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RESUMO

A modelagem farmacocinética/farmacodinamica (PK/PD) é uma ferramenta utilizada
no processo de desenvolvimento de farmacos para a selecdo de regimes de dosagens para uso
em ensaios clinicos. Esta abordagem € um processo interativo que reine experimentos in vitro
e in vivo, modelos PK populacionais e simulagdes in silico para determinar/otimizar regimes de
dosagem. Com a emergéncia da resisténcia antimicrobiana (AMR), esta ferramenta passou a
ser utilizada também para otimizacao de regimes de doses dos medicamentos disponiveis no
mercado. No Brasil essa estratégia de ajuste de regimes de dosagem para farmacos disponiveis
no mercado ainda ndo foi adotada na Medicina Veterinaria. Assim, este trabalho tem como
objetivos elucidar aspectos da modelagem PK/PD na selecdo e otimizacdo de regimes de
dosagens para antimicrobianos na medicina veterinéria e apresentar nosso estudo, o qual
utilizou a integracdo PK/PD para definicdo de protocolos terapéuticos de cloxacilina sodica
para o tratamento sisttmico de infecgOes por Staphylococcus spp. em caprinos. Este grupo de
pesquisa é o primeiro a trabalhar com farmacometria na medicina veterinaria no Brasil, sendo
este, um dos primeiros trabalhos com essa metodologia na veterinaria no pais.

Palavras-chave: Antibioticoterapia. Integracdo  farmacocinética/farmacodinamica.
Farmacometria. Penicilinas. Resisténcia antimicrobiana.



ABSTRACT

Pharmacokinetic/pharmacodynamic (PK/PD) modeling is used in the drug development
process to select dosage regimens for use in clinical trials. This approach is an
interactive process that brings together in vitro and in vivo experiments, population PK models,
and in silico simulations to determine/optimize dosing regimens. With the emergence of
antimicrobial resistance (AMR), this tool has also been used to optimize dose regimens for
drugs available on the market. In Brazil, this strategy of adjusting dosage regimens for drugs
available on the market has not yet been adopted in veterinary medicine. Thus, this study aims
to elucidate aspects of PK/PD modeling in the selection and optimization of dosage regimens
for antimicrobial in Veterinary Medicine and to present our study, which used PK/PD
integration to define therapeutic protocols of cloxacillin sodium for systemic treatment of
infections by Staphylococcus spp. in goats. This research group is the first to work
with pharmacometrics in veterinary medicine in Brazil, and this is one of the first works in
veterinary with this methodology in the country.

Keywords: Antibiotic therapy. Integration pharmacokinetic/pharmacodynamic. Penicillin.
Pharmacometry. Antimicrobial resistance.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Modelo Farmacocinético de dois compartimentos. ...........ccoccvereiereneresieneneiesenns 15
Figura 2- Estrutura do Modelo Farmacocinética Populacional (popPK). .......cccceveiiciiiincne 16
Figura 3- Relacéo entre os modelos farmacocinéticos (PK) e farmacodinamicos (PD). ......... 17
Figura 4- Esquema de Medicina Translacional e Medicina Translacional Reversa................. 18

Figura 5- Fatores relacionados a eficacia antimicrobiana: microrganismo, hospedeiro e
ANEIMICTODIANO. ...ttt e et sae e neeenee e 20
Figura 6 - Representacdo dos indices farmacocinéticos/farmacodindmicos (PK/PD) associados
a eficacia dos antimiCrobianos IN VIVO. .........cccoiiiiiiiiniiee s 21

Figura 7- Representacdo da relacdo de colistina e P. aeruginosa para cada um dos indices PK/PD

Figura 8 - Gréafico de exemplo de ASC24h/CIM versus alteragdo na contagem bacteriana desde
a contagem inicial (10910 CFU/ML)......c.coi it 23
Figura 9- Representacao grafica da Probabilidade de Atingir o Alvo (PTA) .....ccceeveeivenee 25



LISTA DE QUADROS E TABELAS

Quadro 1- Fracdo ndo ligada (%) de benzilpenicilina e cloxacilina a proteina sérica em

AITErENIES  ESPECIES ...ttt ettt b e bbbttt e et ne e 31

Tabela 1- Estudos de farmacocinética de cloxacilina na medicina veterinaria 32



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ADME — Absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecéo

AMR - Resisténcia antimicrobiana, do termo ingés Antimicrobial resistence

AAS - Antibidticos Antiestafilococicos

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

ASC — Area sob a curva

ASC24 — Area sob a curva de 24 horas

ASC/CIM — Area sob a curva concentragao-tempo dividida pela concentragao inibitoria minima
BrCAST -Brazilian Committe on Antimicrobial Susceptibility Testing

CIM — Concentracdo inibitoria minima

ClIMso - Concentracdo inibitéria minima em que 50% da populagéo de isolados séo inibidos
ClIMgo - Concentracdo inibitoria minima em que 90% da populacéo de isolados séo inibidos
Cl — Eliminacéo/depuracdo, do termo em inglés Clearance

CLSI — Clinical and Laboratory Standarts Institute

CLOX — Cloxacilina

Cmax — Concentragcdo maxima

Cmax/CIM — Concentracdo méxima dividida pela concentracéo inibitoria minima

CoPS - Staphylococcus coagulase positivo

CoNS - Staphylococcus coagulase negativo

ECOFF — Cut-off (ponto de corte) epidemioldgico

EMA — European Medicines Agency

Emax - efeito maximo (inibigdo méxima do crescimento bacteriano)

E-R — Relacao exposicdo-resposta, do termo em inglés exposure-response relationships

EUA — Estados Unidos da América

EUCAST - European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

f- Fracdo do farmaco livre de proteina plasmatica

FDA - Food and Drug Administration

Ka — Constante de absorcéo

MAPA - Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

MRSA - Staphylococcus aureus resistente a meticilina, do termo em inglés Meticillin
Resistente Staphylococcus aureus.



MRSP - Staphylococcus pseudintermedius resistente a meticilina, do termo em inglés Meticillin

Resistente Staphylococcus pseudintermedius.

MSSA - Staphylococcus meticilina-sensivel do termo em inglés Meticillin Suscetible

Staphylococcus aureus.

NLMEM - nonlinear mixed-effects - modelo ndo linear de efeitos mistos
OMS - Organizacdo Mundial da Saude

PBPK - farmacocinética baseada na fisiologia

PD — Farmacodinamica, do termo em inglés Pharmacodynamic

PDT - Alvo farmacodindmico/farmacocinético, do  termo
Pharmacokinetic/Pharmacodynamic Target

PK — Farmacocinética, do termo em inglés Pharmacokinetic

PK/PD - farmacocinética/farmacodinadmica

popPK — Farmacocinética populacional

PTA — Probability of target attainment — Probabilidade de atingir o alvo
R2 - coeficiente de regressao

T>CIM — Tempo maior que a concentracao inibitéria minima

UFC — Unidade formadora de coldnias

Vd — Volume de distribuicao

%T>CIM — Porcentagem do tempo que a concentracdo do farmaco ficou maior que

concentracdo inibitéria minima

em

inglés



SUMARIO

PRIMEIRA PARTE ..ot 12
1 INTRODUGAOD ..ottt 12
2  REFERENCIAL TEORICO ....cooiviiiieiceceecee et enes s sss st s s 13
2.1 Modelagem Farmacocinética/Farmacodindmica (PK/PD) ........cccccoveveveneneieseceeenes 13
2.1.1 AIQUNS CONCEITOS TNICIAIS . ....vevvereerreeesie sttt bbb 13
2.1.2 O qUE S0 MOUEIOS?.......eiiieiieieeee et 14
2.1.3 Modelo FarmacoCinétiCo (PK) .......ccoeieiiiriieisie e 14
2.1.4 Modelos farmacocinéticos populacionais (POPPK)........ccccevveveiiieieeie e 15
2.1.5 Modelo farmacodindmICO (PD)......ccccciviiieiieii e 16
2.1.6. Modelos farmacocinético/farmacodindmicos (PK/PD) .........ccccovevvevieiiicveesieennn, 17

2.2. Modelos Translacional e Translacional REVEIS0 ...........ccocoveviiieniiiiieeeeiee 18
2.3.Indices farmacocinéticos farmacodinAmicos (PK/PD) .........c.coeveieeereereerseresserseens 19

__2.4. Integracdo farmacocinética/farmacodinamica para otimizacdo do regime de doses de

ANTIMICTODIANOS ...ttt bbbt 25
2.5, StAPNYIOCOCCUS SPP. -vneeeitiiieiiieteee ettt bbb 26
2.5.1. ASPECTOS GEIAIS. ... ettt sttt sttt b bbbttt b e bbbt 26
2.5.2. Especies de Staphylococcus de importancia na Medicina Veterinaria ................... 27
2.5.3. Importancia de Staphylococcus spp. na caprinocultura ...........cccooeveieiencncncnnnnn 28
2.5.4. Staphylococcus meticilina-sensivel (MSSA) .......cocooveiiiiiiieccceee e 29

2.6, CIOXACHIING ...t s 30
REFERENCIAS ..ottt 33
SEGUNDA PARTE ..ottt ettt ettt et nnn e 43

ARTIGO - INTEGRAC}AO PK/PD PARA DETERMINAQAO DE DOSE
INTRAMUSCULAR DE CLOXACILINA SODICA PARA INFECCOES CAUSADAS POR
Staphylococcus Spp EM CAPRINOS ..ottt 43



12

PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A resisténcia a antimicrobianos (AMR, do termo em inglés antimicrobial resistence) é
um problema grave e global, sendo declarado pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) como
um dos 10 problemas que ameacam a saude Unica mundial (RODRIGUEZ-GASCON;
SOLINIS; ISLA, 2021). Em um estudo realizado por Murray et al. (2022) foi estimada
aproximadamente 5 milhGes de mortes/ano associadas a AMR, durante o ano de 2019 em 204
paises e territorios, sendo 1,27 milhdes associadas a infec¢do bacteriana. A OMS estima que
em 2050 as mortes aumentardo para 10 milhdes de pessoas ao ano (Ml et al., 2022).

Como resultado da AMR o0s medicamentos tornam-se ineficazes e as infecgcOes
persistem no corpo, aumentando a morbidade, a mortalidade e o risco de propagacdo das
infeccdes. Ademais, ha um significativo impacto econémico que compromete a capacidade de
tratar as doencas infecciosas e impede os avan¢os no campo da medicina (ZHU; HUANG;
YANG, 2022). A selecdo de microrganismos resistentes aumenta com o uso desnecessario e
indiscriminado de antimicrobianos, uso de antimicrobianos com amplo espectro, subdosagens
e terapias com duracgdo inadequada (GUARDABASSI et al., 2018). Assim, a definicdo de um
tratamento antimicrobiano com precisdo é crucial para aumentar a eficacia terapéutica e
diminuir o risco de induzir AMR e afetar a microbiota do hospedeiro (RAWSON et al., 2021).

A otimizacdo das terapias antimicrobianas, como proposto pela OMS em seu Plano de
acdo Global para enfrentar a resisténcia antimicrobiana (WHO, 2015), € realizada por meio de
modelagem farmacocinética/farmacodinamica (PK/PD), uma abordagem ja utilizada no
processo de desenvolvimento de farmacos, de forma a selecionar regimes de dosagem (dose,
intervalo e frequéncia de administracdo) adequados e com potencial eficicia, para os estudos
clinicos (JORDA; ZEITLINGER, 2020; TOUTAIN et al., 2021).

A Medicina Veterinaria também tem sua contribui¢cdo com a disseminacdo da AMR, o
que acarreta importantes custos a saude e economia da populacdo (INNES et al., 2020).
Portanto, a otimizagdo do uso de antimicrobianos também se aplica a Medicina Veterinéria,
assim, na Europa a European Medicines Agency (EMA) desenvolveu uma guideline (EMA,

2016a) para regularizar a producdo de medicamentos veterinarios, o qual também tem sido
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utilizado como base para otimizacdo de doses de medicamentos veterinarios disponiveis no
mercado (GUARDABASSI et al., 2018).

Essa abordagem tem ja tem sido realizada na Medicina Veterinaria como uma estratégia
de otimizar regimes de dosagem para farmacos presentes no mercado, como observado nos
estudos de Less et al. (2015) para determinacdo de um regime de doses de amoxicilina contra
Mannheimia haemolytica e Pasteurella multocida em bezerros, e de Dorey et al. (2017) com 0
florfenicol contra Actinobacillus pleuropneumoniae e Pasteurella multocida em suinos. No
Brasil, as agéncias regulatérias, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), ainda ndo implantaram esta
ferramenta. Entretanto, nossa equipe de pesquisa tem ja trabalhado com a modelagem PK/PD,
de forma a se estruturar como o primeiro grupo de Veterinarios no Brasil a trabalharem com

farmacometria.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Modelagem Farmacocinética/Farmacodinamica (PK/PD)

2.1.1 Alguns conceitos iniciais

A farmacocinética estuda a cinética do farmaco no organismo, esta inclui processos de
absorcéo, distribuicdo, biotransformacéo e eliminacdo (ADME), de uma forma geral, representa
0 que o corpo faz com o farmaco. Por outro lado, a farmacodindmica estuda o efeito
farmacoldgico/toxicolégico, ou seja, o que o farmaco faz com o corpo (FAN; DE LANNOQY,
2014; ROBERTS; TACCONE; LIPMAN, 2016). Entender o comportamento do farmaco no
organismo é fundamental para definicdo de regime de dosagem racional, seja para ser usado em
estudos clinicos de eficacia e toxicidade ou para otimizar regimes utilizados na rotina
(CAVALHEIRO; COMARELLA, 2016).

A farmacometria € definida pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados
Unidos da América (EUA) como “a ciéncia que quantifica informacdes sobre medicamentos,
doencas e ensaios para auxiliar no desenvolvimento eficiente de medicamentos e/ou decisdes
regulatorias”(ZHU, 2021). A farmacometria utiliza modelos matematicos de fisiologia,

farmacologia e doencas para descrever e quantificar as interagd0es entre medicamentos e
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paciente. Ou seja, utiliza modelos farmacocinéticos (PK), farmacodinamicos (PD), exposicao-
resposta (modelos PK/PD) e de progressdo de doenca (JANSSEN; BENNIS; MATHOT, 2022).

Em virtude do avanco na tecnologia, da maior digitalizacdo dos dados nos hospitais e
clinicas, da qualidade dos dados coletados, dos testes laboratoriais realizados, da padronizagédo
dos procedimentos, entre outros, ha disponibilidade de bancos de dados mais robustos. Em
consequéncia, h4 uma maior atencdo na oportunidade de aplicar a macchine learning e
inteligéncia artificial como inovacao na area da farmacometria, de forma a integra-los com a
modelagem e simulagéo (CHATURVEDULA et al., 2019; MCCOMB; BIES;
RAMANATHAN, 2022).

2.1.2 O que s&o modelos?

Os modelos matematicos sdo representacbes de um sistema que utilizam ideias
matematicas e linguagem para produzir uma descricdo aproximada do sistema real, a partir do
modelo é possivel fazer simulacdes de forma a prever o comportamento do sistema sob
determinadas condi¢cbes (HASAN et al., 2022). No ambito da farmacologia o sistema
representado € o organismo animal. Assim, o modelo permite descrever e compreender o tempo
de exposicdo a um farmaco e a resposta farmacologica apds a administracdo de diferentes doses
ou formula¢des de um medicamento (MOULD; UPTON, 2012). Modelos matematicos tem sido
utilizado no processo de desenvolvimento de novos farmacos e na predicdo de toxicidade
induzida por farmacos (MODY et al., 2020).

2.1.3 Modelo Farmacocinético (PK)

Os modelos farmacocinéticos descrevem a relacdo entre o farmaco administrado e sua
concentragéo ao longo do tempo no organismo (MOULD; UPTON, 2012). O modelo PK tem
como finalidade descrever os processos farmacocineticos de absorcdo, distribuicéo,
metabolizacéo e eliminacdo do farmaco. Neste, 0 organismo é representado como um sistema
de um ou mais compartimentos, que nao representam 0s compartimentos anatdémicos e
mecanismos fisioldgicos (Ml et al., 2022). Os modelos podem ser monocompartimentais;
bicompartimentais (FIGURA 1) inclui o compartimento central (tecidos mais vascularizados,

como coragdo, rins e cérebro) e um compartimento periférico, ou multicompartimentais
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(HANG et al., 2016). Apenas os modelos farmacocinéticos baseados na fisiologia (PBPK)
descrevem o processo ADME com base nos mecanismos fisiologicos, biogquimicos e
fisicoquimicos, permitindo simular a concentracdo dos farmacos em diversos tecidos e fluidos,

em diversos cenarios biologicos (LIN et al., 2016).

Figura 1- Modelo Farmacocinético de dois compartimentos.

Dose | Sitio de
Extravascular aplicacdo
Absorcédo : Transito entre
v compartimentos
Dose | > Compartimento -------------= > Compartimento
Intravenesa central periférico
i Eliminacdo
Y

Fonte: Adaptado de Rang e Dale (2016)

Os principais parametros farmacocinéticos sdo constante de absorcéo (Ka), volume de
distribuicdo (\Vd) e clearance (CI), além disso, nos modelos multicompartimentais, existem

parametros para expressar o transito entre os compartimentos (FAN; DE LANNOQY, 2014).

2.1.4 Modelos farmacocinéticos populacionais (popPK)

Os modelos farmacocinéticos populacionais estudam a farmacocinética a nivel da
populacéo, tendo como objetivo entender e avaliar o impacto das covariaveis (idade, sexo, raca,
condicdo corporal, entre outra) na farmacocinética e consequentemente, na farmacodinamica
(FDA, 2022). A variabilidade farmacocinética é definida como fixa quando as causas de
variabilidade sdo mensuraveis e previstas ou residual, quando as causas de variabilidade ndo
podem ser identificadas definitivamente (RAWSON et al., 2021). A variabilidade pode ser
inter-individual, estando associada por exemplo a idade, raca, obesidade, medicacGes,
comorbidades (doenca renal, hepatica, cardiaca), entre outros, ou intra-individual, associada a
desbalanco hidrico, disfuncédo renal ou hepética, entre outros (MOULD; UPTON, 2013).

Os dados de todos os individuos em uma populacdo sdo avaliados simultaneamente

utilizando um modelo ndo linear de efeitos mistos (NLMEM), esta ferramenta permite



16

quantificar a variabilidade na disposicdo e resposta farmacoldgica de acordo com as
caracteristicas dos individuos na populacéo (BON et al., 2018).

“Nio linear” refere-se ao fato de que a variavel dependente (por exemplo,
concentragdo) esta relacionada de forma ndo linear com os parametros do
modelo e a varidveis independentes. “Efeitos mistos” refere-se a
parametrizacdo: pardmetros que ndo variam entre individuos sdo referidos
como “efeitos fixos”, pardmetros que variam entre os individuos sao
chamados de “efeitos aleatorios” (MOULD; UPTON, 2013).

Os modelos popPK sdo compostos pelos dados, modelo estrutural (descreve a
concentracdo x tempo), o modelo estatistico (descrever a variabilidade residual), o modelo de
covariaveis e o software responsavel pelo modelamento (BON et al., 2018; MOULD; UPTON,
2013). De forma geral, a estrutura do modelo pode ser representada pelo esquema abaixo
(FIGURA 2).

Figura 2- Estrutura do Modelo Farmacocinética Populacional (popPK).

NLMEM popPK

Modelo Estrutural
(modelo de predicéo)

Modelo Estatistico Modelo de covaridveis
(variabilidade e ruido) (variabilidade
interindividual)

Legenda: NLEM. Modelo néo linear de efeitos mistos; popPK. Modelo farmacocinético populacional.
Fonte: Adaptado de Bon et al. (2018)

2.1.5 Modelo farmacodinamico (PD)

Os modelos farmacodindmicos descrevem a relacdo da exposi¢do ao farmaco com a
resposta, ou seja, o efeito farmacologico/toxicologico, fornecendo informacgdes mais robustas
da acdo do farmaco. Estes permitem estudar os aspectos fisiologicos e bioquimicos dos

farmacos ou agentes patologicos no organismo (NIELSEN; FRIBERG, 2013). Os parametros



17

de modelos farmacodindmicos representam a relacéo exposigéo-efeito, entdo estdo associados
ao tempo de inicio do efeito (Ex. imediato ou retardado), se a acdo é de inibi¢&o ou estimulagao
e o comportamento da relagdo concentracdo-efeito (sigmoide, linear ou de efeito maximo)
(UPTON; MOULD, 2014).

Assim como os modelos PK, os modelos PD também sdo analisados a nivel
populacional pela abordagem NLMEM, possuindo estrutura similar a representada na figura 2.
A variabilidade na farmacodinamica pode ser associada a resposta imune do hospedeiro, 0
tamanho do in6culo, o sitio de infeccdo, formacdo de biofilme, a concentracdo inibitoria minima
do organismo (CIM), resisténcia antimicrobiana, penetracdo do farmaco, efeito pés-antibiotico,
entre outros (RAWSON et al., 2021).

2.1.6. Modelos farmacocinético/farmacodinamicos (PK/PD)

Os modelos PK/PD permitem descrever a relacdo entre a concentracdo do farmaco e o
efeito farmacoldgico, de forma a avaliar a variacdo no efeito farmacoldgico de acordo com a
variagdo na concentracdo do farmaco (MOULD; UPTON, 2012). A modelagem
farmacocinética/farmacodinamica (PK/PD) tem sido uma ferramenta muito utilizada na selecdo
e otimizacdo de regimes de dosagem, principalmente para antimicrobianos (TOUTAIN et al.,
2021). Essa abordagem sera discutida com mais detalhes no tépico 2.4. Uma representacdo
grafica dos perfis concentragdo-tempo (modelos PK), efeito-tempo (modelo PD) e

concentracédo-efeito (modelo PK/PD) podem ser observados na figura 3.

Figura 3- Relag&o entre os modelos farmacocinéticos (PK) e farmacodindmicos (PD).
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Legenda: a. Modelo Farmacocinético (PK) - perfil concentracdo x tempo; b. Modelo farmacodindmico
(PD) — perfil efeito x tempo; ¢. Modelo farmacocinético/farmacodindmico (PK/PD) — perfil de efeito
por concentragao.

Fonte: Adaptado de Rawson et al. (2021)
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2.2. Modelos Translacional e Translacional Reverso

Os modelos animais tém sido utilizados no processo de descoberta e desenvolvimento
de farmacos, sdo utilizados para caracterizar a fisiopatologia da doenca, avaliar o0 mecanismo
de acdo dos farmacos e estabelecer as relacfes farmacocinéticas/farmacodinamicas, de forma a
estimar regimes de dosagem clinica e determinar margens de seguranca e toxicidade
(MCGONIGLE; RUGGERI, 2014). Os resultados obtidos nos estudos pré-clinicos em animais
sdo entdo extrapolados para os seres humanos, sendo essa abordagem conhecida como
translacional (BHAGUNDE et al., 2019; SCHEETZ et al., 2021).

Porém, como uma alternativa nas fases iniciais de pesquisa e desenvolvimento de
farmacos, foi proposta a ciéncia translacional reversa, que tem como objetivo potencializar as
informacdes disponiveis de humanos e animais que compartilham doencas analogas para
desenvolver melhores previsdes e terapias na medicina humana e veterinéria
(KASICHAYANULA; VENKATAKRISHNAN, 2018; SCHNEIDER et al., 2018).

Figura 4- Esquema de Medicina Translacional e Medicina Translacional Reversa.

Medicina Translaclonal

Reversa

Fonte: Adaptado de Schneider et al. (2018)



19

2.3. Indices farmacocinéticos farmacodinamicos (PK/PD)

Desde o0 momento que um medicamento € administrado no organismo, ele passa por
processos farmacocinéticos (absorc¢do, distribuicdo, metabolizacdo e excrecdo — ADME), que
irdo influenciar na concentracdo do farmaco no plasma e nos tecidos, e consequentemente, no
seu efeito. Ao chegar no sitio de a¢do, na concentracdo adequada, o antibidtico ira realizar seu
efeito (bactericida ou bacteriostatico) no microrganismo (ASIN-PRIETO; RODRIGUEZ-
GASCON; ISLA, 2015).

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) é o maior indicador de efeito de um
antimicrobiano, pois informa a susceptibilidade do patégeno a um determinado antibidtico
(NIELSEN; CARS; FRIBERG, 2011). A CIM pode ser determinada pelas técnicas de
microdiluicdo em placa, macrodiluicdo em tubo, ou o E-test, devendo ser seguido os padrbes
estabelecidos pelo Clinical Laboratory Standards Institute - CLSI (CLSI, 2018) ou pelo
Brazilian Committe on Antimicrobial Susceptibility Testing — BrCAST(BRCAST, 2022).

A CIM utilizada é representativa de varios isolados de uma mesma espécie, assim, para
cada bactéria é determinada a CIM, obtendo-se uma distribuicdo populacional. A metodologia
utilizada para realizacdo da CIM deve ser sempre descrita (EMA, 2016b). A partir da
distribuicdo de CIMs podem ser calculados a CIMso e ClIMgo que representam os valores de
CIM em que 50% e 90% da populacdo de isolados sdo inibidos, respectivamente. Porém, as
CIMso e CIMgo ndo séo capazes de diferenciar cepas wild type (cepas selvagens) das cepas com
mecanismo de resisténcia adquirida (TURNIDGE; KAHLMETER; KRONVALL, 2006). As
cepas wild type séo definidas pelo EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing) como aquelas espécies que ndo apresentam mecanismo de resisténcia
adquirido fenotipicamente detectavel ao agente antimicrobiano em questdo (EUCAST, 2016).

Assim, uma alternativa é calcular o ponto de corte epidemioldgico (ECOFF), que
permite fazer essa diferenciagéo, assim, o valor de CIM abrangeria apenas as cepas wild type.
O CLSI disponibiliza o software ECOFFinder (ECOFFinder program version XL 2010 v2.1,

https://clsi.org/meetings/microbiology/ecoffinder/), um programa baseado na metodologia

descrita por Turnidge et al. (2006), que permite analisar a distribuicdo populacional das CIMs
e estimar uma populacéo wild type e o ponto de corte epidemioldgico. Estudos utilizando essa
metodologia ja foram realizados na Medicina Veterinaria para otimizacdo de dose de florfenicol
contra Piscirickettsia salmonis em salmdo (MARTIN et al., 2019) e oxitetraciclina frente

Mannheimia haemolytica e Pasteurella multocida isolados de bezerros (LEES et al., 2018).


https://clsi.org/meetings/microbiology/ecoffinder/
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Sabe-se que apenas a Concentracao Inibitéria Minima néo é capaz de refletir a interagdo
entre patdgeno, hospedeiro e antimicrobiano, fatores que também condicionam a resposta
clinica. Entretanto, a analise da relacdo PK/PD dos antimicrobianos permite integrar as
propriedades PK e PD de forma a otimizar a terapia antimicrobiana (FIGURA 5)
(LANDERSDORFER; NATION, 2021; RODRIGUEZ-GASCON; SOLINIS; ISLA, 2021).

Figura 5- Fatores relacionados a eficicia antimicrobiana: microrganismo, hospedeiro e
antimicrobiano.

Resisténcia

Fonte: Adaptado de Asin-Prieto et al. (2015)

As relacdes de exposicdo do antimicrobiano ao microrganismo sdo estudadas a partir de
modelos PK/PD, esses modelos podem ser in vitro, ex vivo e in vivo, sendo considerados
metodologias complementares (LUO et al., 2019; RODRIGUEZ-GASCON; SOLINIS; ISLA,
2021). A agéncia regulatéria EMA tem estabelecido guidelines para garantir a qualidade dos
medicamentos antimicrobianos (EMA, 2016a, 2016b, 2022). As relagcbes PK/PD dos
antimicrobianos podem ser classificadas em trés indices PK/PD, que predizem a eficacia
clinica, quais foram padronizados por Mouton et al. (2005) como: tempo em que a
concentracdo do farmaco esteve acima da CIM (T>CIM), concentracdo maxima dividida pela
CIM (Cmax/CIM) e &rea sob a curva concentragdo-tempo dividida pela CIM (ASC/CIM)
(NIELSEN; FRIBERG, 2013). A relagdo PK/PD dos antimicrobianos esta esquematizados na
figura 6.
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Figura 6 - Representac&o dos indices farmacocinéticos/farmacodinamicos (PK/PD) associados
a eficacia dos antimicrobianos in vivo.

Cmax/CIM
Cmax

Concentracio

Tempo

Legenda: CIM. Concentrago Inibitoria Minima; ASC. Area sob a curva; Cms. Concentragio maxima
do farmaco no plasma; T>CIM. Tempo em que a concentragdo do farmaco esteve acima da CIM;
ASC/CIM. Area sob a curva concentragio-tempo ao longo de 24 horas dividida pela CIM; Cra/CIM.
Concentragdo méxima dividida pela CIM. Se um subscrito indicando outro periodo de tempo nédo for
presente, assume-se que a ASC é a de 24 h.

Fonte: Adaptado de Asin-Prieto et al. (2015) e Papich (2014)

Os parametros farmacocinéticos acima sdo calculados a partir da concentracdao
plasmaética/sérica dos antimicrobianos ao longo do tempo. Quanto a essa concentracao, o ideal
é que seja considerada a fracdo ndo ligada a proteinas plasmaticas, ou seja, a fracdo livre (f),
pois esta que ira realizar a acdo farmacoldgica. A concentracdo do farmaco livre no plasma
teoricamente esta em equilibrio com a concentracdo livre no fluido tecidual. Portanto, indices
PK/PD que néo consideram a fracéo livre pode superestimar a exposi¢do do microrganismo ao
antimicrobiano. Por isso, muitas vezes esses indices sdo representados da seguinte forma:
fT>CIM, fCmax/CIM ou fASC/CIM (PAPICH, 2014).

Para determinar o indice PK/PD mais apropriado e o alvo (target)
farmacocinético/farmacodinamico (PDT) € necessario realizar um ensaio de curva de morte, no
caldo Muller-Hinton ou plasma/soro, leite, entre outros, a depender do agente a ser estudado
(ZHANG et al., 2022). Assim, o efeito do antibidtico (reducdo na contagem bacteriana,
expressada em unidades formadoras de colénia — UFC) é avaliado pela equacdo de Hill,
descrevendo um modelo Sigmoide Emax (EQUACAO 1), ao longo de 24 horas de tratamento
(LEES; SHOJAEE; TOUTAIN, 2004; MOUTON et al., 2012).
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Emax X XN

E=FEo+Zonxm 1)

onde EO é o crescimento bacteriano apds 24 horas de incubacdo na auséncia de
antibiotico subtraido do indculo inicial, é expresso como logio UFC/mL; Emax € a inibicdo
méaxima do crescimento bacteriano, determinada como a mudanca da contagem inicial em logio
UFC/mL em 24 horas de incubacdo com o farmaco; X é a variavel independente (o indice
PK/PD), e N é o coeficiente de Hill, que descreve a inclinacdo da curva; EC50 é o valor do
indice PK/PD que produz 50% do efeito antibacteriano maximo (LEES et al., 2015). O
coeficiente de regressdo (R?) deve ser aplicado para avaliar a relagio entre parametros PK/PD
e efeito antibacteriano (FIGURA 7); quanto maior o valor de R?, mais correlacionados com os
parametros PK/PD o efeito estard (ZHANG et al., 2022).

Figura 7- Representacdo da relagdo de colistina e P. aeruginosa para cada um dos indices
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Legenda: As linhas representam o ajuste das funcGes sigmoides Emax para cada um dos indices PK/PD:
A) ASC. Area sob a curva concentragao-tempo dividida pela concentrago inibitétia minima (CIM), B)
Cmax/CIM. Concentracdo maxima dividida pela CIM e C) T>CIM Tempo em que a concentragdo do
farmaco esteve acima da CIM; f. fracdo livre. Para cada um dos indices PK/PD foi apresentado o
coeficiente de regressao (R?).

Fonte: Adaptado de Dudhani et al. (2010)

Por meio desta equagdo, a magnitude do indice PK/PD, ou seja, 0 alvo (target)
farmacocinético/farmacodindmico (PDT), pode ser quantificado em trés niveis de inibicdo de
crescimento: acao bacteriostatica, acdo bactericida e erradicacdo bacteriana, (FIGURA 8). Os
valores de para acOes bacteriostaticas, bactericidas e de erradicacao sao definidos como aqueles

valores que produzem E = 0 (nenhuma alteracdo na contagem bacteriana apds 24 h de
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incubacéo), E = 3 (uma reducdo de 3 log ou 99,9% da contagem inicial do indculo apos 24 h de
incubacédo) e E= 4 (uma reducéo de 4 log ou 9,99 % da contagem bacteriana do indculo inicial)
(NIELSEN; FRIBERG, 2013).

Figura 8 - Gréfico de exemplo de ASC24h/CIM versus alteracdo na contagem bacteriana desde
a contagem inicial (log10 CFU/mL).
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~ Fonte: Adaptado de Dorey et al. (2017).
Legenda: ASC24h/CIM. Area sob a curva de 24 horas dividida pela concentragdo inibitoria minima.

Muitos estudos foram realizados de forma a determinar os indices PK/PD para diversas
classes de antibioticos. A eficacia de antibioticos tempo-dependentes (T>CIM) depende da
concentracdo do farmaco manter-se acima da CIM por um determinado tempo entre o intervalo
das administracdes, os beta-lactamicos séo os principais representantes deste grupo. Ja para os
concentracdo-dependentes (Cmax/CIM) a eficacia esta relacionada como o farmaco atingir uma
concentracdo muito elevada; estes sdo representados pelos aminoglicosideos e quinolonas.
Também tem os antibidticos tempo e concentracdo-dependentes (ASC/CIM), que como
exemplo tem as tetraciclinas e macrolideos (ASIN-PRIETO; RODRIGUEZ-GASCON; ISLA,
2015; RODRIGUEZ-GASCON; SOLINIS; ISLA, 2021).

Apesar dos indices PK/PD terem sido determinados para as classes de antibidticos,
alguns autores comprovaram que esses indices podem variar dentro das classes, de acordo com
0 agente e a forma em que é determinado. Isso foi demonstrado no estudo de Lees et al. (2015)
que avaliaram a curva de morte bacteriana de Mannheimia haemolytica e Pasteurella multocida

frente a amoxicilina em dois meios (caldo Mueller-Hinton e soro de bezerros). Neste estudo M.
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haemolytica apresentou comportamento concentragdo-dependente em ambos 0s meios, assim
como P. multocida no soro, contrariando o que ja foi descrito por Craig (2003), que classificou
as penicilinas de uma forma geral como tempo-dependentes. Assim, devido ao comportamento
co-dependente frente a amoxicilina, para essas espécies o indice PK/PD mais adequado para
predizer a eficacia passa a ser a ASC/CIM (NIELSEN; FRIBERG, 2013).

Os dados de PDT nem sempre estdo disponiveis na Medicina Veterinéria, assim, o valor
do PDT pode ser extrapolado de estudos com Seres Humanos. Isso é valido pois o0 PDT néo
depende das caracteristicas do animal; tendo uma validade genérica entre as espécies animais.
Porém, os dados farmacocinéticos sdo necessarios para definir as doses necessarias para atingir
PDT (TOUTAIN et al., 2021).

Com o PDT estabelecido €é possivel determinar a probabilidade de uma certa populacao
atingir o PDT. A probabilidade de que um valor especifico do indice PK/PD associado a eficacia
do antibidtico seja alcancado em uma determinada CIM ¢é definida como a probabilidade de
atingir o alvo (PTA) (RODRIGUEZ-GASCON; SOLINIS; ISLA, 2021). O PTA é determinado
a partir de simulacdes, sendo mais fidedigno quando as varia¢es inter e intraindividuais sdo
levadas em consideracdo. A simulacdo de Monte Carlo é uma ferramenta de modelagem
estatistica avancada que permite expandir o tamanho da amostra considerando a variabilidade
dos pardmetros PK na estimativa dos indices PK/PD para fornecer previsdes do resultado de
diferentes abordagens terapéuticas, ou a determinacdo do PTA. O PTA corresponde a
porcentagem de pacientes simulados com indice PK/PD estimado igual ou superior ao PDT,
uma representacdo grafica pode ser observada na figura 9 (ASIN-PRIETO; RODRIGUEZ-
GASCON; ISLA, 2015; ROBERTS; KIRKPATRICK; LIPMAN, 2011). Regimes de dosagem
potencialmente eficazes devem fornecer um PTA > 90% (EMA, 2016b).
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Figura 9- Representacdo grafica da Probabilidade de Atingir o Alvo (PTA)
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Legenda: Probabilidade de atingir o alvo (PTA) para vérios regimes de dosagem de cloxacilina
simulados. O alvo PK/PD foi de 50% fT > MIC; ClI. infusdo continua; IT, infusdo intermitente.
Fonte: Adaptado de Courjon et al. (2020)

2.4. Integracdo farmacocinética/farmacodinadmica para otimizacao do regime de doses de

antimicrobianos

A otimizacdo do uso de antimicrobianos em animais e seres humanos esta em foco
devido a preocupacdo global com a resisténcia antibacteriana, um dos dez principais problemas
globais que ameacam a saude publica. Em 2015 a Organizacdo Mundial da Satde (OMS)
estabeleceu um Plano de Acéo Global em Resisténcia Antimicrobiana, sendo a otimizagdo uma
das estratégias (WHO, 2015; ZHU; HUANG; YANG, 2022).

A Guideline on the use of pharmacokinetics and pharmacodynamics in the development
of antimicrobial medicinal products (EMA/CHMP/594085/2015) da EMA (2016) estabelece a
utilizacdo da integracdo PK/PD para determinagdo de regimes de dose com melhor potencial
de eficacia terapéutica. Além disso, orienta os pontos a serem considerados de forma a
determinar um adequado regime de doses. A otimizacao é baseada no conhecimento da relagédo
antimicrobiano e agente, de forma a integrar a concentracao inibitoria minima (CIM) e indices
PK/PD nas simulagdes in silico, utilizando simula¢bes de Monte Carlo para determinar a
probabilidade de atingir o alvo, estabelecendo se o regime é eficiente ou ndo.
Pontos a serem considerados para determinacao/otimizacao de regimes de dosagem:
¢ Aspectos microbiolégicos: distribuicdo populacional da CIM e curva de
morte bacteriana, 0s quais dardo suporte para conhecimento da relagdo entre
exposicao e efeito antimicrobiano;
e Determinacdo do indice PK/PD e do PDT a partir de estudos néo

clinicos;
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¢ Dados de PK da populagéo alvo (estudos clinicos);

e Determinacédo do PTA a partir de simulagdes;

¢ Avaliacdo das relacBes exposicdo-resposta clinica (E-R) usando dados
que sdo coletados durante os estudos clinicos que avaliam os resultados clinicos e

microbiologicos em pacientes.

2.5. Staphylococcus spp.

2.5.1. Aspectos Gerais

Staphylococcus spp. sdo bactérias do género Staphylococcus, sdo cocos gram positivos,
anaerdbios facultativos, catalase positivo, imdveis e ndo formadores de esporo (LEROY;
VERMASSEN; TALON, 2015). O género Staphylococcus € composto por mais de 50 espécies,
sendo que muitas delas possuem subespécies, além disso, é dividido em dois grupos:
Staphylococcus coagulase positivo (CoPS) e Staphylococcus coagulase negativo (CoNS), a
depender do resultado obtido no teste da coagulase (FTHENAKIS et al., 2019). O género
Staphylococcus possui distribuicdo mundial, grande parte das espécies deste género colonizam
a pele e mucosas dos seres humanos, outros mamiferos e aves, bem como o ambiente, devido
sua adaptabilidade (BIEROWIEC et al., 2019; VRBOVSKA et al., 2020).

Sabe-se que o compartilhamento de microbioma ndo patogénico e patogénico ocorre
entre 0s seres humanos, animais e o ambiente (TRINH et al., 2018). Visto que ha estudos que
demonstraram o compartilhamento de microbioma entre casais (ROSS; DOXEY; NEUFELD,
2017), entre tutores e seus animais de companhia (MISIC et al., 2015; SONG et al., 2013), com
contato direto ou habitagdo proxima de fazendas de animais de producdo (KRAEMER et al.,
2018; MOSITES et al., 2017) e devido ingestdo de alimentos contaminados (BADAWY et al.,
2022). Embora a maioria das espécies de Staphylococcus sejam inofensivas algumas como a S.
aureus e S pseudointermedius, podem causar infeccdes primarias ou oportunistas em seus
hospedeiros, além de poderem atuar como reservatorios de genes de resisténcia, aumentando a
probabilidade de uma falha na terapia antimicrobiana (ROSSI; ANDRADE-OLIVEIRA,;
GIAMBIAGI-DEMARVAL, 2019).
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O compartilnamento de genes de resisténcia, principalmente de resisténcia a meticilina
(gene mecA), entre animais, seres humanos e ambiente é um importante problema para a satde
publica, em consequéncia da disseminac3o da resisténcia antimicrobiana (ARGUDIN et al.,
2017; GRAHAM et al., 2019; LAKHUNDI; ZHANG, 2018). Assim, torna-se necessario a
compreensdo de patdgenos zoondticos e a resisténcia a antibidticos, além da adogdo do bom
uso dos antimicrobianos na medicina humana e animal (DAFALE et al., 2020).

2.5.2. Espécies de Staphylococcus de importancia na Medicina Veterinaria

As espécies de Staphylococcus coagulase positivo, representadas por S. aureus, S.
intermedius, S. delphini e S. pseudintermedius, sendo as ultimas trés conhecidas como grupo
SIG (Staphylococcus intermedius group), apresentam maior relevancia clinica na Medicina
Veterinaria (ABUSLEME et al., 2022; WU et al., 2016). Do grupo SIG, S. pseudintermedius é
a espécie mais comum associada a infeccdes em animais, particularmente em cées
(MALISOVA et al., 2019).

A espécie Staphylococcus aureus € a mais importante do género, tendo grande
relevancia na saude pablica (YU etal., 2016). S. aureus tem a capacidade de evadir do sistema
imune e, consequentemente, causar bacteremia e adentrar em tecidos profundos, desencadeando
uma variedade de infec¢bes, superficiais e/ou invasivas, como as endocardites e osteomielites,
e até mesmo septicemia e morte (POLLITT et al., 2018). Na Medicina Veterinaria, esta
associado a formacéo de abscessos, mastite, pneumonia e meningite (BALASUBRAMANIAN
et al., 2017). Infeccdo por S. aureus é de grande relevancia em animais de producéo, apesar de
se ser um agente comum a microbiota da pele dos tetos, devido seu potencial patogénico pode
adentrar ao canal do teto e levar a uma infeccdo, sendo um dos principais agentes causadores
de mastite subclinica, clinica e gangrenosa em vacas, cabras e ovelhas (ALGAMMAL et al.,
2020; CAPOFERRI et al., 2021; LEITE et al., 2020). Também esta associado a abscessos em
diversas espécies, principalmente caprinos e ovinos (YEBRA et al., 2021). Entretanto, a grande
preocupacdo com S. aureus é a resisténcia antimicrobiana presente nesta espécie, de forma que
Staphylococcus aureus Meticilina Resistente (MRSA) é um dos principais problemas de saude
publica a nivel global (MOGLAD; ALTAYB, 2022).

S. pseudintermedius € um agente comum a microbiota nasal e da pele de cées, gatos e

seres humanos (ABDULLAHI et al., 2022). E o principal agente causador de piodermite em
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cdes (ABOUELKHAIR et al., 2019; BERTELLONI; CAGNOLI; EBANI, 2021) além de
causar otite externa, bem como infec¢des sistémicas nos tratos urinario, respiratorio e trato
reprodutivo (LYNCH; HELBIG, 2021). Em humanos causa infec¢des esporadicas, porém, tem
sido realizado estudos que demostram que ha compartilhamento de S. pseudintermedius entre
seres humanos e seus animais(FERENCE et al., 2019; LOZANO et al., 2017), ou infec¢do em
seres humanos por meio de mordida (BORJESSON et al., 2015; KALNINS et al., 2022), sendo
um agente com potencial zoonoético. S. pseudintermedius resistente a meticilina (MRSP)
também se tornou um problema de saude global na medicina veterinaria, assim como S. aureus

resistente a meticilina, sendo ambos de relevancia zoondtica (ABDULLAHI et al., 2022).

Apesar das espécies CoPS apresentarem maior relevancia clinica, as espécies CONS tém
despertado a atencdo de pesquisadores e clinicos por estarem se mostrando patogénicas, estando
principalmente associadas a emergéncia de infecgbes nosocomiais (ARGEMI et al., 2019;
HEILMANN; ZIEBUHR; BECKER, 2019). Na medicina humana S. epidermidis estd associada
a sepse em bebés prematuros hospitalizados, principalmente quando imunossuprimidos, sendo
os cateteres contaminados a principal fonte de infeccdo (JOUBERT et al., 2022). Também h&
estudos na Medicina Veterinaria com cdes, caprinos, ovinos e bovinos hospitalizados
demostrando o risco de infeccdo por cateter contaminado e as possiveis complicagfes, como
bacteremia e posterior septicemia, as quais deverdo ser tratadas com terapia antimicrobiana
sisttmica (GUZMAN RAMOS et al., 2018; KING; BYRNE; CHIGERWE, 2020).

Na Medicina Veterinaria S. epidermidis estd associado a casos de mastite, causando
infeccOes persistentes, danos nos tecidos do Ubere e aumento da contagem de células somaticas
(CCS), diminuindo a qualidade do leite (RAJAMANICKAM et al., 2020). Consequentemente,
esta espécie apresenta relevancia, quanto a agente causador de mastite, nas espécies ovina
(FTHENAKIS et al., 2019), bovina (PEREIRA DE OLIVEIRA et al., 2022) e caprina (ROSA
etal., 2022).

2.5.3. Importancia de Staphylococcus spp. na caprinocultura

Staphylococcus spp., principalmente Staphylococcus ndo aureus, Sdo 0S principais
agentes envolvidos nas mastites, clinica e subclinica em cabras (ROSA et al., 2022). Estes
causam infec¢bes intramamarias persistentes, resultando em maior contagem de células

somaticas (CEC), além do surgimento de resisténcia antimicrobiana, e sdo considerados ser
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reservatorios de genes de resisténcia com potencial transmissao para outras espécies (SANTOS
et al., 2020). Devido o contato entre mé&e e filhote ocorre o compartilhamento de microbioma,
caso este filhote apresente-se imunossuprimido, espécies de Staphylococcus podem levar a uma
infeccdo, como é comum em neonatos de outras espécies, principalmente equinos (TOOMBS-
RUANE et al., 2016).

Como Silva et al. (2018) demonstraram, nem todo abscesso em pequenos ruminantes é
Linfadenite Caseosa, causado por C. pseudotuberculosis. Cerca de 30% dos isolados de
abscessos sdo identificadas outras espécies de bactérias (AL-GAABARY et al., 2010; SOUZA
et al., 2011). Em um estudo realizado por Souza et al. (2011) foi demonstrado que abscessos
causados por Staphylococcus aureus apresentam aspectos histopatolégicos semelhantes aos
causados por Corynebacterium pseudotuberculosis. S. aureus subsespécie anaerobius foi
identificado como o agente causador da doenca de Morel, que também causa abscessos
subcutaneos (SLOSARKOVA et al., 2019; SZALUS-JORDANOW et al., 2018).

Além disso, também foi relatado um caso de aborto em cabra associado a infe¢do por S.
aureus. O mesmo estudo demonstrou o potencial zoon6tico do agente pois trés dos Médicos

Veterinarios envolvidos no caso apresentaram infecdo na pele por S. aureus (PIVA etal., 2021).

2.5.4. Staphylococcus meticilina-sensivel (MSSA)

Apesar da emergéncia a resisténcia antimicrobiana, principalmente associada a
resisténcia de S. aureus e outras espécies de Staphylococcus a meticilina, ainda existem cepas
sensiveis a esses farmacos(TSIRIGOTAKI et al., 2022). Em uma Guideline de Endocardite
Infecciosa da European Societyof Cardiology e a American Heart Association recomendaram
o0 tratamento de MSSA com antibioticos beta-lactamicos antiestafilococicos (AAS), como a
nafcillina, cloxacilina e a cefazolina, sendo a Gltima uma cefalosporina de primeira geracao
(BADDOUR et al., 2015; HABIB et al., 2016; MCDANEL et al., 2017). A utilizagdo de
vancomicina deve ficar restrita aos casos de MRSA (CASTANEDA et al., 2021).

Muitos pesquisadores tém avaliado a utilizagdo de ceftriaxona ao invés de AAS,
demonstrando efeito similar, com menos efeitos adversos e protocolos mais préaticos (TELLES
et al., 2021; YETMAR et al., 2022). Entretanto, para casos na Medicina Veterinaria, deve-se
priorizar o uso de AAS frente a terceira geragdo de cefalosporina, pois este é um antibiotico de
prioridade para o tratamento de infeccOes em seres humanos (OMS, 2019).
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2.2. Cloxacilina

Os beta-lactamicos sdo antibioticos que possuem em comum o anel beta-lactamico em
sua estrutura, o que determina seu mecanismo de acéo (inibicdo da sintese da parede celular) e
a sua baixa toxicidade, pois atuam na parede celular, estrutura presente somente nas bactérias,
e seu principal mecanismo de resisténcia (producdo de betalactamases). Fazem parte desta
familia as penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e monobactdmicos (SUAREZ;
GUDIOL, 2009).

A cloxacilina € uma isoxazolilpenicilina, assim como a oxacilina, diclocxacilina e
flucloxacilina. Devido a presenca de halogénios nesses compostos potencializa a atividade
antibacteriana e aumenta sua absorcao no nivel gastrointestinal, possuindo acao contra bactérias
Gram-positivas, excelente atividade contra Staphylococcus produtores de penicilinases, mas
néo apresentam atividade contra bacilo Gram negativo (KALESHWARI et al., 2019; LIMA et
al., 2020).

Assim como as penicilinas G (cristalina — sddica ou potassica, procaina e benzatina) a
cloxacilina também pode ser apresentada na forma de sais (cloxacilina sédica ou benzatina). As
penicilinas G cristalinas possuem meia-vida curta, cerca de 30 minutos, sendo necessario
realizar varias administracdes para manter a concentracdo sérica do farmaco. Portanto, em
consequéncia disto, foram desenvolvidas as penicilinas procaina e benzatina, de uso
intramuscular, e conhecidas como penicilinas de depdsito ou de liberacdo. A atividade delas é
a mesma, por apresentarem o mesmo principio ativo, porém, a farmacocinética é diferente,
devido a solubilidade alterada de acordo com o sal administrado (PEDROSO et al., 2001).

Quando associada a procaina ou benzatina a solubilidade é diminuida, o que torna a
liberacdo do farmaco no local de aplicagcdo mais lenta, além de manter a concentracdo sérica
por um periodo prolongado, assim, o intervalo entre administracfes € maior. A solubilidade da
procaina em agua é de 0,4%, o0 que acarreta uma meia vida de 12 hora, enquanto a solubilidade
da benzatina é de 0,02%, resultando em uma meia vida de 336 horas, porém, a concentracao
sérica atingida ¢ inferior quando comparada as outras penicilinas G. Portanto, devido a alteracdo
na solubilidade, ha uma diferenca no pardmetro farmacocinético constante de absor¢do (Ka)
entre as formulacdes, quanto menos hidrossoltvel, menor a Ka (PETRI, 2015).

Quanto maior a lipofilicidade, mais forte serd a ligacdo com as proteinas plasmaticas.
Assim, a ligacdo as proteinas plasmaticas das isoxazolilpenicilinas (cloxacilina e oxacilina) €

de cerca de 90%, enquanto a da penicilina e da amoxicilina corresponde a 60% e 30%,
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respectivamente (LIMA et al., 2020). Rolinson e Sutherland (1965) realizaram um estudo para

avaliacdo da ligacdo a proteinas de varios antibioticos, assim, foi comparada a fracéo livre entre

as Benzilpenicilina e a cloxacilina no plasma de varias espécies, como demonstrado no quadrol.

Quadro 1- Fracdo nao ligada (%) de benzilpenicilina e cloxacilina a proteina sérica em
diferentes espécies

Espécie Benzilpenicilina Cloxacilina
Humano 49 6,5
Cavalo 65 30
Ovelha 70 19,5
Coelho 65 22
Bezerro 63 25

Fonte: Adaptado de Rolinson e Sutherland (1965)

A cloxacilina é frequentemente utilizada, via intramamaria, no tratamento de mastites
(LANGONI et al., 2017; LEITE et al., 2020), existindo muitos estudos farmacocinéticos nesta
area, estando associados a estudos de residuos em leite e tecido (BURMANCZUK et al., 2017;
KIETZMANN; NIEDORF; GOSSELLIN, 2010). Porém, seu uso para outras afeccdes, na

Medicina Veterinaria, é pouco estudado, sendo pouco os estudos de farmacocinética publicados

na literatura. Dimitrova, da faculdade de medicina veterinaria (Trakia University) da Bulgaria,

realizou alguns estudos com isoxazolilpenicilinas nas espécies canina, felina, suina e ovina
(LASHEV; DIMITROVA, 2008). A tabela 1 apresenta os artigos publicados na literatura com

estudos farmacocinéticos de cloxacilina na Medicina Veterindria.
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Tabela 1- Estudos de farmacocinética de cloxacilina na medicina veterinaria

, . . Via de Ano de
Espécie  Base farmacoldgica - - Autor N
administracéo publicacdo
. L L Intraven ..
Felino CLOX sbdica travenosa e Dimitrova, D. J. 1997
Intramuscular
Suino CLOX sbdica Intravenosa e Dimitrova et al. 1997
Intramuscular
Ovina CLOX sbdica Intravenosa e Dimitrova et al. 2001
Intramuscular
Canina CLOX sdbdica Intravenosa Dimitrova, D. J. 2001
Bovino CLOX benzatina Intramamaria Kietzmann et al. 2010
Cabra CLOX sodica Intravenosa Kharghariaetal. 2013
Bovino CLOX sbdica Intramamaria Burmanczuk et al. 2017
Bovino CLOX benzatina Intramamaria Grabowski et al. 2018
Ovelha CLO).< §9dlca ) Intravenosa e Kaleshwari etal. 2019
amoxicilina Intramuscular
Bovino CLOX + Aloe vera Intramamaria Forno-Bell et al. 2021
Equino CLOX-ampicilina Intravenosa Kondampati etal. 2022

Legenda: CLOX. cloxacilina

Ao analisar a lista de antibidticos criticos na medicina humana, que classifica o0s

antibidticos em maxima prioridade, grande prioridade, muito importantes e importante, a

cloxacilina (penicilinas antiestafilocdcicas) enquadra-se nos antibidticos de importancia critica

(OMS, 2019). Assim, comparado com outras classes de antibidticos, seu uso deve ser priorizado

medicina veterinaria, sendo necessario o conhecimento da farmacocinética/farmacodinamica

em diversas espécies, vias de administracdo e agente infeccioso.
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ABSTRACT

This study aims to determine therapeutic protocols of intramuscular sodium cloxacillin (SC) in
goats with potential antibacterial effects against Staphylococcus spp. We constructed a
pharmacokinetic (PK) model of SC, followed by a pharmacokinetic/pharmacodynamic
integration (PK/PD). Simulations of different therapeutic protocols were then performed, with
the doses ranging from 30-100 mg/kg every 8, 12, or 24 hours. We calculated the probability
to target attainment (PTA) of reach protocol's therapeutic according to the minimum inhibitory
concentration (MIC) range of 0.06 to 4 ug/mL. The PK/PD target (PDT) used was "time above
the MIC for 40% of the time" (T>MIC >40%). Protocols with single administration per day
were incapable of achieving PTA > 90% for any of the estimated MICs. However, by decreasing
the administration interval, the PTA was increased. Thus, from the dose of 50 mg/kg every 12
hours, a PTA> 90% for MICs < 0.5 pg/mL was achieved, while the 30 mg/kg dose every 8
hours was able to achieve a PTA> 90% for MICs of 2 ug/mL. The results suggest using a 30
mg/kg dose every 8 hours in clinical studies of agents with MICs < 2 pg/mL; however, the
practitioner should adjust the dose in severy patients.

Keywords: Antibioticotherapy; Monte Carlo Simulation; Pharmacometrics; Sepsis;
Translational Model

RESUMO
Objetivou-se determinar protocolos terapéuticos sistémicos de cloxacilina sédica via
intramuscular em caprinos com potencial efeito antibacteriano contra Staphylococcus spp.
Construiu-se um modelo farmacocinético (PK) de cloxacilina sédica em caprinos, a partir deste,
realizou-se a integracdo farmacocinéticas/farmacodindmicas (PK/PD) e simulagdes de
diferentes protocolos terapéuticos, variando de 30-100 mg/kg com administragéo a cada 8, 12
ou 24 horas. Foram calculadas as probabilidades de atingir o alvo (PTA) para cada protocolo,
segundo uma distribuigdo de concentragdo inibitéria minima (CIM) de 0,06 a 4 ug/mL. O alvo
PK/PD (PDT) utilizado foi de T>CIM > 40%. Protocolos com uma administracio por dia ndo
foram capazes de atingir a PTA > 90% para nenhuma das CIMs. A diminuigéo do intervalo
aumentou os PTAs, assim, a partir da dose de 50 mg/kg a cada 12 horas foi possivel atingir
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PTA> 90% para CIMs < 0,5ug/mL, enquanto uma dose de 30 mg/kg a cada 8 horas foi capaz
de atingir PTA> 90% para uma CIM de 2 pg/mL. Os resultados sugerem que a dose de 30
mg/kg a cada 8 horas pode ser utilizada em estudos clinicos de agentes com CIMs < 2 pg/mL,
porém, é preciso ser avaliado como os parametros farmacocinéticos serdo alterados em
pacientes criticos.

Palavras-chave: antibioticoterapia; simulacdo de Monte Carlo; sepse, farmacometria; modelo
translacional

INTRODUCTION

Staphylococcus spp. is a common Gram-positive bacterium of the skin and mucosal
microbiota; however, it is responsible for several opportunistic infections in humans and
animals (Piva et al., 2021). In immunosuppressed animals or a critical care state, the agent can
cause skin, soft tissue, bone, and joint infections and, in systemic cases, sepsis (Tong et al.,
2015 e Balasubramanian et al., 2017). Poorly treated sepsis can induce an inflammatory
response, organ dysfunction syndrome, and shock, followed by death (Pollitt et al., 2018).

In this context, cloxacillin, an isoxazolyl penicillin belonging to the beta-lactam group
with action against Gram-positive bacteria and excellent activity against Staphylococcus spp.
(methicillin-sensitive) makes itself an excellent option in both veterinary and human medicine
(Burdet et al., 2018; Courjon et al., 2020; Aldman et al., 2022). Beta-lactams have a bactericidal
effect by acting on the bacterial cell wall, which decreases their toxicity. Thus, they are the
antibiotics of choice for critically ill patients (Marsot, 2020).

In veterinary medicine, practitioners generally use cloxacillin intramammary to treat
mastitis caused by Staphylococcus spp. in cows (Langoni et al., 2017 e Leite et al., 2020).
Recently, a group studied horses’ pharmacokinetics (PK) and pharmacological safety of
intravenous cloxacillin-ampicillin association (Kondampati et al., 2022).

Due to the increase in antimicrobial resistance, researchers have proposed several
strategies to contain the emergence of new resistant strains. In 2019, the World Health
Organization (WHO) released a list of the antibiotics of critical use in human medicine, which
should guide the choice of antibiotic therapy used in veterinary medicine. According to this list,
cloxacillin is very important, being the drug of choice in the face of other classes of antibiotics,
such as 3rd-generation cephalosporins, carbapenems, quinolones, and penicillins
(aminopenicillins and aminopenicillins with a beta-lactamase inhibitor), which are of maximum
and high priority for human medicine (WHO, 2015).

In addition, WHO has directed the optimization of antibiotic therapy based on
pharmacokinetic/pharmacodynamic integration (PK/PD) as a strategy of the Global Action Plan
on Antimicrobial Resistance to decrease the emergence of antimicrobial resistance (WHO,
2015; Guardabassi et al., 2018; Toutain et al., 2021).

This approach has already been used in veterinary medicine, as demonstrated in several
studies, such as oxytetracycline dose optimization for Mannheimia
haemolytica and Pasteurella multocida in calves (Lees et al., 2018) and also for marbofloxacin
against Mycoplasma agalactiae in goats (Fernandez-Varén et al., 2021). This approach gathers
pharmacokinetic and pharmacodynamic data in an in silico model that predicts the plasma
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concentration of a drug, followed by the simulation of different therapeutic protocols to achieve
the clinical probability of success (EMA, 2016). In human medicine, researchers and doctors
are using this methodology to determine the dose regimen of cloxacillin and dicloxacillin for
the systemic treatment of infections against pathogens such as Staphylococcus aureus (Yu et
al., 2017 e Courjon et al., 2020).

This study aims to estimate therapeutic protocols of Sodium Cloxacillin by
intramuscular route in goats with potential antibacterial effect against Staphylococcus spp. by
Monte Carlo simulation.

METHODOLOGY

We obtained cloxacillin's minimum inhibitory concentration (MIC) values
against Staphylococcus spp. strains from previous studies published in the literature. Virdis et
al. (2010) determined the MIC of cloxacillin against Staphylococcus aureus (n=25) and
coagulase-negative Staphylococcus (n=75) strains isolated in milk from goats with subclinical
mastitis, which showed MICg of 0.5 and 1.0pug/mL, respectively. In the study of Bolte et al.
(2020), the isolates from goats with clinical mastitis, the MICg for Staphylococcus
aureus (n=85) was 1.0ug/mL and 2.0pg/mL for the Non-Staphylococcus aureus (n=88) (Tab.
1).

) ) MICso MICoo
Microorganism Reference
(ng/mL) (ng/mL)
Staphylococcus aureus 0.25 1.0 Bolte et al. (2020)
Staphylococcus aureus 0.25 0.5 Virdis et al. (2010)
Coagulase-negative Staphylococci 0.5 1.0 Virdis et al. (2010)
Non-aureus Staphylococci 1.0 2.0 Bolte et al. (2020)

Table 1. Minimum Inhibitory Concentration Values (MICso and MICg) of cloxacillin against
Staphylococcus aureus, coagulase-negative Staphylococci and non-aureus Staphylococci.

The pharmacokinetic/pharmacodynamic index (PK/PD) used was the percentage of time
that the plasma concentration of the drug remained above the MIC (% T>MIC). In the present
study, we assumed a value of % T>MIC to be 40% of the inter-dose interval (Papich, 2014). We
obtained cloxacillin's plasma concentration data from the literature. In the study of Khargharia
et al. (2013), six goats (three males and three females) of the Black Bengal breed weighing
between 12 and 14kg and aged between 1 to 1.5 years received a dose of 10mg/kg of cloxacillin
intravenously. In the study of Kaleshwari et al. (2019), four non-lactating female sheep aged 2
to 2.5 years and 35+5kg received a 10mg/kg dose by intramuscular route.

We performed cloxacillin's pharmacokinetic modeling in Monolix 2021R2 software
(Lixoft SAS, a Simulations Plus company) from the data obtained from both studies. We tested
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various models with extravascular, bolus route, with or without delay, first-order or zero-order
absorption, one, two, or three compartments, and linear or Michaelis-Menten elimination. The
two structural models were selected based on graphical analyses of observed and predicted
(Individual fits graphs) (Traynard et al., 2020).

From a translational approach, we integrated the parameters of the two models to obtain
pharmacokinetic parameters for a PK model of sodium cloxacillin by intramuscular route in
goats. Thus, the absorption constant (Ka) obtained from the intramuscular sheep model was
integrated with the volume of distribution (\Vd) and clearance (Cl) parameters obtained from
the intravenous goat model.

We performed the simulation in Simulx 2021R2 software (Lixoft SAS, a Simulations
Plus Company). A theoretical variability (omega) was added based on models published in the
literature (Supplementary Material S1). Therapeutic protocols simulations were performed with
different doses ranging from 30 to 100 mg/kg, administered once, twice, or three times a day.
To calculate the probability to target attainment (PTA), we performed 1000 Monte Carlo
simulations of 50 subjects each (Supplementary Material S2). Then, we determined the PTA
for each protocol at a MIC distribution ranging from 0.06 to 4ug/mL. Dosing regimens with a
PTA > 90% were potentially effective (EMA, 2016).

RESULTS

The pharmacokinetic model that best fit the data from the in vivo experiment was
extravascular administration, no delay, first-order absorption, one-compartment distribution,
and linear elimination (Fig. 1).

IV dose = $
—t E— L@
IM dose (

V1) —_—

Ka=0,93h! Cl=0,28 L/kg/h

Figure 1. Schematic representation of the pharmacokinetic models of sodium cloxacillin. 1V -
Intravenous; Vd - Volume of distribution; CI - Clearance; Ka - Absorption constant; V1 -
Volume of the central compartment (most vascularized organs); V2 - Volume of the peripheral
compartment; Q - Transit between compartments; IM — Intramuscular.

The pharmacokinetic parameters entered into the model for simulation of the dosing
regimen were: Ka= 0.93h-1, Vd= 0.32L/kg, Cl= 0.28L/kg/h, omega_Ka= 0.93, omega_vd=
1.27 and omega_Cl= 0.95, as well as the constant (a=0) and proportional error values (b=1).
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We simulated different dose regimens and administration intervals, such as single doses of 30,
50, and 100mg/kg (Fig. 2) and 50mg/kg dose every 8, 12, and 24 hours (Supplementary Material
S3).

30mg.kg 50mg.kg 100mg.kg

5

moe e ow e

Concentration (pg/mL)

2 1 200
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Figure 2. Simulation of therapeutic protocols of sodium cloxacillin intramuscularly in goats of
30, 50, and 100mg/kg dose every 24 hours, using a Monte Carlo simulation (n=1000).

From the PK/PD index 40%T>CIM, we estimated the PTA using a Monte Carlo

simulation of six therapeutic protocols for Staphylococcus ssp. with MIC ranging from 0.5 to
2.0pg/mL (Fig. 3 and Tab. 2).
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Figure 3. Probability of reaching the target for six simulated sodium cloxacillin therapeutic
protocols in goats. SID - Once daily (every 24 hours); BID - twice daily (every 12 hours); TID
- Three times daily (every 8 hours).
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Cloxacillin Dose per Interval between PTA (%) for MIC (ug/mL)

daily dose administration administrations 0,5 1 2
3500mg 50 mg/kg 12h 90 87 84
5250mg 75 mg/kg 12h 91 88 86
7000mg 100 mg/kg 12h 91 89 87
3150mg 30 mg/kg 8h 95 94 91
5250mg 50 mg/kg 8h 96 95 93

Table 2. Probability of target attainment (PTA) for the simulated sodium cloxacillin protocols.
MIC - Minimum inhibitory concentration.

DISCUSSION

The present study is the first to present an evaluation of cloxacillin protocols
against Staphylococcus spp. in goats by intramuscular route. This dose optimization is crucial
since species such as Staphylococcus aureus are zoonotic and responsible for nosocomial
infections, with high mortality risk due to methicillin-resistant strains (Piva et al., 2021).
Bacteremia by Staphylococcus spp. is a risk in neonates during the first week of life due to
failure of passive immunity, poor quality colostrum, or by umbilical infections (Abdullah et al.,
2015 e Garcia et al., 2022).

In a microbiological study of neonatal foals, 83% of the bacteria isolated were Gram-
positive, most notably Staphylococcus spp., which represents 24% of the isolates (Toombs-
Ruane et al., 2016). In addition, bacteremia and sepsis can occur from nosocomial infections
due to surgical wound exposure, contaminated material, valve transplants, and orthopedic
equipment (Tong et al., 2015). Early treatment of bacteremia and sepsis is critical, and it is
necessary to establish effective antibiotic therapies against Staphylococcus spp.

In this scenario, cloxacillin stands out because it has an excellent antistaphylococcal
action, traditionally wused in mastitis treatment, as the main genus involved
is Staphylococcus spp. (Leite et al., 2020). In human medicine, doctors mainly recommend it
to treat Staphylococcus aureus systemic infections (Courjon et al., 2020 e Aldman et al.,
2022;). In veterinary medicine, there are pharmacokinetic studies of sodium cloxacillin in
horses (Kondampati et al., 2022), goats (Khargharia et al., 2013), and sheep (Kaleshwari et al.,
2019).

The minimum inhibitory concentration is one of the main determinants in establishing
effective therapeutic protocols, especially when considering the individualized treatment of
hospitalized patients or even in production systems. Thus, therapeutic protocols tend to be based
on the distribution of potent MICs, as performed in the study by Yu et al. (2017), in which the
researchers determined oral therapeutic protocols of dicloxacillin for MICs ranging from 0.016
to 8 ug/mL.

When performing a search in the literature, it became evident the lack of
epidemiological studies of MIC of cloxacillin against Staphylococcus spp. However, there are
studies with Staphylococcus spp. isolates, which describe the incidence, prevalence, and
sensitivity profile. These studies are mainly on milk samples from mastitis in cows (Xavier et
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al., 2017) and goats (Aragédo et al., 2021), as well as samples from hospital environment
(Camargo et al., 2021). Other researchers have engaged in phenotypic and molecular
characterization of the agent (Pieri et al., 2016; Teixeira et al., 2021). As a consequence of
methicillin resistance, one can perceive that studies with Staphylococcus spp. have focused on
the characterization of the resistance profile, leaving aside the determination of the MIC
(Campos et al., 2022). Therefore, for this study, the MIC was based on studies from other
countries, such as Germany (Bolte et al., 2020)and Italy (Virdis et al., 2010). We select data
from Staphylococcus spp. mastitis in goats, in which the MICgo ranged from 0.5 to 2.0pg/mL.
From the Monte Carlo simulation, we calculated the PTA of different therapeutic protocols of
sodium cloxacillin according to probable MICs of Staphylococcus spp. Figure 3 shows that the
protocol with a single daily dose does not reach the PTA of 90% in any of the simulated MICs.

Based on Monte Carlo simulations, the PTA of different therapeutic protocols of
cloxacillin sodium were calculated according to probable MICs. Observing Figure 3, it can be
seen that the protocol with an interval between administrations every 24 hours does not reach
the PTA of 90% in any of the simulated MICs. In short half-life antibiotics, such as cloxacillin,
it can be hard to maintain the plasma concentration above the MIC for a large percentage of the
time; however, this can be optimized by increasing the dose or decreasing the interval between
administrations (Papich, 2014). Therefore, we performed regimens with shorter administration
intervals (8 and 12 hours). Reducing the interval between administrations made it possible to
achieve a PTA >90% for several MICs.

The protocols of 30 and 50mg/kg every 8 hours showed PTA of 91% and 93%,
respectively, for MIC of 2.0ug/mL. This value was the highest among all simulated protocols.
For protocols with two daily administrations (every 12 hours), increasing the dose did not
increase the PTA>90% for the MICs of 1.0ug/mL and 2.0 ug/mL (Tab. 2). Protocols with
shorter intervals (8 hours) may not be attractive due to the difficulty of handling the animals,
especially for livestock. The simulated protocols target patients in critical care with infections
requiring systemic therapy, with sepsis, or at high risk of developing sepsis. Therefore, in this
case, the animals are expected to be in a hospital environment.

From Table 2, it is possible to determine the best protocol for each MIC of the isolated
agent, so it is at the veterinarian's discretion which therapeutic regimen to use. From the point
of view of a higher PTA, the protocol of 50mg/kg every 8 hours presents a greater chance of
therapeutic success, even for bacteria with a MIC of 2ug/mL. One can obtain similar results
with a 30 mg/kg dose every 8 hours. At this dose, the PTA is within the recommended limit
(PTA>90%), besides reducing the amount of the drug by 40% (approximately 2000mg). For
bacteria with a MIC of 0.5ug/mL, more protocol options are available, such as the protocol of
50 mg/kg every 12 hours, which would make management easier since there are only two daily
applications. Another option is the protocol of 30 mg/kg every 8 hours; despite increasing one
application, the daily drug amount would be lower, therefore, better for the patient and the
environment.

One must keep in mind that critically ill patients present physiological alterations,
especially those related to hemodynamics, renal and hepatic function, and decreased muscle
and intestinal perfusion, which result in changes in pharmacokinetics (Veiga & Paiva, 2018 e
Gyssens et al., 2020). In these cases, it is possible to observe an increased volume of distribution
and clearance, so these patients generally have suboptimal exposure to antibiotics when used at
usual doses (Abdul-Aziz et al., 2020; Heffernan et al., 2021). Thus, it is ideal for personalizing
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therapy according to the severity of the case, such as doctors perform in human medicine
(O’Jeanson et al., 2021; Roggeveen et al., 2022).

Thus, in cases of critically ill patients, an alternative to avoid underdose is the adoption
of continuous rate infusion (CRI) in the first 24 hours to keep the cloxacillin concentration
above the MIC of the infecting microorganism (Magdesian, 2017; Courjon et al., 2020). In this
case, it is necessary to research to determine cloxacillin CRI protocols in goats.

In the present study, the simulated protocols present a daily dose that varies from 3150
to 7000mg, similar to the study carried out by Courjon et al. (2020) for a new cloxacillin
protocol in humans infected by Staphylococcus aureus, which ranged from 2000 to
12000mg/24 hours. The proposed values are consistent with the medical clinic. This form of
daily drug quantification is essential to assess the degree of exposure in the animal to estimate
the risk of adverse effects and the degree of toxicity, besides assessing the exposure to the
surrounding environment, which is of utmost importance since the use of antimicrobials
influences the ecosystem. As a result of microbiome sharing and environmental exposure,
microorganisms can share resistance genes between different strains, which corroborates the
emergence of new antimicrobial-resistant (Trinh et al., 2018).

Beta-lactams have low toxic potential due to their mechanism of action and can be
administered in higher doses, when necessary, without causing severe adverse effects. A safety
study of cloxacillin demonstrated a lethal dose 50 (LDso) of 1117mg/kg and 916mg/kg in mice
by intramuscular and intravenous routes, respectively (Merck, 2022). The maximum
intramuscular dose in adult humans indicated is 500 to 1000mg, divided between one to four
daily administrations (up to 4000mg/24 hours). If necessary, the doctor can double the dose
intravenously, reaching a maximum daily dose of 8000 mg/24 hours. Nevertheless, in severe
cases, the maximum dosage can be adjusted and reach 12000mg/24 hours, in continuous rate
infusion (CRI), as in the case of the study by Courjon et al. (2020).

The present study targets bacteria of the genus Staphylococcus spp.; however, it is worth
noting that the simulated protocols can be adapted for various species of bacteria with MICs
within the simulated range. Furthermore, this study shows that this methodology can be applied
to determine protocols for other bacteria and antibiotics of interest in veterinary medicine.

CONCLUSION

The present study established different sodium cloxacillin protocols, which the
practitioner can adjust according to the severity of infection, clinical risk, and the MIC of
infecting Staphylococcus spp. The absence of MIC studies of cloxacillin
for Staphylococcus spp. makes it difficult to determine the best protocol to be applied in Brazil.
In addition, the study showed the need to study CRI protocols in goats. Future clinical trials are
needed to evaluate cloxacillin's safety and clinical cure rates in the target species.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

S1. Model code for simulation of cloxacillin therapeutic protocols by intramuscular route in
goats.

2 input = {ka pcp, cmega ka, V pocp, cmega V, Cl pop, omega Cl}

PK model definition

Cc = pkmodel(ka, V, Cl)

S2. Model code for simulation of the Probability of Reaching the Target (PTA) considering a
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of 4ug/ml.

I | TOTTATTON

sl SR L LN .

31 MIC=4
33 TimelboveMIC 0 = 0
35 if Cc » MIC

XTime = 1

41 xTime = 0
43| end

5 ddt_TimelboveMIC = xTime

47 PercentTimelbhoweMICT = 100*TimelkbhoweMIC/t
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S3. Simulation of therapeutic protocols of sodium cloxacillin in goats at 50 mg/kg dose every

24,12, and 8 hours.
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