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RESUMO 

Objetivo: Avaliar a influência da infecção por Pseudomonas aeruginosa formadora 

de biofilme na penetração pulmonar da tobramicina através da modelagem 

populacional dos dados de plasma e microdialisado em animais sadios e infectados. 

Metodologia: A pneumonia foi desenvolvida através de inoculação de P. aeruginosa 

(cepa PA14) pela via intratraqueal (109 UFC/mL) a ratos Wistar. Sete dias após a 

inoculação os animais infectados (n = 5) receberam tobramicina 10 mg/kg i.v. bolus. 

Animais saudáveis (n = 6) foram utilizados como controle. As concentrações livres 

pulmonares foram coletadas por microdiálise (sonda CMA/20). As sondas de 

microdiálise foram calibradas in vitro através de diálise e retrodiálise e in vivo 

utilizando retrodiálise. A ligação da tobramicina às proteínas plasmáticas foi 

determinada por microdiálise. As concentrações do fármaco nas amostras foram 

determinadas por cromatografia líquida em tandem com espectrometria de massas 

(CLAE-EM/EM) utilizando metodologia validada. Os parâmetros farmacocinéticos 

foram determinados por abordagem não-compartimental (Phoenix®) e modelagem 

populacional (popPK) (Monolix®). Resultados e Discussão: A recuperação relativa 

(RR) das sondas foi independente da concentração de tobramicina e inversamente 

proporcional ao fluxo de perfusão. A RR determinada in vivo foi de 27,64 % ± 7,70 

para animais sadios e 24,47 % ± 1,66 para animais infectados. A ligação às 

proteínas plasmáticas foi de 11,3 ± 1,9%. A infecção com formação de biofilme não 

alterou a farmacocinética plasmática da tobramicina, entretanto reduziu em cerca de 

70% a penetração pulmonar do fármaco. As concentrações plasmáticas e teciduais 

foram simultaneamente descritas por um modelo farmacocinético populacional de 

dois compartimentos, tanto em animais sadios como infectados. A infecção, utilizada 

como covariável categórica, permitiu descrever as alterações no volume do 

compartimento periférico e na constante de eliminação do compartimento central 

devido à infecção. Conclusões: As concentrações plasmáticas da tobramicina, 

utilizadas para ajuste posológico, superestimam as concentrações ativas no pulmão 

infectado. O modelo popPK descrito permite a previsão das concentrações livres 

pulmonares da tobramicina em pulmão infectado, podendo auxiliar na otimização da 

terapia de pneumonias com P. aeruginosa formadora de biofilme. 

 Palavras-chave: Farmacocinética, microdiálise, penetração pulmonar, P. 

aeruginosa formadora de biofilme, tobramicina, modelagem popPK. 
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ABSTRACT 

Evaluation of tobramycin lung penetration in a biofilm-forming microorganism 

pneumonia model using microdialysis 

 

Objective: To evaluate the influence of biofilm-forming Pseudomonas aeruginosa 

infection on tobramycin lung penetration by population pharmacokinetic modeling of 

plasma and microdialysate data in healthy and infected rats. Methodology: The 

infection was developed by intratracheal inoculation (109 CFU/mL) of P. aeruginosa 

(PA14 strain) to Wistar rats. In order to determine plasma and tissue concentrations, 

seven days after the inoculation the infected animals (n = 5) received tobramycin 10 

mg/kg i.v. bolus dose via femoral vein. A healthy group (n = 6) was used as control. 

Free lung concentrations were determined in microdialysate samples obtained using 

CMA/20 probes. Microdialysis probes were calibrated in vitro by dialysis and 

retrodialysis and in vivo by retrodialysis. Tobramycin plasma protein binding was 

determined by microdialysis. Plasma and tissue concentrations were quantified by a 

developed and validated liquid chromatography in tandem with mass spectrometry 

(LC-MS/MS) method. Compartmental and non-compartmental analyses were carried 

out by Monolix™ and Phoenix™ software, respectively. Results and Discussion: 

Microdialysis probes relative recovery was independent of the tobramycin 

concentration and is inversely proportional to the perfusion flow rate investigated. 

The in vivo probe recovery was 27.64 % ± 7.70 (healthy rats) and 24.47 % ± 1.66 

(infected rats). The plasma protein binding was 11.3 ± 1.9%. The biofilm-forming lung 

infection did not alter tobramycin plasma pharmacokinetics, however, reduced lung 

penetration in about 70%. The plasma and tissue concentrations-time profiles were 

simultaneously described by a two compartment popPK model in healthy and 

infected animals. The infection process, used as categorical covariate allowed 

describing the changes observed in the volume of the peripheral compartment and in 

constant rate of elimination from the central compartment. Conclusions: Tobramycin 

plasma concentrations, used for dosing adjustments, overestimate active 

concentrations in infected lung. The described popPK model allows predicting free 

tobramycin lung concentrations in infected lung and could be useful to optimize the 

treatment of pneumonia caused by biofilm-forming P. aeruginosa with this drug. 

Keywords: Pharmacokinetics, microdialysis, lung penetration, biofilm-forming P. 

aeruginosa, tobramycin, popPK modeling.  
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Biofilmes são complexas comunidades microbianas aderidas a superfícies 

bióticas ou abióticas. Os microrganismos que fazem parte de um biofilme estão 

envoltas em uma matriz polimérica autoproduzida, composta de substâncias como 

polissacarídeos, proteínas e DNA extracelular, que confere estabilidade estrutural ao 

biofilme. Uma vez na forma de biofilme, as bactérias apresentam maior resistência à 

fagocitose, aos mecanismos de defesa inata e adaptativa do hospedeiro e à terapia 

antimicrobiana (SOTO, 2013).  

Os mecanismos envolvidos na resistência das bactérias em biofilme aos 

antimicrobianos e à defesa imune ainda não estão bem estabelecidos. Algumas 

hipóteses descritas na literatura visam explicar esse fenômeno: a) a matriz dos 

biofilmes atua como uma barreira tornando a penetração dos antimicrobianos lenta e 

incompleta; b) o ambiente heterogêneo encontrado no interior do biofilme determina 

uma resposta bacteriana diferente aos fármacos; c) a presença de células persisters 

que apresentam um fenótipo distinto das demais confere resistência ao biofilme 

frente ao antibiótico; e d) a troca facilitada de plasmídeos entre as bactérias 

possibilita a transferência de mecanismos de resistência (LEID, 2009; FUENTE 

NÚÑEZ et al., 2013).  

Bactérias crescendo em biofilmes são responsáveis por 65% das infecções 

bacterianas que, devido aos fatores de resistência dessas comunidades, são difíceis 

de erradicar (SOTO, 2013). Estas infecções podem ser associadas a superfícies, 

quando estão relacionadas a superfícies bióticas ou abióticas do hospedeiro (como 

dispositivos médicos, cateteres, implantes); ou associadas ao tecido na forma de 

agregados celulares embebidos em muco, crescendo, por exemplo, associados ao 

lúmen dos brônquios em pacientes com fibrose cística (BJARNSHOLT et al., 2013). 

A fibrose cística (FC) é uma doença autossômica recessiva que afeta 

principalmente a população caucasiana, é caracterizada por secreções anormais 

das vias respiratórias, infecção endobronquial e obstrução progressiva das vias 

aéreas devido ao acúmulo de muco denso nos pulmões, levando à redução da 

expectativa de vida dos indivíduos portadores (MUNDER et al., 2011; MOGAYZEL et 

al., 2013). A infecção pulmonar crônica é a maior causa de mortalidade e morbidade 

em pacientes com FC (Cystic Fibrosis Foundation, 2008). Indivíduos portadores de 

FC são altamente susceptíveis a infecções bacterianas no trato respiratório sendo a 
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Pseudomonas aeruginosa o agente mais importante e frequentemente associado a 

essas infecções (Cystic Fibrosis Foundation, 2010). O estabelecimento da infecção 

pulmonar por P. aeruginosa é mediado por um processo adaptativo que inclui 

alterações fisiológicas das células bacterianas, representadas principalmente pela 

transição da forma planctônica para um modo de crescimento em biofilme. O 

crescimento da bactéria na forma de biofilme, associado à conhecida resistência 

intrínseca deste microrganismo aos antimicrobianos, é um dos fatores responsáveis 

pela persistência da infecção pulmonar crônica nos pacientes com FC, uma vez que 

proporciona uma maior tolerância aos mecanismos de defesa do hospedeiro (como 

clearance mecânico, anticorpos e fagócitos) e aos antimicrobianos (SMITH et al., 

2006; VENTRE et al., 2006; OLIVER et al., 2007; MATHEE et al., 2008; YANG et al., 

2011). 

Com o aumento do número de cepas multirresistentes de P. aeruginosa, os 

antimicrobianos para terapia eficaz das infecções causadas por esta bactéria vêm se 

tornando cada vez mais limitados. Os aminoglicosídeos têm sido amplamente 

utilizados para o tratamento de infecções bacterianas do pulmão, trato urinário e 

endocardite. Essa classe de antibióticos é especialmente útil para o tratamento de 

infecções causadas por bactérias Gram-negativas, incluindo P. aeruginosa (KIRST; 

MARINELLI, 2014). Os aminoglicosídeos são agentes bactericidas cujo mecanismo 

de ação baseia-se na interrupção da síntese de proteínas bacterianas atuando na 

subunidade 30S do ribossomo procariótico (MANDELL et al., 2010). Dentre os 

aminoglicosídeos, a tobramicina, administrada por via intravenosa ou na forma de 

aerossol, é o fármaco mais indicado para o tratamento de pneumonias causadas por 

P. aeruginosa em pacientes com FC (CANTON et al., 2005; MOSKOWITZ et al., 

2008). 

A tobramicina apresenta um amplo espectro de atividade contra os 

estafilococos, em especial Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, 

todos os estreptococos, incluindo Streptococcus pneumoniae. Também é ativa 

contra muitos bacilos Gram-negativos aeróbios e facultativos, incluindo 

Enterobacteriaceae, P. aeruginosa e Acinetobacter spp. Esse aminoglicosídeo 

desempenha um importante papel no tratamento de infecções pulmonares causadas 

por P. aeruginosa em pacientes adultos e pediátricos com FC (REYES, et al., 2014). 
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O fluido extracelular é o local predominante das infecções teciduais. Desse 

modo, a concentração livre (farmacologicamente ativa) de antimicrobianos no líquido 

intersticial determina o efeito antimicrobiano. A fração livre tecidual de fármacos 

pode ser mensurada através da técnica de microdiálise (MD) (LIU; DERENDORF, 

2003). A MD é uma ferramenta específica para amostrar compostos endógenos e 

exógenos no espaço extracelular permitindo, desse modo, a determinação das 

concentrações não-ligadas a proteínas desses compostos no tecido sob 

investigação (ZHOU; GALLO, 2005; CHAURASIA et al, 2007; WEI et al., 2009). A 

MD também permite comparar a penetração de antimicrobianos em tecidos 

infectados e sadios, possibilitando investigar se o processo inflamatório associado à 

infecção bem como características do microrganismo como formação de biofilmes 

altera a distribuição tecidual do fármaco. 

Não há na literatura, até o momento, relatos de investigação da penetração 

pulmonar de antimicrobianos determinada por MD em modelo de infecção por 

bactéria formadora de biofilme. Em função das características de resistência 

intrínseca dos biofilmes, especialmente a conhecida dificuldade de penetração do 

fármaco, há necessidade de se conhecer as concentrações dos antimicrobianos nos 

tecidos infectados por microrganismo produtores de biofilme, como forma de garantir 

posologias adequadas para erradicação desses processos infecciosos. 

Neste contexto, o presente trabalho objetiva avaliar a influência do biofilme de 

P. aeruginosa na penetração pulmonar de antimicrobianos, através da técnica de 

microdiálise. Para o desenvolvimento desse projeto foi escolhido como fármaco 

modelo a tobramicina devido a sua importância no tratamento de pneumonias por P. 

aeruginosa em pacientes com FC.  
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2. OBJETIVOS 

 
 

 

 

 

 

 

 



 

30 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

31 

 

2.1. Objetivo geral 

Avaliar a influência do biofilme na penetração pulmonar da tobramicina em 

ratos com pneumonia por P. aeruginosa formadora de biofilme. 

2.2. Objetivos específicos 

 Adaptar e validar método analítico através da Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência (CLAE) acoplada à espectrometria de massas para quantificação da 

tobramicina em microdialisado pulmonar e plasma de ratos; 

 

 Validar modelo animal de infecção pulmonar por P. aeruginosa formadora de 

biofilme; 

 

 Determinar, através de microdiálise, as concentrações livres pulmonares, e as 

concentrações plasmáticas totais da tobramicina em ratos Wistar sadios e 

infectados com P. aeruginosa formadora de biofilme; 

 

 Avaliar a influência do biofilme na penetração tecidual da tobramicina através 

da modelagem populacional dos dados de plasma e microdialisado em animais 

sadios e infectados. 
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3.1.  Biofilmes Bacterianos 

Biofilmes são agregados bacterianos que crescem aderidos a superfícies 

orgânicas ou inorgânicas e representam um modo de crescimento que permite a 

sobrevivência das bactérias em ambientes hostis. As bactérias presentes em um 

biofilme estão envoltas em uma matriz polimérica extracelular autoproduzida que 

contém ácido desoxirribonucleico (DNA), proteínas e polissacarídeos. Esta matriz 

confere estabilidade estrutural à comunidade bacteriana em virtude de sua 

constituição, disposição e agregação diferenciadas. Uma vez na forma de biofilme, 

as bactérias apresentam maior resistência à fagocitose, aos mecanismos de defesa 

inata e adaptativa do hospedeiro e à terapia antimicrobiana (HOIBY et al., 2011; 

SOTO, 2013). 

O processo de formação do biofilme é regulado por mecanismos específicos, 

dentre os quais o mais importante é o quorum sensing (QS). O termo QS refere-se a 

um grupo de sistemas de regulação através do qual a população bacteriana é capaz 

de detectar a densidade celular e responder adaptativamente a mudanças nesta 

densidade. Isto é obtido através da interação das moléculas sinalizadoras com 

receptores específicos permitindo um comportamento coordenado e comunicação 

entre as bactérias do biofilme (O´TOOLE et al., 2000; LI; TIAN, 2012; BHARDWAJ et 

al., 2013; SCHUSTER et al., 2013).  

A formação de biofilme é observada na maior parte das bactérias encontradas 

em ambientes naturais, clínicos e industriais e é caracterizada pelo desenvolvimento 

de uma complexa estrutura multicelular tridimensional com formato característico de 

cogumelo. O primeiro estágio do ciclo de um biofilme é caracterizado por um ataque 

a superfície, chamado de fixação ou adesão, seguido da formação da microcolônia 

(crescimento/proliferação), maturação do biofilme e por fim a disseminação, como 

pode visto na Figura 1 (WEBB et al., 2003; HOIBY et al., 2010; MÜSKEN et al., 

2010). 
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Figura 1. Ciclo de vida de um biofilme bacteriano, compreendendo as fases de 1. 

adesão inicial reversível, 2. adesão irreversível, 3. proliferação, 4. maturação e 5. 

dispersão (Adaptado de STOODLEY et al., 2002). 

 

Na etapa de fixação, inicialmente ocorre à adesão das células bacterianas a 

superfície de forma reversível. Componentes da superfície celular bacteriana, como 

pili e flagelo, são os responsáveis pela fixação inicial do agregado celular. Quando 

estes agregados aumentam seu tamanho e sua densidade, componentes 

extracelulares como proteínas, alginato, lipídios, DNA e polissacarídeos são 

secretados e, associados ao pili e ao flagelo, formam a matriz extracelular, também 

chamada de substância polimérica extracelular (SPE). A formação da matriz 

polimérica torna a fixação irreversível e confere ao biofilme estabilidade estrutural. A 

composição da matriz extracelular varia de acordo com as espécies bacterianas 

envolvidas no biofilme (FLEMMING et al., 2007). 

Durante a fase de proliferação, as microcolônias ligadas irreversivelmente 

secretam mais moléculas sinalizadoras com a finalidade de aumentar o biofilme. A 

matriz formada através da secreção de substância polimérica extracelular é 

expandida e o biofilme amadurece. Nessa etapa são formados canais de água na 

matriz, como uma espécie de sistema circulatório que contribui para a homeostase 

do biofilme e para oxigenação e transporte de nutrientes (SHUNMUGAPERUMAL, 

2010; WILKINS et al., 2014). No biofilme maduro, a proporção de matriz e células é 

de aproximadamente 70-95% e 30-5%, respectivamente (SHUNMUGAPERUMAL, 
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2010). No final do ciclo de vida do biofilme, uma parte das bactérias retorna ao 

fenótipo planctônico dispersando-se e torna-se capaz de colonizar outras superfícies 

e iniciar o processo de formação de um novo biofilme (WILKINS et al., 2014). 

A resistência dos biofilmes a terapia com antimicrobianos é um processo 

complexo que envolve vários mecanismos associados (PIBALPAKDEE et al., 2012). 

Células bacterianas que crescem associadas a biofilmes são de 10 a 1000 vezes 

mais resistentes à terapia antimicrobiana do que as bactérias crescendo na forma 

planctônica (WILKINS et al., 2014). Segundo Belfield e colaboradores (2015) as 

concentrações mínimas inibitórias para a erradicação de biofilmes são cerca de 

1000 vezes mais elevadas que as concentrações necessárias para os 

microrganismos planctônicos. Penetração lenta ou incompleta de antibióticos através 

da matriz polimérica, ambiente heterogêneo encontrado no interior do biofilme, baixa 

taxa de crescimento das células bacterianas e presença de células persisters são 

fatores que contribuem para a elevada resistência dos agregados celulares frente à 

terapia antimicrobiana (FUENTE NÚÑEZ et al., 2013).  

A penetração lenta ou incompleta dos agentes antimicrobianos através da 

matriz polimérica contribui para a tolerância dos biofilmes aos antibióticos. Embora a 

matriz do biofilme não restrinja a difusão dos antibióticos em geral, a matriz atua 

como uma barreira na penetração de antimicrobianos que se ligam aos 

componentes da matriz (como alginato e DNA extracelular da matriz de biofilmes de 

P. aeruginosa) ou da membrana bacteriana (HENTZER et al, 2001; WALTER et al., 

2003; CHIANG et al., 2013). Alguns antimicrobianos conseguem ultrapassar a matriz 

rapidamente enquanto outros penetram de maneira lenta e incompleta.  

Em 2002, Stone e colaboradores avaliaram a penetração da tetraciclina em 

biofilmes de Escherichia coli uropatogênica. Através de metodologia in vitro baseada 

em fluorescência, pode-se determinar que a tetraciclina penetra rapidamente em 

biofilmes de E. coli. Jefferson e colaboradores (2005) estudaram in vitro a 

penetração da vancomicina em biofilmes de S. aureus, através da microscopia 

confocal de varredura a laser, e determinaram que a vancomicina penetra 

parcialmente em biofilmes desse microrganismo. A amoxicilina, associada ao ácido 

clavulânico, difunde-se rapidamente através de biofilmes de E. coli e P. aeruginosa. 

Diferentemente ocorre com trimetoprima/sulfametoxazol que demonstram uma 



 

38 

 

penetração mais lenta nos mesmos biofilmes (RODRÍGUEZ-MARTÍNEZ et al., 

2007).  

Em 2010, Singh e colaboradores elucidaram a influencia da penetração 

reduzida de antimicrobianos na resistência de biofilmes de S. aureus e S. 

epidermidis aos antibióticos. A permeabilidade dos fármacos no biofilme foi 

determinada através de medidas do diâmetro das zonas de inibição. Os autores 

concluíram que a penetração de oxacilina, ceftaxima e vancomicina foi 

significativamente reduzida pelos biofilmes de S. aureus e S. epidermidis, enquanto 

a penetração da amicacina e ciprofloxacino não sofrem alteração frente aos 

biofilmes.  

Tseng e colaboradores (2013) demonstraram, através de um estudo in vitro, 

que a tobramicina tem sua penetração reduzida em biofilmes de P. aeruginosa. Isto 

se deve ao fato da tobramicina, carregada positivamente, interagir com 

componentes da matriz como o alginato, carregados negativamente, afetando e 

reduzindo a penetração desse fármaco através do biofilme. Entretanto, estudos in 

vivo avaliando a penetração da tobramicina em biofilmes pulmonares de P. 

aeruginosa ainda não foram descritos na literatura. 

Outro mecanismo envolvido na maior resistência dos biofilmes ao tratamento 

com antimicrobianos é o ambiente heterogêneo encontrado no interior dos biofilmes. 

Essa heterogeneidade está relacionada a condições de escassez de oxigênio e 

nutrientes nas camadas mais inferiores. Neste ambiente as células do biofilme 

passam a uma forma de crescimento lento. Células em crescimento lento são muito 

menos suscetíveis à terapia com fármacos que atuam na divisão e no metabolismo 

celular (SOTO, 2013). Essa diminuição da atividade metabólica explicaria a menor 

efetividade de antimicrobianos, incluindo os aminoglicosídeos, em condições de 

anaerobiose (CRAMTON et al., 2001; SHARMA et al., 2014). 

A presença de uma subpopulação de células chamadas persisters, no interior 

do biofilme, também contribui para a resistência apresentada pelos biofilmes. Estas 

células são geneticamente idênticas às outras células da população, entretanto 

encontram-se em um estado de latência metabólica sobrevivendo à ação 

antimicrobiana. Essa subpopulação celular apresenta uma taxa de crescimento 



 

39 

 

extremamente lenta, sendo composta de células não mutantes (LEWIS, 2005; 

LEWIS, 2007). 

A penetração deficiente dos antimicrobianos nessas comunidades, a reduzida 

taxa de crescimento das bactérias, a alteração do microambiente e a existência de 

uma subpopulação de células bacterianas tornam o biofilme difícil de tratar e 

erradicar (FUENTE-NÚÑEZ et al., 2013). Dada a sua importância na patogênese, os 

biofilmes tornarem-se alvo para a terapêutica, na tentativa de se entender os 

mecanismos relacionados à resistência dos biofilmes aos antimicrobianos visando a 

otimização de terapias e o desenvolvimentos de novos fármacos (CHIANG et al., 

2013; SHARMA et al., 2014). 

O desenvolvimento de biofilmes desempenha um papel relevante em muitas 

infecções bacterianas, causando falhas no tratamento de infecções, tais como as 

relacionadas à pneumonia em pacientes fibrocísticos, as relacionadas ao uso de 

dispositivos médicos como próteses e cateteres, às endocardites, às infecções do 

trato urinário, à otite média e às feridas crônicas. (HALL-STOODLEY; STOODLEY, 

2009). 

 

3.2. Pseudomonas aeruginosa 

P. aeruginosa é um patógeno Gram-negativo oportunista, com formato de 

bacilo, aeróbico, que devido ao seu amplo genoma apresenta grande variabilidade 

metabólica e flexibilidade. É encontrada em ambientes como solo e água e 

frequentemente esta associado à bacteremia em pacientes com queimaduras, 

infecções em indivíduos com FC, infecções gastrintestinais, otites e infecções do 

trato urinário em pacientes sondados (IKENO et al., 2007; KOLTER, 2010). 

Apresenta uma grande capacidade de adaptação e elevado potencial para formar 

biofilmes causando infecções persistentes em pacientes imunocomprometidos 

(BJARNSHOLT et al, 2013). 

A P. aeruginosa possui um grande número de genes reguladores e genes 

envolvidos no catabolismo de transporte, efluxo de compostos orgânicos e outros. O 

tamanho e a complexidade do seu genoma refletem na sua capacidade de 
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adaptação evolutiva que lhe permite prosperar em diversos ambientes e resistir ao 

efeito de uma ampla gama de antimicrobianos (STOVER et al., 2000; HOIBY et al., 

2001). Essa bactéria possui características que contribuem para a sua capacidade 

de colonização, patogênese e persistência em infecções agudas e crônicas, que 

incluem a elevada resistência a agentes antimicrobianos, a capacidade de formação 

de biofilmes, a versatilidade metabólica, diversidade genética e seus fatores de 

virulência (WHITELEY; GREENBERG, 2001; WAGNER; IGLEWSKI, 2008). A P. 

aeruginosa é capaz de metabolizar diversas fontes de carbono e nitrogênio e pode 

crescer em qualquer ambiente aeróbico ou anaeróbico utilizando outros receptores 

de elétrons. Esta bactéria é intrinsicamente resistente a diversas substâncias em 

parte devido ao seu sistema de efluxo (WHITELEY; GREENBERG, 2001). Os 

principais determinantes de virulência de infecções por este patógeno são fatores 

associados às células bacterianas, como flagelos, pili e lipopolissacarídeos, fatores 

secretados como elastase, proteases, fosfolipase A, formação de biofilme e quorum 

sensing, tornando as infecções desenvolvidas por este patógeno difícil de erradicar 

(WHITELEY; GREENBERG, 2001; SADIKOT et al., 2005; KIPNIS et al., 2006).  

O sistema QS da P. aeruginosa é regulado a partir de dois tipos de moléculas 

sinalizadoras: N-acil-homoserina lactonas e 4-quinolonas (SINGH et al., 2000; 

SHARMA et al., 2014). Essas moléculas, quando em elevadas concentrações, 

indicam que a população bacteriana está aumentada e, assim, ao ligarem-se a 

receptores específicos, sinalizam a modulação da expressão de genes relacionados 

ao aumento da densidade celular e a produção de determinados fatores de 

virulência. O QS é importante no controle da produção de pioverdina e piochelina, 

envolvidas na formação dos biofilmes, e na prevenção do acúmulo de óxido nítrico, 

liberado durante respiração anaeróbia, que é tóxico para esse patógeno quando em 

altas concentrações (CIOFU et al., 2014). 

A matriz polimérica extracelular dos biofilmes de P. aeruginosa é constituída 

principalmente de alginato (monômeros de ácido manurônico e ácido glurônico). 

Este polímero melhora a estrutura tridimensional do biofilme, previne a fagocitose 

por células do hospedeiro e liga-se a antibióticos catiônicos como aminoglicosídeos 

(BJARNSHOLT et al., 2008; CATALDI et al., 2014). A regulação da hidrólise do 

alginato mediante atividade enzimática do biofilme ocorre através de ativação 

genética, podendo causar a liberação das células da superfície do biofilme, 
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contribuindo para a sua dispersão (DONLAN, 2002). O segundo maior componente 

dos biofilmes de P. aeruginosa é o DNA extracelular, que atua na estabilização da 

matriz do biofilme, é liberado através dos mecanismos de sinalização célula-célula e 

também através de estruturas como pili e flagelo (SHARMA et al., 2014). A matriz 

dos biofilmes de P. aeruginosa também contém os polissacarídeos Pel e Psl. O 

polissacarídeo Psl é composto de manose, glicose e ramnose e facilita a interação 

entre as células bacterianas e entre as células e a superfície durante a formação do 

biofilme (MA et al., 2009). Pel é um polissacarídeo composto principalmente de 

glicose e desempenha importante função na ligação entre os componentes da matriz 

do biofilme (COULON et al., 2010). 

 

3.3. Fibrose Cística 

A fibrose cística é a infecção com formação de biofilmes mais clássica sendo 

que o principal patógeno formador de biofilme associado à FC é a P. aeruginosa 

(BJARNSHOLT et al., 2009). Nestes pacientes, a P. aeruginosa forma biofilmes 

resistentes e graves infecções (RYBTKE et al., 2011). 

A FC, também conhecida como mucoviscidose, afeta um em cada 2000 

recém-nascidos e cerca de 70 mil pessoas em todo o mundo (BELL et al., 2015). No 

Brasil, segundo o Ministério da Saúde, a proporção de indivíduos acometidos pela 

doença é em torno de 1:7000 habitantes.  

A FC é uma desordem genética, autossômica recessiva causada pela 

presença de uma mutação no cromossomo que transcreve a proteína CFTR (cystic 

fibrosis transmembrane regulator). Essa proteína, reguladora de condutância 

transmembranal, se encontra na superfície epitelial das células da mucosa e é 

responsável pelo transporte de íons cloro. A atividade desta proteína é modulada por 

mecanismo de fosforilação do domínio regulatório, seguido de hidrólise de 

adenosina trifosfato (ATP) que permite a abertura e o fechamento do canal, 

permitindo a passagem de íons cloro do espaço intracelular para o espaço 

extracelular. Com a mutação dessa proteína, o transporte de cloro passa a ser 

defeituoso, causando um acúmulo desses íons no espaço intracelular. Como 

consequência, ocorre a formação de um muco viscoso e denso no espaço 
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extracelular, que o sistema mucociliar não consegue eliminar. Com o clearance 

mucociliar deficiente, microrganismos inalados não são eliminados das vias aéreas e 

o acúmulo de muco torna o ambiente favorável para o desenvolvimento de bactérias 

(BOUCHER, 2004; HOEGGER et al., 2014). Essa deficiência do mecanismo de 

defesa das vias respiratórias leva ao recrutamento inicial de leucócitos 

polimorfonucleares (PMN) e anticorpos (HOIBY et al., 2001; ARMSTRONG et al., 

2005). 

A FC afeta diversos órgãos como os das vias aéreas, pâncreas, fígado, 

sistema reprodutivo e glândulas sudoríparas. Os sinais da FC pulmonar são muco 

denso e viscoso acumulado na via respiratória e infecção pulmonar, que 

desencadeia doença brônquica crônica e bronquiectasias (HOEGGER et al., 2014). 

Desde a infância pacientes com FC sofrem com recorrentes infecções do trato 

respiratório, caracterizadas por inflamação com agregados de PMN. Apesar da 

intensa terapia com substâncias antimicrobianas, as infecções causadas por P. 

aeruginosa, Burkholderia cepacia e Achromobacter xylosoxidans persistem e levam 

à insuficiência respiratória, transplante de pulmão ou morte do paciente (HOIBY; 

PRESSLER, 2006). 

A P. aeruginosa é o agente mais importante e frequente na FC. Este 

patógeno acomete mais de 80% dos pacientes fibrocísticos sendo a principal causa 

de morbidade e mortalidade desses pacientes em decorrência de um ciclo de 

inflamação e infecção que leva a perda da função pulmonar, desencadeando 

insuficiência respiratória e morte (HEIJERMAN, 2005; Cystic Fibrosis Foundation, 

2008; TRÉ-HARDY et al., 2009; Cystic Fibrosis Foundation, 2010). Além disto, é o 

patógeno Gram-negativo resistentes a múltiplos fármacos (MDR) que mais causa 

pneumonia em pacientes hospitalizados (GOOSSENS, 2003). 

Na FC, as vias aéreas infectadas são dominadas por P. aeruginosa 

crescendo de forma densa. Os agregados bacterianos estão envoltos por um grande 

número de neutrófilos (BJARNSHOLT et al., 2008). Também estão presentes 

algumas bactérias planctônicas que são rapidamente fagocitadas pelos neutrófilos 

(BJARNSHOLT et al., 2009; KOLPEN et al., 2010). Esse microrganismo tem a 

capacidade de se adaptar a zona respiratória e de resistir aos mecanismos de 
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defesa inata e adaptativa do hospedeiro, através da formação de biofilmes, 

sobrevivendo assim por longos períodos. A formação de biofilmes é o maior 

mecanismo de defesa dessa bactéria nas condições da infecção pulmonar da FC e o 

mecanismo de defesa que apresenta maior importância clinicamente (HOIBY et al., 

2010). 

Os fenótipos mucoide e não-mucoide da P. aeruginosa apresentam 

diferenças na capacidade de formação de biofilme e na susceptibilidade aos 

antimicrobianos. Ambos os fenótipos são encontrados no pulmão de pacientes com 

FC. Cepas mucoides são caracterizadas pela elevada formação de biofilme e o 

componente principal da matriz polimérica desses é o alginato, diferente das cepas 

não-mucoides, que apresentam uma menor formação de biofilme, sendo que a 

matriz polimérica desses apresenta menor quantidade de alginato. O fenótipo não-

mucoide é o fenótipo ambiental predominante, estando envolvido na colonização 

inicial de pacientes com FC. As cepas PA14 e PAO1 são as principais cepas não-

mucoides de P. aeruginosa e apresentam uma elevada virulência em comparação 

às cepas mucoides. Em condições aeróbicas, ocorre a conversão do fenótipo não 

mucoide para o fenótipo mucoide. Este processo é caracterizado por um aumento na 

produção do polissacarídeo alginato levando a formação de colônias mucoides e o 

estabelecimento da infecção pulmonar no trato respiratório (WOZNIAK et al., 2003; 

BRAGONZI et al., 2005). 

A terapia utilizada para tratar pneumonia causada por P. aeruginosa é um dos 

maiores desafios da terapêutica (DRUSANO et al., 2011). Fluorquinolonas, β-

lactâmicos e aminoglicosídeos são as três principais classes de antimicrobianos 

usadas no tratamento de infecções causadas por P. aeruginosa (ELKHATIB et al., 

2008). 

 

3.4. Aminoglicosídeos 

Os aminoglicosídeos têm sido utilizados no tratamento de infecções 

bacterianas crônicas do pulmão e trato urinário. Essa classe de antimicrobianos é 

especialmente útil e potente para o tratamento de infecções causadas por bactérias 

Gram-negativas, incluindo P. aeruginosa (KIRST & MARINELLI, 2014). O 
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mecanismo de ação desses fármacos bactericidas baseia-se na interrupção da 

síntese de proteínas bacterianas atuando na subunidade 30S do ribossomo 

procariótico. Para chegar ao local de ação os aminoglicosídeos ligam-se à parede 

celular bacteriana, sendo transportados ativamente para o citosol (MANDELL et al., 

2010).  

Os aminoglicosídeos podem ser utilizados como monoterapia ou associados a 

outras classes de fármacos. Devido ao baixo custo e à baixa resistência 

desencadeada, são utilizados em monoterapia para tratamento de infecções 

causadas por patógenos Gram-negativos que são resistentes a fármacos menos 

tóxicos (FREUNDLICH et al., 2007; TORFOSS et al.; 2007; STABELL et al., 2008). 

Devido ao sinergismo, podem ser utilizados em combinação com β-lactâmicos em 

pacientes com sepse desencadeada por microrganismos Gram-negativos. Os 

aminoglicosídeos também podem ser utilizados associados a outras classes de 

antimicrobianos para o tratamento de infecções Gram-positivas, como em caso de 

endocardite bacteriana. 

A significativa toxicidade clínica dos aminoglicosídeos inclui ototoxicidade, 

nefrotoxicidade e, em alguns casos, toxicidade neuromuscular (TURNIDGE, 2003; 

BURTON et al., 2006). Com o aumento do número de cepas multirresistentes de P. 

aeruginosa, tem-se observado o ressurgimento do uso dos aminoglicosídeos, apesar 

da toxicidade apresentada (DÖRING et al., 2012). 

Os três aminoglicosídeos parenterais mais comumente utilizados são: 

gentamicina, tobramicina e amicacina. Os aminoglicosídeos são administrados 

através de via inalatória por nebulização (tobramicina), intraperitoneal e 

intraventricular (gentamicina).  

 

3.5. Tobramicina 

3.5.1. Descrição 

Tobramicina (Figura 2) é um aminoglicosídeo produzido pelo microrganismo 

Streptomyces tenebrarius conhecido pelo nome químico de 4S,5S,6R(-4-amino-2-

{[(1S,2S,3R,4S,6R)-4,6-diamino-3-{[(2R,3R,5S,6R)-3-amino-6-(aminomethil)-5-
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hidroxioxan-2-il]oxi}-2hidroxiciclohexil]-6- (hidroximethil)oxano-3,5-diol. Sua forma 

molecular é C18H37N5O9 e sua massa molecular é 467,51 g/mol. Apresenta o registro 

no Chemical Abstracts (CAS) sob o número 32986-56-4 (DRUG BANK, 2016). 

 

Figura 2.  Estrutura química da tobramicina. 

 

3.5.2. Uso Clínico 

A tobramicina apresenta um amplo espectro de atividade contra os 

estafilococos, em especial S. aureus e S. epidermidis, todos os estreptococos, 

incluindo S. pneumoniae. Também é ativa contra muitos bacilos Gram-negativos 

aeróbios e facultativos, incluindo Enterobacteriaceae, P. aeruginosa e Acinetobacter 

spp. (CANTON et al., 2005; MOSKOWITZ et al., 2008).  

Similarmente a todos os aminoglicosídeos, a tobramicina necessita de um 

ambiente aeróbico para exercer seu efeito, sendo ineficaz contra patógenos 

anaeróbicos. A tobramicina pode ser utilizada para o tratamento de infecções em 

diversos locais do organismo, incluindo infecções do trato urinário devido a sua 

elevada concentração urinária. Entretanto, o uso da tobramicina no tratamento de 

infecções do sistema nervoso central não é recomendado em virtude de sua limitada 

penetração nesse local. Em infecções com susceptibilidade relatada e dificuldade de 

erradicação, a tobramicina pode ser utilizada como parte de uma associação 
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medicamentosa em decorrência de sua rápida ação bactericida (REYES et al., 

2014). 

A tobramicina, administrada por via intravenosa ou na forma de aerossol, é o 

aminoglicosídeo mais indicado para tratamento de infecções pulmonares crônicas 

causadas por P. aeruginosa em pacientes com FC (MOSKOWITZ et al., 2008; 

FLUME et al., 2009). A administração intravenosa da tobramicina é indicada para o 

manejo de exacerbações pulmonares aguda da FC, para controlar infecções 

crônicas e para erradicar P. aeruginosa após aquisição recente (FLUME et al., 

2009). 

Em estudo realizado por Anderson e colaboradores (2013), avaliou-se a 

efetividade da tobramicina para romper biofilmes de P. aeruginosa pré-formado e 

inibir a formação dos mesmos. O crescimento do biofilme foi realizado em cultura de 

células do trato respiratório de pacientes com FC, sendo o biofilme exposto ao 

fármaco por 16 h. Observou-se uma redução nas unidades formadoras de colônias 

por mL de P. aeruginosa de 4xlog10, quando o mesmo foi tratado com tobramicina 

na concentração 256 mg/L. Em relação a inibição da formação de biofilmes, 16 h 

após a inoculação de biofilme com tobramicina, observou-se completa inibição do 

crescimento dos biofilmes com tobramicina na concentração 64 mg/L. 

 

3.5.3. Aspectos Farmacocinéticos 

A tobramicina é um fármaco pouco absorvido pelo trato gastrintestinal e 

rapidamente absorvido após administração intramuscular. Após a administração 

parenteral, não sofre processo de metabolização e é eliminada de forma inalterada 

através da urina. A meia-vida sérica em indivíduos saudáveis é de aproximadamente 

2 horas e sua ligação às proteínas plasmáticas é de aproximadamente 10% (DRUG 

BANK, 2016). 

Em 2010, De Leo e colaboradores avaliaram a influência do estado 

alimentado e jejum na farmacocinética da tobramicina administrada na dose de 10 

mg/kg pela via oral a camundongos. Os dados obtidos foram comparados com a 

farmacocinética da tobramicina após administração i.v. No estado alimentado a 
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concentração máxima alcançada foi de 0,33 ± 0,09 µg/mL em 15 minutos. A meia-

vida determinada foi de 41,61 min e a ASC0-3h foi de 16,43 ± 1,26 µg·min/mL. No 

estado de jejum, a concentração máxima alcançada foi de 7,8 ± 0,95 µg/mL no 

tempo de 15 min, a meia-vida foi de 21,97 min e a ASC0-3h foi de 423,68 ± 24,23 

µg·min/mL. Os resultados demonstram uma maior absorção do fármaco no estado 

de jejum em comparação a absorção no estado alimentado. 

Cavalli e colaboradores (2000) avaliaram a absorção da tobramicina em 

nanoesferas lipídicas sólidas (NLS) administradas a ratos pela via duodenal. Os 

resultados foram comparados com os obtidos através da administração das NLS de 

tobramicina através da via i.v. Uma solução controle de tobramicina foi utilizada pela 

mesma via. Os resultados demonstram que a tobramicina em solução não é 

absorvida pela via intestinal, enquanto a tobramicina na forma de NLS apresentou 

elevada absorção. A tobramicina na forma de NLS administrada pela via i.v. 

apresentou um elevado tempo de circulação em comparação à tobramicina em 

solução administrada pela mesma via.  

A posologia da tobramicina para adultos com a função renal normal é de 3 a 5 

mg/kg/dia, dividida em três doses diárias, durante sete ou dez dias. No caso de 

endocardite, a dose indicada para adultos é de 1 mg/kg a cada oito horas, 

administrada pela via intravenosa. Para o tratamento de fibrose cística em adultos, o 

esquema posológico indicado é 2,5 mg/kg a cada seis horas.  

Em pacientes com a função renal normal, o volume de distribuição da 

tobramicina é de 0,25 L/Kg (0,1 – 0,5 L/kg). Em pacientes fibrocísticos, o volume de 

distribuição da tobramicina é de aproximadamente 0,35 L/kg devido ao aumento de 

líquido extracelular em decorrência do processo infeccioso.  

A tobramicina é eliminada quase totalmente na forma inalterada pela urina, 

sendo a velocidade de eliminação constante similar ao clearance da creatinina. A 

equação utilizada para estimar a taxa de eliminação dos aminoglicosídeos em 

relação ao clearance da creatinina é (BAUER, 2008): 

𝐾𝑒 (h−1 ) = 0,00293∙(CrCl) + 0,014           Eq. 1 
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onde Ke (h
-1) é a constante de velocidade de eliminação renal e CrCl (mL/min) é o 

clearance da creatinina. 

O uso de concentrações plasmáticas totais de antimicrobianos e sua 

comparação à Concentração Inibitória Mínima (CIM) do microrganismo de interesse 

visando à previsão de desfechos clínicos das infecções é questionável, 

considerando-se que as concentrações plasmáticas nem sempre correspondem aos 

seus níveis teciduais. Desta forma, torna-se necessário o uso de técnicas que 

permitam determinar as concentrações livres do fármaco diretamente no tecido 

infectado. Para isto, faz-se uso da técnica de microdiálise.  

O estudo de penetração tecidual em tecido infectado de humanos é restrito. 

Desse modo, modelos de infecção experimental em animais têm sido utilizados com 

sucesso também em estudos de microdiálise (ARAUJO et al., 2008; ARAUJO et al, 

2011; AZEREDO et al., 2012). 

 

3.6. Modelos Animais de Pneumonia 

Modelos animais de infecção são ferramentas muito úteis uma vez que eles 

proporcionam informações sobre os mecanismos fisiopatológicos envolvidos no 

processo infeccioso, em um ambiente controlado, permitindo assim uma análise 

precisa da interação causa-efeito entre hospedeiro e patógeno (SANDE; ZAK, 1999; 

ANDES, 2003). Além disso, após a validação, esses modelos podem ser aplicados 

para a investigação farmacocinética, permitindo comparações entre a distribuição 

tecidual do fármaco em tecidos infectados e em animais saudáveis (MARCHAND et 

al., 2005; DAHYOT et al., 2006). 

Yan e colaboradores (2008) desenvolveram um modelo animal de infecção 

pulmonar por P. aeruginosa (cepa PAO579) utilizando beads de alginato inoculados 

em ratos Wistar a fim de avaliar o efeito patogênico do biofilme. Os resultados 

demonstram que a infecção com formação de biofilme é mais resistente à terapia 

antimicrobiana e as defesas do hospedeiro comparada à infecção com bactéria 

planctônica.  
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Em 2005, Hoffmann e colaboradores desenvolveram um modelo de infecção 

pulmonar crônica por P. aeruginosa sem a incorporação da bactéria em beads de 

alginato. Neste modelo, a cepa NH57388A, super produtora de alginato, foi 

administrada intratraquealmente na forma de suspensão, através de traqueostomia, 

a camundongos e foi possível o estabelecimento da infecção. 

Nosso grupo de pesquisa desenvolveu um modelo animal de infecção 

pulmonar por P. aeruginosa formadora de biofilme (cepa mucoide ATCC 27853) 

utilizando beads de alginato. Essas estruturas impedem o clearance mecânico da 

bactéria tornando possível o estabelecimento da infecção. A P. aeruginosa 

incorporada aos beads de alginato foi administrada em ratos Wistar anestesiados 

através da via intratraqueal. Com esse modelo foi possível estabelecer a infecção 

pulmonar crônica com formação de biofilme por até 14 dias (BERNARDI et al., 

2014), sendo o modelo utilizado para avaliar a influência da infecção pulmonar com 

formação de biofilme na penetração da fluorquinolona ciprofloxacino. 

Entretanto, devido ao fato da tobramicina interagir ionicamente com o alginato 

presente nos beads, levando a redução da penetração nos biofilmes, faz-se 

necessário o desenvolvimento de um novo modelo de infecção sem a incorporação 

da bactéria em estruturas de alginato. 

 

3.7. Microdiálise 

A MD é uma ferramenta específica para amostrar compostos endógenos e 

exógenos no espaço extracelular, permitindo a determinação das concentrações 

livres do analito no líquido intersticial do tecido sob investigação (DHANINI et al., 

2010). Essa técnica consiste na introdução de uma sonda (Figura 3) no tecido 

estudado, sendo esta continuamente irrigada com líquido de perfusão isosmótico. 

Na porção terminal desta sonda, que fica em contato direto com o tecido, há uma 

membrana semipermeável que funciona como um filtro, impedindo a passagem de 

moléculas maiores que seu cut off para o líquido de perfusão. O fluido de perfusão 

(perfundido), geralmente uma solução fisiológica (salina, Ringer, ou Ringer lactato), 

passa pela sonda a um fluxo baixo e constante (1-10 μL/min). Apenas moléculas 

pequenas, não ligadas a proteínas, presentes no fluido intersticial sofrem difusão 
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passiva pela membrana e são recolhidas pelo perfundido. O líquido recolhido pela 

sonda é chamado de dialisado e está pronto para ser utilizado para quantificação do 

composto de interesse, sem necessidade de processamento prévio da amostra 

(BRUNNER et al., 2005; CHAURASIA et al., 2007).  

Como a irrigação da sonda com o líquido de perfusão é contínua, a 

membrana semipermeável é mantida constantemente em condição sink. Desta 

maneira, o equilíbrio de difusão nunca é alcançado, e as concentrações 

determinadas no dialisado sempre serão menores do que os valores reais do analito 

no líquido intersticial, levando à necessidade de determinar-se a recuperação 

relativa (RR) da sonda, que expressa à razão entre a concentração medida e a 

concentração real no tecido investigado (PLOCK; KLOFT, 2005). 

 

 

Figura 3. Sonda de microdiálise de formato concêntrico. O detalhe da membrana 
mostra a difusão do líquido de perfusão (círculos) e do analito (losangos) entre o 
meio extracelular e a sonda (Adaptado de CHAURASIA et al., 2007).  

 

A MD é uma técnica bem estabelecida e amplamente utilizada para 

determinação de perfis de concentrações livres teciduais de diversos agentes 

antimicrobianos, incluindo quinolonas, β-lactâmicos, aminoglicosídeos, 

glicopeptídeos, fosfomicina, rifampicina e ácido fusídico em diversos tecidos e 

órgãos, tais como cérebro, pulmão, coração, bile, osso, olhos e sangue em animais 

de laboratório e em voluntários humanos e pacientes (JOUKHADAR et al., 2001). 

Nosso grupo de pesquisa vem utilizando essa técnica para avaliar a penetração de 
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antimicrobianos e antifúngicos em diferentes órgãos/tecidos: a penetração muscular 

do norfloxacino (FREDDO et al., 2002); a penetração pulmonar e muscular do 

gatifloxacino (TASSO et al., 2008); a penetração pulmonar e prostática do 

levofloxacino (HURTADO et al., 2014a; ZIMMERMANN et al., 2015) e a penetração 

prostática do moxifloxacino (HURTADO et al., 2014b). 

Essa técnica, além de ser utilizada para determinação de concentrações livres 

teciduais de fármacos, também permite comparar a penetração de antimicrobianos 

em tecidos infectados e sadios, possibilitando investigar a influência do processo 

inflamatório, que ocorre no local da infecção, na distribuição tecidual do fármaco 

(DHANANI et al, 2010). O processo infeccioso pode reduzir, aumentar ou não acusar 

alteração nas concentrações livres teciduais de antimicrobianos e antifúngicos.  

Em 2011, mostramos, utilizando microdiálise, que as concentrações livres de 

piperacilina (60, 120 e 240 mg/kg i.v. bolus) determinadas por microdiálise em 

miosite experimental por E. coli na coxa de ratos Wistar (tight infection model) foram 

30% menores do que as concentrações determinadas em tecido equivalente sadio 

(ARAUJO et al., 2011). Em 2012 demonstramos que a infecção renal por Candida 

albicans não afeta as concentrações livres teciduais do antifúngico fluconazol (10 

mg/kg, i.v. bolus e 50 mg/kg p.o.) (AZEREDO et al., 2012). O mesmo já havíamos 

demonstrado para o antifúngico voriconazol (ARAUJO et al., 2008), ambos utilizados 

para o tratamento de candidíase sistêmica.  

Gonzalez e colaboradores (2013) utilizaram a técnica de microdiálise para 

avaliar as concentrações livres de azitromicina no tecido muscular de ratos 

infectados com S. aureus. Foi observado um aumento da exposição da azitromicina 

no tecido infectado em comparação com o tecido sadio, uma vez que a azitromicina 

atua nos macrófagos, que aumentam após a inoculação tecidual.  

Os resultados obtidos por Gonzalez e colaboradores (2013) e Araújo e 

colaboradores (2011) demonstram o impacto da infecção nas concentrações livres 

(ativas) dos fármacos na biofase. Ao mesmo tempo, fica evidente que não há como 

prever a alteração das concentrações livres intersticiais de fármacos devido à 

infecção, sendo necessária a investigação experimental de cada fármaco no tecido 

infectado de interesse.  

Na literatura, há somente um relato de utilização da microdiálise para avaliar 

concentrações livres pulmonares da tobramicina. O estudo foi conduzido por 

Eisenberg e colaboradores (1993) e avaliou a farmacocinética dos aminoglicosídeos 
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gentamicina e tobramicina no fluido epitelial pulmonar de ratos sadios após 

administração de 20 mg/kg i.v. bolus de cada fármaco. Através da microdiálise foi 

possível a determinação do fator de penetração médio dos aminoglicosídeos no 

fluido pulmonar (ASClivre,pulmão/ASCtotal,plasma), sendo que a tobramicina apresentou 

um fator de penetração de 0,56 ± 0,09 e a gentamicina de 0,36 ± 0,06. 
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CAPÍTULO 1 

Application of a LC-MS/MS method for evaluating 

lung penetration of tobramycin in rats by microdialysis 
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O texto completo do Capítulo 1, que no texto integral da dissertação defendida 

ocupa o intervalo de páginas compreendido entre as páginas 56 – 76 foi suprimido 

por tratar-se de um manuscrito a ser submetido para publicação em um periódico 

científico. O resumo do Capítulo 1 é apresentado na página seguinte. 
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Abstract 

A bioanalytical LC-MS/MS method was developed and validated to determine 

tobramycin in plasma and lung microdialysate samples. Tobramycin was separated 

using a C18 column and a mobile phase consisting of water and acetonitrile, both with 

10 mM of heptafluorobutyric acid, eluted as gradient. Apramycin was used as internal 

standard (IS) for plasma samples. Drugs were monitored using electrospray 

ionization operating on positive mode (ESI+) monitoring the transitions 468.2 > 163.3 

m/z for tobramycin and 540.3 > 217.2 m/z for IS. The method showed linearity in the 

concentration range of 0.1 – 50 µg·mL-1 for microdialysate and 0.5 – 100 µg·mL-1 for 

plasma with coefficients of determination ≥ 0.991. The inter- and intra-day precision, 

the accuracy and the stability of the drug in different conditions were in accordance 

with the limits established by US Food and Drug Administration guideline. The 

concentrations of tobramycin in plasma and lung microdialysate, determined using 

CMA/20 probes and a Ringer solution at a flow rate of 1 µL·min-1, were evaluated in 

healthy Wistar rats after a 10 mg·kg-1 i.v. bolus dose. Samples were harvested up to 

12 h post-dose. Before animal’s experiments, probe recovery was determined by 

dialysis and retrodialysis in vitro and by retrodialysis in vivo. Probes recovery was 

independent of drug concentration and method of determination. In vivo recovery 

was 27.74 ± 7.70 %. Pharmacokinetic parameters were estimated by non-

compartmental analysis using the software Phoenix®. The estimated area under the 

curve (AUC0–∞) was 128 ± 19 µg·h·mL-1 and 105 ± 12 µg·h·mL-1 for plasma and lung, 

respectively. Tobramycin plasma clearance was 0.07 ± 0.01 L/h/kg and the volume of 

distribution was 0.49 ± 0.09 L/kg. Half-life in plasma was 4.4 ± 0.7 h and in lung, 4.2 

± 0.56 h. The free tissue/free plasma AUC0–∞ ratio was 0.94. This is the first study 

showing a validated method to quantify tobramycin in microdialysate samples and to 

evaluate the lung interstitial concentration of the drug.  

 

Keywords: tobramycin, bioanalytical method validation, LC-MS/MS, tissue 

penetration, microdialysis, pre-clinical pharmacokinetics. 
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CAPÍTULO 2 

Population pharmacokinetic modeling of plasma and tissue concentrations of 

tobramycin in healthy and Pseudomonas aeruginosa biofilm-forming 

infected Wistar rats 
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O texto completo do Capítulo 2, que no texto integral da dissertação defendida 

ocupa o intervalo de páginas compreendido entre as páginas 80 – 101 foi suprimido 

por tratar-se de um manuscrito a ser submetido para publicação em um periódico 

científico. O resumo do Capítulo 2 é apresentado na página seguinte. 
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Abstract 

Objective: The present work aimed to evaluate the influence of P. aeruginosa biofilm 

infection on lung penetration of tobramycin (TOB) by microdialysis and to establish a 

population pharmacokinetic model (popPK) to described free lung and total plasma 

concentrations simultaneously in healthy and infected rats.  

Methods: To establish the P. aeruginosa (PA14) biofilm-forming pulmonary infection, 

anesthezied male Wistar rats (n=5) were intratracheally inoculated (109 CFU/mL). 

Seven days after inoculation, the animals received TOB 10 mg·kg-1 i.v. bolus dose. 

Blood and lung microdialysate (CMA 20 probes) samples were collected up to 12 h 

after dosing. Plasma and microdialysate samples were analyzed by LC-MS/MS 

validated method. Non-compartmental (NCA) analysis was carried out using the 

software Phoenix® and the population pharmacokinetic modeling was evaluated 

using the software Monolix® v.4.3.3.   

Results: TOB plasma pharmacokinetics was not altered by infection, however, drug 

lung penetration factor was reduced from 0.94 in healthy to 0.25 in biofilm-forming 

infected animals. A two compartment popPK model described simultaneously plasma 

and free drug lung concentrations in healthy and pneumonic rats. The infection 

process used as categorical covariate showed to influence V2 and k10. The results 

indicate that free plasma levels are not a good surrogate because they overestimate 

free lung concentrations in pneumonic animals.  

Conclusion: The infection with biofilm–forming P. aeruginosa reduces significantly 

the pulmonary penetration of TOB. The developed popPK model allows to predict 

TOB free concentration in infected lungs using total plasma data. 

 

Keywords: Tobramycin, biofilm-forming P. aeruginosa, pneumonia animal model, 

microdialysis, popPK modeling. 
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4. DISCUSSÃO GERAL 
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Bactérias apresentam além da possível resistência intrínseca aos 

antimicrobianos, mecanismos de defesa frente à resposta imune do hospedeiro e a 

ação de antimicrobianos devido a formação de biofilmes. Esses mecanismos de 

defesa, associados ao crescimento da bactéria na forma de biofilme, contribuem no 

desenvolvimento de infecções crônicas e difíceis de tratar. Os biofilmes são 

responsáveis por 65% das infecções bacterianas, sendo a infecção pulmonar em 

pacientes com FC a mais prevalente (SOTO, 2013).  A FC é caracteriza pelo 

acúmulo de um muco denso no pulmão dos pacientes favorecendo o crescimento 

bacteriano e o desenvolvimento de pneumonia. O agente mais importante e 

frequente associado à pneumonia em pacientes fibrocísticos é a P. aeruginosa 

(Cystic Fibrosis Foundation, 2010). Uma vez estabelecidos os biofilmes de P. 

aeruginosa, os regimes terapêuticos usuais com antibióticos são incapazes de 

erradicar esta bactéria das vias aéreas de pacientes fibrocísticos (MOREAU-

MARQUIS et al., 2008). 

Diante dessa situação, para definir-se posologias mais eficazes para o 

tratamento de infecções causadas por bactérias formadoras de biofilmes, o 

conhecimento da concentração livre (farmacologicamente ativa) de antimicrobianos 

no tecido infectado se torna ainda mais relevante.  

 Esse trabalho objetivou avaliar a influência do biofilme na penetração 

pulmonar da tobramicina em modelo de pneumonia por P. aeruginosa formadora de 

biofilme através da microdiálise.  

Para atingir esse objetivo geral, inicialmente foi desenvolvido e validado um 

método bioanalítico para quantificação da tobramicina em amostras de plasma e 

microdialisado utilizando a apramicina como padrão interno. A quantificação foi 

realizada através de cromatógrafo líquido acoplado a espectrômetro de massas 

(CLAE-EM/EM). A metodologia foi validada de acordo com as diretrizes do FDA, 

mostrando-se linear, precisa, exata, específica e sensível para quantificação da 

tobramicina nas amostras avaliadas. O método foi capaz de caracterizar os perfis 

plasmáticos e teciduais e não foi observada a presença de componentes endógenos 

e/ou metabólitos que pudessem prejudicar a quantificação do fármaco. A 

estabilidade da tobramicina em plasma e microdialisado também foi avaliada a fim 

de garantir a integridade do fármaco nas condições experimentais empregadas.  
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 Para avaliar a influência do biofilme na penetração pulmonar da tobramicina, 

foi necessário o desenvolvimento de um modelo animal de infecção pulmonar com 

formação de biofilme em ratos Wistar. Para tanto utilizou-se a cepa não-mucoide de 

P. aeruginosa PA14 que foi administrada nos animais através da via intratraqueal. 

Essa cepa apresenta elevada virulência, favorecendo o estabelecimento da infecção 

pulmonar por até sete dias pós-inoculação. 

 Para a realização dos estudos de microdiálise foi necessário determinar a 

calibração das sondas em diferentes condições, in vitro e in vivo. Para a calibração 

in vitro foram empregadas as técnicas de diálise e retrodiálise. As recuperações 

relativas obtidas através das duas técnicas não apresentaram diferenças estatísticas 

significativas nas condições testadas. Os resultados demonstraram que a 

tobramicina não se liga à tubulação do sistema de microdiálise, sendo a recuperação 

relativa independente da concentração do fármaco. Os estudos in vitro permitiram 

determinar o fluxo de perfusão e o intervalo de coletas mais adequados para os 

estudos de microdiálise in vivo. A calibração in vivo foi realizada por retrodiálise, 

sendo semelhante para animais sadios (27,7 ± 7,7%) e infectados (24,5 ± 1,7 %), 

indicando que a infecção não interfere no processo de difusão da tobramicina 

através da membrana semi-permeável da sonda de microdiálise. Essas 

recuperações médias foram utilizadas para calcular as reais concentrações teciduais 

da tobramicina nos experimentos de farmacocinética. 

 A ligação às proteínas plasmáticas da tobramicina também foi avaliada in vitro 

utilizando a técnica de microdiálise. Ligações médias às proteínas de 11,3 ± 1,9% e 

10,9 ± 2,4% foram observadas no plasma de animais sadios e infectados, 

respectivamente. A ligação à proteína se mostrou independente da concentração da 

tobramicina e da presença do processo infeccioso, sendo utilizada para prever as 

concentrações plasmáticas livres do fármaco baseadas nas concentrações totais 

determinadas. 

 A avaliação da farmacocinética plasmática e pulmonar foi realizada em 

animais sadios e infectados após dose única i.v. bolus de 10 mg/kg. Os parâmetros 

farmacocinéticos foram determinados por abordagem não-compartimental, utilizando 

o software Phoenix®, e modelagem populacional, utilizando o software Monolix®. 
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 Através da microdiálise foi possível quantificar as concentrações livres 

teciduais da tobramicina no fluido intersticial pulmonar e determinar o fator de 

penetração pulmonar do fármaco. O fator de penetração determinado (0,94) permite 

indicar que a distribuição pulmonar da tobramicina ocorre através de difusão, não 

havendo transportadores de influxo e efluxo envolvidos nesse processo. Eisenberg 

et al. (1993) avaliaram a penetração da tobramicina no fluido epitelial pulmonar de 

ratos. O fator de penetração determinado neste estudo foi de 0,56, indicando que a 

penetração da tobramicina varia de acordo com a região pulmonar.  

 A análise não-compartimental dos dados de plasma mostrou que não houve 

diferença estatisticamente significativa nos parâmetros farmacocinéticos 

determinados para os animais sadios e infectados, indicando que a infecção 

pulmonar com formação de biofilme induzida intratraquealmente não altera a 

farmacocinética plasmática da tobramicina. Por outro lado, a exposição pulmonar ao 

fármaco foi reduzida em cerca de 70% nos animais com pneumonia por P. 

aeruginosa formadora de biofilme (ASC 0-inf de 105 ± 12 µg.h/mL em animais sadios 

e 32 ± 17 µg.h/mL em animais infectados), reduzindo o fator de penetração tecidual 

(ƒT= ASC0-free,pulmão/ASC0-free,plasma) de 0,94 para 0,25 devido a infecção. Essa 

reduzida penetração da tobramicina em biofilmes de P. aeruginosa pode ser 

parcialmente explicada pela ligação da tobramicina, positivamente carregada, aos 

componentes da matriz carregados negativamente, formando um complexo inativo 

(TSENG et al., 2013), que provavelmente não é coletado pela sonda de microdiálise. 

Contribuem também para essa reduzida penetração as alterações na fisiologia 

pulmonar causadas pela infecção e processo inflamatório local decorrente da 

mesma.  

 Foi utilizado um modelo populacional de dois compartimentos (popPK) para 

descrever os dados plasmáticos e teciduais da tobramicina em animais sadios e 

infectados. A escolha do modelo foi baseada em critérios estatísticos, correlação 

entre dados previstos e observados e ajuste dos perfis aos dados experimentais 

(VPCs). Os valores dos parâmetros farmacocinéticos (CLtot, ASC0-∞ e Vdss) obtidos 

através da modelagem farmacocinética populacional foram semelhantes aos obtidos 

através da abordagem não-compartimental, demonstrando que o modelo utilizado foi 

adequado para descrever os dados experimentais.  
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O modelo desenvolvido permitiu caracterizar a distribuição da tobramicina no 

plasma e no pulmão de animais sadios e infectados. Os resultados da modelagem 

demonstram que a volume do compartimento periférico (V2) e a constante de 

eliminação do compartimento central (k10) são alterados pelo processo infeccioso. 

Através da inclusão da infecção como uma variável categórica no modelo, as 

concentrações teciduais livres da tobramicina no tecido infectado puderam ser 

corretamente preditas pelo modelo, uma vez que a concentrações livres plasmáticas 

superestimam as concentrações livres pulmonares observadas na pneumonia com 

bactéria formadora de biofilme. 

Os resultados dessa dissertação descrevem pela primeira vez a influência da 

infecção com P. aeruginosa formadora de biofilme na penetração pulmonar da 

tobramicina utilizando a microdiálise, os achados apontam a necessidade de rever a 

posologia para o tratamento eficaz deste tipo de infecção, uma vez que esta 

baseada nas concentrações plasmáticas totais do fármaco, superestimando as 

concentrações farmacologicamente ativas na biofase.   
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 Uma metodologia analítica por CLAE-EM/EM foi desenvolvida e validada 

e conseguiu caracterizar adequadamente os perfis plasmáticos e 

teciduais pulmonares da tobramicina. Os parâmetros validados estão 

dentro dos limites estabelecidos pelo FDA. 

 O modelo de infecção desenvolvido com a cepa de P. aeruginosa não-

mucoide PA14 foi capaz de manter os ratos Wistar infectados por até sete 

dias após a inoculação, permitindo a realização dos experimentos de 

farmacocinética.  

 A pneumonia por P. aeruginosa formadora de biofilme, cepa PA14, não 

alterou a ligação da tobramicina às proteínas plasmáticas de ratos Wistar 

em comparação à ligação observada no plasma de animais sadios.  

 Os perfis plasmáticos obtidos após a administração de 10 mg/kg de 

tobramicina em animais sadios e infectados foram semelhantes, 

demonstrando que a infecção pulmonar por P. aeruginosa formadora de 

biofilme (cepa PA14) não altera a disposição plasmática do fármaco. 

 A exposição pulmonar à tobramicina foi reduzida em cerca de 70% devido 

à pneumonia por P. aeruginosa formadora de biofilme não-mucoide (cepa 

PA14) em comparação com os animais sadios. 

 O modelo popPK de dois compartimentos se mostrou adequado para 

descrever simultaneamente o perfil plasmático e tecidual do tobramicina 

após dose i.v. bolus de 10 mg/kg a ratos sadios e infectados.  

 O modelo popPK possibilitou descrever a influência da infecção na 

distribuição pulmonar da tobramicina e foi capaz de prever corretamente 

as concentrações teciduais livres nos animais infectados.  

 O conjunto de dados obtidos neste estudo permite concluir que a infecção 

pulmonar com formação de biofilmes não altera a farmacocinética 

plasmática da tobramicina, entretanto, reduz significativamente a 

penetração pulmonar do fármaco, a taxa de eliminação da tobramicina a 

partir do compartimento central e o volume do compartimento periférico, 
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demonstrando a necessidade de rever a posologia indicada para o 

tratamento eficaz deste tipo de infecção, que é atualmente baseada nas 

concentrações plasmáticas totais do fármaco.  
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