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RESUMO

Objetivo: Avaliar a influéncia da infeccdo por Pseudomonas aeruginosa formadora
de biofilme na penetracdo 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 inoculacao de P. aeruginosa
(cepa PA14) pela via intratraqueal (10° UFC/mL) a ratos Wistar. Sete dias apds a
inoculacdo os animais infectados (n = 5) receberam tobramicina 10 mg/kg i.v. bolus.
Animais saudaveis (n = 6) foram utilizados como controle. As concentracdes livres
pulmonares foram coletadas por microdidlise (sonda CMA/20). As sondas de
microdialise foram calibradas in vitro através de dialise e retrodidlise e in vivo
utilizando retrodialise. A ligacdo da tobramicina as proteinas plasmaticas foi
determinada por microdidlise. As concentracfes do farmaco nas amostras foram
determinadas por cromatografia liquida em tandem com espectrometria de massas
(CLAE-EM/EM) utilizando metodologia validada. Os parametros farmacocinéticos
foram determinados por abordagem ndo-compartimental (Phoenix®) e modelagem
populacional (popPK) (Monolix®). Resultados e Discussao: A recuperacao relativa
(RR) das sondas foi independente da concentracdo de tobramicina e inversamente
proporcional ao fluxo de perfusdo. A RR determinada in vivo foi de 27,64 % + 7,70
para animais sadios e 24,47 % + 1,66 para animais infectados. A ligacao as
proteinas plasmaticas foi de 11,3 + 1,9%. A infeccdo com formacéo de biofilme néo
alterou a farmacocinética plasmatica da tobramicina, entretanto reduziu em cerca de
70% a penetracdo pulmonar do farmaco. As concentracfes plasmaticas e teciduais
foram simultaneamente descritas por um modelo farmacocinético populacional de
dois compartimentos, tanto em animais sadios como infectados. A infeccéo, utilizada
como covariavel categorica, permitiu descrever as alteracdes no volume do
compartimento periférico e na constante de eliminagdo do compartimento central
devido a infeccdo. Conclusdes: As concentracBes plasmaticas da tobramicina,
utilizadas para ajuste posologico, superestimam as concentragfes ativas no pulméao
infectado. O modelo popPK descrito permite a previsdo das concentragdes livres
pulmonares da tobramicina em pulméao infectado, podendo auxiliar na otimizacéo da
terapia de pneumonias com P. aeruginosa formadora de biofilme.

Palavras-chave: Farmacocinética, microdialise, penetragdo pulmonar, P.

aeruginosa formadora de biofilme, tobramicina, modelagem popPK.






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 (10° 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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1. INTRODUCAO







Biofilmes s&o complexas comunidades microbianas aderidas a superficies
bidticas ou abidticas. Os microrganismos que fazem parte de um biofilme estédo
envoltas em uma matriz polimérica autoproduzida, composta de substancias como
polissacarideos, proteinas e DNA extracelular, que confere estabilidade estrutural ao
biofilme. Uma vez na forma de biofilme, as bactérias apresentam maior resisténcia a
fagocitose, aos mecanismos de defesa inata e adaptativa do hospedeiro e a terapia
antimicrobiana (SOTO, 2013).

Os mecanismos envolvidos na resisténcia das bactérias em biofilme aos
antimicrobianos e a defesa imune ainda ndo estdo bem estabelecidos. Algumas
hipoteses descritas na literatura visam explicar esse fenbmeno: a) a matriz dos
biofilmes atua como uma barreira tornando a penetracdo dos antimicrobianos lenta e
incompleta; b) o ambiente heterogéneo encontrado no interior do biofilme determina
uma resposta bacteriana diferente aos farmacos; c) a presenca de células persisters
que apresentam um fendétipo distinto das demais confere resisténcia ao biofilme
frente ao antibidtico; e d) a troca facilitada de plasmideos entre as bactérias
possibilita a transferéncia de mecanismos de resisténcia (LEID, 2009; FUENTE
NUNEZ et al., 2013).

Bactérias crescendo em biofilmes sao responsaveis por 65% das infeccdes
bacterianas que, devido aos fatores de resisténcia dessas comunidades, sao dificeis
de erradicar (SOTO, 2013). Estas infec¢cdes podem ser associadas a superficies,
guando estao relacionadas a superficies bidticas ou abidticas do hospedeiro (como
dispositivos médicos, cateteres, implantes); ou associadas ao tecido na forma de
agregados celulares embebidos em muco, crescendo, por exemplo, associados ao

[imen dos brénquios em pacientes com fibrose cistica (BJARNSHOLT et al., 2013).

A fibrose cistica (FC) € uma doenca autossémica recessiva que afeta
principalmente a populacdo caucasiana, € caracterizada por secre¢cdes anormais
das vias respiratérias, infeccdo endobronquial e obstrucdo progressiva das vias
aéreas devido ao acumulo de muco denso nos pulmdes, levando a redugdo da
expectativa de vida dos individuos portadores (MUNDER et al., 2011; MOGAYZEL et
al., 2013). A infecgéo pulmonar crénica € a maior causa de mortalidade e morbidade
em pacientes com FC (Cystic Fibrosis Foundation, 2008). Individuos portadores de

FC séo altamente susceptiveis a infecgbes bacterianas no trato respiratorio sendo a
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Pseudomonas aeruginosa o agente mais importante e frequentemente associado a
essas infec¢des (Cystic Fibrosis Foundation, 2010). O estabelecimento da infeccéo
pulmonar por P. aeruginosa é mediado por um processo adaptativo que inclui
alteracdes fisioldgicas das células bacterianas, representadas principalmente pela
transicdo da forma planctonica para um modo de crescimento em biofiime. O
crescimento da bactéria na forma de biofilme, associado a conhecida resisténcia
intrinseca deste microrganismo aos antimicrobianos, € um dos fatores responsaveis
pela persisténcia da infeccdo pulmonar crénica nos pacientes com FC, uma vez que
proporciona uma maior tolerancia aos mecanismos de defesa do hospedeiro (como
clearance mecanico, anticorpos e fagoécitos) 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 numero de cepas multirresistentes de P. aeruginosa, 0S
antimicrobianos para terapia eficaz das infec¢des causadas por esta bactéria vém se
tornando cada vez mais limitados. Os aminoglicosideos tém sido amplamente
utilizados para o tratamento de infec¢cdes bacterianas do pulméo, trato urinario e
endocardite. Essa classe de antibidticos € especialmente util para o tratamento de
infeccBes causadas por bactérias Gram-negativas, incluindo P. aeruginosa (KIRST;
MARINELLI, 2014). Os aminoglicosideos sédo agentes bactericidas cujo mecanismo
de acdo baseia-se na interrupcdo da sintese de proteinas bacterianas atuando na
subunidade 30S do ribossomo procariético (MANDELL et al., 2010). Dentre os
aminoglicosideos, a tobramicina, administrada por via intravenosa ou na forma de
aerossol, é o farmaco 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 o0s
estafilococos, em especial Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis,
todos o0s estreptococos, incluindo Streptococcus pneumoniae. Também é ativa
contra muitos bacilos Gram-negativos aerébios e facultativos, incluindo
Enterobacteriaceae, P. aeruginosa e Acinetobacter spp. Esse aminoglicosideo
desempenha um importante papel no tratamento de infec¢cdes pulmonares causadas

por P. aeruginosa em pacientes adultos e pediatricos com FC (REYES, et al., 2014).
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O fluido extracelular € o local predominante das infec¢des teciduais. Desse
modo, a concentracao livre (farmacologicamente ativa) de antimicrobianos no liquido
intersticial determina o efeito antimicrobiano. A fracdo livre tecidual de farmacos
pode ser mensurada através da técnica de microdialise (MD) (LIU; DERENDOREF,
2003). A MD é uma ferramenta especifica para amostrar compostos enddgenos e
exdgenos no espacgo extracelular permitindo, desse modo, a determinacdo das
concentracbes nao-ligadas a proteinas desses compostos no tecido sob
investigacdo (ZHOU; GALLO, 2005; CHAURASIA et al, 2007; WEI et al., 2009). A
MD também permite comparar a penetracdo de antimicrobianos em tecidos
infectados e sadios, possibilitando investigar se o processo inflamatério associado a
infeccdo bem como caracteristicas do microrganismo como formacao de biofilmes

altera a distribuicao tecidual do farmaco.

N&o h& na literatura, até o momento, relatos de investigacdo da penetracao
pulmonar de antimicrobianos determinada por MD em modelo de infecgdo por
bactéria formadora de biofilme. Em funcdo das caracteristicas de resisténcia
intrinseca dos biofilmes, especialmente a conhecida dificuldade de penetracdo do
farmaco, ha necessidade de se conhecer as concentracdes dos antimicrobianos nos
tecidos infectados por microrganismo produtores de biofilme, como forma de garantir

posologias adequadas para erradicacao desses processos infecciosos.

Neste contexto, o presente trabalho objetiva avaliar a influéncia do biofilme de
P. aeruginosa na penetracdo pulmonar de antimicrobianos, através da técnica de
microdialise. Para o desenvolvimento desse projeto foi escolhido como farmaco
modelo a tobramicina devido a sua importancia no tratamento de pneumonias por P.

aeruginosa em pacientes com FC.
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2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo geral

Avaliar a influéncia do biofilme na penetracdo pulmonar da tobramicina em

ratos com pneumonia por P. aeruginosa formadora de biofilme.

2.2. Objetivos especificos

e Adaptar e validar método analitico através da Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) acoplada a espectrometria de massas para quantificacao da

tobramicina em microdialisado pulmonar e plasma de ratos;

e Validar modelo animal de infecgdo pulmonar por P. aeruginosa formadora de

biofilme;

e Determinar, através de microdialise, as concentracdes livres pulmonares, e as
concentragbes plasmaticas totais da tobramicina em ratos Wistar sadios e

infectados com P. aeruginosa formadora de biofilme;

e Avaliar a influéncia do biofilme na penetracdo tecidual da tobramicina através
da modelagem populacional dos dados de plasma e microdialisado em animais

sadios e infectados.
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3. REVISAO DA LITERATURA







3.1. Biofilmes Bacterianos

Biofilmes sdo agregados bacterianos que crescem aderidos a superficies
organicas ou inorganicas e representam um modo de crescimento que permite a
sobrevivéncia das bactérias em ambientes hostis. As bactérias presentes em um
biofilme estdo envoltas em uma matriz polimérica extracelular autoproduzida que
contém acido desoxirribonucleico (DNA), proteinas e polissacarideos. Esta matriz
confere estabilidade estrutural a comunidade bacteriana em virtude de sua
constituicdo, disposicdo e agregacao diferenciadas. Uma vez na forma de biofilme,
as bactérias apresentam maior resisténcia a fagocitose, aos mecanismos de defesa
inata e adaptativa do hospedeiro e a terapia antimicrobiana (HOIBY et al., 2011;
SOTO, 2013).

O processo de formacédo do biofilme é regulado por mecanismos especificos,
dentre os quais 0 mais importante é o quorum sensing (QS). O termo QS refere-se a
um grupo de sistemas de regulacéo através do qual a populacdo bacteriana é capaz
de detectar a densidade celular e responder adaptativamente a mudancas nesta
densidade. Isto € obtido através da interacdo das moléculas sinalizadoras com
receptores especificos permitindo um comportamento coordenado e comunicacao
entre as bactérias do biofilme (O'TOOLE et al., 2000; LI; TIAN, 2012; BHARDWAJ et
al., 2013; SCHUSTER et al., 2013).

A formacéo de biofilme é observada na maior parte das bactérias encontradas
em ambientes naturais, clinicos e industriais e € caracterizada pelo desenvolvimento
de uma complexa estrutura multicelular tridimensional com formato caracteristico de
cogumelo. O primeiro estagio do ciclo de um biofilme é caracterizado por um ataque
a superficie, chamado de fixacdo ou adeséo, seguido da formacédo da microcoldnia
(crescimento/proliferacdo), maturacado do biofilme e por fim a disseminacdo, como
pode visto na Figura 1 (WEBB et al., 2003; HOIBY et al., 2010; MUSKEN et al.,
2010).
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Figura 1. Ciclo de vida de um biofilme bacteriano, compreendendo as fases de 1.

adesdo inicial reversivel, 2. adesédo irreversivel, 3. proliferacdo, 4. maturacéo e 5.
disperséo (Adaptado de STOODLEY et al., 2002).

Na etapa de fixacéo, inicialmente ocorre a adeséo das células bacterianas a
superficie de forma reversivel. Componentes da superficie celular bacteriana, como
pili e flagelo, sdo os responsaveis pela fixacao inicial do agregado celular. Quando
estes agregados aumentam seu tamanho e sua densidade, componentes
extracelulares como proteinas, alginato, lipidios, DNA e polissacarideos sé&o
secretados e, associados ao pili e ao flagelo, formam a matriz extracelular, também
chamada de substancia polimérica extracelular (SPE). A formacdo da matriz
polimérica torna a fixacao irreversivel e confere ao biofilme estabilidade estrutural. A
composicdo da matriz extracelular varia de acordo com as espécies bacterianas
envolvidas no biofilme (FLEMMING et al., 2007).

Durante a fase de proliferacdo, as microcolbnias ligadas irreversivelmente
secretam mais moléculas sinalizadoras com a finalidade de aumentar o biofilme. A
matriz formada através da secrecdo de substancia polimérica extracelular é
expandida e o biofiime amadurece. Nessa etapa sdo formados canais de agua na
matriz, como uma espécie de sistema circulatorio que contribui para a homeostase
do biofilme e para oxigenacédo e transporte de nutrientes (SHUNMUGAPERUMAL,
2010; WILKINS et al., 2014). No biofilme maduro, a propor¢do 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
fendtipo plancténico dispersando-se e torna-se capaz de colonizar outras superficies

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

A resisténcia dos biofilmes a terapia com antimicrobianos € um processo
complexo que envolve varios mecanismos associados (PIBALPAKDEE et al., 2012).
Células bacterianas que crescem associadas a biofilmes sdo de 10 a 1000 vezes
mais resistentes a terapia antimicrobiana do que as bactérias crescendo na forma
planctonica (WILKINS et al.,, 2014). Segundo Belfield e colaboradores (2015) as
concentracbes minimas inibitérias para a erradicacdo de biofilmes séo cerca de
1000 vezes mais elevadas que as concentracbes necessdrias para 0S
microrganismos planctdnicos. Penetracdo lenta ou incompleta de antibioticos através
da matriz polimérica, ambiente heterogéneo encontrado no interior do biofilme, baixa
taxa de crescimento das células bacterianas e presenca de células persisters séao
fatores que contribuem para a elevada resisténcia dos agregados celulares frente a
terapia antimicrobiana (FUENTE NUNEZ et al., 2013).

A penetracdo lenta ou incompleta dos agentes antimicrobianos através da
matriz polimérica contribui para a toleréncia dos biofilmes aos antibioticos. Embora a
matriz do biofilme néo restrinja a difusdo dos antibiéticos em geral, a matriz atua
como uma barreira na penetracdo 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 penetracdo da tetraciclina em
biofilmes de Escherichia coli uropatogénica. Através de metodologia in vitro baseada
em fluorescéncia, pode-se determinar que a tetraciclina penetra rapidamente em
biofimes de E. coli. Jefferson e colaboradores (2005) estudaram in vitro a
penetracdo da vancomicina em biofiimes 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 acido
clavulanico, difunde-se rapidamente através de biofilmes de E. coli e P. aeruginosa.

Diferentemente ocorre com trimetoprima/sulfametoxazol que demonstram uma
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penetracdo mais lenta nos mesmos biofiimes (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al.,
2007).

Em 2010, Singh e colaboradores elucidaram a influencia da penetracéo
reduzida de antimicrobianos na resisténcia de biofiimes de S. aureus e S.
epidermidis aos antibidticos. A permeabilidade dos farmacos no biofilme foi
determinada através de medidas do didmetro das zonas de inibicdo. Os autores
concluiram que a penetracdo de oxacilina, ceftaxima e vancomicina foi
significativamente reduzida pelos biofilmes de S. aureus e S. epidermidis, enquanto
a penetracdo da amicacina e ciprofloxacino ndo sofrem alteracdo frente aos

biofilmes.

Tseng e colaboradores (2013) demonstraram, através de um estudo in vitro,
gue a tobramicina tem sua penetracéo 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 penetracdo desse farmaco através do biofilme. Entretanto, estudos in
vivo avaliando a penetracdo da tobramicina em biofilmes pulmonares de P.

aeruginosa ainda nao foram descritos na literatura.

Outro mecanismo envolvido na maior resisténcia dos biofilmes ao tratamento
com antimicrobianos é o ambiente heterogéneo encontrado no interior dos biofilmes.
Essa heterogeneidade esta relacionada a condicdes de escassez de oxigénio e
nutrientes nas camadas mais inferiores. Neste ambiente as células do biofilme
passam a uma forma de crescimento lento. Células em crescimento lento sdo muito
menos suscetiveis a terapia com farmacos que atuam na divisdo e no metabolismo
celular (SOTO, 2013). Essa diminuicdo da atividade metabdlica explicaria a menor
efetividade de antimicrobianos, incluindo os aminoglicosideos, em condi¢cdes de
anaerobiose (CRAMTON et al., 2001; SHARMA et al., 2014).

A presenca de uma subpopulacéo de células chamadas persisters, no interior
do biofilme, também contribui para a resisténcia apresentada pelos biofilmes. Estas
células sdo geneticamente idénticas as outras células da populacdo, entretanto
encontram-se em um estado de laténcia metabdlica sobrevivendo a acao

antimicrobiana. Essa subpopulacédo celular apresenta uma taxa de crescimento
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extremamente lenta, sendo composta de células ndo mutantes (LEWIS, 2005;
LEWIS, 2007).

A penetracdo deficiente dos antimicrobianos nessas comunidades, a reduzida
taxa de crescimento das bactérias, a alteracdo do microambiente e a existéncia de
uma subpopulacdo de células bacterianas tornam o biofilme dificil de tratar e
erradicar (FUENTE-NUNEZ et al., 2013). Dada a sua importancia na patogénese, 0s
biofilmes tornarem-se alvo para a terapéutica, na tentativa de se entender os
mecanismos relacionados a resisténcia dos biofilmes aos antimicrobianos visando a
otimizacdo de terapias e o desenvolvimentos de novos farmacos (CHIANG et al.,
2013; SHARMA et al., 2014).

O desenvolvimento de biofiimes desempenha um papel relevante em muitas
infeccbes bacterianas, causando falhas no tratamento de infeccfes, tais como as
relacionadas a pneumonia em pacientes fibrocisticos, as relacionadas ao uso de
dispositivos médicos como préteses e cateteres, as endocardites, as infeccbes do
trato urinario, a otite média e as feridas crénicas. (HALL-STOODLEY; STOODLEY,
2009).

3.2. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa € um patégeno Gram-negativo oportunista, com formato de
bacilo, aerdbico, que devido ao seu amplo genoma apresenta grande variabilidade
metabdlica e flexibilidade. E encontrada em ambientes como solo e &agua e
frequentemente esta associado a bacteremia em pacientes com queimaduras,
infeccdes em individuos com FC, infec¢des gastrintestinais, otites e infec¢bes do
trato urinario em pacientes sondados (IKENO et al., 2007; KOLTER, 2010).
Apresenta uma grande capacidade de adaptacdo e elevado potencial para formar
biofilmes causando infeccOes persistentes em pacientes imunocomprometidos
(BJARNSHOLT et al, 2013).

A P. aeruginosa possui um grande numero de genes reguladores e genes
envolvidos no catabolismo de transporte, efluxo de compostos organicos e outros. O

tamanho e a complexidade do seu genoma refletem na sua capacidade de
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adaptacao evolutiva que |he 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 caracteristicas que contribuem para a sua capacidade
de colonizacdo, patogénese e persisténcia em infec¢cdes agudas e crbnicas, que
incluem a elevada resisténcia a agentes antimicrobianos, a capacidade de formacao
de biofilmes, a versatilidade metabdlica, diversidade genética e seus fatores de
viruléncia (WHITELEY; GREENBERG, 2001; WAGNER; IGLEWSKI, 2008). A P.
aeruginosa € capaz de metabolizar diversas fontes de carbono e nitrogénio e pode
crescer em qualquer ambiente aerdbico ou anaerdbico utilizando outros receptores
de elétrons. Esta bactéria € intrinsicamente resistente a diversas substancias em
parte devido ao seu sistema de efluxo (WHITELEY; GREENBERG, 2001). Os
principais determinantes de viruléncia de infec¢cdes por este patdégeno sao fatores
associados as células bacterianas, como flagelos, pili e lipopolissacarideos, fatores
secretados como elastase, proteases, fosfolipase A, formacao de biofilme e quorum
sensing, tornando as infeccbes desenvolvidas por este patégeno dificil de erradicar
(WHITELEY; GREENBERG, 2001; SADIKOT et al., 2005; KIPNIS et al., 2006).

O sistema QS da P. aeruginosa € 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 concentracdes,
indicam que a populacdo bacteriana estd aumentada e, assim, ao ligarem-se a
receptores especificos, sinalizam a modulacdo da expressédo de genes relacionados
ao aumento da densidade celular e a producdo de determinados fatores de
viruléncia. O QS é importante no controle da producédo de pioverdina e piochelina,
envolvidas na formacéo dos biofilmes, e na prevencédo do acumulo de éxido nitrico,
liberado durante respiracdo anaerodbia, que € toxico para esse patdégeno quando em

altas concentracdes (CIOFU et al., 2014).

A matriz polimérica extracelular dos biofilmes de P. aeruginosa é constituida
principalmente de alginato (monémeros de acido manurdnico e acido glurénico).
Este polimero melhora a estrutura tridimensional do biofilme, previne a fagocitose
por células do hospedeiro e liga-se a antibioticos catibnicos como aminoglicosideos
(BJARNSHOLT et al.,, 2008; CATALDI et al., 2014). A regulacdo da hidrodlise do
alginato mediante atividade enzimatica do biofilme ocorre através de ativacao

genética, podendo causar a liberacdo das células da superficie do biofilme,
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contribuindo para a sua dispersao (DONLAN, 2002). O segundo maior componente
dos biofilmes de P. aeruginosa € o DNA extracelular, que atua na estabilizacdo da
matriz do biofilme, € liberado através dos mecanismos de sinalizacao 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 polissacarideos Pel e Psl. O
polissacarideo Psl é composto de manose, glicose e ramnose e facilita a interacédo
entre as células bacterianas e entre as células e a superficie durante a formacao do
biofilme (MA et al.,, 2009). Pel € um polissacarideo composto principalmente de
glicose e desempenha importante fungéao na ligagcéo entre os componentes da matriz
do biofilme (COULON et al., 2010).

3.3. Fibrose Cistica

A fibrose cistica € a infecgdo com formacgédo de biofilmes mais classica sendo
qgue o principal patégeno formador de biofilme associado a FC € a P. aeruginosa
(BJARNSHOLT et al., 2009). Nestes pacientes, a P. aeruginosa forma biofilmes
resistentes e graves infeccdes (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 Saude, a proporcao de individuos acometidos pela

doenca é em torno de 1:7000 habitantes.

A FC é uma desordem genética, autossbmica recessiva causada pela
presenca de uma mutagcdo no cromossomo que transcreve a proteina CFTR (cystic
fibrosis transmembrane regulator). Essa proteina, reguladora de condutancia
transmembranal, se encontra na superficie epitelial das células da mucosa e é
responsavel pelo transporte de ions cloro. A atividade desta proteina € modulada por
mecanismo de fosforilagdo do dominio regulatorio, seguido de hidrélise de
adenosina trifosfato (ATP) que permite a abertura e o fechamento do canal,
permitindo a passagem de ions cloro do espaco intracelular para o espacgo
extracelular. Com a mutacdo dessa proteina, o transporte de cloro passa a ser
defeituoso, causando um acumulo desses ions no espago intracelular. Como
consequéncia, ocorre a formagdo de um muco Vviscoso e denso no espaco
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extracelular, que o sistema mucociliar ndo consegue eliminar. Com o clearance
mucociliar deficiente, microrganismos inalados néo sé@o eliminados das vias aéreas e
0 acumulo de muco torna o ambiente favoravel para o desenvolvimento de bactérias
(BOUCHER, 2004; HOEGGER et al., 2014). Essa deficiéncia do mecanismo de
defesa das vias respiratorias leva ao recrutamento inicial de leucdcitos
polimorfonucleares (PMN) e anticorpos (HOIBY et al.,, 2001; ARMSTRONG et al.,
2005).

A FC afeta diversos 6rgdos como os das vias aéreas, pancreas, figado,
sistema reprodutivo e glandulas sudoriparas. Os sinais da FC pulmonar sdo muco
denso e viscoso acumulado na via respiratéria e infeccdo pulmonar, que

desencadeia doenca brénquica crénica e bronquiectasias (HOEGGER et al., 2014).

Desde a infancia pacientes com FC sofrem com recorrentes infec¢des do trato
respiratério, caracterizadas por inflamacdo com agregados de PMN. Apesar da
intensa terapia com substancias antimicrobianas, as infeccbes causadas por P.
aeruginosa, Burkholderia cepacia e Achromobacter xylosoxidans persistem e levam
a insuficiéncia respiratéria, transplante de pulm&o ou morte do paciente (HOIBY;
PRESSLER, 2006).

A P. aeruginosa € 0 agente mais importante e frequente na FC. Este
patdgeno acomete mais de 80% dos pacientes fibrocisticos sendo a principal causa
de morbidade e mortalidade desses pacientes em decorréncia de um ciclo de
inflamacdo e infeccdo que leva a perda da funcdo pulmonar, desencadeando
insuficiéncia respiratoria e morte (HEIJERMAN, 2005; Cystic Fibrosis Foundation,
2008; TRE-HARDY et al., 2009; Cystic Fibrosis Foundation, 2010). Além disto, é o
patégeno Gram-negativo resistentes a multiplos farmacos (MDR) que mais causa

pneumonia em pacientes hospitalizados (GOOSSENS, 2003).

Na FC, as vias aéreas infectadas sdo dominadas por P. aeruginosa
crescendo de forma densa. Os agregados bacterianos estao envoltos por um grande
namero de neutréfilos (BJARNSHOLT et al.,, 2008). Também estdo presentes
algumas bactérias planctdnicas que séo rapidamente fagocitadas pelos neutréfilos
(BJARNSHOLT et al., 2009; KOLPEN et al.,, 2010). Esse microrganismo tem a

capacidade de se adaptar a zona respiratéria e de resistir aos mecanismos de
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defesa inata e adaptativa do hospedeiro, através da formacdo de biofilmes,
sobrevivendo assim por longos periodos. A formacédo de biofiimes é o maior
mecanismo de defesa dessa bactéria nas condi¢cdes da infeccdo pulmonar da FC e o
mecanismo de defesa que apresenta maior importancia clinicamente (HOIBY et al.,
2010).

Os fendtipos mucoide e ndo-mucoide da P. aeruginosa apresentam
diferencas na capacidade de formacdo de biofiilme e na susceptibilidade aos
antimicrobianos. Ambos os fenétipos sado encontrados no pulméo de pacientes com
FC. Cepas mucoides sédo caracterizadas pela elevada formacdo de biofilme e o
componente principal da matriz polimérica desses é o alginato, diferente das cepas
nao-mucoides, que apresentam uma menor formacdo de biofilme, sendo que a
matriz polimérica desses apresenta menor quantidade de alginato. O fenétipo néo-
mucoide é o fenétipo ambiental predominante, estando envolvido na colonizagéo
inicial de pacientes com FC. As cepas PA14 e PAOL séo as principais cepas néo-
mucoides de P. aeruginosa e apresentam uma elevada viruléncia em comparagao
as cepas mucoides. Em condicdes aerdbicas, ocorre a conversdo do fenétipo nao
mucoide para o fenétipo mucoide. Este processo € caracterizado por um aumento na
producdo do polissacarideo alginato levando a formacéo de colénias mucoides e o
estabelecimento da infeccdo pulmonar no trato respiratério (WOZNIAK et al., 2003;
BRAGONZI et al., 2005).

A terapia utilizada para tratar pneumonia causada por P. aeruginosa é um dos
maiores desafios da terapéutica (DRUSANO et al., 2011). Fluorquinolonas, B-
lactamicos e aminoglicosideos sdo as trés principais classes de antimicrobianos
usadas no tratamento de infec¢gdes causadas por P. aeruginosa (ELKHATIB et al.,
2008).

3.4. Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos tém sido utilizados no tratamento de infeccdes
bacterianas crénicas do pulméo e trato urinario. Essa classe de antimicrobianos é
especialmente Gtil e potente para o tratamento de infec¢cdes causadas por bactérias
Gram-negativas, incluindo P. aeruginosa (KIRST & MARINELLI, 2014). O
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mecanismo de acdo desses farmacos bactericidas baseia-se na interrupcdo da
sintese de proteinas bacterianas atuando na subunidade 30S do ribossomo
procaridtico. Para chegar ao local de acdo os aminoglicosideos ligam-se a parede
celular bacteriana, sendo transportados ativamente para o citosol (MANDELL et al.,
2010).

Os aminoglicosideos podem ser utilizados como monoterapia ou associados a
outras classes de farmacos. Devido ao baixo custo e a baixa resisténcia
desencadeada, s&do utilizados em monoterapia para tratamento de infeccOes
causadas por patdogenos Gram-negativos que sdo resistentes a farmacos menos
toxicos (FREUNDLICH et al., 2007; TORFOSS et al.; 2007; STABELL et al., 2008).
Devido ao sinergismo, podem ser utilizados em combinacdo com B-lactamicos em
pacientes com sepse desencadeada por microrganismos Gram-negativos. Os
aminoglicosideos também podem ser utilizados associados a outras classes de
antimicrobianos para o tratamento de infecgcbes Gram-positivas, como em caso de

endocardite bacteriana.

A significativa toxicidade clinica dos aminoglicosideos inclui ototoxicidade,
nefrotoxicidade e, em alguns casos, toxicidade neuromuscular (TURNIDGE, 2003;
BURTON et al., 2006). Com o aumento do numero de cepas multirresistentes de P.
aeruginosa, tem-se observado o ressurgimento do uso dos aminoglicosideos, apesar
da toxicidade apresentada (DORING et al., 2012).

Os trés aminoglicosideos parenterais mais comumente utilizados s&o:
gentamicina, tobramicina e amicacina. Os aminoglicosideos sdo administrados
através de via inalatéria por nebulizacdo (tobramicina), intraperitoneal e

intraventricular (gentamicina).

3.5. Tobramicina
3.5.1. Descricéao

Tobramicina (Figura 2) € um aminoglicosideo produzido pelo microrganismo
Streptomyces tenebrarius conhecido pelo nome quimico 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-ilJoxi}-2hidroxiciclohexil]-6- (hidroximethil)oxano-3,5-diol. Sua forma
molecular é C;5H37NsOg € sua massa molecular € 467,51 g/mol. Apresenta o registro
no Chemical Abstracts (CAS) sob o nimero 32986-56-4 (DRUG BANK, 2016).

Figura 2. Estrutura quimica da tobramicina.

3.5.2. Uso Clinico

A tobramicina apresenta um amplo espectro de atividade contra os
estafilococos, em especial S. aureus e S. epidermidis, todos o0s estreptococos,
incluindo S. pneumoniae. Também é ativa contra muitos bacilos Gram-negativos
aerébios e facultativos, incluindo Enterobacteriaceae, P. aeruginosa e Acinetobacter
spp. (CANTON et al., 2005; MOSKOWITZ et al., 2008).

Similarmente a todos os aminoglicosideos, a tobramicina necessita de um
ambiente aerbébico para exercer seu efeito, sendo ineficaz contra patdgenos
anaerobicos. A tobramicina pode ser utilizada para o tratamento de infeccbes em
diversos locais do organismo, incluindo infecgbes do trato urinario devido a sua
elevada concentracdo urinaria. Entretanto, o uso da tobramicina no tratamento de
infec¢Oes do sistema nervoso central ndo é recomendado em virtude de sua limitada
penetracdo nesse local. Em infec¢cdes com susceptibilidade relatada e dificuldade de

erradicacdo, a tobramicina pode ser utilizada como parte de uma associagao
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medicamentosa em decorréncia de sua rdpida acdo bactericida (REYES et al.,
2014).

A tobramicina, administrada por via intravenosa ou na forma de aerossol, é o
aminoglicosideo mais indicado para tratamento de infec¢cdes pulmonares cronicas
causadas por P. aeruginosa em pacientes com FC (MOSKOWITZ et al.,, 2008;
FLUME et al., 2009). A administracdo intravenosa da tobramicina é indicada para o
manejo de exacerbacbes pulmonares aguda da FC, para controlar infeccdes
cronicas e para erradicar P. aeruginosa apés aquisicdo recente (FLUME et al.,
2009).

Em estudo realizado por Anderson e colaboradores (2013), avaliou-se a
efetividade da tobramicina para romper biofiimes de P. aeruginosa pré-formado e
inibir a formacao dos mesmos. O crescimento do biofilme foi realizado em cultura de
células do trato respiratério de pacientes com FC, sendo o biofilme exposto ao
farmaco por 16 h. Observou-se uma reducdo nas unidades formadoras de colbnias
por mL de P. aeruginosa de 4xlog10, quando o mesmo foi tratado com tobramicina
na concentracdo 256 mg/L. Em relacdo a inibicdo da formacdo de biofilmes, 16 h
apos a inoculacdo de biofilme com tobramicina, observou-se completa inibicdo do

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

3.5.3. Aspectos Farmacocinéticos

A tobramicina é um farmaco pouco absorvido pelo trato gastrintestinal e
rapidamente absorvido apdés administracdo intramuscular. Ap6s a administracao
parenteral, ndo sofre processo de metabolizacdo e € eliminada de forma inalterada
através da urina. A meia-vida sérica em individuos saudaveis é de aproximadamente
2 horas e sua ligacdo as proteinas plasmaticas € de aproximadamente 10% (DRUG
BANK, 2016).

Em 2010, De Leo e colaboradores avaliaram a influéncia 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 ap0s administracdo i.v. No estado alimentado a
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concentragdo méaxima alcancgada foi de 0,33 £ 0,09 pg/mL em 15 minutos. A meia-
vida determinada foi de 41,61 min e a ASCy.3;, foi de 16,43 + 1,26 pg-min/mL. No
estado de jejum, a concentracdo maxima alcancada foi de 7,8 = 0,95 pug/mL no
tempo de 15 min, a meia-vida foi de 21,97 min e a ASCy.3; foi de 423,68 + 24,23
pg-min/mL. Os resultados demonstram uma maior absor¢cdo do farmaco no estado

de jejum em comparacéo a absor¢éo no estado alimentado.

Cavalli e colaboradores (2000) avaliaram a absorcdo da tobramicina em
nanoesferas lipidicas solidas (NLS) administradas a ratos pela via duodenal. Os
resultados foram comparados com os obtidos através da administracdo das NLS de
tobramicina atraves da via i.v. Uma solucdo controle de tobramicina foi utilizada pela
mesma via. Os resultados demonstram que a tobramicina em solu¢cdo nao €
absorvida pela via intestinal, enquanto a tobramicina na forma de NLS apresentou
elevada absorgdo. A tobramicina na forma de NLS administrada pela via i.v.
apresentou um elevado tempo de circulacdo em comparacdo a tobramicina em

solucéo administrada pela mesma via.

A posologia da tobramicina para adultos com a funcéo renal normal é de 3a 5
mg/kg/dia, dividida em trés doses diérias, durante sete ou dez dias. No caso de
endocardite, a dose indicada para adultos € de 1 mg/kg a cada oito horas,
administrada pela via intravenosa. Para o tratamento de fibrose cistica em adultos, o

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

Em pacientes com a funcdo renal normal, o volume de distribuicdo da
tobramicina é de 0,25 L/Kg (0,1 — 0,5 L/kg). Em pacientes fibrocisticos, o volume de
distribuicdo da tobramicina é de aproximadamente 0,35 L/kg devido ao aumento de

liquido extracelular em decorréncia do processo infeccioso.

A tobramicina é eliminada quase totalmente na forma inalterada pela urina,
sendo a velocidade de eliminacdo constante similar ao clearance da creatinina. A
equacao utilizada para estimar a taxa de eliminacdo dos aminoglicosideos em

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

K, (h™) = 0,00293-(CrCl) + 0,014 Eq. 1
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onde K (h™) é a constante de velocidade de eliminac&o renal e CrCl (mL/min) é o

clearance da creatinina.

O uso de concentracfes plasmaticas totais de antimicrobianos e sua
comparacao a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do microrganismo de interesse
visando a previsdo de desfechos clinicos das infecgcbes € questionavel,
considerando-se que as concentracfes plasmaticas nem sempre correspondem aos
seus niveis teciduais. Desta forma, torna-se necessario 0 uso de técnicas que
permitam determinar as concentracdes livres do farmaco diretamente no tecido

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

O estudo de penetragéo tecidual em tecido infectado de humanos € restrito.
Desse modo, modelos de infeccdo experimental em animais tém sido utilizados com
sucesso também em estudos de microdialise (ARAUJO et al., 2008; ARAUJO et al,
2011; AZEREDO et al., 2012).

3.6. Modelos Animais de Pneumonia

Modelos animais de infeccdo sédo ferramentas muito Uteis uma vez que eles
proporcionam informacdes sobre os mecanismos fisiopatolégicos envolvidos no
processo infeccioso, em um ambiente controlado, permitindo assim uma analise
precisa da interacdo causa-efeito entre hospedeiro e patdgeno (SANDE; ZAK, 1999;
ANDES, 2003). Além disso, apés a validacdo, esses modelos podem ser aplicados
para a investigacdo farmacocinética, permitindo comparacfes entre a distribuicédo
tecidual do farmaco em tecidos infectados e em animais saudaveis (MARCHAND et
al., 2005; DAHYOT et al., 2006).

Yan e colaboradores (2008) desenvolveram um modelo animal de infeccao
pulmonar por P. aeruginosa (cepa PAO579) utilizando beads de alginato inoculados
em ratos Wistar a fim de avaliar o efeito patogénico do biofilme. Os resultados
demonstram que a infeccdo com formacdo de biofilme & mais resistente a terapia
antimicrobiana e as defesas do hospedeiro comparada a infeccdo com bactéria

planctoénica.
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Em 2005, Hoffmann e colaboradores desenvolveram um modelo de infeccdo
pulmonar crénica por P. aeruginosa sem a incorporacdo da bactéria em beads de
alginato. Neste modelo, a cepa NH57388A, super produtora de alginato, foi
administrada intratraquealmente na forma de suspenséo, através de traqueostomia,

a camundongos e foi possivel o estabelecimento da infecgéo.

Nosso grupo de pesquisa desenvolveu um modelo animal de infeccao
pulmonar por P. aeruginosa formadora de biofilme (cepa mucoide ATCC 27853)
utilizando beads de alginato. Essas estruturas impedem o clearance mecanico da
bactéria tornando possivel o estabelecimento da infeccdo. A P. aeruginosa
incorporada aos beads de alginato foi administrada em ratos Wistar anestesiados
através da via intratraqueal. Com esse modelo foi possivel estabelecer a infeccéo
pulmonar cronica com formacdo de biofilme por até 14 dias (BERNARDI et al.,
2014), sendo o modelo utilizado para avaliar a influéncia da infecgao pulmonar com
formacao de biofilme na penetracéo da fluorquinolona ciprofloxacino.

Entretanto, devido ao fato da tobramicina interagir ionicamente com o alginato
presente nos beads, levando a reducdo da penetracdo nos biofilmes, faz-se
necessario o desenvolvimento de um novo modelo de infeccdo sem a incorporacao

da bactéria em estruturas de alginato.

3.7. Microdiéalise

A MD é uma ferramenta especifica para amostrar compostos enddégenos e
ex0genos no espacgo extracelular, permitindo a determinagcdo das concentracfes
livres do analito no liquido intersticial do tecido sob investigacdo (DHANINI et al.,
2010). Essa técnica consiste na introducdo de uma sonda (Figura 3) no tecido
estudado, sendo esta continuamente irrigada com liquido de perfusdo isosmoético.
Na porcado terminal desta sonda, que fica em contato direto com o tecido, ha uma
membrana semipermeavel que funciona como um filtro, impedindo a passagem de
moléculas maiores que seu cut off para o liquido de perfusdo. O fluido de perfuséo
(perfundido), geralmente uma solugéo fisiologica (salina, Ringer, ou Ringer lactato),
passa pela sonda a um fluxo baixo e constante (1-10 pyL/min). Apenas moléculas
pequenas, nao ligadas a proteinas, presentes no fluido intersticial sofrem difuséo
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passiva pela membrana e sdo recolhidas pelo perfundido. O liquido recolhido pela
sonda é chamado de dialisado e esta pronto para ser utilizado para quantificacdo do
composto de interesse, sem necessidade de processamento prévio da amostra
(BRUNNER et al., 2005; CHAURASIA et al., 2007).

Como a irrigacdo da sonda com o liquido de perfusdo é continua, a
membrana semipermeavel € mantida constantemente em condicdo sink. Desta
maneira, o equilibrio de difusdo nunca € alcancado, e as concentracdes
determinadas no dialisado sempre serdo menores do que os valores reais do analito
no liquido intersticial, levando a necessidade de determinar-se a recuperacao
relativa (RR) da sonda, que expressa a razdo entre a concentracdo medida e a

concentracao real no tecido investigado (PLOCK; KLOFT, 2005).
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Figura 3. Sonda de microdialise de formato concéntrico. O detalhe da membrana
mostra a difusdo do liquido de perfusdo (circulos) 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
determinacdo de perfis de concentracdes livres teciduais de diversos agentes
antimicrobianos, incluindo quinolonas, B-lactamicos, aminoglicosideos,
glicopeptideos, fosfomicina, rifampicina e &cido fusidico em diversos tecidos e
orgaos, tais como cérebro, pulméo, coragdo, bile, osso, olhos e sangue em animais
de laboratorio e em voluntarios humanos e pacientes (JOUKHADAR et al., 2001).
Nosso grupo de pesquisa vem utilizando essa técnica para avaliar a penetracéo de
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antimicrobianos e antifungicos em diferentes 6rgdos/tecidos: a penetracdo muscular
do norfloxacino (FREDDO et al., 2002); a penetracdo pulmonar e muscular do
gatifloxacino (TASSO et al., 2008); a penetracdo pulmonar e prostatica do
levofloxacino (HURTADO et al., 2014a; ZIMMERMANN et al., 2015) e a penetracao
prostética do moxifloxacino (HURTADO et al., 2014b).

Essa técnica, além de ser utilizada para determinacéo de concentragdes livres
teciduais de farmacos, também permite comparar a penetracdo de antimicrobianos
em tecidos infectados e sadios, possibilitando investigar a influéncia do processo
inflamatoério, que ocorre no local da infec¢do, na distribuicdo tecidual do farmaco
(DHANANI et al, 2010). O processo infeccioso pode reduzir, aumentar ou ndo acusar
alteracdo nas concentracdes livres teciduais de antimicrobianos e antifungicos.

Em 2011, mostramos, utilizando microdialise, que as concentracdes livres de
piperacilina (60, 120 e 240 mg/kg i.v. bolus) determinadas por microdialise em
miosite experimental por E. coli na coxa de ratos Wistar (tight infection model) foram
30% menores do que as concentracdes determinadas em tecido equivalente sadio
(ARAUJO et al., 2011). Em 2012 demonstramos que a infeccéo renal por Candida
albicans ndo afeta as concentracdes livres teciduais do antifangico fluconazol (10
mg/kg, i.v. bolus e 50 mg/kg p.o.) (AZEREDO et al., 2012). O mesmo ja haviamos
demonstrado para o antifingico voriconazol (ARAUJO et al., 2008), ambos utilizados
para o tratamento de candidiase sistémica.

Gonzalez e colaboradores (2013) utilizaram a técnica de microdialise para
avaliar as concentragdes livres de azitromicina no tecido muscular de ratos
infectados com S. aureus. Foi observado um aumento da exposicdo da azitromicina
no tecido infectado em comparacédo com o tecido sadio, uma vez que a azitromicina
atua nos macrofagos, que aumentam apoés a inoculacéo tecidual.

Os resultados obtidos por Gonzalez e colaboradores (2013) e Araudjo e
colaboradores (2011) demonstram o impacto da infeccdo nas concentracdes livres
(ativas) dos farmacos na biofase. Ao mesmo tempo, fica evidente que ndo ha como
prever a alteragcdo das concentracdes livres intersticiais de farmacos devido a
infeccdo, sendo necesséria a investigacdo experimental de cada farmaco no tecido
infectado de interesse.

Na literatura, h4 somente um relato de utilizacdo da microdialise para avaliar
concentracbes livres pulmonares da tobramicina. O estudo foi conduzido por

Eisenberg e colaboradores (1993) e avaliou a farmacocinética dos aminoglicosideos
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gentamicina e tobramicina no fluido epitelial pulmonar de ratos sadios apés
administracdo de 20 mg/kg i.v. bolus de cada farmaco. Através da microdialise foi
possivel a determinacdo do fator de penetracdo médio dos aminoglicosideos no
fluido pulmonar (ASCiire pumao/ASCiotal,plasma), SENAO que a tobramicina apresentou

um fator de penetracéo de 0,56 + 0,09 e a gentamicina de 0,36 + 0,06.
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O texto completo do Capitulo 1, que no texto integral da dissertacdo defendida
ocupa o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 56 — 76 foi suprimido
por tratar-se de um manuscrito a ser submetido para publicacdo em um periédico

cientifico. O resumo do Capitulo 1 € apresentado na pagina 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 Cig 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 pg-mL™ for microdialysate and 0.5 — 100 pg-mL™ 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 uL-min™, were evaluated in
healthy Wistar rats after a 10 mg-kg™ 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 (AUCy ) was 128 + 19 pg-h-mL™ and 105 + 12 pg-h-mL™ 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 AUC,_.. 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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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 (10° CFU/mL).
Seven days after inoculation, the animals received TOB 10 mg-kg™ 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 V, and kio. 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. DISCUSSAO GERAL







Bactérias apresentam além da possivel resisténcia intrinseca aos
antimicrobianos, mecanismos de defesa frente a resposta imune do hospedeiro e a
acdo de antimicrobianos devido a formacdo de biofilmes. Esses mecanismos de
defesa, associados ao crescimento da bactéria na forma de biofilme, contribuem no
desenvolvimento de infec¢cbes cronicas e dificeis de tratar. Os biofiimes sé&o
responsaveis por 65% das infec¢Bes bacterianas, sendo a infeccdo pulmonar em
pacientes com FC a mais prevalente (SOTO, 2013). A FC é caracteriza pelo
acumulo de um muco denso no pulmao dos pacientes favorecendo o crescimento
bacteriano e o desenvolvimento de pneumonia. O agente mais importante e
frequente associado a pneumonia em pacientes fibrocisticos € a P. aeruginosa
(Cystic Fibrosis Foundation, 2010). Uma vez estabelecidos os biofiimes de P.
aeruginosa, 0s regimes terapéuticos usuais com antibioticos sdo incapazes de
erradicar esta bactéria das vias aéreas de pacientes fibrocisticos (MOREAU-
MARQUIS et al., 2008).

Diante dessa situagcdo, para definir-se posologias mais eficazes para o
tratamento de infeccdes causadas por bactérias formadoras de biofilmes, o
conhecimento da concentracéo livre (farmacologicamente ativa) de antimicrobianos

no tecido infectado se torna ainda mais relevante.

Esse trabalho objetivou avaliar a influéncia do biofilme na penetracéo
pulmonar da tobramicina em modelo de pneumonia por P. aeruginosa formadora de

biofilme através da microdialise.

Para atingir esse objetivo geral, inicialmente foi desenvolvido e validado um
método bioanalitico para quantificacdo da tobramicina em amostras de plasma e
microdialisado utilizando a apramicina como padrdo interno. A quantificacdo foi
realizada através de cromatografo liquido acoplado a espectrdmetro de massas
(CLAE-EM/EM). A metodologia foi validada de acordo com as diretrizes do FDA,
mostrando-se linear, precisa, exata, especifica e sensivel para quantificacdo da
tobramicina nas amostras avaliadas. O método foi capaz de caracterizar os perfis
plasmaticos e teciduais e ndo foi observada a presenca de componentes endégenos
e/ou metabolitos que pudessem prejudicar a quantificacdo do farmaco. A
estabilidade da tobramicina em plasma e microdialisado também foi avaliada a fim

de garantir a integridade do farmaco nas condi¢cdes experimentais empregadas.
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Para avaliar a influéncia do biofilme na penetracéo pulmonar da tobramicina,
foi necesséario o desenvolvimento de um modelo animal de infeccdo pulmonar com
formacéo de biofilme em ratos Wistar. Para tanto utilizou-se a cepa ndo-mucoide de
P. aeruginosa PA14 que foi administrada nos animais através da via intratraqueal.
Essa cepa apresenta elevada viruléncia, favorecendo o estabelecimento da infecgcéo
pulmonar por até sete dias pos-inoculagéo.

Para a realizacdo dos estudos de microdidlise foi necessario determinar a
calibracdo das sondas em diferentes condicdes, in vitro e in vivo. Para a calibracéo
in vitro foram empregadas as técnicas de dialise e retrodidlise. As recuperagdes
relativas obtidas através das duas técnicas nao apresentaram diferencas estatisticas
significativas nas condi¢cdes testadas. Os resultados demonstraram que a
tobramicina ndo se liga a tubulacdo do sistema de microdidlise, sendo a recuperacéo
relativa independente da concentracdo do farmaco. Os estudos in vitro permitiram
determinar o fluxo de perfusdo e o intervalo de coletas mais adequados para 0s
estudos de microdidlise in vivo. A calibracdo in vivo foi realizada por retrodialise,
sendo semelhante para animais sadios (27,7 + 7,7%) e infectados (24,5 £ 1,7 %),
indicando que a infeccdo nao interfere no processo de difusdo da tobramicina
através da membrana semi-permedvel da sonda de microdidlise. Essas
recuperacfes médias foram utilizadas para calcular as reais concentracdes teciduais

da tobramicina nos experimentos de farmacocinética.

A ligacdo as proteinas plasmaticas da tobramicina também foi avaliada in vitro
utilizando a técnica de microdialise. Ligacfes médias as proteinas de 11,3 = 1,9% e
10,9 + 2,4% foram observadas no plasma de animais sadios e infectados,
respectivamente. A ligacdo a proteina se mostrou independente da concentracdo da
tobramicina e da presenca do processo infeccioso, sendo utilizada para prever as
concentracfes plasmaticas livres do farmaco baseadas nas concentracdes totais

determinadas.

A avaliacdo da farmacocinética plasmatica e pulmonar foi realizada em
animais sadios e infectados apds dose unica i.v. bolus de 10 mg/kg. Os parametros
farmacocinéticos foram determinados por abordagem n&o-compartimental, utilizando

o software Phoenix®, e modelagem populacional, utilizando o software Monolix®.
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Através da microdidlise foi possivel quantificar as concentracdes livres
teciduais da tobramicina no fluido intersticial pulmonar e determinar o fator de
penetracdo pulmonar do farmaco. O fator de penetracdo determinado (0,94) permite
indicar que a distribuicdo pulmonar da tobramicina ocorre através de difusdo, nao
havendo transportadores de influxo e efluxo envolvidos nesse processo. Eisenberg
et al. (1993) avaliaram a penetracdo da tobramicina no fluido epitelial pulmonar de
ratos. O fator de penetracdo determinado neste estudo foi de 0,56, indicando que a

penetracdo da tobramicina varia de acordo com a regiao pulmonar.

A analise ndo-compartimental dos dados de plasma mostrou que ndo houve
diferenca estatisticamente  significativa nos parametros farmacocinéticos
determinados para os animais sadios e infectados, indicando que a infeccéo
pulmonar com formacdo de biofilme induzida intratraquealmente n&o altera a
farmacocinética plasmatica da tobramicina. Por outro lado, a exposi¢cao pulmonar ao
farmaco foi reduzida em cerca de 70% nos animais com pneumonia por P.
aeruginosa formadora de biofilme (ASC ¢.ins de 105 £ 12 pug.h/mL em animais sadios
e 32 = 17 pg.h/mL em animais infectados), reduzindo o fator de penetracao tecidual
(fT= ASCo-xfree,puimao/ ASCo.xfree plasma) de 0,94 para 0,25 devido a infecgdo. Essa
reduzida penetragdo da tobramicina em biofilmes de P. aeruginosa pode ser
parcialmente explicada pela ligacdo da tobramicina, positivamente carregada, aos
componentes da matriz carregados negativamente, formando um complexo inativo
(TSENG et al., 2013), que provavelmente néo é coletado pela sonda de microdialise.
Contribuem também para essa reduzida penetracdo as alteracdes na fisiologia
pulmonar causadas pela infeccdo e processo inflamatério local decorrente da

mesma.

Foi utilizado um modelo populacional de dois compartimentos (popPK) para
descrever os dados plasméticos e teciduais da tobramicina em animais sadios e
infectados. A escolha do modelo foi baseada em critérios estatisticos, correlacéo
entre dados previstos e observados e ajuste dos perfis aos dados experimentais
(VPCs). Os valores dos parametros farmacocinéticos (CLiy, ASCo... € Vdss) obtidos
através da modelagem farmacocinética populacional foram semelhantes aos obtidos
atraves da abordagem nao-compartimental, demonstrando que o modelo utilizado foi

adequado para descrever os dados experimentais.
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O modelo desenvolvido permitiu caracterizar a distribuicdo da tobramicina no
plasma e no pulmé&o de animais sadios e infectados. Os resultados da modelagem
demonstram que a volume do compartimento periférico (V2) e a constante de
eliminagdo do compartimento central (kio) sdo alterados pelo processo infeccioso.
Através da inclusdo da infeccdo como uma variavel categoérica no modelo, as
concentragbes teciduais livres da tobramicina no tecido infectado puderam ser
corretamente preditas pelo modelo, uma vez que a concentracdes livres plasmaticas
superestimam as concentracdes livres pulmonares observadas na pneumonia com

bactéria formadora de biofilme.

Os resultados dessa dissertacdo descrevem pela primeira vez a influéncia da
infeccdo com P. aeruginosa formadora de biofilme na penetracdo pulmonar da
tobramicina utilizando a microdialise, os achados apontam a necessidade de rever a
posologia para o tratamento eficaz deste tipo de infeccdo, uma vez que esta
baseada nas concentracbes plasmaticas totais do farmaco, superestimando as

concentracOes farmacologicamente ativas na biofase.

108



5. CONCLUSOES







Uma metodologia analitica por CLAE-EM/EM foi desenvolvida e validada
e conseguiu caracterizar adequadamente os perfis plasmaticos e
teciduais pulmonares da tobramicina. Os parametros validados estéao

dentro dos limites estabelecidos pelo FDA.

O modelo de infeccdo desenvolvido com a cepa de P. aeruginosa néo-
mucoide PA14 foi capaz de manter os ratos Wistar infectados por até sete
dias ap6s a inoculagdo, permitindo a realizagdo dos experimentos de

farmacocinética.

A pneumonia por P. aeruginosa formadora de biofilme, cepa PA14, ndo
alterou a ligagéo da tobramicina as proteinas plasmaticas de ratos Wistar

em comparacao a ligacdo observada no plasma de animais sadios.

Os perfis plasméticos obtidos apdés a administracdo de 10 mg/kg de
tobramicina em animais sadios e infectados foram semelhantes,
demonstrando que a infec¢cdo pulmonar por P. aeruginosa formadora de

biofilme (cepa PA14) nao altera a disposicao plasmatica do farmaco.

A exposicao pulmonar a tobramicina foi reduzida em cerca de 70% devido
a pneumonia por P. aeruginosa formadora de biofilme ndo-mucoide (cepa

PA14) em comparagdo com os animais sadios.

O modelo popPK de dois compartimentos se mostrou adequado para
descrever simultaneamente o perfil plasmatico e tecidual do tobramicina

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

O modelo popPK possibilitou descrever a influéncia da infeccdo na
distribuicdo pulmonar da tobramicina e foi capaz de prever corretamente

as concentracdes teciduais livres nos animais infectados.

O conjunto de dados obtidos neste estudo permite concluir que a infecgcao
pulmonar com formagédo de biofilmes nédo altera a farmacocinética
plasmatica da tobramicina, entretanto, reduz significativamente a
penetragdo pulmonar do farmaco, a taxa de eliminacdo 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 infeccdo, que é atualmente baseada nas

concentracfes plasmaticas totais do farmaco.
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7. ANEXO







UFRG S PRO-REITORIA DE PESQUISA lg‘,CEUA

UFRGS

UNIVERSIDADE FEDERAL " Comissio De Etica No Uso De Animais
DO RIO GRANDE DO SUL

CARTA DE APROVACAO

Comisséo De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:

Numero: 27847

L AVALIACAO POR MICRODIALISE DA PENETRACAO PULMONAR DA TOBRAMICINA EM
MODELO DE PNEUMONIA POR MICRORGANISMO FORMADOR DE BIOFILME

Pesquisadores:

Equipe UFRGS:

TERESA CRISTINA TAVARES DALLA COSTA - coordenador desde 18/08/2014
Priscila Martini Bemardi - Aluno de Mestrado desde 18/08/2014

Comissao De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo , em reunio realizada em
08/12/2014 - Sala | do Gabinete do Reitor - Prédio da Reitoria - Campus do Centro - Porto
Alegre, em seus aspectos éticos e metolodolégicos, para a utilizagdo de 75 Ratos Wistar
machos (250-300 g), de acordo com as Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais,
especialmente a Lei 11.794 de 08 de novembro de 2008 que disciplina a criagéo e utilizagao
de animais em atividades de ensino e pesquisa.

Porto Alegre, Quarta-Faira, 17 de Dezembro de 2014
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STELA MARIS KUZE RATES
Coordenador da comissao de ética
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