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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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Tabela 10 - Parametros farmacocinéticos do LEV (média = DP) determinados no
plasma apos administracfes intravenosa e oral (4 mg/kg) em equinos (n=6)...... Erro!
Indicador n&o definido.

Tabela 11 - Atividade in vitro do LEV contra cepas padréo.Erro!  Indicador néo
definido.

Tabela 12 - Pontos de corte do LEV e do CIP de acordo com BrCAST (verséo 10.0 de
2020) et aaane Erro! Indicador n&o definido.
Tabela 13 - Calculo do indice PC/CIM do LEV, CIP e ENRO.Erro! Indicador néo
definido.

Tabela 14 - Valores dos indices de eficacia ASC/CIM (h), ASCI (h), Cmax/CIM e T>CIM
(%) calculado a partir dos parametros farmacocinéticos obtido ap6s a administragéo
de 4 mg/kg de LEV em cavalos (n=6). Os dados sao apresentados como média + DP.
..................................................................................... Erro! Indicador ndo definido.
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). ...ttt Erro! Indicador nao definido.
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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 satude humana. A saude dos seres humanos, animais e o 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 saude 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 &
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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.
6 Concluséo

Um meétodo 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 cromatogréfica 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 € 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 absorcdo oral boa
(Fora= 73%) e rapida (TmAx= 50 min), uma extensa distribuicdo do LEV nos fluidos e
tecidos (Varea= 2487,82 mL/Kkg) e eliminacao intermediaria (Clplasmatico= 6,86 mL/min/kg
e T128= 4,28 h).

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

como | (sensivel, aumentando exposi¢cdo) para S. aureus e P. aeruginosa.

Neste estudo, o regime posolégico 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
infec¢des por S. aureus pela via intravenosa. Contudo, o regime posolégico 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 posolégico 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 sao muito

altas, sendo contraindicadas devido ao elevado risco de eventos adversos.
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Além disso, o regime posologico de 4 mg/kg/dia de LEV pode ser indicado para
tratar infeccdes por microrganismos Gram-negativos com CIMgo <0,08 pg/mL pela via
oral e com CIMgo <0,11 ug/mL pela via intravenosa, assim como, tratar infecgbes por
microrganismos Gram-positivos com CIMgo 0,21 pg/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 infeccbes bacterianas em cavalos, mas sdo necessarios mais ensaios
farmacocinéticos, farmacodinamicos e clinicos para determinar sua eficacia e

segurancga antimicrobiana nos equinos.
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