UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA: CIENCIAS MEDICAS

ANA MARIA SANDRI

FARMACOCINETICA DA POLIMIXINA B INTRAVENOSA EM PACIENTES EM
UNIDADE DE TERAPIA INTENSIVA

Porto Alegre

2013



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA: CIENCIAS MEDICAS

FARMACOCINETICA DA POLIMIXINA B INTRAVENOSA EM PACIENTES EM
UNIDADE DE TERAPIA INTENSIVA

ANA MARIA SANDRI

Orientador: Alexandre Prehn Zavascki

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo
em Medicina: Ciéncias Médicas, UFRGS, como

requisito para obtencéo do titulo de Doutor

Porto Alegre, dezembro de 2013



CIP - Catalogacao na Publicacédo

Sandri, Ana Maria

Farmacoci nética da Polinixina B Intravenosa em
Paci ent es em Uni dade de Terapia Intensiva / Ana
Maria Sandri. -- 2013.

102 f.

Ori entador: Al exandre Prehn Zavascki .

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Facul dade de Medicina, Programa de Pés-
Graduacao em Medi ci na: G éncias Mdicas, Porto
Al egre, BR-RS, 2013.

1. Polimxinas. 2. Colistina. 3. Farmacocinética.
4. Sel ecdo de Doses. 5. Recuperacgdo Urinaria. |.
Zavascki, Al exandre Prehn, orient. |l. Titul o.

Elaborada pelo Sistema de Geracéo Automética de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




DEDICATORIA

Ao meu pai, Abrilino Sandri (in memoriam), pelo exemplo de caréater, honestidade e incentivo
ao conhecimento e a minha mae, Angelina Pazini Sandri, pelo exemplo de dedicacéo irrestrita
a familia, de alegria e de amor a vida.



AGRADECIMENTOS

As enfermeiras Micheline G. Dalarosa e Rosaura C. Bourdinhdo e ao Dr. Diego Falci do
Hospital Nossa Senhora da Conceicdo, a residente Taina F. Behle e ao Dr. Marcio M. Boniatti

do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, pelo auxilio na coleta de dados.

Aos Laboratdrios de Microbiologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, em especial a
bioquimica Vanessa B. Ribeiro, e do Hospital S&o Lucas da Pontificia Universidade Catdlica

do Rio Grande do Sul pelo suporte na manipulacao das amostras.

Ao Laboratério de Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, em especial ao

funcionério Everaldo, pelo auxilio no processamento e armazenamento das amostras.

A equipe do Servico de Controle de Infeccio do Hospital Sdo Lucas da Pontificia
Universidade do Rio Grande do Sul, em especial a secretaria Maria Heloisa da Rosa Urbano,

pelo auxilio com os prontuérios.

Ao Servigo de Infectologia do Hospital S&o Lucas da Pontificia Universidade do Rio Grande
do Sul, Dr. Gabriel Narvaez, Dra.Candida Neves, Dr. Fabiano Ramos, Dra. Leticia G. Lobo e

Dra. Maria Helena Rigatto por todo o apoio proporcionado para a realizacdo desta tese.

Aos colegas da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre, Dra. Marilia
Severo e, especialmente, ao Dr. Paulo Behar, pelo apoio e incentivo para a condugédo desta
tese.

Ao Programa de P6s-Graduacdo em Medicina: Ciéncias Médicas, UFRGS, pelo acolhimento,
desde 0 meu Mestrado e pela atencdo dispensada; parabenizo pela organizacdo e seriedade do
trabalho.

A Dra. Cornelia B. Landersdorfer, do Disposition and Dynamics, Monash Institute of Pharmaceutical
Sciences, Monash University, Australia, pela analise farmacocinética, modelagem populacional e

SimulacGes de Monte Carlo.

Ao Dr. Jian Li e Dr. Roger L., do Nation do Centre for Medicine Use and Safety, Faculty of
Pharmacy and Pharmaceutical Sciences, Monash University, Australia, pela participacdo na analise

dos dados e redacéo dos artigos.



Ao Dr.Alan Forrest, pelo acolhimento na SUNY-Buffalo School of Pharmacy and School of
Public Health, Buffalo/NY/USA, pelos conhecimentos transmitidos e pela participagdo na

analise dos dados.

A Dra. Gauri Rao, pelo acolhimento na SUNY-Buffalo School of Pharmacy and School of

Public Health, Buffalo/NY/USA e pelos conhecimentos transmitidos.
Ao Fernando C. Fervenza, pelo incentivo e exemplo de dedicacéo a ciéncia.
Ao Dr. Gley Costa, pelo apoio constante e por me ensinar a acreditar.

A toda minha familia, pelo apoio, incentivo e compreensdao nas minhas auséncias e, em

especial, a minha irma Vera Maria S. Jost, pelo estimulo a pesquisa cientifica.
Ao Regis Fontana, pelo companheirismo e apoio.

A minha irma Maria Inés Sandri, uma dedicacdo muito especial, pelo estimulo, envolvimento

e apoio irrestrito em todas as etapas desta tese.

Ao meu orientador, Professor Alexandre P. Zavascki, um agradecimento profundo pela
confianca depositada, oportunidades oferecidas, estimulo e pela seriedade e brilhantismo na

conducéo de todo o doutorado.

A todos que acreditaram em mim e desejaram sucesso!



"Aprender ¢ a Gnica coisa de que a mente nunca se cansa,
nunca tem medo e nunca se arrepende.”
Leonardo da Vinci

(1452-1519)



RESUMO

Foi realizado um estudo de farmacocinética da polimixina B em pacientes criticos com
desenvolvimento de um modelo populacional. Os critérios de inclusdo foram pacientes
internados em Unidade de Terapia Intensiva, com idade igual ou superior a 18 anos e em uso
de polimixina B intravenosa por um periodo minimo de 48 horas. Amostras de sangue, urina e
dialisato foram coletadas durante um intervalo de doses no estado de equilibrio. A
concentracdo de polimixina B no plasma foi medida por meio de cromatografia liquida de alta
performance associada a espectrometria de massas acoplada a espectrometria de massas, sua
ligacdo as proteinas plasmaticas foi determinada por meio de dialise de equilibrio rapido e a
fracdo livre foi calculada. Foram realizadas analise farmacocinética populacional e

Simulagbes de Monte Carlo.

Foram incluidos 24 pacientes, dos quais dois estavam em hemodialise continua; 54,2% eram
do sexo masculino e as medianas da idade, do escore APACHE e do peso corporal total foram
de 61,5 anos, 21,5 e 62,5kg, respectivamente. As doses de polimixina B, conforme prescricédo
do médico assistente, variaram entre 0,45-3,38mg/kg/dia. O clearance estimado da creatinina

nos 22 pacientes sem hemodialise variou entre 10-143mL/min.

A mediana da fracéo livre plasmatica da polimixina B foi de 0,42 e a média (+ desvio padréo)
da fracdo livre da area sob a curva ao longo de um dia (FAUCo-24n) da polimixina B foi de
29,2+12,0mgeh/L, incluindo os pacientes em hemodidlise. A polimixina B foi excretada
predominantemente por vias ndo renais e as medianas de sua recuperacdo urinaria de forma
inalterada foi de 4,04% e do seu clearance renal foi de 0,061L/hora. Nos pacientes 1 e 2 em
hemodialise foram identificados, respectivamente, clearance corporal total de 0,043 e
0,027L/h/kg, clearance da hemodialise de 0,0052 e 0,0015L/h/kg; no dialisato foram
recuperados 12,2% e 5,62% da dose como polimixina B ndo modificada. O clearance
corporal total da polimixina B ndo mostrou nenhuma relagdo com o clearance da creatinina,
escore APACHE Il ou idade.

A disposicdo da polimixina B no tempo foi adequadamente descrita pelo modelo de dois
compartimentos com eliminacg&o linear. O modelo farmacocinético populacional proporcionou
ajustes excelentes para os perfis observados de concentra¢do-tempo para pacientes individuais
e as concentracdes individuais e populacionais ajustadas foram precisas. O ajuste dos
clearances e dos volumes de distribuicdo para o peso corporal total reduziu a variabilidade

intersujeitos em 3,4% para o clearance e 41,7% para o volume de distribui¢do central; nos



pacientes em diélise, apds esse ajuste, 0s pardmetros estimados se assemelharam aos dos

demais pacientes.

As Simulagbes de Monte Carlo foram feitas com seis diferentes regimes de doses
clinicamente relevantes escalonados pelo peso corporal total. O regime de doses de 1,5mg/kg
12/12h forneceu uma AUCo-24n de polimixina B no dia 4 de 90.4mgehora/L para 50% dos
pacientes, adequada para erradicacdo bacteriana em infecgdes graves por Pseudomonas
aeruginosa ou Acinetobacter baumannii com concentragdo inibitoria minima para a
polimixina B <2mg/L. Nas Simula¢fes de Monte Carlo também foi possivel identificar que

uma melhor area sob a curva s foi atingida no dia 4 de tratamento.

Este estudo mostrou que a dose de polimixina B intravenosa deve ser ajustada ao peso
corporal total, que o melhor regime de doses é o de 1,5mg/kg 12/12h precedido de dose de
ataque de 2,5mg/kg e que ndo ha indicacdo de ajuste para a funcdo renal, mesmo em pacientes

em hemodiélise continua.

Palavras Chave: polimixinas; colistina; farmacocinética; selecdo de doses; ligacdo proteica
plasmatica; recuperacdo urinaria; clearance da creatinina; selecdo de doses; terapia de

substituicdo renal continua; insuficiéncia renal.



ABSTRACT

A polymyxin B pharmacokinetics study in critically ill patients was conducted with the
development of a population modeling. The inclusion criteria were patients from Intensive
Care Unit, aged >18 years who received intravenous polymyxin B for > 48 hours. Blood,
urine and dialysate samples were collected over a dosing interval at steady state. Polymyxin B
concentrations was measured by liquid chromatography- tandem mass spectrometry, its
plasma protein binding was determined by rapid equilibrium dialysis and unbound fraction
was calculated. Population pharmacokinetic analysis and Monte Carlo Simulations were

conducted.

Twenty four patients were enrolled, two of whom on continuous hemodialysis; 54.2% were
male; the median of age, APACHE Il score and total body weight were 61.5years, 21.5 and
62.5kg, respectively. The physician-selected dose of polymyxin B was 0.45- 3.38mg/kg/day.
The creatinine clearance of the 22 patients without hemodialysis ranged from 10 to
143mL/min.

The median unbound fraction in plasma of polymyxin B was 0.42 and the mean (x standard
deviation) of the area under the curve over a day for unbound (fAUCo.24n) polymyxin B was
29.2+12.0mgehour/L, including hemodialysis patients. Polymyxin B was predominantly
nonrenally cleared with median unchanged urinary recovered of 4.04%; the median renal
clearance was 0.061L/hour. Patients 1 and 2 in hemodialysis presented, respectively, total
body clearance of 0.043 and 0.027L/h/kg, hemodialysis clearance of 0.0052 and
0.0015L/h/kg; 12.2% and 5.62% of the polymyxin dose were recovered intact in the dialysate.
Polymyxin B total body clearance did not show any relationship with creatinine clearance,
APACHE II score, or age.

The time course of polymyxin B concentrations was well described by a 2-compartment
disposition model with linear elimination. The population pharmacokinetics model provided
excellent fits to the observed concentration-time profiles for individual patients and the
individual-fitted and population-fitted concentrations were adequately precise. Linear scaling
of clearances and volumes of distribution by total body weight reduced the between subject

variability in 3.4% for clearance and 41.7% for the central volume of distribution; after this



scaling, the estimated parameters in hemodialysis patients were within the range of estimates
from the other patients. The population mean of the total body clearance of polymyxin B
when scaled by total body weight (0.0276L/hour/kg) showed remarkably low interindividual

variability.

The Monte Carlo Simulations were performed for six different clinically relevant dosage
regimens scaled by total body weight. The regimen of 1.5mg/kg/12 hours provided an AUCo.
240 of polymyxin B of 90.4 mgeh/L in day 4 for 50% of patients which is appropriate
considering severe infections by Pseudomonas aeruginosa or Acinetobacter baumannii with
minimal inhibitory concentration for polymyxin B <2mg/L. In Monte Carlo Simulations we
also identified that the best area under the curve was attained only in the day 4 of the

treatment.

This study showed that doses of intravenous polymyxin B are best scaled by total body
weight, that the best regimen of doses is 3mg/kg/day with a loading dose of 2.5mg/kg and that
its dosage selection should not be based on renal function, even in patients in continuous

hemodialysis.

Key words: polymyxins; colistin; pharmacokinetics; dosing selection; plasma protein binding;
urinary recovery; creatinine clearance; selection of doses; continuous renal replacement

therapy, renal insufficiency.
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1 INTRODUCAO

O rapido aumento da prevaléncia de bactérias Gram-negativas resistentes a praticamente
todos antibioticos disponiveis e a auséncia de novos farmacos capazes de fazer frente a essa
situacdo tém se constituido em um grande desafio para pesquisadores do mundo inteiro (1-3).
Tal condicdo é especialmente importante em relacdo a trés bactérias Gram-negativas:
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii e bactérias da familia
Enterobacteriaceae, principalmente Klebsiella pneumoniae, resistentes a praticamente todos
antibidticos comercialmente disponiveis, exceto polimixinas (2,4,5). Mais recentemente, as
Enterobacteriaceae produtoras da New Delhi metalo-beta-lactamase (6), multirresistentes e
com rapida disseminacdo global, passaram a fazer parte desse cenario. Na busca de uma
solucdo, as "antigas" polimixinas voltaram a fazer parte do arsenal terapéutico como ultima

opcao para 0s germes descritos.

Sdo duas as polimixinas disponiveis para uso clinico, polimixina B e colistina (7, 8). A
primeira é utilizada em alguns paises, incluindo o Brasil, e a segunda tem uso universal. Em
funcdo da sua demanda crescente, varias situacbes tém gerado questionamentos,
principalmente pelos desfechos clinicos desfavoraveis (9-11). Suas bulas ainda sdo baseadas
em estudos da década de 50, periodo em que foram descobertas (12), os quais, além de raros,
utilizavam metodologia inadequada como ensaios microbioldgicos para a determinacdo da

concentracdo dos farmacos (8).

Estudos sobre a farmacocinética das polimixinas, agora com metodologia adequada para as
atuais exigéncias para a liberacdo de novos medicamentos, vém sendo feitos porém com
énfase na colistina pela sua maior utilizacdo (8). Os resultados dessas pesquisas, no entanto,
ndo podem ser extrapolados diretamente para a polimixina B devido as diferencas nas suas
cinéticas (8,13).

Considerando a alta prevaléncia de infec¢fes por bacilos Gram-negativos multirresistentes em
pacientes criticos (3), a falta de perspectiva de desenvolvimento de novos farmacos capazes
de fazer frente a essas bactérias e de inimeras lacunas a serem preenchidas no que se refere a
correta utilizacdo das polimixinas (8), este estudo de farmacocinética da polimixina B
intravenosa em uma populacdo de pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva,
visa elucidar questdes relacionadas ao seu regime de doses e a sua eliminagéo, de forma a

otimizar seu uso e minimizar sua toxicidade.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Farmacocinética e Farmacodinamica

Individuos, populagBes e grupos étnicos variam consideravelmente na sua resposta aos
farmacos e, portanto, requerem individualizacdo do seu regime terapéutico. A acdo de um
farmaco, de uma forma geral, compreende duas etapas: a farmacocinética, que envolve todas
as etapas pelas quais o corpo manipula um farmaco ("o que o corpo faz com o farmaco") e a
farmacodindmica, que descreve os efeitos bioquimicos e fisiolégicos de um farmaco e seu
mecanismo de acdo ("o que o farmaco faz com o corpo”, no caso dos antimicrobianos, “o que
o farmaco faz com o patdégeno”) (14). O periodo de acdo terapéutica do farmaco no organismo

pode ser entendido por sua farmacocinética e farmacodindmica (15).

2.1 Farmacocinética (Pharmacokinetics - PK)

A farmacocinética corresponde ao estudo da cinética do farmaco e metabdlitos nos fluidos
bioldgicos, tecidos e excrecdes apds a sua administracdo e a construcdo de modelos
apropriados para a interpretacdo desses dados (16). Descreve como as concentraces
plasmaéticas de um farmaco mudam no decorrer do tempo com o pressuposto que o plasma ira
se equilibrar com um compartimento de efeito para produzir atividades farmacodindmicas
(17). Séo utilizadas normalmente as concentracdes plasmaticas (ou séricas) para determinar 0s

indices farmacocinéticos (18,19).

A farmacocinética abrange os processos de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excre¢do
(ADME) (15). Por meio da farmacocinética tais processos, responsaveis por variacoes
continuas das concentracdes dos farmacos no decorrer do tempo, sdo quantificados (20). Para
uma infusdo intravenosa as concentracGes plasmaticas sdo influenciadas pela distribuicao,
redistribuicdo, metabolismo e excregdo; para as demais vias de administracdo, a absorcéo

tambem deve ser considerada (17).

2.1.1 Processos de Disposigdo dos Farmacos
Os processos de disposicao dos farmacos incluem a absorcéo, a distribuicdo, o metabolismo e

a eliminacdo.
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2.1.1.1 Absorcéao

A absorcdo corresponde ao movimento de aproximagao do farmaco do seu sitio de acéo e tem
por finalidade transferir o f&rmaco do local onde é administrado para o compartimento central

(fluidos circulantes, especialmente o sangue) (15,20).

A absorcdo deve ser considerada em todas as vias de administracdo, exceto a infusédo
intravenosa. A escolha da via de administracdo, parenteral ou enteral, é feita em funcdo do
tipo de acdo desejada, rapidez de acdo e natureza do farmaco (17). A absor¢do influencia o

inicio e a magnitude do efeito farmacoldgico (20).

A absorcdo dos farmacos € influenciada por muitos fatores bioldgicos e fisico-quimicos. Para
alcancar o local de acdo o farmaco € obrigado, na maioria dos casos, a atravessar as
membranas biolégicas como o epitélio gastrico e intestinal, o endotélio vascular ou, ainda, as
membranas plasmaticas celulares (15). Os dois fatores fisico-quimicos que mais afetam tanto
a extensdo quanto a taxa de absorcao sao a lipofilicidade e a solubilidade (21). Os farmacos,
em geral, passam através das células e ndo dos espacos intercelulares; assim, a sua passagem
transcelular depende das suas caracteristicas de permeabilidade para penetrar na dupla camada
lipidica das células da membrana, o que €, por sua vez, dependente da sua lipofilicidade (21).
As membranas celulares sdo mais permeaveis as substancias lipossolliveis, pela sua
dissolucdo na fase lipidica das membranas, comparativamente as substancias polares,
hidrossoltveis. Além da permeabilidade transmembrana, a lipofilicidade de um farmaco
também afeta a atividade metabdlica (21). Em geral, quanto maior for a lipofilicidade, maior

sera a permeabilidade e o clearance metabdlico.
Biodisponibilidade (F)

A principal medida que descreve a extensdo da absorgéo é a biodisponibilidade. Refere-se a
fracdo da dose de um farmaco que alcanca a circulacio sistémica de forma intacta (21). E
expressa pela letra F e em porcentagem. A biodisponibilidade descreve proporgéo e
velocidade de aparecimento na corrente sanguinea de determinada dose administrada. E
avaliada por meio de curvas de concentracdo do farmaco relacionadas ao tempo e obtidas em
tecidos ou liquidos organicos (20). Quando 100% da dose atinge a corrente circulatéria, diz-se
que a biodisponibilidade equivale a 1 (20). Nos estudos de biodisponibilidade, sempre que
possivel, ¢é feita referéncia aos niveis plasmaticos resultantes da administracdo intravenosa do

farmaco, ja que essa via apresenta biodisponibilidade de 100% (18).
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A biodisponibilidade depende da absorcao e da parcela que ndo é removida pelo figado antes
de atingir a circulacdo sistémica (21). Um farmaco administrado por via oral, por exemplo, é
absorvido primeiro pelo trato gastrointestinal e, em seguida, passa pelo figado, onde pode
ocorrer metabolismo e excrecao biliar antes que ele chegue a circulacdo sistémica (15). Se a
capacidade metabodlica ou excretora do figado e do intestino for grande para o farmaco, a
biodisponibilidade serd reduzida significativamente, o que é chamado "efeito de primeira

passagem” (15).

A biodisponibilidade pode ser afetada por diversos fatores como doencas hepaticas, baixo
fluxo sanguineo hepético (na insuficiéncia cardiaca, por exemplo), administracdo do farmaco
junto com certos alimentos (por exemplo, tetraciclinas e leite), presenca de alimentos no
intestino, tamanho da molécula (neomicina é lentamente absorvida devido ao seu alto peso
molecular, superior a 700kDa) e solubilidade das formas farmacéuticas nos fluidos organicos
(um mesmo principio ativo pode ter biodisponibilidade varidvel em diferentes formulacdes
terapéuticas provenientes de fabricantes diversos ou até entre lotes de um mesmo fabricante)
(20). Também pode ser influenciada pela lipofilicidade na permeabilidade trans-membranas e
no metabolismo de primeira passagem que, a principio, a afetariam negativamente (quanto
maior a lipofilicidade, menor a biodisponibilidade) (21). A biodisponibilidade influencia a
resposta clinica e a escolha de doses e vias de administracdo (20).

Nos estudos de biodisponibilidade s&o considerados importantes trés parametros que

descrevem a curva de nivel sanguineo (18):

A. Concentracdo plasméatica méxima (Cmax)

Corresponde a maior concentracdo sanguinea alcancada pelo farmaco ap6s sua administracéo,
durante um intervalo de doses. Depende da extenséo e velocidade de absorcéo, se o farmaco
ndo for administrado diretamente na corrente sanguinea, bem como da velocidade de
eliminagdo, uma vez que esta se inicia assim que o farmaco é introduzido no organismo. E

expressa em quantidade dividida pelo volume (mg/L).

B. Tempo para alcancar a concentracdo maxima no plasma (Tmax)

Este parametro tem intima relacdo com a velocidade de absorc¢ao do farmaco e pode ser usado

como simples medida da mesma.
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C. Area sob a curva de concentracdo plasmatica no decorrer do tempo (ASC ou AUC, area

under the curve, como € normalmente utilizado)

Representa a quantidade total de farmaco absorvido. E o principal pardmetro na avaliacdo da
biodisponibilidade, sendo expresso em quantidade multiplicada pelo tempo dividido pelo
volume (mgeh/L) e pode ser considerado representativo da quantidade total de farmaco

absorvido ap6s administracdo de uma s6 dose desta substancia ativa.

A AUC é proporcional a quantidade de farmaco que entra na circulacdo sistémica e independe
da velocidade. Matematicamente pode ser obtida por célculo por meio do método da regra

trapezoidal.

ATIC

Concentragio Plasmatica

Tmax Tempo

Figura 1. Curva de concentracdo plasmatica-tempo decorrido ap6s a administracdo de um
farmaco. Cmax, concentragdo plasméatica maxima; AUC, area under the curve; Tmax, tempo
necessario para o farmaco atingir sua concentragcdo maxima.

Bioequivaléncia

E uma definicdo clinica que se refere a duas formulacdes de um farmaco. Duas formulacdes
de um mesmo farmaco séo consideradas bioequivalentes se a extensao e as taxas de absorc¢ao
das mesmas forem semelhantes a ponto de ndo haver diferencas clinicamente importantes
entre seus efeitos, terapéuticos ou adversos (18). Dois produtos farmaceuticamente
equivalentes sdo considerados bioequivalentes quando as taxas de biodisponibilidade dos
ingredientes ativos nos dois produtos ndo diferirem significativamente nas condicfes de

testagem (20).
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2.1.1.2 Distribuicdo

Distribuicdo corresponde ao transporte pela corrente circulatoria aos varios tecidos e
compartimentos organicos. A taxa de distribui¢do para um sitio de a¢do ou a partir do mesmo

pode determinar o inicio ou o término dos efeitos de um farmaco.

O farmaco penetra na circulagdo sistémica por administracdo direta ou apds a absorcédo, a
partir do sitio de aplicacdo. A partir do sangue ele se distribui a diferentes tecidos do
organismo, classificados funcionalmente como suscetiveis (que sofrem a acéo farmacoldgica),
ativos (que metabolizam o farmaco), indiferentes (que servem como reservatério temporario)
e emunctorios (encarregados da eliminacdo do farmaco) (20). A distribuicdo depende de
alguns fatores fisiolégicos e das propriedades fisico-quimicas especificas de cada farmaco.
Inicialmente os tecidos bem irrigados como cérebro, coracdo, figado e rins recebem a maior
parte do farmaco, e, em uma segunda fase, mais lenta, da-se a liberacdo para a maior fracdo da
massa corporal que inclui pele, maioria das visceras, tecido adiposo e musculos (15). Ou seja,
a distribuicdo tecidual é determinada pelo fracionamento do farmaco entre o sangue e 0s
tecidos especificos (15). Como a velocidade de distribuicdo de um farmaco costuma ser maior
gue a de metabolizacdo e excrecdo, um pseudoequilibrio entre plasma e tecido é atingido ao
se completar a distribuicdo, mas a concentracdo plasmatica continua a diminuir gracas a

eliminacdo (18).
Ligacéo Proteica

Apbs alcancarem a circulacdo sanguinea os farmacos podem se ligar as proteinas plasmaticas
em diferentes proporcdes. A ligacdo é ndo especifica, reversivel e um equilibrio dindmico se
estabelece entre a fracdo ligada e a ndo ligada (15). Considerando que as proteinas ndo
passam através das paredes capilares, a ligacdo do farmaco as proteinas pode reté-lo no
espaco vascular por certo tempo. A fracdo do farmaco que ndo se encontra ligada as proteinas,
ou seja a fracdo livre (f ou fu= fraction unbound) € a responsavel pela eficicia do farmaco
bem como pelo seu potencial de toxicidade. J4 a fracdo ligada é considerada inerte. O
complexo farmaco-proteina age como reservatorio temporario na corrente sanguinea,

retardando a chegada de farmacos a 6rgaos-alvo e sitios de eliminagéo (20).

A extensdo da fragdo livre de um medicamento no plasma é representada pela equacao (18):

Concentracio do fairmaco livre

Fracio livre (fu) =
’ / Concentracio total do farmaco
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A fracdo livre é determinada pelos seguintes fatores/situacoes:

Afinidade do farmaco as proteinas de ligacdo. A ligacdo depende da afinidade do farmaco

pelas proteinas plasmaticas, especialmente pela albumina, alfa-1-glicoproteina acida e
lipoproteinas. A albumina e a alfa-1-glicoproteina acida tém estruturalmente sitios de ligacéo
seletivos para os farmacos. Cada molécula de albumina tem no minimo seis sitios de ligagéo
distintos para farmacos e compostos enddgenos, sendo que dois grandes sitios, chamados
sitios I e 11, ligam principalmente farmacos acidos. A alfa-1-glicoproteina acida é um reagente
de fase aguda o qual apresenta um sitio de ligacao seletiva para farmacos basicos. A ligacédo
dos farmacos as lipoproteinas, proteinas das membranas dos eritrdcitos, leucécitos, plaquetas
e as transportadoras especificas, como a globulina, transportadora de tiroxina e transferrina,
representa mais uma dissolucdo do farmaco nos lipidios das membranas que uma verdadeira
ligacdo. Quanto mais forte for a ligacdo, menor é a fragdo livre; os farmacos competem entre
si pelos sitios de ligacdo proteica, sendo deslocado o que tem menor afinidade, ficando,

consequentemente, com a fragéo livre aumentada no plasma. (18)

Concentracdo das proteinas ligadoras. A concentracdo da albumina pode estar diminuida em

doencas hepaéticas, renais ou desnutricdo grave, por exemplo, resultando em diminuicdo da
ligacdo e aumento da fracdo livre; a alfa-1-glicoproteina acida é um reagente de fase aguda e
suas concentracdes aumentam na artrite reumatéide, no cancer e pés-infarto do miocérdio,

resultando em aumento da ligacéo e, consequentemente, diminuigéo da fracéo livre (18).

Concentracdo do farmaco relativamente as proteinas de ligacdo. A ligacdo de um farmaco a

um sitio de ligacdo proteica € um processo saturavel, ou seja, a medida que aumenta a
concentracdo do farmaco, também aumenta sua forma livre, porque a capacidade da ligacao
pode estar saturada. Em uma ampla margem de concentracdes, a fracdo livre ndo se altera
porque ha abundancia de sitios de ligacdo; a saturacdo na verdade s ocorre em concentragdes
muito altas, clinicamente irrelevantes. No entanto, as concentra¢bes da alfa-1-glicoproteina
acida sdo relativamente baixas (9-22uM) e a saturacdo dos sitios de ligacdo pode ocorrer
mesmo em niveis terapéuticos; a albumina, por outro lado, apresenta-se em altas
concentragdes (500 a 700uM) e a saturagdo raramente ocorre (22). De uma forma geral,
considera-se que a fracdo livre do farmaco no plasma ndo é afetada pela sua concentracdo
(18).
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2.1.1.3 Metabolismo ( ou Biotransformacéo)

Os farmacos sdo reconhecidos como substdncias estranhas ao organismo, devendo ser

eliminados apds exercer seus efeitos terapéuticos (20).

Sua biotransformacdo em metabdlitos inativos mais hidrofilicos (polares) é essencial para
que isso ocorra (15,20). Excluindo-se os pulmdes, os 0rgdos excretores eliminam os
compostos polarizados mais eficientemente que as substancias com alta lipossolubilidade;
assim, os farmacos lipossolUveis ndo sdo prontamente eliminados até serem biotransformados
em compostos mais polarizados (20). Os sistemas enzimaticos envolvidos no metabolismo
dos farmacos estdo localizados principalmente no figado, embora os pulmdes, 0s rins e o trato
gastrointestinal (TGI) também apresentem atividade metabdlica expressiva; basicamente,
todos os tecidos examinados apresentam alguma atividade metabolica (15).

Apdbs a administracdo oral de um farmaco, um percentual significativo da sua dose pode ser
metabolizado pelo figado e parede intestinal durante a primeira passagem da sua absorcéao
(metabolismo de primeira passagem), uma vez que todo o suprimento sanguineo do TGl alto
passa através do figado antes de atingir a circulagéo sistémica (21). Em geral, quanto maior a
lipofilicidade de um farmaco, maior é a sua permeabilidade, seu clearance metabdlico e,
portanto, seu metabolismo de primeira passagem, resultando em uma baixa biodisponibilidade
(15,21, 22).

O farmaco é submetido a reacBes quimicas, geralmente mediada por enzimas, que 0
convertem em um composto diferente do originalmente administrado. Consiste em carrega-lo
eletricamente para que, ao passar pelos tabulos renais, ndo seja reabsorvido, ou, ainda, torna-
lo polar, hidrossoltvel, capaz de ser excretado (20). Esse processo resulta, na maioria das
vezes, em perda da atividade farmacoldgica e, em casos raros, na alteracdo da atividade
farmacoldgica (15). Os pro-farmacos sao compostos farmacologicamente inativos produzidos
com a finalidade de maximizar a quantidade de substancia ativa que chega ao sitio desejado;
sdo transformados em metabolitos ativos em geral por hidrdlise de uma ligacéo ester ou amida
(15).

Quando ocorre metabolismo do farmaco o original é eliminado, mesmo que o metabdlito
possa persistir no corpo; ocorrendo inativagdo do farmaco, a biotransformacao é sinénimo de
eliminacdo [Birkett]. Um farmaco pode sofrer uma ou mais transformacfes até que seja

produzido um derivado com real possibilidade de excrecédo (20).
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2.1.1.4 Eliminacao

A eliminacdo corresponde a excre¢do do farmaco inalterado na urina, fezes, ar expirado, suor
etc., e a sua conversao metabolica em um componente quimico diferente, predominantemente

no figado, mas também em outros 6rgéos (18).

A eliminacdo é um termo ndo especifico que descreve qualquer processo que remove 0
farmaco do plasma. Existem muitos processos que contribuem para a eliminacdo: a
distribuicdo que descreve a eliminacdo atribuivel a um farmaco temporariamente absorvido
pelos tecidos (exceto plasma); a redistribuicdo que corresponde a liberacdo desses estoques
temporarios de volta para o plasma e a excrecdo, que permanentemente remove o farmaco do

plasma (17).

Os oOrgdos de excrecdo sdo denominados vias de excrecdo ou emunctorios e incluem
basicamente os rins, mas também os pulmdes para os farmacos gasosos ou volateis e o tubo
digestivo (fezes e secrecdo biliar), glandulas lacrimais e salivares e mamas (leite materno)
(20).

Os farmacos hidrossoluveis, ionicamente carregados, sdo filtrados nos glomérulos ou
secretados nos tubulos renais ndo sofrendo reabsorcdo tubular, pois tém dificuldade de
atravessar membranas (20). Sdo excretados, portanto, na sua forma ativa; tal excre¢do do
farmaco, de forma inalterada, constitui-se em um dos principais mecanismos de eliminagdo de

25 a 30% dos farmacos administrados aos seres humanos (15, 20).

Substancias ativas excretadas nas fezes sdo ingeridas por via oral e em grande parte ndo é
absorvida pelo TGI ou sdo metabdlitos excretados ativamente pelo figado através da bile e
ndo reabsorvidos pelo circuito éntero-hepatico; a reintroducdo da substancia ativa na
circulacdo sistémica por este circuito pode prolongar seus efeitos (15,20). Pela via biliar
normalmente sdo excretados farmacos de alto peso molecular, os muito polares e aqueles que

sdo ativamente englobados em micelas de sais biliares, colesterol e fosfolipidios (15).

Os rins excretam os farmacos intactos, na sua forma ativa, ou seus metabolitos, ativos ou
inativos (15,20). Inicialmente ocorre a filtracdo do farmaco ou sua secrecédo para a luz tubular.
Nesse ponto pode ocorrer a eliminagdo com a urina ou sua reabsorgéo, ativa ou passivamente,

pelo epitélio tubular.
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Os mecanismos responsaveis pela excrecdo renal dos farmacos incluem a filtracdo

glomerular, a secrecgéo tubular ativa e a reabsorcao tubular passiva.

Filtracdo Glomerular

A velocidade do processo de filtracdo bem como a quantidade de farmaco que entra na luz
tubular por esse meio depende da fracéo livre do farmaco (apenas os farmacos nédo ligados a
proteinas plasmaticas sdo filtrados), taxa de filtracdo glomerular (TFG) e fluxo plasmatico
renal (18,20). A medida que o sangue passa através dos glomérulos (1.200mL/min),
aproximadamente 10% sao filtrados como agua plasmatica nos tubulos renais, ou seja, a TFG
gira em torno de 120mL/min, e a fracdo livre do farmaco na &gua plasmatica vai junto (18). A
creatinina e a inulina ndo sdo ligadas as proteinas plasmaticas, ndo sofrem secrecdo e
tampouco sdo reabsorvidas; isto permite que seus clearances renais sejam usados como
medidores da TFG.

Secrecdo Tubular Ativa

Esse componente do clearance renal, clearance de secrecéo, é designado CLs.

A secrecdo tubular ativa ndo é afetada pelo teor de ligacdo a proteinas plasmaticas, € um

transporte mediado por carreadores que apresenta alta velocidade, podendo ser saturavel (15).

Os tubulos proximais contém no minimo dois mecanismos (bombas) de transporte ativo para
mover o farmaco do sangue para o tubulo renal. Um para bases fracas (positivamente
carregadas) e outro para acidos fracos (negativamente carregados). Pode haver competicdo
pelo transporte ativo entre os &cidos e entre as bases pelo sitio de ligacdo do seu carreador.
Como ja mencionado, o transporte ativo pode ser saturdvel, assim o clearance pode ser ndo

linear em altas doses (18).

Reabsorcdo Tubular Passiva

A reabsorcdo tubular renal de &cidos e bases fracas em suas formas ndo ionizadas
(lipossolveis) processa-se por difusdo passiva em nivel dos tubulos proximal e distal, sendo
potencialmente bidirecional. A maior parte dos 120mL/min de agua plasmatica filtrada nos
glomérulos é reabsorvida durante sua passagem atraves dos tubulos renais, de forma que
apenas 1-2mL/min finalmente aparece como urina (18). A medida que a agua plasmética vai

sendo reabsorvida, cria-se um gradiente de concentracdo entre o farmaco no fluido tubular e o
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farmaco livre no sangue. Assim, como o farmaco consegue passar através das membranas das
celulas tubulares ele, entdo, movimenta-se de volta sendo reabsorvido da luz tubular para o
sangue. Este mecanismo € influenciado pela magnitude do gradiente de concentracdo, o qual
depende da extensdo da reabsorcdo da agua (se a urina esta diluida, o gradiente de
concentra¢do é menor e menos droga é reabsorvida) e pelas propriedades fisico-quimicas do
farmaco, pois apenas farmacos ndo ionizados podem se movimentar através das membranas

das células tubulares renais (18).

TISSUE RESERVOIRS
bound < free

THERAPEUTIC

SITE OF ACTION X A
Receptet @ ) bound < free
bound < free CENTRAL V4
COMPARTMENT
ABSORPTION
[D)glég » [FREE DRUG] E CLEARANCE
LIBERATION / 3 /"" EXCRETION

A

protein bound metabolites

drug 1 :

\ . 2]

A o'

.
-

{ BIOTRANSFORMATION ] 2Ers

Figura 2 - Correlacdo entre os processos de absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecéo
de um farmaco e sua concentragdo nos sitios de acéo (15).

2.1.2 Parametros Farmacocinéticos

Os dois primeiros parametros, clearance e volume de distribuicdo, sdo considerados
parametros fundamentais na farmacocinética, pois estdo na dependéncia apenas das
propriedades fisiolégicas do corpo e das propriedades fisico-quimicas do farmaco (18). O
terceiro parametro farmacocinético descrito, meia-vida, ndo é fundamental porque depende do

clearance e do volume de distribuicdo do farmaco para ser definido (18).

2.1.2.1 Depuragéo (Clearance - CL)

Clearance é o termo inglés, usado universalmente; depuracdo € 0 termo em portugués
correspondente. E um parametro fundamental da farmacocinética que descreve a eficiéncia da

eliminacdo irreversivel do farmaco da circulacdo sistémica.

Clearance é definido como o volume do liquido biolégico, como sangue ou plasma, do qual o
farmaco foi totalmente removido, depurado, por unidade de tempo; usualmente mililitros por

minuto (mL/min) ou litros por hora (L/h) . O clearance pode se referir a um érgéo especifico
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(clearance hepético ou renal, por exemplo), a uma determinada rota metabolica ou a todo
corpo (clearance corporal total). Se um farmaco é depurado por um 6rgédo, a concentracao
desse farmaco na entrada desse Orgao devera ser maior que sua concentracdo na saida. O
minimo clearance de um 6rgdo é zero e o0 maximo € o fluxo de sangue que passa por esse
6rgdo. O clearance total de um farmaco corresponde a soma de todos os clearances, ou seja,
dos processos que ocorrem nos rins, figado ou, ainda, por outras vias de elimina¢do. O
clearance é o parametro que determina a taxa de dose de manutencédo requerida para alcancar
a concentracdo plasmatica desejada de um farmaco (e, portanto, sua acdo) no estado de
equilibrio (18).

O clearance renal (CLr) de um farmaco corresponde & soma da fracéo livre do clearance de
filtracdo glomerular (ou TFG) e do CLs multiplicado pela fracdo do farmaco que escapa da
reabsorcéo do tabulo renal (1- FR) (18).

Clearance renal= filtracdo + secrecao - reabsorgédo

ou

CLg= fu (TFG + CLs) (1-FR)

Onde, CLg- clearance renal do farmaco, fu= fracdo livre, TFG= taxa de filtracdo glomerular,

CLs= clearance de secrecdo, FR= fracdo do farmaco que sofre reabsor¢do nos tubulos renais.

Para sabermos se um farmaco sofre secrecdo e/ou reabsor¢do, temos que considerar:

fu « TFG > clearance renal atual do farmaco= presenca de reabsorc¢do tubular

Também pode ocorrer secrecdo, mas em um menor nivel que sua reabsorcao

fu « TFG < clearance renal atual do farmaco = presenca de secre¢éo tubular

Também pode ocorrer reabsorcdo, mas em um menor nivel que sua secrecdo

Onde, fu= fragdo livre do farmaco, TGF= taxa de filtracdo glomerular. (18)
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O célculo do clearance pode ser feito por meio de diferentes formulas, entre as quais:

CL (L/h)= oo==ime)

AUC imgx h/L)

Onde, CL= clearance do farmaco, L/h= litros por hora, Dose= dose do farmaco administrada,
mg= miligramas, AUC= &rea sob a curva de concentragdo do farmaco, mgeh/L= miligramas

vezes hora por litro. (18)

O clearance da hemodidlise venovenosa continua (HDVVC) pode ser calculado mediante a

seguinte férmula:

C dialisato
CL Hpwve= AUC

Onde, CLupvvc= clearance da hemodialise venovenosa continua, Cgialisato= concentracdo do
farmaco no dialisato, AUC= éarea sob a curva de concentracdo do farmaco (no periodo
desejado). (18)

2.1.2.2 Volume de Distribuigéo (V)

O volume de distribuicdo tem vérias abreviaturas: V (mais utilizada), V4, Vz, Vss, V¢, V1, V2.

E o pardmetro que descreve a extensdo da distribuicdo do farmaco no organismo, corresponde
ao volume no qual o farmaco deve dissolver-se para que sua concentracdo se iguale a do
plasma (20). O volume de distribuicdo ndo é um volume real, um valor fisiol6gico, mas, sim,
um fator de proporcionalidade que relaciona a quantidade do farmaco no corpo em relacdo a
guantidade medida em um fluido biol6gico acessivel, usualmente plasma. O volume de
distribuicdo €, na realidade, um conceito matematico e ndo anatdmico. Seus limites vdo do

volume plasmatico ao infinito (18).

O farmaco distribui-se a partir do sangue para varios tecidos em uma taxa e extensdo variadas,
sendo seu maior determinante a forca relativa da ligacdo aos componentes teciduais
comparativamente as proteinas plasmaticas. Farmacos com alta ligagdo as proteinas
plasmaticas e baixa ligacdo aos tecidos ficam restritos, principalmente, ao compartimento
intravascular e seu volume de distribuicdo assemelha-se ao do plasma. J& aqueles fortemente

ligados aos tecidos e fracamente as proteinas plasmaticas se encontram, basicamente, nos
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tecidos e muito pouco no plasma, parecendo estarem diluidos em um grande volume e seu
volume de distribuicdo, portanto, sera grande, maior que o volume plasmatico (por exemplo, a

warfarina tem um volume de distribuicédo de 8L e a digoxina de 420L) (18).

Outros determinantes dessa distribuicdo incluem o tamanho e o fluxo de sangue dos tecidos,
facilidade com que o farmaco consegue passar atraveés das membranas lipidicas das células e
peso molecular. Alguns tecidos como o cérebro, por exemplo, sdo altamente perfundidos,
facilitando a distribuicdo de alguns farmacos a partir do sangue; por outro lado, em tecidos
com menor perfusdo como o musculo esquelético e a gordura, a distribuicdo se faz mais
lentamente Em geral os farmacos mais lipossollveis e de menor peso molecular tém maior
volume de distribuicdo, devido a sua maior facilidade em atravessar membranas (20). Quando
as caracteristicas do farmaco propiciam sua facil passagem através da membrana endotelial, a
velocidade de distribuicdo depende da taxa de perfusdo. Por outro lado, se as caracteristicas
do farmaco, como polaridade e grande peso molecular, dificultam seu transporte através da
membrana celular, a velocidade de distribuicdo € limitada pela taxa de difuséo (20).

Os farmacos também se movimentam entre os compartimentos, sofrendo distribuicdo e
redistribuicdo, e isso ocorre em funcdo do gradiente de concentracdo e do clearance
intercompartimental (18). O clearance de distribuigdo reflete 0 movimento do farmaco entre o
plasma e o0s espagos teciduais; seus determinantes primarios sdo o fluxo sanguineo para 0s

tecidos e a permeabilidade tecidual dos farmacos (18).

O volume de distribuicdo é o parametro farmacocinético utilizado para calcular a dose de
ataque necessaria para que a concentracdo do estado de equilibrio (Cee 0u Css, onde ss
corresponde ao termo em inglés amplamente utilizado, steady state) seja atingida mais
rapidamente (18). Para melhor compreensdo, estado de equilibrio é definido como a situacéo
na qual a taxa de administracdo do farmaco € igual a sua taxa de eliminagéo, de forma que sua

concentra(;éo Nno corpo e, consequentemente no plasma, permanega constante.

Conhecendo-se a concentragcdo sanguinea do farmaco e a quantidade total (dose)

administrada, pode-se calcular o volume em que ele se distribuiu.

Férmula para célculo do Volume de Distribuicéo (20)

Quantidade Total do Farmaco no Corpo (Dose ) (mg)

Volume de Distribuicdo=

Concentracio Plasmatica {mg/L)

Onde, mg=miligramas, mg/L=miligramas por litro.
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2.1.2.3 Meia-Vida (T112)

A meia-vida € um conceito cronoldgico e indica o tempo necessario para que a quantidade
original do farmaco no organismo reduza-se a metade. A cada intervalo de tempo
correspondente a uma meia-vida, a concentracdo do farmaco decresce em 50% do valor que
tinha no inicio do periodo (15). Para a maioria dos farmacos a meia-vida é constante em uma
larga faixa de concentragfes. Essa situacdo é denominada farmacocinética de primeira ordem
(20). Outros farmacos, no entanto, ndo sdo eliminados em proporcdo constante, mas em
quantidade constante. Dessa forma, quanto maior a concentracdo no plasma, maior a meia-
vida, que é, pois, proporcional a dose. Nesses casos, diz-se farmacocinética de ordem zero
(20).

Teoricamente nunca se elimina 100% do farmaco, mas, para fins praticos, o processo se
completa apds quatro meias-vidas. Diz-se que a concentracdo do estado de equilibrio (Css) €
alcancada ap6s quatro a seis intervalos de meia-vida. Ou seja, 0 paciente alcangard 50% de
equilibrio dindmico apds uma meia-vida do farmaco, 75% de equilibrio dindmico apo6s duas

meias-vidas, 87,5% apo0s trés meias-vidas e 94% apds quatro meias-vidas (18).

A meia-vida aumenta com o aumento do volume de distribuicdo e com a diminui¢do do
clearance e vice-versa (18). Em algumas situacdes como faléncia renal e hepética o clearance
e o volume de distribuicdo dos farmacos podem se alterar na mesma direcdo, exercendo
efeitos opostos na meia-vida a qual pode, em consequéncia disso, ndo sofrer alteracdo. Dessa
forma, a meia-vida ndo € considerada uma boa medida para avaliar as modificacbes na

eficiéncia de eliminacdo dos farmacos (18).

A meia-vida é o principal determinante da duracdo da acdo apds uma dose Unica (dobrando a
dose de um farmaco, aumenta a duragdo da acdo em uma meia-vida), do tempo necessario
para atingir o estado de equilibrio com administracdo constante (o acimulo do farmaco até
atingir o estado de equilibrio ¢ uma imagem em espelho de sua eliminacdo quando a
administracdo € suspensa) e para definir a frequéncia de doses necessaria para evitar grandes

flutuacGes na concentracdo plasmatica durante o intervalo de doses (18).
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2.1.3 Modelagem Farmacocinética

O conhecimento dos processos e dos pardmetros farmacocinéticos permitiu que o destino dos
farmacos no organismo pudesse ser descrito por modelos matematicos os quais tém maior

aplicabilidade clinica para os farmacos com cinética de primeira ordem (23).

Os dados farmacocinéticos podem ser analisados por modelos compartimentais e nao
compartimentais. Os modelos farmacocinéticos tentam descrever matematicamente o sistema
subjacente; sdo uma hipdtese, uma suposicao simplificada. O organismo € representado como
um sistema de compartimentos cujo nimero é determinado arbitrariamente, j& que o corpo

pode ser dividido por nimero de 6rgdos, sistemas ou tecidos (23).

O conceito de compartimento é fundamental em farmacocinética. Ele representa uma maneira
simplificada para a compreensdo dos processos de distribuicdo dos medicamentos no
organismo humano. O corpo pode ser representado como uma série, ou sistemas, de
compartimentos que se comunicam reversivelmente entre si. Um compartimento ndo é uma
regido anatémica ou fisiologica real, mas é considerada como um tecido ou grupo de tecidos

gue devem possuir fluxo sanguineo e afinidade pelo farmaco similares (17).

Nos compartimentos os farmacos movem-se para dentro e para fora e sdo utilizadas
velocidades constantes para representar a velocidade total do processo de entrada e saida do
farmaco do compartimento. Os processos estudados ou o fluxo dos farmacos até o
compartimento desenvolvem-se segundo cinética de primeira ordem, ou seja, mediante
eliminacdo em proporcdo constante (23). Dessa forma pode-se dizer que 0S pProcessos
farmacocinéticos correspondem a uma cinética linear. Em consequéncia dessa linearidade, a
AUC em funcdo do tempo decorrido ap0s injecdo intravenosa é uma funcéo linear da dose
administrada (23).

Os modelos compartimentais consistem de um ou mais compartimentos periféricos
conectados a um compartimento central. O compartimento central é representado pelo plasma

e pelos tecidos altamente perfundidos.

2.1.3.1 Modelos de Um Compartimento

E a simplificacdo extrema na qual o organismo é considerado Gnico e homogéneo. Neste

modelo, o farmaco administrado é instantaneamente distribuido, sem levar em conta a
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realidade anatdbmica ou fisiologica; o fim da acdo da-se por eliminagdo (23). Este modelo
descreve, muitas vezes adequadamente, as alteracbes sofridas ao longo do tempo na
concentracdo plasmatica ou na excrecdo urinaria de farmacos que ap0s a administracdo se

distribuem rapidamente entre o plasma e os tecidos.

2.1.3.2 Modelos de Dois Compartimentos

Divide o organismo em compartimentos central e periférico, entre os quais o farmaco se move
livremente. No compartimento central, composto por sangue e tecidos de alta perfuséo
(cérebro, coracdo, rins, pulmdes, figado e glandulas enddcrinas), as concentracGes dos
farmacos sdo altas logo apos a sua administracdo (23). No compartimento periférico (tecido
adiposo, pele e musculo estriado) os farmacos chegam mais lentamente. A atividade dos
farmacos no compartimento central pode cessar por eliminacdo e/ou por distribuicdo aos

tecidos periféricos.

A cinética de dois compartimentos baseia-se na correlacdo entre concentracfes plasmaticas e
tempo apo6s administragdo intravenosa Unica e rapida (injecdo em bolo) de um farmaco.
Inicialmente, existe alta concentragdo no compartimento central (sangue) e, ap6s, uma queda
abrupta em funcdo da distribuicdo do farmaco para o compartimento periférico. A fase de
distribuicdo é chamada fase alfa e é medida pela meia-vida alfa (t12 de distribuicdo). Apés os
compartimentos central e periférico se equilibrarem, a diminuicdo da concentracdo plasmatica
dependeréa da eliminagdo do farmaco por biotransformacdo ou excrecdo. Essa fase € chamada

fase beta ou de eliminacéo e é medida pela ti2 beta (ti2 de eliminacao) (23).

2.1.3.3 Modelos Multicompartimentais

Estes modelos sdo necessarios para explicar a observacdo de que ap06s uma rapida
administracdo intravenosa a curva de nivel plasmatico-tempo decorrido ndo declina
linearmente como uma Unica velocidade de primeira ordem. Em um modelo
multicompartimental o farmaco distribui-se a vérias velocidades dentro de diferentes grupos
de tecidos. Aqueles que apresentam elevado fluxo sanguineo podem se equilibrar com o
compartimento plasmatico e, assim somado ao sangue, compdem o compartimento central.
Enquanto esta distribuicdo inicial do farmaco é efetuada, ele é liberado para um ou mais
compartimentos periféricos compostos de grupos de tecidos com menor fluxo sanguineo e
afinidade pelo farmaco. Esta diferenca é que leva a aparéncia ndo linear da curva de

concentracdo sanguinea do farmaco-tempo decorrido. Apos o equilibrio do farmaco nestes
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tecidos periféricos a curva reflete, entdo, eliminagdo de primeira ordem do farmaco para fora

do organismo (15, 23).

2.1.3.4 Modelos Nao Compartimentais

A andlise ndo compartimental ndo leva em consideracdo a distribuicdo fisiolégica ou a
eliminacdo do farmaco; simplesmente serve como uma descricdo do comportamento do
farmaco nos fluidos bioldgicos. Os parametros farmacocinéticos sdo sumarizados sem
preencher um modelo compartimental. Os modelos ndo compartimentais fornecem um quadro
inicial para introduzir e utilizar a analise estatistica com a finalidade de estimar os parametros
farmacocinéticos. A partir deles sdo definidos os modelos compartimentais que melhor

descrevem o sistema em avaliacdo (14, 24, 25).

2.2 Farmacodinamica (Pharmacodynamics, PD)

"O que o farmaco faz com o corpo”, no caso dos antimicrobianos, “o que o farmaco faz com

o patogeno” (14).

A farmacodinamica descreve o relacionamento entre a concentracdo do farmaco e os efeitos
resultantes (19). Para produzir efeitos terapéuticos ou toxicos os farmacos interagem com
receptores no corpo, esta é a fase farmacodinamica da sua acdo. O farmaco nos tecidos, onde
as interacbes com 0s receptores usualmente ocorrem, encontra-se em equilibrio com a sua

fracdo livre no plasma (18, 19, 26).

Considerando a antibioticoterapia, o efeito esperado é sua atividade farmacoldgica contra o
microrganismo e os efeitos deletérios sdo aqueles exercidos contra o organismo, resultando na

ocorréncia dos efeitos adversos.

Um principio fundamental da farmacodinamica relaciona o efeito de um farmaco com a dose
administrada, definida como a quantidade necesséria para a produgdo de uma determinada
resposta em um tempo estabelecido (27). Quando a concentracdo nos sitios de acdo €
alcangada, expressa pelo efeito esperado, considera-se satisfatoria a dose utilizada. Essa
concentracdo também é dependente do tempo que o farmaco leva para chegar ou sair do sitio

referido (27). Logo, ha inter-relagdo entre dose, efeito e tempo.

Um farmaco é considerado agonista quando tem afinidade pelo sitio de ligacdo de um

receptor, conseguindo ativar o dominio efetor. Os agonistas de um determinado receptor
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podem ser classificados em plenos ou totais (conseguem evocar resposta maxima) e parciais
(ndo conseguem evocar resposta maxima mesmo com incremento de doses) (18,27). Por outro
lado, os farmacos que apresentam alta afinidade, mas ndo produzem resposta consequente a
interacdo, sdo chamados de antagonistas (ou bloqueadores) (18, 27). Os antagonistas apenas
conseguem produzir seus efeitos bloqueando o acesso dos agonistas aos receptores.
Colocados juntos a agonistas, diminuem ou anulam suas respostas devido a competicdo pelos
receptores, ocupando alguns deles ou a maioria, respectivamente. SO ha reversdo desse
processo quando se aumenta a concentracdo do agonista, superando a do antagonista (27).
Também existem os antagonistas ndo competitivos que sdo farmacos que impedem a resposta
do agonista sem a competicdo pelos receptores, provocando nesses modificagdes estruturais
ou de funcdo que os inativam de maneira estavel. Farmacos que antagonizam efeitos de

outros, atuando em receptores diversos, sdo antagonistas de efeito ou fisioldgicos.

Determinados farmacos tém sua acdo independente de receptor. Sua simples presenca na
biofase propicia reagdes com constituintes organicos resultando em efeito farmacologico (27).
Certos farmacos sdo analogos estruturais de substancias biologicas normais podendo se
incorporar a elas e alterar sua funcdo, outros ndo tém atividade farmacologica na forma
molecular em que foram administrados, sdo profarmacos, e necessitam ser metabolizados para
serem ativados. Outros farmacos podem atuar por inibicdo de enzimas catabdlicas e por

interferéncia nos processos de transporte (27).

Os compostos que produzem resposta mediante interacdo farmaco-receptor apresentam uma
curva de dose-efeito ou dose-resposta cuja intensidade de efeito € diretamente proporcional a
porcentagem de receptores ocupados pelo farmaco; tal porcentagem é funcéo da concentracdo
do farmaco e de sua habilidade em se ligar aos receptores. A curva dose-efeito de um agonista
mostra 0 aumento do efeito até chegar a um platd, quando os receptores estdo todos saturados,
que corresponde ao efeito maximo ou Emax; dai decorre a CEso (ou ECso, em inglés) que é a
concentracdo do farmaco necessaria para produzir 50% do efeito maximo (o que corresponde
a ocupacdo da metade dos receptores responsaveis pelo Emax) (18, 27). Nesse nivel de
concentracdo pode-se presumir que a outra metade dos receptores esta livre, 0 que
corresponde a Kg (constante de dissociacdo). Logo, o valor numerico de Kg=CEso. A
intensidade maxima de efeito produzida por dois agonistas € expressa pela eficacia; a relacdo
da eficacia e possiveis desvantagens do tratamento (efeitos adversos, principalmente),
denomina-se efetividade. A relacdo dose-efeito também é explorada para estabelecer quantos

individuos de uma populacéo respondem como uma determinada intensidade de efeito a uma
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dada dose de farmaco; a dose efetiva média ou DEsp significa que 50% dos individuos
testados mostraram resposta. Quando se avaliam efeitos indesejaveis fala-se em dose letal
média (DLso) ou dose toxica media (DTso) se o efeito ndo é morte. Todos os farmacos
produzem respostas terapéuticas e reacdes adversas. Uma forma aproximada de se estabelecer
sua seguranca relativa é comparar DTso ou DLso com DEso. A razdo entre as duas doses é
denominada indice terapéutico (I); quanto maior for a diferenca entre a dose terapéutica média
e a que pode intoxicar (I= DTso/DEsg), maiores serdo o indice terapéutico e a seguranca do

farmaco (27).

2.2.1 Padrdes de Acdo dos Antimicrobianos

Os antimicrobianos encontram-se classificados em trés diferentes padrdes quanto a sua forma

de acdo.

2.2.1.1 Farmacos Concentracédo-Dependentes

Sdo farmacos que eliminam os microrganismos guando suas concentragfes encontram-se bem
acima da concentracdo inibitéria minima (CIM ou MIC, minimal inhibitory concentration,
termo em inglés extensamente utilizado) do microrganismo. Aumentando a razdo da
concentracdo no sitio de infeccdo em relacdo a MIC, maximiza a erradicacdo bacteriana. A
inibicdo do crescimento continua por um periodo variavel apds a concentracdo do farmaco no
sitio bacteriano ficar abaixo da MIC para o agente antimicrobiano. O parametro
farmacodindmico para avaliar o desfecho com farmacos concentracdo-dependentes é a
concentracdo serica livre maxima do farmaco dividida pela MIC (fCmax/MIC). Os
aminoglicosideos e os antifingicos poliénicos sdo exemplos de farmacos concentragéao-
dependentes (14, 28).

2.2.1.2 Farmacos Tempo-Dependentes (Concentracdo-Independentes)

Sdo assim denominados porque a extensdo da acdo antimicrobiana €& primariamente
dependente da duracdo da exposicdo. O parametro farmacodindmico para predizer a eficacia
dos farmacos tempo-dependentes é o tempo durante o qual a concentragdo sérica livre do
farmaco permanece acima da MIC (T>MIC). Exemplos de farmacos tempo-dependentes

incluem cefalosporinas, aztreonam, carbapenémicos, linezolida e clindamicina (14, 28).
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2.2.1.3 Farmacos Area Sob a Curva/Concentracéo Inibitoria Minima (ASC/CIM ou
AUC/MIC)

A razdo da &rea sob a curva de concentracdo sérica do fArmaco em relagcdo ao tempo decorrido
sobre a concentracdo inibitéria minima para o referido farmaco corresponde a medida da
exposicdo total da bactéria para um determinado agente antimicrobiano. A AUC/MIC engloba
0 pico da concentracdo e a exposi¢do prolongada, a qual pode ser vital para farmacos com
meia-vida longa. Para diferentes microrganismos existem diferentes valores de area de
concentracdo da fracdo livre do farmaco em relacdo a MIC, fAUC/MIC. Exemplos incluem

fluorquinolonas, vancomicina, linezolida, tigeciclina, azitromicina (14, 28).
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Figura 3 -Padrdes Farmacocinéticos/Farmacodinamicos de Acdo dos Antimicrobianos.
Cmax, concentracdo plasmatica maxima; MIC, minimal inhibitory concentration; AUC, area
under the curve; T, tempo em horas.

2.3 Modelagem Farmacocinética/Farmacodindmica

Modelos PK/PD podem ser combinados para fornecer uma representacdo no tempo da
resposta ao farmaco. A farmacologia clinica aplica principios da farmacocinética e da
farmacodindmica para o paciente individualizado de forma a prescrever a dose correta,

otimizando o efeito terapéutico e minimizando os efeitos colaterais.

A principal etapa do projeto de modelagem PK/PD consiste em definir e discutir os objetivos
a serem atingidos com o modelo e, em uma etapa secundaria, selecionar o tipo de modelo e as

ferramentas de software a serem utilizadas (29).

2.3.1 Modelagem Farmacocinética Populacional

Na ultima década, a modelagem farmacocinética populacional tornou-se o método de escolha

para analisar os estudos farmacocinéticos; nela, a unidade de analise é a populacdo ao inves
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do individuo (18). A farmacocinética populacional pode estimar a variabilidade
interindividual, a qual é usualmente significativa em pacientes criticamente enfermos, e leva-

la em consideracdo para otimizar o regime de doses (29).

A abordagem populacional ¢ um método baseado em modelo de analise de observacdes em
individuos que contribuem para e descrevem como os individuos diferem uns dos outros, bem
como descreve o comportamento da populagdo (ou subpopulagées); "populacdo” significa que

a variabilidade interindividual esta explicitamente incluida no Modelo (29).

Farmacocinética e farmacodinamica populacional constituem uma aplicacdo especifica da
abordagem populacional para descrever a relagdo entre as doses do farmaco e a concentracao
(PK) e o efeito e a concentracdo (PD) (18, 29). A andlise populacional envolve o uso
combinado de dados de varios individuos para estimar os parametros de PK e PD da
populacdo em estudo. Além disso, fornece estimativas da variabilidade entre individuos
(18,29).

Muitas perspectivas clinicas quanto ao uso de medicamentos ndo séo respondidas ou ndo sdo
completamente respondidas pelas autoridades reguladoras uma vez que os clinicos trabalham
em nivel individual e as agéncias reguladoras trabalnam com populacdo. Os dados
farmacocinéticos submetidos as autoridades regulatérias sdo frequentemente obtidos de
populacbes muito restritas como voluntarios saudaveis ou de um namero limitado de
pacientes com certa doenca (30, 31). Determinados grupos como criangas prematuras,
criancas, idosos, pacientes com HIV, pessoas com doencas raras, pacientes com risco de
interacdes medicamentosas, muitas vezes ndo se beneficiam do processo principal.
Consequentemente, uso nédo indicado na bula (off-label) de medicamentos nessas populagdes
é muito comum. Estudos populacionais farmacocinéticos e farmacodindmicos estdo em uma
posi¢do Unica com vistas a preencher a lacuna entre submissfes estritamente baseadas em

evidéncias de marketing e as necessidades diarias da pratica clinica (18, 30, 31).

A abordagem de PK/PD populacional tem muito a oferecer para o registro de novos farmacos
bem como para identificar novos grupos de pacientes nos quais farmacos antigos ja
registrados podem ser usados de forma eficaz e segura (18, 29). Estudos farmacocinéticos
tradicionais requerem, muitas vezes, coleta de varias amostras de sangue de pequenos grupos
de voluntarios. Tais investigacOes sao relativamente faceis e rapidas de serem feitas, fornecem

dados de referéncia Uteis, possibilitam a caracterizacdo plena do perfil concentracdo no
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decorrer do tempo, podendo ser ampliados para investigar subgrupos especificos ou
potenciais interacdes medicamentosas. Esses estudos, no entanto, tém pouca capacidade para
determinar a variabilidade no manuseio dos farmacos e a resposta em uma populacdo mais
ampla de pacientes. O método populacional, por sua vez, pode analisar dados esparsos,
integrar dados de diferentes fontes permitindo superar barreiras éticas e praticas que impedem
estudos tradicionais PKPD (18, 29, 31).

A andlise populacional destina-se a complementar e ndo a suplantar estudos de PK/PD
tradicionais, 0s quais usam dados valiosos de relativamente poucos sujeitos. Para algumas
questdes uma andlise populacional serd o Unico método capaz de fornecer as respostas (uso de
um farmaco especifico, por exemplo, em prematuros criticamente doentes); porém, um estudo
com desenho tradicional ainda é a abordagem com maior poder, e, sempre que possivel, deve
ser utilizado. Em qualquer situacdo, uma analise populacional nunca podera encobrir dados

pobres ou malcoletados (29).

Na analise populacional sdo utilizadas equacGes matematicas para descrever a relacdo entre
dose, concentracdo e tempo. O perfil da concentracdo-tempo do farmaco é analisado por um
dos inimeros programas de computador existentes, de acordo com o modelo ndo linear de
efeitos mistos abordado (18). Modelo de "efeitos mistos™ significa a descri¢do dos dados com
0s dois tipos de efeitos, fixos e randdmicos, misturados. Os parametros de efeito fixo incluem
aqueles que podem interferir nos parametros farmacocinéticos como idade, peso, género e uso
concomitante de outros farmacos, entre outros. Os parametros de efeito randémico incluem a
variabilidade residual intersujeitos, devido a condi¢es ndo incluidas ou ndo conhecidas, e a
variabilidade residual intrasujeitos e outras fontes de variabilidade, incluindo flutuacfes ao
acaso em valores de parametros individuais no decorrer do tempo, erros de medicao e todas as

fontes de erros ndo consideradas (18).

O mais conhecido, entre todos os métodos populacionais, € 0 NONMEM (NONIlinear Mixed-
Effect Modeling), no qual foi implementada a andlise ndo linear de efeitos mistos (31).
Apesar de existir um grande nimero de programas de computador para realizar a sofisticada
analise estatistica necessaria para estimar os parametros dos modelos populacionais 0s mais
utilizados sdo o MC-PEM, o ADAPT, o S-ADAPT e 0 S-ADAPT-TRAN (31, 32).
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2.4 Simulagdes de Monte Carlo (SMC)

O Método de Monte Carlo constitui-se em um método estatistico de analise quantitativa,
utilizado para gerar e analisar alternativas antes de sua implementagdo. Trata-se de um
modelo de simulacdo probabilistica, ou seja, tem como foco simulacdes de fenémenos
aleatdrios, introduzindo a analise de riscos, incorporando as variaveis ambientais e,
consequentemente, os elementos de incerteza inerentes (33, 34). E utilizado em diversas areas
como a fisica, matemaética e biologia. Foi introduzido na farmacologia de antimicrobianos por
Drusano e Ambrose (35, 36).

As Simulacdes de Monte Carlo receberam esta denominacédo devido a famosa roleta de Monte
Carlo, no Principado de Ménaco (34). Seu nome e o desenvolvimento sistematico do método
foram introduzidos por Ulam e Von Neumann em 1944, durante a Segunda Guerra Mundial,

na sua pesquisa para o desenvolvimento da bomba atémica (34).

As SMCs séo feitas por meio de um programa de computador com plataformas de simulagéo
que permitem a expansdo do tamanho da amostragem fornecendo predi¢des do provavel
desfecho com diferentes abordagens terapéuticas (37). Por meio dessas simulacGes é possivel
predizer qual sera o desfecho de um tratamento ou se determinado alvo terapéutico conseguira
ser atingido mediante a alteracdo da dose de um farmaco ou de sua frequéncia (37). Quando
um determinado alvo PK/PD (AUC/MIC, por exemplo) é desejado para cada individuo de
uma populacdo, isto deve ser verdadeiro tanto para a média populacional quanto, também,
para parte da populacdo com caracteristicas diferenciadas, como, por exemplo, com uma alta
taxa de eliminacdo do farmaco e a consequente menor exposi¢do que a média (38). Para essa
finalidade foi sugerida uma abordagem integrada da farmacocinética populacional e dos perfis
de sensibilidade microbioldgica disponiveis por meio da aplicacdo das SMC. Este método
leva em consideragdo a variabilidade das varidveis de entrada e gera valores ligeiramente
diferentes dos parametros farmacocinéticos de acordo com a variacdo na populacdo (38).
Assim, os valores dos indices PK/PD séo gerados tanto para a média populacional quanto
para cada individuo possivel na populacdo. A distribuicdo populacional dos valores desses
indices €, entdo, utilizada para estimar as doses necessarias para determinar exposi¢des 6timas

na populacgéo, incluindo aqueles individuos com altas ou baixas taxas de eliminacdo (38).

Considerando esquemas posologicos de antimicrobianos, os principais requisitos para fazer
uma SMC sdo: (i) um modelo farmacocinético robusto com distribuicdo e covariancia dos

pardmetros farmacocinéticos definidos, (ii) um modelo de covaridvel que fornega informacoes
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sobre como os parametros farmacocinéticos variam de acordo com sinais/sintomas e dados
demogréficos do paciente (exemplo, como o clearance do farmaco altera-se com a fungao

renal) e (iii) um modelo farmacodindmico com inter-relacdes PK e PD definidas (37).

As SMCs geram um conjunto de valores para os parametros farmacocinéticos (exemplo,
clearance, volume de distribui¢do) a partir da analise farmacocinética populacional dos dados
do paciente, pela amostragem randomizada da distribuicdo predefinida dos parametros
farmacocinéticos para cada paciente simulado. A partir desses parametros farmacocinéticos é
gerado um perfil completo de concentragdo-tempo do antibidtico para cada paciente simulado,
0s quais, entdo, podem ser avaliados contra os dados de sensibilidade, sob a luz da
farmacodindmica do antibidtico (37).

As SMCs podem ser muito Uteis em situacdes nas quais a obtencdo de amostras pode ser
dificil como, por exemplo, em terapia intensiva e em unidades de neonatologia. Nessa
populacdo de pacientes, uma vez que os parametros farmacocinéticos de um antibiotico sejam
descritos, tais dados podem ser utilizados para predizer outros perfis de concentragcdo-tempo
desconhecidos (37).

Os potenciais de erro desse método recaem sobre os dados iniciais, como, por exemplo, no
tamanho da amostra ou quando o modelo é baseado na concentracao total do farmaco e ndo na
sua fracdo livre. Um estudo com uma amostragem muito pequena pode ndo ter um nimero de
pacientes suficiente para descrever toda a provavel variabilidade farmacocinética em uma
populacdo de pacientes e, portanto, ter uma distribuicdo e covariancia subdtima dos
parametros de PK (37).

2.5 Polimixinas
As polimixinas fazem parte dos primeiros antibi6ticos com atividade significativa contra

bactérias Gram-negativas, incluindo P. aeruginosa.

2.5.1 Historico

As polimixinas constituem um grupo de antibidticos que foi isolado pela primeira vez em
1947 na Chemotherapy Division, Stamford Research Laboratories,
Stamford/Connecticut/Estados Unidos, de diferentes espécies de um bacilo esporulado
encontrado no solo, Bacillus polymyxa (39-41). Este bacilo foi isolado do solo no decurso de
um programa designado para encontrar novos antibioticos para o tratamento de infeccdes por

bactérias Gram-negativas (42). Rapidamente ficou demonstrado que varias polimixinas
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quimicamente diferentes poderiam ser obtidas de diferentes cepas do mesmo bacilo, sendo
denominadas polimixinas A, B, C, D, E (43). Inicialmente apenas a polimixina B na sua

forma de sulfato foi disponibilizada comercialmente (43).

A colistina foi isolada em 1949, no Japdo, a partir do Bacillus polymyxa var. colistinus (44).
Inicialmente foi considerada um novo antibiético, mas logo ficou demonstrado ser idéntica a
polimixina E (45, 46). Em 1959, teve inicio sua comercializacdo, sendo disponibilizada em
uma nova forma, como um derivado sulfometila (metanosulfonato) da polimixina E, também
conhecida como colistimestato sodico (CMS). As outras polimixinas, A, C, e D, foram

consideradas excessivamente toxicas para o uso clinico.

Nos primeiros artigos apds seu langcamento as polimixinas foram comparadas com novos
antibidticos descritos na mesma época, aureomicina e cloromicetina, sendo consideradas de
eficacia superior (47, 48). Também foram comparadas com a estreptomicina e sua efetividade
in vitro contra certas bactérias Gram-negativas foi notadamente melhor (42, 48). Seu espectro
de acdo compreendia, além da P. aeruginosa, as bactérias Gram-negativas Escherichia coli,
Haemophilus influenzae, Haemophilus pertussis, Aerobacter aerogenes, Salmonella typhosa
K. pneumoniae, Pasteurella multocida e Shigella flexner, e as Gram-positivas Streptococcus
gallinarum e Streptococcus pullorum (48). Sua acdo terapéutica em pacientes com infeccoes
localizadas e sistémicas por bacilos Gram-negativos foi considerada excelente, incluindo

resgate de casos sem resposta a outros antimicrobianos (48).

Por outro lado, foi identificada toxicidade renal com descricdo de varios graus de disfuncéo
tubular, sendo contraindicado seu uso mais extensivo; porém, em casos de maior gravidade,
sua utilizacdo foi encorajada e considerada “salvadora de vidas" (48). Nos anos 60 seu uso em
aerossol, evitando absorgéo sistémica, foi estimulado quando as secre¢des broncopulmonares

contivessem organismos resistentes aos antibidticos usuais (49).

As polimixinas foram extensamente usadas por aproximadamente duas décadas e substituidas
pelos aminoglicosideos nos anos 70 devido aos relatos de toxicidade, principalmente renal e
neuroldgica, com seu uso parenteral (50). Na pratica clinica elas permaneceram com uso
eventual, para manejo de infecgdes respiratorias por Pseudomonas spp em pacientes com
fibrose cistica e em solugdes topicas com outros antibidticos para o tratamento de infeccbes

oculares e otoldgicas (51).
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Nos anos 90 as polimixinas, relegadas a agentes de reserva, foram retomadas pela total falta
de alternativa frente a infec¢Oes por bacilos Gram-negativos multirresistentes. Suas bulas, no
entanto, ainda baseadas em estudos antigos, ndo apresentam os critérios atualmente exigidos
para o desenvolvimento de novos farmacos e, como suas patentes ja cairam ha muitos anos,
torna-se muito dificil obter apoio financeiro das companhias farmacéuticas para submeté-las a

novos estudos de forma a redefinir seus parametros de uso (12).

2.5.2 Estrutura Quimica

As polimixinas sdo metabdlitos secundarios de peptideos ndo ribossémicos produzidos pelo
Bacillus polymyxa (52). S@o peptideos ndo ribossémicos porque sdo sintetizados em
complexos multienziméaticos ao invés de o serem pelo método normal das proteinas nos
ribossomos (53). Séo positivamente carregados em pH fisiolégico devido aos residuos do
acido 5 L-a,y-diaminobutirico (Dab) (12).A sintese completa das polimixinas foi obtida pela

primeira vez por Vogler et al., em 1966 (52, 54).

Estruturalmente as polimixinas sdo polipeptideos ciclicos ligados a uma cauda de acidos
graxos; consistem de sete aminoacidos dispostos em um anel ciclico e uma cadeia lateral
tripeptidica que se liga a parte lipidica da molécula (51). A estrutura das polimixinas possui
elementos atipicos dos peptideos em geral como a cadeia de &cido graxo N e mdltiplos
aminoacidos ndo proteogénicos L-Dab (52). O anel heptapeptidico é igual para as duas
polimixinas, diferindo apenas na posicdo 6, a qual é ocupada pela D-fenilalanina na

polimixina B e pela D-leucina na colistina (52).

Os dois maiores componentes da polimixina B e da colistina sdo, respectivamente, polimixina
B1 e B2 e colistina A (polimixina E1) e B (polimixina E2), que se diferenciam pelos seus
residuos de acidos graxos e podem apresentar diferencas nas suas propor¢des mediante o
laboratdrio fornecedor e o lote (7, 55, 56). Foi encontrada pequena variabilidade entre os
componentes da polimixina B na avaliacdo de 10 lotes de trés fabricantes farmacéuticos,
tendo uma média de 73,5% de polimixina B, 13,7% de polimixina B2, 4,2% de polimixina Bs
e 8,6% de iso-polimixina Bi(variante da polimixina B1 com uma isoleucina no lugar da
leucina); ndo foi identificada diferenca substancial das concentragdes inibitérias minimas entre
os componentes (57). Em relacdo aos componentes A e B da colistina foram identificadas

diferentes razdes entre seis diferentes marcas, variando entre 4,27 a 0,87 (58).
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A polimixina B; é acetilada pelo acido (S)-6-metiloctandico e a B2, pelo &cido (S)-6-
metilheptandico; de forma semelhante, a colistina A é acilada pelo acido (S)-6-metiloctandico

e a B, pelo &cido (S)-6-metilheptandico (52).

Os elementos fixos da estrutura quimica das polimixinas consistem da cadeia de acidos graxos
N-terminal e do segmento p-Phe-_-Leu, que sdo dominios hidrofobicos, separados por
segmentos de residuos polares (Thr) e catidnicos (Dab) (52). As polimixinas sdo, portanto,
anfipaticas com hidrofobicidade atribuida principalmente ao radical de &cidos graxos e
hidrofilicidade devido aos grupos 5 -Dab y-amino (12). A importancia do segmento N-
terminal dos acidos graxos para a acdo antimicrobiana das polimixinas tornou-se evidente
pela primeira vez quando os nonapeptideos das polimixinas foram caracterizados (52). Os
nonapeptideos das polimixinas sdo compostos dos heptapeptideos ciclicos e dos componentes
dipeptidicos Thr?-Dab®N-terminal. A polimixina B nonapeptideo e a colistina nonapeptideo
sdo geradas por uma liberagdo proteolitica do segmento de acido graxo-DabN-terminal.
Apesar de a polimixina B nonapeptideo e de a colistina nonapeptideo ndo terem nenhuma
atividade antimicrobiana direta, elas mantém a habilidade de se ligar aos lipopolissacarideos
(LPS) com alta especificidade comprometendo a membrana externa (ME) de forma a
sensibilizar os Gram-negativos aos antibioticos hidrofébicos, para os quais a ME ¢é
normalmente impermeéavel (52, 59). De forma mais importante, a polimixina B nonapeptideo
e a colistina nonapeptideo tem uma diminuicdo significativa da toxicidade. Assim, a
toxicidade da polimixina B, ao menos em parte, pode ser atribuida ao segmento N-terminal

dos acidos graxos que €, também, sua parte mais potente (59).

A polimixina B ¢ utilizada comercialmente como seu sulfato de sodio, o qual é
microbiologicamente ativo, enquanto que as preparacGes comerciais da colistina sdo

compostas de CMS, o qual é uma pro-droga inativa da colistina (12, 60).

O CMS, um derivado sulfometila, foi desenvolvido devido ao relativamente alto nivel de
toxicidade associado com a administracdo parenteral da colistina (sulfato) relatado nos
estudos iniciais, ou seja, a principal razdo para modificacdo quimica do lipopeptideo natural
foi para reduzir sua toxicidade sisttémica (53, 61). O CMS é produzido a partir da colistina
através de uma reagdo dos grupos livres y-amino dos residuos Dab com formaldeido seguidos
por bissulfato de sodio, causando adi¢do de um grupo de sulfametila aos aminos primarios da
colistina (62). Com tal sulfometilagdo, a toxicidade fica significativamente reduzida mas,

também, a poténcia antibacteriana in vitro fica diminuida (63, 64). O CMS ndo &, portanto,
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um sal da colistina mas, sim, uma entidade quimica diferente (12). O CMS, ndo é estavel e se
transforma em colistina no sangue/plasma e na urina in vivo e em solucbes-tampao, &gua e
meios microbiologicos in vitro (60, 65, 66). A colistina € muito estavel na agua a 4°C e 37°C,
mas ndo é estavel no plasma a 37°C, diminuindo apds atingir um pico maximo em torno de
12-24h (66). Esta conversdo forma uma mistura complexa com intermediérios sulfometilados
e colistina, resultando em uma interacdo farmacocinética complexa entre CMS e colistina,
porcdo antibacteriana ativa (7). A instabilidade do CMS tem implicacGes significativas na
coleta das amostras tanto nos estudos pré-clinicos quanto nos clinicos, pois, havendo uma
conversdo significativa do CMS em colistina ap0s a coleta das amostras, as concentracfes de
colistina podem ser superestimadas (12). Ha necessidade, portanto, de ensaios especificos,
cuidado no manuseio das amostras (em estudos de PK/PD, por exemplo) e nos testes de MIC,

0s quais sdo baseados no sulfato de colistina (60, 66).

A atividade e a dosagem da polimixina B sdo usualmente medidas em unidades, onde 10.000
unidades € equivalente a, aproximadamente, um miligrama (mg) de polimixina B pura (43).
Para a colistina, a situacdo é ainda mais complexa, pois o farmaco é administrado como pro-
droga e ndo hd uma normatizacdo da terminologia utilizada para expressar sua atividade
antibacteriana. Duas convengdes priméarias sdo utilizadas em diferentes regiGes do mundo
para descrever os conteldos dos frascos parenterais e as doses correspondentes de CMS. Em
alguns paises é apresentada em unidades internacionais, enquanto em outros, em miligramas
de colistina basica ativa (colistin base activity- CBA). Existe uma equivaléncia aproximada
entre 1 milhdo Ul e 30mg de CBA, o que corresponde a, aproximadamente, 80mg de CMS
(67).

-NH,

(a-Dab — p-Phe — L-Leu

Fatty acid —> (o)L-Dab — |-Thr — (o).-Dab — {c,y)1-Dab
L-Thr «—— (o)L-Dab «— {(o)L-Dab
Y—-NH, NH, ‘ |

¥-NH, y-NH,

Figura 4 - Estrutura da polimixina B. Acido graxo: 6-metiloctandico para a POB1, 6-
metilheptandico para a POB;, octanoico para a POB3 e heptandico para a POB4. Thr, treonina;
Leu, leucina; Dab, acido a,y-diaminobutirico; Phe, fenilalanina; onde estiver o e y indica o
respectivo grupo amino envolvido no peptideo de ligacéo. (13)
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Figura 5 - Estruturas da colistina e do colistimestato. (A) Estuturas da colistina A e B; (B)
estruturas do colistimestato A e B. Acido graxo: 6-metiloctandico para a colistina A e 6-
metilheptandico para a colistina B. Thr, treonina; Leu, leucina; Dab, acido a,y-
diaminobutirico; Leu, leucina; onde estiver a e y indica o respectivo grupo amino envolvido
no peptideo. (8)

As estratégias quimicas para o desenvolvimento de analogos da polimixina com melhor
atividade e menor toxicidade consideram, entre outras, modificacbes no comprimento e
tamanho do N-terminal da porcdo de cadeia de acidos graxos, substituicbes das cadeias
laterais Dab e aminoéacidos, a questdo hidrofobica p-Phe-_-Leu, o tamanho do anel peptideo

ciclico e o comprimento do segmento linear tripeptideo N-terminal (52).

2.5.3 Mecanismos de Agéo

As polimixinas sdo antibidticos bactericidas que exercem sua acdo de forma extremamente
rapida, concentragdo-dependente, sendo esse processo independente da atividade metabdlica

bacteriana (8).

As polimixinas atuam como um detergente catibnico, comprometendo a integridade da
membrana celular bacteriana de forma a causar vazamento do conteudo intracelular e morte
da célula (52, 68). Em contraste com a maioria dos outros peptideos catiénicos, tém acdo
restrita as bactérias Gram-negativas, sendo seu foco inicial o lipidio A dos lipopolissacarideos

das bacterias Gram-negativas (69).
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Os LPS sdo componentes estruturais da membrana externa bacteriana compostos por trés
regides distintas que séo o lipideo A, o polissacarideo central e a cadeia polissacaridica lateral
O, ou Antigeno O. Conferem estabilidade e integridade a ME e sdo negativamente carregados
(70). O lipideo A corresponde a por¢do mais interna da molécula, ancorando os LPS a porcéo
hidrofébica da membrana externa de forma a auxiliar na estabilizacdo de toda sua estrutura
(52).

O mecanismo de agdo detalhado das polimixinas nao ¢ claro e a teoria da “autoabsor¢ao” ¢

largamente aceita (53).

LPS “*"ee,

Outer
Membrane

Cytoplasmic
Membrane

Figura 6 - Teoria da Autoabsor¢do. Mecanismo proposto de interacdo dos peptideos
antimicrobianos catidnicos com o envelope celular das bactérias Gram-negativas. (53)

Conforme a figura acima, a acao dos peptideos antimicrobianos cationicos ocorreria de acordo

com as etapas abaixo descritas (53):

Interacdo com a Membrana Externa

A) Neutralizacdo: os peptideos catibnicos abertos interagem com a superficie da
membrana externa, negativamente carregada, para neutralizar e deslocar competitivamente as

pontes de calcio e magnésio, ocasionando “rachaduras”.
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B) Ligacdo aos LPS: também é considerada a possibilidade de ligacdo direta dos

peptideos com os sitios de cétions divalentes nos LPS causando ruptura da membrana

Interacdo com a Membrana Citoplasmatica (MC)

C) Ligacdo a MC: ap6s atravessar a ME os peptideos se ligam a superficie da
membrana citoplasmatica, negativamente carregada em funcdo do grupo de fosfolipidios
terminal, inserindo-se nela. Nao é conhecido exatamente em que parte desse processo o
peptideo se dobra sobre ele mesmo assumindo sua estrutura anfipatica (se durante sua

passagem através da ME ou sua inser¢do na MC).

D) Formagdo de micélio: muitas moléculas do peptideo vao se inserir na interface da
MC e se agregar constituindo um complexo semelhante a um micélio o qual atravessa a

membrana.

E) "Flip Flop™: ao contrario da etapa anterior, 0 peptideo se manteria em movimento
atravessando a membrana citoplasmatica sob a influéncia do grande gradiente de potencial

elétrico transmembrana.

F) Canais e extravazamento: os agregados de micélios teriam &gua associada a eles, o
gue ocasionaria canais para 0 movimento de ions através da membrana e possivelmente
ruptura com extravazamento de grandes moléculas hidrossollveis. Ocorre aumento da

permeabilidade celular.

Em relacdo as polimixinas, mais especificamente, acredita-se que ocorra uma interacdo
elétrica entre os seus residuos Dab carregados positivamente e os fosfatos do lipidio A
carregados negativamente, deslocando céations divalentes (Ca™ e Mg*™) que normalmente
funcionam para ligar e estabilizar a camada unica de LPS da ME das bactérias Gram-
negativas (52). Essa interacdo eletrostatica inicial temporariamente estabiliza o complexo e
aproxima a cadeia de acidos graxos N-terminal da molécula de polimixina da ME. A insercao
da cadeia de acidos graxos e p-Phe-_-Leu (polimixina B) ou p-Leu-_-Leu (colistina), que sdo
dominios hidrofdbicos, atuam enfraquecendo a vedacéo das cadeias de acido graxo do lipidio
A causando distensdo da camada Unica da ME (52). O fato da polimixina B nonapeptideo (ou
seja, a polimixina B menos a cadeia de acido graxo N- terminal e o residuo Dab) ndo ter
atividade antibacteriana, ressalta a importancia de ambas as interagcdes eletrostaticas e

hidrofobicas para o mecanismo de acdo das polimixinas. Apds a inser¢do, as polimixinas
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parecem atravessar a ME através do mecanismo de autoabsor¢do. Subsequentemente a
molécula de polimixina se insere e rompe a integridade fisica da camada dupla de
fosfolipidios da membrana interna por meio do seu adelgagamento (52). Estudos da molécula
de polimixina ligada aos LPS mostraram que a cauda lipidica fica dobrada de tal forma que os
dominios polares e hidrofobicos formam duas faces distintas conferindo sua estrutura
anfipatica. Este modelo, embora parcialmente especulativo, estd de acordo com dados da
literatura (53, 70).

2.5.4 Mecanismos de Resisténcia

As bactérias Gram-negativas podem desenvolver mecanismos de resisténcia que sdo comuns a
polimixina B e a colistina, havendo, portanto, resisténcia cruzada (71). Apesar dos
mecanismos de resisténcia as polimixinas ndo terem sido completamente esclarecidos,
modificagdes na membrana externa causam resisténcia a colistina na P. aeruginosa e E. coli (
8). A maioria dos mecanismos de resisténcia envolve modificacdes dos LPS da ME bacteriana
onde ocorrem as interagdes eletrostaticas iniciais de forma a reduzir ou mesmo impedir essa
interagdo (70). Diferentes mecanismos para modificacdo do lipideo A dos LPS com
diminuicdo de sua carga elétrica negativa foram desenvolvidos por numerosas espécies

bacterianas (13).

A modificagdo dos LPS ocorre com a adi¢do de 4-amino-4-deoxi-_-arabinose (L-Ara4N) no
grupo fosfato do lipidio A, com consequente reducdo da carga negativa do lipidio A e
diminuicdo ou mesmo abolicdo de sua interacdo polar inicial com a polimixina carregada
positivamente (70, 72, 73). Esse mecanismo pode ser encontrado na E. coli, Salmonella
enterica sorotipo typhimurium, e P. aeruginosa (70, 72, 73). Em infec¢fes por K. pneumoniae
podem ocorrer outras mudancgas da membrana externa bacteriana como aumento da producéo
da cépsula de polissacarideos, o que limita a interagdo das polimixinas com seu sitio de acéo
(74). Outros mecanismos incluem o desenvolvimento de uma bomba de efluxo encontrado na

Yersinia spp. (70).

Quando sao estudados isolados de P. aeruginosa resistentes as polimixinas, dois mecanismos
distintos de resisténcia sdo identificados. Um dos mecanismos, chamado de adaptativo, que
corresponde ao desenvolvimento de resisténcia em funcdo da exposi¢éo ao farmaco e reversao
ao fendtipo sensivel na sua auséncia, ocorre em funcdo de modificacbes na composi¢do
lipidica ou lipopolissacaridica da ME com consequente diminuicdo da ligacdo das polimixinas

(75, 76). Um segundo mecanismo, geneticamente estavel, envolve a produgdo aumentada da
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proteina H1 da membrana externa consequente a exposi¢do a varias situacdes de estresse,
como baixos niveis de Mg*™ no envelope celular (7, 77). Essa resisténcia é regulada, na
maioria das vezes, pelas proteinas homdélogas PhoP-PhoQ e PmrA-PmrB, dos sistemas

regulatérios de dois componentes (70, 77-79).

Resisténcia do Acinetobacter spp. as polimixinas é rara em todo o mundo e 0s mecanismos de
resisténcia envolvidos ndo estdo completamente esclarecidos (70). Dois fendtipos de
resisténcia, ainda ndo completamente esclarecidos, resisténcia adaptativa e heterorresisténcia
tém sido descritos (80, 81). A resisténcia adaptativa parece ter relacdo com perda dos LPSs e
presenca de capsula (80, 81). Heterorresisténcia a colistina tem sido descrita, especialmente
em hospitais da regido do Oeste-Pacifico, e corresponde a presenca de subpopulacdes
bacterianas que podem crescer em concentracdes mais elevadas de antibiético que as previstas
pela MIC para a maioria das células; seu significado clinico para o A.baumannii ainda nao
estd bem definido (82, 83). Em um estudo recente onde foram avaliadas a resisténcia
adaptativa e a heterorresisténcia a polimixina B de isolados de Acinetobacter spp. resistentes
aos carbapenémicos, foi identificada resisténcia adaptativa em 55% de 22 isolados testados,
todos mostrando altos niveis de resisténcia a polimixina B (MIC= 64mg/L) (84). Nesse
mesmo estudo néo foi identificado heterorresisténcia real para a polimixina B considerando o
critério do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) de 2mg/L (84).

2.5.5 Perfil de Sensibilidade

As polimixinas sdo ativas apenas contra bacilos Gram-negativos, ndo tendo acdo contra
Gram-positivos nem anaerobios. Apresentam atividade antimicrobiana contra P. aeruginosa,
A. baumannii, Klebsiella spp., E. coli e outras enterobactérias (8, 85). Alguns germes
apresentam resisténcia intrinseca como Providencia spp., Neisseria spp., Proteus spp.,

Serratia marcescens e Burkholderia cepacia (70).

Os testes de sensibilidade as polimixinas podem ser feitos utilizando difusdo em disco, E-test,
diluicdo em agar e diluicdo em caldo, embora a acuracia da difusdo em disco venha sendo
questionada (12). Diferentes pontos de corte tém sido empregados pelas varias organizacgoes
(CLSI; EUCAST, European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing; BSAC,
British Society for Antimicrobial Chemotherapy e CA-SFM, Comité de I’ Antibiogramme de la
Societe Francaise de Microbiologie) (12). Como as informacg6es sobre a farmacocinética e a
farmacodindmica da polimixina B e da colistina tornaram-se disponiveis apenas recentemente,

é muito provavel que alguns pontos de corte atualmente em uso possam ndo ser adequados
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(12). Os testes devem ser interpretados com cuidado, pois variagcbes nas concentragdes do
meio catibnico podem levar a modificagdes nos MICs para polimixina (76). Além disso, a
diluicio em &gar e o E-test® usualmente mostram MICs maiores quando comparados com 0s

resultados da microdiluicdo em caldo (76, 86).

As taxas de resisténcia as polimixinas ainda sao baixas, apesar de seu uso crescente, mas vém
sendo descritas em diferentes partes do mundo (5). Dados do Programa de Vigilancia aos
Antimicrobianos SENTRY, que monitora regularmente os padrdes de resisténcia bacteriana
em varias partes do mundo, de janeiro de 2006 a dezembro de 2009, mostraram o perfil de
resisténcia de 40.625 isolados Gram-negativos provenientes de 43 centros nos Estados
Unidos, 30 na Europa, 10 na América Latina e 74 na regido da Asia-Pacifico (APAC). Os
critérios de sensibilidade utilizados nesse estudo foram interpretados de acordo com o CLSI
utilizando microdiluicdo em caldo, exceto para as enterobactérias onde foram adotados 0s
critérios do EUCAST. Foram identificados os seguintes niveis de resisténcia para polimixina
B e colistina, respectivamente: P. aeruginosa, 9.130 isolados, <0,1% e 0,4% (MICg= 1mg/L),
E. coli, 17.035 isolados, 0,1% e 0,2% (MICg< 0,5mg/L); Acinetobacter spp., 4.686 isolados,
0,8% e 0,9% (MICgo < 0,5mg/L para a polimixina B e 1mg/L para a colistina); Klebsiella
spp., 9.774 isolados, 1,4% e 1,5% (MICgo< 0,5mg/L). Os niveis de resisténcia a polimixina B
e a colistina no periodo de 2006 a 2009 permaneceram estaveis entre os isolados clinicos
examinados, exceto para K. pneumoniae da América Latina e da Asia-Pacifico onde se

observa uma ligeira tendéncia a aumento da resisténcia. (5)

No mesmo estudo SENTRY, entre 4.866 isolados ndo sensiveis ao imipenem, a Klebsiella
spp. (n=399) mostrou a maior resisténcia a polimixina B, com 12% dos isolados,
comparativamente a 1,4% do total; em relacdo ao Acinetobacter spp., apenas nos Estados
Unidos foi verificada diferenca na resisténcia a polimixina B entre os isolados ndo sensiveis e
sensiveis ao imipenem (2,1% e 0,8%, respectivamente); a P. aeruginosa nao mostrou
diferenca (5).

Na Africa os trabalhos sdo raros e os indices variaram de menos 10% para P. aeruginosa e A.

baumannii na Nigéria, até 53% para P. aeruginosa no Zimbabwe (70).

Considerando os indices de resisténcia da P. aeruginosa nos pacientes com fibrose cistica,
estudos europeus, de onde vém a maior parte dos trabalhos, mostram taxas variadas (70). A

Escécia relatou indices de 16 a 40% embora no restante do Reino Unido as taxas foram de
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3,1%; trabalhos da Alemanha apresentaram taxas de 6,7% a 58,7% (70). Um estudo da
Austrdlia mostrou niveis de resisténcia em condi¢des de aerobiose, anaerobiose e com
biofilme de 0%, 25% e 75%, respectivamente (70).

Em um estudo feito na Greécia, foi avaliado a frequéncia de uso da colistina comparando 0s
periodos 2009-2010 e 2010-2011 e sua resisténcia; foi identificado aumento do uso na ordem
de 230% e resisténcia a colistina de 35,3% na K. pneumoniae, 10% no A. baumannii e 7,6%
na P. aeruginosa (87). Em estudo italiano, de 77 infeccbes da corrente sanguinea por K.
pneumoniae resistentes a carbapenémicos, 28,6% (22 casos) também apresentaram resisténcia

a colistina (88).

2.5.6 Toxicidade das Polimixinas

A toxicidade, basicamente nefro e neurotoxicidade, sao fatores que historicamente limitaram
0 uso das polimixinas. A definicdo de nefrotoxicidade adotada pelos estudos, no entanto, ndo
é padronizada, o que remete a uma avaliacdo mais critica dos relatos, principalmente dos mais
antigos, nos quais as doses de colistina utilizadas costumavam ser mais elevadas (89, 90). A
principio, a definicdo de nefrotoxicidade corresponde a um aumento da creatinina sérica
(>2mg/dL) e/ou diminuicdo de 50% na depuracdo da creatinina calculada comparada com 0s
valores iniciais e/ou necessidade de terapia de substituicdo renal. A categorizacdo da real
situacdo existente em risco, dano, faléncia, perda ou estagio final da doenca renal (critérios
RIFLE) permite identificar de forma mais precisa o quadro (91).

A toxicidade renal ja foi descrita em varios estudos, variando de zero a 56% (média de 23%)
para a colistina e de 4 a 60% (média de 36%) para a polimixina B, conforme revisao feita por
Pogue et al com 2.602 pacientes no grupo da colistina e 723 no grupo da polimixina B (92).
Nesse estudo de Pogue et al., os fatores de risco identificados para a nefrotoxicidade
associada ao uso de colistina foram doses ou exposi¢do cumulativa elevadas de colistina, uso
associado de outros farmacos nefrotoxicos e idade avancada e, para a polimixina B, apenas
quatro analises foram encontradas, sendo os fatores de risco, indice de massa corporal, idade,
dose, regime de administracdo, comprometimento da funcéo renal no inicio do tratamento e

uso associado de vancomicina e de vasopressores (92).

Falagas et al., em estudo publicado em 2005 avaliaram a toxicidade relacionada ao uso
prolongado (>4semanas) de colistina intravenosa em 18 pacientes e ndo identificaram

alteracdo importante na funcdo renal, embora tenha ocorrido elevacdo nos valores de
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creatinina que atingiram significancia estatistica (mediana dos valores iniciais de creatinina de
0,6mg/dL comparativamente & mediana dos valores méaximos absolutos observados de
0,85mg/dL, p<0,001); em relacdo a neurotoxicidade, em apenas um paciente a polineuropatia,
que ja estava em andamento quando do inicio da colistina, teve sua piora associada ao uso

desse farmaco (89).

Em 2010, Falagas et al. encontraram um percentual de nefrotoxicidade decorrente do uso de
colistina de 10% e ndo foram observados fatores preditores independentes associados (70,
51). Florescu et al. em um estudo publicado em 2012, ndo encontraram nefrotoxicidade

aumentada relacionada ao uso de colistina (93).

Em um estudo realizado por Elias et al. em pacientes com uso de polimixina B intravenosa, o

uso de doses >200mg/dia apresentou risco aumentado de nefrotoxicidade (94).

2.5.7 Uso Atual das Polimixinas

As polimixinas representam uma importante opcdo terapéutica em infecgbes por P.
aeruginosa e Acinetobacter spp. resistentes a carbapenémicos, K. pneumoniae produtora de
KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) e, mais recentemente, outras espécies da
familia Enterobacteriaceae produtoras de NDM-1 (5, 6, 95, 96).

A polimixina B € utilizada clinicamente como sulfato de polimixina B e pode ser
administrada por via parenteral, topica (uso oftalmolégico e otoldgico), inalatéria e intratecal;
o sulfato de colistina tem uso primariamente tépico e oral para descontaminacéo intestinal e o
CMS, parenteral e inalatério (97, 98). Uso intratecal de colistina tem sido descrito associado
ou ndo a administracdo intravenosa, com ou sem outro antimicrobiano, em casos de

meningite/ventriculite, com taxas de cura superiores a 90% (99, 100).

As polimixinas sdo utilizadas em monoterapia ou em associa¢ao, em infec¢es com etiologia
definida ou empiricamente em unidades onde sua prevaléncia é elevada. Os tratamentos

apresentam resultados variados nos diversos estudos publicados.

Na coorte retrospectiva feita por Falagas et al. na qual foi avaliado desfecho relacionado ao
tratamento com colistina em infec¢Bes por bactérias Gram-negativas multirresistentes em um
total de 258 pacientes, a cura da infec¢do ocorreu em 79% dos casos e a sobrevida hospitalar
foi de 65,1% (51).
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Em uma revisdo sistematica e metanalise comparando o uso de colistina (437 pacientes) e de
outros antibidticos (359 pacientes) para tratamento de pneumonia associada a ventilacdo
mecanica em pacientes sem fibrose cistica, Florescu et al. ndo identificaram diferenca
significativa na mortalidade hospitalar entre os grupos com uso de colistina e com uso de
outros antibidticos (OR [Odds Ratio] 0,92; IC 95%, 0,50-1,67; P=0,78) (93).

Paul et al., em um estudo de coorte prospectiva com o objetivo de avaliar a efetividade e
seguranca da colistina, incluiram 495 pacientes dos quais 200 com uso de colistina e 295 com
uso de comparadores (imipenem, meropenem, ampicilina/sulbactam). Os critérios de inclusdo
foram infecgBes microbiologicamente comprovadas (pneumonia, infeccdo do trato urinario,
infeccdo do sitio cirlrgico, meningite e bacteremia) e com tratamento apropriado pelos
antibidticos citados. A mortalidade em 30 dias foi de 39% para a colistina versus 28,8% para
os comparadores (P=0,018); no subgrupo de pacientes com bacteremia, 0 tratamento com
colistina foi significativamente associado a mortalidade em 30dias ( aOR [adjusted OR] 1.99,
IC 95%, 1,06-3,77). A conclusdo dos autores foi que o0 uso da colistina esteve associado a
uma menor sobrevida, sendo sugerido ser menos efetiva e mais toxica que os B-lactamicos
(12).

Vicari et al. realizaram um estudo retrospectivo com inclusdo de 76 pacientes com bacteremia
por Gram-negativos tratados com colistina por um periodo minimo de 72h, com o objetivo
primario de identificar se a dose da colistina independentemente predizia sucesso
microbiologico em 7dias. Nesse trabalho foi constatado que doses maiores de colistina
independentemente se correlacionaram com sucesso microbioldgico em 7dias (aOR 1,74; IC
95%, 1,11-2,71; P=0,015) e que a mediana da dose da colistina também foi significativamente
maior entre sobreviventes no dia 7; no entanto, na avaliagdo de sobrevida em 28 dias, esse

dado néo se repetiu (95).

Na coorte retrospectiva feita por Kvitko et al., comparando a eficacia de polimixina B com
outros antibioticos (maioria beta-lactdmicos) no tratamento de bacteremia hospitalar por P.
aeruginosa, com inclusdo de 133 pacientes, a mortalidade hospitalar foi maior no grupo com
uso de polimixina B (66,7%) em relacdo ao grupo com uso de outros antimicrobianos (28,4%)
(@aOR 1,91; IC 95%) (9). Rigatto et al., em estudo de coorte prospectiva comparando a eficacia
da polimixina B em relacdo a outros antibioticos para o tratamento de pneumonia associada a
ventilagdo mecanica e traqueobronquite por P. aeruginosa e A. baumannii, identificaram, na

analise multivariada, que o tratamento com a polimixina B foi fator de risco independente
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para uma maior mortalidade encontrada nesse grupo (10). No estudo de Elias et al.,
envolvendo 276 pacientes com uso de polimixina B, foi identificada uma mortalidade intra-
hospitalar geral de 60,5%, sendo que o0 uso de doses de polimixina >200mg/dia foi
identificado como fator independente para diminuicdo do risco de mortalidade no modelo de
regressdo logistica (aOR 0,43; IC 95%, 0,23-0,79) (94).

As associacgdes que vém sendo estudadas incluem, entre outras, rifampicina, carbapenémicos,
tigeciclina e fosfomicina, com resultados promissores, principalmente nas infeccdes

envolvendo MICs mais altos (102).

A polimixina B é utilizada basicamente no Brasil, Estados Unidos, Singapura e india,
enquanto o CMS tem utilizagdo universal, incluindo Américas do Norte e do Sul, Asia,
Europa, Austrélia e Africa do Sul (103).

2.6 Farmacocinética das Polimixinas

O conhecimento da farmacocinética das polimixinas é essencial para sua correta utilizacao.
Inimeros estudos vém sendo publicados nos ultimos anos, basicamente sobre a colistina, por
ser a mais utilizada mundialmente. Mais recentemente alguns estudos sobre polimixina B vém

sendo feitos, mas ainda de forma incipiente.

2.6.1 Estudos com a Colistina

Apesar de a colistina estar disponivel para uso desde a década de 50, foi apenas a partir de
2001/2002, com o desenvolvimento dos métodos analiticos de cromatografia liquida de alta
performance (high-performance liquid chromatography - HPLC) e de cromatografia liquida
associada a espectrometria de massas acoplada a espectrometria de massas (liquid
chromatography-mass spectrometry/mass spectrometry-LC/MS/MS) para dosagem de
colistina e do metanosulfonato de colistina, separadamente, que foi possivel uma avaliacao
farmacocinética precisa do CMS e da colistina (64,104, 105). Anteriormente a esses trabalhos,
os parametros de farmacocinética eram estudados de forma conjunta para esses dois
compostos, por meio de ensaios microbioldgicos, o que comprometia toda a sua andlise (60).
Cabe ressaltar que a farmacocinética e as informacdes de prescri¢do existentes nos produtos

parenterais em uso corrente foram obtidas dessa forma (106).
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2.6.1.1 Pré-Clinicos

Em 2003 e 2004, Li et al., utilizando modelo animal de ratos com administragdo intravenosa
de colistina e de CMS, constataram varias diferencas na farmacocinética da colistina e do
CMS (107, 108), conforme descrito a seguir.

Seguindo a administracdo intravenosa em bolus da colistina (sulfato, mg/kg), o clearance
corporal total da colistina foi de 5,2 £ 0,4mL/(min kg), com um clearance renal de 0,010 +
0,008mL/(min kg), valor esse muito inferior ao clearance pela filtracdo glomerular de
2,3mL/(min kg), com apenas 0,18 *+ 0,14% da dose total de colistina recuperada na urina nas
24h (107). Este resultado indicou haver uma grande reabsorcdo tubular renal de colistina e
que seu clearance ocorria por via extrarrenal. Um estudo de perfusdo renal em ratos

corroborou o achado de extensa reabsorgéo tubular (109).

Apbs a administracdo endovenosa de CMS ocorreu conversao sistémica a colistina apenas de
uma pequena fracdo (em torno de 7%) (108). Foi identificado que o CLr do CMS ¢ alto, em
torno de 60% da dose, superior a sua filtracdo glomerular. Considerando essa desproporcao
entre a taxa de filtracdo glomerular e 0 CLg, foi concluido que existe secrecdo tubular renal de
CMS na urina. Nas primeiras 24h de monitorizacdo também foi visto que do total de CMS
encontrado na urina, 50% aproximadamente, era como colistina. Considerando esses trés
fatores, baixa conversao sistémica do CMS a colistina, alta reabsorcdo tubular da colistina e
conversdo do CMS a colistina em meio aquoso, incluindo a urina (66), a conclusao foi de que
a alta recuperacdo de colistina na urina ap6s a administracdo de CMS se deve, muito
provavelmente, a sua conversdo dentro das células tubulares renais a 37°C, dentro da bexiga
e/lou a temperatura ambiente nos tubos de coleta (108). A meia-vida terminal da colistina
formada foi aproximadamente duas vezes a do CMS administrado, sendo similar a ti» da
colistina administrada diretamente. Esses achados foram corroborados por um novo estudo
publicado em 2010 por Marchand et al. (110).

Em 2006 Bergen et al. demonstraram que a formacdo da colistina in vivo, seguindo a
administracdo de CMS, é um pre-requisito para que haja atividade antibacteriana, ou seja, 0

CMS ¢é uma pré-droga inativa da colistina, como ja mencionado (60).

Em 2008, Wallace et al. realizaram um estudo para avaliar a estabilidade do metanosulfonato

de colistina em produtos farmacéuticos e solu¢Bes para administracdo em pacientes, tendo
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demonstrado que a hidrolise do CMS ¢é dependente da concentracdo e da temperatura de
armazenamento (111).

Em 2010, Dudhani et al. publicaram dois trabalhos identificando, pela primeira vez, o indice
farmacocinético/farmacodindmico de atividade da colistina contra P. aeruginosa e A.
baumannii in vivo. A fAUC/MIC foi o melhor indice PK/PD a predizer a atividade da
colistina contra essas duas bactérias. Foi utilizado modelo animal de infec¢cdo de musculo
(coxa) e pulmdes (112, 113). No mesmo ano, Bergen et al. publicaram o primeiro estudo com
modelo in vitro, corroborando a fAUC/MIC como o melhor pardmetro PK/PD a predizer a

atividade da colistina contra P. aeruginosa (114).

2.6.1.2 Clinicos

Em 2003, Li et al. descreveram, pela primeira vez, os padrdes de farmacocinética do CMS,
medindo separadamente no plasma as concentracdes da colistina e do CMS, por meio de dois
métodos de HPLC (115). Foram avaliados 12 pacientes com fibrose cistica. A meia-vida da
colistina foi significativamente maior que a do CMS, variando de 139 a 385min e de 82 a
268min, respectivamente. Os dados encontrados nesse estudo ndo foram comparaveis a
estudos prévios devido, basicamente, a diferencas nas metodologias e dosagem empregadas
(116). O calculo da concentracdo sérica maxima e minima no estado de equilibrio (C%max €
C%min) do CMS, considerando o término da infusdo e imediatamente antes da proxima dose,
variou de 3,6 a 13,2mg/L e de 0,18 a 2,0mg/L, respectivamente (117). Nesse estudo foi
chamada a atencdo para a comparacdo das MICs com a concentracdo dos dois agentes no
plasma apds a administracdo de CMS, bem como revisdo das doses em uso (necessarias doses

mais altas que as encontradas no estudo).

Em 2005, Li et al. publicaram um estudo de farmacocinética do CMS e colistina em um
paciente criticamente enfermo com pneumonia por P. aeruginosa multirresistente em
hemodialise continua (118). Foram analisados através da HPLC os niveis séricos e do fluido
dialisado 20 dias ap0s o inicio do tratamento. As Cmax de CMS e colistina foram de 23,3mg/L
e 1,84mg/L, respectivamente, e o percentual de recuperacao da dose no dialisato foi de 20,3%
como CMS e 6,88% como colistina. Foi discutido sobre a subdose recebida pelo paciente,
considerando as MICs do CMS e da colistina contra os isolados de P. aeruginosa, devendo
ser feito um ajuste mais moderado da dose para pacientes em hemodialise continua do que o

preconizado nas informacg6es do produto.
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Em um estudo populacional de farmacocinética, conduzido por Garonzik et al. em 2011, com
uma amostra de 108 pacientes, foi identificada pela primeira vez a importancia da depuragédo
da creatina (DCE) para a depuracdo total de CMS (primariamente renal) e para a depuracao
aparente da colistina (primariamente ndo renal) (119). A medida que a func&o renal diminui,
aumenta a conversdao de CMS em colistina; esse achado explica a diminui¢do observada da
depuracdo aparente da colistina formada a medida que a depuracao da creatinina diminui.

Muitos estudos de farmacocinética envolvendo a colistina vém sendo levados a efeito nos
ultimos anos (65, 120-122). Segundo os dados encontrados nesses estudos, os pacientes ficam
expostos a uma concentracdo plasmatica subdtima nos primeiros dois a trés dias de
tratamento, antes de atingir o estado de equilibrio. Baseado nesses achados foi sugerida uma

dose de atague e uma revisdo da estratégia de dose de colistina atualmente utilizada

Mohamed et al., em 2012, publicaram um estudo para avaliacdo da farmacocinética
populacional, da ligagéo proteica e da curva de morte bacteriana com a administracdo de uma
dose de ataque de CMS em 10 pacientes criticamente enfermos (122). Os resultados
sugeriram gue o tempo para morte bacteriana de 3 log com uma dose de ataque de 480mg fica
reduzido a metade, comparativamente a dose de 240mg. Também foi identificado que o
componente A da colistina, mas ndo a colistina B, tem uma ligacdo proteica concentracao
dependente néo linear, ou seja, baixas concentragdes de colistina tiveram uma fy mais baixa e
altas concentracGes de colistina tiveram uma f, mais alta. Assim, com uma dose inicial
dobrada (de 240 para 480mg), a concentracdo de colistina livre € maior que o dobro, levando
a uma erradicacdo bacteriana ainda mais efetiva. Ndo foram observados sinais de toxicidade,

embora 0 nimero pequeno de pacientes possa ter limitado esse achado.

Também em 2012, Imberti et al. publicaram um estudo de farmacocinética da colistina no
liqguor apds administracdo intraventricular de CMS em nove pacientes com infeccdo do
sistema nervoso central por bactéria Gram-negativa pan-resistente (123). Foi administrado
CMS na dose de 2,61 a 10,44mg/24h. Foi identificado que quando a dose do CMS era
>5,22mg/24h, as medidas de concentracdo da colistina no liquor ficaram continuamente acima
da MIC de 2ug/mL. A cura microbioldgica ocorreu em oito/nove pacientes. Foi concluido que

uma dose > 5,22mg/24h foi adequada nos pacientes estudados.

2.6.2 Estudos com a Polimixina B
Sao estudos de inicio mais recente e em nimero ainda reduzido.
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2.6.2.1 Pré-Clinicos

Né&o existem estudos experimentais com polimixina B. Em 2008 Cao et al. desenvolveram e
validaram um ensaio de cromatografia liquida de alta performance de fase-reversa para

mensuracdo da polimixina B no plasma humano (55).

2.6.2.2 Clinicos

Apesar do progresso significativo que tém ocorrido nos Gltimos anos em relacéo a otimizacdo
do uso de CMS/colistina, esses dados ndo podem ser extrapolados para a polimixina B, a qual
ndo € administrada como uma pro-droga e, por consequéncia, apresenta uma farmacocinética
menos complexa. A administracdo de uma dose de ataque de CMS, por exemplo, apenas
garante que ndo sejam utilizadas doses sub6timas nos dois primeiros dias de tratamento, uma
vez que a transformacgdo para sua forma ativa, colistina, da-se lentamente; em relacdo a
polimixina B, como ja é administrada na sua forma ativa, uma dose de ataque ja representaria

uma maior exposicao.

Como a polimixina B é muito menos utilizada que o CMS, existem poucos estudos de

farmacocinética clinicos e com um pequeno numero de pacientes.

Em 2004, Sarria et al. relataram o primeiro caso de um paciente tratado com polimixina B
intravenosa durante hemodialise continua com monitorizacdo dos niveis séricos e do fluido
dialisado (124). O quadro era de uma sepse por A. baumannii e houve sucesso no tratamento
com polimixina B. As concentracdes séricas de polimixina variaram de 6,25 a 50mg/L e testes
repetidos ndo a detectaram no fluido dialisado. O achado sugeriu que a polimixina B ndo era
dialisavel pela hemodialise continua, ndo havendo necessidade de doses suplementares como
até entdo sugerido na hemodialise intermitente ou na dialise peritoneal. A credibilidade desses
dados, no entanto, ficou comprometida, uma vez que para a quantificacdo das amostras foi
utilizado um ensaio microbiolégico ndo especificado sem informacdo da acuracia,

reprodutibilidade ou sensibilidade.

Kwa et al., em 2008, examinaram a disposicdo da polimixina B1 em nove pacientes adultos
com infeccdo documentada por bacilo Gram- negativo sensivel apenas a polimixina e
aminoglicosideos, ndo criticos e com funcédo renal normal (125). As concentracOes séricas de
polimixina B1 foram obtidas através de cromatografia liquida com espectrometria de massa.

O volume médio de distribuicdo e a tiede eliminacdo foram de 47,2L e 13,6h,
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respectivamente, maiores do que previamente relatado em um estudo de revisdo, citando

estudos antigos que também utilizaram metodologia menos acurada (71).

Zavascki et al., em 2008, publicaram um estudo de farmacocinética da polimixina B
intravenosa em pacientes criticos (126). Foram avaliados oito pacientes com funcéo renal
variada. A Cmax variou de 2,38 a 13,9mg/L e apenas 0,04-0,86% da dose foi recuperada de
forma ndo modificada na urina (de quatro pacientes nos quais foi possivel fazer a coleta).
Também foi observada uma alta ligacdo proteica, 78,5% a 92,4%, determinando que sua
fracdo livre ficasse muito proxima ou até abaixo da concentragdo inibitéria minima de
patdgenos importantes (P.aeruginosa, A. baumannii). Os achados desse estudo indicaram que
a polimixina B é eliminada predominantemente por via ndo renal e que seu clearance corporal
total é relativamente insensivel a funcdo renal, dado esse que se assemelha a colistina em

estudos pre-clinicos com ratos (106).

Kwa et al. apresentaram um relato de caso de um paciente de 50 anos com infeccdo de sitio
cirdrgico e intra-abdominal por A. baumannii s6 sensivel a polimixina e com perda de funcéo
renal (clearance de creatinina de 18mL/min). Foi feita uma infusdo intravenosa inicial de
50mg de polimixina B seguida de 75mg a cada 24h (127). O paciente foi a 6bito no quarto dia
de tratamento. O pico antecipado de concentracdo e a concentra¢cdo minima foram menores
que a concentracado inibitéria minima (2ug/mL) durante todo intervalo de dose. A meia-vida
de eliminacéo foi de 11,5h, semelhante as previamente observadas em pacientes com funcgéo
renal normal (125, 126). Este trabalho acrescentou evidéncias quanto a eliminacdo nao renal

da polimixina B, sendo desnecessario, portanto, ajuste para a funcao renal.
2.7 Farmacodinamica das Polimixinas

Estudos de farmacodinamica das polimixinas vém sendo publicados, novamente com énfase
na colistina, os quais tém possibilitado um melhor entendimento de sua ac¢éo sobre patdgenos

epidemiologicamente relevantes.

2.7.1 Estudos com a Colistina
Os trabalhos de farmacodinadmica da colistina envolvem estudos pré-clinicos estaticos e

dindmicos e estudos clinicos.
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2.7.1.1 Pré-Clinicos

Estudos estaticos in vitro de tempo-morte (time-kill studies - TKS) mostraram rapida
atividade bactericida, concentracdo-dependente contra P. aeruginosa, A. baumannii e K.
pneumoniae multirresistentes (117, 128, 129). No entanto, houve recrescimento bacteriano
mesmo apds uma concentracdo de colistina maior que 64 X MIC. Foi considerado que, muito
provavelmente, a emergéncia de crescimento deva-se a presenca de subpopulacdes resistentes
a colistina em um isolado sensivel, baseado na MIC (heterorresisténcia a colistina). Os perfis
de anélise populacional tém revelado que uma pequena proporcdo de células resistentes a
colistina existe no meio de isolados clinicos de P. aeruginosa, A. baumannii e K. pneumoniae
e que, apos a exposicao a colistina, ocorre morte da populacdo suscetivel e amplificacdo da
subpopulacéo resistente (128-130). Estes estudos sugerem que a monoterapia com polimixina
pode levar a emergéncia de resisténcia e enfatizam a importancia da investigacdo de terapia
combinada. Estes estudos também demonstraram que a taxa e a extensdo da eliminacdo

bacteriana sdo inversamente proporcionais ao inoculo (130, 131).

Na figura 7 pode-se observar curvas de TKS do estudo de Owen et al. (128), mostrando a
rapida atividade bactericida da colistina concentracdo-dependente contra isolados de A.
baumannii multirresistente, seguida de rapido recrescimento bacteriano (em 3h) e importante

recrescimento em 24h, mesmo com concentracdes de colistina de 32 X MIC ou 64 X MIC.

Farmacodinamica da colistina

(a) (b)

Logy ofu/mL
=

(1

Hours Hours

— = — 4% MIC
——o—— §x MIC
——+— 16 MIC
———— 32 MI
......... e 6 % MIC

Figura 7- Curvas de TKS para a colistina contra 2 isolados, (a) isolado 8 e (b) isolado 10, de
A. baumannii (128, adaptado)
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Bergen et al., em 2010, utilizaram pela primeira vez um modelo in vitro para demonstrar que
fAUC/MIC é o indice de PK/PD que melhor prediz a atividade antibacteriana da colistina
contra a P. aeruginosa, sendo superior a fCmax/MIC e fT>MIC (114).

Existem poucos estudos dindmicos in vitro de tempo-morte bacteriana das polimixinas contra
germes Gram-negativos. Bergen et al.,, em 2008, realizaram um estudo com modelo de
infeccdo in vitro, comparando o efeito antibacteriano contra duas cepas de P. aeruginosa e a
emergéncia de resisténcia com trés diferentes regimes de colistina, uma, duas e trés vezes ao
dia (Cmax de 9,0, 4,5 e 3,0mg/L, respectivamente) mantendo a mesma dose total diaria (132).
Com todos os regimes ocorreu rapida morte bacteriana inicial seguida de recrescimento,
conforme mostra a figura 8. Apesar de ndo ter ocorrido diferenca no total de morte
bacteriana, o regime de 8/8h pareceu mais efetivo no sentido de retardar o inicio de
desenvolvimento de resisténcia. Em um segundo estudo de modelo de infecgéo in vitro, Tan
et al., em 2007, realizaram um estudo semelhante ao recém-descrito, apenas utilizando duas
cepas heterorresistentes a colistina de A. baumannii (133). Foi observado extensa morte
bacteriana inicial seguida de recrescimento em 6h e vasta emergéncia de resisténcia
independente do regime de colistina utilizado. Apesar dos desenhos destes trabalhos néo
terem sido feitos para elucidar o indice PK/PD que melhor se correlaciona com o efeito
antibacteriano das polimixinas, 0 achado que a contagem bacteriana total ao longo do tempo
ndo diferiu com os diferentes regimes empregados, sugere que o tempo médio de exposicao a
polimixina é o fator mais importante. Ou seja, a area livre sob a curva sobre a MIC € o indice

que se relaciona melhor com a atividade antibacteriana (12).
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PELPD da colistina contra a F. aeruginosa
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Figura 8 -Resposta microbioldgica observada em um modelo PK/PD in vitro simulando a
farmacocinética da colistina em 3 diferentes regimes de doses: 8/8h, 12/12h e 24/24h para (a)
ATCC (American Type Culture Collection) 27853 e (b) isolado clinico 19056. Dados
apresentados em valores de média. (132, modificado)

Nos trabalhos publicados por Dudhani et al. em 2010 (112, 113), como ja citado, os valores
encontrados da fracdo fAUC/MIC foram similares nos dois modelos de infecgédo para redugéo
de llog de P. aeruginosa (15,6-22,8 para infeccdo na coxa e 12,2-16,7 para infecgdo no
pulmé&o) e de 2log (27,6-36,1 para infec¢do na coxa e 36,9-45,9 para infec¢do no pulméo). Os
valores correspondentes para A. baumannii 1log foram 1,57-6,52 e 1,89-7,41 e 2log 8,18-
42,1 e 6,98-13,6, para infeccdo no pulmédo e na coxa, respectivamente. Estes estudos de
PK/PD definiram os valores da fAUC/MIC para varias magnitudes de inéculo e indicaram a

importancia de atingir um tempo medio de exposic¢ao adequado a colistina (12). Em todos eles
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a atividade bactericida parecia atingir o seu maximo quando o valor de fAUC/MIC era de
aproximadamente 20.

Mais recentemente, Wang et al. determinaram os indices de PK/PD para colistina que melhor
se relacionavam com a atividade contra células plancténicas e de biofilme da P. aeruginosa
em um modelo de infeccdo de biofilme pulmonar em um murino neutropénico (134, 135).
Novamente, o indice de PK/PD que melhor se correlacionou com a morte bacteriana contra as
células plancténicas foi fAUC/MIC; para as células do biofilme no pulméo, a razdo da AUC
em relacdo a concentragdo inibitoria minima do biofilme (MBIC), AUC/MBIC, foi o indice
de PK/PD que melhor se correlacionou. Também foi visto que os valores da fAUC/MIC de
colistina necessarios para as células plancténicas era muito menor que 0 necessario para as

células do biofilme.

2.7.1.2 Clinicos

Né&o existem dados clinicos de farmacocinética/farmacodindmica para embasar seu uso e guiar
a selecdo de um regime adequado de doses (12). Falagas et al. realizaram um estudo de coorte
retrospectiva demonstrando que doses maiores de CMS foram independentemente associadas
a menor mortalidade (51). Considerando que em estudos pré-clinicos a fAUC/MIC
corresponde ao indice que melhor representa a eficacia das polimixinas, tem sido enfatizada a
importancia de atingir um tempo médio de exposicdo as polimixinas para garantir a sua

eficacia.

2.7.2 Estudos com a Polimixina B

Estudos farmacodindmicos da polimixina B séo raros e envolvem trabalhos pré-clinicos e
clinicos.

2.7.2.1 Pré-clinicos

Existe apenas um estudo de farmacodindmica da polimixina B o qual foi publicado por Tam
et al., em 2005 (136), mostrando a agdo antibacteriana concentracdo-dependente, de forma
similar a colistina (117). Nesse estudo foram utilizadas quatro cepas de P. aeruginosa, sendo
uma cepa ATCC 27583 e trés de materiais clinicos resistentes a carbapenem. Os MICs para
polimixina B foram de 0,5 para uma cepa e de 1mg/L para as demais. Em um TKS foram
utilizadas sete concentragdes ““clinicamente atingiveis” de polimixina B que variaram de 0,25
a 16mg/L. A concentragdo bacteriana padréo foi de 10°UFC/mL, sendo também utilizado um

indculo de 10°UFC/mL, para simular o volume bacteriano em uma infeccdo grave e para
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possibilitar a presenca de subpopulagdes resistentes antes mesmo da exposicdo ao antibiotico.
Foi observada uma diminuicdo rapida e significativa da carga bacteriana, bem como atividade
bactericida concentracdo-dependente (concentracdes crescentes de polimixina B causaram
uma maior taxa de morte). Tais achados ocorreram de forma similar com os dois indculos
utilizados, porém com o maior a taxa de morte foi significativamente reduzida (efeito
indculo). O recrescimento bacteriano foi evidente ap6s a reducdo inicial do volume bacteriano
em todos os modelos. Nesse mesmo estudo foi realizado um experimento com modelo de
infeccdo  in vitro durante quatro dias com duas cepas de P. aeruginosa (padrdo e
multirresistente) utilizando polimixina B 2,5mg/kg/d (com trés diferentes regimes, 8/8h,
12/12h e 24/24h) e 20mg/kg/dia (oito vezes a dose-padréo utilizada). Foi visto que apesar de
ter ocorrido morte bacteriana rapida e substancial inicialmente, independente do regime
utilizado, ocorreu recrescimento e emergéncia de resisténcia ap6s 24h, em ambas as cepas
utilizadas, embora com o regime de 8/8h tenha ocorrido retardamento da emergéncia de
resisténcia (136). A auséncia de diferenca na morte bacteriana com a mesma dose total diaria
levou a considerar que o efeito antibacteriano da polimixina B aproximava-se mais da razéo
da area sob a curva de concentracdo no tempo sobre a MIC (AUC/MIC). Com a dose maior,
de 20mg/kg/d, ocorreu supressdo da carga bacteriana total, bem como das subpopulacGes
resistentes por 96h para a cepa-padrdo mas ndo para os isolados multirresistentes. Tais
achados foram consistentes com trabalhos feitos com colistina ( 119, 132, 133).

2.7.2.2 Clinicos

Elias et al. realizaram uma coorte retrospectiva com inclusdo de 276 pacientes em uso
de polimixina B intravenosa, com o objetivo de identificar o impacto da dose na mortalidade
hospitalar. Foram feitas analises em dois subgrupos: pacientes com infeccdes
microbiologicamente confirmadas e pacientes com bacteremia. A mortalidade hospitalar
encontrada foi de 60,5%, e 0 uso de doses de polimixina B > 200mg/dia foi fator protetor
independente (aOR 0,43; 95% IC 0,23-0,79), incluindo os dois subgrupos analisados. Mesmo
identificando que doses >200mg/dia de polimixina B cursaram com piora da funcéo renal,
esse risco foi considerado secundario frente a possibilidade do aumento de chance de
sobrevida do paciente. Este achado corrobora a importancia da AUC/MIC para a obtencdo de

sucesso terapéutico (94).
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3 JUSTIFICATIVA

Levando-se em conta 0 uso extensivo e crescente da polimixina B, principalmente em
pacientes criticos, a escassez de estudos da sua farmacocinética e a impossibilidade de
extrapolacdo direta dos resultados encontrados nas pesquisas feitas com a colistina,
entendemos ser de grande relevancia um estudo para avaliar os pardmetros farmacocinéticos

da polimixina B em uma populagéo de pacientes internados em Unidade de Terapia Intensiva.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo principal
Determinar o perfil farmacocinético da polimixina B intravenosa em uma populacdo de

pacientes criticos.

4.2  Objetivos secundarios

4.2.1 Estabelecer a relacdo entre o clearance da polimixina B e o clearance da
creatinina em uma populacdo de pacientes sem terapia de substitui¢do renal

4.2.2 Estabelecer a relacdo entre o clearance da polimixina B e o clearance da
creatinina em uma populacao de pacientes com terapia de substituicdo renal

4.2.3 ldentificar o regime de dose de polimixina B associado a fAUC/MIC “6tima”.
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Abstract

Objectives. To evaluate the pharmacokinetics (PK) of polymyxin B in patients on
continuous venovenous haemodialysis (CVVHD) after intravenous administration of

unadjusted dosage regimens.

Patients and methods. Two critically-ill patients had eight blood samples collected
during a 12-h interval on days 8 and 10 of polymyxin B therapy. Dialysate was collected
every hour during the 12h dosing interval. Polymyxin B binding in plasma was
determined by rapid equilibrium dialysis. Concentrations of polymyxin B in plasma and
dialysate samples were quantified using a validated ultra-performance liquid

chromatography - tandem mass spectrometry assay.

Results. Respective maximum plasma concentrations in patients 1 and 2 were 8.62 and
4.38 mg/L; total body clearances (scaled linearly by body weight) were 0.043 and 0.027
L/h/kg, respectively, of which 12.2% and 5.62% were dialysis clearance, respectively. The
corresponding volumes of distribution of polymyxin B at steady state were 0.50 and 0.34
L/kg, respectively, and protein binding in pooled plasma samples was 74.1% and 48.8%,

respectively.

Conclusions. Our findings indicate the recommended polymyxin B doses should not be

reduced for patients on CVVHD.

Keywords: continuous renal replacement therapy, plasma protein binding, colistin,

creatinine clearance, renal insufficiency
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Introduction

Over the last decade, ‘old’ polymyxin B and polymyxin E (colistin) have been
increasingly used worldwide due to the prevalence of polymyxin-only-susceptible
multidrug-resistant (MDR) Gram-negative bacilli.l 2 Most modern pharmacokinetic
knowledge on polymyxins is from colistin. Although colistin pharmacokinetics in patients
on different types of haemodialysis has been examined,®® colistin pharmacokinetics
cannot be directly extrapolated to polymyxin B because colistin is administered as its
inactive prodrug colistin methanesulfonate (CMS) resulting in a complex pharmacokinetic
interplay between CMS and the formed antibacterial entity colistin.® There is still a dearth
of information on polymyxin B pharmacokinetics, which has substantially limited
optimization of its dosage regimens in patients, in particular those on renal replacement

therapy.?

In the product information there is no information on whether polymyxin B dosage
regimens should be adjusted in patients on renal replacement therapy.’ Since polymyxin B
is predominantly non-renally cleared,® dosage adjustment in patients with renal
replacement therapy may not be warranted. On the contrary, such patients may even need
higher doses if the contribution of extracorporeal clearance to total body clearance is
large. Here we report the pharmacokinetics of polymyxin B in two patients on continuous
venovenous haemodialysis (CVVHD) receiving unadjusted dosage regimens which are

recommended by the product information for patients with normal renal function.
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Patients and Methods

Patients

The study was approved by the Ethical Committees of Hospital de Clinicas de Porto
Alegre and Hospital Nossa Senhora da Conceicéo, Porto Alegre, Brazil. Informed consent

was obtained from legal representatives of the patients.

Patient 1 was a 20-30-year-old woman (body weight 50.8 kg; body mass index [BMI]
21.1) with an APACHE 11 score of 25. She was under mechanical ventilation and received
intermittent 1 h intravenous infusions of 75 mg of polymyxin B (Eurofarma®) twice daily
(3.0 mg/kg/day; 1 mg = 10 000 U), as empiric antimicrobial therapy in a febrile
neutropenia episode. She was also receiving intravenous meropenem. Renal dysfunction
developed during sepsis prior to polymyxin B treatment. Two days after commencing
polymyxin B, CVVHD was initiated with an extracorporeal circuit containing a B Braun -
Diacap® a Polysulfone HI PS 18 haemofilter. The dialysate and blood flows were 1.8 L/h

and 150 mL/min, respectively. Polymyxin B therapy continued for 14 days.

Patient 2 was a 60-70-year-old man with septic shock. His body weight was 250 kg (BMI
77.2) and the APACHE 11 score was 21. As a consequence of septic shock, he developed
acute renal failure and CVVHD was initiated. Two days later, haemodialysis was
modified to intermittent. During this dialysis regime, a carbapenem-resistant
Acinetobacter baumannii (polymyxin B MIC 0.5 mg/L) was detected in a blood culture on
day 14 after hospital admission. He was under mechanical ventilation and the primary
source of the infection was possibly a ventilator-associated pneumonia. On day 18
intravenous polymyxin B (Eurofarma®, as intermittent 4 h infusions of 250 mg twice daily

[2.0 mg/kg/day]) was initiated with co-administration of intravenous ceftazidime.



88

CVVHD was re-commenced on day 8 of polymyxin B therapy and performed with a B
Braun - Diacap® a Polysulfone HI PS 18 haemofilter, and dialysate and blood flows were
2.0 L/h and 150 mL/min, respectively. The dose of polymyxin B was not changed during

the 15 day treatment.

Sample collection

On day 8 (i.e. day 6 of CVVHD; patient 1) and day 10 (i.e. day 2 of CVVHD; patient 2)
of polymyxin B therapy, eight blood samples (3 mL each) were collected immediately
before starting a polymyxin B infusion, 5 min, and 0.5, 1, 2, 4 and 8 h after completing the
polymyxin B infusion, and immediately before commencing the next dose. Blood samples
were centrifuged and the resultant plasma immediately stored at -80°C. Dialysate (5 mL)

was collected every hour during the 12 h dosing interval and immediately stored at -80°C.

Determination of polymyxin B concentrations and plasma protein binding

Polymyxin B concentrations in plasma and dialysate samples were quantified using a
validated ultra-performance liquid chromatography - tandem mass spectrometry
(LC/MS/MS) assay. The accuracy and reproducibility (coefficient of variation) of the
method were within 99.9% and 8.42%, respectively, and the limit of quantification was
0.050 mg/L. Polymyxin B binding in plasma was determined by rapid equilibrium dialysis
in Teflon® equilibrium dialyzer cells (DIANORM® Macro 1S). Polymyxin B
concentrations in the plasma (Cp) and buffer (Cg) reservoirs were determined (see above)

and plasma protein binding was calculated as (1- Cg/Cp)*x100%.
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Pharmacokinetic analysis

Non-compartmental pharmacokinetic analysis was conducted using WinNonlin™ Pro
(version 5.3). Recovery of polymyxin B in dialysate was calculated as the amount of

unchanged drug recovered across the dosing interval divided by the dose.

Results

Concentrations of polymyxin B in plasma and dialysate are shown in Figure 1. The
maximum plasma concentrations were 8.62 and 4.38 mg/L in patients 1 and 2,
respectively, and the corresponding total body clearances (including CVVHD clearances)
were 2.17 and 6.66 L/h (0.043 and 0.027 L/h/kg, scaled linearly by body weight). In the
CVVHD dialysate, 12.2% and 5.62% of the dose was recovered as unchanged polymyxin
B during the 12 h dosing interval and the CVVHD clearances were 0.264 and 0.374 L/h
(0.0052 and 0.0015 L/h/kg) in patients 1 and 2, respectively. The corresponding volumes
of distribution of polymyxin B at steady state were 0.50 and 0.34 L/kg. The half-life of
polymyxin B is not reported here, as the period of sample collection (i.e. 12 h) did not
allow reliable estimation of the terminal half-life. Protein binding in pooled plasma
samples was 74.1% (at 3.03 mg/L at the end of equilibrium dialysis) in patient 1 and

48.8% (at 2.09 mg/L) in patient 2.

Discussion

Polymyxin B has been increasingly used, particularly in critically ill patients, as a last
resort for MDR Gram-negative bacilli. Renal replacement therapies are commonly
required in the critically ill. Dosage adjustments of polymyxin B for such therapies have

been empirically performed so far. There is only one case report on polymyxin B
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pharmacokinetics in a patient receiving CVVHD, in which a non-specific microbiological
assay was used to quantify polymyxin B in samples.® In that study, serum concentrations
of polymyxin B were reported to range from 6.25 to 50 mg/L and no polymyxin B was
detected in the dialysate.® There was no information on the accuracy, reproducibility or
sensitivity of the microbiological assay employed.® Nevertheless, a Cmax of 50 mg/L in
plasma has never been observed in recent clinical pharmacokinetic studies or our current
study using specific liquid chromatography assays.® 1% 1! To the best of our knowledge,
we are the first to reveal the pharmacokinetics of polymyxin B in patients on CVVHD

using a specific, accurate and precise LC-MS/MS assay.

The observed difference between patients in total body clearance (expressed in L/h) is due
to body weight in the highly obese patient 2; after linear scaling by body weight, the total
body clearances were similar (0.043 L/h/kg for patient 1 versus 0.027 L/h/kg for patient
2). In patients not receiving renal replacement, polymyxin B total body clearance appears
insensitive to renal function, as less than 1% of a dose is excreted as unchanged drug in
urine.? Interestingly, in the two patients in the present report, CVVHD clearances
represented 12.2% and 5.62% of the respective total body clearances, but were still a
minor part of the total clearance. The explanation for the greater contribution of
extracorporeal elimination to total body clearance lies in the respective mechanisms
involved in processing polymyxins in kidneys (glomerular filtration followed by extensive
carrier-mediated tubular reabsorption)® versus a CVVHD cartridge (diffusional and/or
convective movement of polymyxin from blood to dialysate without a carrier-mediated
mechanism to return the polymyxin from dialysate to blood). Although data on dosage
adjustment for renal dysfunction or renal replacement therapy are lacking in the
polymyxin B package insert, adjustments have been suggested for anuric patients.? Our

study demonstrated that in patients on CVVHD receiving the currently recommended
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dosage regimen for patients with ‘normal’ renal function (2.0 - 3.0 mg/kg/day), the area
under the plasma concentration versus time curve (i.e. the time-averaged exposure) across
a day (69.2 and 75.1 mg-h/L for patients 1 and 2, respectively) was very similar to the
median of 73.0 (range 41.2 — 123.4) mg'h/L in five patients with creatinine clearances of
34 — 246 mL/min who received 2.0 — 2.5 mg/kg/day.? It should be noted that the dosage
regimen of polymyxin B for the obese patient was calculated based upon the actual body
weight. Considering the plasma protein binding in patient 2 (48.8%), the MIC for the
infecting organism (0.5 mg/L) and current knowledge of
pharmacokinetics/pharmacodynamics of polymyxins,*? the average unbound plasma
exposure of polymyxin B in this patient was most likely adequate. However, this

conclusion requires re-evaluation for pathogens with higher MICs.

In summary, our findings suggest that in general polymyxin B doses should not be
reduced for patients on CVVHD and large prospective clinical studies are urgently needed

to optimize this last-line therapy.
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Figure 1. Concentrations of polymyxin B in plasma and dialysate over 12 h in the two

patients receiving CVVHD.
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Background: Polymyxin B is a last-line therapy for multidrug-resistant Gram-negative

bacteria. There is a dearth of pharmacokinetic data to guide dosing in critically-ill patients.

Methods: Twenty four critically-ill patients were enrolled and blood/urine samples were
collected over a dosing interval at steady state. Polymyxin B concentrations were measured
by liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Population pharmacokinetic analysis

and Monte Carlo simulations were conducted.

Results: Twenty-four patients aged 21-87 years received intravenous polymyxin B (0.45-3.38
mg/kg/day). Two patients were on continuous hemodialysis, and creatinine clearance in the
other patients was 10-143 mL/min. Even with very diverse demographics, the total body
clearance of polymyxin B when scaled by total body weight (population mean, 0.0276
L/h/kg) showed remarkably low inter-individual variability (32.4% coefficient of variation).
Polymyxin B was predominantly non-renally cleared with median urinary recovery of 4.04%.
Polymyxin B total body clearance did not show any relationship with creatinine clearance
(r?=0.008), APACHE |11 score or age. Median unbound fraction in plasma was 0.42. Monte
Carlo simulations revealed the importance of initiating therapeutic regimens with a loading

dose.

Conclusions: Our study showed that doses of intravenous polymyxin B are best scaled by
total body weight. Importantly, dosage selection of this drug should not be based upon renal

function.

Keywords: Polymyxins, pharmacokinetics, dose selection, plasma protein binding, urinary recovery.
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The burgeoning multidrug-resistance among Gram-negative bacteria combined with a paucity
of new antibiotics has led to the re-emergence of polymyxins [1,2]. There are two polymyxins
used clinically, polymyxin B and colistin (i.e. polymyxin E) [1,2]. Both antibiotics were first
used clinically in the late 1950s but largely abandoned in the 1970s due to toxicity; however,
they were re-introduced to the therapeutic arsenal in the last decade due to resistance to all

other antibiotics [1-4].

Pharmacokinetics (PK)/ pharmacodynamics (PD) of antibiotics is critical for optimizing their
dosage regimens to maximize efficacy and minimize toxicity and resistance. Almost all
modern PK studies on polymyxins are for colistin that is administered parenterally as its
inactive prodrug, colistin methanesulfonate (CMS) [5]. In contrast, polymyxin B is available
for direct parenteral administration, that is, as the antibacterial entity [2]. Recent PK studies
have highlighted that the conversion of CMS to colistin occurs very slowly and incompletely

in vivo [6,7]. Therefore, current PK findings for CMS/colistin cannot be extrapolated to

polymyxin B.

There are no scientifically based dosing guidelines for polymyxin B due to the lack of solid
PK information. Reports on the PK of polymyxin B in humans have been limited to a small
number of studies with 20 patients in total [8-11]. Even though a population PK study was
reported in 9 adult patients [9], only 2 serum samples were collected from each patient and,
unfortunately, only polymyxin B was measured, an approach leading to the potential for bias
in defining polymyxin B PK. Furthermore, no urine samples were collected in that study and,
therefore, urinary recovery and renal clearance of polymyxin B could not be obtained [9].
Importantly, the applicability of that study [9] to critically ill patients is limited. Hence, there
is an urgent need to investigate the PK of polymyxin B in critically-ill patients and to
optimize its clinical use. In this study we developed a population PK model for polymyxin B

after intravenous administration in 24 patients with various degrees of renal function. Our aim
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was to identify patient factors influencing the PK and thereby allow proposing of dosage
regimens to achieve a desired target plasma polymyxin B concentration. The study also
provides important new information on the renal handling of polymyxin B that assists in

understanding the potential for this antibiotic to cause nephrotoxicity.

PATIENTS AND METHODS

Patients and Ethics

The study was approved by the Ethical Committees of Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
Hospital Sdo Lucas da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, Hospital
Nossa Senhora da Concei¢do, Brazil, and Monash University, Australia. Informed consent
was obtained from all patients or their legal representatives. The decision to administer
polymyxin B and its dosing regimen was made by the attending physician. From March 2011
to January 2012, 24 patients (aged >18 years) who received intravenous polymyxin B were
included; the non-compartmental PK data of 2 patients on continuous venovenous

hemodialysis (CVVVHD) have been reported [11].

Polymyxin B Administration and Sample Collection

Blood samples were collected after >48 hours of treatment with polymyxin B (sulfate;
Polymyxin B for Injection, Eurofarma, Brazil). Collection of urine samples was possible for
17 of the patients. Polymyxin B was administered by short-term infusions (60-240 min) 12
hours (23 patients) or every 24 hours (1 patient). In each patient, 8 blood samples (3 mL each)
were collected immediately before starting the infusion, 5 minutes, and 0.5, 1, 2, 4 and 8 h
after completing the infusion and immediately before the next infusion. Blood samples were

centrifuged for 10 min (4000 g), and the plasma samples were immediately stored at -80°C
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until analysis. Urine was collected across the dosage interval (0-6 hours and 6-12 hours for
12-hourly dosing; 0-6 hours, 6-12 hours and 12-24 hours for 24-hourly dosing) and the

volumes were recorded; 5 mL of each collection were stored at -80°C pending analysis.

Binding of Polymyxin B in Plasma

Plasma protein binding of polymyxin B was determined by rapid equilibrium dialysis [11].
For each patient, 3 plasma samples were pooled (pH adjusted to 7.4) and 1 mL was dialyzed
against an equal volume of isotonic phosphate-buffered saline (pH 7.4) at 37°C for 4 h.
Polymyxin B concentrations were determined (described below) and unbound fraction in

plasma (fu) was calculated as the ratio of the concentration in buffer to that in plasma.

Quantification of Polymyxin B Concentrations

Polymyxin B (base) concentrations in samples were quantified by monitoring both polymyxin
B:1 and B> using a validated ultra-performance liquid chromatography-tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS) assay [11]. Analysis of independently prepared quality control
samples indicated good reproducibility (coefficients of variation <8.39%) and accuracy
(measured concentrations <10.0% from target concentrations). The limit of quantification was

0.05 mg/L.

Pharmacokinetic Analysis

Nonlinear mixed-effects modeling of polymyxin B population PK was performed utilizing S-
ADAPT platform (version 1.57) with the Monte Carlo parametric expectation maximization
algorithm [12]. The SADAPT-TRAN was used for pre- and postprocessing [13,14]. One-, 2-
and 3-compartment models were explored for the polymyxin B plasma concentration-time
profiles with linear or nonlinear (saturable) elimination. These models were fit to the data for
all patients simultaneously. The inter-individual variability was assumed to be log-normally

distributed. Candidate covariates that were explored for their possible effect on polymyxin B
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disposition included the following: body size (total body weight [TBW] and lean body weight
[LBW]), sex, age, creatinine clearance (CrCL), serum albumin concentration, and APACHE
I score on total body clearance (CL) of polymyxin B; and body size (TBW and LBW) on
volume of distribution. CrCL was calculated using the Cockcroft-Gault equation with LBW
[15]. For model evaluation, plots of observed versus individual and observed versus
population-fitted polymyxin B concentrations, the normalized prediction distribution error,
and the objective function in S-ADAPT were utilized. Polymyxin B renal clearance (CLR)
was calculated as the amount recovered in urine during the urine collection period divided by
the area under the plasma concentration-time curve (AUC) across the same period. Because
only unbound drug in plasma is filtered at the glomeruli, the clearance of polymyxin B by
glomerular filtration (CLcr) was estimated as fuxGFR (where GFR is glomerular filtration
rate from CrCL) [16]. The percentage of polymyxin B reabsorbed from tubular urine was
calculated as 100x(1-CLr/CLcr); the percentage of water reabsorbed was similarly
determined as 100x(1-[urine flow rate]/GFR). The number of milligrams per day of
polymyxin B filtered at the glomeruli was calculated by multiplying the polymyxin B average
steady-state plasma concentration (Cssavg, mg/L) with its filtration clearance (CLgr, L/day);
the milligrams of polymyxin B per day reabsorbed by the renal tubular cells were then

estimated from the percentage of the filtered polymyxin B that was reabsorbed.

Monte Carlo Simulations of Dosage Regimens

Simulations with between-subject variability (BSV) were performed for various clinically
relevant dosage regimens scaled by TBW. The regimens were as follows: (1) 1.25 mg/kg as a
1-hour infusion every 12 hours; (2) 2 mg/kg as a 2-hour infusion loading dose followed 12
hours later by 1.25 mg/kg as a 1-hour infusion every 12 hours; (3) 1.5 mg/kg as a 1-hour
infusion every 12 hours; (4) 2.5 mg/kg as a 2-hour infusion loading dose followed 12 hours

later by 1.5 mg/kg as a 1-hour infusion every 12 hours; (5) continuous infusion of 2.5
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mg/kg/24 hours; and (6) 2 mg/kg as a 2-hour infusion loading dose immediately followed by
continuous infusion of 2.5 mg/kg/24 hours. For each dosage regimen 5000 virtual subjects

were simulated using NONMEM software (version VI, level 1.2) [17].

RESULTS

Demographic data of the 24 intensive care patients are presented in Table 1. TBWs ranged
from 41 kg to 110 kg in 23 patients, and 1 patient was extremely obese at 250 kg. A large
range of renal functions was observed. The physician-selected dose of polymyxin B was 0.45-
3.38 mg/kg/day; 23 patients received the drug every 12 hours, whereas the patient who was
prescribed the lowest daily dose received it every 24 hours.

Plasma polymyxin B concentration-time profiles arising from the physician-selected dosage
regimens are presented in Figure 1. The AUC over a day (AUCo-24nours) from the population
PK analysis was 66.9+21.6 mg-h/L (range, 16.4-117 mg-h/L), and therefore the average
steady-state plasma concentration (Cssavg, i.. AUCo-24n/24hours) was 2.79+0.90 mg/L (range,
0.68-4.88 mg/L). The polymyxin B concentrations from the 2 CVVHD patients [11] were

within the range of concentrations observed in non-CVVHD patients (Figure 1).

The time-course of polymyxin B concentrations was well described by a 2-compartment
disposition model with constant-rate, short-term infusion input and linear (i.e. non-saturable)
elimination. The population PK model provided excellent fits to the observed concentration-
time profiles for individual patients (Figure 2) and the individual-fitted and population-fitted
concentrations were unbiased and adequately precise (Figure 2). As only 12.2% and 5.62% of
polymyxin B was removed by CVVHD [11], the concentration-time profiles from all patients
(i.e. on and not on renal replacement therapy) were successfully described simultaneously

with one set of population PK parameter estimates (Table 2). Linear scaling of clearances and
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volumes of distribution by TBW reduced the unexplained BSV (%CV) by 3.4% for CL and
41.7% for the central volume of distribution (V1). Allometric scaling of CL (scaled by
TBW? ™) performed slightly better than linear scaling. Linear and allometric scaling by LBW
performed similarly well as TBW. For simpler clinical implementation, the results from the
model with linear scaling by TBW are reported in Table 2. The BSV in clearance (CV 32.4%,
Table 2) was remarkably low in this critically-ill patient population with a wide range of body
weights and renal functions. After scaling of clearances and volumes of distribution by TBW,
the parameter estimates for the 2 patients receiving CVVHD, including the patient with 250-
kg TBW, were within the range of estimates from the other patients, as shown for CL in
Figure 3. Importantly, neither the unscaled (P=.68, r?>=0.008) nor scaled (P=.22, r?>=0.008)
polymyxin B CL, showed any relationship with CrCL (Figure 3). Furthermore, no
relationships were identified between CL of polymyxin B and APACHE Il score, serum
albumin concentration, gender or age.

The median unbound fraction in plasma of polymyxin B was 0.42 (range, 0.26-0.64; n=23)
and was independent of concentration (P > .05, r? = 0.13). The mean (+SD) of the AUC for
unbound polymyxin B (fAUCo-24n) was 29.2+12.0 mg-h/L (range, 6.05-60.5 mg-h/L). Urinary
excretion data were available from 17 patients. The median percentage of the polymyxin B
dose that was excreted unchanged in urine was 4.04% (range, 0.98%-17.4%) and the median
renal clearance (CLr) was 0.061 L/h (range, 0.018-0.377 L/hour). The CLr of polymyxin B
was a small percentage of CLgr in every patient (median, 9.7%; range 0.75%-27.9%). Thus, a
large percentage of polymyxin B filtered at the glomerulus was reabsorbed (median, 90.3%;
range 72.1%-99.2%); by comparison, the median percentage of filtered water that was
reabsorbed was 96.4% (range, 85.7%-99.0%). There was a trend for the percentage of filtered
polymyxin B that was reabsorbed to increase with creatinine clearance; the result being that

there was a strong linear relationship (P < .0001, r?= 0.90) between the amount of polymyxin
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B reabsorbed per day, scaled to the daily dose, to increase with CrCL (Figure 4). The
exposure to polymyxin B with various dosage regimens, predicted from the Monte Carlo

simulations, is quantified in Table 3.

DISCUSSION

This polymyxin B population PK study has made a significant contribution to understanding
of how to optimize the clinical use of this important last-line antibiotic in critically ill patients.
It is the first to demonstrate that total body weight is a patient characteristic that influences
polymyxin B PK and that the total body clearance, and hence daily dose requirement, of

polymyxin B is not affected by kidney function.

Scaling of clearances and volumes of distribution by TBW resulted in unbiased fits for all
patients, including the extremely obese patient (250 kg), and an overall reduction in the BSV.
Thus, loading and maintenance doses for polymyxin B are best scaled by TBW; this finding

informed the manner in which the Monte Carlo simulations were conducted.

Polymyxin B CL scaled by TBW displayed only modest interindividual variability,
particularly given the very diverse demographics including sex, age, renal function and
severity of illness. Notably, despite the wide range of renal function across the patients, this
patient characteristic was not a determinant of polymyxin B CL (Figure 3). That renal
function did not influence polymyxin B CL is in keeping with the fact that only a small
percentage of the dose was excreted in urine as unchanged drug, as we have previously
reported [8]. Non-renal clearance has also been demonstrated to be the major elimination

pathway of polymyxins in rats [16, 18].

As polymyxin B CL was not related to CrCL (Figure. 3), its daily doses should not be based

on renal function. This contrasts strongly with colistin wherein daily doses need to be tailored
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to renal function, because the latter is administered as the predominantly renally eliminated
prodrug CMS [7]. Decreasing daily doses of polymyxin B for patients with poor renal
function may lead to suboptimal plasma exposure, with potentially adverse consequences on
clinical and microbiological outcomes and development of resistance. Physicians should
balance the risk of polymyxin-induced nephrotoxicity against the benefit of maintaining
adequate doses of polymyxin B, particularly in patients with declining renal function. It
should be noted that the benefit of higher polymyxin B dosage regimens (>200 mg/day) on
overall hospital mortality remained even for patients who developed moderate or severe renal

impairment during therapy [19].

The Monte Carlo simulations indicated that dosage regimens not involving a loading dose
resulted in exposure to polymyxin B across day 1 that was substantially lower than the
exposure achieved on day 4 (ie, at steady state). It should be noted that even though loading
doses have been proposed for CMS, several hours' delay occurs in the achievement of Cmax of
the antibacterial entity colistin because of the slow formation from the prodrug CMS [6,7,20,
21]. Our data clearly show the potential PK/PD advantage of polymyxin B versus CMS after
intravenous administration and the importance of employing a loading dose to achieve

optimal plasma exposure of polymyxin B as soon as possible.

The fAUC/minimum inhibitory concentration (MIC) has been shown to be the most predictive
PK/PD index for the in vivo antibacterial activity of colistin [22,23]. In the thigh infection
model, the fAUC/MIC values for 2-log bacterial killing were aproximately 20 for
Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumannii. Therefore, assuming that these
PK/PD data for colistin are similar for polymyxin B, our Monte Carlo simulations using an fu
of 0.42 show that only 1.5 mg/kg/12 hours (ie, 3 mg/kg/day) would reach a fAUC/MIC of
approximately 20 on day 4 in approximately 50% of patients when the causative pathogen

MIC is 2 mg/L (Table 3). Thus, for severe infections caused by organisms with polymyxin B
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MIC of <2 mg/L, regimens with a ‘high’ daily dose (eg 3 mg/kg/day), with a loading dose,
should be considered. Nonetheless, it is very likely that the currently recommended dosage
regimens (up to 2.5 mg/kg/day) are appropriate for less severe infections, or when the
polymyxin B MIC of the pathogen is <I mg/L. However, for pathogens with MICs of 4 mg/L,
only a very small proportion of patients will reach a fAUC/MIC of approximately 20, even
with 3 mg/kg/day. Since >3 mg/kg/day cannot be recommended at this time due to the lack of
clinical data on safety, combination therapy should be considered for severe infections caused
by such pathogens.

A retrospective cohort study showed that >200 mg/day polymyxin B was independently
associated with lower hospital mortality [19]. Because 200 mg/day corresponds to 2.5, 2.85
and 3.0 mg/kg per day in patients weighing 80, 70 and 65 kg, respectively, >200 mg/day is
very likely in accordance with the dosage regimens associated with bactericidal activity of
polymyxins, according to the data from mouse infection models [22,23] and our Monte Carlo
simulations (Table 3).

Although renal clearance contributes in a minor way to polymyxin B CL, the processing of
the drug within the kidney is extremely important as nephrotoxicity is the major dose-limiting
adverse effect [19, 24]. In the present study, urinary excretion and plasma protein binding data
were available for 16 patients with a wide range of renal functions. In all of these patients,
polymyxin B CLr was only a very small percentage of the anticipated filtration clearance of
the drug at the glomeruli, indicating that polymyxin B was subject to extensive net tubular
reabsorption, as has been reported previously for 4 other patients [8] and for colistin in rats
[16]. The trend for the percentage of filtered polymyxin B reabsorbed to increase with CrCL
is consistent with the intact nephron hypothesis [25]. The relationship between the percentage
of the daily dose that was reabsorbed and CrCL (Figure 4) highlights the degree of exposure

of tubular cells to polymyxin B. For example, for a patient with a CrCL >100 mL/min,
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remarkably, an amount equivalent to the daily dose or more was reabsorbed through the
tubular cells per day. In the case of a patient with a lower CrCL, the amount reabsorbed per
day can still be a substantial percentage of the daily dose, especially given the likely fewer
number of functioning nephrons in such a patient [25]. Thus, there is substantial recycling of
polymyxin B between tubular urine and the systemic circulation, which results in extensive
intracellular exposure in the tubular cells. Our data (Figure 4) suggest that inhibition of
tubular reabsorption may serve to decrease the potential for nephrotoxicity.

A potential limitation of our study was the use of CrCL estimated by the Cockcroft-Gault
equation, which has not been validated in critically ill patients. Nonetheless, this limitation
does not affect our results because there was clearly no relation between renal function and
polymyxin B CL. In addition, only 2 patients on renal replacement therapy were included in

the population PK analysis.

In conclusion, this is the first population PK study demonstrating that doses of intravenous
polymyxin B are best scaled by total body weight and should not be based upon renal
function. For patients on renal replacement therapy, dosage adjustments are not recommended

at this time. Further clinical studies on polymyxin B PK/PD are urgently needed.
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Table 1. Patient Characteristics.

Characteristic Value?
Age, y 61.5 (21-87)
Sex
Male 13 (54.2)
Female 11 (45.8)

Total body weight, kg
Lean body weight, kg
Estimated creatinine clearance (mL/min)
APACHE Il score
Coadministered antibiotic(s)
Vancomycin
Trimethoprim-sulfamethoxazole
Levofloxacin
Meropenem
Ceftazidime
Cefepime
Piperacillin-tazobactam
With renal replacement therapy

Continuous renal replacement

62.5 (41-250)
46.0 (29-99)
33 (10-143)
21.5 (10-29)

24 (100)
18 (75)
6 (25)
2(8.3)

4(16.7)

3 (12.5)
1(4.2)

1(4.2)

2 (8.3)

Abbreviation: APACHE 11, Acute Physiology and Chronic Health Evaluation II.

2Values are median (range) or No. (%).
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Table 2. Population Pharmacokinetic Parameter Estimates, Between-Subject Variability, and

Precision of Estimates?

Parameter Population Between-Subject Standard

(Unit) Estimate Variability (% Error (%SE)
CV)

CL (L/h/kg)® 0.0276 32.4 7.49

V1 (L/kg) 0.0939 73.3 23.6

V2 (L/kg) 0.330 70.1 19.5

CLic (L/h/kg) 0.146 50.4 22.2

SDintercept (MQ/L) 0.0392

SDslope 9.59%

Abbreviations: CL, total body clearance; CLic: intercompartmental clearance;
CV: coefficient of variation; SDintercept: additive residual error, SDsiope:
proportional residual error; SE, standard error; V1, central volume of
distribution; V2: peripheral volume of distribution. ,.

& Unscaled population estimates: CL = 1.87 L/h, V1 =6.35 L, V2 =223 L,
CLic = 9.86 L/h, tizp=11.9 h.

b For the two continuous venovenous hemodialysis (CVVHD) patients the
estimated total body clearance includes the CVVHD clearance. The CVVHD
clearances in the 2 renal replacement therapy patients were only 0.26 L/h and

0.37 L/h [11].
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Table 3. Polymyxin B exposure for six different dosage regimens on the first and fourth day

of treatment based on Monte Carlo simulations.?

Cmax (Mg/L)P Cmin (mg/L)® AUCo-24n (Mmg-h/L)
Day P10 P50 P90 P10 P50 P90 P10 P50 P90
1.25 mg/kg g12h as 1-h infusion
Day 1 2.59 5.17 9.38 0.79 0.903 1.48 25.0 46.4 81.1
Day 4 4.34 7.09 11.3 1.06 1.87 3.08 44.3 72.0 114
2 mg/kg loading as 2-h infusion, followed by 1.25 mg/kg q12h as 1-h infusion®
Day 1 3.06 5.71 10.5 0.86 1.48 243 34.0 61.7 108
Day 4 4.35 7.06 11.3 1.07 1.90 3.11 44.7 72.7 115
1.5 mg/kg g12h as 1-h infusion
Day 1 3.11 6.21 11.25 0.620 1.08 1.77 29.9 55.7 97.3
Day 4 5.20 8.51 13.56 1.27 2.25 3.69 53.1 86.4 137.3
2.5 mg/kg loading as 2-h infusion followed by 1.5 mg/kg g12h as 1-h infusion®
Day 1 3.95 7.39 135 1.11 1.92 3.15 43.4 78.9 137.9
Day 4 5.40 8.76 14.0 1.33 2.36 3.87 55.5 90.4 142.7
2.5 mg/kg/day as continuous infusion
Day 1 - - - - - - 204 36.9 63.4
Day 4 - - - - - - 47.0 72.3 110
mg/kg loading as 2-h infusion, then 2.5 mg/kg/day as continuous infusion®
Day 1 - - - - - - 42.4 75.8 128
Day 4 - - - - - - 48.0 73.9 111

Abbreviations: AUCo.24n: area under the plasma concentration-time curve over 24 h; Cmax:

maximum polymyxin B concentration; Cmin: minimum polymyxin B concentration; P10, 10th

percentile; Pso, 50th percentile; Pgo, 90th percentile; g 12h, every 12 hours.

2 All values refer to total polymyxin B concentration.
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b Cmax and Cmin on day 1 and day 4 refer to dose 1 and dose 8. The Cmin 0n day 1 is the

concentration at the end of the first dosage interval.
¢ First maintenance dose administered 12 hours after the loading dose.

d Continuous infusion commenced immediately after the loading dose.
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Figure 1. Plasma concentration-time profiles of polymyxin B in 24 patients. Concentrations
from the 2 patients undergoing continuous venovenous hemodialysis [11] are shown by filled

symbols.
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Figure 2. Upper panels: Representative fits of the pharmacokinetic model to the plasma
polymyxin B concentration-time data of individual patients. Lower panels: Individual (left)

and population (right) fitted versus observed polymyxin B concentrations.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os dados obtidos com os estudos realizados permitiram ampliar o conhecimento da
farmacocinética da polimixina B intravenosa em pacientes internados em Unidades de Terapia

Intensiva.

No estudo de farmacocinética populacional foi possivel identificar que o regime de
doses deve ser ajustado ao peso do paciente, que o melhor regime para atingir uma
fAUC/MIC adequada, conforme estudos prévios, é o de 1,5mg/kg 12/12h precedido de uma
dose de ataque de 2,0 a 2,5mg/kg, considerando P. aeruginosa e A. baumannii com MIC=1
ou 2mg/L. Doses de 1,25mg/kg, entretanto, podem ser suficientes para infec¢bes por
microrganismos com MIC<0,5mg/L. Outro achado muito significativo é a inexisténcia de
indicacdo de ajuste das doses para a funcdo renal. No estudo de farmacocinética em dois
pacientes com terapia de substituicdo renal, em hemodialise venovenosa lenta continua,
também foi identificado um clearance da polimixina pela HDVVC muito pequeno,
sinalizando uma vez mais que o0 ajuste de doses ndo se faz necessario, mesmo nessa situagéo.
Talvez, inclusive, um aumento de dose adicional para compensar esses 10% de perda seja

necessaria.

Este foi o primeiro estudo a sugerir um regime de doses para a polimixina B, de forma
a otimizar seu uso. Permanecem as questBes relacionadas a sua nefrotoxicidade intrinseca
que, até o presente, limitam seu emprego em doses mais elevadas. Para esta questao, inimeros
estudos de terapias de associagdo com as polimixinas em infeccOes mais graves e/ou
envolvendo MICs mais elevados vém sendo realizados e o préximo passo a ser explorado
poderia ser a contribuicdo da monitorizacdo dos seus niveis séricos visando a uma menor

toxicidade e a melhores desfechos clinicos.
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8 ANEXO
Ficha de Coleta de Dados
COLETA DE SANGUE/URINA/DIALISATO Hospital:
(Ap6s o 3° ou 4° dia do inicio da Polimixina B)

N° Paciente

Nome do Paciente:
Registro: Leito: Sexo ()F ( )M Idade: anos
Data da Internagdo: /| Data Internacdo na UTI: __ /[
Data Inicio Polimixina B: / / APACHE no inicio da atual Infeccéo:
Peso: Kg Creatinina: DCE:
Tempo Infusédo Poli B: h  Justificar se > 1h:

Dose e Intervalo de Administragdo da Polimixina B, especificando horérios ( ex: 8h e20h):

Dose Poli B /Kg peso/dia: Kg/dia

Data do Inicio da Infecgdo para a qual estd sendo usada a PolimixinaB: __ /__/

Doenca(s) de base:

Bactéria(s) isolada(s): ( ) Sim ( ) Uso empirico
( ) P.aeruginosa data: [/ [ ( ) A baumanii data: [/ /

(' ) Outras, incluir data de isolamento e perfil de sensibilidade:

Outros Antibi6ticos em Uso (incluir data de inicio) :

Outras medicagfes em uso: Noradrenalina ( ) Sim () Né&o




1. Pacientes SEM Hemodialise

Nome do Paciente:

COLETA DE SANGUE
(3mL)

Confirmacéo da
Coleta/horario

Imediatamente antes da dose de Poli B:

Imediatamente ap6s a infusdo de Poli B

30 minutos apos a infusao de Poli B

1 hora apds a infusdo de Poli B

2 horas ap6s a infusdo de Poli B

4 horas ap0s a infusdo de Poli B

8h apds a infusdo se Poli B 12/12h
12h apds a infusdo se Poli B > 12/12h

*Imediatamente antes da dose seguinte de Poli B

*12h, 24h, 36h ou 48h apés 1" dose da Polimixina B, conforme regime de administracéo.
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Intervalo da COLETA DE URINA (5mL) Horério *Diurese
Poli B Coleta (mL)

12/12h 0-6h 6h—12h 1.
(2 amostras)

2.
24/24h 0-6h 6h—12h 12 - 24h 1.
(3 amostras) 2.

3.
36/36h 0-6h 6h —12h 12 - 24h 24 —36h 1.
(4 amostras) 2.

3.

4,
48/48h 0-6h 6h —12h 12 — 24h 24 —36h 36 —48h 1.
((5 amostras) 2.

3.

4,

5.

*Anotar o volume de diurese nos intervalos mencionados ou total de diurese no periodo.

Intercorréncias:




2. Pacientes com HD Continua

Nome do Paciente:

SANGUE (3mL)

Confirmacdo/ Horario

Imediatamente antes da dose de Poli B:

Imediatamente apds a infusdo de Poli B

30 minutos apo6s a infusdo de Poli B

1 hora apds a infusdo de Poli B

2 horas ap0s a infusdo de Poli B

4 horas ap0s a infusdo de Poli B

8h apos a infusdo se Poli B 12/12h
12h apds a infusdo se Poli B > 12/12h

*Imediatamente antes da dose seguinte de Poli B
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*12h, 24h, 36h ou 48h apés 1" dose da Polimixina B, conforme seu regime de administragéo.

DIALISATO Volume total
(5mL) do Dialisato

1h ap6s inicio da Poli B

2h apds inicio da Poli B

3h apds inicio da Poli B

4h apos inicio da Poli B

5h apos inicio da Poli B

6h apos inicio da Poli B

7h apds inicio da Poli B

8h apds inicio da Poli B

9h apos inicio da Poli B

10h ap6s inicio da Poli B

11h apds inicio da Poli B

12h apds inicio da Poli B

DIALISATO
(5mL)

Volume Total
Do Dialisato

13h ap06s inicio da Poli B

14h apds inicio da Poli B

15h ap06s inicio da Poli B

16h apos inicio da Poli B

17h ap6s inicio da Poli B

18h ap06s inicio da Poli B

19h ap6s inicio da Poli B

20h apos inicio da Poli B

21h apos inicio da Poli B

22h apos inicio da Poli B

23h ap6s inicio da Poli B

24h apos inicio da Poli B

PS: Acrescentar mais horarios se intervalos das doses for superior a 24h.

Taxa de Fluxo e Volume Total da Diélise:




3. Pacientes com HD Intermitente

Nome do Paciente:

3.1 Sangue e Dialisato em Dias Diferentes - Dia SEM Dialise

SANGUE Confirmagéo da
(3mL) Coleta/horario

Imediatamente antes da dose de Poli B:

Imediatamente apds a infusdo de Poli B

30 minutos apo6s a infusdo de Poli B

1 hora apds a infusdo de Poli B

2 horas ap0s a infusdo de Poli B

4 horas ap0s a infusdo de Poli B

8h apos a infusdo se Poli B 12/12h
12h apds a infusdo se Poli B > 12/12h

*Imediatamente antes da dose seguinte de Poli B

*12h, 24h, 36h ou 48h apés 1" dose da Polimixina B, conforme seu regime de administragéo.

3.2 Sangue e Dialisato no Mesmo Dia - Proximo Dia COM Dialise

Sangue: coletar durante sessao de HD.

SANGUE (3mL), se possivel seguindo horarios | Confirmagéo da Coleta
da tabela acima. Horario

Inicio da Dialise

Fim da Dialise

Dialisato: coletar durante a sessdo de HD, de hora em hora.

DIALISATO (5mL) Confirmagdo da Coleta
Horério

1" hora

2" hora

3’ hora

4’ hora

5 hora

6" hora

Coleta de Outros Materiais
Se o0 paciente for submetido a coleta de outros materiais, na vigéncia de Polimixina

B, esses poderdo ser coletados a partir do 3%/4° dia.
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1. Lavado Bronco-Alveolar
Especificar dia de tratamento com a poli B:
ID: no pac BAL
Sangue (pré ou trans ou pos imediato do LBA): ID: no pac BBAL___

Uréia soro (valor):

2. Liquor:
Especificar dia do tratamento: ID: no pac CSF

Sangue (pré ou trans ou p6s imediato do LBA): ID: no pac BBAL

3. Liquido Peritoneal/ Ascite

Idem a LCR



