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RESUMO
Objetivo:
O
objetivo
geral
deste
trabalho
foi
desenvolver
um
modelo
farmacocin&eacute;tico/farmacodin&acirc;mico (PK/PD) para descrever o efeito bactericida in vitro
das fluoroquinolonas levofloxacino (LEV) e moxifloxacino (MXF)contra Escherichia
coli, baseando-se em dados in vivo de concentra&ccedil;&atilde;o livre prost&aacute;tica. M&eacute;todos:
Ratos Wistar machos foram utilizados nos experimentos in vivo para determina&ccedil;&atilde;o
da farmacocin&eacute;tica plasm&aacute;tica e prost&aacute;tica do LEV (7 mg/kg) e MXF (6 e 12 mg/kg)
ap&oacute;s dose i.v. bolus. As concentra&ccedil;&otilde;es livres prost&aacute;ticas foram determinadas por
microdi&aacute;lise. A coleta das amostras de plasma e dialisado de tecido foi realizada
simultaneamente nos animais previamente anestesiados com uretano para
determina&ccedil;&atilde;o do fator de distribui&ccedil;&atilde;o tecidual (fT). Para a quantifica&ccedil;&atilde;o do LEV e
MXF nas amostras de plasma e dialisado, m&eacute;todos anal&iacute;ticos foram validados.
An&aacute;lise farmacocin&eacute;tica n&atilde;o-compartimental e modelagem compartimental dos
dados foram realizadas utilizando o WinNonlin&reg; e NONMEM&reg; v. 6, respectivamente.
Os experimentos de farmacodin&acirc;mica in vitro foram executados utilizando sistema
composto de caldo de cultura Mueller-Hinton no qual a bact&eacute;ria teste (Escherichia
coli ATCC 25922) foi exposta a concentra&ccedil;&otilde;es constantes e flutuantes dos
antimicrobianos. O n&uacute;mero de col&ocirc;nias bacterianas vi&aacute;veis (CFU/mL) foi
determinado em fun&ccedil;&atilde;o do tempo e utilizado como par&acirc;metro farmacodin&acirc;mico para
constru&ccedil;&atilde;o das curvas de morte bacteriana (time-kill curves). Nos experimentos de
time-kill curves est&aacute;ticos, concentra&ccedil;&otilde;es baseadas em m&uacute;ltiplos da MIC na faixa de
0.008–2 mg/L foram utilizadas, enquanto que no din&acirc;mico a meia-vida de elimina&ccedil;&atilde;o
do LEV em humanos foi simulada no sistema in vitro atrav&eacute;s de dilui&ccedil;&atilde;o constante
do caldo de cultura. Resultados e Discuss&atilde;o: Um m&eacute;todo anal&iacute;tico por HPLCfluoresc&ecirc;ncia foi desenvolvido e validado para a quantifica&ccedil;&atilde;o do MXF nas amostras
biol&oacute;gicas. M&eacute;todo anal&iacute;tico tamb&eacute;m foi validado para quantifica&ccedil;&atilde;o do LEV nas
amostras. Os perfis plasm&aacute;ticos e teciduais das duas fluoroquinolonas foram
modelados
simultaneamente
utilizando
modelo
de
tr&ecirc;s
compartimentos
considerando transporte linear (difus&atilde;o passiva) e satur&aacute;vel (cin&eacute;tica de MichaelisMenten). O modelo, que foi o mais adequado para descrever os dados
experimentais, sugere a presen&ccedil;a de transportadores de efluxo na pr&oacute;stata. A
penetra&ccedil;&atilde;o prost&aacute;tica m&eacute;dia do MXF foi significativamente maior que a do LEV (fT =
1.24 vs. 0.78) e foi independente da dose. Em ratos, n&atilde;o foi observada diferen&ccedil;a na
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meia-vida plasm&aacute;tica m&eacute;dia entre LEV (5.0 h) e MXF (4.9 h), embora a meia-vida
tecidual foi ligeiramente maior para o MXF (3.3 vs. 2.3 h). Usando a abordagem
populacional de modelagem PK/PD, modelo de Emax sigmoidal foi utilizado para
descrever o efeito das duas quinolonas frente a E. coli tanto nos experimentos de
concentra&ccedil;&atilde;o est&aacute;tica quanto din&acirc;mica. A compara&ccedil;&atilde;o dos par&acirc;metros PK/PD
estimados mostrou que o MXF apresenta pot&ecirc;ncia superior ao LEV contra a cepa
atrav&eacute;s da compara&ccedil;&atilde;o dos valores de EC50, embora ambos tenham apresentado
efic&aacute;cia compar&aacute;vel (Emax de 1.85 e 1.83 h-1 para MXF e LEV, respectivamente).
Para o LEV, os esquemas posol&oacute;gicos de 500 mg q12 h e 1000 mg q24 h
apresentaram maior efic&aacute;cia no per&iacute;odo de 24 h, pois promoveram a inibi&ccedil;&atilde;o
completa do recrescimento bacteriano observado nos outros dois regimes de dose
testados. Conclus&otilde;es: A correla&ccedil;&atilde;o dos dados de farmacocin&eacute;ticain vivo com os
experimentos de farmacodin&acirc;mica in vitro, seguida da constru&ccedil;&atilde;o do modelo PK/PD
de efeito m&aacute;ximo, possibilitou explorar a rela&ccedil;&atilde;o do efeito antimicrobiano em fun&ccedil;&atilde;o
do tempo baseada em concentra&ccedil;&otilde;es livres esperadas na prostatite.
Palavras-chave:
antimicrobianos;
prostatite;
fluoroquinolonas;
levofloxacino;
moxifloxacino; microdi&aacute;lise; farmacocin&eacute;tica; modelagem PK/PD; Escherichia coli
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ABSTRACT
PK/PD Modeling of the Fluoroquinolones Levofloxacin and Moxifloxacin
Aiming at the Treatment of Prostatitis
Objective:
The
aim
of
this
study
pharmacokinetic/pharmacodynamic (PK/PD) model
was
to
to
describe
develop
the
in
a
vitro
bactericidal effect of the fluoroquinolones levofloxacin (LEV) and moxifloxacin (MXF)
against Escherichia coli based on free concentrations in prostate tissue measured in
vivo. Methods: Pharmacokinetic experiments were conducted in male Wistar rats for
the determination of plasma and free prostate concentrations of LEV (7 mg/kg) and
MXF (6 and 12 mg/kg) after i.v. bolus administration. Blood and tissue dialysate
samples were collected simultaneously in the group of rats previously anesthetized
with urethane to determine the tissue distribution factor (fT). To quantify MXF and
LEV in plasma and dialysate samples obtained after administration of the quinolones,
analytical methods based on HPLC-fluorescence were developed and validated
accordingly. Non-compartmental analysis and compartmental PK modeling of the
data was performed in WinNonlin&reg; and NONMEM&reg; v. 6, respectively. The in vitro
pharmacodynamic experiments were executed by using a system composed of
Mueller-Hinton growth medium in which the test bacterial strain (Escherichia coli
ATCC 25922) was exposed to constant and fluctuating antimicrobial concentrations.
The number of viable colony-forming units (CFU/mL) was determined as a function of
time and used as the pharmacodynamic parameter for construction of bacterial timekill curves. In the static time-kill curves, concentrations in the range of 0.008-2 mg/L
were tested based on multiples of the MIC, whereas in the dynamic time-kill curves
the half-life of LEV in humans was simulated in the in vitro system by stepwise
dilution of the growth medium. Results and Discussion: An HPLC-fluorescence
method was developed and fully validated to quantify MXF in biological fluids. A
method was also validated to determine LEV in the samples. Plasma and prostate
concentrations of both drugs were simultaneously fitted using a three-compartment
model considering linear (passive diffusion) and saturable transport (MichaelisMenten kinetics), suggesting the presence of efflux transporters in the prostate. The
average tissue penetration of MXF in the prostate was significantly higher than that of
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LEV (fT = 1.24 vs. 0.78) and was independent of the dose. In rats, differences in
average plasma half-life between plasma LEV (5.0 h) and MXF (4.9 h) were not
observed, even though the tissue half-life was slightly longer for MXF (3.3 vs. 2.3 h).
Using a population PK/PD modeling approach, a sigmoidal Emax model was used to
describe the effect of the two quinolones against E. coli both in the static as well as in
the dynamic time-kill curves. Comparison of the PK/PD parameter estimates showed
that the in vitro potency of MXF is higher than LEV against the strain tested as shown
by EC50 values, but both presented equivalent efficacy (Emax of 1.85 and 1.83 h-1 for
MXF and LEV, respectively). For LEV, the dosing regimens of 500 mg q12 h and
1,000 mg q24 h showed overall greater efficacy over the 24 h period as they resulted
in complete inhibition of bacterial regrowth observed in the other two dosing
regimens tested. Conclusions: The correlation of in vivo pharmacokinetic data with
in vitro pharmacodynamic experiments, followed by the development of an Emax
PK/PD model, allowed determining the relationship between the bactericidal effect as
a function of time based on free tissue concentrations expected in the site of
infection.
Keywords: antimicrobials, prostatitis; fluoroquinolones; levofloxacin; moxifloxacin;
microdialysis; pharmacokinetics; PK/PD modeling; Escherichia coli; time-kill curves
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Os problemas terap&ecirc;uticos dos antimicrobianos no tratamento da prostatite
est&atilde;o relacionados, de um lado, com o diferente estado biol&oacute;gico dos pat&oacute;genos,
que freq&uuml;entemente est&atilde;o na forma de biofilme, e de outro, com a barreira para
penetra&ccedil;&atilde;o de muitos f&aacute;rmacos na pr&oacute;stata. A prostatite bacteriana, principalmente a
cr&ocirc;nica, &eacute; com freq&uuml;&ecirc;ncia uma condi&ccedil;&atilde;o de dif&iacute;cil tratamento, principalmente devido
&agrave; inadequada penetra&ccedil;&atilde;o dos f&aacute;rmacos no tecido prost&aacute;tico, pois apenas alguns
poucos antimicrobianos s&atilde;o capazes de atravessar a barreira plasma-pr&oacute;stata e
atingir o fluido prost&aacute;tico (NABER &amp; WEIDNER, 2000). Parte dessa dificuldade &eacute;
devida, tamb&eacute;m, &agrave; identifica&ccedil;&atilde;o do pat&oacute;geno, necess&aacute;ria para escolha do
antimicrobiano mais apropriado. Al&eacute;m disso, a recorr&ecirc;ncia da prostatite bacteriana
cr&ocirc;nica &eacute; freq&uuml;ente, sendo a barreira &agrave; penetra&ccedil;&atilde;o de antimicrobianos na gl&acirc;ndula
um dos fatores que contribuem para a persist&ecirc;ncia da infec&ccedil;&atilde;o, al&eacute;m de contribuir
para o desenvolvimento de resist&ecirc;ncia bacteriana (BRUNNER, 2005). Nesse
contexto, o agente terap&ecirc;utico de escolha deve possuir um espectro antibacteriano
apropriado para o microorganismo suspeito e exibir propriedades farmacocin&eacute;ticas
adequadas (DRUSANO et al., 2000).
Os pat&oacute;genos envolvidos na prostatite bacteriana compreendem basicamente
os uropat&oacute;genos mais comuns como as bact&eacute;rias da fam&iacute;lia Enterobacteriaceae,
principalmente Escherichia coli e Klebsiellaspp. (NABER, 2008).
Devido &agrave; terapia antimicrobiana para tratamento da prostatite ser geralmente
definida de forma emp&iacute;rica, &eacute; importante que os f&aacute;rmacos apresentem espectro de
a&ccedil;&atilde;o abrangente. As propriedades farmacocin&eacute;ticas favor&aacute;veis aliadas ao amplo
espectro antibacteriano das fluoroquinolonas fazem com que elas sejam f&aacute;rmacos
de escolha para prostatite bacteriana cr&ocirc;nica (NABER, 2008). Entre as quinolonas
utilizadas no tratamento da prostatite cr&ocirc;nica pode-se citar norfloxacino, ofloxacino,
lomefloxacino, ciprofloxacino, levofloxacino, gatifloxacino e moxifloxacino (NABER &amp;
WEIDNER, 2000; NABER, 2002; WAGENLEHNER &amp; NABER, 2006).
Alguns trabalhos descritos na literatura avaliam a penetra&ccedil;&atilde;o de quinolonas
no tecido prost&aacute;tico em humanos e a comparam &agrave;s concentra&ccedil;&otilde;es plasm&aacute;ticas
(PNG et al., 1997; DRUSANO et al., 2000; NABER et al., 2001; WAGENLEHNER et
al., 2006; GIBERTI et al., 2009). A coleta das amostras &eacute; baseada na bi&oacute;psia ou na
coleta de secre&ccedil;&atilde;o prost&aacute;tica. No entanto, dados obtidos de bi&oacute;psias podem
claramente superestimar as concentra&ccedil;&otilde;es de f&aacute;rmacos que se acumulam no
espa&ccedil;o intracelular do s&iacute;tio alvo e subestimar as concentra&ccedil;&otilde;es daqueles que se
17
equilibram exclusivamente com o fluido intersticial (M&Uuml;LLER et al., 1999). Al&eacute;m
disso, a t&eacute;cnica est&aacute; sujeita a contamina&ccedil;&atilde;o com o f&aacute;rmaco presente no sangue,
levando a resultados pouco conclusivos. N&atilde;o &eacute; relatado na literatura trabalhos que
avaliem as concentra&ccedil;&otilde;es livres de fluoroquinolonas na pr&oacute;stata atrav&eacute;s de
microdi&aacute;lise, sendo essa informa&ccedil;&atilde;o importante para o estabelecimento da
posologia adequada desses f&aacute;rmacos para o tratamento da prostatite.
O uso de concentra&ccedil;&otilde;es plasm&aacute;ticas totais de antimicrobianos e sua
compara&ccedil;&atilde;o ao MIC do pat&oacute;geno de interesse para prever o desfecho cl&iacute;nico da
infec&ccedil;&atilde;o &eacute; atualmente uma abordagem muito questionada, visto que as
concentra&ccedil;&otilde;es do f&aacute;rmaco no plasma nem sempre correspondem aos seus n&iacute;veis
teciduais. Para o β-lact&acirc;mico piperacilina, foi observado que a previs&atilde;o do desfecho
microbiol&oacute;gico baseada na concentra&ccedil;&atilde;o plasm&aacute;tica do f&aacute;rmaco resultou em
significativa superestima&ccedil;&atilde;o da atividade antimicrobiana da piperacilina no local de
infec&ccedil;&atilde;o (ZEITLINGER et al., 2005). Dessa forma, o uso de t&eacute;cnicas que permitam
obter concentra&ccedil;&otilde;es livres do f&aacute;rmaco diretamente no tecido infectado, como a
microdi&aacute;lise, vem sendo encorajado.
A compara&ccedil;&atilde;o da penetra&ccedil;&atilde;o prost&aacute;tica das quinolonas levofloxacino e
moxifloxacino em animais sadios, determinada atrav&eacute;s de microdi&aacute;lise in vivo,
seguida da simula&ccedil;&atilde;o in vitro dessas concentra&ccedil;&otilde;es livres, esperadas ap&oacute;s o uso de
posologias diversas desses f&aacute;rmacos contra E. coli, permitir&aacute; a avalia&ccedil;&atilde;o da
efetividade desses f&aacute;rmacos no tratamento da prostatite, possibilitando indicar a
posologia ideal para cada quinolona investigada. A avalia&ccedil;&atilde;o do efeito das diferentes
posologias dos dois f&aacute;rmacos investigados ser&aacute; conduzida atrav&eacute;s de modelagem
farmacocin&eacute;tica/farmacodin&acirc;mica (PK/PD), que permitir&aacute; a compara&ccedil;&atilde;o entre as
fluoroquinolonas levando em considera&ccedil;&atilde;o n&atilde;o apenas sua pot&ecirc;ncia intr&iacute;nseca
contra a bact&eacute;ria (PD) como tamb&eacute;m sua capacidade de penetra&ccedil;&atilde;o na pr&oacute;stata
(PK).
Nesse sentido, as estrat&eacute;gias de pesquisa propostas nesse projeto, a saber, a
avalia&ccedil;&atilde;o da penetra&ccedil;&atilde;o de fluoroquinolonas em tecido prost&aacute;tico atrav&eacute;s de
microdi&aacute;lise e a modelagem PK/PD do efeito antibacteriano dessas concentra&ccedil;&otilde;es
contra E. coli visando tratamento da prostatite, s&atilde;o in&eacute;ditas na literatura. Portanto, a
proposta representa contribui&ccedil;&atilde;o importante para o melhor entendimento da
farmacocin&eacute;tica de fluoroquinolonas na prostatite e para o uso racional de
antimicrobianos para o tratamento dessa infec&ccedil;&atilde;o.
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OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral
Desenvolver
modelo
farmacocin&eacute;tico-farmadodin&acirc;mico
(PK-PD)
para
comparar a efic&aacute;cia das fluoroquinolonas levofloxacinoemoxifloxacino visando
otimizar o tratamento da prostatite bacteriana.
2.2 Objectivos espec&iacute;ficos

Desenvolver e validar metodologias anal&iacute;ticas robustas para quantifica&ccedil;&atilde;o
delevofloxacinoe moxifloxacinoem plasma e dialisado de tecido atrav&eacute;s de HPLC
com detec&ccedil;&atilde;o por fluoresc&ecirc;ncia

Avaliar a farmacocin&eacute;tica plasm&aacute;tica do levofloxacino e moxifloxacino ap&oacute;s
administra&ccedil;&atilde;o intravenosa em ratos Wistar sadios

Avaliar a farmacocin&eacute;tica tecidual do levofloxacino e moxifloxacinoem pr&oacute;stata
atrav&eacute;s de microdi&aacute;lise em ratos

Comparar
os
par&acirc;metros
farmacocin&eacute;ticos
plasm&aacute;ticos
e
teciduais
do
levofloxacino e moxifloxacino atrav&eacute;s de an&aacute;lise n&atilde;o-compartimental

Estabelecer
modelos
farmacocin&eacute;ticos
para
caracterizar
os
perfis
de
concentra&ccedil;&atilde;o versus tempo do levofloxacino e moxifloxacino em plasma e fluido
intersticial de pr&oacute;stata

Investigar
a
farmacodin&acirc;mica
do
levofloxacino
e
moxifloxacinofrente
a
Escherichia coliutilizando sistema farmacodin&acirc;micoin vitro a fim dese obter
curvas de morte bacteriana em fun&ccedil;&atilde;o do tempo para diferentes doses e
intervalos de dose

Desenvolver modelo farmacocin&eacute;tico-farmacodin&acirc;mico (PK-PD) para avaliar o
efeito das fluoroquinolonas estudadas em fun&ccedil;&atilde;o do tempoa fim de se
estabelecer regimes posol&oacute;gicos equivalentes

Comparar os par&acirc;metros PK-PD obtidos a fim de se estabeler regimes de
dosagem otimizados para cada f&aacute;rmaco
21
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REVIS&Atilde;O DE LITERATURA
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3.1 Prostatite bacteriana: aspectos gerais
As infec&ccedil;&otilde;es do trato urin&aacute;rio s&atilde;o um dos tipos mais comuns de infec&ccedil;&atilde;o
bacteriana. Nos Estados Unidos, estima-se que elas sejam respons&aacute;veis por cerca
de 15% das prescri&ccedil;&otilde;es m&eacute;dicas de antimicrobianos. Embora a maioria dos casos
seja leve e de f&aacute;cil tratamento, existem casos de pacientes com infec&ccedil;&otilde;es
complicadas do trato urin&aacute;rio, havendo o risco de consequ&ecirc;ncias mais graves.
Geralmente as infec&ccedil;&otilde;es do trato urin&aacute;rio tendem a desenvolver maiores
complica&ccedil;&otilde;es em grupos espec&iacute;ficos de pacientes, entre eles pacientes com
diabetes mellitus, insufici&ecirc;ncia renal e imunocomprometidos, homens, mulheres
gr&aacute;vidas, crian&ccedil;as e idosos (MCGREGOR et al., 2008).
A prostatite &eacute; a inflama&ccedil;&atilde;o do tecido prost&aacute;tico resultante de infec&ccedil;&atilde;o ou
alergia. Bact&eacute;rias Gram-positivas e negativas s&atilde;o respons&aacute;veis pela maioria das
infec&ccedil;&otilde;es da pr&oacute;stata, por&eacute;m, essa condi&ccedil;&atilde;o tamb&eacute;m pode ser causada por fungos,
Mycoplasmaspp., v&iacute;rus e outros agentes infecciosos (DRACH, 1975). Dependendo
da dura&ccedil;&atilde;o dos sintomas, a prostatite &eacute; descrita como aguda ou cr&ocirc;nica, sendo que
esta ocorre quando os sintomas est&atilde;o presentes por no m&iacute;nimo 3 meses. A forma
aguda, a qual &eacute; diagnosticada clinicamente e a partir da cultura de urina, pode ser
uma infec&ccedil;&atilde;o bastante s&eacute;ria, geralmente causada por uropat&oacute;genos, ocorrendo dor
local intensa, febre e outros sintomas sist&ecirc;micos. Nesse caso, a antibioticoterapia &eacute;
a etapa essencial do tratamento e deve ser iniciada imediatamente ap&oacute;s ter sido
diagnosticada a doen&ccedil;a. A terapia inicia pela administra&ccedil;&atilde;o parenteral de altas
doses de antimicrobiano bactericida, tal como derivados da penicilina de amplo
espectro, cefalosporina de 3&ordf; gera&ccedil;&atilde;o ou fluoroquinolona. Ap&oacute;s melhora inicial, um
tratamento oral a base de fluoroquinolona por no m&iacute;nimo 4 semanas &eacute; indicado para
combater
a
infec&ccedil;&atilde;o
e
prevenir
o
desenvolvimento
da
forma
cr&ocirc;nica
(WAGENLEHNER et al., 2005).
A prostatite bacteriana cr&ocirc;nica &eacute; a causa mais freq&uuml;ente de infec&ccedil;&otilde;es
urin&aacute;rias recorrentes em homens jovens e de meia-idade, sendo uma doen&ccedil;a
comumente encontrada na pr&aacute;tica urol&oacute;gica, no entanto, de dif&iacute;cil tratamento em
algumas
ocasi&otilde;es.
O
tratamento
geralmente
envolve
doses
di&aacute;rias
de
antimicrobianos por longos per&iacute;odos, sendo que a dura&ccedil;&atilde;o total da terapia da
prostatite cr&ocirc;nica varia de 4-6 semanas. Isso pode resultar em muitos efeitos
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adversos devido ao medicamento utilizado, bem como o surgimento de resist&ecirc;ncia
bacteriana (LEE et al., 2005; WAGENLEHNER &amp; NABER, 2006).
Os tipos de pat&oacute;genos envolvidos na prostatite bacteriana compreendem
basicamente
os
uropat&oacute;genos
mais
principalmente
Escherichia
Enterobacteriaceae,
comuns.
coli
Bact&eacute;rias
e
da
fam&iacute;lia
Klebsiellaspp.,
est&atilde;o
freq&uuml;entemente envolvidas como agentes causadores de prostatite bacteriana
(NABER, 2008). S&atilde;o considerados pat&oacute;genos menos importantes Enterococcusspp.,
Proteusspp., Serratiaspp. e Pseudomonas aeruginosa. &Eacute; reconhecido que o
surgimento de uropat&oacute;genos resistentes, entre eles E. coli, contribuiu para a maior
complica&ccedil;&atilde;o dos casos de prostatite bacteriana (NABER &amp; WEIDNER, 2000,
GIBERTI et al., 2009).
3.2 Antimicrobianos no tratamento da prostatite
Em raz&atilde;o do seu perfil farmacocin&eacute;tico favor&aacute;vel e amplo espectro de
atividade, as fluoroquinolonas s&atilde;o consideradas atualmente f&aacute;rmacos de escolha
para tratamento da prostatite bacteriana aguda e cr&ocirc;nica (CHARALABOPOULOS et
al., 2003; GIBERTI et al., 2009).
Os antimicrobianos β-lact&acirc;micos em geral possuem baixa penetra&ccedil;&atilde;o no
fluido prost&aacute;tico, com exce&ccedil;&atilde;o de algumas cefalosporinas. Por outro lado, as
quinolonas apresentam boa a excelente penetra&ccedil;&atilde;o tanto no fluido prost&aacute;tico quanto
no tecido (CHARALABOPOULOS et al., 2003), sendo geralmente utilizadas no
tratamento da prostatite bacteriana aguda e cr&ocirc;nica (KUNISHIMA et al., 2008).
H&aacute; uma grande variabilidade na capacidade de penetra&ccedil;&atilde;o das quinolonas no
tecido prost&aacute;tico, sendo que esse fato depende de diversos fatores f&iacute;sico-qu&iacute;micos e
farmacocin&eacute;ticos, tais como solubilidade lip&iacute;dica, constante de dissocia&ccedil;&atilde;o (pKa) e
liga&ccedil;&atilde;o &agrave;s prote&iacute;nas. Quinolonas mais lipof&iacute;licas, como gatifloxacino e moxifloxacino,
tendem a distribuir-se de forma mais eficiente e acumular-se nas c&eacute;lulas/tecidos por
difus&atilde;o passiva pelas membranas lip&iacute;dicas. Essas duas quinolonas, por exemplo,
apresentaram maior penetra&ccedil;&atilde;o no humor aquoso de humanos em rela&ccedil;&atilde;o ao
ciprofloxacino, que &eacute; mais hidrof&iacute;lico. As quinolonas olamufloxacino e grepafloxacino
apresentam acumula&ccedil;&atilde;o no pulm&atilde;o de ratos, atingindo raz&otilde;es tecido/plasma bem
superiores &agrave;s obtidas pelo ciprofloxacino (PERLETTI et al., 2009).
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As fluoroquinolonas, como ciprofloxacino, levofloxacino e moxifloxacino
(Figura 1), atuam atrav&eacute;s da inibi&ccedil;&atilde;o de duas enzimas bacterianas essenciais, a
DNA girase e a DNA topoisomerase IV, respons&aacute;veis pela super-helicoidiza&ccedil;&atilde;o e
replica&ccedil;&atilde;o do DNA da c&eacute;lula. Ambas as enzimas s&atilde;o necess&aacute;rias para o
crescimento bacteriano e divis&atilde;o celular. Assim, as fluoroquinolonas s&atilde;o potentes
agentes bactericidas. Essa classe de antimicrobianos vem sendo usada por d&eacute;cadas
no tratamento de infec&ccedil;&otilde;es do trato urin&aacute;rio, incluindo prostatite, em raz&atilde;o da sua
efic&aacute;cia cl&iacute;nica (DRLICA &amp; ZHAO, 1997; WAGENLEHNER &amp; NABER, 2005).
Figura 1. Estrutura qu&iacute;mica das fluoroquinolonas levofloxacino (LEV) e moxifloxacino
(MOX)
3.3 Aspectos farmacocin&eacute;ticos de fluoroquinolonas
O moxifloxacino (fluoroquinolona de 4&ordf; gera&ccedil;&atilde;o) foi aprovado em 1999 para
tratamento de infec&ccedil;&otilde;es do trato respirat&oacute;rio, pele e tecidos moles. Ressalta-se que
trabalhos (WAGENLEHNER et al., 2006; PERLETTI et al., 2009) sugerem que o
moxifloxacino &eacute; um f&aacute;rmaco promissor no tratamento da prostatite bacteriana,
apesar de n&atilde;o ter aprova&ccedil;&atilde;o das ag&ecirc;ncias regulat&oacute;rias para essa indica&ccedil;&atilde;o, por
duas raz&otilde;es principais. A primeira delas &eacute; sua excelente capacidade de penetrar na
pr&oacute;stata. Ap&oacute;s infus&atilde;o i.v. de 400 mg em humanos, o f&aacute;rmaco atinge n&iacute;veis no
tecido que excedem os valores de MIC dos pat&oacute;genos mais importantes. A
tend&ecirc;ncia &agrave; acumula&ccedil;&atilde;o nesse &oacute;rg&atilde;o &eacute; evidenciada pela rela&ccedil;&atilde;o secre&ccedil;&atilde;o
prost&aacute;tica/plasma de 1,57, sendo relatada tamb&eacute;m concentra&ccedil;&otilde;es teciduais duas
vezes maiores do que no plasma. Esses valores de penetra&ccedil;&atilde;o prost&aacute;tica s&atilde;o
maiores do que os obtidos para outras quinolonas mais antigas, como norfloxacino
(raz&atilde;o 0,1) e ciprofloxacino (raz&atilde;o 0,2). A outra raz&atilde;o &eacute; o espectro de atividade
estendido para bact&eacute;rias at&iacute;picas e anaer&oacute;bias. A alta rela&ccedil;&atilde;o tecido/plasma do
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moxifloxacino associada ao amplo espectro antibacteriano pode explicar a maior
efic&aacute;cia desse f&aacute;rmaco comparado as fluoroquinolonas de 2&ordf; e 3&ordf; gera&ccedil;&atilde;o no
tratamento da prostatite bacteriana aguda e cr&ocirc;nica (WAGENLEHNER et al., 2006;
PERLETTI et al., 2009).
Em um estudo da penetra&ccedil;&atilde;o tecidual do moxifloxacino em volunt&aacute;rios
sadios, determinada por microdi&aacute;lise, observou-se que a fra&ccedil;&atilde;o livre do f&aacute;rmaco
presente no plasma reflete bem as concentra&ccedil;&otilde;es no fluido intersticial do tecido
adiposo e do trato respirat&oacute;rio. O estudo indicou tamb&eacute;m que o f&aacute;rmaco possui uma
penetra&ccedil;&atilde;o preferencial por les&otilde;es inflamadas (M&Uuml;LLER et al., 1999).
O levofloxacino &eacute; uma fluoroquinolona de 3&ordf; gera&ccedil;&atilde;o de uso sist&ecirc;mico que
possui boa atividade contra os pat&oacute;genos que causam a grande maioria das
infec&ccedil;&otilde;es da pr&oacute;stata. Em homens com prostatite bacteriana cr&ocirc;nica tratados por 28
dias com dose &uacute;nica oral di&aacute;ria de 500 mg de levofloxacino, a efic&aacute;cia cl&iacute;nica e
bacteriol&oacute;gica foi similar a do ciprofloxacino 500 mg duas vezes ao dia. A penetra&ccedil;&atilde;o
do
levofloxacino
na
pr&oacute;stata
de
pacientes,
determinada
pela
raz&atilde;o
AUCtecido/AUCplasma, foi de 2,96, indicando que o f&aacute;rmaco penetra adequadamente no
tecido e que deveria ser avaliado para a terapia da prostatite (DRUSANO et al.,
2000). O f&aacute;rmaco foi aprovado em 2003 nos EUA para tratamento dessa doen&ccedil;a
quando causada pelos microorganismos
E. coli, Enterococcus faecalis
e
Streptococcus epidermidis (CROOM &amp; GOA, 2003).
Para o ciprofloxacino (fluoroquinolona de 2&ordf; gera&ccedil;&atilde;o), f&aacute;rmaco at&eacute; ent&atilde;o de
primeira escolha para o tratamento da prostatite, a rela&ccedil;&atilde;o entre as concentra&ccedil;&otilde;es
pr&oacute;stata/plasma encontrada foi de 0,70 ap&oacute;s ingest&atilde;o oral de 250 mg em humanos
(PNG et al., 1997). Em um estudo prospectivo com grupo de pacientes que
apresentavam sintomas de prostatite cr&ocirc;nica, o ciprofloxacino foi o antimicrobiano
mais comumente prescrito (PANAGOPOULOS et al., 2009). A terapia com
levofloxacino 500 mg uma vez ao dia, durante 28 dias, mostrou-se t&atilde;o eficaz e bem
tolerada quanto o ciprofloxacino 500 mg duas vezes ao dia, com penetra&ccedil;&atilde;o
prost&aacute;tica significantemente maior (NABER, 2008).
A penetra&ccedil;&atilde;o do levofloxacino no tecido pulmonar de humanos foi
determinada por microdi&aacute;lise. As concentra&ccedil;&otilde;es livres do f&aacute;rmaco no fluido
intersticial de tecido pulmonar foram comparadas aos n&iacute;veis atingidos no plasma,
m&uacute;sculo e tecido adiposo subcut&acirc;neo (HUTSCHALA et al., 2005; ZEITLINGER et
al., 2007). A t&eacute;cnica &eacute; descrita tamb&eacute;m para determina&ccedil;&atilde;o das concentra&ccedil;&otilde;es do
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levofloxacino em pulm&atilde;o de ratos ap&oacute;s infus&atilde;o intravenosa (MARCHAND et al.,
2008). A microdi&aacute;lise foi usada para avaliar as concentra&ccedil;&otilde;es livres de ciprofloxacino
em pele, m&uacute;sculo esquel&eacute;tico e tecido adiposo subcut&acirc;neo de volunt&aacute;rios humanos
(BRUNNER et al., 2002; BIELECKA-GRZELA &amp; KLIMOWICZ, 2005) e para
determina&ccedil;&atilde;o da fra&ccedil;&atilde;o n&atilde;o-ligada &agrave; prote&iacute;nas em plasma e fluido extracelular de
pele de ratos (TSAI &amp; WU, 2001; SAMMETA et al., 2009).
3.4 Microdi&aacute;lise tecidual
A microdi&aacute;lise &eacute; uma t&eacute;cnica semi-invasiva que permite a determina&ccedil;&atilde;o da
fra&ccedil;&atilde;o de f&aacute;rmaco n&atilde;o ligada a prote&iacute;nas (farmacologicamente ativa) no fluido
intersticial, que &eacute; o local alvo para maioria das infec&ccedil;&otilde;es bacterianas (JOUKHADAR
et al., 2001). As concentra&ccedil;&otilde;es livres locais de f&aacute;rmacos em tecidos espec&iacute;ficos do
organismo podem ser diferentes daquelas encontradas na circula&ccedil;&atilde;o sist&ecirc;mica e,
possivelmente, mais representativas da penetra&ccedil;&atilde;o dos f&aacute;rmacos no s&iacute;tio de a&ccedil;&atilde;o
(ELMQUIST &amp; SAWCHUK, 2000). A t&eacute;cnica consiste basicamente na implanta&ccedil;&atilde;o
de uma pequena sonda no tecido a ser estudado, que &eacute; continuamente irrigada com
l&iacute;quido de perfus&atilde;o. A parte da sonda que fica em contato direto com o &oacute;rg&atilde;o possui
uma membrana semiperme&aacute;vel, que funciona como um filtro, impedindo a
passagem de mol&eacute;culas maiores que seu cut off para o l&iacute;quido de perfus&atilde;o. O fluido
de perfus&atilde;o (perfundido), geralmente uma solu&ccedil;&atilde;o fisiologicamente relevante, passa
pela sonda a um fluxo baixo e constante (1-10 &micro;L/min). Apenas mol&eacute;culas
pequenas, n&atilde;o ligadas a prote&iacute;nas, presentes no fluido intersticial sofrem difus&atilde;o
passiva pela membrana e s&atilde;o recolhidas pelo perfundido. O l&iacute;quido recolhido pela
outra extremidade da sonda &eacute; chamado de dialisado (BRUNNER &amp; DERENDORF,
2006; CHAURASIA et al., 2007).
A microdi&aacute;lise se destaca por ser uma ferramenta bastante utilizada para
estudar a farmacocin&eacute;tica tecidual de f&aacute;rmacos, especialmente antimicrobianos. A
localiza&ccedil;&atilde;o da sonda no espa&ccedil;o intersticial, aliada &agrave;s propriedades da membrana,
possibilita o acesso seletivo &agrave; fra&ccedil;&atilde;o livre do antimicrobiano. Nosso grupo vem
utilizando a t&eacute;cnica para estudar a penetra&ccedil;&atilde;o de antibacterianos e antif&uacute;ngicos nos
mais diversos &oacute;rg&atilde;os, destacando-se o estudo da penetra&ccedil;&atilde;o das quinolonas
norfloxacino em m&uacute;sculo esquel&eacute;tico (FREDDO &amp; DALLA COSTA, 2002) e
gatifloxacino em m&uacute;sculo e pulm&atilde;o de ratos (TASSO et al., 2008).
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A t&eacute;cnica de microdi&aacute;lise foi empregada para avaliar a farmacocin&eacute;tica e o
metabolismo do calcitriol na pr&oacute;stata de ratos, com o objetivo de investigar in vivo a
capacidade da subst&acirc;ncia de inibir o crescimento de tumores prost&aacute;ticos (KONETY
et al., 2002). A microdi&aacute;lise tamb&eacute;m foi utilizada para estudar a libera&ccedil;&atilde;o de ATP e
&oacute;xido n&iacute;trico a partir da pr&oacute;stata de ratos ap&oacute;s estimula&ccedil;&atilde;o do receptor adren&eacute;rgico
(MUNCH et al., 2009). N&atilde;o h&aacute; relatos na literatura de utiliza&ccedil;&atilde;o da microdi&aacute;lise para
avaliar a penetra&ccedil;&atilde;o prost&aacute;tica de antimicrobianos.
3.5 Modelagem PK/PD de antimicrobianos
A modelagem PK/PD &eacute; uma abordagem inovadora que pode racionalizar o
desenvolvimento de f&aacute;rmacos e ajudar na tomada de decis&otilde;es importantes,
incluindo o delineamento do regime de dosagem ideal (SCHMIDT et al., 2008). Os
modelos PK/PD s&atilde;o aplicados na simula&ccedil;&atilde;o e previs&atilde;o de efeito, assim como na
otimiza&ccedil;&atilde;o de posologias para diversos f&aacute;rmacos, atrav&eacute;s da combina&ccedil;&atilde;o de
par&acirc;metros farmacocin&eacute;ticos e propriedades farmacodin&acirc;micas. A compara&ccedil;&atilde;o das
time-kill curves (curvas de morte bacteriana) de antimicrobianos contra diferentes
cepas bacterianas em modelos de infec&ccedil;&atilde;o in vitro ou de diferentes antimicrobianos
contra a mesma bact&eacute;ria, nos quais diferentes perfis farmacocin&eacute;ticos do f&aacute;rmaco
livre, obtidos atrav&eacute;s de estudos de microdi&aacute;lise tecidual, podem ser simulados,
permite a determina&ccedil;&atilde;o de par&acirc;metros PK/PD como EC 50 (concentra&ccedil;&atilde;o necess&aacute;ria
para 50% do efeito m&aacute;ximo) e kmax (m&aacute;xima velocidade de morte bacteriana). Esses
par&acirc;metros servem n&atilde;o apenas para descrever o efeito de cada antimicrobiano e
comparar os efeitos de diferentes f&aacute;rmacos de modo sistem&aacute;tico como tamb&eacute;m para
realizar simula&ccedil;&otilde;es de posologias n&atilde;o investigadas, permitindo a compara&ccedil;&atilde;o da
efic&aacute;cia antibacteriana de diferentes mol&eacute;culas e regimes de dosagem, levando a
uma abordagem mais racional e a otimiza&ccedil;&atilde;o dos tratamentos (LIU et al., 2005).
Algumas avalia&ccedil;&otilde;es da rela&ccedil;&atilde;o PK/PD de quinolonas est&atilde;o descritas na
literatura. Nenhum estudo de modelagem PK/PD de quinolonas, no entanto, est&aacute;
descrito visando o tratamento da prostatite. A farmacocin&eacute;tica e a penetra&ccedil;&atilde;o
prost&aacute;tica do ciprofloxacino e norfloxacino foram avaliadas em c&atilde;es. As
concentra&ccedil;&otilde;es nos fluido prost&aacute;tico foram menores do que plasma para ambos os
f&aacute;rmacos. A avalia&ccedil;&atilde;o de &iacute;ndices PK/PD, como AUC/MIC e Cmax/MIC, foram &uacute;teis
para prever o efeito bacteriol&oacute;gico das fluoroquinolonas e indicar o regime de
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dosagem mais favor&aacute;vel (ALBARELLOS et al., 2006). Estudo de PK/PD do
levofloxacino e moxifloxacino foi realizado atrav&eacute;s da simula&ccedil;&atilde;o das concentra&ccedil;&otilde;es
determinadas no plasma e tecido pulmonar de humanos em modelo in vitro de um
compartimento. Os microorganismos usados para avalia&ccedil;&atilde;o do efeito antibacteriano
das quinolonas foram S. pneumoniae, S. aureus e K. pneumoniae (SCHUBERT et
al., 2005).
Al&eacute;m das propriedades farmacocin&eacute;ticas, tais como penetra&ccedil;&atilde;o tecidual e
velocidade de elimina&ccedil;&atilde;o, a susceptibilidade do pat&oacute;geno respons&aacute;vel pela infe&ccedil;&atilde;o
aos f&aacute;rmacos comumente utilizados &eacute; aspecto igualmente importante a ser
considerado na escolha do antimicrobiano e regime de dose ideais. A Figura
2mostra a distribui&ccedil;&atilde;o dos valores de concentra&ccedil;&atilde;o inibit&oacute;ria m&iacute;nima (MIC) das
quinolonas moxifloxacino e levofloxacino contra E. coli retirados da literatura. &Eacute;
poss&iacute;velnotar que a maioria das cepas apresentam susceptibilidade elevada aos
antimicrobianos, visto os baixos valores de MIC. No entanto, na por&ccedil;&atilde;o mais &agrave;
direita da distribui&ccedil;&atilde;o, nota-se a presen&ccedil;a de subpopula&ccedil;&otilde;es que apresenta altos
valores de MIC, que deve-se a exist&ecirc;ncia de isolados cl&iacute;nicos multirresistentes a
quinolonas. O valor de MIC breakpoint de susceptibilidade de Enterobacteriaceae
para LEV e MXF &eacute; de ≤ 1 mg/L e ≤ 0.5 mg/L, respectivamente (EUCAST, 2013).
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Figura 2. Distribui&ccedil;&atilde;o da MIC das fluoroquinolonas levofloxacino e moxifloxacino
contra Escherichia coli na faixa de 0.002–512 mg/L (dados dispon&iacute;veis em:
http://mic.eucast.org/Eucast2/)
A parte experimental deste trabalho, incluindo breve revis&atilde;ode cada tema,
materiais e m&eacute;todos, resultados e discuss&atilde;o, foi dividida em quatro cap&iacute;tulos, sendo
cada um correspondente a um artigo cient&iacute;fico. Os artigos encontram-se na
sequ&ecirc;ncia no texto conforme a seguir.

Cap&iacute;tulo 1
&quot;Fast and Sensitive RP-HPLC-Fluorescence Method for the Quantitative Analysis of
Moxifloxacin in Rat Plasma and its Application to a Pre-Clinical Pharmacokinetic
Study&quot;
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ABSTRACT
A fast, simple and sensitive RP-HPLC method has been developed and validated for
the determination of moxifloxacin (MXF) in rat plasma. MXF and gatifloxacin (internal
standard, IS) were extracted from plasma by single step protein precipitation with
acidified acetonitrile. Chromatographic separation was accomplished in less than 8
min on an Atlantis&reg; T3 column with 0.4% aqueous triethylamine–methanol–
acetonitrile (60:35:5, v/v/v) solution as mobile phase at a flow rate of 1 mL min -1.
Detection was achieved by fluorescence (λexcitation = 295 nm, λemission = 500 nm) and
the calibration curves were found to be linear over the plasma concentration range of
10–2,500 ng mL-1 with a mean correlation coefficient (r2) of 0.9998 (n = 6). The intraand inter-day precision was less than 2.4 and 3.3%, respectively, and the accuracy
was within &plusmn; 8.1%. The mean extraction recoveries for MXF and IS from plasma were
77 and 82%, respectively. The method was also validated for specificity, sensitivity,
and stability; all the results were within the acceptable range. The proposed method
was then successfully applied to the quantitative analysis of MXF in rat plasma
samples, being a valuable and high-throughput assay to support ongoing
pharmacokinetic studies on this promising anti-infective agent.
Keywords: Moxifloxacin; Rat plasma; Validation; Pharmacokinetics; RP-HPLC;
Fluoroquinolones
Running Title: RP-HPLC method for analysis of moxifloxacin in plasma
Highlights

An efficient and reliable method for moxifloxacin assay in rat plasma is
presented

The method has numerous advantages over previously reported assays

The method was successfully applied to study moxifloxacin pharmacokinetics
in rats
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ABSTRACT
Levofloxacin is a third-generation fluoroquinolone used in the treatment of both acute
and chronic bacterial prostatitis. Currently the treatment of bacterial prostatitis is still
difficult especially due to the poor distribution of many antimicrobials into the
prostate, thus preventing the drug to reach effective interstitial concentrations at the
infection site. Recent studies have shown that newer generation fluoroquinolones,
such as levofloxacin and moxifloxacin, are able to penetrate into the prostate tissue
in a more significant extent compared to older quinolones and to other antimicrobial
agents such as β-lactams and cephalosporins. In the present study we compared the
unbound levofloxacin prostate tissue concentrations measured by microdialysis to
those in plasma after a 7 mg/kg i.v. bolus dose to Wistar rats. Plasma and dialysate
samples were analyzed using a validated HPLC-fluorescence method. Both noncompartmental analysis (WinNonlin v. 5.3) and population-based compartmental
modeling (NONMEM 6) were performed. Unbound prostate tissue concentrations
represented 78% of unbound plasma levels over a period of 12 h by comparing the
extent of exposure (AUC0-∞) of 11.7 and 4.8 h∙&micro;g/mL in plasma and tissue,
respectively. A three-compartment model with simultaneous passive diffusion and
saturable distribution kinetics from the prostate tissue to the central compartment
gave the best results in terms of curve fitting, precision of parameter estimates, and
model stability. The following parameter values were estimated by the population
model: V1 (0.38 L), CL (0.22 L/h), k12(2.27 h-1), k21 (1.44 h-1), k13 (0.69 h-1), Vmax (7.19
&micro;g/h), kM (0.35 &micro;g/mL), V3/fuprostate (0.05 L), and k31 (3.67 h-1). The inter-individual
variability values (% CV) for V1, CL, Vmax, and kM were 21, 37, 42, and 76%,
respectively. Our results suggest that levofloxacin is likely to be substrate for efflux
transporters in the prostate.
Keywords: Fluoroquinolones; Levofloxacin; Prostate distribution; Microdialysis;
Population pharmacokinetics; NONMEM
Running Head: Unbound levofloxacin concentrations in rat prostate
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Study Highlights

First study reporting the tissue distribution of a fluoroquinolone in the prostate
using the selectivity of the microdialysis technique;

The feasibility of microdialysis to investigate rodents prostate penetration of
antimicrobial agents was evidenced;

The pharmacokinetics of unbound levofloxacin concentrations in plasma and
tissue were compared by both non-compartmental approach and population
pharmacokinetic modeling;

The pharmacokinetic parameters were successfully estimated by the
population PK model, which was also capable of identify the sources of interindividual variability in the kinetic disposition of levofloxacin and quantify the
unexplained residual variability;

The proposed PK model allows the prediction of optimal doses to reach target
AUCtissue/MIC ratios to treat prostatitis.
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ABSTRACT
Moxifloxacin is reported to have an increased distribution into the prostate compared
with older quinolones such as norfloxacin and ciprofloxacin, being able to reach
tissue-to-plasma concentration ratios greater than unity. However, most of these
studies use tissue homogenates derived from biopsy samples, which can lead to
overestimation of free concentrations as quinolones tend to accumulate in the
intracellular space. The aim of this study is to investigate moxifloxacin
pharmacokinetics (PK) in rat prostate interstitial fluid (ISF) by means of microdialysis.
Tissue PK was performed by implanting a small microdialysis catheter in the prostate
gland. Blood samples were simultaneously collected for assessing plasma PK.
Analysis of plasma (N=154) and microdialysis (N=344) concentrations obtained after
a single intravenous dose of 6 and 12 mg/kg moxifloxacin was conducted in the
nonlinear mixed effect modeling software NONMEM v. 6 as well by noncompartmental approach. Moxifloxacin showed a significant tissue distribution in the
prostate (AUCprostate,ISF/fu∙AUCplasma = 1.24 &plusmn; 0.37), 59% higher than the value
obtained for levofloxacin in a previous study. A 3-compartment model with nonlinear
kinetics could adequately describe moxifloxacin PK in terms of curve fitting and
precision in parameter estimation. The developed PK model indicates that passive
diffusion and active transport are the mechanisms involved in the distribution of
moxifloxacin within the prostate. These findings suggest that moxifloxacin could be a
better alternative to levofloxacin for the treatment of chronic bacterial prostatitis due
to its enhanced tissue penetration and higher AUCtissue/MIC ratios, even though it is
not yet approved by the U.S. FDA for this indication.
Keywords:
Moxifloxacin;
Fluoroquinolones;
Pharmacokinetics;
Prostate; Tissue distribution; NONMEM
Running Head: Moxifloxacin penetration into rat prostate
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ABSTRACT
Bacterial prostatitis is a major cause of recurrent urinary tract infections and still is a
tricky condition to treat especially due to poor distribution of many antimicrobials into
the prostate. The impact of unbound drug concentrations in prostate tissue on the
effect against commonly found pathogens, however, has not been still addressed in
biomedical
research.
This
work
focused
on
establishing
a
pharmacokinetic/pharmacodynamic (PK/PD) model to predict the bacterial-killing
effect vs. time of two fluoroquinolones, levofloxacin (LVF) and moxifloxacin (MXF),
based on free interstitial levels measured in prostate. The time-kill curve experiments
were conducted in an in vitro infection model with Escherichia coli ATCC 25922 as
test strain, in which static and dynamic antimicrobial concentrations were simulated
and the number of viable bacteria was assessed within 24 h. PK parameters from
human data sets for typical treatment regimens were used to predict free
concentrations in prostate which were then simulated in the infection model in vitro. A
susceptibility-based two-subpopulation model could fit both static and dynamic data
with adequate precision in parameter estimation. MXF EC50 was 1.2-fold higher than
LVF (0.285 vs. 0.342 mg/L) although Emax values were comparable for both drugs
(1.85 vs. 1.83 1/h), evidencing the higher potency of MXF against the E. coli test
strain. Our findings suggest that LVF 500 mg q12 h might be effective to eradicate
the prostate infection caused by susceptible bacteria, but not for resistant strains
based on target fAUC0-24/MIC ratios.
Keywords: Fluoroquinolones; Prostatitis; PK/PD modeling; Time-kill curves;
Escherichia coli
Running Head: PK/PD model for Fluoroquinolones against E. coli
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Os
estudos
de
farmacocin&eacute;tica
tecidual
t&ecirc;m
sido
cada
vez mais
recomendados em virtude das concentra&ccedil;&otilde;es de f&aacute;rmaco no local de a&ccedil;&atilde;o serem
mais representativas que a concentra&ccedil;&atilde;o presente na circula&ccedil;&atilde;o sist&ecirc;mica,
especialmente no caso de antimicrobianos, em que o local de infec&ccedil;&atilde;o geralmente &eacute;
o fluido intersticial. Nesse sentido, a microdi&aacute;lise tornou-se recentemente a principal
ferramenta na determina&ccedil;&atilde;o da fra&ccedil;&atilde;o n&atilde;o-ligada (farmacologicamente ativa) de
f&aacute;rmacos no local de a&ccedil;&atilde;o com aplica&ccedil;&atilde;o em estudos de farmacocin&eacute;tica.
No presente trabalho, inicialmente foram estabelecidos os m&eacute;todos anal&iacute;ticos
para determina&ccedil;&atilde;o das fluoroquinolonas levofloxacino e moxifloxacino em plasma e
dialisado de tecido. Durante a etapa de desenvolvimento, buscaram-se m&eacute;todos
simples, r&aacute;pidos e sens&iacute;veis, visando sua aplica&ccedil;&atilde;o na quantifica&ccedil;&atilde;o das amostras
obtidas nos estudos de farmacocin&eacute;tica em ratos. Os m&eacute;todos desenvolvidos foram
posteriormente validados de acordo com os guias atuais de valida&ccedil;&atilde;o de m&eacute;todos
anal&iacute;ticos aplicados a amostras biol&oacute;gicas. Os resultados do m&eacute;todo desenvolvido
para quantifica&ccedil;&atilde;o de moxifloxacino em plasma de rato foram organizados em um
artigo cient&iacute;fico e s&atilde;o apresentados no Cap&iacute;tulo 1. A metodologia proposta mostrouse adequada para a aplica&ccedil;&atilde;o pretendida e foi adotada nas etapas seguintes de
quantifica&ccedil;&atilde;o do moxifloxacino em plasma e dialisado de tecido.
Iniciaram-se os estudos de farmacocin&eacute;tica com o levofloxacino, em raz&atilde;o da
disponibilidade do f&aacute;rmaco. O estudo de cin&eacute;tica do levofloxacino foi conduzido em
ratos Wistar macho sadios, com peso entre 0,25–0,35 kg, com administra&ccedil;&atilde;o do
f&aacute;rmaco em dose &uacute;nica intravenosa de 7 mg/kg. A determina&ccedil;&atilde;o das concentra&ccedil;&otilde;es
livres teciduais do f&aacute;rmaco na pr&oacute;stata dos animais foi realizada atrav&eacute;s de
microdi&aacute;lise. Ap&oacute;s an&aacute;lise dos dados de plasma e tecido, foram calculados os
par&acirc;metros farmacocin&eacute;ticos para o levofloxacino no grupo de animais. Ap&oacute;s dose
i.v. bolus, o levofloxacino apresentou um decaimento das concentra&ccedil;&otilde;es plasm&aacute;ticas
biexponencial, t&iacute;pica de f&aacute;rmacos que seguem modelo de 2 compartimentos, sendo
uma queda inicial mais r&aacute;pida, que representa a fase de distribui&ccedil;&atilde;o, e uma fase
terminal mais lenta, que representa o processo de elimina&ccedil;&atilde;o do f&aacute;rmaco. Esses
dados podem ser visto no Cap&iacute;tulo 2. Ap&oacute;s corre&ccedil;&atilde;o das concentra&ccedil;&otilde;es plasm&aacute;ticas
totais pela fra&ccedil;&atilde;o do f&aacute;rmaco n&atilde;o-ligada a prote&iacute;nas, o levofloxacino apresentou um
fator de penetra&ccedil;&atilde;o tecidual m&eacute;dio (fT) na pr&oacute;stata de 0.78, indicando que os n&iacute;veis
teciduais livres s&atilde;o menores que as concentra&ccedil;&otilde;es livres no plasma. No caso de
f&aacute;rmacos em que a concentra&ccedil;&atilde;o plasm&aacute;tica n&atilde;o-ligada est&aacute; em equil&iacute;brio com a
137
concentra&ccedil;&atilde;o livre no tecido, o valor de fT deve ser pr&oacute;ximo a 1. Diferen&ccedil;as em
rela&ccedil;&atilde;o a esse valor indicam a presen&ccedil;a de transporte ativo do f&aacute;rmaco a partir do
compartimento central para os tecidos, que n&atilde;o ocorre somente por difus&atilde;o passiva.
Nos dados do levofloxacino em pr&oacute;stata de ratos, observou-se que os n&iacute;veis
no tecido s&atilde;o em m&eacute;dia 22% inferiores &agrave;s concentra&ccedil;&otilde;es plasm&aacute;ticas. Esse
resultado levou a hipotetizar o(s) mecanismo(s) envolvido(s) na distribui&ccedil;&atilde;o do
f&aacute;rmaco entre o plasma e o tecido. Uma das hip&oacute;teses foi a presen&ccedil;a de
transportadores de efluxo presentes no tecido que teriam a fun&ccedil;&atilde;o de transportar o
f&aacute;rmaco de volta para a circula&ccedil;&atilde;o, levando, portanto, a concentra&ccedil;&otilde;es teciduais
menores do que as esperadas. Al&eacute;m disso, &eacute; relatado que as quinolonas s&atilde;o
substratos para alguns transportadores de efluxo de membrana, tais como P-gp e
transportadores MRT (multi-drug resistance transporters), sendo que esse efeito j&aacute;
foi observado in vivo para quinolonas na barreira hematoencef&aacute;lica e em estudos in
vitro com c&eacute;lulas que expressam esses transportadores.
A etapa seguinte foi desenvolver um modelo farmacocin&eacute;tico na tentativa de
descrever simultaneamente as concentra&ccedil;&otilde;es do levofloxacino no plasma e tecido
prost&aacute;tico, levando em conta mais de um compartimento e a presen&ccedil;a de difus&atilde;o
passiva entre plasma–tecido e poss&iacute;veis transportadores de efluxo, que seguem
cin&eacute;tica n&atilde;o-linear e s&atilde;o, portanto, sujeitos&agrave; satura&ccedil;&atilde;o pelo f&aacute;rmaco. A partir disso
foi proposto um modelo de 3 compartimentos com cin&eacute;tica de primeira ordem e
adicionada uma etapa n&atilde;o-linear, seguindo cin&eacute;tica de Michaelis-Menten, no retorno
do f&aacute;rmaco do tecido para o compartimento central. Esses resultados est&atilde;o
apresentados no Cap&iacute;tulo 2. Esse modelo foi capaz de fazer o ajuste matem&aacute;tico
dos perfis plasm&aacute;ticos e teciduais e mostrou-se adequado para descrever os dados
quando os valores observados foram comparados aos perfis baseados em
simula&ccedil;&otilde;es (Figura 3, Cap&iacute;tulo 2). O modelo farmacocin&eacute;tico desenvolvido com base
na fisiologia
possibilita
simula&ccedil;&atilde;o
de concentra&ccedil;&otilde;es livres
prost&aacute;ticas do
levofloxacino para doses n&atilde;o investigadas, incluindo regimes de dose m&uacute;ltipla.
Esses dados de simula&ccedil;&otilde;es podem ser comparados aos valores de MIC do
pat&oacute;geno de interesse a fim de se verificar se determinado esquema posol&oacute;gico gera
concentra&ccedil;&otilde;es efetivas (acima do MIC), possibilitando um melhor delineamento do
tratamento para a prostatite bacteriana.
O moxifloxacino foi a segunda fluoroquinolona escolhida para estudo,
principalmente por ser um f&aacute;rmaco mais recente, de 4&ordf; gera&ccedil;&atilde;o, que possui espectro
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de atividade mais amplo do que as quinolonas mais antigas, sendo eficaz tamb&eacute;m
contra alguns pat&oacute;genos Gram-positivos e anaer&oacute;bicos. Al&eacute;m disso, artigos relatam
que o moxifloxacino, por sua maior lipofilicidade em rela&ccedil;&atilde;o ao ciprofloxacino ou
norfloxacino, possui maior capacidade de distribui&ccedil;&atilde;o nos tecidos, podendo atingir
concentra&ccedil;&otilde;es at&eacute; maiores do que no plasma em algumas situa&ccedil;&otilde;es. Cabe ressaltar
que o moxifloxacino foi introduzido no mercado em 1999, sob o nome Avelox&reg;,
sendo indicado para o tratamento de infec&ccedil;&otilde;es respirat&oacute;rias, infec&ccedil;&otilde;es abdominais
complicadas, de pele e tecidos moles causada por pat&oacute;genos sens&iacute;veis ao
antimicrobiano. Atualmente o moxifloxacinon&atilde;o &eacute; usado no tratamento da prostatite
bacteriana, apesar de alguns relatos de literatura indicarem que o f&aacute;rmaco apresenta
uma significativa penetra&ccedil;&atilde;o no tecido prost&aacute;tico, geralmente superior a das
quinolonas mais antigas, principalmente devido a sua mair difus&atilde;o atrav&eacute;s dos
tecidos. Esses artigos sugerem, portanto, que o moxifloxacino poderia tamb&eacute;m ser
utilizado na prostatite.
O estudo da farmacocin&eacute;tica plasm&aacute;tica e tecidual do moxifloxacino foi
realizado de maneira semelhante ao protocolo usado no estudo anterior com o
levofloxacino. Foram conduzidos os estudos de microdi&aacute;lise in vitro previamente aos
estudos nos animais, nos quais foram selecionados os par&acirc;metros mais adequados
da t&eacute;cnica para realiza&ccedil;&atilde;o dos experimentos in vivo. As doses de 6 mg/kg e 12
mg/kg foram escolhidas baseadas na dose di&aacute;ria oral de 400 mg de moxifloxacino
em humanos. O moxifloxacino apresentou uma r&aacute;pida distribui&ccedil;&atilde;o no tecido
prost&aacute;tico, atingindo concentra&ccedil;&atilde;o m&aacute;xima pr&oacute;xima aos n&iacute;veis no plasma. O fTpara o
moxifloxacino ap&oacute;s dose i.v. bolus foi de 1,24 &plusmn; 0,37, indicando que o n&iacute;veis
teciduais s&atilde;o em m&eacute;dia 24% maiores do que a concentra&ccedil;&atilde;o livre no plasma (Tabela
1, Cap&iacute;tulo 3). Se levarmos em conta o MIC breakpoint de susceptibilidade do
moxifloxacino contra Enterobacteriaceae (MIC ≤ 0,5 mg/L), podemos ver na Figura1
(Cap&iacute;tulo 3) que o f&aacute;rmaco atinge concentra&ccedil;&otilde;es teciduais livres superiores ao MIC
durante a fase de distribui&ccedil;&atilde;o (at&eacute; 2 h ap&oacute;s a dose, aproximadamente). A raz&atilde;o
AUCtecido/MIC &eacute; um &iacute;ndice PK-PD comumente utilizado prever o efeito bactericida de
quinolonas com base na exposi&ccedil;&atilde;o total ao f&aacute;rmaco. A raz&atilde;o AUCtecido/MIC foi em
torno de duas vezes maior para o moxifloxacinodo que o observado previamente
para o levofloxacino, indicando que o primeiro teria um efeito mais pronunciado no
tratamento da prostatite bacteriana. Portanto, os resultados indicam que o
moxifloxacino, em dose semelhante &agrave; utilizada para o levofloxacino, teria um maior
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efeito sobre o pat&oacute;geno principalmente devido a sua maior capacidade de
penetra&ccedil;&atilde;o no tecido prost&aacute;tico.
Na tentativa de entender o mecanismo de distribui&ccedil;&atilde;o do moxifloxacino no
plasma e fluido intersticial de pr&oacute;stata, foi utilizado o modelo popPK desenvolvido
para o levofloxacino para modelar os dados experimentais. Ap&oacute;s v&aacute;rios testes, esse
modelo de 3 compartimentos assumindo cin&eacute;tica de primeira ordem e MichaelisMenten entres os compartimentos mostrou-se o mais adequado. Como pode ser
visto nas Figuras 1 e 2 (Cap&iacute;tulo 3), o modelo foi capaz de prever as concentra&ccedil;&otilde;es
teciduais livres na pr&oacute;stata, bem como as concentra&ccedil;&otilde;es plasm&aacute;ticas nas duas
doses testadas. Os resultados da modelagem matem&aacute;tica sugerem que o processo
de distribui&ccedil;&atilde;o do moxifloxacino na pr&oacute;stata envolve difus&atilde;o passiva e transporte de
efluxo ativo, como havia sido previamente observado para o levofloxacino.
Dessa forma, portanto, a farmacocin&eacute;tica tecidual do levofloxacino e
moxifloxacino na pr&oacute;stata foi elucidada utilizando modelo animal. O modelo
desenvolvido pode ser utilizado com o objetivo de definir doses para atingir
concentra&ccedil;&otilde;es mais efetivas no tecido, atrav&eacute;s de simula&ccedil;&otilde;es de novos esquemas
posol&oacute;gicos. O modelo tamb&eacute;m poder&aacute; ser &uacute;til para descrever a penetra&ccedil;&atilde;o
prost&aacute;tica de outras fluoroquinolonas de &uacute;ltima gera&ccedil;&atilde;o. Com base nos resultados
observados nos animais, pode-se tamb&eacute;m inferir concentra&ccedil;&otilde;es livres prost&aacute;ticas
em humanos ap&oacute;s a utiliza&ccedil;&atilde;o de diferentes posologias, visando avaliar o efeito
dessas concentra&ccedil;&otilde;es livres para o tratamento da prostatite.
A etapa seguinte do projeto envolveu a realiza&ccedil;&atilde;o dos experimentos de
farmacodin&acirc;mica dessas duas fluoroquinolonas estudadas, utilizando um sistema in
vitro para testar as diferentes concentra&ccedil;&otilde;es prost&aacute;ticas livres esperadas em
humanos contra a bact&eacute;ria E. coli, visto que esse pat&oacute;geno &eacute; frequentemente
associado &agrave; prostatite. No modelo de infec&ccedil;&atilde;o in vitro simularam-se tanto
concentra&ccedil;&otilde;es constantes, m&uacute;ltiplas do MIC de cada fluoroquinolona (static) quanto
concentra&ccedil;&otilde;es flutuantes (dynamic) (Cap&iacute;tulo 4). Os perfis livres prost&aacute;ticos do
levofloxacino foram simulados atrav&eacute;s de dilui&ccedil;&atilde;o constante do caldo de cultura
numa velocidade equivalente ao tempo de meia-vida de elimina&ccedil;&atilde;o observado para
o f&aacute;rmaco em humanos. A modelagem PK/PD das curvas de morte bacteriana (timekill curves) gerou os par&acirc;metros PK/PD que permitiram determinar a efic&aacute;cia (kmax) e
pot&ecirc;ncia (EC50) de cada f&aacute;rmaco frente &agrave; bact&eacute;ria testada. A avalia&ccedil;&atilde;o dos &iacute;ndices
PK/PD gerados com as posologias investigadas no modelo de infec&ccedil;&atilde;o in vitro
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indicam que o moxifloxacino &eacute; mais potente que o levofloxacino. Os resultados ainda
permitiram demonstrar que experimentos de concentra&ccedil;&atilde;o constante s&atilde;o adequados
para prever os par&acirc;metros PK/PD de experimentos de concentra&ccedil;&atilde;o flutuante para o
mesmo f&aacute;rmaco/bact&eacute;ria, o que &eacute; uma vantagem uma vez que os experimentos
din&acirc;micos s&atilde;o mais trabalhosos e morosos.
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As metodologias anal&iacute;ticas desenvolvidas e validadas mostram-se adequadas
para a quantifica&ccedil;&atilde;o de LVF e MXF nas amostras de plasma de rato e dialisado de
tecido, podendo ser aplicadas, portanto, em estudos de farmacocin&eacute;tica com estas
quinolonas;

Os estudos de microdi&aacute;lise mostraram que LVF e MXF diferem nas suas
caracter&iacute;sticas farmacocin&eacute;ticas plasm&aacute;ticas e teciduais, principalmente em termos
de concentra&ccedil;&otilde;es livres atingidas no tecido prost&aacute;tico, diferen&ccedil;a essa que pode ser
atribu&iacute;da a propriedades f&iacute;sico-qu&iacute;micas distintas, bem como a afinidades distintas
por transportadores de efluxo;

A modelagem matem&aacute;tica simult&acirc;nea dos dados de plasma e microdialisado
de tecido atrav&eacute;s de abordagem populacional sugere a participa&ccedil;&atilde;o de difus&atilde;o
passiva e transportadores de efluxo na distribui&ccedil;&atilde;o das quinolonas LVF e MXF em
pr&oacute;stata de ratos;

O sistema farmacodin&acirc;mico in vitro utilizando E. coli como bact&eacute;ria teste
mostrou-se adequado para simula&ccedil;&atilde;o de perfis de dose &uacute;nica e dose m&uacute;ltipla a
partir de dados in vivo para avaliar o efeito de concentra&ccedil;&otilde;es constantes ou
flutuantes sobre a bact&eacute;ria de interesse;

O modelo PK/PD proposto mostrou-se adequado para descri&ccedil;&atilde;o das curvas
de morte bacteriana em fun&ccedil;&atilde;o do tempo e compara&ccedil;&atilde;o dos par&acirc;metros EC50 e Emax
entre as duas fluoroquinolonas, podendo ser utilizado para simular o efeito
bactericida de regimes de dose alternativos bem como para otimiza&ccedil;&atilde;o da posologia
desses f&aacute;rmacos para o tratamento da prostatite bacteriana.
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