdes, multiplas da CIM. Média +
DP e curvas em duplicata para cada concentracédo de CFZ.
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Figura 6. Time-kill curves da CFZ frente a S. aureus ATCC 29213 modeladas pelo
modelo de Emax modificado (Eq. 3). Os pontos representam os dados experimentais
das curvas controle sem farmaco (triangulo e linhas tracejadas) e tratados com CFZ
(circulos e linha continua) em diferentes concentragfes, multiplas da CIM. Média *
DP e curvas em duplicata para cada concentracdo de CFZ.

5.4. SIMULACOES DE MONTE CARLO

Através da populacdo gerada por simulacdo de Monte Carlo, foi possivel obter
as probabilidades de atingir o alvo terapéutico para as doses profilaticas de 2 ge 3 g
de CFZ para as CIMs mais frequentes de cada bactéria. O alvo desejado foi de
reducdo de 2-log a partir do inéculo inicial, em 4 h de cirurgia bariatrica. Mas como
critério de aceitacdo foi estabelecido que, para as doses profilaticas de CFZ
avaliadas, a probabilidade dos individuos simulados de atingirem esse alvo fosse
pelo menos 90% (PTA > 90%). Na Figura 7 podem-se observar graficamente as
PTAs para ambas as bactérias frente as duas doses de CFZ e a frequéncia de CIM
de cada cepa.
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Tabela 3. Probabilidades de atingir o alvo terapéutico previstas pelo indice
PK/PD e pelo modelo PK/PD

Multiplo E. coli S. aureus
da CIM indice PK/PD? Modelo PK/PD indice PK/PD? Modelo PK/PD
Dose 29 39 29 39 29 39 29 39
0.5* 100 100 99,8 100 100 100 100 100
1** 99,4 100 98,7 99,9 99,4 100 100 100
2 89,0 97,9 92,0 97,9 89,0 97,9 98,3 98,6
4 56,2 80,1 54,5 86,3 56,2 80,1 83,9 85,1
8 8,7 28,0 9,5 44,8 8,7 28,0 41,7 40,7
16 0 0,7 0 4,6 0 0,7 3,3 3,1

IPALMA et al., 2018.

*CIM de CFZ mais frequente para S. aureus; **CIM de CFZ mais frequente para E. coli
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Figura 7. Comparacdo entre as PTAs previstas pelo indice PK/PD (Palma et al,
2018) com as previstas pelo modelo PK/PD, para as doses de 2 g e 3 g de CFZ
frente a E. coli e S. aureus, respectivamente. A distribuicdo da frequéncia de CIM
para cada cepa esta representada pelas barras verticais.

Como é possivel observar na Figura 7 e na Tabela 3, para a CIM mais

frequente de E. coli, que é 1 yg/mL, a PTA de 90% de certeza de ter concentracdes

acima da CIM durante as 4 h de cirurgia bariatrica é obtida para as dosesde 2ge 3

g, tanto pelo indice quando pelo modelo PK/PD. Se, no entanto, a CIM for de 2

pMg/mL, o indice PK/PD mostra uma probabilidade menor de 90% de atingir o alvo

terapéutico. O modelo, no entanto, continua prevendo sucesso no tratamento com

ambas as doses até esse valor de CIM. A partir da CIM de 4 ug/mL, a probabilidade
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de 90% néao € obtida para ambas as doses, de acordo com o indice e com o modelo
PK/PD. Assumindo um PTA de 70%, o sucesso terapéutico s6 nao seria alcancado
se a infec¢ao fosse estabelecida por uma bactéria com CIM superior a 4 yg/mL, se
usada a dose de 2 g de CFZ. Para esse critério, a dose de 3 g seria adequada tanto
pelo indice como pelo modelo PK/PD. A dose de 3 g ndo seria adequada apenas
para bactérias com CIM igual ou superior a 8 ug/mL. Para E. coli, assumindo PTA de
90%, pode-se concluir que o modelo PK/PD foi menos rigido, prevento alcance do
alvo terapéutico para bactérias com CIM até 2 ug g/mL e tempo de cirurgia de 4 h.
Os resultados para S. aureus demonstram que tanto as doses de 2 g e 3 g de
CFZ atingiriam 90% de PTA contra a bactéria com CIM mais prevalente, que nesse
caso é 0,5 uyg/mL, nas previsdes utilizando tanto o indice quanto o modelo PK/PD.
Considerando ainda esse critério de aceitacdo, 0 sucesso terapéutico € atingido até
a CIM de 2 pg/mL para essa bactéria, de acordo com o modelo PK/PD. O indice
PK/PD, novamente foi mais rigido, indicado que o alvo pode ser atingido até CIM de
1 mg/mL para 4 h de cirurgia. Para PTA de 70% o modelo PK/PD previu efeito
adequado para ambas as doses, mas o indice prevé que apenas a maior dose
atingiria o alvo terapéutico. O indice e o0 modelo PK/PD entram em concordancia
guanto ao insucesso terapéutico da dose de 2 g frente a E. coli com CIM de 4 pg/mL
e para ambas as doses a partir da CIM de 8 ug/mL, mesmo considerando esse

critério de aceitacdo mais baixo.
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6 DISCUSSAO

Na curva de crescimento bacteriano, a fase de laténcia de 2 h para E.coli
coincide com os ja obtidos em estudos anteriores para a mesma cepa ATCC 25922
(Ansari, et al., 2012; Erdogan-Yildirim, et al., 2011). A fase de laténcia de 1,5 h para
S. aureus também esta de acordo com estudos anteriores para essa mesma cepa
ATCC 29213 (Baum, et al., 2009; Guo, et al., 2016). No entanto, na modelagem das
curvas foi necessario utilizar um termo a mais (y) para indicar o atraso no inicio do
efeito de morte, indicando que um tempo maior deveria ter sido esperado para
bactéria entrar em fase exponencial de crescimento.

As time-kill curves de E. coli mostraram aumento de morte bacteriana com
aumento das concentracdes de CFZ, chegando-se a erradicacdo microbiana com
concentracdes correspondentes a 8 e 16 vezes a CIM. As time-kill curves da S.
aureus, no entanto, demonstraram um fenébmeno que € conhecido como efeito
paradoxal, que corresponde a uma inibicdo do efeito bactericida dos B-lactamicos
com altas concentracdes do farmaco.

O efeito paradoxal foi descrito por Eagle em 1948 para penicilinas frente a
bactérias Gram-positivas, entre eles a S. aureus. Mais tarde, esses resultados foram
corroborados por Nishino e Nakazawa (1975), e por Yourassowsky (1978), sendo
gue no primeiro foram também investigadas as cefalosporinas, entre elas a CFZ,
contra a cepa 209P de S. aureus. Nesse estudo de Nishino e Nakazawa, para todos
os farmacos [-lactamicos selecionados, sendo quatro deles cefalosporinas
(cefazolina, cefalexina, cefalotina e cefaloridina), houve reversdo da inibicdo do
crescimento bacteriano com aumento da concentracdo do antimicrobiano, como
pode ser observado para a cefalotina na Figura 8. Para essa cepa, a CIM para CFZ

foi de 0,25 ug/mL e a reversao da inibicdo ocorreu de 2-5 vezes a CIM no meio.
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Figura 8. Efeito de diferentes concentracfes de cefalotina frente S. aureus. Nas
curvas é possivel observar que o efeito maximo atingido in vitro ocorre em 0,5 pg/mL
de cefalotina, mas que ao aumentar a concentracéo, ocorre inibicdo do efeito. Fonte:
NISHINO & NAKASAWA, 1976.

O mecanismo do efeito paradoxal ainda nao foi muito bem elucidado. Eagle
apontava que talvez o proprio mecanismo de acao dos [(-lactamicos causasse essa
inibicdo quando a concentracdo de bactérias no meio estava muito elevada, ja que
agem durante a proliferacdo microbiana. Outra hip6tese é a indu¢do da producéo de
B-lactamases pelo microrganismo em altas concentra¢cdes do farmaco. Em um
estudo de Nishino e colaboradores (1990) com infecgcédo intraperitonial em ratos,
provocada por duas cepas de Proteus vulgaris, uma produtora de B-lactamases e
outra ndo produtora, foi observado que a taxa de sobrevivéncia dos ratos apés a
infeccao foi igual para ambas as cepas quando tratadas com cefbuperazona. Ja no
caso dos ratos tratados com cefmenoxima a taxa de sobrevivéncia foi menor para 0s
infectados com a cepa produtora de B-lactamases (Figura 9). Esses resultados
foram associados ao efeito paradoxal observado in vitro para a cefmenoxima frente
a bactéria, mostrando que ndo somente esse efeito pode ser causado pela indugao
de B-lactamases, como também pode ser observado in vivo e interferir no desfecho

clinico.
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Figura 9. Taxa de sobrevivéncia (%) em funcéo da concentracdo (mg/kg) de ratos
infectados com P. vulgaris de cepa nao-produtora (simbolo vazado) e produtora
(simbolo preenchido) de p-lactamases, tratados com (A) cefmenoxima e (B)
cefbuperazona. E possivel observar a reducdo na taxa de sobrevivéncia dos ratos
infectados com a cepa produtora de B-lactamases a partir da concentracao de 3,13
mg/kg de cefmenoxima, que também apresenta efeito paradoxal in vitro contra essa
bactéria. Fonte: NISHINO et al., 1990.

No presente trabalho, devido ao efeito paradoxal apresentado pela S. aureus
quando tratada com multiplos maiores da CIM da CFZ, as curvas foram modeladas
até concentracbes correspondentes a 4 vezes a CIM. Assumindo que o efeito
paradoxal ocorre devido a uma resisténcia adaptativa, como seria se 0 mecanismo
fosse a producédo de B-lactamases induzida por altas concentracdes de farmaco,
alguns modelos sao descritos na literatura para modelar essa resisténcia adaptativa.

Nielsen e colaboradores (2007) desenvolveram um modelo PK/PD semi-
mecanistico para descrever a resisténcia adaptativa para diferentes antimicrobianos
(benzilpenicilina, cefuroxima, eritromicina, moxifloxacino e vancomicina) frente a
Streptococcus pyogenes usando dados de time-kill curve estaticas. Nesse modelo a
farmacocinética é composta por um compartimento central (C), com constante de
eliminacdo de primeira ordem devido a degradacdo do farmaco (kdeg), € um
compartimento da biofase (Ce), cuja constante de passagem do farmaco (ke) do
compartimento C para o0 Ce explica o atraso no efeito observado. Na
farmacodinamica constava um compartimento S, que representava as bactérias em
fase de crescimento e suscetiveis ao farmaco, e um compartimento R onde estao as
bactérias em fase estacionaria e que ndo sao suscetiveis ao farmaco. As constantes

de troca entre esses dois compartimentos (ksr e krs) representam a converséo das
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bactérias de suscetiveis a ndo suscetiveis ao antimicrobiano e vice-versa. O sistema
é descrito por constantes de primeira ordem para a morte bacteriana (kdeath), em R e
S, e de multiplicagdo bacteriana em S (Kgrowth). Nesse compartimento, a taxa de
morte é estimulada pelo antimicrobiano (DRUG), de acordo com um modelo de Emax
(Figura 10A). Embora alguns dos antimicrobianos tenham sido adequadamente
descritos por esse modelo, a degradacdo da benzilpenicilina e da cefuroxima nao
por [l-lactamases n&o explicou a reducéo da taxa de morte bacteriana para maiores
concentracbes observada para esses dois farmacos. Em 2011, outro artigo de
Nielsen e colaboradores, baseado no primeiro, utilizando dados de time-kill curves
dindmicas para E. coli, incluiu a resisténcia adaptativa ao modelo. Algumas
mudancas foram feitas no modelo original: o compartimento central (C) é
influenciado pelos compartimentos periféricos (P1 e P2); a constante de atraso no
efeito foi incluida entre o compartimento C e o compartimento de efeito do farmaco
(Ce); e nos compartimentos de resisténcia adaptativa (ARorr € ARon), usados
apenas para a gentamicina, foi introduzida uma constante de desenvolvimento de
resisténcia (kon) estimulada por Cg, enquanto que kot € a constante de retorno a
suscetibilidade (Figura 10B).
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Figura 10. Representacdo dos modelos PK/PD desenvolvidos por Nielsen e
colaboradores em 2007 (A) e 2011 (B). O modelo em B esta baseado no modelo A,
sendo incluida a resisténcia adaptativa desenvolvida pelas bactérias. Em A: C,
compartimento central; Ce, compartimento da biofase; kdeg, degradacdo do farmaco;
ke, constante de passagem do farmaco do compartimento C para o Ce; S,
compartimento de bactérias em fase de crescimento suscetiveis ao farmaco; R,
bactérias em fase estacionaria e ndo suscetiveis; ksr e krs, constantes de troca
entre os compartimentos S e R; Kdeath, cOnstante de morte bacteriana e Kgrowth,
constante de crescimento bacteriano. Em B: P1 e P2, compartimentos periféricos; Ck,
compartimento de efeito do farmaco; ARorr € ARon, compartimentos de resisténcia
adaptativa; kon, constante de desenvolvimento de resisténcia e kotf, constante de
retorno a suscetibilidade. Fonte: NIELSEN et al.2007 e NIELSEN et al., 2011.

Mohamed e colaboradores (2011), baseando-se no modelo PK/PD
desenvolvido por Nielsen e colaboradores de 2011, que inclui o desenvolvimento de
resisténcia adaptativa, fez a predicdo do desfecho clinico de diferentes regimes
terapéuticos de gentamicina em infec¢cdes causadas por bactérias Gram-negativas
em recém-nascidos, utilizando também dados de time-kill curves estaticas e
dindmicas de E. coli para diferentes regimes terapéuticos. Esse modelo demonstrou
que doses fracionadas do farmaco em 24 horas ndo mostraram vantagens em

relacbes a maiores doses e, talvez, intervalos de doses estendidos (> 24 horas)
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sejam interessantes para esses pacientes. Isso demonstra que o desenvolvimento
de modelos que incluem a resisténcia adaptativa é de grande importancia para
escolha de posologias pra farmacos que mostram efeito paradoxal.

Também demonstrando a relevancia do desenvolvimento desses modelos,
Wicha e colaboradores (2017), avaliaram a terapia combinada de diferentes
antimicrobianos (linezolida ou vancomicina combinadas com meropenem) para a
ampliagdo do espectro no tratamento de infecgcbes causadas por S. aureus
suscetivel a meticilina (MSSA). Os dados de experimentos in vitro foram
translacionados com dados in vivo, para comparar o poder de predicdo desse
modelo para diferentes tratamentos com a combinacdo desses farmacos.
Simulac¢des de ensaios clinicos foram realizadas e revelaram que a combinacao de
vancomicina-meropenem pode ser favordvel sobre a combinacdo linezolida-
meropenem devido a uma interagcdo antagbnica desfavoravel entre linezolida e
meropenem.

Em 2013, Nielsen e Friberg, elaboraram uma reviséo sobre a importancia de
modelos PK/PD e mostraram os modelos desenvolvidos para antimicrobianos
baseados em dados de PD obtidos in vitro e dados de PK obtidos em animais e
humanos. Dentre esses diversos modelos abordados, foram mencionados o0s
modelos que incluem a resisténcia adaptativa, obtidos de dados de time-kill curves in
vitro. Esses modelos estdo esquematizados na Figura 11, seguidos das curvas
simuladas para cada modelo, tanto para time-kill curves com concentracoes

estaticas quanto com concentracfes dinamicas de farmaco.



47

A k=0 b (static) ke=0.2h™! (dynamic)
10
s /
é \/_ K
£
&
i
K, e
2 <4
0
B 10 - CONC
s /' — 0xECs
0.5 xEC.
6 P <0
% 1xECsq
4 =
K = w— 2 xEC50
2 .
& 10xECsg
2o
=0
2
=
=
c 10
=
&
3
9
o
[++]

D 1PPON

1 PPON

NN

T T T T
5 10 15 20 250 5 10 15 20 25
Time (h)

=

Figura 11. llustracdes esquematicas de quatro estruturas diferentes do modelo
PK/PD (painel esquerdo) com time-kill curves simuladas apdés uma exposicdo a
concentracdo constante do farmaco - estatica (painel do meio) ou concentracdes
flutuante - dindmica (painel direito). *O crescimento logistico foi aplicado de acordo
com Kgrowth X (1— (B1 + B2) / Bmax), sendo Bmax 0 nimero de bactérias na fase
estacionaria dentro do sistema. C, compartimento do farmaco; B1, compartimento
com bactérias sensiveis ao farmaco; B2, compartimento com bactérias menos
sensiveis ao farmaco; B3, compartimento com bactérias na fase estacionaria,
resistentes ao farmaco; ke, constante de eliminacdo de primeira ordem; y, fator de
sigmoidicidade. Condic¢fes iniciais usadas para simulagbes: C =0, 0,5, 1, 2 e 10 X
ECso, respectivamente; B1 = 1.000.000 UFC/mL; B2 = 10 UFC/mL; B3 = 0 UFC/mL.
Parametros PK usados para as simulagées: ke = 0 e 0,2 h'! para exposicdo estatica
(meio) e dinamica (direita) a farmacos, respectivamente; Kgronth = 1,4 h! Kgeath = 0,2 h-
L Emax = 3 h' (B1 e B2); ECso = 10 e 100 para B1 e B2, respectivamente; y = 1.5;
Bmax = 500,000,000 CFU/mL; B = 100; T = 0.00005.
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Esses modelos descrevem a resisténcia proveniente de uma exposicdo das
bactérias ao farmaco e a consequente selecdo natural daguelas com mutacdes
genéticas favoraveis a sua sobrevivéncia no meio. Por isso, essas curvas
apresentam concentracdes decrescentes de bactérias até certo momento e um
recrescimento proveniente daquelas que adquiriram resisténcia. No entanto, nenhum
dos modelos de resisténcia adaptativa existentes é capaz de descrever as curvas de
efeito paradoxal caracteristicas dos B-lactamicos, cujo efeito € inibido pela
concentracdo, ja que essas curvas sao crescentes desde os primeiros momentos de
exposicdo da bactéria a altas concentracbes do farmaco. Nesse contexto, ha
necessidade de ampliar a avaliacdo dos perfis de morte bacteriano por tempo
obtidos para CFZ frente a S. aureus com concentragdes maiores que 8 pug/mL (8 e
16 vezes a CIM) visando incluir no modelo parametros que descrevem o efeito
paradoxal observado. Essa etapa se coloca como perspectiva para o presente
trabalho.

Os resultados obtidos até o momento permitiram mostrar que o indice e o
modelo PK/PD geraram PTAs concordantes para a maioria das situacdes utilizado
as doses de 2 e 3 g de CFZ frente a E. coli e S. aureus, apesar de o modelo PK/PD
ser uma abordagem mais preditiva. Apenas a dose de 3 g apresenta maior
probabilidade de sucesso no tratamento de infec¢cdes por E. coli com CIM de 2
ug/mL. Em bactérias mais resistentes, com CIM mais elevada, o insucesso no
tratamento profilatico se torna muito mais provavel. No caso da S. aureus, apesar
dos resultados indicarem que essas doses podem ser eficazes frente a CIM mais
frequente, o efeito paradoxal ndo pode ser esquecido. Quando as concentracdes da
CFZ na biofase ultrapassarem a concentracdo que desencadeie o efeito paradoxal
havera inibicdo da morte bacteriana e concentragbes mais elevadas nédo irdo
reverter esse efeito.

Sendo assim, a modelagem do efeito paradoxal da CFZ frente a S. aureus se
faz necessaria para melhor descrever o desfecho de diferentes posologias

profilaticas desse farmaco.



49

7 CONCLUSOES

Considerando como critério de aceitacdo a PTA de 90% em que 100% do
tempo de 4 h de cirurgia as concentracdes livres sejam superiores a CIM, a dose de
3 g apresenta maior eficacia profilatica do que a dose de 2 g, ja que PTAs acima de
90% sao observadas para essa dose pelo menos até a CIM de 2 ug/mL para ambas
bactérias mais prevalentes em ISC. Sendo assim, a dose ideal seria a de 3 g, que ja
€ recomendada para pacientes com peso igual ou superior a 120 kg.

O uso de indices PK/PD para a otimizacdo de doses e predicdo do desfecho
clinico na profilaxia de cirurgia bariatrica tem sido preconizados na literatura. Porém,
o desenvolvimento de modelos PK/PD que sejam cada vez mais descritivos e
preditivos, pois levam em consideracdo o efeito antimicrobianos das concentragoes
livres na biofase em funcédo do tempo, sdo um avanco na profilaxia cirargica para
grupos especiais, como 0s pacientes obesos, pois podem reduzir a ocorréncia de

ISC e diminuir a emergéncia de cepas resistentes.

8 PERSPECTIVAS

Visando a utilizacdo da modelagem PK/PD para escolha da posologia
profilatica da CFZ em pacientes submetidos a cirurgia bariatrica, as proximas etapas
desse trabalho séo: determinar in vitro qual o inéculo minimo necessario para se
estabelecer uma infeccdo e avaliar, através de time-kill curves dinamicas, o que
aconteceria se esse inoculo fosse adicionado ao meio de cultura quando diferentes
concentracbes do farmaco estdo presentes. Essas investigacdes, associadas a
modelagem do efeito paradoxal observado para CFZ frente a S. aureus deveréo
tornar o modelo mais completo, aumentando ainda mais sua capacidade preditiva da

eficacia profilatica da cefazolina em cirurgia bariatrica.
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