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RESUMO

Modelos PBPK sdo modelos do tipo “bottom-up” que integram informagdes
fisiolégicas do organismo com caracteristicas fisico-quimicas do farmaco
permitindo a simulacéo a priori de perfis farmacocinéticos. No cenario clinico esta
estratégia € utilizada para estudos de interacdo farmaco-farmaco e para
compreensdao da influéncia da fisiopatologia sobre o0s processos
farmacocinéticos e farmacodindmicos. Neste trabalho a modelagem PBPK foi
aplicada para avaliacdo da influéncia da infeccdo sobre o processo de
distribuicdo de antimicrobianos. O farmaco escolhido foi a piperacilina devido a
sua importancia no tratamento de infecgcdes nosocomiais e sepse (associada ao
tazobactam). O modelo base foi construido inicialmente para ratos higidos em
doses correspondentes a doses utilizadas em humanos (60 e 120 mg/kg) e
translacionados para animais imunodeprimidos e infectados com E. coli paras as
dose de 60, 120 e 240 mg/kg. Foram coletadas informacdes fisico-quimicas do
farmaco e informacdes farmacocinéticas previamente publicadas. Para o
desenvolvimento do modelo foi utilizado o software PK-SIM (Bayer Company). O
modelo foi validado para concentracdes plasmaticas totais e livres musculares
através de dados previamente publicados e do calculo do “Average Fold Error
(AFE)”. As concentragbes previstas pelo modelo frente aos dados da literatura
foram adequadas apresentando valores de AFE dentro do critério de aceitacéo
de 0,5 — 2,0, sendo que todas as simula¢des permaneceram de acordo com a
faixa estipulada. Dessa forma, pode-se simular a influéncia da infeccéo alterando
o pH em masculo, pulmédo e cérebro frente a diferentes patégenos. Foram
testados diferentes protocolos de administracao (q4h, géh e g8h). Nenhum dos
protocolos avaliados corrobora para o sucesso da terapia frente a infecgdes
generalizadas em cenario pré-clinico, tendo como referéncia os valores de
concentracgao inibitéria minima (CIM) dos patdégenos mais comuns associados a

sepse (E.coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa) alcangados nos tecidos.



ABSTRACT

PBPK models are bottom-up models that integrate physiological information of
the organism with physical-chemical characteristics of the drug that allow an a
priori simulation of pharmacokinetic profiles. In the clinical setting, this strategy is
used for drug-drug interaction (DDI) studies and for understanding the influence
of pathophysiology on pharmacokinetic and pharmacodynamic processes. In this
work PBPK modeling was applied to evaluate the infection influence on
antimicrobial distribution process. The drug chosen was piperacillin due to its
importance in the treatment of nosocomial infections and sepsis (associated with
tazobactam). The base model was developed for healthy rats at doses
corresponding to doses used in humans (60 and 120 mg / kg) and translated to
immunosuppressed animals and infected with E. coli for the doses of 60, 120 and
240 mg/kg. Physical-clustered drug information and published pharmacokinetic
information were collected. For the development of the model, the software PK-
SIM (Bayer Company) was used. The model was validated for total plasma and
free muscle concentrations through previously published data and the calculation
of the Average Fold Error (AFE). As predicted by the model in view of the
literature data, the values of AFE were modified within the acceptance criterion
of 0.5 - 2.0, and all simulations were according to the stipulated range. In this
way, it is possible to simulate the influence of infection by changing the pH in
muscle, lung and brain against different pathogens. Different administration
protocols (g4h, g6h and g8h) were tested. None of the available protocols
corroborate to the success of therapy in the face of generalized changes in
preclinical scenario, having as reference the values of minimum inhibitory
concentration (MIC) of the most common pathogens associated with sepsis

(E.coli, K. pneumoniae and P. aeruginosa) achieved in the tissues.
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1. INTRODUCAO

O uso da modelagem e simulacdo (M&S) vem crescendo nos ultimos anos
devido a sua utilizagédo para integrar dados, conhecimento e mecanismos para
auxiliar no uso e no desenvolvimento de medicamentos. Modelos apropriados
fornecem informacdes precisas para predicdo do tempo de exposi¢cao e resposta
para diferentes protocolos de administracdo (MOULD; UPTON, 2012). Dentro
desta area, atualmente, destacam-se os modelos farmacocinéticos embasados
pela fisiologia (PBPK), que vém sendo utilizados a fim de integrar mecanismos
fisiologicos e caracteristicas dos farmacos através de relacdes matematicas para
predizer, simular e compreender sua farmacocinética. A modelagem fisiologica
visa a transi¢cao da biologia de uma ciéncia descritiva para uma ciéncia preditiva
(PETERS, 2012).

Devido a sua complexidade, um modelo PBPK contempla o organismo
como um todo, levando em conta todas as vias de administracdo e o0s
mecanismos envolvidos nos processos de distribuicdo e eliminacao do farmaco.
Gracas ao avanco da tecnologia pode-se integrar informacdes obtidas tanto in
vitro quanto in vivo, tornando possivel transformar alvos em terapias (ZHUANG;
LU, 2016). Esta abordagem traz uma alternativa para explicar ndo somente a
variabilidade interindividual, mas também a aplicacdo dos principios
farmacogénomicos para explicar diferencas entre populacées (PETERS, 2012).

Sao aplicados em diferentes cenarios na area farmacéutica desde o
desenvolvimento a pratica clinica. Os modelos PBPK podem ser aplicados na
identificacdo de um regime terapéutico ideal e também na otimizacao da relacéo
risco-beneficio conseguindo prever situacdes extremas. Ademais, fornecem uma
compreensao mecanistica dos processos fisiolégicos que governam o
comportamento observado com o medicamento e traduzem esse entendimento
para novos cenarios, como por exemplo, de uma espécie para outra ou para uma
populacdo doente (KUEPFER et al., 2016).

Levando em conta este cenario, estudos anteriores do nosso grupo de
pesquisa descreveram variacfes farmacocinéticas de antimicrobianos em
populagdes infectadas como a reducdo na penetracio tecidual (DE ARAUJO et
al., 2011; TORRES et al.,, 2017; ALVES et al., 2017). Essas alteracdes

farmacocinéticas podem influenciar no sucesso do tratamento de infec¢des. A
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fim de compreender melhor os processos fisiopatoldégicos envolvidos em um
destes trabalhos, foi proposto um PBPK para a piperacilina (PIP).

A PIP é um B-lactamico de amplo espectro utilizado para o tratamento de
infecgbes bacterianas moderadas a severas (HAYASHI et al., 2010). Muito se
discute sobre protocolos de administragéo deste medicamento uma vez que séo
relatadas diversas alteracdes farmacocinéticas que causam o insucesso da
terapia em populacdes infectadas (Andersen et al., 2018; Araujo et al., 2011,
Fisher et al., 2019; Joukhadar et al., 2001; Sukarnjanaset et al., 2019).

2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um modelo farmacocinético
embasado em fisiologia (PBPK) para a piperacilina e avaliar sua aplicabilidade

em cenario de translagéo intraespécie.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1Modelagem Farmacocinética

A farmacocinética (PK) € uma ciéncia de estudo que contempla o
curso de um xenobidtico em um organismo biolégico apos a sua administracéo,
levando em consideracdo seus processos de absorcdo, distribuicao,
metabolizacdo e excrecdo (ADME) (FAN; DE LANNOY, 2014). Em
farmacocinética, modelagem e simulacdo (M&S), caracterizam a construcdo de
modelos matematicos que permitem a descricdo ou simulacdo do perfil de
concentragao por tempo de um farmaco em um organismo, seja humano ou néo,
a partir de dados in vivo ou in vitro (LEAHY, 2005). Esta abordagem pode incluir
modelos compartimentais, populacionais, fisiolégicos, e mais modernamente a
farmacologia quantitativa de sistemas, compondo a farmacometria, ciéncia que
guantifica o comportamento de farmacos, medicamentos e de doencas, visando
dar suporte ao desenvolvimento mais eficiente de farmacos e/ou de decisbes
regulatérias (GOBBURU, 2010). Pode-se aplicar diferentes métodos
matematicos dependendo do resultado que se quer obter. Essa abordagem
numérica permite criar situacdes atipicas e criticas, e mostram resultados
favoraveis no delineamento de um experimento (GALLO-NETO, 2012).

Os modelos farmacocinéticos classicos (empiricos) abordam as
interacdes entre a administracdo do medicamento e o efeito causado, sem
considerar os mecanismos internos da fisiopatologia do individuo (DANHOF et
al., 2008). Tais modelos, conhecidos como modelos mamilarios ou
compartimentais, apresentam um numero limitado de compartimentos, que
normalmente se subdividem em central e periférico, e sdo avaliados conforme
critérios estatisticos e graficos de ajuste do modelo (godness-of-fit), no qual o
modelo estrutural que melhor descreve os dados experimentais € o selecionado
(NESTOROV, 2007).

Um exemplo de aplicacdo da abordagem empirica sdo os modelos
de farmacocinética populacional (popPK), que séo utilizados para que se possa
compreender as fontes de variabilidade observada nas concentracfes
individuais de uma populagéo alvo. Esses modelos, assim como 0s mamilarios,
sdo modelos do tipo top-down, ou seja, que obtém as informacdes a partir de

dados experimentais (PETERS, 2012). Outro tipo de abordagem séo os do tipo
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bottom-up, onde informacdes prévias sobre as caracteristicas do sistema e
outras variaveis que podem resultar em uma observacdo sdo reunidas para
prever um resultado. Esse é o caso dos modelos farmacocinéticos embasados
pela fisiologia (PBPK) (ABIATTI et al., 2018).

3.2Modelo Farmacocinético Embasado pela Fisiologia (PBPK)

Modelos PBPK integram conhecimentos acerca de processos
fisiolégicos de um organismo biolégico com caracteristicas fisico-quimicas de um
farmaco a fim de obter uma representacdo mecanistica dele neste sistema,
permitindo assim a simulag&o a priori dos perfis de concentragéo por tempo tanto
no plasma quanto em tecidos de interesse (PETERS, 2012).

Um modelo PBPK nada mais € do que a tradu¢do de um organismo
biologico em compartimentos (Figura 1). Cada compartimento é definido pelo
volume e/ou peso do 6rgao que séo interligados pela corrente sanguinea. O fluxo
sanguineo de entrada e saida destes tecidos também é essencial para este tipo
de modelo. Todos estes parametros estando em acordo com a espécie

estudada, seja clinica ou pré-clinica (KUEPFER et al., 2016).
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Figura 1: Representacdo mecanistica de um modelo farmacocinético embasado pela fisiologia
(PBPK). (Adaptado de Kuepfler et al., 2016)
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Usualmente, estes modelos representam os principais tecidos de um
organismo biologico, e s&o definidos como modelos PBPK completos,
entretanto, é possivel condensar estes compartimentos em um modelo PBPK
minimo, de acordo com as propriedades similares de perfusdo e permeabilidade
dos tecidos (JONES; ROWLAND-YEO, 2013).

Para definir o tipo de modelo PBPK é importante lembrar que a
premissa desta abordagem € manter o balanco de massas. A variacdo da
guantidade de farmaco no tecido em funcédo do tempo pode ser limitada pela
perfusdo, como vemos na Figura 2. Quando isso ocorre, usamos a relacéo

descrita na Equacéao 1.

c:.a\rt Q

A 4

Vtecido

Figura 2: Representacdo mecanistica de um tecido com distribuicdo limitada pela difusdo.
(Adaptado de Upton et al., 2016)

dCven — Q Cart - Q CVen
dt Vtecido

(Eq.1)

Na qual Cven € a concentracdo de farmaco no sangue venoso, t € o
tempo, Q é o fluxo sanguineo, Cat € a concentragéo de farmaco no sangue
arterial e Viecido € 0 volume total do tecido, sendo entdo a quantidade de farmaco
no tecido dependente do fluxo sanguineo. Uma relacdo mais complexa ocorre
guando a distribuicdo do farmaco pelos tecidos € limitada pela permeabilidade
da membrana. Nesta relacdo o tecido é subdividido em dois compartimentos,
superficial e profundo e a permeabilidade (PS) entre estes espaco é levada em
consideracao. Este processo pode ser melhor entendido através da figura 3. As

equacdes diferenciais que o descrevem estdo apresentadas a seqguir:
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Figura 3: Representacdo mecanistica de um tecido com distribuicdo limitada pela
permeabilidade da membrana (Adaptado de Upton et al., 2016).

deen _ Q Cart - Q Cven — PS. Cven + PS. Ctecido
dt Vi

(Eq.2)

dCrecido _ PS.Cyen — PS. Cecido

dt Vtecido

(Eg. 3)

Na qual, Cven € a concentragéo de farmaco no sangue venoso, t € o
tempo, Q é o fluxo sanguineo, PS é a permeabilidade da membrana, Ctecido € @
concentracdo de farmaco no tecido, V1 é o volume do espaco superficial do
tecido e Viecido € 0 volume do tecido incluindo espago superficial e profundo,
sendo a concentracdo de farmaco no tecido dependente da permeabilidade da
membrana que divide estes dois compartimentos (UPTON; FOSTER;
ABUHELWA, 2016).

Entendendo estas relacdes € possivel a contru¢cdo de um modelo
com maior clareza. Em um PBPK minimo, agrupar os tecidos que contribuam
muito para manter o balanco de massas pode ndo ser uma boa estratégia. Isto
vai depender do propésito do modelo e do tipo de molécula que se esta
utilizando. Por exemplo, compostos muito lipofilicos sdo muito bem distribuidos
no tecido adiposo, logo este tecido é considerdo essencial para a estrutura do
modelo, tanto para manter o balan¢o de massas quanto para a performance dele
em simulacdes (NESTOROV, 2007). Outros métodos de como agrupar tecidos
com caracteristicas similares em um PBPK minimo foram propostos por Pilari &
Huisinga (2010).
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Segundo Cao & Jusko (2012) modelos PBPK minimos sdo uma
abordagem mais racional para descrever a PK de um medicamento quando
comparados aos modelos mamilarios tradicionais, sendo assim um PBPK
minimo seria a escala intermediaria entre um modelo PBPK completo e um
modelo mamilario. Apesar da sua menor complexidade quando comparado a um
PBPK completo, atualmente, esses modelos ainda sao utilizados e suas
aplicacdes serao discutidas no item 3.2.2 Aplicacoes.

Quando utilizamos uma abordagem mais completa € possivel
descrever com maior propriedade os processos de absorcao, distribuicéo,
metabolizacdo e eliminacdo (ADME) do farmaco (MUNIR et al.,, 2018). A
construgcao de um PBPK segue um formato conhecido como building blocks, que

esta representado da Figura 4.

;ROPRIEDADES DO ORGANISMO' 1 OUTROS EVENTOS

|
] 1 I l
Lipofilicidade ‘ Formulacao
Solubilidade
Peso molecular
pkA/pkB
Protocolo de

administragao

Fragdo livre
Coeficientes de particao (Kp)
N Permeabilidade @ Outros eventos
Transportes ativos (ex. refeicbes)

Figura 4.: Representacdo dos building blocks para a constru¢gdo de um PBPK (algumas
informacdes sdo opcionais dependendo do propésito do modelo) (Adaptado de Kuepfler et al.,
2016)

O conhecimento acerca da fisiologia do organismo é essencial para a
construcdo do modelo. No primeiro bloco cada orgéo é representado de acordo
com a sua composicao, onde estes compartimentos podem ser subdividos para
gue se consiga descrever melhor os processos fisioldgicos, por exemplo, volume
de plasma, volume de intersticio, volume intracelular, caracteristicas histologicas
dos tecidos e do sangue. Esta subdivisdo ajuda a descrever com maior

proriedade os processos de perfusdo e permeacgéo de moléculas nos tecidos. O
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sangue também € subdivido em compartimentos diferentes: arterial e venoso,
sendo este Ultimo subdivido em periférico e central, visto que ha relatos na
literatura que corroboram para diferencas nas concentracdes sanguineas entre
estes trés compartimentos (KUEPFER et al., 2016).

Essa representacdo mecanistica segmentada ajuda a compreender
melhor os processos de absor¢cdo e distribuicdo de um medicamento nas
diferentes vias de administragdo. Como por exemplo, em uma administracéo
pela via oral, deve-se atentar para a subdivisdo do trato grastro intestinal (TGI),
uma vez que este sistema possui diferentes pH os niveis de absorcao do farmaco
podem variar de acordo isso (JONES; ROWLAND-YEO, 2013). Esta abordagem
engloba parametros como tempo de desintegragdo e dissolucdo do
medicamento. Representacdes mecanistiscas de um PBPK pela via oral foram
descritas com maior detalhes por Jamei e colaboradores (2009).

Os demais blocos para a construcdo deste modelo incluem
conhecimentos fisico-quimicos da molécula que podem ser facilmente
encontrados em bancos de dados quimicos como DRUGBANK, além de
paramatetros biolégicos ja observados na literatura ou experimentalmente, como
fracao livre do farmaco no organismo. Descrever o protocolo de administracao
bem como a via de administracéo € essencial para o sucesso do modelo. Outros
eventos que possam influenciar no perfil de concentracdo por tempo do
medicamento devem ser adcionados quando pertinentes (KUEPFER et al.,
2016).

Apbs o desenvolvimento do modelo é necesario sua validagéo, e ndo
h&d uma regra clara para isso. Usualmente esta validacdo se da através da
comparacao do perfil de concentracao simulada com o perfil de comparacéo dos
dados observados, pela comparacéo dos parametros farmacocinéticos previstos
e observados ou por métodos estatisticos que comparam estes dois casos, Como
percentagem do erro preditivo e o “average fold error”. E importante desafiar o
modelo colocando ele em diferentes situa¢gdes, como testar em diferentes doses
e populacdes. Esta estratégia traz uma maior confidenciabilidade para utiliza-lo
em simulac¢des. Uma vez validado, o modelo esta pronto para simular diferentes
cenarios (KHOT et al., 2017; KUEPFER et al., 2016).
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3.2.1 Histo6rico

A esséncia da modelagem PBPK foi descrita pela primeira vez em
1924, quando Howar Haggard publicou o processo de distribuicdo do anestésico
éter etilico. O estudo aborda o mecanismo de absorcéo, distribui¢cdo e eliminacao
da molécula através de um diagrama que representa a correlagdo entre o
sistema respiratério e a circulacdo sanguinea. Por meio da sistematica do
diagrama € possivel compreender a penetracdo do éter etilico em diferentes
tecidos a partir de uma administracao inalatoria (HAGGARD, 1924).

Mais de 10 anos depois, Torsten Teorell (1937) publicou o primeiro
trabalho que descreve a cinética de uma substancia administrada por vias
intravasculares e extravasculares. O objetivo destes estudos foi propor relacdes
matematicas para descrever a cinética de distribuicdo de substancias pelo
organismo. Foi o primeiro relato de equacgdes diferenciais que descrevessem a
penetracdo tecidual em cada 6rgao (PAALZOW, 1995).

Cerca de 30 anos mais tarde, Bischoff e colaboradores (1971)
publicaram a PK do Metotrexato utilizando compartimentos fisiologicos.
Utilizando um modelo PBPK minimo foi possivel realizar a previsdo das
concentracfes plasmaticas e teciduais para este farmaco com sucesso. O
desenvolvimento de modelos PBPK cresceu muito na ultima década, como
podemos observar na figura 5, unindo a tecnologia e a ciéncia. O
desenvolvimento de softwares que possibilitassem a modelagem PBPK foi a
causa raiz para o crescimento desta abordagem o que facilita a aplicacédo destes

modelos nos mais diferentes cenarios (SAGER et al., 2015).
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Figura 5: Crescimento do numero de publicagbes com o termo "Physiologically Based
Pharmacokinetic Model" nas bases de dados PubMed e Scopus nos ultimos 10 anos; até 30 de
setembro de 2020
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SimCyp® (Certara), GastroPlus® (SimulationPlus) e PK-SIM® (Bayer)
sdo exemplos de softwares desenvolvidos para construcdo de um PBPK, que
apresentam em suas configuracdes um modelo fisiolégico genérico,
normalmente completo, populacdes e espécies pré-definidas. Estas plataformas
sdo facilitadoras para que se possamos aplicar o PBPK em diferentes

abordagens.

3.2.2 Aplicacobes

Os modelos PBPK, sejam minimos ou completos, pode ser utilizado
em diferentes cenarios. Dentre eles: entender melhor 0s processos
fisiopatolégicos de um medicamento no organismo, translacionar processos intra
e interespécies, ajustar o regime posologico ideal, otimizar o risco-beneficio de
um medicamento, prever as primeiras doses a serem testadas em humanos no
desenvolvimento de novas entidades farmacéuticas e explicar as interacdes
farmaco-farmaco (PETERS, 2012).

Jermain e colaboradores (2020) utilizaram um modelo PBPK minimo
para simular as concentragcbes alcancadas no tecido pulmonar apoés
administracdo oral de 0,2 mg/kg de ivermectina como alternativa de tratamento
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para COVID-19. O modelo é composto de um compartimento de absorcéo,
compartimento pulmonar e os demais tecidos foram compilados em um Unico
compartimento, todos interligados pela circulacdo sanguinea. O modelo foi
validado com concentracdes plasmaticas de ivermectina em pacientes
submetidos a pesquisa de Fase | para este tratamento. O modelo sugere que a
exposicgdo tecidual pulmonar de ivermectina seria incapaz de atingir o IC50 do
SARS-CoV-2 (agente viral causador da COVID-19). Ainda que apresente
limitagcdes, como a impossibilidade de validar a exposicéo pulmonar bem como
de simular o acimulo de ivermectina no tecidos ap6s doses multiplas, o modelo
corrobora estratégicamente para o direcionamento das pesquisas envolvendo a
nova doenca.

Edginton & Willmann (2008) utilizaram um modelo PBPK completo
ja descrito na literatura para translaciona-lo uma populacdo com diferentes graus
de cirrose e avaliaram se esse modelo seria capaz de prever as concentracdes
plasmaticas de alfentanila, lidocaina, teofilina e levetiracetam nesta populagéo.
As alteracdes fisiologicas da doenca foram inseridas no modelo e ele foi testado
frente aos quatro medicamentos. As concentracdes previstas pelo modelo séo
similares as concentracfes obtidas na literatura, o que valida a utilizacdo de
modelos PBPK em translacdes intraespécies. Neste contexto, tambéem é
possivel simular as concentracdes teciduais e avaliar se ha ou ndo uma reducao
na penetracao tecidual destes medicamentos em uma populacao cirrotica.

Uma outra abordagem sdo modelos translacionais interespécies. O
estudo de Khot e colaboradores (2017) mostra o desenvolvimento de um PBPK
de um conjugado anticorpo-farmaco (ADC) utilizando como composto o
conjugado trastuzumabe e amtansina (T-DM1), usado para tratamento de cancer
de mama. Os modelos de ADC e T-DM1 foram desenvolvidos utilizando uma
populacéo de ratos e os resultados foram translacionados para humanos através
de uma escala alométrica a fim de prever a farmacocinética do conjugado T-
DM1. O modelo desenvolvido foi capaz de prever as concentracdes em humano
de maneira satisfatoria.

O estudo de Li e colaboradores (2020) desenvolveu um PBPK
completo para entender com maior clareza as varia¢gées PK do voriconazol com
base na compreensdo do seu metabolismo através dos gendtipos da CYP2C9,

e também para avaliar interagbes farmaco-farmaco com outros substratos para
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a CYP3A4. Os resultados do estudo mostram que os polimorfismos da CYP2C9
auxiliam na individualizac&o da terapia deste medicamento e 0 modelo também
ajuda no manejo de possiveis interacdes medicamentos. Com base nos
exemplos acima, fica claro que modelos PBPK sdo adaptaveis, podendo ser
utilizados nas mais diferentes situacoes.

No presente trabalho, é proposto o desenvolvimento de um modelo
PBPK para o antibiético piperacilina.

3.3Piperacilina

A piperacilina (PIP) é uma molécula semissintética derivada da ampilicina,
da familia das ureidopenicilinas. E um antimicrobiano B-lactamico de amplo
espectro utilizado para o tratamento de inumeras infecgbes bacterianas. Sua

estrutura quimica esta representada da figura 6 (DrugBank, 2020).
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Figura 6: Estrutura quimica da Piperacilina (DrugBank, 2020)

A molécula é classificada como um zwitterion de classe 2, por possuir
cargas opostas com pkA (acido) de 3,49 e pkA (basico) de -4,33 (DE ARAUJO
et al., 2011; DrugBank, 2020). Devido a sua estrutura quimica ela ndo €
absorvida pelo TGI, portanto s6 é administrada pelas vias intravenosa e
intramuscular, sendo sua biodisponibilidade por esta ultima via em torno de 70%
(HAYASHI et al., 2010).

Por possuir uma ampla atividade este composto é ativo contra bactérias
Gram-negativas e Gram-posivitas sendo elas aerdbicas ou anaerébicas. Em
concentragcfes de 32 mg/L conseguiu inibir cerca de 80% dos microrganismos
gram-negativos mais clinicamente importantes. Pseudomonas aeruginosa, que

€ uma bactéria Gram-negativa e aerébica, mostrou maior susceptibilidade a
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piperacilina do que a carbenicilina ou ticarcilina com valores de concentragdo
inibitéria minima (CIM) em torno de 32 mg/L. A PIP consegue inibir cerca de 90%
da maioria das cepas de bactérias anaerébias em concentra¢des de 8 mg/L ou
menos (HOLMES et al., 1984).

O mecanismo de ac¢éo da PIP é como o de outra penicilina. Atua inibindo
a sintese de peptideoglicano que envolve a membrana plasmatica bacteriana.
As bactérias possuem uma parede celular (PC) de peptideoglicano que envolve
a membrana plasmatica (MP) bacteriana e evita lise osmaética. A PIP interage
com as proteinas ligantes de penicilinas (PLP) presentes logo abaixo da PC.
Essa interacdo causa a inibicdo cruzada de peptideoglicano, logo as bactérias
séo incapazes de construir suas PC e esse enfraquecimento acaba causando a
lise celular bacteriana. Algumas bactérias expressam uma enzima chamada -
lactamase, portanto o anel B-lactamico presente na estrutura quimica das
penicilinas torna-se um facil substrato. Para contornar isso, as penicilinas sé&o
administradas concomitantemente com um inibidor destas enzimas a fim de
aumentar sua atividade antimicrobiana, uma vez que ela é dependente do tempo
em que a concentracdo do medicamento permanece acima da CIM da bactéria.
A PIP, na pratica clinica € administrada juntamente com Tazobactam (TAZ), um
inibidor de B-lactamase (GERRIETS., 2018).

O metabolismo da PIP difere em espécies pré-clinicas e clinicas, e em
espécies pré-clinicas ainda nao foi muito bem elucidado (GHIBELLINI et al.,
2007). Cerca de 80% da dose administrada € excretada via renal, porém ha uma
pequena fracdo excretada pela via biliar (FORTNER; FINLEY; SCHIMPFF,
1982). Por muito tempo acreditou-se que sua distribuicdo era através de difusao
passiva, porém estudos recentes de Wen e colaboradores (2018; 2019)
mostraram que a interacdo entre PIP e TAZ também era mediada por
transportadores organicos aniénicos (OAT) 1 e 3. Estes transportadores séo
transportadores de influxo localizados majoritariamente no rim, portanto
possuem grande papel na excrecao de PIP.

A PIP segue uma farmacocinética linear, porém ha relatos de néao-
linearidade quando administrada em doses altas. Entretanto ndo ha um
consenso quanto a isso, visto que ha estudos em doses elevadas que suportam
a hipotese de linearidade (HAYASHI et al., 2010).
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O tempo de meia-vida (t ¥2) varia em humanos e ratos, sendo cerca de 60
min e 30 min, respectivamente. J& a variacao da fracéo livre se mostra a mesma
nas duas espécies estando entre 60-80% (FORTNER; FINLEY; SCHIMPFF,
1982; NOLTING et al., 1996).

3.3.1 Variagdes Farmacocinéticas

Estudos demonstram que h& variacbes na farmacocinética da PIP em
populacbes especiais. Joukhadar e colaboradores (2001) avaliaram
concentracfes plasmaticas e teciduais (musculo e tecido adiposo) de PIP em
voluntarios sadios e em pacientes com choque séptico. As concentragdes livres
teciduais forem de 5 a 10 vezes inferiores nos pacientes quando comparadas as
dos voluntéarios sadios apés uma unica dose de 4 g de PIP. Mesmo apds uma
simulagdo de administracdo com intervalo entre doses de 8 horas, as
concentragcbes de PIP seriam de 20 pg/mL e 11 pg/mL no musculo e tecido
adiposo, respectivamente, indicando que apods administracdo de 12 g de PIP
g24h as concentracdes alcancadas nos tecidos seriam ineficazes no tratamento
de choque séptico, uma vez que 0s principais patégenos (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Bacterioides species) em um choque séptico possuem
CIM > 20 pg/mL.

Sukarnjanaset e colaboradores (2019) avaliaram diferentes protocolos de
administracdo de PIP 6, 8, 12 e 16 g/dia, por infusdes de curta duracdo em
pacientes com sepse. Foram avaliadas as concentracdes plasmaticas
alcancadas pelo farmaco e a probabilidade de atingir o alvo (PTA) de 90% do
indice PK/PD preditivo de eficacia da piperacilina (tempo acima da CIM) descrito
para diferentes patdogenos. Concluiu-se que o protocolo habitual para humanos
de 4 g de PIP a cada 6 horas administrado por uma infusdo de 30 minutos nao
é suficiente para tratar individuos com sepse. De todos os protocolos avaliados
a maior parte deles conseguiu atingir a CIM da Escherichia coli, entretanto
nenhum foi capaz de aproximar-se da Pseudomonas aeruginosa.

Um estudo do nosso grupo de pesquisa também relatou variacdes
farmacocinéticas da PIP. De Araujo e colaboradores (2011) avaliaram através
de um modelo PK/PD a penetracao tecidual de PIP no musculo esquelético de

ratos imunodeprimidos e infectados com Escherichia coli. Os dados
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apresentados mostram que h& uma reducdo na penetracdo tecidual de PIP
guando comparados com ratos higidos (Nolting et al., 1996). Os autores sugerem
gue tal desequilibrio possa ser causado pela diferenca de pH entre plasma e
tecido, ocasionado pela infecgédo, resultando na alteragcdo do processo de
difusdo passiva.

E visto que ha muitos anos se discute variagcdes farmacocinéticas de PIP
e suas implicacbes nos protocolos de administragdo usuais. Portanto avaliar
alternativas que auxiliem no entendimento dos processos fisiopatoldgicos e no
manejo das doses torna-se essencial para garantir a eficacia do tratamento de

infec¢des bacterianas.
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4. METODOLOGIA

4.1Dados bibliograficos

Os valores das concentrac@es plasmaticas totais e musculares livres para
ratos higidos foram extraidas do estudo de Nolting e colaboradores (1996). Os
dados foram resultado de experimentos seguindo um protocolo de administracao
de piperacilina i.v bolus em doses Unicas de 60 e 120 mg/kg, que equivalem as
doses de (4 g/dia e 8 g/dia) utilizadas em humanos. As concentracoes livres
guantificadas no muasculo foram definidas através de microdidlise.

Para animais infectados e imunodeprimidos, as concentracoes
plasmaticas e teciduais foram extraidas do estudo de Araudjo e colaboradores
(2011). A imunodepresséao foi induzida utilizando Ciclofosfamida: 150 mg/kg i.p
5 dias antes e 100 mg/kg 1 dia antes do experimento. A infecc¢ao foi induzida no
dia do experimento, através da administracao de 0,1 mL de um inOculo contendo
10% UFC por mL de Escherichia coli ATCC25922, no musculo esquelético de
ratos Wistar. A infeccdo causada nestes animais ndo se propagou para outros
tecidos, caracterizando uma infeccao local no tecido muscular. Os valores de
concentracdo sdo resultados de 3 diferentes protocolos de administracdo de

piperacilina i.v bolus em doses unicas de 60 mg/kg, 120 mg/kg e 240 mg/kg.

4.2 Softwares
4.2.1 Graph Grabber (Quintessa Limited)

O software Graph Grabber verséao 2.0.2 permite que se extraia pontos de
dados de imagens gréficas, foi utilizado para extracdo de dados da literatura.
Estes dados foram exportados para uma planilha excel e posteriormente

importados no PK-SIM.

4.2.2 RStudio (R)

O software RStudio versao 1.2.1335 € um software para analise de dados,
foi utilizado na construcdo das imagens graficas por ser intercambiavel com o
software de M&S descrito no item 3.2.3. Também foi utilizado como ferramenta

de célculo para as analises de validagdo do modelo.
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4.2.3 PK-SIM (Open Systems Pharmacology)

Para construcdo do modelo foi utilizado o software PK-SIM verséo 8.0.
Esta ferramenta € gratuita e foi desenvolvida para a construcdo de modelos
PBPK. Pode ser utilizada para M&S de diferentes espécies como roedores,
coelhos, cdes e humanos, porém encontram-se algumas limitagcbes quanto a
espécies ndo-humanas. Caracteriza o organismo biolégico em 18 diferentes
compartimentos levando em consideracdo volume, peso e pH dos érgaos, bem
como fluxo sanguineo de entrada e saida dos mesmo para as diferentes

espécies.

4.3 Modelo base

O fluxograma do processo para a construgdo do modelo esta descrito na

Figura 7.

Modelo base rato higido

Otimizagdo de CL especifico
renal e logP

Input de Kp

Validagdo do modelo segundo

Alteragdo fisioldgica no
organismo biolégico

Validagdo do modelo segundo
Aradjo, 2011

Simulagdo de concentragdes
teciduais pulmonares e cerebrais

Figura 7: Fluxograma da constru¢cdo do modelo PBPK para piperacilina

4.40rganismo biolégico

Para a construcdo do modelo foram utilizados os parametros de ratos,
sendo este o individuo de estudo. Os parametros anatdomicos e fisiolégicos,
como peso, volume, pH, fluxo sanguineo de entrada e saida dos érgéos foram

utilizados do default do software de modelagem e simulacao, PK-SIM.
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Valor da taxa de filtracdo glomerular de um rato higido foi dada como
entrada no modelo segundo o trabalho de Davies et al (1993) no valor de 1,31
mL/min.

O software utilizado ndo apresenta valores de expressao génica para a
espécie requerida. Portanto, estes dados foram retirados da base de dados de
humanos para a enzima CYP3A4, o transportador de efluxo glicoproteina-P (Pg-

P) e para os transportadores de influxo OAT1 e OAT3.

4.5Propriedades fisico-quimicas e biol6égicas da piperacilina

As propriedades fisico-quimicas e biolégicas da piperacilina foram

adicionadas no modelo conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas utilizadas para a Piperacilina

Peso molecular (g/mol) 517.561
LogP 0.67*
Solubilidade (mg/mL) 0.119
pkA (acido) 3.491
Fracéo Livre (fu) 0.582
CL plasma (mL/min) 11.72

L, Valores retirados da base quimica DrugBank
2, Valores descritos por Nolting, 1996

Os parametros LogP e CL especifico (valor calculado pelo software
através do CL plasmatico) foram otimizados para um melhor ajuste das
concentragoes.

Os valores de Km e Vmax dos transportadores OAT 1 e 3 determinados in

vitro para a PIP estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Valores de Km e Vmax para piperacilina em células hOAT1 e hOAT3-HEK293

Km Vmax

(uM) (nmol/mg proteina/min)
OAT 1 3745 0,173+0,011
OAT 3 172+28 0,336+0,022

(Wen e colaboradores, 2018)
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4.6Calculo do coeficiente de particdo plasma:tecido muscular (Kp)

Um dado muito importante na construcdo de modelos PBPK s&o os
coeficientes de particdo plasma:tecido. EquagBes mecanisticas podem
representar esse processo. A equacao descrita para zwitterions do grupo 2 foi
utilizada para estimacao deste parametro (RODGERS; ROWLAND, 2006) (eq.
4). Os componentes teciduais para o musculo estdo descritos na Tabela 3.

(1 + 1QPkA base—pHjw + 10pH1W_pkAécido )fIW
1+ 10pkAbase—pHp + 10pHp_pkA acido

P.fy, +0,3P +0,7). fup
+ (1 + 10pkA base—pHp + 10pHp_pkA écido)

Kp = + Kapg + [PR]r + few

(Eq. 4)

4.7 Avaliagdo do modelo

A validacdo do modelo foi feita através da comparacdo dos perfis de
concentracao plasmatica e musculares da simulacdo com os dados observados,
para todas as doses avaliadas. A partir dessa comparacao foi possivel gerar um
grafico das concentracdes previstas e observadas.

Para que fosse possivel uma avaliacdo quantitativa do modelo, foi
utilizado o calculo de average fold error (AFE) descrito pela equacdo 2. Foram

aceitos valores dentro do limite de aceitacdo de 0,5 — 2,0 (Li et al, 2019).

C
log-prev

12 g
AFE = 10 Cobs

(Eq. 5)

Na qual n é o numero total de observacdes, Cprev € @s concentracdes
simuladas e Cobs € a concentracéo observada nos dados bibliograficos.

Também se avaliou os parametros farmacocinéticos como, clearance

plasmatico, volume de distribuicdo, tempo de meia vida e area sob a curva,

estimados pelo modelo em comparacéo aos observados por Nolting (1996) para

as duas doses avaliada.
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4.8Avaliacao da influéncia da infec¢cao na penetracao tecidual de
piperacilina
Uma das hipéteses levantadas por Aradjo et al. (2011) para explicar a
reducdo da penetracdo tecidual da piperacilina no musculo esquelético de ratos
infectados, foi associada a mudancas de pH neste local. Assim, com base no
modelo PBPK desenvolvido, avaliou-se a influéncia da penetracdo de
piperacilina na alteragdo do pH muscular nos valores de 7,0, 6,5, 6,0, e 5,0. Tal
influéncia foi avaliada pelos valores de Kp e AFE quando comparados aos perfis
de concentra¢gbes musculares livres para as 3 doses contempladas pelo estudo.

4.9Simulacédo de cenarios em outros tecidos

Apos a validacdo do modelo de infec¢do provocada por E. coli no tecido
muscular foram realizadas simula¢cdes com base nos parametros determinados
para prever as concentracdes teciduais livres no pulméo e no cérebro. A mesma
alteracao fisioldgica validada foi aplicada para estes dois tecidos e os perfis de
concentracao tecidual livre por tempo foram simulados para as doses de 60
mg/kg, 120 mg/kg e 240 mg/kg através de uma unica administracéo i.v bolus.

Os valores de kp para o tecido pulmonar e cerebral também foram
calculados através dos parametros descritos na Tabela 3 pela Equacéo 4.

Foram avaliados parametros farmacocinéticos para verificar se o
protocolo de tratamento, atualmente aplicado na pratica clinica, é capaz de
erradicar infec¢des bacterianas pertinentes nos tecidos pulmonares e cerebrais

mesmo com as alteracdes de penetracdo tecidual causadas por estas infeccdes.

Tabela 3: Componentes teciduais pulmonares e cerebrais aplicados no calculo de Kp definidos
por R&R

Musculo Pulméo Cérebro

pkA (acido)t 7ab 6.6a5 7.1a5
pkA (base)! 3.49 3.49 3.49
pH agua intracelular (pH IW)?2 -4.3 -4.3 -4.3
pH plasma (pH P)3 7.4 7.4 7.4
Agua intracelular (fiw)3 0.61 0.24 0.59
Agua extracelular (few)? 0.12 0.34 0.16
Lipideos neutros (fn)3 0.01 0.02 0.04

Fosfolipideos neutros (fnp)3 0.0072 0.01 0.0015
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Constante de associacéo (Kapr)3 0.72 0.72
Razéao proteinas (tecido/plasma)

([PR]r)®
Coeficiente de particao O/A (P)3 0.16 0.16

0.06 0.21

0.72

0.05

0.16

1 Valores de pkA retirados da base quimica DrugBank
2 Faixa de pH na agua intracelular a ser testada
3 Valores de composicao tecidual retiradas do PK-SIM; f indica fracdo
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5. RESULTADOS
5.1Modelo base

Os resultados obtidos com o modelo desenvolvido para ratos higidos
foram satisfatorios. Os parametros otimizados pelo software para LogP foram de
1,35 e 2,38 para o CL especifico. Pode-se observar através da Tabela 4 que os
parametros farmacocinéticos dos perfis simulados foram muito semelhantes aos
perfis observados por Nolting e colaboradores (1996) para as duas doses
avaliadas.

Tabela 4: Parametros farmacocinéticos observados por Nolting et. al (1996) e os estimados pelo
modelo.

A Nolting, 1996 PK-Sim
Parametros
60 mg/kg 120 mg/kg 60 mg/kg 120 mg/kg

t 12 (Min) 33 16 36 18 27,7 27,7

CL (mL/min/kg) 11,7 £8.3 15,3+9,4 16,57 16,57

Vdss (L/kg) 0,33 +0,20 0,52 +0,41 0,50 0,50

ASCo.int (Ug*min/mL) 4662 +1899 9921 +4138 3621,18 7242,36
MRT (min) 32 18 36 +8 29,9 29,9

Pelos dados do perfil simulado vemos que o modelo proposto descreve
uma cinética linear para a PIP, visto que os valores dos parametros PK sdo iguais
e que o valor de ASC aumenta proporcionalmente ao aumento da dose. A
farmacocinética linear de PIP foi descrita por um modelo de dois compartimentos
no estudo de Roberts e colaboradores (2009) para descrever dados plasmaticos.

Para avaliacdo da penetracdo tecidual baseado nos dados de Nolting e
colaboradores (1996) € possivel realizar abordagem conhecida como fator de
penetracdo tecidual (fT), que pode ser calculada de acordo com a equacao 1.
Essa abordagem leva em consideracdo a exposi¢ao tecidual livre versus a
exposicao plasmatica livre. O fT obtido para o estudo de Nolting é 1,0. Em
contrapartida, o método abordado neste trabalho é o coeficiente de penetracao
tecidual (Kp) que foi estimado pelo software para o masculo no valor de 0,40.
Esses valores sdo incomparaveis devido a complexidade das equacdes. O
método utilizado para estimacdo do Kp leva em consideracdo interacfes

eletrostaticas e a composicéo do tecido enquanto que o fT é uma abordagem
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empirica. Se aplicarmos a equacao 1 nos perfis simulados obtemos um valor de

fT de 0,99, o que contribui para a avaliacao e validacdo do modelo.

fT AS Ctecido livre

AS Cplasma livre
(Eqg. 6)
No qual fT é o fator de penetracao tecidual, ASCrtecido lvre € @ area sob a
curva do perfil de concentragdo muscular livre por tempo e ASCpiasmalivre € @ area
sob a curva do perfil de concentracdo plasméatica livre por tempo.
Avaliando os perfis de concentracao prevista versus observadas (figuras
7 e 8) e do calculo da AFE (Tabela 5) podemos ver que todas as simulagdes

(plasméticas e musculares) estédo dentro do limite estipulado 0,5 — 2,0.

Tabela 5: Resultados dos testes estatisticos Avarege Fold Error (aceitagao 0,5 - 2,0).

Simulagao AFE
Higidos Plasma 60mg/kg 1,12
Higidos Plasma 120mg/kg 0,89
Higidos Musculo 60mg/kg 1,14
Higidos Musculo 120mg/kg 1,07

Em posse de todos esses resultados das analises, podemos observar que
0S mesmos corroboram para eficacia do modelo e utilizacdo do mesmo para dar
continuidade na investigacdo de outros cenarios. Dessa forma, foi possivel
translaciona-lo para ratos imunodeprimidos e infectados com E. coli e avaliar os

resultados obtidos através dessa abordagem.

33



Concentragéo Muscular Livre (ug/mL)

Concentragéo Plasmatica Total (ug/mL)

10
Tempo (horas)

400

[

Concentragdes _Previstas (ug/ml)

Simulagdo
¥ Hi20P

® Hsor

100 200 300

Concentragdes Observadas (uglrh'll)

Figura 8: Concentracfes plasméticas totais previstas versus observadas para as duas doses avaliadas (rosa 120 mg/kg e azul 60 mg/kg).
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Figura 7: Concentragcdes musculares livre previstas versus observadas para as duas doses avaliadas (rosa 120 mg/kg e azul 60 mg/kg).
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5.2Modelo Ratos Imunodeprimidos Infectados com E. coli

Os resultados do modelo desenvolvido para ratos infectados serao
apresentados a seguir. Pode-se observar através da tabela 3 que os parametros
farmacocinéticos dos perfis simulados foram muito semelhantes aos perfis
observados por Araujo e colaboradores (2011) para as trés doses avaliadas.

Embora, agora, estejam sendo avaliadas trés doses ainda assim a
estimacdo dos parametros se da de maneira linear, o que corrobora com o
estudo de Hayashi e colaboradores (2010), no qual sugere que em doses Unicas
a PIP segue farmacocinética linear mesmo que em altas doses. Se comparados
com os dados dos animas higidos pode-se notar uma reducédo de 50% nos
valores de CL. Por se tratar de uma infeccéo local no musculo esquelético néo
se esperava alteracdo nos parametros PK. Devido ao pequeno numero de
animais e ao alto desvio padrédo dos parametros do estudo de Araujo e
colaboradores (2011) ndo houve diferenca estatistica quando comparados aos
de Nolting e colaboradores (1996) (Tabela 6), entretanto se olharmos para os

valores das médias consegue-se notar essa reducéao.

Tabela 6: Pardmetros farmacocinéticos observados por Aradjo et. al (2011) e os estimados pelo
modelo.

Araujo, 2011

Parametros
60 mg/kg 120 mg/kg 240 mg/kg
t 12 (Min) 27 £17 26 +13 3315
CL (mL/min/kg) 4,8 +0,83 5,66 +1,67 7,1+1,17
Vdss (L/kg) 0,17 0,09 0,19 +0,08 0,28 0,03
ASCo.int (Ug*min/mL) 12840 +2220 21552 +6024 33960 +4824
Parametros PKSIM
60 mg/kg 120 mg/kg 240 mg/kg
t 12 (Min) 39,43 39,43 39,43
CL (mL/min/kq) 8,33 8,33 8,33
Vdss (L/kg) 0,41 0,41 0,41
ASCo.int (Ug*min/mL) 7202,11 14404,14 28808,28

Tal reducdo sugere uma interacdo farmacocinética entre a PIP e a
Ciclofosfamida, imunossupressor administrado nos animais infectados. Este
imunossupressor interage com o transportador OAT1. Os OAT estéo localizados

na membrana da célula e movimentam as moléculas da corrente sanguinea para
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0 tecido. Estes transportadores estdo majoritariamente no rim e interagoes
farmaco-farmaco mediadas por eles podem trazer efeitos colaterais devido as
alteracdes de clearance em moléculas com eliminacédo renal (EL-SHEIKH et al.,
2013). Assim como no estudo de Wen e colaboradores (2018), onde se
demonstrou que o CL do TAZ é reduzido pela presenca de PIP devido a maior
afinidade da PIP pelos OAT 1 e 3. Logo, os achados corroboram para que haja
uma inibicdo competitiva de OAT1 devido a presenga concomitante de PIP e
Ciclofosfamida, em que 0 imunossupressor possui maior afinidade pelo
transportador.

Portanto, ap6s estimacado correta dos valores de CL podemos validar o
modelo através da AFE. Na tabela 4 pode-se observar que os valores de AFE
estdo dentro dos limites especificados. Na figura 3 pode-se observar as

concentragdes previstas versus as concentragdes observadas.

Tabela 7: Resultados dos testes estatisticos Avarege Fold Error (aceitagdo 0,5 - 2,0).

Simulacéao AFE
Infectados plasma 60mg/kg 0.88
Infectados plasma 120mg/kg 0.76
Infectados plasma 240mg/kg 0.86

Total (ug/mL}

ntracio Plasmatica

Concer
Concentragdes Previstas (ug/ml)

Tempo (horas) Concentragdes Observadas (ug/ml) :

Figura 10: Concentra¢des plasméticas totais previstas versus observadas por Araujo et al (2011)
para as trés doses avaliadas (verde 240 mg/kg, rosa 120 mg/kg e azul 60 mg/kg).

Validado o modelo para plasma foi possivel avaliar a influéncia do pH na

determinacao do Kp para que pudéssemos validar o modelo para o musculo.
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5.3Avaliagéo dainfluéncia do pH muscular no Kp

Os valores de pH muscular foram variados na faixa de 7 a 5 para as trés
doses. Os valores da simulacdo foram comparados com as concentracdes
musculares livres descritas por Araujo e colaboradores (2011). Esses dados
podem ser vistos através da tabela 5, na qual conforme o pH muscular fica mais
acido os valores de Kp diminuem. Valores de pH inferiores a 5 ndo tiveram
mudancas significativas nos valores de Kp. Para cada dose e pH foi avaliado o
AFE, valores fora do limite de especificacdo ndo séo aceitos.

Embora os valores de AFE para o pH 6,0 tenham se mantido dentro do
limite de especificacdo é possivel observar pelos perfis de concentracdo por
tempo para as doses de 60 e 120 mg/kg (Figura 9), que quando o tecido
apresenta pH de 5 os valores de concentragdo livre simulados estdo mais
proximos das concentragbes observadas. Entretanto esse cenario ndo se

reproduziu para a dose de 240 mg/kg (Figura 9).

Tabela 8: Valores de Average Fold Error conforme reducdo do Kp (aceitacdo 0,5 — 2,0).

Dose (mg/kg) pH muscular Kp AFE
7,0 0,4 3,64

60 6,5 0,24 2,35
6,0 0,18 1,84

5,0 0,16 0,91

7,0 0,4 3,87

6,5 0,24 2,32

120 6,0 0,18 1,74
5,0 0,16 1,44

7,0 0,4 1,67

6,5 0,24 1,03

240 6,0 0,18 0,76
50 0,16 0,66
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Figura 9: Perfil de concentracdo muscular livre de PIP por tempo nos diferentes pH teciduais para as doses de 60 (A), 120 (B) e 240 mg/kg (C) (circulos
vermelhos dados de Aradjo et al. (2011))



Se olharmos os dados observados vemos um aumento desproporcional
nas concentragées musculares livres para essa dose, 0 que sugere uma nao
linearidade. Entretanto ndo se observa nao linearidade entre as doses de 60 e
120 mg/kg e nem nas concentracdes plasmaticas para a dose mais elevada.
Esse desvio pode ter se dado devido a alta variabilidade dos dados
experimentais. Também é possivel que haja outros processos que governem
esse processo e que possam interferir nessa distribuicdo. Considerando esse
cenario e os valores de AFE que permaneceram dentro do limite estipulado para
todos os pH, continuou-se com o pH de 5 como o pH 6timo.

Os resultados apresentados até 0 momento corroboram com a hip6tese
de Araujo e colabores (2011) de que o processo infeccioso causado pela E. coli
no musculo esquelético altera o pH tecidual e isto reduz a penetragao tecidual
de PIP. Tal reducao de pH corrobora, ainda, com a relacéo entre a estrutura da
molécula e o pH &cido. A PIP é instavel em baixos pH. Isso porque possui um
anel B-lactamico e outro anel de cinco membro que levam a angulacéo e tenséo
torcional. Em condicfes acidas, em funcdo da ndo coplanaridade entre estes
aneéis, torna-se impossivel a estabilizacéo da carbonila da amida terciaria no anel
B-lactamico. Isso faz com que o grupo carbonila seja mais eletrofilico e, portanto,
sendo mais facilmente atacado por um nucledfilo, o que causa a abertura da 3 -

lactama levando a reatividade dele em pH acido (Junior, 2015).

5.4Simulacdes

Conforme validacdo do modelo para infeccéo local por E. coli foi possivel
simular as concentracfes atingidas de PIP para as trés doses avaliadas no
pulmdo e no cérebro. Conforme a tabela 9 podemos analisar a reducao dos
valores de Kp no pH tecidual normal e no pH 6timo definido pelo modelo (pH 5).

Tabela 9: Alterac@o dos valores de Kp de acordo com a variagdo do pH tecidual no muasculo,
pulm@o e cérebro.

Tecido pH Kp
Musculo 7.0 040
5,0 0,16

Pulméao 6.6 0,54
5,0 0,49

. 7,1 0,49
Cérebro 5.0 0.20
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Pode-se observar que o pH tecidual do pulméo néo possui tanta influéncia
nos valores de Kp quando comparados com o musculo e o cérebro. Os perfis de
concentracdo livre tecidual por tempo para pulmdo e cérebro estao
representados nas Figuras 14 e 15.
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Figura 14: Perfil de concentracé@o pulmonar livre de PIP por tempo para doses de 60, 120 e 240
mg/kg
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Figura 15: Perfil de concentracéo cerebral livre de PIP por tempo para doses de 60, 120 e 240
mg/kg
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As concentracdes maximas livres (Cmax) obtidas no pulméo para as doses
de 60, 120 e 240 mg/kg foram de 93, 183 e 372 ug/mL, respectivamente, e para
o cérebro foram de 37, 74 e 148 pg/mL, respectivamente.

A PIP possui um indice PK/PD que relaciona o efeito como dependendo
do tempo ou concentracdo-independente, sendo assim sua eficicia € descrita
de acordo com o tempo que as concentracdes livres permanecem acima da CIM.
As CIMs mais prevalentes para E. coli de acordo com o EUCAST estéao na faixa
de 2 - 256 pg/mL. De acordo com os resultados obtidos podemos observar que
ambas as doses geraram concentracdes que seriam capazes de erradicar as
infec¢cdes causadas por E. coli quando a CIM é de 2 ug/mL, nos dois tecidos
avaliados. Porém, quando avaliamos infeccbes causadas por E. coli que
apresentam uma CIM de 256 ug/mL, vemos que apenas a dose de 240 mg/kg
alcancaria concentracdes efetivas para erradicar a infeccdo e, somente, no
tecido pulmonar. No tecido cerebral as concentracbes alcancadas sao
insuficientes para apresentar o efeito.

Os resultados deste trabalho representam uma avaliagdo simples
referente & penetracdo tecidual no pulmdo e no cérebro e nédo levam em
consideracao processos adjacentes que possam estar ocorrendo nestes tecidos.

Entretanto, essa reducao da penetracdo tecidual foi validada em animais
gue receberam ciclofosfamida. Esse imunossupressor € comumente utilizado em
experimentos pré-clinicos a fim de facilitar o processo de infec¢cdo. Conforme
observado no modelo ha uma reducédo de CL de PIP em animais que receberam
Ciclofosfamida + PIP. Devido a isso decidiu-se projetar a infeccédo para animais
infectados ndo imunossuprimidos com doses mdultiplas para musculo, pulméo e
cérebro para avaliar se a penetracao tecidual seria diferente.

Ha relatos na literatura de infeccbes como meningite bacteriana e
pneumonia causadas por E. coli (AL-OBAIDI; DESA, 2018 e PHILLIPS-
HOULBRACQ et al. 2018). Esta bactéria também é um dos principais patégenos
presentes em infeccdes generalizadas como sepse e choque séptico,
juntamente com Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) e Klebsiella
pneumoniae (K. pneumoniae) (SUKARNJANASET; JARURATANASIRIKUL;
WATTANAVIJITKUL, 2019). As CIMs mais prevalentes para estas bactérias séo
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na faixa de 4 pg/mL - 256 pg/mL, valores que comparados aos niveis teciduais
alcancados pelo antibiético, frente aos trés principais patdégenos da sepse.

Podemos observar pelas Figuras 10, 11 e 12 que em animais
imunossuprimidos as concentragfes teciduais livres sdo maiores que nos
animais que nao sao. Esses resultados demonstram que a penetracao tecidual
de PIP seria ainda menor se ndo houvesse a administracao concomitante de PIP
e Ciclofosfamida.

Ainda, mostra que as concentracfes simuladas no musculo para ambas
as infeccdes (s6 infeccdo e infeccdo + imunossupressao) e CIMs (prevalente
baixa: 2 pg/mL para E. coli e 4 pg/mL para P. aeruginosa e K. pneumoniae, e
prevalente alta: 256 pug/mL para os 3 patdgenos) em todos os regimes de
dosagem testados as concentracbes nao permanecem 100% do tempo acima
da CIM das bactérias.

As concentrac¢des simuladas no pulmé&o para os animais com infeccéo +
imunossupressdo e com CIMs baixas (2 pg/mL para E. colie 4 upg/mL para P.
aeruginosa e K. pneumoniae) nas doses de 120 e 240 mg/kg apresentam-se
permanecendo acima da CIM das bactérias conforme o tempo, porém apenas
no regime de g4h, mas o0 mesmo nao é observado nos animais que possuem
apenas a infeccdo. Quando o0 regime de dosagem € aumentado as
concentracfes das 3 doses ndo permanecem mais 100% do tempo acima da
CIM tanto para as CIMs baixas como para a CIM alta.

Ja nas concentracdes simuladas no cérebro (Figura 12, painéis a,b e c),
podemos observar que apenas a dose de 240 mg/kg quando administrada em
um regime de g4h, produz concentracfes acima da CIM de 2 pg/mL para E. coli.
com o decorrer do tempo nos animais infectados e imunossuprimidos. No
entanto, para o restante das simulacfes observa-se um comportamento
semelhante ao obtido no musculo, onde em todos os regimes de dosagem
testados, as concentracdes ndo permanecem 100% do tempo acima da CIM das
bactérias. O que corrobora com os estudos de que a penetracdo tecidual é

modificada pelas infeccbes causa um insucesso na terapia.
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Uma infeccdo mal tratada pode levar a resisténcia bacteriana, uma vez
que a produgao de B-lactamase é uma das principais causa de resisténcia a
penicilinas. Assim se o tratamento for ineficaz a bactéria continuaréa produzindo
a enzima, o que levara a resisténcia (ALLOCATI et al., 2013). Ao se tratar de
infeccdes severas, 0s prejuizos na inefetividade do tratamento podem ser
maiores. Este estado inflamatério estd associado a uma infinidade de alteracdes
nos processos fisioldgicos e bioquimicos, como aumento da permeabilidade
endotelial, alteracdes na macro e microcirculagdo devido aos efeitos pro-
coagulantes das citocinas, assim como mudancas na biossintese de proteinas.
Todos esses processos podem causar a disfuncéo de multiplos 6rgdos (RADKE
et al., 2017).

Sendo assim, muito ainda se discute sobre protocolos de administracao
de PIP em populacdes infectadas. O presente estudo ressalta os prejuizos do
insucesso da terapia e também corrobora para que o desenvolvimento de

modelos que contribuam para assertividade no tratamento seja mais explorado.
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. CONCLUSOES

O modelo desenvolvido para ratos higidos demonstrou-se satisfatorio em
todos os parametros avaliados;

O modelo para animais imunossuprimidos e infectados com E. coli foi
satisfatério para as concentracdes plasmaticas totais nas trés doses
avaliadas e para as concentragdes musculares livres para as doses de 60
e 120 mg/kg;

O clearance de PIP é reduzido na presenca de Ciclofosfamida;

As concentragdes teciduais livres séo aumentadas em animais infectados
e imunossuprimidos quando comparados a animais infectados devido a
presenca de ciclofosfamida,;

Os regimes de dose avaliados para a PIP ndo seriam capazes de

erradicar uma infecgdo que afeta multiplos 6rgéos.

. PERSPECTIVAS

Compreender melhor o processo de distribuicdo de PIP em doses
elevadas;

Translacionar o modelo desenvolvido para humanos sadios e com sepse;
Simular protocolos de administracdo a fim de garantir 0 sucesso no

tratamento de pacientes infectados.
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