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RESUMO

O objetivo geral do projeto foi investigar as alteracdes na penetracdo pulmonar
do ciprofloxacino (CIP), tanto no intersticio como no liquido de revestimento
pulmonar (ELF), na dependéncia do estagio da infeccdo (agudo ou crénico) e de
diferentes espécies bacterianas Gram-negativas formadoras de biofilme
infectantes: Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae. Inicialmente
avaliou-se as concentracoes plasmaticas, livres intersticiais pulmonares e livres
no ELF do CIP apés administracao i.v. bolus de 20 mg/kg a ratos Wistar sadios,
aguda (2 dias) e cronicamente (14 dias) infectados com P. aeruginosa.
As concentragcfes livres pulmonares e no ELF foram determinadas por
microdialise. Um modelo farmacocinético populacional (popPK) foi desenvolvido
para descrever a disposi¢cado pulmonar do CIP nas diferentes condicfes usando
NONMEM® (versao 7.4.3) com FOCE+I. Os dados plasméticos foram descritos
como um modelo de trés compartimentos com eliminacdo de primeira ordem.
Para a inclusdo de dados pulmonares, o modelo foi expandido para quatro
compartimentos e as concentracdes no ELF foram descritas como uma fracéo
dos niveis intersticiais pulmonares, estimada como um fator de distribuigdo (fD),
uma vez ndo foram impactadas pelo processo infeccioso. Nao foram observadas
alteracdes significativas nas concentracdes plasmaticas e pulmonares do CIP
em decorréncia da infec¢cdo aguda, possibilitando juntar esse grupo aos grupos
sadio/bead branco no desenvolvimento do modelo. Determinou-se variabilidade
interindividual em fD, clearance do compartimento central, clearance
intercompartimental do primeiro compartimento periférico e do compartimento
pulmonar e no volume do compartimento pulmonar. Para descrever o grupo com
infecgdo crbnica, que mostrou aumento nas concentracdes plasmaticas e
reducao de 4 vezes nas concentracdes livres intersticiais pulmonares, adicionou-
se ao modelo a covariavel infeccdo cronica no clearance central e
um clearance pulmonar. Simulacdes geradas pelo modelo popPK foram
utilizadas para avaliar a probabilidade de as concentragdes atingirem eficacia
terapéutica utilizando como alvo o indice PK/PD é&rea sob a curva de
concentracéo livre/concentracao inibitoria minima (MIC) - fAUCo-24/MIC = 90 —
para a dose de 20 mg g8h, equivalente a 400 mg q8h utilizada em humanos. Os
resultados mostraram que, apesar da reducédo das concentracdes intersticiais
pulmonares devido a infeccéo crénica, as mesmas foram suficientes para tratar
pneumonias com P. aeruginosa com MIC até 0,125 mg/L (probabilidade de
atingir o alvo - PTA > 90%), que € o MIC mais prevalente para esse
microrganismo, mas sao insuficientes para tratar pneumonias causadas por
cepas menos susceptiveis. As concentracdes livres no ELF em infeccdes
pulmonares cronicas podem ser insuficientes para resultar num tratamento
eficaz. Na sequéncia, avaliou-se o impacto da alteracdo do agente infectante na
distribuicdo pulmonar do CIP na infeccdo crbnica. Determinou-se as
concentracfes de CIP no plasma e livre no intersticio pulmonar de ratos Wistar



machos cronicamente (14 d) infectados com K. pneumoniae ap6s administracéo
da dose de 20 mg/kg i.v. bolus. Os resultados mostraram que a infeccao por K.
pneumoniae produz a mesma altera¢ao nas concentracfes plasmaticas do CIP
observada na infeccdo por P. aeruginosa, mas as concentracdes livres no
intersticio pulmonar foram menores do que as observadas nos animais
saudaveis ou infectados por P. aeruginosa. Usando o mesmo modelo popPK
desenvolvido para P. aeruginosa, avaliou-se comparativamente os dados
plasmaticos e pulmonares da infeccdo por K. pneumoniae, sendo determinada
diferenca apenas no clearance pulmonar entre as duas espécies bacterianas.
Apesar da reducdo mais pronunciada nas concentracfes livres intersticiais
pulmonares de CIP causadas pela infeccdo cronica por K. pneumoniae, a
probabilidade de atingir o alvo fAUCo-24/MIC = 90 para a dose de 20 mg/kg g8h
foi > 90% para a MIC mais prevalente dessa espécie bacteriana (0.03 mg/L).
Para infeccdes com cepas menos susceptiveis, a PTA cai drasticamente, sendo
necessario investigar outras posologias. Em resumo, foi possivel concluir que a
infeccdo cronica por ambas as espécies bacterianas causa alteracdes na
disposicéo plasmatica e pulmonar do CIP e que as concentracdes no ELF sao
dependentes das concentracdes pulmonares intersticiais. A dose de 20 mg/kg
g8h gera concentracdes pulmonares eficazes para tratar infec¢des crénicas para
os MICs mais prevalentes de ambas as bactérias, mas ndo para cepas menos
susceptiveis. As concentracdes livres de CIP no ELF ndo séo eficazes para
produzir erradicacdo bacteriana das cepas menos susceptiveis de ambas as
bactérias.

Palavras-chave: Ciprofloxacino; farmacocinética populacional; microdidlise;
infecgao pulmonar; Pseudomonas aeruginosa; Klebsiella pneumoniae.



ABSTRACT

Population Pharmacokinetic Modeling of Ciprofloxacin in Gram-Negative
Bacterial Infection

The main objective of this project was to investigate alterations on ciprofloxacin
(CIP) lung penetration, on the interstitium as well as on epithelial lining fluid (ELF),
on dependency of the stage of infection (acute or chronic) and differences
between biofilm-forming Gram-negative bacterial species: Pseudomonas
aeruginosa and Klebsiella pneumoniae. First, plasma, free lung and free ELF
CIP concentrations were evaluated after 20 mg/kg i.v bolus dosing to healthy
Wistar rats, acute (2 d) and chronically (14 d) infected by P. aeruginosa. Free
lung and ELF concentrations were determined by microdialysis. A population
pharmacokinetic model (popPK) was developed to describe CIP lung disposition
at different conditions using NONMEM® (version 7.4.3) with FOCE+l. Plasma
data were described as a three-compartment model with first order elimination.
To include lung data, the model was expanded to four compartments with ELF
being described as a fraction of interstitium lung levels, estimated as a distribution
factor (fD), since ELF concentrations were not influenced by the infectious
process. No significant alterations were observed on CIP plasma and lung
concentrations caused by acute infection, allowing to pool these groups with
healthy and blank bead groups during modelling development. Interindividual
variability was determined on fD, central clearance, intercompartmental
clearances of the first peripheral compartment and lung compartment and lung
volume. To describe the chronically infected group, which showed an increase in
plasma concentrations and a 4-fold reduction on free interstitial lung
concentrations, chronic infection was added as covariate on central clearance
and on lung clearance. Simulations were performed with the popPK model in
order to evaluate the probability of CIP concentration obtained for the 20 mg q8h,
equivalent to 400 mg g8h used in humans, to reach therapeutic efficacy, using
as a target the PK/PD index area under the free concentration/minimal inhibitory
concentration - fAUCo-24/MIC = 90. The results showed that, in spite of the
reduction on interstitial lung concentrations due to chronic infection, they were
sufficient to treat pneumonia caused by P. aeruginosa with MIC up to 0.125 mg/L
(probability of target attainment — PTA>90%), which is the most prevalent MIC for
this pathogen, but were insufficient to treat pneumonia caused by less
susceptible strains. Free ELF concentrations on chronic lung infections can be
insufficient to result in an efficacious treatment. Next, the impact of changing the
infecting agent on CIP lung distribution on chronic infection was evaluated. CIP
plasma and lung interstitial concentrations were determined on male Wistar rats
chronically (14 d) infected by K. pneumoniae after CIP 20 mg/kg i.v. bolus dosing.



The result showed that K. pneumoniae infection produced the same alteration on
CIP plasma concentrations that were observed with P. aeruginosa infection.
However, CIP free interstitial lung concentrations were smaller than the
concentrations observed on healthy or P. aeruginosa chronically infected groups.
Using the same popPK model developed for P. aeruginosa, plasma and lung
data from K. pneumoniae infection were comparatively evaluated. The only
difference between the two bacterial species was determined on CIP lung
clearance. Although the more pronounced reduction on CIP free interstitial lung
concentrations caused by K. pneumoniae chronic infection, the probability of
target attainment fAUCo-24/MIC = 90 for 20 mg/kg q8h was >90% to the most
prevalent MIC of this bacterial specie (0.03 mg/L). For infections with less
susceptible strains, the PTA drops drastically, suggesting the need to investigate
other dosing regimens. In summary, it was possible to conclude that chronic
infection by both bacteria can cause alterations on CIP plasma and lung
concentrations and that ELF concentrations are dependent on interstitial lung
concentrations. The dose regimen of 20 mg/kg g8h generates effective interstitial
lung concentrations to treat chronic infection caused by the most prevalent MIC
for each bacteria, but not to treat less susceptible strains. CIP free ELF
concentrations are not effective to promote bacterial eradication of the most
prevalent strains for both bacteria.

Keywords: Ciprofloxacin; population pharmacokinetic; microdialysis; lung
infection; Pseudomonas aeruginosa,; Klebsiella pneumoniae.
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INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA
|






O ciprofloxacino (CIP) é uma fluoroquinolona de segunda geracéo
empregada no tratamento de diversos processos infecciosos, como do trato
urindrio e do sistema respiratério. No tratamento de infec¢cdes do sistema
respiratério, embora utilizado em menor escala, o ciprofloxacino tem papel
importante, atuando como fluoroquinolona antipseudomonas (CIPOLLA;
BLANCHARD; GONDA, 2016). Seu transporte através das membranas permite
a passagem de substratos de maneira energia-dependente (DEEN et al., 2005).
Dentre esses transportadores pulmonares, a glicoproteina-P (P-gp), responsével
pelo efluxo de farmacos, esta localizada na regiao apical das células ciliadas e
nas regifes apical e lateral de células serosas das glandulas brénquicas, sendo
responsavel pelo transporte de farmacos no sentido intersticio-lumen (DEEN et
al., 2005; BERG et al., 2018). Por outro lado, o influxo de farmacos é realizado
por transportadores de cations organicos (OTCs), localizados no epitélio alveolar
(ONG et al., 2013). Alteracdes fisioldgicas provocadas por doencas infecciosas
ou a resposta inflamatéria provocada pela infec¢cdo podem acarretar alteraces
importantes na distribuicdo tecidual de farmacos, pela inibicdo ou
superexpressdo desses transportadores, facilitando ou comprometendo a
chegada dos antimicrobianos ao sitio de acdo (UEYAMA et al., 2005; BERG et
al., 2018).

Quando o epitélio pulmonar € exposto a bactéria, ha o desencadeamento
da resposta inflamatéria mediada pelos macréfagos alveolares, presentes nas
vias aéreas, alvéolos, e intersticio pulmonar, que liberam citocinas pro-
inflamatorias como fator de necrose tumoral TNF-a, interleucinas - IL-1(3, IL-6,
IL-8 - e quimiocinas, que possuem diversas funcbes como controle de
crescimento e ativacdo de células do sistema imune, auxiliando a migracao de
neutréfilos para o sitio de infeccdo a fim de combaté-la (KNAPP, 2009;
MOLDOVEANU et al., 2009). A resposta inflamatéria provoca vasodilatacao,
aumento da permeabilidade e infiltrac&o celular. Quando a resolucéo da infeccéo
nao ocorre, o quadro inflamatério até entdo agudo evolui para cronico,
aumentando a destruicdo tecidual decorrente da tentativa frustrada de eliminar
0s microrganismos invasores (CHEN et al., 2018).

A reacéo inflamatoria em processos infecciosos pode ser desencadeada

de forma indireta através da liberacdo de endotoxinas presentes na parede
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celular de bactérias Gram-negativas, interferindo também no clearance
mucociliar e facilitando a adesédo bacteriana ao tecido pulmonar. Segundo o
estudo de Ueyama e colaboradores (2005), as endotoxinas liberadas pelos
microrganismos também podem estar envolvidas em alteragBes na expressao
de transportadores de influxo e efluxo, a medida que prejudicariam o transporte
de farmacos. Neste estudo os autores realizaram um teste utilizando antipirina,
e foi observado que as endotoxinas de Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas
aeruginosa foram responsaveis pela diminuig&o significativa dos niveis hepaticos
da P-gp (P-glicoprotein), sendo esse decréscimo maior para a enterobactéria,
considerando a maior diminuicdo do clearance do farmaco para ela. Quando
analisada a influéncia sobre o Mrp-2 (Multidrug resistance protein 2), outro
transportador de efluxo, as endotoxinas mostraram-se irrelevantes. O estudo de
Ueyama e colaboradores (2005) elucida o comportamento da expressédo de
transportadores presentes no figado. Todavia, esses transportadores como, por
exemplo, a Pg-P, estdo distribuidos em diversos tecidos incluindo o tecido
pulmonar. Diante disso, uma infec¢éo localizada no pulméo causaria a liberacéo
de endotoxinas impactando indiretamente na secrecdo de mediadores
inflamatorios (citocinas, interferons) induzindo mudancas fisiol6gicas, como
mudancas na expressao de transportadores, que podem ser importantes quando
se fala da entrada de farmacos no sitio de agcdo (Atamas et al., 2013)

As pneumonias bacterianas sdo conhecidas como causa frequente de
sepse em humanos. Conforme o ambiente em que ocorrem, altera-se a
prevaléncia dos patdgenos associados a infeccdo (KNAPP, 2009): pneumonias
adquiridas na comunidade ou em hospitais, em sua maioria envolvem a presenca
de microrganismos extracelulares como Streptococcus pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa e enterobactérias (NI et al., 2017). Dentre esses, a P.
aeruginosa destaca-se por ser um patdégeno oportunista, atribuido como causa
frequente de pneumonias associadas a ventilacdo mecéanica, sendo também
responsavel por infec¢des cronicas em pacientes fibrocisticos (BIELEN et al..,
2017). A Klebsiella pneumoniae responde por uma proporcdo das infeccdes
hospitalares, tendo o lipopolissacarideo componente de sua matriz como um
importante fator de viruléncia (CHEN et al., 2018).

Tanto P. aeruginosa quanto K. pneumoniae podem apresentar fenotipo

formador de biofilmes, que consistem em agregados bacterianos envoltos por
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matriz polimérica extracelular cujo objetivo € evitar a resposta imune do
hospedeiro. Os biofilmes podem ser considerados 100 a 1000 vezes mais
resistentes aos antimicrobianos em comparagcdo com a sua forma plancténica.
Uma vez estabelecido, a matriz do biofiilme limita a penetracdo de
antimicrobianos devido a formacédo de uma estrutura mais rigida e a acdo dos
antimicrobianos passa a ser limitada em regibes em que ha deplecao de
nutrientes (BALDWIN; HONEYBOURNE; WISE, 1992; DONLAN, 2002; CIOFU
et al., 2014).

Nesse contexto, a distribuicdo tecidual do CIP tem sido estudada em
Nosso grupo de pesquisa através de modelos animais com ou sem infeccao
experimental. Inicialmente, Zimmermann et al. (2015) utilizaram o inibidor de P-
gp tariquidar para avaliar a contribuicdo dos transportadores de efluxo na
distribuicdo pulmonar e prostatica do CIP. O estudo, realizado através de
microdialise em ratos Wistar sadios apds dose i.v. bolus de 7 mg/kg do farmaco,
com e sem a administracdo concomitante de tariquidar (15 mg/kg), permitiu
observar que a inibicdo da P-gp néo resultou em alteracdes na distribuicéo
pulmonar do CIP quando o farmaco foi administrado por via intravenosa. O fator
de penetracao tecidual (fT = ASCo-wtecido,livre/ ASCo-wplasma,iivre) d0 CIP foi maior do
que a unidade (fT = 1,2) na auséncia do inibidor de P-gp, indicando que
transportadores de influxo atuam preponderantemente na penetragdo pulmonar
desse farmaco. Na presenca do inibidor, o fT foi reduzido a metade (0,5), devido
ao aumento da exposi¢ao central resultante da reducéo de 45% no clearance
plasmatico do farmaco, sem alteracdo importante na exposicéao livre pulmonar.
A reducao de clearance plasmatico se deveu a inibicdo da P-gp nos rins,
comprometendo a excrecdo do CIP, principal mecanismo de eliminacdo das
fluoroquinolonas (NOUAILLE et al.,1998). Embora estudos in vitro tenham
demostrado que CIP é substrato para transportadores de efluxo, esse
mecanismo ndo se mostrou relevante para distribuicdo pulmonar do farmaco em
animais higidos quando administrado intravenosamente, como ocorre na rotina
clinica.

Nos experimentos visando avaliar a penetragdo de antimicrobianos em
situacao de infeccdo, conduzidos pelo grupo de pesquisa, tem-se trabalhado
com bactérias formadoras de biofilme. Nos pulmdes, os biofiimes podem estar

impregnados ao muco presente na traqueia, bréonquios e bronquiolos, enquanto

25



a forma planctdnica da bactéria, cuja susceptibilidade a resposta imune é maior,
pode estar localizada na regido dos alvéolos (WANG et al., 2014).

A penetracdo pulmonar do CIP foi investigada em modelo de infeccéo
pulmonar crbénica (14 dias) por P. aeruginosa formadora de biofilme em
comparacgao com a penetragdo em ratos Wistar higidos. Apos dose i.v. bolus de
20 mg/kg, Torres e colaboradores (2017) mostraram que nha infec¢do crbnica
houve aumento significativo da exposicédo plasmatica (ASCo-~ de 13,30 £ 3,50
para 27,30 = 12,10 pg-h/mL) ao farmaco, devido a reducéo do clearance de 1,59
+ 0,40 L/h/kg para 0,89 £ 0,44 L/h/kg, causada por alteragdes na eliminacao renal
devidas ao processo infeccioso. Quando observadas as concentracdes livres
intersticiais pulmonares, determinadas por microdialise, verificou-se uma
reducdo de quatro vezes no fT do grupo infectado (0,44) quando comparado ao
grupo sadio (1,69). Nesse trabalho, o modelo farmacocinético populacional
(popPK) proposto indicou que, para explicar a reducéo da exposicao intersticial
devido a infeccdo cronica, era necessario dividir o compartimento pulmonar em
duas partes, sendo uma o compartimento compreendido pelas células e o
espaco intersticial, onde as amostras de microdialise foram coletadas, e a outra
o compartimento fluido, compreendido pelo fluido de revestimento epitelial
pulmonar — ELF e muco. Com a adicdo de um clearance a partir do
compartimento pulmonar fluido no grupo infectado, 0 modelo popPK descreveu
adequadamente os dados de animais sadios e infectados. As hipoteses
levantadas para explicar a reducdo das concentracdes livres intersticiais na
infeccdo foram o aumento da distribuicdo do farmaco para o ELF, na forma livre
ou ligada as proteinas, e/ou a penetracdo celular do mesmo, uma vez que
fluoroquinolonas tem penetracdo celular relatada (SCHULER et al., 1997).

Visando aumentar o entendimento do processo de distribuicdo pulmonar
do CIP durante a infeccdo cronica, bem como investigar se os diferentes estagios
da infecgcéo (agudo e cronico) impactariam de modo diferente na distribuicdo
deste farmaco, Lock (2018) avaliou por microdialise as concentracdes livres
pulmonares do CIP em animais infectados agudamente e as concentracdes
livres no ELF em animais sadios e infectados agudamente (7 dias) por
Pseudomonas aeruginosa.. Verificou-se que, para as concentracdes livres
intersticiais pulmonares, existe uma tendéncia de reducéo da exposicéo ao CIP

conforme a evolucéo da infeccdo, embora ndo estatisticamente significativa na
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comparacao dos grupos higido e infecgdo aguda ou infeccdo cronica e infecgédo
aguda. A penetracdo pulmonar no grupo infeccdo aguda mostrou-se
intermediaria (ASCo-~= 12,1 £ 5,3 ug-h/mL) quando comparada as areas sob a
curva considerando o grupo sadio (ASCo-- = 15,8 + 6,6 pg-h/mL) e com infecgéo
cronica (ASCo-- = 8,4 £ 1,8 ug-h/mL). Além disso, considerando a passagem do
farmaco dos capilares sanguineos para o intersticio, o fT para o grupo sadio foi
maior que 1 (fT = 1,69), dando indicios da presenca de transportadores de
influxo. Nos animais infectados cronicamente o fT foi menor que 1 (fT = 0,44), o
qgue sugere a influéncia da infeccao/inflamacgéo no processo de efluxo, e nos
animais com infec¢do aguda, o fT foi intermediario (fT = 1,02). Considerando a
passagem do farmaco do intersticio pulmonar para o PELF, fez-se a raz&o entre
as concentracdes bronquicas e pulmonares no estudo de Lock (2018). Para os
animais sadios (fT = 0,46), agudos (fT = 0,46) e crbnico (fT = 0,64) observou-se
gue as concentracdes no PELF séo inferiores as concentracdes pulmonares e
nao sdo muito afetadas pela infeccdo. Isso indica que nas infec¢des crénicas o
CIP estaria localizado em outro compartimento pulmonar, como o interior das
células, ou mais ligado as proteinas. Um modelo popPK para o CIP, levando em
consideracéo os diferentes estagios da infeccdo pulmonar, devera possibilitar o
melhor entendimento das alteracdes da penetracdo pulmonar em funcédo da
infeccdo, permitindo realizar previsdes da eficacia de diferentes posologias para
o tratamento de pneumonia com essa bactéria.

Considerando que as endotoxinas liberadas por diferentes bactérias
podem impactar de modo distinto os transportadores de membrana, a
investigacdo da penetracdo pulmonar do CIP em modelo de infeccdo por K.
pneumoniae formadora de biofilme se torna relevante. Neste cendrio, este
projeto pretende aprofundar a investigacdo da influéncia da infeccéo por
diferentes espécies bacterianas na distribuicdo pulmonar do CIP e propor
modelos farmacocinéticos populacionais capazes de descrever as alteracoes

farmacocinéticas observadas.
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OBJETIVOS
.






Objetivo geral

Objetivo geral do projeto foi investigar as possiveis alteracdes na
penetragédo pulmonar do CIP na dependéncia do grau de infeccao e diferentes

espécies bacterianas.

Objetivos especificos

- Revisar a literatura pontuando as principais diferengas entre biofilmes de K.

pneumoniae e P. aeruginosa e sua relacédo com estudos de farmacocinética;

- Desenvolver modelo popPK para CIP com dados de plasma, pulméo e PELF
de animais higidos, bead branco e infectados aguda e cronicamente por P.

aeruginosa formadora de biofilme, obtidos em estudos anteriores do grupo;

- Implementar modelos de infeccdo pulmonar crénica por Klebsiella pneumoniae

formadora de biofilme em ratos Wistar;

- Determinar as concentracdes plasmaticas e as concentracdes livres
pulmonares do CIP, por microdidlise, em animais cronicamente infectados por K.

pneumoniae apos dose de 20 mg/kg i.v. bolus;

- Desenvolver modelo popPK para o CIP em animais infectados por K.

pneumoniae;

- Comparar os modelos desenvolvidos para infec¢des cronicas causadas por P.
aeruginosa e K. pneumoniae verificando se existem diferentes alteracdes na

distribuicdo do CIP em infeccbes por diferentes bactérias Gram-negativas.

Os resultados dessa tese serdo apresentados na forma de capitulos, contendo:

1. Reviséo de literatura sobre o tema, que posteriormente serd formatado
para publicagéo;

2. Modelagem popPK do CIP com os resultados do estudo com P.
aeruginosa,

3. Modelagem popPK do CIP com os resultados do estudo com K.

pneumoniae e comparagao com o modelo de P. aeruginosa.
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CAPITULO | = LITERATURE REVIEW






O presente capitulo, cujo conteudo compreende das péginas 35 a 51 foi
suprimido uma vez que esti em finalizacdo com a finalidade de ser submetido.
Trata-se de uma revisdo da literatura que busca trazer informacdes quanto as
bactérias Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae
nas infecgcdes pulmonares, com enfoque nas suas diferencas de estrutura,
patogenicidade e tratamento.
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Artigo aceito para publicagdo na European Journal of Pharmaceutical Sciences
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O presente capitulo, cujo contedo compreende das paginas 56 a 95 foi suprimido, uma
vez que se trata de um artigo aceito para publicacdo na revista European Journal of
Pharmaceutical Sciences sob doi: https://doi.org/10.1016/].ejps.2023.106546. O artigo
trata da avaliacao das concentracfes do ciprofloxacino no plasma, intersticio pulmonar
e no fluido de revestimento epitelial pulmonar em ratos Wistar infectados aguda e
cronicamente por P. aeruginosa. Foi realizada modelagem farmacocinética populacional
para buscando avaliar o impacto dos diferentes estagios de infec¢cdo nas concentragées
do farmaco e identificar a presencga de possiveis covariaveis que possam explicar as
diferengas nas concentragdes encontradas.
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O presente capitulo, cujo conteddo compreende as paginas 100 a 126 foi
suprimido uma vez que pretende-se realizar a sua submissdo. Trata-se de um
estudo que avaliou as concentracfes plasmaticas e intersticiais pulmonares do
ciprofloxacino em ratos Wistar machos infectados cronicamente por K.
pneumoniae. O trabalho da sequencia ao artigo apresentado no capitulo I, e
utiliza o modelo farmacocinético populacional desenvolvido para P. aeruginosa
para avaliar possiveis covariaveis que ajudem a descrever as diferentes
concentracbes observadas diante das infeccbes cronicas por esses dois
patdogenos Gram-negativos.
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DISCUSSAO GERAL
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A forma usual de monitoramento terapéutico na pratica clinica envolve
avaliacao das concentracfes plasmaticas, assumindo que essas seriam capazes
de prever as concentracfes que atingem o sitio alvo. Em se tratando do uso de
antimicrobianos, o objetivo € combater a infeccdo no local em que ela se
apresenta, contudo, diferencas entre espécies bacterianas, presenc¢a ou ndo de
biofiilmes e estagio da infeccdo podem influenciar as concentracdes que
efetivamente estardo disponiveis no sitio alvo para atuar na erradicacdo do

patégeno e cura da doenca.

Diante deste contexto, o objetivo desta tese foi investigar as possiveis
alteracbes na penetracdo pulmonar do CIP na dependéncia do estagio de
infeccédo e diferentes espécies bacterianas. Para isso, inicialmente utilizamos de
dados disponiveis das concentracdes de plasma, pulmdo e ELF em animais
sadios, aguda e cronicamente infectados por P. aeruginosa oriundos de
experimentos desenvolvidos em nosso laboratorio para a construgdo de modelo

popPK que englobasse todas as informacdes.

Os experimentos de microdialise conduzidos em ratos Wistar sadios,
aguda (2 dias) e cronicamente infectados com P. aeruginosa permitiram
determinar que a infeccdo aguda ndo produziu alteracbes significativas nos
niveis plasmaticos e pulmonares do CIP. No entanto, a pneumonia crénica (14
dias) conduziu a um aumento na exposicdo plasmatica e uma reducdo na
exposicao livre intersticial do farmaco em comparacdo com os grupos sadio e
agudamente infectado. As concentracdes livres no ELF, em todos os grupos,
foram dependentes das concentracdes livres no intersticio pulmonar, nao sendo

afetadas pelos diferentes estagios da infeccéo.

Na presente tese, propusemos modificacdes no modelo popPK construido
por Torres et al. (2017) empregando dados de concentracao de CIP em plasma
e intersticio pulmonar de animais sadios e cronicamente infectados (14 dias) com
P. aeruginosa formadora de biofilme. O modelo popPK proposto descreve o
plasma com trés compartimentos com eliminacdo de primeira ordem, tendo um
compartimento central Unico, diferente do modelo particionado o compartimento

central em arterial e venoso, proposto anteriormente. As concentragdes livres
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intersticiais pulmonares foram incorporadas no modelo como um quarto
compartimento e as concentracdes livres no ELF foram descritas como uma
fracdo das concentracdes que chegam ao intersticio pulmonar, sendo estimadas
como um fator de distribuicdo. A infeccdo crénica se manteve como covariavel
para diferenciar o clearance do grupo com infec¢do crénica. Foi necessaria a
adicdo de um clearance pulmonar para melhor descrever as menores
concentracdes livres intersticiais observadas nos animais com infeccao crénica,
indicando que o farmaco pode estar sendo deslocado em maior quantidade para
o interior de macrofagos alveolares e outras células envolvidas na resposta
inflamatoria nessa condicdo. Os resultados indicam que a reducdo das
concentracdes intersticiais pulmonares observadas na infec¢ao cronica se deve
provavelmente ao aumento das concentracdes do farmaco no interior das células
e nao ao extravasamento para o ELF, como previamente hipotetizado (Torres et
al., 2017).

Os parametros estimados pelo modelo popPK desenvolvido foram
utilizados para simular concentracdes livres plasmaticas, pulmonares e no ELF
obtidas para a dose de 20 mg/kg g8h administrada para o tratamento de infec¢éo
cronica por P. aeruginosa, equivalente a dose de 400 mg/kg q8h recomendada
para humanos. A probabilidade dessas concentracbes atingirem o alvo
terapéutico fAUCo-24/MIC = 90 foram determinadas. Os PTAs mostraram que,
para ambos os estagios da infeccao, usando concentracdes livres plasmaticas
de CIP como substituto das concentracdes no sitio da infec¢éo, o regime de dose
prevé tratamento adequado para mais de 90% das infec¢cdes com MICs de até
0,25 mg/mL, que incluem o MIC mais prevalente da P. aeruginosa (0,125 mg/L).
Se as concentracgdes livres intersticiais pulmonares de CIP observadas no grupo
cronico forem usadas para acessar a eficacia do tratamento, um PTA = 90% foi
obtido apenas para MICs de até 0,125 mg/L. Para bactérias com MICs mais
altas, o tratamento seria menos eficaz. As concentracdes de CIP livres no ELF
foram suficientes para atingir PTA = 90% apenas para MICs muito baixas (< 0,06
mg/L), abaixo da CIM de P. aeruginosa mais prevalente. Esses resultados
reforcam a nocdo de que as concentracdes livres plasmaticas ndo sao boas
substitutas para o monitoramento do CIP no tratamento de pneumonias cronicas

uma vez que nao refletem as concentragfes no intersticio pulmonar e no ELF na
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situacdo de infec¢des cronicas por P. aeruginosa. Os resultados também
indicam que, se o objetivo do tratamento for a erradicacdo bacteriana no ELF,
posologias alternativas devem ser investigadas. Em se tratando de infeccdo
aguda em que o inicio da colonizacao se dé na interface das células pulmonares
com o ar, a utilizacdo da via intratraqueal pode ser uma escolha interessante
para que o farmaco chegue em concentracfes suficientes para erradicar a

bactéria no inicio da colonizacao e infeccéo.

Na segunda etapa da tese buscou-se investigar se a infeccéo crbnica por
diferentes espécies bacterianas poderia impactar na penetragdo pulmonar do
CIP de modo distinto. Com esse objetivo, investigamos a influéncia da K.
pneumoniae, por ser tratar de outra bactéria Gram-negativa formadora de

biofilme importante em casos de pneumonia adquirida ha comunidade.

Inicialmente foi realizada a validacdo do modelo de infeccéo crénica (14
dias) por K. pneumoniae impregnada em beads de alginato utilizada para P.
aeruginosa, sendo mantidas a mesma estratégia de inoculagdo pela via
intratraqueal e a mesma concentracdo do inéculo (108 UFC/mL). Os
experimentos de avaliacdo da farmacocinética plasmatica e intersticial pulmonar,
por microdialise, foram conduzidos em ratos Wistar sadios e infectados.
Verificou-se que as concentracdes plasmaticas do CIP na infeccdo por K.
pneumoniae se assemelham as concentracées observadas na pneumonia por
P. aeruginosa, ambas diferentes das concentracées encontradas nos animais
sadios. A exposicao pulmonar também foi alterada nessa bactéria, entretanto a
reducado das concentra¢des foi mais pronunciada para K. pneumoniae chegando
a ser 7 vezes menor que nos animais sadios e 1,7 vezes menor quando

comparada a infeccao crbnica por P. aeruginosa.

Utilizando o modelo popPK desenvolvido, modelou-se os dados dos
grupos sadios e infectados cronicamente por ambas bactérias. Nao foram
necessarias alteracbes no modelo estrutural, na variabilidade interindividual e no
modelo de erro residual. As concentracdes plasmaticas de CIP nas duas
infecgbes cronicas foram modeladas utilizando um Unico clearance para
caracterizar a infec¢cdo cronica, mantendo-se fixado o valor do fator de

distribuicdo para ELF em 37.6%, uma vez que para a infeccdo por K.

131



pneumoniae nao foram determinadas as concentragdes livres de CIP no ELF.
Para diferenciar os perfis pulmonares das duas bactérias, a adicdo de um
clearance pulmonar especifico para cada espécie bacteriana foi suficiente para
promover reducdo significativa na OFV e adequacdo grafica. O clearance
pulmonar da K. pneumoniae foi 2.26 vezes maior (CLLung = 0.414 L/h/kg) do que
o clearance pulmonar da P. aeruginosa (CLLung = 0.183 L/h/kg), indicando que
na infeccdo por K. pneumoniae o deslocamento do farmaco para as células é

mais pronunciado.

A avaliagdo da probabilidade de atingir o alvo PK/PD fAUCo-24/MIC = 90
foi conduzida considerando a prevaléncia de MICs para ambas as bactérias e as
concentracfes livres plasmaticas e teciduais simuladas para a posologia 20
mg/kg q8h. Para K. pneumoniae, foi possivel verificar que as concentracdes
plasmaticas livres de CIP séo eficazes (PTA = 90%) para MICs até 0.25 mg/L,
incluindo o MIC mais prevalente (0.03 mg/L). Todavia, 0 mesmo ndo €
evidenciado para as concentra¢cdes pulmonares, que sao eficazes para MICs até
0.06 mg/L. Embora atinja a MIC mais prevalente para essa enterobactéria, as
concentracbes plasméticas superestimam o efeito do farmaco, como

demostrado também para P. aeruginosa.

Por fim, esse estudo permitiu caracterizar as concentragdes do CIP tanto
no intersticio pulmonar quando no ELF na condicdo de pneumonia,
possibilitando estabelecer a relacdo quantitativa entre as mesmas e a influéncia
dos diferentes estagios da infeccdo por diferentes bactérias. Os resultados
confirmam que as concentracBes livres plasméticas do farmaco nao séao
indicativas das concentracdes nessas duas biofases e que diferentes espécies
bacterianas alteram de modo distinto a penetracdo pulmonar do CIP. O impacto
das alteracdes farmacocinéticas observadas para P. aeruginosa e K.
pneumoniae na eficacia do tratamento corrente com CIP deve ser relevante

guando a cepa infectante € menos suscetivel a esse antimicrobiano.
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Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

As infecgbes pulmonares cronicas por P. aeruginosa e K. pneumoniae
formadores de biofilme reduzem de modo distinto as concentragdes livres
do CIP no intersticio pulmonar em comparacdo com as concentracdes

observadas no pulméao sadio;

As concentragOes livres do CIP no ELF representam uma fracdo das
concentracdes livres intersticiais pulmonares do farmaco, independente

da presenca ou estagio da infeccao por P. aeruginosa.

O modelo popPK proposto foi capaz de descrever adequadamente a
relacdo entre as concentragcfes do CIP no plasma, intersticio pulmonar e
liquido de revestimento alveolar em animais sadios e com pneumonia
aguda e crbnica por P. aeruginosa formadora de biofilme, apds
administracdo intravenosa do farmaco, podendo ser utilizado para
investigar diferentes posologias;

O modelo popPK foi capaz de descrever adequadamente as
concentragbes do ciprofloxacino no plasma e intersticio pulmonar de
animais sadios e com pneumonia cronica por K. pneumoniae formadora

de biofilme, apds administracéo intravenosa do farmaco;

As concentracfes livres de CIP obtidas no intersticio pulmonar em
infecgbes crbnicas por P. aeruginosa e K. pneumoniae séo suficientes
para obter PTA = 90% tendo como alvo terapéutico o indice PK/PD
FAUCo0-24/MIC = 90 considerando a MIC para a cepa mais prevalente de

cada bactéria;

As concentracdes livres de CIP no ELF obtidas na infec¢éo crbénica por
P. aeruginosa nao sao suficientes para produzir PTA = 90% tendo como
alto terapéutico o indice PK/PD fAUCo-24/MIC = 90.
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UNNERSDADE FEDERAL Comissso De Etica No Uso De Animais
DO RI0 GRANDE DO SAL

i UFRGS PRO-REITORIA DE PESQUISA 59_@;1;&

CARTA DE APROVACAO
Comissdo De Etica No Uso De Animais analisou o projeto;

Numero: 38516

Tiulo: 4 1odelagem farmacocinética populacional do Gprofloxacing na inflamagio & na infecs30 por
becwras Gram-negativas

Vigéncia: 14/01/2016 3 31/08/2022

Pesquisadores:
Equipe UFRGS:

TERESA CRISTINA TAVARES DALLA COSTA - coorgenador d=sde 14X01/2019
Graziela de Aradjo Lock - Alune de Doutorado desde 14/01/2018

Comissédo De Etica No Uso De Animals aprovou o mesmo, em veunidao realizada em
11/02/2019 - Plenarinho - Andar Térreo do Prédio da Reitorla - Campus Centro da UFRGS-
Bairro Farroupiiha - Porto Alegre, em seus aspectos éticos e metodologicos, para a
utilizacdo de um total de 270 ratos Wistar, machos, pesando entre 250-300 g, oriundos do
Centro de Reprodugdo e Experimentacdo de Animais de Laboratério (CREAL/UFRGS), de
acordo com 0s preceitos das Diretrizes @ Normas Nacionails e internacionals, especialmente
a Lel 11.794 de 08 de novembro de 2008, o Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, @ as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagio Animal (CONCEA), que
disciplinam a produgdo, manutengdo efou utilizagdo de animais do filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem) em atividade de ensino ou pesquisa,

Peno Agre, Quinti-Feien. 21 de Feverais de 2019 Z 2 Z

MARCELO MELLER ALIEVY
Coordanador da comissdo de dica
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& Faculdade de Veterinaria & o0y,
F‘I'i Departamento de Patologia Clinica Veterinaria b1 ) P
U Gs Setor de Patologia Veterinaria 2 >
% FAVET- UFRGS &

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL

Porto Alegre, novembro de 2019.

Resultado de Exame de Necropsia N-1655-19
Espécie: rato Reaquisitante: Graziela de Araujo Lock
Sexo: macho Endereco: Av. Ipiranga, 2752 — Azenha
Raca: Wistar Instituicdo: Faculdade de Farmacia - UFRGS
Idade: aproximadamente 60 dias Telefone: 996297793
Nome: R28 E-mail: graziela lock@yahoo.com.br
Proprietario: NI Plantonistas: Andréia/ Rafael/ Ronaldo
Endereco: NI Data da morte: 31/10/2019
Telefone: NI Data da entrega: 31/10/2019

Data da necropsia: 31/10/2019
Material coletado: 6rgaos em formol 10%

Histérico (conforme requisitante): dois animais com dois dias de infecgdo por K
pneumoniae e dois animais com infec¢é@o de 14 dias por K. pneumoniae. Suspeita clinica:
pneumonia aguda e crénica.

Exame _macroscépico: cadaver de um rato, em bom estado corporal, com mucosas
normocoradas. Estomago: repleto de conteldo alimentar. Pulmao: areas multifocais
vermelho-escuras e firmes entremeadas com focos brancos. Demais o6rgaos sem
alteracdes.

Exame microscdpico: Pulmao: hemorragia multifocal moderada associado a congestao
multifocal acentuada além de areas de atelectasia e enfisema. Nota-se ainda hiperplasia
de BALT. Figado: Tumefacdo hepatocelular difusa moderada além congestdo difusa
moderada. Rim: areas multifocais moderadas de congestdo. Coragéao, timo, encéfalo,
testiculos, tecido adiposo, estdomago, intestino delgado, intestino grosso: sem
alteragdes microscopicas.

Diagnéstico: Hemorragia e congestdo pulmonar acentuadas

O original assinado pode ser retirado no setor de patologia veterindria da UFRGS.

Professor David Driemeier
CRMV-RS 5756
Setor de Patologia Veterinaria

Setor de Patologia Veterinaria
Av. Bento Gongalves, 9090 Prédio 42505 — Agronomia — Porto Alegre - RS
CEP 91540-000 Telefone: (51) 3308-6107
E-mail: setpatvet@ufrgs.br
Pagina 1 de 1
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Porto Alegre, novembro de 2013,

Resultado de Exame de Necropsia M-1656-19
Espécie: rato Requishante Graziela de Araio Lock
Genn macho = Av. Ipiranga, 2752 — Azenha
Raga Wistar Irﬁﬂﬂlgﬂi Facuklade de Farmacia - UFRGS
ifage: aprondmadaments 60 dlas Talefone: 996297793
Mome: 29 E-mall: graziela_lockghyahoo.com e
Proprietano: NI Plantonistas: Andratal Rarasl Ronaldo
Endereco: NI Data da morte: 31/10/2019
Telefone: M Data da enfrega; 3112019

Dala da necropela: 31710205
Material coletador Grgdos em formol 10%

Historice [conforme regquisitanis): dois animals com oois dias de Infecgdo por K
pneumonse & dois animals com Infecsdo de 14 das por K pneumonize. Suspalta ciinkca:
preumonia aguda 2 crinica.

Exame Macroscoplco: caddver d2 um rain, &m bom estado coporal, COM MUCOs3s
normocoradas. Estdmago: repleto de conteldo almeniar. Pulm®o: areas muRiffocals
WWMMEHMEMMMMW Demals Grgaos sem
a

E:mni::!m Pulmdio: Em meln a0 panénguimna obeervam-6e dreas muitiocals
por Ifikrado FMamatdno de Infidchios, plasmoachos, macnifagos 2
WE:EHI-EE- cElulas gigamtes mulinucieadas & em menor nimeng, 2osindlios & netrnafics.

Figado: Tumefacdo hepatocelular difusa moderada além difusa moderada.
Encafaly = Rbm: arsas muiTiocals moderadas de . Coragdo, mlscubs
esqualético, timo, bago, testiculos, fecldo adiposo, , Intastino dalgado,

Infesting grosss: sem ateracdes microseipicas.

Diagnastlcn: pneumonta granulomatoss

Y arigingl assimady pade ser rerirado mo senor de pataodopks veerindrie do LFRGS

Professor Cavid Dinemeer
CRMV-RS STak
SElor o Paboiogla Velennana

S oe Paisogn Welsrinars
. Barmiz Gorgabvas, 3000 Moo 0590%. - Agrmomomia - Poric Alsgrs - T
CEF N 580000 Telwlons: (51 THE-2 07
Lomml metpatvel gt o1
Figrs 1 &s 1
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