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RESUMO

O levofloxacino (LEV) € um antimicrobiano da classe fluoroquinolona, que pode ser
eficaz em diversos tratamentos de infec¢cdes em equinos envolvendo bactérias Gram-
negativas e algumas Gram-positivas. Entretanto, € comum na medicina veterinaria,
extrapolacdo empirica dos regimes posolégicos humanos, o que pode levar ao uso
inadequado do medicamento e contribuir para o desenvolvimento de resisténcia
bacteriana. Com o0 objetivo de projetar um regime posoldgico racional, o LEV foi
estudado em cavalos (n=6) apds administracéo intravenosa e oral de uma dose Unica
de 4 mg/kg. As concentracbes do farmaco no plasma foram determinadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplado a um detector de
espectrometria de massa. Através de analise compartimental, foram determinados os
parametros farmacocinéticos. A concentracdo necessaria para inibir 90% dos isolados
bacterianos (CIMgo) foi avaliada para cepas padrédo de bactérias comuns em infec¢des
equinas. Os valores dos indices de eficacia antimicrobiana (ASC/CIM, Cmax/CIM,
T>CIM) foram calculados e usados para determinar regimes de posoldgicos racionais
para bactérias alvo. O clearance do LEV foi 6,86 + 2,09 mL/min/kg e a meia-vida
terminal de 3,84 + 0,52 horas. A biodisponibilidade absoluta do LEV apoés
administracéo oral foi de 73 £ 19%. A ClMgo foi de 0,016 pug/mL para E. coli, 0,25
Mg/mL para S. aureus e Salmonella spp. e 0,625 ug/mL para P. aeruginosa.
Considerando os valores dos pontos de corte dos indices de eficacia, um regime de
dosagem de LEV de 4 mg/kg/dia € apropriado para tratar infeccdes por
microrganismos Gram-negativos com CIMgo 0,08 pg/mL pela via oral e com ClMgo
<0,11 ug/mL pela via intravenosa, assim como, tratar infecgdes por microrganismos
Gram-positivos com ClIMgo <0,21 pyg/mL e 0,29 ug/mL pela via oral e intravenosa,
respectivamente. Porém, € necessario um regime posolégico com doses de 8,95
mg/kg/dia (via oral) e 12,26 mg/kg/dia (via intravenosa) para S. aureus e de 22,38
mg/kg/dia (via oral) e 30,66 mg/kg/dia (via intravenosa) para P. aeruginosa.
Concluimos que, devido ao seu amplo espectro de atividade e comportamento
farmacocinético favoravel, o LEV tem potencial para tratar uma ampla variedade de

infecgcOes bacterianas em equinos.



Palavra-chave: Antimicrobianos, fluoroquinolonas, levofloxacino, veterinaria,
equinos, saude Unica, CLAE, farmacocinética, farmacodinamica, regime posoldgico.
ABSTRACT

Levofloxacin (LEV) is a fluoroquinolone antimicrobial, which can be effective in several
treatments of Gram-negative and some Gram-positive bacterial infections in horses.
However, empirical extrapolation of human dosage regimen is common in veterinary
medicine, which might lead to inappropriate use of the drug and contribute to the
development of bacterial resistance. In order to design a rational dosage regimen, LEV
was studied in horses (n=6) after intravenous and oral administration of a single dose
of 4 mg/kg. Drug concentrations in plasma were determined by high performance liquid
chromatography (HPLC) — tandem mass spectrometry detection method. The
pharmacokinetic data were analyzed by a compartmental analysis. The minimum
inhibitory concentration required to inhibit 90% of the bacteria (MICs0) were assessed
for standard strains bacteria common in equine infectious. The values of the
antimicrobial efficacy indices (ASC/CIM, Cmax/CIM, T>CIM) were calculated. These
data were used to determine rational dosage regimen for target bacteria. The
clearance of LEV was 6.86 + 2.09 mL/min/kg and the terminal half-life was 3,84 + 0,52
hours. The absolute bioavailability of LEV after oral administration was 73 + 19%. The
CIMgo was 0.016 ug/mL for E. coli, 0.25 pg/mL for S. aureus and Salmonella spp. and
0.625 ug/mL for P. aeruginosa. Considering the breakpoints values of the efficacy
indices, a LEV dosage regimen of 4 mg/kg/day is appropriate to treat infections by
Gram-negative microorganisms with MICg <0.08 pug/mL by oral administration and
with CIMgo <0.11 pg/mL by intravenous administration, as well as, treating infections
by Gram-positive microorganisms with MICoo <0.21 pg/mL and 0.29 pg/mL by
intravenous and oral administration, respectively. However, a dosage regimen with
doses of 8.95 mg/kg/day (orally) and 12.26 mg/kg/day (intravenously) for S. aureus
and 22.38 mg/kg/day (orally) and 30.66 mg/kg/day (intravenously) for P. aeruginosa.
We concluded that, due to its broad spectrum of activity and favorable pharmacokinetic

behavior, LEV has the potential to treat a wide variety of bacterial infections in horses.

Key words: Antimicrobials, fluoroquinolones, levofloxacin, veterinary, equine, One
Health, liquid chromatography, HPLC, pharmacokinetics, pharmacodynamics, dosage

regimen.
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um Cl de 411,6 mL/h/kg, F de 73% e ASC/CIM de 87 (Gram-negativos) e 34 (Gram-
POSITIVOS). ..ttt 78
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1 Introducéo

Durante muito tempo, a sociedade viu a medicina veterinaria, principalmente,
como uma disciplina médica de saude animal. Nos ultimos anos, ameacas a saude
publica ajudaram muitos a perceber as ligacbes fundamentais entre a medicina
veterinaria e a satde humana. A salde dos seres humanos, animais e 0 meio
ambiente estao interconectadas e compreender essa interdependéncia torna-se ainda
mais relevante para nossa salde e seguranca coletivas. O conceito de Satde Unica
(One Health) vem se destacando recentemente e refere-se ao esforco colaborativo de
varias disciplinas trabalhando localmente, nacionalmente e globalmente para alcancar

a saude ideal para pessoas, animais e meio ambiente (AVMA, 2020).

Na medicina veterinaria, € comum a prescricdo de medicamentos aprovados
para uso humano a diferentes espécies animais. Entretanto a prescricdo é
frequentemente realizada através da extrapolacédo empirica dos regimes posoldgicos,
0 que pode levar ao uso inadequado do medicamento tendo em vista as
particularidades fisiolégicas de cada espécie. O uso empirico de medicamentos, em
especial dos antimicrobianos, aumenta o risco de utilizacdo de subdoses e ocorréncia
de resisténcia bacteriana ou de doses excessivas e ocorréncia de efeitos toxicos

(FREITAS; CARREGARO, 2013; RATH, 2015).

A resisténcia bacteriana € uma crise global de salude publica e os principais
fatores que contribuem para isso sédo: dose inadequada, administracdo em intervalos
irregulares e selecdo de farmaco pouco ativo para o patégeno envolvido. Uma das
estratégias para o uso racional de antimicrobianos na medicina veterinaria e humana
€ a determinacao da relacdo entre as concentracfes plasméaticas — e os parametros
farmacocinéticos obtidos in vivo durante a exposicdo aos antimicrobianos
(farmacocinética) — com a susceptibilidade microbiana aos antibiéticos in vitro através
da CIM (farmacodinamica) (ALIABADI; LEES, 2000; PAPICH, 2014; LUO et al., 2019).

Esse modelo farmacocinético-farmacodinamico (PK-PD, sigla originada das
palavras em inglés pharmacokinetic e pharmacodynamic) permite a construcao de um
regime posolégico adequado através da otimizacdo dos principais indices PK-PD de
eficacia, que sao: (i) razao da area sob a curva (ASC) pelo CIM (ASC/CIM), (ii) razéo
entre concentragcdo plasmatica maxima (Cwmax) e CIM (Cmax/CIM) e (iii) o tempo em
que a concentracao plasmatica excede o CIM (T>CIM). Os dois primeiros indices sédo

relacionados a antibidticos concentracdo-dependentes, e o terceiro indice &



19

relacionado a antibiéticos tempo-dependentes. Desta forma a terapia antimicrobiana
pode promover resultados clinicos mais efetivos e minimizar o desenvolvimento de
resisténcia a antibiéticos (TOUTAIN et al., 2002; PAPICH, 2014; YU et al., 2016).

Existem inimeras indicacfes de potenciais tratamentos com fluoroquinolonas
na medicina equina, que incluem infec¢des causadas pela maioria dos aerébios Gram-
negativos (BOUSQUET-MELOU et al., 2002; CARRETERO et al., 2002; LUO et al.,
2019; BOUSQUET-MELOU et al., 2020). Dentre as op¢Bes economicamente viaveis
tem-se o levofloxacino (LEV), uma fluoroquinolona de terceira geracédo que possui um
espectro de acao contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas mais amplo que
fluoroquinolonas de geragdes anteriores, como ciprofloxacino (CIP) e norfloxacino
(NOR) (ALBARELLOS et al., 2005; LOU et al., 2019).

O LEV possui acao concentracdo-dependente em bactérias Gram-negativas e
tem capacidade de induzir um efeito pos-antibiético contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas (BOUSQUET-MELOU et al., 2002). Sua biodisponibilidade oral em
humanos é proxima a 100% e apresenta um perfil farmacocinético que possibilita a
administracdo uma vez ao dia devido a sua rapida e alta distribuicdo nos tecidos e
fluidos corporais (FISH; CHOW, 1997; GOUDAH et al., 2008).

Seu perfil farmacocinético tem sido investigado em muitas espécies animais,
incluindo gatos (ALBARELLOS et al., 2005), codornas (ABOUBAKR, 2012), patos
(ABOUBAKR; SOLIMAN, 2014), tartarugas (ABOUBAKR et al., 2014) bezerros
(DUMKA; SRIVASTAVA, 2006), cavalos garanhdes (GOUDAH et al., 2008), camelos
(GOUDAH, 2009), cabras em lactacdo (GOUDAH; ABO-EL-SOOUD, 2009), ovelhas
(GOUDAH; HASABELNABY, 2010), coelhos (SITOVS et al,, 2020) e cachorros
(MADSEN et al., 2020).

Apesar de Goudah et al. (2008) ja terem estudado a cinética do LEV em cavalos
apos administracdo intravenosa e intramuscular, ndo ha relatos da literatura sobre a
cinética do LEV em cavalos apés a administragdo oral. Além disso, Goudah et al.
(2008) nédo propuseram o regime posologico adequado para nenhuma das vias de
administragéo e relatam a necessidade de mais estudos, que n&do foram realizados
até o presente.

Neste estudo, o objetivo foi avaliar a farmacocinética e os aspectos clinicos da
administracdo do LEV em equinos pela via oral e intravenosa, bem como determinar

a susceptibilidade de importantes cepas de microrganismos ao LEV e calcular
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principais indices PK-PD de eficacia do antimicrobiano, a fim de estabelecer um

regime posoldgico racional para o LEV em equinos.

2 Fundamentacdo Tedrica
2.1 Farmacologia dos antimicrobianos

A farmacologia da terapia antimicrobiana pode ser separada em dois
componentes distintos. O primeiro é a farmacocinética (PK), que envolve 0s processos
de absorc¢dao, distribuicéo e eliminagdo dos antimicrobianos. Estes fatores envolvem a
determinacao das concentracdes dos antimicrobianos no decorrer do tempo durante
o regime de dosagem. O segundo € a farmacodinamica (PD), que compreende a
relacdo entre concentracao e efeito antimicrobiano. Além disso, é possivel realizar o
modelo PK-PD, que considera os processos e parametros associados a PK e a PD, a
fim de maximizar a eficdcia e minimizar a toxicidade na terapia dos antimicrobianos
(LODE et al., 1998).

2.1.1 Farmacocinética

2.1.1.1 Processos e parametros farmacocinéticos

A farmacocinética (PK) é estudo do movimento do farmaco no corpo depois de
sua administracdo através da compreensao dos processos de absorcao, distribuicéo,
metabolizacdo e excre¢do (ADME) (JANG et al., 2001; FAN et al., 2014; MARTINS,
2018).

Absorcéo € o processo de transporte das moléculas do farmaco inalterado do
local de administracdo para a circulagdo sistémica. A principal via de administracao
utilizada no cotidiano é a via oral devido sua facilidade e seguranca. A absorcdo do
farmaco do trato gastrointestinal (TGI) para circulacdo sistémica envolve um processo
complexo controlado por fatores como a solubilidade/dissolucdo do farmaco no TGl,
a permeabilidade do composto para atravessar a membrana intestinal e o
metabolismo pré-sistémico (STORPIRTIS et al., 2011; FAN et al., 2014; MARTINS,
2018).

As propriedades fisico-quimicas do farmaco como solubilidade, lipofilicidade,
tamanho molecular e carga, junto com as propriedades fisico-quimicas e fisiologicas
do TGI determinam a taxa e a extenséo da absor¢cao do composto (FAN et al., 2014,
MARTINS, 2018). Antes de serem absorvidos, os medicamentos em formas

farmacéuticas solidas sao desintegrados em particulas, permitindo a dissolucéo dos
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farmacos nos fluidos do TGI e, por conseguinte, disponibilizando as moléculas para
absorcéo (FAN et al., 2014; MARTINS, 2018).

As moléculas lipofilicas pequenas geralmente sdo absorvidas por meio de
difusdo passiva a favor do gradiente de concentracdo. Moléculas grandes, altamente
polares ou carregadas possuem capacidade de particdo limitada nas bicamadas
lipidicas da membrana e dependem da presenca de transportadores ativos de influxo
(AZEREDO et al., 2009; STORPIRTIS et al., 2011; FAN et al., 2014; MARTINS, 2018).
A velocidade e a eficiéncia da absorcao séo influenciadas pela via de administracéo e
da forma farmacéutica, bem como por diversos fatores como pKa do farmaco, pH do
TGlI, presenca de alimentos, motilidade intestinal, tempo de esvaziamento géstrico,
eliminagdo pré-sistémica (hepética, microbiota intestinal, enzimas metabdlicas
intestinais como citocromo P450 e glicoproteina-P) (BOROUJERDI, 1995; MARTINS,
2018).

O processo de absorcao é caracterizado pelos parametros farmacocinéticos:
concentracdo maxima (Cwax), tempo de ocorréncia da Cmax (TmAx), biodisponibilidade
oral (Fora)), constante de absorcéo (Ka), meia vida de absorcdo (T12 ka) € tempo de
absor¢cdo médio (MAT). Cvwaix e Tmax descrevem a velocidade de absorcdo e sédo
obtidos experimentalmente através da analise do perfil farmacocinético. Fora reflete a
proporcao de farmaco que é absorvido e disponibilizado para circulacdo sistémica,
sendo calculada a partir da area sob a curva (ASC), como esta demonstrada na
equacdo 1 (BOUSQUET-MELOU, 2004d; STORPIRTIS et al., 2011; MARTINS,
2018):

(Eq. 1)

ASCO—INF oral X Doseiv

oral —

ASCO—INF v X Doseoral
Onde ASCo-inF € a area sob a curva de concentragdo plasmatica versus tempo
extrapolada ao infinito e doseiv e doseoral S&0 as doses realmente administradas para

a avaliacao de F.

Ka corresponde a inclinacdo da reta da fase de absorcédo e caracteriza a
velocidade com que ocorre o processo de absorcao (STORPIRTIS et al., 201; FAN et
al., 2014). Tu2 a reflete o desaparecimento do farmaco do local da administragdo
(TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004d) e é calculada de acordo com a equagio 2:

(Eq. 2)
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T _ In 2
1/2Ka — K,
MAT indica o tempo médio que uma molécula permanece no local de entrada
antes de ser absorvido (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004d; FAN et al., 2014), e

é calculado através da equacéao 3:
(Eq. 3)

MAT = !
=X

Distribuicdo € o processo de transferéncia reversivel do farmaco dos liquidos
corporais para os diversos tecidos e 6rgdos. A concentracdo plasmatica de um
farmaco depende de quanto ele é distribuido para sitios extra vasculares, sendo
influenciado pelas caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, fluxo sanguineo nos
orgaos e tecidos, extensdo da ligacdo a proteinas plasmaticas, diferencas de pH nos
varios tecidos e coeficiente de particdo 6leo-agua do farmaco (log P) (FAN et al., 2014;
RANG; DALE, 2016; MARTINS, 2018). Dentre essas caracteristicas, a taxa de ligacao
as proteinas plasmaticas desempenha um papel importante na distribuicdo do
farmaco pelo corpo, uma vez que apenas o farmaco nao ligado é capaz de entrar e
sair dos compartimentos de plasma e tecido. As concentracdes totais nos espacos
intravasculares e extravasculares dependem das afinidades do farmaco nesses
espacos para os diferentes componentes aos quais o farmaco se liga, e é a
concentragdo do farmaco livre que regula a concentracao total do farmaco (FAN et al.,
2014).

O parametro farmacocinético que descreve a relacdo entre a quantidade do
farmaco disponivel na circulacdo sanguinea e a sua disponibilidade extravascular é o
volume de distribuicéo (Vd), que representa o volume aparente necessario para conter
todo farmaco do organismo na concentracdo observada no plasma (TOUTAIN;
BOUSQUET-MELOU, 2004c; MARTINS, 2018). Farmacos que séo altamente ligados
as proteinas plasmaticas geralmente exibem um V4 pequeno, enquanto aqueles que
sdo fracamente ligados as proteinas plasmaticas, exibem um V¢ maior do que o
volume fisiolégico do corpo (FAN et al., 2014).

Varios tipos de V4 podem ser calculados para um farmaco, como o volume de
distribuicdo no compartimento central (Vc) ou volume de distribuicao inicial (Vi), o
volume de distribui¢cdo de pseudoequilibrio (Varea) € 0 volume de distribuigdo no estado
de equilibrio (Vss) (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004c).
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Vc representa a distribuicdo inicial de um farmaco no sangue e em tecidos com
alta perfusdo sanguinea, pertencentes ao compartimento central, antes que ocorra 0s
processos de distribuicdo “definitivos” e eliminagdo (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU,
2004c). E possivel calcular Vc somente nos casos de administragdo intravenosa,
conforme pode ser observado na equacéao 4:

(Eq. 4)

Dose

c CO

Onde Co é estimado por extrapolacdo para o tempo zero da curva de disposicao
do farmaco e corresponde a uma concentrac@o plasmatica teorica inicial (tempo zero)
resultante do aparecimento total do farmaco no sangue antes de qualquer eliminagéo
ou distribuicdo definitiva para compartimentos extravasculares, o que geralmente &
uma suposicdo ficticia, particularmente quando a velocidade de distribuicdo do
farmaco para compartimentos extravasculares € relativamente menor a aquela da
disponibilizacio sanguinea (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004c).

Quando o farmaco é distribuido instantaneamente pelo corpo apdés
administracd@o, Vc serd o unico Vd. Entretanto, muitos farmacos ndo possuem uma
distribuicdo instantanea e, durante a fase de distribuicdo, a diminuicdo da
concentracdo plasmatica ocorrera, principalmente, em funcéo da particdo do farmaco
no corpo e ndo apenas da eliminacdo do farmaco (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU,
2004c; STORPIRTIS et al.,, 2011). Nesses casos, Vc € uma variavel tempo-
dependente que se expande apds a administracdo até atingir um valor maximo de

Varea NO pseudoequilibrio.

O Varea € 0 volume de distribuicdo calculado pelo método de area sob a curva
da concentracdo plasmatica pelo tempo e estima a distribuicdo de farmacos nos
tecidos de todo o corpo durante o pseudoequilibrio. Quando o pseudoequilibrio de
distribuicdo é alcancado, a troca entre compartimento central e os tecidos
(compartimentos periféricos) € nula e a diminuicdo da concentracdo plasmatica é
apenas em funcéo da eliminacéo irreversivel do farmaco (TOUTAIN; BOUSQUET-

MELOU, 2004c). O Varea é definido pela equagio 5:
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(Eq. 5)
Cl _ Dose X F 1

Virea = Yy = ASComr Ku

Onde F é o fator de biodisponibilidade de 0 a 1 e Kel € a constante de
eliminacéo.

Vss representa a distribuicdo do farmaco no estado de equilibrio, em que a taxa
de entrada do farmaco compensa a taxa de saida dos tecidos. O Vss € independente
do clearance (CI), sendo recomendado para situacdes onde o Cl € nulo ou
praticamente nulo, como nos casos de infusdo continua ou em administragfes de
doses multiplas, uma vez atingidas as condi¢cdes de estado estacionario. O Vss é
definido pela equacéo 6:

(Eq. 6)

v = Dose;, X ASMC = Cl X MRT
5§ (ASC)2

Onde ASMC é a area sob o momento da curva, Cl é o clearance plasmético e
MRT € o tempo de residéncia médio do farmaco no organismo.

Para os farmacos, cuja distribuicAo ocorre imediatamente, situacao
caracteristica ao modelo monocompartimental, os trés V4 terdo valores similares. Ja
os farmacos que se distribuem para mais de um compartimento, geralmente os Vd
seguem a ordem Varea>Vss>Ve (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004c; MARTINS,
2018). Entéo, calcular os valores dos diferentes volumes de distribuicdo pode auxiliar
na avaliacdo da existéncia de diferentes velocidades de distribuicdo nos
compartimentos do organismo (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004c).

A eliminacado é o processo de remocéo irreversivel de um farmaco ou de seus
metabdlitos do organismo, regido predominantemente pelos processos de
metabolismo e excrecdo. Metabolismo ou biotransformacdo € o processo de
conversdo do farmaco em metabdlitos mais sollUveis para excrecédo biliar ou renal. O
principal 6rgdo metabolizador é o figado, contudo o metabolismo também pode
ocorrer nos pulmdes, rins, TGl e até mesmo no sangue. As reacdes metabdlicas sao
catalisadas por sistemas enzimaticos, responsaveis pelos processos bioquimicos
classificados como reacOes de fase | e fase Il. As reagbes de fase | envolvem a
transformacao da estrutura molecular pela introducdo ou modificacdo de um grupo

funcional, através de reacbes de oxidacdo, reducdo, carboxilacdo ou hidrolise,
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catalisadas pelas enzimas do citocromo P450. As reacoes de fase Il sdo responsaveis
pela conjugacdo dos metabdlitos de resultantes da fase | com acido glucurénico,
sulfato, ou aminoacidos através de enzimas conhecidas como transferases
(BOROUJERDI, 1995; FAN et al., 2014; MARTINS, 2018). Por outro lado, a excrecao
representa a eliminacdo do farmaco inalterado ou de seus metabdlitos. As principais
rotas de excrecdo sdo pela via renal e biliar, mas também pode ocorrer pela saliva,
leite e ar exalado (BOROUJERDI, 1995, TOZER et al.,, 2009; MARTINS, 2018). A
excregéao renal geralmente envolve um ou mais dos trés processos distintos: filtragéo
glomerular, secrecédo e reabsorcéo tubular renal. A excrecdo biliar € um processo
facilitado pelo sistema de transporte ativo localizados na membrana canalicular do
hepatécito, sendo um importante caminho de eliminacdo hepatica para muitos
compostos (FAN et al., 2014; MARTINS, 2018).

Um dos parametros farmacocinéticos relacionado a eliminacdo é o Cl, que
reflete a capacidade do organismo em eliminar o farmaco ou de um Unico 6rgdo em
eliminar o farmaco (por exemplo, Clhepatico € Clrena). O Cl € definido como volume de
plasma do qual o farmaco € eliminado por unidade de tempo e a somatoria do Cl de
todos os 6rgdos eliminadores corresponde ao clearance total (Clrotal), representado
pela equacédo 7 (BOROUJERDI, 1995; TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004; FAN
et al., 2014):

(Eq. 7)
Clrotar = Clhepético + Clrenai + Cloutros
A estimativa de Clrta pode ser feita através de uma via que seja
experimentalmente mensuravel, como por exemplo fezes e urina, e em que o farmaco
seja totalmente eliminado. O Clrotal também pode ser obtido através da equacéo 8:

(Eq. 8)

Cloopnt = Dose X F

ASCo-inr

O CI pode ser alterado em individuos com insuficiéncia hepatica e/ou renal,
promovendo mudancas significativas também no pardmetro meia-vida de eliminacéo
(t2). Dessa maneira, é necessario que haja ajuste de dose para farmacos com estreita
margem terapéutica e, em casos de farmacos nefrotoxicos ou hepatotoxicos, o
monitoramento de marcadores renais e hepaticos (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU,

2004a; MARTINS, 2018). Por isso, é considerado o parametro farmacocinético mais
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importante, pois € o Unico parametro que controla a exposicao geral ao farmaco (para
uma determinada biodisponibilidade) e € um dos determinantes que permite o calculo
da dosagem necesséria para manter uma concentragéo plasmética média em estado
estacionario (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004a).

A t12 de eliminacéo é o tempo necessario para que a concentragdo plasmatica
decaia pela metade apoOs alcancar o pseudoequilibrio. Clinicamente, a ti2 de
eliminacao é util, principalmente, para selecionar o intervalo apropriado do regime de
posologico, ja que controla o grau de acumulo do medicamento e as flutuacfes da
concentracdo. Além disso, € possivel calcular o tempo necessario para atingir o
estado de equilibrio em um regime de doses multiplas (5 meias-vidas) e o tempo
necessario para atingir o wash out (10 meias-vidas) (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU,
2004b).

Quando o processo de absor¢do ndo é um fator limitante, a ti2 de eliminacéo é
considerada um parametro hibrido, controlado Cl e V4, como esta demonstrado na

equacéo 9:

(Eq. 9)

In2 X Vd
e =

Quando o processo de absorcdo é um fator limitante, a ti2 reflete a taxa e
extensdo da absorcdo e ndo o processo de eliminacdo (farmacocinética flip-flop)
(TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004b).

A t12 de eliminagdo também pode ser definida pela equacéo 10:

(Eq. 10)

0,693
by = -

Onde 0,693 € o logaritmo natural de 2 e A € a inclinacdo da reta terminal que
caracteriza a velocidade com que o ocorrem o0s processos de eliminacao do farmaco
(biotransformacado e excre¢do). Em modelos monocompartimentais, A geralmente é
denominado como Ke €, em modelos bicompartimentais, como B (TOUTAIN;
BOUSQUET-MELOU, 2004b).

Os parametros de tempo médio como o tempo de transito médio (MTT) e o

MRT permitem observar o tempo de permanéncia do farmaco no organismo e também
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sédo dependentes de Cl e Va. O MTT expressa o tempo médio de movimento das
moléculas de farmaco (na forma inalterada) no organismo desde o inicio da sua
administracdo, incluindo a absor¢do. Ja& o0 MRT expressa o tempo meédio de
movimento das moléculas de farmaco (na forma inalterada) no organismo apés a
absorcdo (MRT). Nos casos em que o processo de absorcdo é inexistente, como na
administracdo intravenosa ou intrarterial, o MTT é igual ao MRT (TOUTAIN;
BOUSQUET-MELOU, 2004b; TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004d; MARTINS,
2018).

2.1.1.2 Analise Compartimental

A estimativa dos parametros de PK a partir do perfil de concentracéo plasmatica
versus tempo pode ser feita através da analise compartimental (FAN et al., 2014). Na
analise compartimental, o organismo é representado por um ou mais compartimentos
gue o representam no ponto de vista cinético, mas ndo possuem significado anatdémico
ou fisiolégico. Os compartimentos representam uma combinacéo de varios tecidos e
orgados que estdo em rapido equilibrio uns com os outros no que diz respeito as
concentracfes do farmaco. Os compostos podem apresentar perfis de concentracéo
plasmatica versus tempo monocompartimental (compartimento Unico) ou
multicompartimentais (dois ou mais compartimentos). A determinacdo do modelo
compartimental que melhor se ajusta a disposi¢ao cinética do farmaco é feita pela
analise do perfil de concentracdo plasmatica versus tempo obtido através da
transformacao dos valores de concentracdo plasmatica em logaritmo (“log”) e sua
plotagem versus tempo (STORPIRTIS et al., 2011).

O modelo monocompartimental € o mais simples e assume que o farmaco é
distribuido de forma homogénea e instantdnea por todos os liquidos e tecidos do
organismo, considerado um compartimento Unico. Contudo, apesar da distribuicdo ser
homogénea, nédo significa que a concentracdo é a mesma em todos os tecidos, e sim
que as diferentes concentracdes estdo em equilibrio (STORPIRTIS et al., 2011; FAN
et al., 2014). Portanto, como o processo de distribuicdo é imediato, 0 Unico processo
que rege o decaimento das concentracdes € a eliminacdo, existindo apenas uma
velocidade de decaimento que caracteriza a constante de eliminacdo, denominada
Kel. Na figura 1.A, esté representado o esquema do modelo monocompartimental,
caracterizado pelos processos de entrada, distribuicdo (instantanea) e saida

(eliminagéo), e na figura 1.B, esta representado o perfil de “log” da concentragéo do
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farmaco versus tempo apresentado por uma unica reta de decaimento das
concentracdes (DHILLON et al., 2006).

Figura 1 - Representacdo esquematica (A) e representacdo grafica do decaimento das
concentracdes (B) no modelo monocompartimental.
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Fonte: do autor (2020). Tempo )

Os modelos multicompartimentais sdo os mais adequados para interpretar o
comportamento de muitos farmacos no organismo. O modelo mais utilizado é o
bicompartimental (dois compartimentos), seguido dos modelos tricompartimentais
(trés compartimentos), que ja se tornam muito complexos (BOROUJERDI, 1995;
STORPIRTIS et al., 2011; FAN et al., 2014; MARTINS, 2018).

O modelo bicompartimental considera o organismo como a soma de um
compartimento central e um compartimento periférico. Os compartimentos sao
conjuntos de tecidos diferentes que possuem graus de afinidade diferentes
dependendo das caracteristicas do farmaco e da perfusdo de sangue do 6rgao.
Embora esses compartimentos ndo sejam um conjunto fixo de tecidos e ndo possuam
significado fisioldgico ou anatdmico, € assumido que o compartimento central
compreende o0 sangue e 0s tecidos com alta perfusdo sanguinea como coracao,
pulmdes, rins, figado e cérebro. O compartimento periférico compreende tecidos com
menor perfusdo sanguinea, como gordura, musculo e pele (DHILLON et al, 2006;
STORPIRTIS et al., 2011; MARTINS, 2018). Como a distribuicdo do farmaco é mais
rapida no compartimento central do que no periférico, existem duas velocidades de
decaimento das concentracdes que caracterizam constantes de eliminacao diferentes:
constante de distribuicdo a (composta pelas microconstantes Ki2 e Ko1), que
representa a fase de distribuicao, e constante de eliminagéo 8, que representa a fase
de eliminacdo do farmaco. Na figura 2.A, esta representado o esquema do modelo

bicompartimental, caracterizado pelos processos de entrada, distribuicdo central,
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distribuicdo periférica e saida (eliminacéo) e na figura 2.B, esta representado o perfil
de “log” da concentragdo do farmaco versus tempo apresentado por duas retas de
decaimento das concentragcdes (DHILLON et al., 2006).

Figura 2 - Representacdo esquematica (A) e representacao grafica do decaimento
das concentracfes (B) no modelo bicompartimental.
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Fonte: do autor (2020).

2.1.1.3 Ordem cinética

A ordem cinética € o modo pelo qual a concentracdo do farmaco se relaciona
com a velocidade envolvida no seu processo de transferéncia através dos processos
fisioldgicos. Os processos fisiolégicos ADME seguem uma cinética de transferéncia
do farmaco através do organismo, caracterizada por meio de constantes de
velocidade relacionadas a uma determinada ordem cinética (primeira ordem ou ordem
zero) (TANG-LIU et al., 1982; STORPIRTIS et al., 2011; MARTINS, 2018). Na cinética
de primeira ordem, a velocidade dos processos € diretamente proporcional as
concentracdes plasméticas e 0s processos ndo sao saturaveis. Dessa forma, a ASC
é diretamente proporcional a dose administrada e a concentra¢éo do farmaco diminui
de forma previsivel de acordo com os intervalos de tempo determinado. Além disso, a
alteracdo de dose ndo implica em modificagbes nos valores de meia-vida de
eliminacao, Cl ou V4. A cinética de primeira ordem apresenta uma relacéo linear de
concentracéo do farmaco versus tempo (figura 3), sendo a cinética de eliminacao da
maioria farmacos usualmente utilizados na terapéutica (TANG-LIU et al., 1982;
STORPIRTIS et al., 2011; MARTINS, 2018).
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Figura 3 - Relacdo da concentracao do farmaco (%) versus tempo (meia-
vida) na cinética de primeira ordem de eliminagao.
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Fonte: do autor (2020). Meia-vida

Na cinética de ordem zero, a velocidade do processo é constante e
independente da concentracdo do farmaco, de forma que os processos de eliminacéo
do organismo que podem ser saturados. Nesses casos, a relacao de concentracao do
farmaco versus constante de eliminacédo € representada por uma linha reta, sendo
descrita como cinética nao linear (figura 4). Diversos fatores podem possibilitar a
cinética ndo linear como baixa solubilidade do farmaco, alterac6es no esvaziamento
gastrico bem como a saturacdo de processos enzimaticos (cinética de Michaelis-
Menten) envolvidos nos processos ADME (TANG-LIU et al., 1982; STORPIRTIS et al.,
2011; MARTINS, 2018).

Figura 4 - Relacé@o da concentracédo plasmética do farmaco e da constante
de eliminacao na cinética de ordem zero.
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Alguns farmacos podem apresentar uma cinética linear até determinado ponto
em que as enzimas saturam e o0 aumento das concentra¢des do farmaco ndo € mais
proporcional. Essa mudanca de cinética de primeira ordem para cinética de ordem
zero é conhecida como cinética de saturagéo e a representacao grafica do perfil de
concentracdo versus tempo depende de quais processos foram saturados, conforme
mostra a figura 5 (TANG-LIU et al., 1982; BOROUJERDI, 1995; STORPIRTIS et al.,
2011).

Figura 5 - Relacdo da concentracao plasmatica (ug/mL) e dose (mg) em diferentes
situacgdes (A e B) de cinética de saturagéo.
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Fonte: do autor (2020).

2.1.2 Farmacodinamica

2.1.2.1 Teste de Sensibilidade Antimicrobiana (TSA)

A farmacodinamica (PD) estabelece a relacdo entre a concentracao do farmaco
e o0s seus efeitos, que podem ser benéficos (terapéuticos) ou maléficos (adversos).
Os parametros farmacodinamicos podem ser determinados in vivo ou in vitro. No caso
dos antimicrobianos, € mais comum a realizacéo de estudos in vitro, através dos TSA,
que incluem a determinacdo da CIM e da concentracdo bactericida minima (CBM)
(LODE et al., 1998; ANDREWS, 2001; LUO et al., 2019).

A CIM representa a menor concentracdo de um antimicrobiano capaz de inibir
o crescimento visivel de um microrganismo depois de incubagéo e € considerada o

‘padrao ouro” para a determinagdo da sensibilidade de microrganismos aos
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antimicrobianos (ANDREWS, 2001; CLSI, 2018a). Pode ser expressa como ClMso
(menor concentracdo antimicrobiana que inibe o crescimento de 50% das cepas de
uma determinada espécie bacteriana) ou como ClMgo (menor concentracao
antimicrobiana que inibe o crescimento de 90% das cepas de uma determinada
espécie bacteriana) (CLSI, 2018a; ROBERTS; BIOMERIEUX, 2018). A unidade de
medida para CIM é em pg/mL.

Os testes de CIM sdo categorizados por varias agéncias internacionais. Um
dos principais manuais adotados como referéncia é o Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), que se baseia em propriedades de PK-PD e mecanismos
de resisténcia. Uma das metodologias descritas como padrao de referéncia no
documento MO7 do CLSI — Métodos para teste de sensibilidade aos antimicrobianos
por diluicdo para bactérias que crescem aerobicamente — é o teste de microdiluicao
em caldo, que é suficientemente pratico e merece 0 uso rotineiro, tanto nos

laboratdrios clinicos, como nos laboratorios de pesquisa (CLSI, 2018a).

O método de microdiluicio em caldo é aceito para medir qualitativamente e
guantitativamente a atividade in vitro de um agente antimicrobiano contra bactérias
aerdbicas ou facultativas comumente isoladas que crescem satisfatoriamente apoés
incubagéo de um dia para outro em meio Mueller-Hinton sem suplementacgdo. Para
realizar o teste, preparam-se microplacas com meio caldo, as quais séo
acrescentadas diversas concentracfes dos agentes antimicrobianos. A seguir, as
microplacas s&o inoculadas com uma suspensao padrao do microrganismo a ser
testado. Apds incubacéo de 24 horas, é feito a leitura dos testes e a determinacgéo da
CIM (CLSI, 2018a).

Ja4 a CBM demonstra a menor concentracdo de agente antimicrobiano que
resulta em morte microbiana. A determinacdo de CBM é complementar ao CIM, além
de ser uma ferramenta boa e relativamente barata (ANDREWS, 2001). Para a
determinacdo de CBM, a norma M26-A — Métodos para Determinacdo da Atividade
Bactericida de Agentes Antimicrobianos — do CLSI é um padrdo aceito. O teste de
CBM ¢ realizado a partir da mistura de cada poc¢o da microplaca replicada em placa
de agar e, apos incubagédo de um dia para o outro, as placas sdo analisadas para o

crescimento ou ndo das bactérias (CLSI, 1999).
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2.1.2.2 Interpretacédo do TSA

A CIM é usada para determinar a sensibilidade in vitro de um patdégeno a uma
possivel terapia antimicrobiana. Os valores de CIM dependem do método usado, do
tipo de antimicrobiano, da espécie microbiana e do isolado (ROBERTS;
BIOMERIEUX, 2018).

O valor de CIM permite que o clinico selecione o antimicrobiano mais
apropriado e personalize a dosagem antimicrobiana levando em consideragcdo a
sensibilidade do patdégeno (CIM) combinada com o perfil do paciente e os parametros
farmacocinéticos do farmaco por meio da monitorizacdo terapéutica (ROBERTS;
BIOMERIEUX, 2018).

O objetivo do TSA é prever o provavel sucesso ou falha do tratamento de uma
terapia escolhida e ajudar na luta para diminuir a resisténcia aos antibioticos
(ROBERTS; BIOMERIEUX, 2018).

Os resultados dos TSA sao interpretados com base em padrdes interpretativos
denominados como pontos de corte clinicos, utilizados para predizer a resposta clinica
no paciente infectado (EUCAST, 2019). Os pontos de corte sdo as concentracdes de
um antimicrobiano que define se uma espécie bacteriana € sensivel ou resistente a
um determinado antimicrobiano e séo estabelecidos pelo CLSI e pela European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) para cada antibiético,
conforme listado nas versdes atuais dos documentos. No Brasil, a Portaria n° 64 do
Ministério da Saude de 2018 tornou compulsério o uso das normas do Brazilian
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST), comité brasileiro

reconhecido oficialmente pelo EUCAST, em todos os laboratorios clinicos no Brasil.

De acordo com a versao 9.0 de 2019 do documento da EUCAST, os pontos de
corte de sensibilidade sdo divididos em trés categorias interpretativas: “S” (Sensivel,
dose padrao), “I” (Sensivel, aumentando exposicao) e “R” (Resistente). Um
microrganismo é categorizado como “S” quando existe uma alta probabilidade de
sucesso terapéutico utilizando o regime de dose padrdao do agente, como “I” quando
existe uma alta probabilidade de sucesso terapéutico devido ao aumento da exposi¢ao
ajustando-se o regime de dosagem ou sua concentragéo no local de infeccao e, por
fim, como “R” quando existe uma alta probabilidade de falha terapéutica mesmo
guando ha aumento da exposi¢cdo (EUCAST, 2019).
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A comparacao de CIM de diferentes antimicrobianos néo se baseia apenas no
valor numeérico, mas em quéao longe a CIM esta do ponto de corte clinico. Além disso,
fatores como local da infec¢éo, idade, espécie, saude do paciente, possiveis efeitos
adversos do medicamento, frequéncia e via de administragdo também sao

importantes para a selecao (IDDEX, 2019).

2.1.3 Modelo Farmacocinético-Farmacodinamico (PK-PD)

A resisténcia a medicamentos antimicrobianos € um problema de salde publica
que desafia os médicos a oferecerem tratamentos eficazes sem disseminar
resisténcia a outras pessoas, animais e meio ambiente (PAPICH, 2014; LOU et al.,
2019). A exposicéo inadequada aos antimicrobianos durante o tratamento € um dos
fatores que mais contribuem para o surgimento de resisténcia. O uso adequado desse
grupo farmacologico € imprescindivel para melhorar a situacdo preocupante de
resisténcia bacteriana que se apresenta no cenario mundial (FEDERICO et al., 2015;
LOU et al., 2019).

A antibioticoterapia racional requer regimes posologicos otimizados, nao
apenas para garantir a eficacia clinica, mas também para minimizar a selecédo e
disseminacgdo de patdgenos. Uma das estratégias na medicina, inclusive na medicina
veterindria, é a aplicacdo do modelo PK-PD, que tem sido amplamente usado para
estabelecer regimes de dosagem racionais para agentes antimicrobianos, podendo
alcancar prevencdo e tratamento eficazes de doencas bacterianas e evitar o

desenvolvimento de resisténcia bacteriana (LUO et al., 2020).

O modelo PK-PD inclui principalmente trés abordagens: PK-PD in vitro, in vivo
e in ex vivo. Para avaliar as interacdes entre o farmaco e a bactéria, foi combinado as
caracteristicas do modelo de PK-PD in vitro e in vivo, uma vez que correlaciona as
concentragbes plasméticas e os parametros farmacocinéticos obtidos durante a
exposicdo aos antimicrobianos in vivo com a sensibilidade microbiana aos antibioticos
in vitro através da CIMso ou CIMgo (ALIABADI; LEES, 2000; PAPICH, 2014; LUO et al.,
2020).

Através do modelo PK-PD, é possivel realizar a determinacdo de indices
numéricos de predicdo de eficacia do antimicrobiano contra o patdégeno-alvo,
permitindo prever o sucesso ou fracasso da terapia (ALIABADI; LEES, 2000). Na
figura 6, estdo representados os principais indices PK-PD usados para prever a

eficacia de um antimicrobiano: (i) razado entre ASC e CIM (ASC/CIM), (ii) &rea sob a
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curva inibitoria (ASCI), (iii) razéo entre Cmax € CIM (Cmax/CIM) e (iv) a porcentagem
de tempo em que a concentracdo plasmatica excede o CIM (T>CIM) (TOUTAIN et al.
2002; PAPICH, 2014). Os trés primeiros indices sdo relacionados a antibidticos
concentracdo-dependentes, e 0 quarto a antibidticos tempo-dependentes (TOUTAIN
et al., 2002; PAPICH, 2014; YU et al., 2016).

Como a maioria dos patdgenos de interesse clinico estd localizada
extracelularmente e a biofase para os antibiéticos € o liquido extracelular, é importante
que a ligacdo a proteinas plasmaticas dos antibidticos seja observada, pois a
concentracéo livre do farmaco no local de acéo pode ser discrepante da concentracao
plasmatica, se o farmaco tiver uma alta taxa de ligacdo a proteinas. Nesses casos, a
fracdo livre do farmaco no plasma (fu) deve ser considerada para obtencéo dos indices
PK-PD para construcdo do regime posolégico (TOUTAIN et al.,, 2002), sendo
nomeados da seguinte forma: razdo entre ASC do farmaco livre e CIM (fASC/CIM),
razdo entre Cmax de farmaco livre e CIM (fCmax/CIM) e a porcentagem de tempo em
que a concentracéo do farmaco livre excede o CIM (fT>CIM).

Figura 6 - indices PK-PD.
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2.1.3.1 ASC/CIM e ASCI

O indice ASC/CIM representa a razédo entre a ASC total para um periodo de 24
horas e o CIM. O intervalo de 24 horas deve estar no estado estacionario idealmente,
porém muitos estudos veterinarios sao limitados a uma dose Unica. Se ASC do tempo

zero ao infinito (ASCo-«) ap0s uma dose unica for equivalente a ASC durante um
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intervalo de dose (1) no estado estacionario (AUCo-1), pode ser usado se o intervalo de
dose for de 24h. O termo pode ser escrito também como ASC24/CIM, mas se néo for,
o intervalo de 24 horas esta implicito (PAPICH, 2014).

Alguns autores usam o termo ASCI como sindnimo de ASC/CIM. Entretanto,
existem algumas interpretacdes diferentes de ASCI. Neste trabalho, o indice ASCI &
considerado como a ASC parcial para o periodo de tempo durante o qual as
concentracbes estdo acima da CIM dividida pelo CIM. ASCI também deve ser
calculado no estado estacionario, no periodo de 24 horas (DALLA COSTA et al., 1996;
TOUTAIN et al., 2002).

Apesar de, muitas vezes, os numeros desses indices serem reportados de
forma adimensional (por exemplo, 125), eles possuem uma dimensao temporal em
horas. Ao dizer, por exemplo, que ASC/CIM deve ser de 125 horas para otimizar a
eficacia, na pratica, equivale a dizer que a concentracdo média no plasma durante um

intervalo de administracéo de 24 horas deve ser cerca de cinco vezes a CIM (125/24h).

2.1.3.2 Cmax/CIM

O indice Cmax/CIM é expressado como a razéo entre Cwvax e CIM, portanto, ndo
possui unidade. Cvax € um parametro hibrido, que depende da dose e é influenciado
pelo clearance, biodisponibilidade e pelas constantes de absorcdo e eliminacgéao.
Devido a isso, Cuax/CIM reflete melhor que ASC/CIM o acumulo de concentracéo
inicial no plasma, o que pode ser relevante se for desejavel uma rapida obtencédo de
uma alta concentracdo para otimizar a eficacia do medicamento e minimizar o
surgimento de resisténcia (PAPICH, 2014).

2.1.3.3 T>CIM

O indice T>CIM corresponde porcentagem de tempo durante um intervalo de
24 horas em gque a concentracdo esta acima do CIM e é obtido por simples inspecao
da curva. O T>CIM é influenciado pela meia-vida terminal, que € um parametro hibrido
gue envolve a depuracao plasmatica, a distribuicdo nos tecidos e fluidos corporais e
a constante de absorgéo (para formulagdes de liberagéo prolongada em processo de
flip-flop).

Esse indice é um bom preditor de eficacia para antibidticos tempo-
dependentes, sendo um limitante na selecdo do intervalo de administracées do
antibiético para a construgcdo do regime posolégico (DALLA COSTA, 1996;
BOUSQUET-MELOU et al., 2002). Em geral, é recomendado que o T> MIC dos
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antimicrobianos seja pelo menos de 50% e preferencialmente maior ou igual a 80%
do intervalo de dosagem para obter um efeito bactericida ideal (TOUTAIN et al., 2002;
PAPICH, 2014).

2.2 Levofloxacino

O LEV é um antibiotico fluoroquinolona de terceira geragcdo com amplo espectro
de acao contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, além de outros patdbgenos

como Mycoplasma, Chlamydia, Legionella e Mycobacteria spp.
2.2.1 Caracteristicas fisico-quimicas

O LEV (figura 7), uma carboxiguinolona quiral fluorada, € o S-enantibmero puro
da mistura racémica de ofloxacina. E t&o ativa quanto o racemato, mas € até cento e

vinte e oito vezes mais ativa que o isomero R-ofloxacina.

Figura 7 - Estrutura molecular do LEV.
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Seu nome quimico é (-)-(S)-9-fluor-2,3-diidro-3-metil-10-(4-metil-1-piperazinil)-
7-0x0-7H-pirido[1,2,3-de]-1,4-benzoxazina-6-acidocarboxilico, cuja formula molecular
€ CisH20FN304 e com massa molecular de 361,37 g/mol. O farmaco apresenta-se
como um po cristalino branco-amarelado e é livremente solivel em &cido acético
glacial e cloroférmio (FISH; CHOW, 1997). Sua solubilidade aquosa a 25°C € de 16,98
mg/ml e pode variar de acordo com alteracbes na temperatura e pH do tampao,

aumentando em temperaturas mais altas e em pH acido (BLOKHINA et al., 2016).

A constante de dissociacdo acida (pKa) da molécula foi determinada por
estudos de solubilidade em funcéao do pH e espectrofotometria, apresentando um valor
de 5,7 (acido carboxilico) e 8,0 (anel piperazinil) (BLOKHINA et al., 2016). O valor de
coeficiente de particdo (Log P), determinado por Blokhina et al. (2016) através do

meétodo shake-flask agua/n-octanol, € de -0,25. Os estudos de permeabilidade em
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monocamada de fosfolipideos artificiais apresentam um coeficiente de permeabilidade
aparente de 6.3 + 0.28 x 10’cm.s* em pH 2 e de 2.6 + 0.05 x 10’cm.s* em pH 7,4
(BLOKHINA et al., 2016).

2.2.2 Indicacdao terapéutica e posologia

Em humanos, o LEV é indicado no tratamento de uma variedade de infec¢des
bacterianas, tais como: infec¢Bes do trato respiratdrio superior e inferior, incluindo
sinusite, exacerbacdes agudas de bronquite crbnica e pneumonia; infec¢des da pele
e tecido subcutaneo complicadas e ndo complicadas, tais como impetigo, abcessos,
furunculose, celulite e erisipela; infec¢des do trato urinério, incluindo pielonefrite; e
osteomielite (HURST et al., 2002; CROOM; GOA, 2003).

O LEV esté disponivel nas formas oral e intravenosa. As diretrizes para 0 uso
do LEV variam de acordo com o pais; nos Brasil, recomenda-se LEV oral e/ou
intravenosa 500 mg uma vez ao dia para o tratamento de pacientes, com funcéo renal
normal, em casos de exacerbacfes agudas de bronquite crénica (7 dias), pneumonia
(7 a 14 dias), sinusite aguda (10 a 14 dias) e infec¢do ndo complicada de pele e tecido
subcutaneo (7 a 10 dias). Em pacientes com infeccdo complicada de pele e tecido
subcutaneo, recomenda-se um tratamento de 7 a 14 dias com LEV 750 mg por via
intravenosa ou oral uma vez ao dia. Recomenda-se a administracdo de LEV 250 mg
por via intravenosa ou oral uma vez ao dia para pacientes com infecces do trato
urinario ndo complicadas ou complicadas (por 3 e 10 dias, respectivamente) (GRABE
et al., 2010; GAIOLLA et al., 2015; PILTCHER et al., 2018).

2.2.3 Efeitos adversos

A maioria dos eventos adversos relacionados ao LEV sao tipicamente
transitérios e de gravidade leve a moderada. Os efeitos adversos mais comuns sao
nausea, diarreia, vaginite, prurido, dor abdominal, tontura, flatuléncia e erupcéo
cutanea. Assim como as outras fluoroquinolonas, o LEV esta associado a um risco
aumentado de tendinite e ruptura de tenddo em todas as idades. O LEV tem potencial
moderado a grave para reacdes de fotossensibilidade/fototoxicidade. Outros eventos
adversos raros documentados durante a terapia com LEV incluem colite
pseudomembranosa, anemia hemolitica, neuropatia periférica e prolongamento do
intervalo QT (HURST et al., 2002; FDA, 2008).
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2.2.4 Mecanismo de acao, efeito pés-antimicrobiano (EPA) e resisténcia

O mecanismo de acao do LEV e de outros antimicrobianos fluoroquinolonas
envolve a inibicdo da topoisomerase bacteriana IV e da DNA girase (ambas as
topoisomerases tipo Il), enzimas necessarias para replicacdo, transcricao, reparo e
recombinacdo do DNA. A DNA girase € considerada o principal local de acdo das

fluoroquinolonas em muitas bactérias (HOOPER, 1999).

Assim como em outras fluoroquinolonas, a ocorréncia moderada do fendmeno
conhecido como efeito pds-antimicrobiano (EPA) tem sido relatada para o LEV. O EPA
é definido como a persisténcia da atividade inibitéria de um antimicrobiano sobre um
determinado microrganismo por um periodo de tempo apds a concentracdo
plasmético do farmaco estar abaixo da CIM. Em geral, a ocorréncia do EPA esta
relacionada aos antimicrobianos cujo mecanismo de acdo envolve a sintese proteica
ou com a inibicdo da sintese de DNA ou RNA. O EPA pode ser resultante da acao de
concentracdes muito abaixo da CIM (concentra¢des sub-inibitérias) do antimicrobiano
para o patégeno em avaliacdo que, apesar de ndo serem possiveis de quantificar, sédo
capazes de alterar a morfologia bacteriana e reduzir sua taxa de crescimento. A
duracdo do EPA depende de diversos fatores como patdégeno, antimicrobiano
avaliado, concentracdo plasmatica, duracdo da exposicao, etc. Também tem sido
observado que o EPA aumenta da acéo dos leucdcitos apds o uso do antimicrobiano
por tornar 0S microrganismos mais susceptiveis a atividade antibacteriana dos
leucdcitos humanos. (CRAIG, 1993; BUFFE et al., 2001).

A resisténcia as fluoroquinolonas pode surgir através de mutacdes em regides
definidas da DNA girase ou topoisomerase IV, denominadas regides determinantes
da resisténcia a quinolona (QRDRS) ou através de efluxo alterado. Contudo, estudos
de resisténcia sugerem que a topoisomerase |V € o principal alvo das bactérias Gram-
positivas como S. pneumoniae (FUKUDA; HIRAMATSU, 1999; MORRISSEY;
GEORGE, 2000).

2.2.5 Farmacocinética do LEV em humanos

Em humanos, o LEV €& absorvido rapidamente e completamente apos
administracdo oral. As condi¢des de estado estacionario sdo atingidas dentro de 48
horas ap6s um regime de dosagem de 500 mg ou 750 mg uma vez ao dia. No estado
estacionario, a concentracao plasmatica maxima (CmaAx) € concentracdo plasmatica

minima (Cwin) apos a administracdo intravenosa de 500 mg de LEV uma vez ao dia
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foram de 6,4 mg/L e 0,58 mg/L, respectivamente. O tempo para atingir a Cmax (TmAx)
ocorre geralmente 1-2 horas ap6s a administracdo. A administracdo oral com
alimentos prolonga a Tmax em aproximadamente 1 hora e diminui ligeiramente a Cmax,
mas essas alteragdes ndo séo clinicamente significativas (CHIEN et al., 1997; FISH,;
CHOW, 1997).

Como a absor¢éo oral do LEV é rapida e essencialmente completa, os perfis
de concentracdo plasmaética versus tempo apés a administragdo do LEV por via oral
ou intravenosa sdo muito semelhantes e sdo consideradas intercambiaveis. A
biodisponibilidade absoluta é de aproximadamente 99% (CHIEN et al., 1997).

A farmacocinética do LEV é linear e previsivel apos regimes posolégicos orais
ou intravenosos de doses Unicas ou multiplas, obedecendo a cinética de primeira
ordem (CHIEN et al., 1997; GOODWIN et al., 1994). Além disso, possui um perfil

farmacocinético que permite a administragcdo uma vez ao dia (CROOM; GOA, 2003).

A disposicdo do LEV €& melhor descrita pelo modelo bicompartimental
(GOODWIN et al., 1994; CHIEN et al., 1997). A extensa distribuicdo do LEV nos
tecidos e fluidos resulta em um grande volume médio de distribui¢édo (Vd) de 74 a 112
L apds doses unicas e multiplas de 500 mg ou 750 mg. Em muitos tecidos e fluidos
corporais, as concentracdes plasmaticas ap6s administracdo oral sdo semelhantes ou
consideravelmente superiores aquelas observadas no plasma (FISH; CHOW, 1997).
A ligacdo do LEV as proteinas plasmaticas é de aproximadamente 24 a 38%. Sua
ligacdo é principalmente a albumina sérica e € independente da concentracdo do
medicamento (FISH; CHOW, 1997).

O LEV é estereoquimicamente estavel no plasma e na urina e ndo se inverte
metabolicamente no seu enantibmero D-ofloxacina. O metabolismo do LEV é limitado
em humanos, sendo pouco relevante em sua atividade farmacolégica. Cerca de 85%
do farmaco é excretado pela urina na sua forma inalterada (CHILD et al.,1995; FISH,;
CHOW, 1997). A meia-vida de eliminacéo (T12) do LEV é de 6 a 8 horas. O clearance
aparente total do corpo (Clota) € clearance renal (Clrena)) variam de aproximadamente
8,64 a 13,56 L/h e 5,76 a 8,52 L/h, respectivamente, indicando um pequeno grau de
excrecdo néo renal (DAVIS; BRYSON, 1994; FISH; CHOW, 1997).

2.2.6 Farmacocinética do LEV em animais

Em especial, o LEV tem sido uma ferramenta terapéutica interessante na

medicina veterinaria e é considerado um farmaco promissor para o tratamento para
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varias infeccbes de tecidos moles (GOUDAH et al.,, 2008). Por isso, seu perfil
farmacocinético tem sido investigado em muitas espécies animais, conforme esta

apresentado na tabela 1.



Tabela 1 - Farmacocinética do LEV em diversas espécies de animais.
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Parametros farmacocinéticos (média + DP)

a T112a
L Dose Viade T1/2 , ) )
ESPECle N (mg/kg) adm. Ka ab B Tz B Cl vd ASCo.int F Cmax Tmax Autor
(hh) (h) (h1) (h) (L/hkg) (L/kg) (pg/mL.h) (%)  (pg/mL) (h)
. 3,13+ 0,26+ 0,21+ 931+ 0,14+ 1,75+ 77,39 =
Gatos 5 10 iv 4.99 018 013 1,63 0.04 0.42 2187 - - Albarellos et al., 2005.
. 12,03 0,16+ 0,09+ 837+ 0,14+ 157 5750+ 71,20+ 4,38+ 1,18 +
Gatos 5 10 V1971 020 004 347 004 051 2967 2299 152 1,03 Albarellosetal, 2005,
Bezerros 5 4 W 12,2+ 0,059+ 143+ 161+ 032+ 0,74+ 12,7 + ) ) ) Dumka; Srivastava,
1,13 0,005 0,14 0,07 0,05 0,03 0,20 2007.
. 349+ 0,21+ 0,28+ 258+ 0,21+ 0,81+ 18,79%
Cavalos 6 4 iv 0.62 013 0.21 051 018 0.26 457 - - - Goudah et al., 2008.
. 193+ 0,49+ 0,25+ 2,94+ 17,21+ 91,76+ 2,85+ 1,56 +
Cavalos 6 4 im 0.74 0.26 0.14 0.78 - - 436 12,68 0.89 071 Goudah et al., 2008.
Cabras 6 4 iv 21+ 031+ 0,24+ 295+ 0,18+ 0,73+ 2394+ ) ) ) Goudah; Abo-El-
0,19 0,11 0,10 0,27 0,04 0,22 2,61 Sooud, 2008.
Cabras 6 4 im 1,37+ 054+ 0,22+ 3,64= ) ) 21,31+ 8491+ 3,16+ 1,78+ Goudah; Abo-ElI-
0,18 0,10 0,02 0,42 1,24 7,52 0,46 0,32 Sooud, 2008.
. 287+ 0,26+ 0,27+ 292+ 028+ 1,01+ 1451+
Camelos 8 4 iv 0.54 0.21 0.20 061 0.03 0.36 264 - - - Goudah, 2009.
. 163+ 043+ 0,23+ 3,47 % 13,63+ 9395+ 1,90+ 1,51 +
cemelos © M 902 023 012 0,86 - - 3,11 838 073 061 oudah, 2009.
Ovelhas 10 4 v 2,19+ 0,33+ 0,19+ 3,29+ 0,20+ 0,86+ 21,61+ i i i Goudah;
0,17 0,12 0,09 0,23 0,05 0,23 1,24 Hasabelnaby, 2010.
Ovelhas 10 4 im 1,39+ 051+ 0,21+ 358+ 0,19+ 102+ 20,24+ 91,35+ 3,10+ 1,64+ Goudah;
0,15 0,11 0,04 0,30 0,03 0,18 1,31 6,81 0,35 0,29 Hasabelnaby, 2010.
. 0,15+ 449+ 0,23+ 1,31+ 43,15%
Tartarugas 5 10 iv - - 0004 012 0.03 0.04 418 - - - Aboubakr et al., 2014.
. 1,02+ 0,15+ 4,60 % 4158+ 96,45+ 559+
Tartarugas 5 10 im 011 0.01 0.22 386 4.00 026 2+ 0,00 Aboubakr et al., 2014.



Tartarugas 5
Patos 6
Patos 6

Cachorros 6

Coelhos 6
Coelhos 6
Coelhos ®

10

10

10

15

235+
0,19

331+
0,10

2,09 +
1,54

0,39 +
0,03

0,76
0,13

0,30 =
0,02

0,22 =
0,01

0,93
1,29

1,80 =
0,14

0,17 +
0,01
0,25+
0,01
0,24 =
0,02
0,11 +
0,02
0,34 +
0,03
0,34 =
0,04

4,07 £
0,17
2,76 £
0,10
2,80+
0,09
6,23 +
0,91
2,06 +
0,18
2,01+
0,24

0,41
0,04

0,14 +
0,03
0,60 +
0,18

1,37+
0,07

1,19+
0,20

137 %
0,39

34,40 +
2,51
24,43 +
2,46
17,97 +
2,24
107,9 +
24,4
9,08 +
2,64
9,07 +
1,80
9,31+
1,50

79,89 +
2,74

73,56 +
2,38

105,69
+ 27,50

118,93
+40,51

515+
0,12

3,63 %
0,12

2+0,00

2,05+
0,08
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Aboubakr et al., 2014.

Aboubakr; Soliman,
2014.

Aboubakr; Soliman,
2014.

Madsen et al., 2020.
Sitovs et al.,2020.
Sitovs et al., 2020.

Sitovs et al., 2020.

Fonte: do autor (2020).
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2.2.7 Farmacodinamica do LEV e seu uso na veterinaria

Em geral, o LEV possui boa atividade in vitro contra bactérias Gram-positivas,
negativas e outros microrganismos clinicamente relevantes. O LEV € ativo contra as
cepas Gram-positivas e resistentes a penicilina de Streptococcus pneumoniae, as
espécies Gram-negativas de Enterobacter cloacae e Proteus mirabilis e os
microrganismos atipicos Chlamydophila pneumoniae, Legionella pneumophila e
Mycoplasma pneumoniae, com CIMgo de < 2 pg/mL. O LEV é altamente ativo contra
as especies Gram-negativas de Haemophilus influenzae, H. parainfluenzae e
Moraxella catarrhalis (CIMgo de < 0,06 pg/mL), incluindo cepas positivas para B-
lactamase de H. influenzae e M. catarrhalis. A atividade do LEV contra espécies Gram-
positivas de Staphylococcus aureus suscetivel a meticilina/oxacilina é levemente
reduzida, com o CIMg (£ 4 pg/mL) na faixa suscetivel a faixa intermediaria e a
atividade do LEV contra a espécies Gram-negativas de Escherichia coli (CIMgo < 0,06
a > 8 pg/mL) e Pseudomonas aeruginosa (CIMgo de 0,5-64 pg/mL) é variavel
(CROOM; GOA, 2003; ANDERSON; PERRY, 2008; NOEL, 2009).

Com base em seu perfil farmacolégico, hd um interesse crescente no uso de
fluoroquinolonas para tratamento de infec¢des bacterianas em equinos. A peritonite é
uma das doengas abdominais mais importantes em equinos. Existem muitas causas
conhecidas de peritonite, mas a maioria dos casos € secundaria a doencas
gastrointestinais e infec¢cdes mistas frequentemente predominam. Bactérias Gram-
negativas sado isoladas com mais frequéncia, especialmente bactérias da familia
Enterobacteriaceae, sendo a E. coli, o patbgeno mais comumente cultivado. Dentre
as bactérias Gram-positivas, espécies de Streptococcus e Staphylococcus também
sdo frequentemente isoladas. As bactérias anaerObias associadas a casos de
peritonite incluem as espécies Clostridium, Bacillus e Bacteroides. Como a infeccao é
isolada dentro de wuma cavidade corporal, antibidticos lipofilicos, como
fluoroquinolonas, ttm melhor penetracéo na area (DAVIS, 2003; ALONSO et al. 2020).
Ja em infeccdes de pele e respiratorias, Pseudomonas aeruginosa e Streptococcus
spp. sao isoladas comumente (BOUSQUET-MELOU et al., 2002).

2.2.8 Farmacocinética-Farmacodinamica do LEV

Na medicina veterinaria, os indices PK-PD ainda ndo foram validados, mas

como as diferencas podem refletir somente variacdes de PK e CIM nas espécies, é
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razoavel assumir que os pontos de corte para obter eficacia serdo semelhantes em
diferentes espécies animais. Assim, os resultados obtidos em modelos de infeccéo
animal ou em ensaios na clinica humana podem ser bons pontos de partida para
projetar esquemas de dosagem para um novo antimicrobiano ou uma nova espécie
(TOUTAIN et al., 2002).

O LEV, antimicrobiano pertencente a classe das fluoroquinolonas, é
caracterizado pelo seu efeito bactericida concentragcdo-dependente e por exercer
efeito pos-antibidtico (EPA) moderado (ALIABADI; LEES, 2000; CRAIG, 2007,
LODISE; DRUSANO, 2011). Nesses casos, 0os melhores indices de eficacia PK-PD
sdo ASC/CIM e Cwmax/CIM. Muitos estudos demonstraram que o indice ASC/CIM
apresenta uma relagdo de eficacia ligeiramente melhor do que Cwmax/CIM. O indice
Cwmax/CIM parece ser mais relevante em infeccdes em que ha grande risco de
surgimento de subpopulacdes resistentes (CRAIG, 2007; LODE et al. 2008).

Um dos primeiros estudos clinicos em humanos para avaliar os indices de PK-
PD e os desfechos clinicos de fluoroquinolonas foi realizado por Forrest et al. (1993).
Neste estudo, valores de ASC/CIM =125 para CIP em microrganismos Gram-
negativos foram significativamente associados a cura clinica e microbioldgica.
Assumindo uma ligacédo as proteinas de aproximadamente 30%, isto corresponde a
valores de fASC/CIM 288 em estimativas pré-clinicas (FORREST et al.,, 1993;
ONUFRAK et al., 2017). Posteriormente, Drusano et al. (2004) demonstraram que
ASC/CIM = 87-110 (fASC/CIM = 61-77) de levofloxacina teve um efeito
estatisticamente significativo na erradicacdo do patdbgeno em pacientes com

pneumonia bacteriana adquirida em hospital.

Contudo, infelizmente, esse alvo foi aplicado de forma inadequada a todos os
outros microrganismos e a todas as outras populagdes de pacientes. Ambrose et al.
(2001) demonstraram que o0s alvos terapéuticos dos indices PK-PD de
fluoroquinolonas para microrganismos Gram-positivos parecem ser diferentes
daqueles para microrganismos Gram-negativos. No estudo, os autores verificaram
que uma razao de ASC/CIM = 33,8 (fASC/CIM = 24) estava associada a uma
probabilidade de 95% de sucesso clinico.

A respeito do indice Cuwax/CIM, Preston et al. (1998) sugeriram que Cwmix/CIM
de 12,2 esta relacionado resultados de sucesso clinico e cura microbiologica em

pacientes tratados com LEV em infec¢des urindrias, pulmonares, pele e tecidos moles.
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Desta forma, os alvos terapéuticos do levofloxacino sédo: ASC/CIM = 87
(FASC/CIM = 61) para microrganismos Gram-negativos e ASC/CIM = 34 (fASC/CIM =
24) para microrganismos Gram-positivos; e Cuax/CIM = 12.
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Objetivos
3.1 Objetivo geral

Construir o regime posologico do LEV para o tratamento de infec¢cdes por
diferentes espécies bacterianas em equinos.

3.2 Objetivos especificos

Desenvolver e validar um método bioanalitico para quantificar o LEV em
plasma de equinos por HPLC;

Avaliar o perfil farmacocinético do LEV por administracdo intravenosa de dose
Unica de 4 mg/kg em equinos;

Avaliar o perfil farmacocinético do LEV por administracao oral de dose Unica de
4 mg/kg em equinos;

Determinar a CIM e CBM do LEV para as principais cepas bacterianas em
equinos;

Calcular os principais parametros de PK-PD para o LEV em equinos;

Material e Métodos
4.1 Solucgdes padrdes, solventes e reagentes

Acetato de etila, Synth - Brasil;

Acetonitrila grau HPLC, J. T. Baker - México;

Acido férmico 98%, Scharlab, S.L. - Espanha;

Agar Mueller Hinton + 5% de sangue de carneiro (AS) - Biomérieux®;

Agar Mueller-Hinton (AMH) - Difco®;

Agua ultrapura Mili-Q (Millipore®) com condutividade 18,2 uS. cm-1;
Ampicilina - Sigma Aldrich®;

Caldo Miueller-Hinton (CMH) - Difco®;

Dimetilsulfoxido (DMSO) - Sigma Aldrich®;

Levofloxacino, padréo analitico - Sigma Aldrich®;

Levofloxacino hemi-hidratado, comprimidos revestidos 750 mg - Tavok,
Momenta Farmacéutica Ltda - Brasil;

Levofloxacino hemi-hidratado, solucéo injetavel 5 mg/mL - Halexlstar Industria

Farmacéutica - Brasil;



48

Metanol grau HPLC, J. T. Baker - México;
Norfloxacino, padrdo analitico - Sigma Aldrich®;

Resazurina - Sigma-Aldrich®.
4.2 Equipamentos

Autoclave vertical - Phoenix®;

Balanca digital analitica e semi-analitica - Shimadzu®;

Banho ultrassonico, Ultrassonic Cleaner 2840DA - Odontobras;
Céamara de fluxo laminar - Veco®;

Centrifuga 5810 R - Eppendorf®;

Estufa de incubacao bacterioldgica - Fanem®;

Estufa de incubacéo bacteriolégica com CO2 - Forma Scientific®;
Estufa incubadora com atmosfera de CO2 (3110 Forma Series Il water
Jacketed CO2 Incubator) - Thermo Electron Corporation®;
Evaporador a vacuo, miVac Duo Concentrador - Genevac®;
HPLC Waters Alliance e2695;

Leitor de placa Power Wave HT- Biotek;

Purificador de 4gua destilada - Millipore®;

Sistema Mili-Q Millipore®;

Vértex AP56 - Phoenix.

4.3 Correlatos

Coluna C18 SunFire (4.6 x 250 mm; 5 um), Waters®;

Coluna de guarda C18 SunFire (4.6 x 20 mm; 5 um), Waters®;

Filtro de seringa de politetrafluoretileno (PTFE) hidrofobico, poro de 0,22um,
Analitica;

Seringas descartaveis, BD®.
4.4 Softwares

Empower 3, Waters®;

Excel 2019, Microsoft®;
Minitab 19 Statistical Software;
Prism 5, GraphPad®.



49

4 .5 Desenvolvimento do método bioanalitico

4.5.1 Sistema Cromatografico

A analise do LEV em plasma foi realizada em um sistema de cromatografia
liquida de alta performance (HPLC) Alliance® Waters acoplado a um detector de
massas de quadrupolo unico (ACQUITY QDa, Waters). A separacao dos analitos foi
feita em coluna SunFire C18 (4,6 mm X 250 mm; 5 um) com coluna de guarda SunFire
C18 (4,6 mm X 20 mm; 5 um), mantidas a 30°C. A fase mdvel foi constituida por
metanol e acido férmico 0,1 uM (30:70 v/v), em modo isocratico, com vazao de 0,7
mL/min, volume de injecdo de 20 L e o tempo total de corrida de 6 minutos. O QDa
foi operado em modo positivo com ionizacao por eletrospray (ESI) e nas seguintes
condicdes: voltagem do cone de 20 V, voltagem do capilar de 0,8 kV, fluxo do gés de
dessolvatacdo de 800 L-h™! e temperatura da fonte de 600°C. A quantificacdo dos
analitos foi realizada através do modo de monitorizacao selecionada dos ions (SIR)
de m/z 362 e m/z 320, que correspondem ao LEV e ao padrao interno (Pl) NOR,

respectivamente.

4.5.2 Preparo da amostra

O preparo da amostra de plasma para a extracao do LEV se iniciou com 500
pL de plasma adicionados de 20 pL de solugéo de Pl (NOR 100 pg/mL em metanol) e
1000 pL de acetato de etila. A amostra foi agitada e centrifugada por 15 minutos a
15130 g a 4°C. O sobrenadante (800 pL) foi recolhido, evaporado e ressuspendido
em 150 pL de metanol. As amostras foram filtradas e injetadas no sistema de HPLC-
QDa

4.6 Validacdo do método bioanalitico

O processo de validacao foi realizado de acordo as normas estabelecidas pela
ANVISA (RESOLUCAO-RDC n° 27 de 17 de maio de 2012) e pela Food and Drug
Administration (FDA) através do Guidance for Industry: Bioanalytical Method
Validation de maio de 2018. Para determinar os limites de confianga do método, foram
feitos 0s seguintes ensaios: seletividade, sensibilidade, efeito residual, curva de
calibracéo, preciséo e exatidao intracorrida e intercorrida, recuperagéo e estabilidade

de armazenamento.
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4.6.1 Seletividade

A seletividade do método representa a capacidade do método de diferenciar e
quantificar o analito e Pl na presenca de outros componentes endégenos na matriz
biolégica de interesse. O ensaio foi realizado através da analise de amostras branco
da matriz biolégica de, no minimo, seis fontes distintas, sendo quatro amostras
normais, uma lip€mica e uma hemolisada. Como critério de aceitacédo, as respostas
dos picos interferentes préximos ao tempo de retencdo do LEV devem ser inferiores
a 20% da resposta do LEV nas amostras do limite inferior de quantificagéo (LIQ) e as
respostas dos picos interferentes proximos ao tempo de retencdo do Pl ndo devem
exceder a 5% da média das respostas do Pl nos padrdes de calibracao e nos controles

de qualidade.

4.6.2 Sensibilidade

A sensibilidade do método foi estabelecida através da determinacdo do LIQ,
por meio da analise de amostras de concentracfes decrescentes do LEV até que a
menor concentracdo que fosse precisa (+ 20%) e exata (+ 20%) em, no minimo, 5
replicatas. Para o LIQ ser aceito, € necessario que a resposta do analito seja, no
minimo, cinco vezes superior a qualquer interferéncia da amostra zero no tempo de

retencdo ao do analito.

4.6.3 Efeito residual

O ensaio de efeito residual analisou o aparecimento ou aumento do sinal do
analito ou PI devido a contaminacéo originada de amostras analisadas anteriormente.
O ensaio consistiu em analisar trés 3 inje¢cdes da mesma amostra branco, sendo uma
antes e duas logo apds a injecdo de amostras processadas do limite superior de
guantificacdo (LSQ). Como critérios de aceitacdo, as respostas dos picos interferentes
no tempo de retengéo do analito devem ser inferiores a 20% da resposta do LIQ, e as
respostas de picos interferentes no tempo de retencéo do Pl devem ser inferiores a
5% do PI.

4.6.5 Curva de calibracéo (Linearidade)

A curva de calibracéo estabelece a relacéo entre a resposta do instrumento e
a concentragao conhecida do analito. Para a construcado da curva de calibragéo, a

faixa de concentracdes dos padrdes de calibragao foi escolhida com base na faixa de
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concentracdo esperada no estudo. A preparacdo dos padrdes da curva de calibracdo
foi iniciada com a adicdo do analito e do Pl e depois submetidas ao mesmo

procedimento de preparacao a que foram submetidas as amostras em estudo.

A curva de calibracao foi feita em triplicata com, no minimo, 6 concentracées
diferentes de padrdes de calibracéo, incluindo a analise da amostra branco e da
amostra zero. A equacao da curva de calibragéo foi obtida a partir da relacéo entre a
razdo da érea do pico do analito e do Pl (4rea do analito/area do Pl) com a
concentracdo nominal do analito. Como critérios de aceitacdo, os padrdoes de
calibracdo podem variar até + 15% da concentracdo nominal, exceto para o LIQ, que
pode variar até + 20% da concentragdo nominal, 75% dos padrdes de calibracédo
devem ser aprovados conforme o0s critérios anteriores; e possuir um coeficiente de

correlagédo = 0,98.
4.6.6 Precisao e Exatidao

A partir da curva de calibragdo, foram escolhidos os controles de qualidade
baixo (CQB), médio (CQM), alto (CQA) e diluido (CQD) que servem para determinar
a precisdo e a exatidao.

A precisdo e exatiddo foi realizada com, no minimo, 5 replicatas de 5
concentracdes (LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD) em uma mesma corrida (intracorrida)
e em corridas diferentes (intercorridas). A precisao foi expressa pelo coeficiente de
variacao (CV) e a exatidao foi obtida pelo erro padrao relativo (EPR). Os critérios de
aceitacao para a precisdo permitem uma variacao de até + 15% do CV, exceto para o
LIQ que admite uma variacao de até + 20% do CV, e para exatiddo é permitido uma
variacdo de até + 15% da concentracdo nominal, exceto para o LIQ que admite uma

variagdo de até + 20% da concentragdo nominal.

4.6.7 Recuperacao

A recuperagédo expressa a eficiéncia do procedimento de extragdo da amostra
em relacdo ao analito no extrato final do procedimento de preparo, extraido e néao
extraido (solucdo). A recuperagdo do analito e do Pl ndo precisa ser de 100%, mas
deve ser consistente e reproduzivel. A recuperacéo foi calculada pelo percentual da
area da amostra extraida de CQA e CQB em relacdo a amostra ndo extraida das

mesmas concentracoes.
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4.6.8 Estabilidade de Armazenamento

A estabilidade quimica do analito foi avaliada devido a necessidade de
armazenamento das amostras em diversas condicdes durante o estudo. A
concentracdo das amostras foi determinada por meio de uma curva de calibracao
recém preparada e a estabilidade foi definida quando néo se observou desvio + 15%

da média das concentracdes obtidas com relacdo ao valor nominal.

A estabilidade de curta duracdo foi determinada ap0s as amostras
permanecerem em temperatura ambiente por tempo superior ao que se espera para

as amostras no decorrer do estudo, somente entédo foram processadas e analisadas.

A estabilidade de longa duracédo foi estabelecida apds as amostras serem
armazenadas por tempo superior ao intervalo compreendido entre a coleta da primeira
amostra e andlise da ultima, posteriormente, as amostras foram processadas e
analisadas. A temperatura utilizada para o ensaio foi a mesma temperatura de

armazenamento das amostras do estudo.

A estabilidade poés-processamento determinou a estabilidade do analito na
amostra processada para analise, incluindo o padré@o interno, na temperatura sob a

qgual a amostra foi mantida e por tempo superior a duracéo da corrida analitica.

A estabilidade ap6s ciclos de congelamento e descongelamento foi
determinada apés as amostras serem congeladas a temperatura indicada e mantidas
por pelo menos 12 horas, depois serem submetidas ao descongelamento a
temperatura ambiente. O ciclo de congelamento e descongelamento foi realizado por
no minimo 3 vezes e, apds isso, as amostras foram processadas e analisadas.

A estabilidade da solucdo-estoque do farmaco e do padrédo interno foram
estabelecidas apdés serem mantidas sob as mesmas condicbes a que foram
submetidas as solu¢cdes durante uso e armazenamento. Os resultados foram

comparados com os obtidos utilizando solu¢des recentemente preparadas.

4.7 Protocolo Clinico

4.7.1 Modelo Animal

Foram utilizados 6 equinos sem raca definida, idade média de 6 anos, machos
e fémeas, com peso corporal médio de 350 kg. A selecdo de animais higidos foi feita
com base em suas histérias anteriores e exames fisicos como frequéncia cardiaca e

respiratoria, coloracdo de mucosas, tempo de preenchimento capilar, temperatura
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retal e motilidade intestinal. Os animais foram alojados em baias com cama de
maravalha na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia- FMVZ, Unesp
(Botucatu-SP) e receberam feno de capim coast cross e agua ad libitum. Antes do

inicio de cada ensaio, os animais foram mantidos em jejum de 8 horas.

4.7.2 Desenho do estudo

O protocolo propds um estudo experimental pela via intravenosa e oral em
todos os animais em dois periodos. No periodo 1, os animais receberam
administracdo pela via intravenosa e, no periodo 2, administracdo pela via oral,
respeitando o periodo de depuracdo do farmaco (wash-out). Para ambas as vias, a

dose administrada foi cerca de 4 mg/kg do LEV.

4.7.3 Administracédo dos farmacos

Para a via oral, os comprimidos do LEV foram administrados com 500 mL de
agua potavel com auxilio de sonda nasogéastrica em dose Unica. Para garantir a
precisdo da dose, foram administrados 2 comprimidos de LEV em cada animal e,

posteriormente, a dose foi ajustada pelo peso corporal.

Para a via intravenosa, uma solugéo estéril do LEV 5 mg/mL foi preparada e a
dose Unica foi administrada lentamente na veia jugular direita com auxilio de um
cateter calibre 14G, sendo necesséario em torno de 245 ml a 305 ml de solucéo de
LEV.

4.7.4 Coleta de sangue

Antes de coletar a amostra de sangue, cerca de 5 mL de sangue foi coletado e
descartado para evitar contaminacdo da amostra com qualquer residuo de sangue
presente no cateter. As amostras (5 mL) foram coletadas por aspiragdo em seringas
através de cateteres fixados na veia jugular esquerda (contralateral a administracao
intravenosa) e foram transferidas para tubos com &cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA). As amostras foram imediatamente centrifugadas por 10 min a para obter
plasma e armazenadas a -20°C.

As coletas de sangue, ap6s a administragdo oral e intravenosa, foram
realizadas nos seguintes tempos: 0 (antes da administracdo do medicamento), 5, 15,

30, 45 minutos, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16 e 24 horas ap0s administracdo de farmaco.
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4.7.5 Avaliacao clinica

Os animais foram submetidos a exames fisicos e laboratoriais anteriormente e
posteriormente ao estudo. Ao exame fisico foram avaliados: frequéncia cardiaca e
respiratéria, coloracdo de mucosas, tempo de preenchimento capilar, temperatura

retal e motilidade intestinal.

Exames laboratoriais foram realizados em dois momentos, sendo 24 horas
antes do inicio do experimento e 24 horas apés o término do experimento. Em cada
momento foram coletadas duas amostras, sendo uma em tubo contendo EDTA para
analise hematoldgica e outra em tubo seco com ativador de coagulacao para andlise
bioguimica. As amostras foram enviadas ao laboratério para a realizacdo de
hemograma completo: hemoglobina; nimero de hemacias; hematdcrito; contagem
total e diferencial de leucdcitos; proteina total e fibrinogénio e exame bioquimico das
enzimas hepaticas (incluindo gama glutamina transferase, aspartato amino
transferase e fosfatase alcalina), funcdo renal (ureia e creatinina) e proteina total
sérica e albumina. O acompanhamento clinico e laboratorial tem como objetivo
certificar o bem-estar do animal, assegurando seu resgate, se necessario, bem como

avaliar nefrotoxicidade e hepatotoxicidade.
4.8 Andlise Farmacocinética

Os parametros farmacocinéticos, obtidos através das curvas de concentracéo
plasmatica versus tempo, estdo relacionados na tabela 2, assim como a forma de
calculo. Os calculos serdo feitos pelo Excel® e confirmados pelo Phoenix®
WinNonlin® 7.0.

Tabela 2 - Descricdo e método de célculo dos pardmetros farmacocinéticos.

Parametros Descricao Equacdo ou método de célculo

Area sob a curva de zero ao

ASCo- dltimo tempo quantificavel

Métodos dos Trapezoides

Area sob a curva de zero ASCo_¢ + Co/Ker

ASCo-INF extrapolado ao infinito Onde Ch é a ﬂltima concentracdo
quantificavel
Keiou B Constante de eliminacdo Creiee Iog _da NI
plasmatica v.s. tempo
N T Ln2
Tizp Meia-vida de eliminacdo T
a Constante de distribuicdo CTHIEG (o) 0 & EanEE e

plasmatica v.s. tempo
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Tss

Cl

Ve

Vss

Varea

ASMCo.7

ASMCo.inF

Ka

MAT

MTT

MRT

Tiza

Cmax

Twmax

Foral

Meia-vida de distribuicédo

Tempo para atingir o estado de
equilibrio

Clearance total

V4 no compartimento central

V4 no estado no estado
estacionario

V4 no estado de pseudoequilibrio

Area sob o momento da curva de
zero ao ultimo tempo
guantificivel

Area sob o momento da curva de
zero extrapolada ao infinito

Constante de absorcao

Tempo de absor¢cdo médio

Tempo de residéncia total

Tempo de residéncia médio

Meia-vida de absorgéo

Concentragdo plasméatica maxima

Tempo para obtengéo de Cmax

Biodisponibilidade absoluta
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Ln?2

aa
Ln(F)
a—p
Dose X F

ASCO—INF
Dose

Co

Cl x MRT
cl
Kot

Método da Estatistica dos
Momentos

ASMCy_yyp + &2 4 & onde
Kel Kel_
Tn é 0 tempo de ocorréncia da Cn

Gréfico log da concentracdo
plasmética v.s. tempo

1

K,

ASMCo_inp
ASCO—INF

MTT — MAT

Ln?2
K,

Método grafico

Método grafico

ASCo-inr (oraL) X Dose(yy

ASCo_inr vy X Doseopary

Fonte: do autor (2020).

4.9 Avaliacao da atividade antibacteriana

4.9.1 Microrganismos

Foram utilizadas as cepas padrao de Escherichia coli ATCC 25922, Samonella

spp. ATCC 19196, Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853, fornecidos pelo Laboratorio de Microbiologia da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas da UNESP de Araraquara.

4.9.2 Padronizacao da suspenséao bacteriana

As cepas bacterianas foram repicadas do estoque para tubos contendo caldo

Muller Hinton (CMH) e incubadas durante 24 horas a 37°C. Uma aliquota dessa cultura
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foi transferida para tubos contendo CMH até obter-se turvacédo equivalente ao valor
0,5 da escala de MacFarland (aproximadamente 1,0 x 108 UFC/mL). A padronizagéo
da suspensao bacteriana foi confirmada através da leitura espectrofotométrica a 620
nm dos valores de absorbéancia (0,10 a 0,15). Para realizac&o dos ensaios de diluicao
em microplacas foi realizada uma diluicdo 1:10 em CMH, obtendo-se uma suspenséo
de 1,0 x 10" UFC/mL (CLSI, 2018a).

4.9.3 Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

4.9.3.1 Realizacé&o do teste

A CIM foi determinada pela técnica de diluicdo em microplacas (96 orificios) de
acordo com a metodologia descrita segundo o documento MO7 do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018a) para as bactérias aerobias com
modificacdes.

Nos testes para E. coli, Salmonella spp., S. aureus e P. aeruginosa, os orificios
das microplacas (96 pocos) foram preenchidos com 80 pL de CMH. Em seguida, foram
acrescentados 100 pL da solucéo do LEV e realizada a diluigao seriada de 1,0 pg/mL
a 0,0005 pg/mL, exceto para P. aeruginosa, em que a diluicao seriada foi de 2,5 pg/mL
a 0,0012 pg/mL. Adicionalmente, foram distribuidos 20 puL das suspensdes dos
microrganismos em cada orificio das microplacas. Como controles positivos foram
utilizados a ampicilina (5 pg/mL) para S. aureus e ampicilina (50 pg/mL) para as
demais bactérias. Também foram realizados o controle do meio de cultura, o controle

de crescimento bacteriano, e o controle negativo (solvente).

Procedeu-se a incubacdo das microplacas a 37 °C durante 24 horas para E.
coli, Salmonella spp., S. aureus e P. aeruginosa. Em cada microplaca, o LEV foi
testado em quatruplicata. Os testes foram realizados em triplicata para cada
microrganismo. Na figura 8, esta apresentado a organizacdo esquematica dos testes

nas microplacas.
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Figura 8 - Representacdo da microplaca para determinacédo da CIM.
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Fonte: do autor (2020).

4.9.3.2 Leitura espectrofotométrica

ApoOs a incubacao, as microplacas foram submetidas a leitura de absorbéancia
a 595 nm, em espectrofotdmetro de microplacas. A partir dos valores obtidos foram
confeccionados os graficos expressando a porcentagem de viabilidade dos
microrganismos (GUDINA et al., 2010).

A inibicdo do crescimento microbiano foi evidenciada pela auséncia de
crescimento no meio, sendo considerada a CIM a menor concentracdo do LEV capaz
de inibir o crescimento de 90% das cepas (HAWSER e ISLAM, 1999; HORNER et al.,
2008).

4.9.4 Determinacgao da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Ap6s a leitura espectrofotométrica, foram realizadas as determinacées da CBM.
Com auxilio de hastes de madeira estéreis, a mistura de cada poc¢o da microplaca foi
replicada em placa de agar Mueller-Hinton (AMH). As placas foram incubadas a 37 °C
por 24 horas para E. coli, Salmonella spp., S. aureus e P. aeruginosa. Apés incubacao
as placas foram analisadas para o crescimento ou ndo das bactérias.

4.9.5 Leitura com revelador

Foram adicionados 30 pL de resazurina (100 pg/mL) em cada orificio das
microplacas nos testes com bactérias e incubadas por 2 horas a 37°C (PALOMINO et
al., 2002; RIVOIRE et al., 2007).

7z

A resazurina (7-hidroxi-3H-phenoxazin-3-onal0-0xido) é considerada o
indicador mais utilizado em condi¢cfes de reducdo em meios de cultura (FUKUSHIMA
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et al., 2003). Na figura 9, esta apresentado 0 mecanismo que se baseia na reducéao
da resazurina (cor roxa) em resorufina (cor rosea).

Figura 9 - Reacdo de reducao da resazurina.

NAD* NADH/H*
HO o O Na* u HO 0 O™ Na*
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-
Resazurina Resorufina
(Roxa) (Résea)

Fonte: do autor (2020).

Essa mudanca de cor roxa para rosea indica, além da reducéo de resazurina,
a existéncia de crescimento bacteriano. A intensidade da coloracdo rosea tem
correlacdo direta com a quantidade/proliferacdo de organismos vivos, que incluem
células bacterianas e até células de mamiferos. Desta forma, o CIM foi definido como
a menor concentracdo do LEV capaz de impedir a mudancga de cor azul para rosa
devido a reducéo da resazurina (PALOMINO et al., 2002; SARKER et al., 2007).

4.9.6 Célculo da porcentagem de inibi¢cdo do crescimento microbiano
A partir da leitura espectrofotométrica, é possivel calcular a porcentagem de
inibicdo do crescimento microbiano, em diferentes concentracdes do LEV, para cada

microrganismo de acordo com a equacao 11:

Eq. 11
o , . : Ac
% inibicdo do crescimento microbiano = [1 - A—] x 100
0

Onde Ac representa a média das absorbancias por concentracao de substancia
testada e ja subtraida do valor da absorbéancia obtida para cada concentracdo de
substancia sem a adicdo do inoculo e Ao é a média das absorbancias do controle de
crescimento microbiano (sem a substancia testada) (GUDINA et al., 2010). O
resultado representa a porcentagem de células microbianas que a substancia testada
foi capaz de inibir. A partir disso, € possivel determinar a CIM, que é a menor
concentracdo de um antimicrobiano que inibe o crescimento de uma determinada

cepa bacteriana. A unidade de medida para CIM é em pg/mL.
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4.10 Modelo Farmacocinético-Farmacodinamico (PK-PD)

Os indices de eficacia PK-PD do LEV foram calculados usando os parametros
farmacocinéticos e os valores de CIMgo. Na tabela 3, estdo representados todos
indices PK-PD que foram calculados. Os célculos foram feitos pelo Excel® e

confirmados pelo Phoenix® WinNonlin® 7.0.

Tabela 3 — Descricao, férmula, unidade e alvo terapéutico dos indices de eficacia de PK-PD.

indice Descricao Férmula Unidade AIYO .
terapéutico
Razé&o entre a ASC total para um ASC >34 (G
. 0-24 2 ram +)
ASC/CIM  periodo de 24 horas e o CIM. ASC/CIM = CIM Horas > 87 (Gram -)

Raz&o entre a concentragéo c
Cumix/CIM plasmatica maxima total obtida Copix/CIM = max Adimensional 12

experimentalmente e o CIM. CIM
Porcentagem de tempo durante
um intervalo de 24h em que a At oo cim
T>CIM concentracdo esta acimado T > CIM = —2-—=x 100 % 50% - 80%
CIM.

Fonte: do autor (2020).

4.11 Construcao do regime posolégico

O regime posolégico foi construido com base nos célculos descritos por
Bousquet-Melou et al. (2002) e nos indices de PK-PD obtidos no estudo.
A dose por unidade de tempo foi obtida utilizando a equagé&o 12:
(Eq. 12)

D _ Clx Cpalvo
Osepor unidade de tempo — F

Onde Cpalvo € a concentracdo plasmaética alvo que corresponde a concentracéo
média durante o intervalo de dose. A Cpawo pode ser obtida através da equagéo 13,
usando o valor de ASCI (ou ASC/CIM).

(Eqg. 13)

ASCI x CIM
CParwo = T

A Cpavo pode ser substituida na equacdo 3, conforme demonstrado na

equacao 14:
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(Eq. 14)

Cl ASCI X CIM
Dosepor unidade de tempo = ? X T

Para algumas bactérias Gram-positivas, as fluoroquinolonas atuam como
antibiéticos tempo-dependentes. Nesses casos, a sele¢cdo do intervalo de dose
apropriado € determinada pelo indice T>CIMm.

Uma vez estabelecido o regime posoldgico, foram planejados os valores de

CwmaAx e Cwin, de acordo com as equacgdes 15 e 16:

(Eq. 15)
Dose X F
Cooo__Vd
MAX — (1 _ e—Kel.T)
(Eq. 16)

P— . —kel.T
Cuin = Cuax X e

Finalmente, apds o planejamento, o valor de Cwuax foi avaliado se estava 12
vezes o valor de CIM (Cuwax/CIM = 12) e se Cwin foi superior ao CIM.

4.12 Andlise Estatistica

Os resultados dos parametros farmacocinéticos de cada grupo foram
apresentados através da mediana, média aritmética e desvio padrdo. Como 0s
resultados apresentaram distribuicdo normal, foi empregado teste t para 2 amostras,
com nivel de significancia fixado em 5%, através dos programas Minitab®.

5 Resultados e Discussao

5.1 Validac&o de método bioanalitico em plasma de equinos

5.1.1 Seletividade

Amostras de plasma branco de mais de seis fontes distintas foram extraidas e

analisadas para verificar a presenca de interferéncia de compostos endogenos. As
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respostas de picos interferentes préximos aos tempos de retencédo do Pl e do LEV de
0,77% e 6,82%, respectivamente, sendo inferior ao limite estabelecido de 5% da area
do Pl e 20% da é&rea do LIQ (0,015625 pg/mL).

Na figura 10, esta apresentado o cromatograma do padrdo de calibracdo do
LEV na concentracdo de 0,015625 pg/mL (LIQ) sobreposto a amostra branco. Na
figura 11, estd o cromatograma da amostra zero sobreposto ao branco. O tempo de
retencdo (Tr) do LEV foi de aproximadamente 3,87 minutos e do PI foi em 3,97

minutos.

Figura 11 — Cromatogramas da amostra branco (linha azul) e do padréo de
calibracéo no LIQ contendo 0,015625 pg/mL de LEV (linha vermelha).
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Figura 10 - Cromatogramas da amostra branco (linha azul) e da amostra
zero (linha vermelha).
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5.1.2 Sensibhilidade

O LIQ foi estabelecido, a partir da determinacéo de 5 replicatas dos padrdes de
calibracdo, como 0,015625 pg/mL com base na relacéo entre ruido e linha de base de

5:1 e com exatidao de -6,41% e precisao de 10,57%, atendendo os critérios exigidos.
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5.1.3 Efeito residual

As amostras de plasma branco injetadas apos os padrdes de calibracdo do LSQ
(1,0 ug/mL) apresentaram respostas significantemente inferior a 20% do LIQ para o
LEV e inferior a 5% para o PI, portanto, a ocorréncia de efeito residual foi descartada.

5.1.4 Curva de calibragéo

A curva de calibracao foi construida com 7 niveis de concentragdes dentro da
faixa de concentracéo de 0,015625 a 1,0 ug/mL de LEV em triplicata. Conforme esta
apresentado na tabela 4, os padrdes de calibracdo tiveram uma variacao inferior a
15% da concentracdo nominal, incluindo o LIQ. A curva de calibracao foi considerada
linear dentro da faixa de concentracdo avaliada (figura 12). A equacgao da reta foi y=
5,859x + 0,03752, obtida por ponderacéo (1/y?) e seu coeficiente de determinacgéo (r?)
foi de 0,9910.

Tabela 4 - Exatiddo e precisdo dos padrdes da curva de calibracao.

Exatiddo Preciséo
Concentragao nominal (png/mL)
(ERP) (CV%)
0,015625 -0,01 9,51
0,03125 -2,71 8,35
0,0625 3,47 0,39
0,125 1,92 4,32
0,25 8,60 6,67
0,5 1,29 5,80
1 -8,57 3,37

ERP= [concentracdo experimental - concentracdo nominal / concentragdo nominal) x 100]

CV %= coeficiente de variagdo [(desvio padrao/média) x 100
Fonte: do autor (2020).

Figura 12 - Curva de calibracdo do LEV em plasma.
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Fonte: do autor (2020).
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5.1.4 Precisao e exatidao

A precisdo e a exatiddo do método foram avaliadas por meio do LIQ e dos
controles de qualidade CQB (0,03125 pg/mL), CQM (0,125 pg/mL), CQA (0,8 pug/mL)
e CQD (5 pg/mL).

Tabela 5 - Precisdo e exatidao intracorrida e intercorrida do método bioanalitico de LEV.

Intracorrida (n=5) Intercorrida (n=15)
Concentracdo nominal ' ' ' :
Exatidao Precisao Exatidao Preciséo
(ng/mL)

(ERP) (CV%) (ERP) (CV%)
LIQ 0,015625 -13,23 6,12 7,1 11,53
CQB 0,03125 4,22 4,82 -4,72 10,25
CQM 0,125 -1,14 7,79 2,09 6,86
CQA 0,8 3,27 9,94 -2,74 11,16
CQD 5 12,66 12,36 0,43 12,6

CV %= coeficiente de varia¢do [(desvio padrao/média) x 100]
ERP= [concentracdo experimental - concentracdo nominal / concentragdo nominal) x 100]
Fonte: do autor (2020).

Os resultados resumidos na tabela 5 apresentam que a exatidao intracorrida e
intercorrida do método expressado como ERP variaram de -13,23% a 12,66% e os de
precisao intracorrida e intercorrida expressado como CV% variaram de 4,82% a
12,6%, estando todos dentro dos limites aceitaveis propostos pelos guias de validacao

de métodos bioanaliticos.

5.1.5 Recuperacgéo

A eficiéncia da extracdo foi observada através dos resultados obtidos de
amostras de CQB e CQA processadas e comparadas com solucdo padrdo do analito,
que representaram 100% de recuperacgéo. A recuperacdo do LEV do plasma foi em
torno de 26,51%, embora o ideal seja proximo de 100%, a extracdo foi suficiente,
consistente e reprodutivel, sendo satisfatoria para analise farmacocinética. Na tabela

6, estao apresentados os resultados de recuperacéo.

Tabela 6 - Ensaio de recuperacdo do LEV em plasma.

Controle de Concentracéao Recuperacéo

Qualidade (ng/mL) (%)
CcQB 0,03125 20,59 + 1,96
CQA 0,8 32,42 +0,11
Média 26,51 + 6,93

Fonte: do autor (2020).
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5.1.6 Estabilidade de armazenamento

O ensaio de estabilidade de armazenamento em plasma na validacdo do
método bioanalitico tem como objetivo estabelecer condicbes adequadas e seguras
para a estocagem das amostras durante o estudo. Portanto, apos a coleta de uma
amostra ela deve ser armazenada em uma condi¢cdo que tenha sido avaliada neste
ensaio. Na tabela 7, estdo apresentados os resultados dos ensaios de estabilidade

do LEV em plasma.

Tabela 7 - Estabilidade de armazenamento do LEV em plasma.

CQB CQA
Curta duracéo (16h em temperatura ambiente)
N=3
ERP (%) +2,11 -6,53
CV (%) 10,94 9,30
Longa duracédo (10 meses a -80°C)
N=3
ERP (%) +2,08 +2,14
CV (%) 6,10 3,31
P6s processamento (4h em temperatura ambiente)
N=3
ERP (%) +2,62 +5,23
CV (%) 11,18 3,00
Ciclo de Congelamento e Descongelamento (-80°C)
N=3
ERP (%) +9,19 -1,55
CV (%) 6,61 6,36

CV %= coeficiente de variacdo [(desvio padrdo/média) x 100]
ERP= [concentracdo experimental - concentracdo nominal / concentra¢cdo nominal) x 100]
Fonte: do autor (2020).

Os resultados obtidos apresentam-se dentro dos limites aceitaveis
determinados pelas legislagbes vigentes, garantindo que as condicdes de
armazenagem testadas foram adequadas para evitar a degradacdo do analito em

plasma.
5.2 Avaliagéo Clinica

Na tabela 8, estdo representados os valores médios + desvio padrdo (DP) de
frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (FR), tempo de preenchimento
capilar (TPC) e temperatura retal (Treta)), além dos resultados de coloragdo da mucosa

e motilidade intestinal. A andlise individual dos exames fisicos de todos os animais se
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nao apresentando alteracdes

significativas, previamente e posteriormente ao experimento.

Tabela 8 — Resultados dos exames fisicos de frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratéria (FR),
tempo de preenchimento capilar (TPC) e temperatura retal (Treta)) (Média + DP) e de coloracédo das
mucosas e motilidade intestinal (n=6).

Parametros (unidades) Resultados

FC (bpm) 34,29 + 5,03

FR (rpm) 12,38 £ 2,80

TPC (s) 1,71+0,46

Tretal (°C) 37,04 £ 0,44
Coloracéo da mucosa Rdésea
Motilidade intestinal Normal

Tabela 9 — Resultados do hemograma completo fibrinogénio, bioquimico e suas referéncias (média +

DP; n=6).
Parametro (unidade) Resultado + DP Referéncia
Hemacias (1x10%6/uL) 6,55+ 1,19 6,8-12,9
Hemoglobina (g/dL) 10,62 £ 1,39 11-19
Hematocrito (%) 31,55 + 3,80 32% - 53%
VCM (fL) 48,51 + 3,54 37-58,5
CHCM (%) 33,79 +1,33 31-38,6
RDW 17,59 + 0,54 12,3-19,9
Proteina Plasma (g/dL) 6,86 + 0,60 58-8,7
Fibrinogénio (mg/dL) 377,78 + 151,68 100 - 400
Plaquetas (1x103%/uL) 208,72 + 44,67 100 - 600
Leucocitos (1x103uL) 8,19 + 3,17 54-14
Neutrofilos (1x103/uL) 5,49 +231 2,3-8,6
Linfécitos (1x10%/uL) 2,42 +£0,84 15-7,7
Eosindfilos (uni/uL) 399,28 + 167,53 0 - 1000
Basofilos (uni/pL) 25,33 £ 49,00 0-290
Mondcitos (uni/pL) 233,00 + 227,91 0 - 1000
Ureia (mg/dL) 40,15+ 9,61 21-51
Creatinina (mg/dL) 1,04 £ 0,15 0,9-19
AST (UI/L) 305,55 + 46,95 226 - 336
FA (UI/L) 173,00 + 39,31 138 - 251
GGT (UI/L) 12,93 + 3,02 4-44
Proteina Total Sérica (g/dL) 7,28+ 1,16 58-8,7
Albumina (g/dL) 2,81+0,31 29-38
Globulina (g/dL) 3,28+ 2,10 3,9-4,6
Bilirrubina total (mg/dL) 1,13+ 0,33 1-2
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,25 £+ 0,06 0-04
Bilirrubina indireta (mg/dL) 0,44 + 0,50 0,2-2

Fonte: do autor (2020).
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Na tabela 9, estdo apresentados os resultados meédios dos exames
bioquimicos de todos os animais, estando todos préximos aos valores de referéncia
para equinos. A analise individual dos exames de cada animal, previamente e
posteriormente ao experimento, se manteve dentro dos padrdes de normalidade, ndo
apresentando alteracGes significativas. Isso indica que o LEV nao altera funcbes

fisioldgicas apos uma dose Unica.
5.3 Analise Farmacocinética (PK)
5.3.1 Plasma

O perfil farmacocinético do LEV apdés administracdo intravenosa e oral &
caracterizado pelo modelo bicompartimental, pois apresenta duas velocidades de
decaimento das concentracdes, representadas graficamente por duas retas com
inclinacdes diferentes (figura 13). Esse comportamento do LEV no organismo esta
em acordo com os resultados descritos em diversos estudos tanto em humanos
guanto em animais (FISH; CHOW, 1997; PRESTON et. al 1998; ALBARELLOS et al.,
2005; GOUDAH et al., 2008; ABOUBAKR; SOLIMAN, 2014).

Figura 13 - Perfis farmacocinéticos das concentracdes plasméticas de LEV (escala
logaritmica) versus tempo (minutos) em equinos apds administragdo intravenosa e oral na
dose de 4 mg/kg (média =+ DP, n=6).
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A partir da andlise da curva de concentracdo plasmatica versus tempo, foi

possivel calcular os parametros farmacocinéticos e estao apresentados na tabela 10.
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Tabela 10 - Parametros farmacocinéticos do LEV (média £ DP) determinados no plasma apés
administrac@es intravenosa e oral (4 mg/kg) em equinos (n=6).

Vias de Administracdo

Parametros (unidades)

Intravenosa

Oral

ASCo.t (Ug.min/mL)
ASCo:int (Mg.min/mL)

611,95 + 170,86
628,40 + 181,02

455,44 + 119,42
466,36 + 126,54

R 0,98 + 0,02 0,98 + 0,01
Ka (min) - 0,0487 + 0,0118
T12a (MiN) - 15,10 + 4,36

o (min?) 0,0331 + 0,0082 0,0103 + 0,0045*
T1z4 (Min) 22,14 + 5,94 77,40 + 28,91*
B (min) 0,0031 + 0,0004 0,0026 + 0,0006
T1z (Min) 230,27 + 31,11 283,23 + 64,32
Tes (MiN) 81,92 + 15,11 243,00 + 36,93
Cl (mL/min.kg) 6,86 + 2,09 6,86 + 2,09
Ve (mL/kg) 795,86 + 365,41 -

Varea (ML/KQ) 2240,70 + 601,12 2734,94 + 753,80
Vss (ML/KG) 1708,03 + 467,74

ASMCo.t (Ug.min?/mL)
ASMCo.nt (Ug.min2/mL)

137018,52 + 51830,47
163345,39 + 74579,91

128626,36 + 42629,82
151996,87 + 60004,32

MAT (min) - 21,79 £ 6,29
MRT (min) 253,91 + 49,14 295,63 + 39,01
MTT (min) 253,91 £ 49,14 317,42 £ 39,87
Cwmax (ug/mL) - 2,08 £ 0,79
Tmax (Min) - 50,00 + 12,25
F - 0,73+0,19

*Valores médios significativamente diferentes (teste de T, p<0,05).

5.3.1.1 Absorcao (ASC, Cwmin, CvAx, TMAX, T12a, MAT, F)

As ASCs ap0s administragdo intravenosa e oral de LEV nos cavalos néo
apresentaram diferenca estatisticamente significante e tiveram um CV inferior a 30%,
sugerindo uma baixa variabilidade na exposicdo a LEV (BOUSQUET-MELOU et al.,
2002).

Apés a administracdo oral, a detec¢do de LEV no plasma iniciou nos intervalos
de tempos de 5 e 15 minutos, o que sugere que o farmaco é absorvido rapidamente.
Isso é reforgado pelos parametros Ka, Ti2a € MAT que foram, em média, de 0,0487
minutos, 15,10 minutos e de 21,79 minutos, respectivamente, confirmando a rapida
absorcao do LEV.

A Cwmin € a Cwmax foram, em meédia, de 0,023 pg/mL e 2,08 pg/mL,
respectivamente, apos administracdo oral de 4 mg/kg de LEV. O Twmax ocorreu, em
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média, 50 minutos apos a administragéo oral. A Fora foi de 73%, o que indica uma boa
absorcdo por esta via. Nao foi encontrado na literatura nenhum outro trabalho que
reportasse a Fora de LEV em cavalos. Entretanto, em espécies como patos
(ABOUBAKR; SOLIMAN, 2014a) e tartarugas (ABOUBAKR; SOLIMAN, 2014b), a Foral
do LEV foi de 73,56% e 79,89%, respectivamente. Em comparacdo com o estudo de
Goudah et al. (2008), a F do LEV pela via intramuscular foi de 91,76%, contudo essa
diferenga n&o é clinicamente significativa. Considerando outras fluoroquinolonas, o
marbofloxacino (MARBO) apresentou uma Fora de 58,9% (PEYROU et al., 2006) e
62,4% (BOUSQUET-MELOU et al., 2002) e o enrofloxacino (ENRO) teve uma Forai de
55% (PEYROU et al., 2006).

5.3.1.2 Distribui¢cao (Vc, Varea, Vss, Tss)

A distribuicdo do LEV nos tecidos e fluidos pode ser avaliada a partir de
diferentes formas de definir o V4. Para a interpretacdo do V4, é preciso considerar o
volume plasmatico da espécie em estudo, que corresponde de 7% a 8% da massa
corporal (DIEHL et al., 2001; TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004c). Considerando
a massa corporal média dos cavalos de 354,17 kg, o volume sanguineo é em torno
de 26,6 L ou 0,075 L/kg. O valor minimo de Va4 para um farmaco corresponde ao
proprio volume do plasma, caso ndo seja distribuido nos elementos figurados do
sangue e no espaco extravascular (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004c).

Considerando que a disposicdo do LEV é melhor descrita pelo modelo
bicompartimental, é interessante comparar V¢, Vss € Vaea ha administracao
intravenosa. O V. foi de 795,86 mL/kg, esse valor ndo pode ser inferior ao volume de
plasma do corpo (75 mL/kg). Durante a fase de distribuicdo, o V4 aumenta
progressivamente e, ao alcancar o Tss em 81,92 min, a distribuicdo entra em estado
de equilibrio e 0 V4 se atinge 0 Vss de 1708,03 mL/kg. Ap6s o0 Tss, 0 V4 continua
progredindo e alcanca 0 Varea de 2240,70 mL/kg. Conforme descrito por Toutain &
Bousquet-Mélou (2004c), uma pequena diferenca entre Varea € Vss € esperada para
todos os farmacos, exceto para aqueles que tem sua maior parte eliminada antes de
atingir o pseudoequlibrio.

Como nao houve diferenca significativa entre 0 Vaea Na administracao
intravenosa e oral, adotou-se um valor médio de Varea de 2487,82 mL/kg, valor muito
superior ao volume sanguineo, demonstrando uma extensa distribuicdo do LEV nos

fluidos e tecidos.
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Os valores de Ve, Vss € Varea determinados nos estudos foram relativamente
préximos aos valores relatados para ENRO em cavalos (Vc = 551,89 mL/kg, Vss= 1658
mL/kg, Varea = 1909 mL/kg, PAPICH et al., 2002) e para MARBO em cavalos (Varea =
2830 mL/kg, BOUSQUET-MELOU et al., 2002; Vss = 1600 mL/kg, PEYROU et al.,
2006) e para orbifloxacino (Vss = 1580 mL/kg, DAVIS et al., 2006).

5.3.1.3 Eliminacéo: Clearance plasmatico, constante de eliminacao (B) e
meia-vida de eliminacao (T12g)

A interpretacdo fisiologica Clplasmatico depende da avaliagdo do modelo de
clearance corporal (Cleorpora) descrito atraves da equagdo 17 (TOUTAIN;
BOUSQUET-MELOU, 2004a):

(Eq. 17)
Cleorporat = Q@ X E

Onde “Q” corresponde ao fluxo sanguineo no érgéo eliminador e “E” é a taxa
de extracéo corporal (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004a).

O valor de “Q” pode ser determinado através do débito cardiaco (DC), que é
uma propriedade especifica de cada modelo animal (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU,
2004a). Desta forma, 0 Clcorporal pode ser calculado conforme a equagéo 18:

(Eq. 18)
Cleorporat = DC X E

O DC é diferente entre as espécies animais e pode ser calculado através da
equacao 19:
(Eq. 19)
DC (mL/min/kg) = 180 x massa corporal (kg)~%1°

Considerando a massa corporal média dos cavalos de 354,17 kg, o DC médio
foi de 59,01 mL/min/kg. Sabe-se que o fluxo de sangue para figado e rins é
aproximadamente 50% do débito cardiaco (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004a),
dessa forma o valor maximo de Clcorporal deve ser proximo a 29,50 mL/min/kg, valor

gue corresponde ao débito cardiaco no 6rgao eliminador.

O caélculo de “E” é realizado através da equacgéo 20:
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(Eq. 20)
_ Clyiasmatico
DC

Sendo expressada como um valor numérico entre 0 e 1, que corresponde a
porcentagem (de 0 a 100%) do farmaco que é eliminado durante uma Unica passagem
no o6rgado eliminador. Devido ao fato do fluxo de sangue para figado e rins ser
aproximadamente 50% do débito cardiaco, o valor maximo da taxa de extracdo para
esses 0rgéos é de 0,5 (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004a). Os valores de E s&o
considerados altos acima de 0,35, intermediarios proximos a 0,15 e baixos proximos
a 0,05, segundo Toutain & Bousquet-Mélou (2004a). O Clpiasmatico médio foi de 6,86
mL/min/kg (0,41 L/h.kg) e a taxa de extracdo obtida foi de 0,12, portanto, séo valores

considerados intermediarios.

O valor de Clpiasmatico determinado no estudo foi superior ao valor encontrado
por Goudah et al. (2008), que obteve um Clpiasmatico de 3,5 mL/min/kg (0,21 L/h.kg). Na
tabela 1 apresentada anteriormente, os valores de Clpasmatico variam de 2,33
mL/min/kg a 5,33 mL/min/kg (0,14 a 0,32 L/h.kg), entre diversas espécies desde
tartarugas a camelos. Em comparacdo com outras fluoroquinolonas, o MARBO
apresentou um Clplasmatico de 4,62 mL/min/kg (PEYROU et al., 2006) e 4,15 mL/min/kg
(BOUSQUET-MELOU et al., 2002); e 0o ENRO obteve um Clpiasmatico de 6,34 mL/min/kg
(PEYROU et al,, 2006). Essas diferengcas sédo relativamente comuns e estédo
frequentemente relacionadas a variacdo entre espécies, métodos de analiticos
usados, a quantidade de tempo entre as coletas de sangue e/ou o estado de salude e
idade do animal (HADDAD et al., 1985).

A constante de eliminacdo (B) corresponde a inclinacdo da reta terminal e é
uma maneira simples de expressar a eficiéncia de eliminacdo do farmaco (TOUTAIN;
BOUSQUET-MELOU, 2004b). As constantes de eliminacdo entre 0s grupos
intravenoso e oral nao foram significativamente diferentes entre si, assumindo um
valor médio de B de 0,0028 min=. Isso significa que durante a fase terminal de

eliminacéo, cerca de 0,28% da quantidade residual de LEV é eliminada por minuto.

O valor de B de 0,0028 min determinado no estudo corresponde, em horas, a
0,17 h. Portanto o valor foi menor que os valores reportados por Goudah et al. (2008),
que obteve um B de 0,28 h1, e foram proximos aos valores referentes aos gatos (B =
0,14 h'; ALBARELLOS et al., 2005), cabras (B = 0,18 h'; GOUDAH; ABO-EL-
SOOUD, 2008) e ovelhas (B = 0,19 h'l; GOUDAH; HASABELNABY, 2010)
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apresentados na tabela 1. Outras fluoroquinolonas, apresentaram valores de [
semelhantes como orbifloxacino (8 = 0,16 h'%; DAVIS et al., 2006) e ENRO (B = 0,12
h1: PAPICH et al., 2002).

Os valores de ti2 g dos grupos intravenoso e oral ndo apresentaram diferencga
estatistica significativa entre si, portanto assumiu-se o valor médio de ti2 g de 256,75
min, ou seja, 4,28 h, um valor considerado intermediario. Esse valor de tizg
determinado no estudo foi superior ao valor encontrado por Goudah et al. (2008), que
obteve um tizg de 2,58 h e 2,94 h na administragdo intravenosa e intramuscular,
respectivamente. Em comparacdo com diversas espécies, conforme apresentado na
tabela 1, os valores de ti2g do LEV variaram de 1,61 h (bezerros) a 9,31 h (gatos) e
ficaram proximos aos valores determinados nas cabras (tu2g = 3,64 h; GOUDAH; ABO-
EL-SOOUD, 2009), camelos (tu2 = 3,47 h; GOUDAH, 2009), ovelhas (ti2s = 3,58 h;
GOUDAH; HASABELNABY, 2010) e tartarugas (tuvzg = 4,49 h; ABOUBAKR et al.,
2014). Outras fluoroquinolonas, apresentaram valores maiores de ti2g como MARBO
(tuzp= 7,28 h) e ENRO (tw2p = 6,15 h), de acordo com o estudo de Peyrou et al. (2006).

Na pratica clinica, € previsto que o tempo necessario para atingir o estado de
equilibrio em um regime de doses mudltiplas € de 21,40 h e o tempo necessério para

atingir o wash out é de 42,80 h.

5.4 Anélise Farmacodinamica (PD)

5.4.1 Determinacao da CIM e CBM

A CIM e a CBM do LEV foram determinadas em amostras bacterianas padréo
através do método de microdiluicdo. As figuras 14 e 15 mostram,
representativamente, um ensaio de CIM com bactérias revelado com resazurina

0,01% e um ensaio de CBM, respectivamente.
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Figura 14 - Foto do ensaio de microdiluicdo com bactérias revelado
com resazurina (0,01%).
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Fonte: do autor (2020).

Figura 15 - Foto do ensaio de concentrag&o bactericida minima
(CBM) com bactérias.

Fonte: do autor (2020).

Os resultados dos ensaios de CIM e CBM estdo representados no grafico da
figura 16 e na tabela 11. Os valores de CIMgo foram 0,016 pg/mL para Escherichia
coli e 0,25 pg/mL para Salmonella spp. e Staphylococcus aureus, determinados num
intervalo de concentracdo de 0,0005 pg/mL a 1,0 pg/mL. Para Pseudomonas
aeruginosa, o intervalo de concentracao foi de 0,0012 pg/mL a 2,5 pg/mL e ClMgo foi
0,625 pg/mL. Os valores de CBM foram 0,031 pg/mL para Escherichia coli, 0,5 pg/mL
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para Staphylococcus aureus, 0,25 pg/mL para Salmonella spp. e 1,25 pg/mL para
Pseudomonas aeruginosa. Os valores de CIM e CBM tem magnitudes semelhantes,

o0 que indica que o LEV é um agente bactericida (BUFFE et al., 2001).

Figura 16 - (A) Porcentagem de inibi¢céo das cepas bacterianas de E.coli, S. aureus e Samonella
spp. em diferentes concentracdes de LEV. (B) Porcentagem de inibicao da cepa bacteriana de P.
aeruginosa em diferentes concentracdes de LEV.
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Tabela 11 - Atividade in vitro do LEV contra cepas padréo.

Cepas Intervalo do CIM ClIMgo CBM
(Mg/mL) (hg/mL) (Mg/mL)
E. coli (ATCC 25922) 0,0005 - 1,0 0,016 0,031
S. aureus (ATCC 29213) 0,0005 - 1,0 0,25 0,5
Salmonella spp. (ATCC 19196) 0,0005 - 1,0 0,25 0,25
P. aeruginosa (ATCC 27853) 0,0012-2,5 0,625 1,25

Nenhuma conclusdo sobre eficacia e dose terapéutica pode ser tirada
diretamente do valor de CIM. Somente quando s&o conhecidos com precisdo
parametros farmacoldgicos como distribuicdo no tecido, concentracao no tecido alvo,
taxa de eliminacdo, toxicidade, entre outros, o valor CIM pode ser usado para
aplicaces clinicas. Para uso clinico direto, a interpretacao terapéutica dos pontos de
corte (S, | ou R) é a base para o sucesso da terapia (IDDEX, 2019).

Quando os pontos de corte de sensibilidade ndo estdo disponiveis para uma
espécie veterindria, € possivel utilizar os resultados de sensibilidade com base em um
padrdo humano, entretanto, ndo ha garantia de que se apligue a um uso veterinario
(PAPICH, 2014). O dudnico ponto de corte de sensibilidade estabelecido para
fluoroquinolonas em cavalos é do ENRO, que é categorizado como “S” para CIM <
0,12 pg/mL, “I” para CIM < 0,25 pg/mL e “R” para CIM = 0,5 pg/mL para
Enterobacteriaceae, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa (CLSI,
2018b).

Como os critérios interpretativos de sensibilidade dos microrganismos ao LEV
para animais ainda ndo foram estabelecidos, adotou-se os valores definidos pela
BrCAST na “Tabela de pontos de corte para interpretacdo de CIM e didametros de
halos” versao 10.0 de 2020. Os pontos de corte atuais estdo apresentados na tabela
12.
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Tabela 12 - Pontos de corte do LEV e do CIP de acordo com BrCAST (verséo 10.0 de 2020).

Microrganismos Antimicrobiano Ss I R >
) Levofloxacino 0,5 1 1
Enterobacteriaceae . .
Ciprofloxacino 0,25 0,5 0,5
Levofloxacino 0,001 0,002-1 1
Staphylococcus aureus ) i
Ciprofloxacino 0,001 0,002-1 1
) Levofloxacino 0,001 0,002-1 1
Pseudomonas aeruginosa ) )
Ciprofloxacino 0,001 0,002-0,5 0,5

Abreviacdes: S — sensivel, dose padrao; | — sensivel, aumentando exposi¢éo; R — resistente.
Concentracfes em pg/mL.

Seguindo os critérios da BrCAST, E. coli e Salmonella spp. séo classificados
como “S” (sensivel, dose padrdo) para LEV na dose normalmente recomendada e P.
aeruginosa e S. aureus sao classificados como “I” (sensivel, aumentando exposi¢cao)
para LEV quando a exposicao for aumentada ajustando-se o regime de dosagem ou
sua concentracdo no local de infeccéao.

A comparagdo de sensibilidade dos microrganismos entre diferentes
antimicrobianos néo deve considerar apenas os valores de CIM, mas sim o0 quao
distante o CIM esta do ponto de corte de sensibilidade (PCS). Na tabela 13, esta
apresentado a comparacdo entre o LEV e o CIP, fluoroquionolonas amplamente

utilizadas, através da relagéo entre PCS e CIM.

Tabela 13 - Caélculo do indice PCS/CIM do levofloxacino e ciprofloxacino.

Microrganismos Antimicrobiano CIM (pg/mL) pPCs* PCS/CIM
E. coli Levofloxacino 0,016 0,5 31,25
(ATCC 25922) Ciprofloxacino 0,0132 0,25 19,23
Salmonella spp. Levofloxacino 0,25 0,5 2
(ATCC 19196) Ciprofloxacino 0,5° 0,06 0,12
S. aureus Levofloxacino 0,25 0,001 0,004
(ATCC 29213) Ciprofloxacino 0,422 0,001 0,0024
P. aeruginosa Levofloxacino 0,625 0,001 0,0016
(ATCC 27853) Ciprofloxacino 0,522 0,001 0,0019

*PC = Ponto de Corte;
2Dados extraidos de RIDDLE et al. (2000), "Dados extraidos de ENSINK et al. (1993).

A relacdo PCS/CIM indica que quanto maior o seu valor, mais sensivel € o
microrganismo ao antimicrobiano. O LEV e o CIP pertencem a mesma classe de
antimicrobianos e apresentam 0 mesmo mecanismo de acado, indicacdo e
propriedades farmacocinéticas semelhantes. Contudo, os valores do indice PCS/CIM
sugerem que 0S microrganismos sdo mais sensiveis ao LEV do que ao CIP. O CIP

nao tem seu uso recomendado pelo CLSI em nenhuma espécie veterinaria porque a
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analise PK-PD nao suporta seu uso, e os isolados intermediarios ou resistentes a
qualquer fluoroquinolona podem apresentar risco aumentado de desenvolver

resisténcia a todas as fluoroquinolonas (CLSI, 2018b).

A selecdo do antimicrobiano mais adequado também deve levar em
consideracao fatores como as concentracdes do farmaco no local da infeccéo, idade
do paciente, espécie animal, saude do animal, modo de acéo
(bacteriostético/bactericida), espectro de acdo, farmacocinética, restricdo de uso,

seguranca, facilidade de uso, frequéncia e via de administracdo (CLSI, 2018b).
5.5 Farmacocinética e farmacodinamica (PK-PD)
Os indices PK-PD obtidos no estudo estdo resumidos na tabela 14.
Tabela 14 - Valores dos indices de eficacia ASC/CIM (h), ASCI (h), Cuax/CIM e T>CIM (%) calculado

a partir dos pardmetros farmacocinéticos obtido apés a administracéo de 4 mg/kg de LEV intravenosa
(1.V) e via oral (V.O) em cavalos (n=6). Os dados sédo apresentados como média + DP.

indices PK-PD Y V.0
CIMgo = 0,016 pg/mL — E. coli

ASC/CIM (h) 637,45 + 177,98 441,85 + 139,12
ASCI (h) 626,12 + 180,59 441,73 £ 139,07
Cmax/CIM 398,55 + 160,97 122,36 + 55,04

T>CIM (%) 88,89 + 17,21 98,73 + 0,68
CIMgo = 0,25 pg/mL — S. aureus e Salmonella spp.

ASC/CIM (h) 40,80 + 11,39 28,28 + 8,90
ASCI (h) 36,87 + 10,80 24,59 + 8,83
Cumax/CIM 2551 +12,51 7,83 + 3,52

T>CIM (%) 41,67 5,27 36,11 + 6,48
CIMgo = 0,625 pg/mL — P. aeruginosa

ASC/CIM (h) 16,32 + 4,56 11,31 + 3,56
ASCI (h) 12,90 £ 4,15 7,26 + 2,50
Cwmax/CIM 10,98 £ 5,00 3,13+1,41

T>CIM (%) 25,00 + 5,27 19,27 + 4,41

Visto que na medicina veterinaria os indices PK-PD ainda ndo foram
estabelecidos, adota-se os valores dos pontos de corte disponiveis para os indices de
eficacia referentes a terapia antimicrobiana humana (BOUSQUET-MELOU et al.,
2002). Conforme dito anteriormente, estudos demonstraram que, para as
fluoroquinolonas, o indice ASC/CIM apresenta uma relacao de eficacia melhor do que

Cwmax/CIM (BULIK et al. 2017) e o indice Cvwax/CIM parece ser mais relevante em
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infeccbes em que ha grande risco de surgimento de subpopulacfes resistentes
(CRAIG, 2007; LODE et al. 2008).

Os valores dos indices de PK-PD do LEV calculados para a atividade de
erradicacdo da E. coli (CIMgo=0,016 pg/mL) superaram grandemente todos os alvos
terapéuticos (ASC/CIM = 87 e Cuwax/CIM = 12) tanto na administracdo intravenosa
quanto na oral. Isso sugere que o regime posologico de 4 mg/kg/dia de LEV é
adequado para tratar infec¢des por E. coli.

Contudo, essa situacao ndo se repete com as outras bactérias Gram-negativas.
O valor de Cuax/CIM foi superior a 12 na via intravenosa e inferior na via oral para o
CIMgo da Salmonella spp. Ainda, o valor de ASC/CIM ficou abaixo de 87 tanto na via
oral quanto na via intravenosa para o CIMgo da Salmonella spp. Para o CIMgo da P.
aeruginosa, os valores de ASC/CIM e Cmax/CIM néo atingiram os alvos terapéuticos
na via oral e nem na via intravenosa. Estudos indicam que quando o valor do indice
ASC/CIM é menor que o estabelecido, a porcentagem de erradicacdo microbiolégica
€ menor (AMBROSE et al., 2001) e/ou o tempo necessario para erradicacao € maior
(ZELENITSKY; ARIANO, 2010) e quando Cmax/CIM esta abaixo do recomendado, o
risco de surgimento de populacdes resistentes é significativo (CRAIG, 2007). Os
dados revelam que é necessario 0 ajuste do regime posolégico do LEV para o

tratamento de infe¢cdes causadas Salmonella spp. e P. aeruginosa.

Como apontado anteriormente, o alvo terapéutico do indice ASC/CIM de
fluoroquinolonas para microrganismos Gram-positivos é diferente dos microrganismos
Gram-negativos (WRIGHT et al., 2000). Desta forma, em relacdo ao ClMgo da S.
aureus, o valor do indice ASC/CIM foi superior a 34 na via intravenosa, enquanto na
via oral ficou abaixo, porém muito proximo. O valor de Cmax/CIM foi superior a 12 na
via intravenosa e inferior na via oral para o CIMgoda S. aureus. Os resultados indicam
gue o regime posologico de 4 mg/kg/dia de LEV pela via intravenosa é suficiente para

tratar infeccbes por S. aureus.
5.6 Construcdo do Regime Posoldgico

Com base em estudos realizados, ASC/CIM = 87 e ASC/CIM = 34 foram
propostos como os valores alvo para garantir a eficacia clinica do LEV contra
microrganismos Gram-negativos e Gram-positivos, respectivamente (AMBROSE et
al., 2001; DRUSANO et al., 2004). Esses valores correspondem, respectivamente, a
uma concentragcao plasmatica média em 24 h igual a 3,63 vezes (87/24) o CIMgo das
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bactérias Gram-negativas e a 1,42 vezes (34/24) o CIMgo das bactérias Gram-
positivas. Isso significa que a concentracdo plasmatica alvo para Salmonella spp.
(CIMgo= 0,25 pg/mL) € 0,91 pg/mL, para S. aureus (ClMgo= 0,25 pg/mL) é 0,35 pg/mL
e para P. aeruginosa (CIMgo= 0,625 pg/mL) & 2,27 pg/mL.
Para determinar os regimes posologicos do LEV pela via oral para o CIMgo da
S. aureus e pela via oral e intravenosa para o CIMgo da Salmonella spp. e P.
aeruginosa, utiliza-se a equacao 12 descrita anteriormente:
(Eq. 12)

ASC
Cl X CIM X CIM

F

Dosegisria =

Onde ASC/CIM é o valor proposto como alvo para bactérias Gram-negativas
ou Gram-positivas (87 ou 34). Desta maneira, as doses diarias determinadas para o
LEV na administrag&o oral para S. aureus e na administracdo oral e intravenosa para

o Salmonella spp. e P. aeruginosa estdo apresentadas na tabela 15.

Tabela 15 - Doses diarias de LEV calculadas para cada microrganismo, considerando um Cl de 411,6
mL/h/kg, F de 73% e ASC/CIM de 87 (Gram-negativos) e 34 (Gram-positivos).

CIMQO Cpalvo DOSQ iv DOSQ oral
Microrganismos  (pug/mL)  (pg/mL) (mg/kg) (mg/kg)

E. coli 0,016 0,06 0,57 0,78

S. aureus 0,25 0,35 3,50 4,79
Salmonella spp. 0,25 0,91 8,95 12,26
P. aeruginosa 0,625 2,27 22,38 30,66

As doses diarias estimadas para E. coli foram muito inferior a dose avaliada no
estudo, indicando que uma dose menor pode ser eficaz para esta bactéria. As doses
diarias estimadas para S. aureus foram muito proximas a dose avaliada no estudo,
sugerindo que um pequeno ajuste na dose oral para 5 mg/kg ja seria suficiente para
obter um tratamento eficaz. Entretanto, as doses estimadas para Salmonella spp. e P.
aeruginosa foram muito superiores a dose avaliada no estudo. O uso de altas doses
de LEV é contraindicado devido ao alto risco de reagcdo adversas moderadas e até
graves. Em um estudo, Yamarik et al. (2009) avaliou a farmacocinética e toxicidade
de CIP em equinos. ApGs a administracéao oral de 20 mg/kg de CIP, todos os animais
apresentaram eventos adversos atribuiveis a administracdo de CIP como diarreia

transitoria leve a colite grave, endotoxemia e laminite, necessitando da eutanasia de
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trés animais. Aléem desses efeitos adversos relatados no estudo, outros efeitos
reconhecidos ligados ao uso de fluoroquinolonas como o LEV sé&o tendinite, ruptura
de tenddes, neuropatia periférica, miastenia gravis, prolongamento do QT e torsade
de pointes. Portanto, com base nas observa¢fes desse estudo, ndo € recomendado
0 uso de altas doses para terapia antimicrobiana em equinos (FDA, 2008).

Por fim, é possivel predizer que, para o regime posolégico de 4 mg/kg/dia de
LEV, um ASC/CIM =87 pode ser obtido para microrganismos Gram-negativos com
CIMgo <0,08 pg/mL e 0,11 yg/mL, respectivamente, para via oral e intravenosa; e um
ASC/CIM 234 pode ser obtido para microrganismos Gram-positivos com ClMgo <0,21

pg/mL e 0,29 pg/mL para via oral e intravenosa, respectivamente.

6 Consideracdes finais
6.1 Concluséo

Um método bioanalitico simples e rapido foi desenvolvido em HPLC-QDA para
a determinacdo de LEV em amostras de plasma de cavalos. O método requer um
volume de amostra pequeno, um processamento de amostra liquido-liquido simples e
uma corrida cromatografica curta em modo isocratico. Além disso, o método é
sensivel, especifico, preciso e confiavel, podendo ser aplicado com sucesso a estudos
de farmacocinética em equinos.

Este é o primeiro estudo a comparar os perfis farmacocinéticos oral e
intravenoso do LEV em cavalos. O estudo farmacocinético demonstrou que o LEV é
caracterizado pelo modelo bicompartimental e apresenta uma absor¢cdo oral boa
(Fora= 73%) e rapida (Tmix= 50 min), uma extensa distribuicdo do LEV nos fluidos e
tecidos (Varea= 2487,82 mL/kg) e eliminacao intermediaria (Clpiasmatico= 6,86 mL/min/kg
e T128= 4,28 h).

A partir do modelo farmacodinamico in vitro, foi investigada a atividade
bacteriana do LEV contra E. coli, S. aureus, Salmonella spp. e P. aeruginosa através
da determinacao do ClMgo, que foram, respectivamente, os valores de <0,016 pg/mL,
0,25 pg/mL, 0,25 pg/mL e 0,625 pg/mL. Como nenhuma conclusdo sobre eficacia e
dose terapéutica pode ser tirada diretamente do valor de CIM, adotou-se 0s critérios
da BrCAST para interpretacdo terapéutica dos pontos de corte (S, | ou R), em que o
LEV é classificado como S (sensivel, dose padrao) para E. coli e Salmonella spp. e

como | (sensivel, aumentando exposi¢cdo) para S. aureus e P. aeruginosa.
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Neste estudo, o regime posologico de 4 mg/kg/dia de LEV foi adequado para
tratar infec¢des por E. coli tanto pela via intravenosa quanto pela via oral; e para tratar
infecgbes por S. aureus pela via intravenosa. Contudo, o regime posologico néo foi
suficiente para atingir os valores de ASC/CIM =234 e Cwax/CIM 212 para o CIMgo da S.
aureus pela via oral, sendo necessario aumentar as doses de LEV para 5 mg/kg/dia
para atingir os alvos terapéuticos de PK-PD. O regime posoldgico avaliado no estudo
também nao foi suficiente para atingir os valores de ASC/CIM 287 e Cmax/CIM 212
para o CIMgo da Salmonella spp. e P. aeruginosa. Entretanto, as doses estimadas de
LEV para um tratamento eficaz contra Salmonella spp. e P. aeruginosa sdo muito

altas, sendo contraindicadas devido ao elevado risco de eventos adversos.

Além disso, o regime posoldgico de 4 mg/kg/dia de LEV pode ser indicado para
tratar infeccbes por microrganismos Gram-negativos com CIMgo <0,08 pg/mL pela via
oral e com ClIMgo <0,11 pyg/mL pela via intravenosa, assim como, tratar infecgdes por
microrganismos Gram-positivos com ClMgo <0,21 ug/mL e 0,29 pg/mL pela via oral e
intravenosa, respectivamente.

Por fim, pode se concluir que, devido ao seu amplo espectro de atividade e
comportamento farmacocinético favoravel, o LEV tem potencial para tratar uma ampla
variedade de infec¢des bacterianas em cavalos, mas sdo necessarios mais ensaios
farmacocinéticos, farmacodinamicos e clinicos para determinar sua eficacia e

seguranca antimicrobiana nos equinos.
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