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RESUMO: Objetivando eliminar ou inibir o agente patogénico, os antimicrobianos devem alcangar concentragdes
efetivas no local da infeccdo. A penetragdo tecidual destes agentes pode ser influenciada por vdrios fatores,
relacionados com o farmaco ou com o local da infeccdo. Com relacdo ao farmaco, podem interferir na penetracio
suas caracteristicas quimicas, a via de administracéo, o coeficiente de difusdo e a liga¢do a proteinas. Quanto ao local
da infeccdo, fatores como a inflamacdo, circulacdo sangiiinea, pH local e a geometria do compartimento sdo
importantes. Visando avaliar a penetracdo tecidual dos antibidticos, vdrios modelos experimentais tém sido
empregados, tais como homogenado de tecido, indu¢do de bolha cutanea, implantagdo de camaras teciduais e, mais
recentemente, microdidlise. Este trabalho objetiva revisar os modelos experimentais in vivo mais empregados em
estudos da penetracdo tecidual de antimicrobianos e os fatores que influenciam esta penetracao.

UNITERMOS: Penetracéo tecidual, antibiticos

ABSTRACT: TISSUE PENETRATION OF ANTIBIOTICS. To inhibits or even eliminate the pathological agent, the
antimicrobial drug must reach effective concentrations at the site of action. This penetration can be influenced by many
factors, which either can be related to the drug or to the site of action. Regarding the drug, its physical-chemical
properties, the administration route, the diffusion coefficient, and the protein binding are parameters that can interfere
on its penetration. Regarding the site of action, the inflammation process, the local blood circulation, the pH, and the
compartmental geometry are reported to affect antibiotics tissue penetration. Several models have been used to
evaluate drug tissue concentrations in animals and humans such as tissue homogenate, skin blister fluid, tissue cages
and, more recently, microdialysis. This review presents the most common in vivo experimental models used to
investigate antimicrobial tissue penetration and the factors that can influence this process.
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INTRODUCAO

Para ser eficaz contra um microrganismo
causador de um processo infeccioso, o0
antimicrobiano deve alcangar concentracdes
suficientes no local de infeccdo para eliminar ou
inibir o agente patogénico (TAVARES, 1996). Para
alcancar tais concentracdes no local de infecgao, o
antimicrobiano deve estar na sua forma livre, ou
seja, nao ligada a proteinas, pois somente essa
fracdo livre do farmaco esta disponivel para
atravessar as paredes dos vasos capilares,
interagir com o agente patogénico e exercer o
efeito terapéutico (DINIZ, 2000) .

com menor grau de ligagcdo (CHAMBERS e
SANDE, 1996).

Além da ligagdo a proteinas plasmaticas
(WISE, 1983; BERGERON, 1986; DUDLEY e col.,
1990; WODNUTT e col., 1995; SHYU, 1998),
diversos fatores podem influenciar a distribuicdo
tecidual e a eficicia dos agentes antimicrobianos.
Estes fatores podem tanto estar relacionados ao
tecido infectado, devido a presenga de enzimas
bacterianas, a circulagdo sangulinea local
modificada, ao pH acido ou alcalino e ao ambiente
anaerobico (BERGERON, 1986), quanto estar
relacionados ao farmaco e as suas caracteristicas

A penetragdo de farmacos em tecidos
infectados quase sempre ocorre por processo de
difusdo passiva e, por isso, a taxa de penetracao é
proporcional a concentracdo de farmaco livre no
plasma ou no liquido extracelular. Assim, os
farmacos que se ligam extensamente a proteinas
podem nado penetrar nos tecidos infectados com a
mesma amplitude e eficiéncia que os farmacos

fisico-quimicas. Entre os fatores relacionados ao
farmaco pode-se citar o coeficiente de difuséo
(MEULEMANS, 1989), a lipossolubilidade, que é
influenciada pelo pH tecidual (BERGERON, 1986;
WISE e col., 1986), o transporte ativo do farmaco,
responsavel, muitas vezes, pelo efluxo do tecido
(WISE, 1983) e a via de administracao
(BERGERON, 1986; LIMBERG e col., 1990).
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A penetragéo tecidual de antibidticos e os
fatores determinantes da mesma tém sido
estudados em varios modelos in vitro e in vivo,
tanto em animais como em humanos (WISE,
1983). Os resultados obtidos nos modelos in vitro
sdo dificilmente extrapolaveis para os seres
humanos, uma vez que, avaliam os fatores
isoladamente, sem considerar a complexidade da
situagdo in vivo. Os modelos in vivo, utilizados
para amostrar a concentragdo tecidual de
antimicrobianos, podem ser separados em
modelos classicos e microdidlise. Os métodos
classicos envolvem homogenados de tecidos e
coleta de fluidos fisiologicos ou patolégicos, ou
induzidos experimentalmente, através de variadas
técnicas (BERGAN, 1981; WISE e col.,, 1986).
Através dessas técnicas sao determinadas as
concentragdes teciduais totais dos
antimicrobianos, apesar de saber-se que apenas a
fracao livre é responséavel pela agéo bactericida ou
bacteriostatica. O método que, atualmente, esta
sendo empregado para superar este obstaculo,
uma vez que permite coletar apenas a fracao livre
intersticial dos farmacos em uma determinada
biofase, é a microdidlise. Este possui a vantagem
de permitir a andlise do farmaco no liquido
intersticial em situagbes praticamente fisiologicas,
uma vez que, as alteragcdes causadas pela sonda
de microdidlise inserida no tecido sdo minimas, e
seu comportamento assemelha-se ao
comportamento de um vaso sanguineo.

Em vista do exposto, este trabalho objetiva
revisar os fatores que afetam a penetracdo de
antibiéticos nos tecidos e as técnicas in vivo
utilizadas experimentalmente para determinar esta
penetracéo.

TECNICAS DE AMOSTRAGEM TECIDUAL

Os modelos classicos utilizados para a
avaliagéo farmacocinética tecidual de
antimicrobianos, em animais e humanos, de um
modo geral, s6 permitem a determinagdo das
concentracbes totais do farmaco no tecido ou
0rgao que se deseja investigar.

Os métodos classicos envolvem
homogenados de tecidos, coleta de fluidos
fisiologicos ou patologicos e fluidos induzidos
experimentalmente através da formacéao de bolhas
por sucgdo ou indugdo quimica, ou implante de
fios de algodao, camaras teciduais ou coagulos de
fibrina, que podem ser coletados por pungdo ou
retirada do material causador da infeccéo
(BERGAN, 1981; WISE e col., 1986; SHYU, 1998;
LIMBERG e col., 1990; NIX e col., 1991b).

Considerando que, somente as
concentracoes livres teciduais estdo em equilibrio
com as concentragbes plasméticas livres e que,
somente as concentragdes livres no local de acao
exercem o efeito antimicrobiano desejado, os
métodos experimentais que permitem avaliar
essas concentragdes livres seriam o0s mais

adequados. No entanto, ndo eram utilizados com
este objetivo até recentemente. Atualmente, a
técnica de microdialise tem se mostrado eficaz
para esta avaliacdo (ELMQUIST e SAWCHUK,
1997).

Homogenado de tecido: Este método consiste na
bidpsia de uma pequena amostra do tecido sob
investigacdo do animal em experimentagéo,
previamente tratado com o farmaco. O material de
bidpsia é recolhido sobre um papel absorvente,
para retirar o excesso de sangue na superficie.
Esta amostra sofre um  processo de
homogeneizagdo, com auxilio de volume
conhecido de solugdo fisiolégica, em que ha o
rompimento das membranas celulares, produzindo
uma suspensao que contém os fluidos intra e
extracelulares, além de sangue. Em seguida, é
feita uma centrifugagdo da suspensdo e o
sobrenadante é recolhido para posterior analise
das concentragdes de antimicrobiano, com técnica
analitica especifica (NIX e col., 1991a).

Este método determina as concentracoes
teciduais totais do farmaco, intra e extracelular,
sem permitir a distingdo entre estas duas fragoes,
0 que se torna sua principal desvantagem. Outra
desvantagem deste método é que possibilita
apenas uma coleta de amostra por animal
experimental, ndo sendo adequado para tracar o
perfil de concentragdo por tempo do farmaco e
permitir uma avaliagdo farmacocinética adequada
(NIX e col., 1991a).

Além das desvantagens citadas, outros
fatores podem influenciar os niveis de farmaco
encontrados nos homogenados de tecidos. Estes
incluem a presenca de enzimas que inativam o
antibiotico (BERGAN, 1981), a degradagao do
antibiotico durante o processo de homogeneizagéo
(NIX e col.,, 1991a) e a presenga de sangue na
amostra (WISE, 1983; NIX e col., 1991a). Estes
fatores vao resultar em alteragdo das
concentracdes reais, dificultando a avaliagdo da
penetragao do antibiético no tecido investigado.

A utilizacdo desta técnica foi também
relatada para humanos. WISE, em 1983, revisou
trabalhos da literatura que avaliavam a penetracao
tecidual de antibitticos B-lactamicos em humanos,
utilizando a técnica de homogenado de tecido. O
autor constatou que a mesma tem sido utilizada
para determinar as concentragbes destes
antibioticos nos ossos, rins, figado e em outros
tecidos. Contudo, homogenados de figado e rins
possuem grandes quantidades de sangue e fluidos
intra e extracelulares, além de bile e urina, sendo
que muitos antibidticos concentram-se em ambos
os fluidos, elevando significativamente as
concentracOes totais resultantes nestes tecidos.
Deste modo, ndo é de se estranhar que existam
relatos de altas concentracdes e,
consequentemente, grande penetragdo de
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antibioticos P-lactamicos em tecido hepatico e
renal (WISE, 1983).

A avaliagdo da penetracdo de antibiético
utilizando homogenado de tecidos assume que o
farmaco possui uma distribuicao uniforme por todo
o tecido biopsiado. Entretanto, o farmaco pode
distribuir-se desigualmente entre o fluido vascular,
fluido intra e extracelular e as organelas celulares.
Desse modo, alguns farmacos como 0s
antibiéticos B- lactamicos e os aminoglicosideos,
gque nao atravessam a membrana celular,
concentrando-se no fluido extracelular, vao
apresentar concentragfes totais relativamente
menores, em fungdo da “diluicdo” ocasionada pelo
liquido intracelular. Por outro lado, os macrolideos
e as fluorquinolonas, que atravessam a membrana
das células, apresentardo uma penetragao celular
relativamente maior, devido as altas
concentragcbes do farmaco obtidas nos
homogenados de tecidos (NIX, 1998; NIX e col.,
1991b). Portanto, a medida de concentragéo total
de farmacos em homogenados de tecido néo leva
em consideragao a distribuicdo desigual destes e
pode confundir as previsdes das concentragdes
efetivas no local da infeccao.

Um método alternativo, que parece evitar
alguns dos problemas inerentes ao uso de
homogenados de tecidos, é a extragdo do fluido
tecidual através da aplicacdo de uma forte sucgao
(vacuo inferior a 100 atmosferas) nas pecgas de
biépsia. Utilizando um aumento do vacuo, o fluido
intracelular também pode ser obtido deste tecido.
Este método ja foi empregado para estudos com
estreptomicina e tetraciclinas mostrando que estas
ficam limitadas ao espago extracelular de figado e
pulméo (BERGAN, 1981).

Fluidos fisiologicos ou patologicos: Outros
métodos classicos de amostragem tecidual
relacionam-se a coleta de fluidos fisiologicos,
como linfa, liquido sinovial, liquido pleural ou a
coleta de fluidos patoldgicos, como o liquido de
ascite.

Linfa: A linfa é utilizada para medir os niveis de
antimicrobianos, porque representa um fluido de
drenagem do espaco intercelular de diferenciados
tecidos do organismo. Em contraste com outros
modelos, a coleta de linfa tem a vantagem de
permitir o monitoramento da penetracdo do
farmaco por um periodo prolongado de tempo,
uma vez que véarias amostras podem ser coletadas
no mesmo individuo. A linfa possui baixo contetido
protéico, equivalente a 25 % do conteldo protéico
plasmatico. As concentragdes totais medidas na
linfa podem ser consideradas como
representativas daquelas presentes no fluido
intersticial (BARZA, 1981).

Para amostragem deste fluido bioldgico
procede-se a canulagdo dos vasos linfaticos.
Normalmente, amostras da linfa periférica sao

mais utilizadas por refletirem melhor as condicdes
observadas nos tecidos do que a linfa central,
retirada do ducto toracico (BERGAN, 1981).

Ha poucos estudos a respeito da
penetragdo de antibidticos na linfa humana
(BERGAN, 1981), sendo que a maioria dos
estudos foi realizada em animais, como o c&o, por
exemplo (BARZA, 1981).

Outros fluidos bioldgicos

Além da linfa, outros fluidos biolégicos tem
sido utilizados para determinacdo da penetracao
tecidual de antimicrobianos. Entre estes pode-se
citar o fluido sinovial, que apresenta baixo
conteudo protéico; o fluido peritoneal, com alto
conteudo protéico o fluido pleural, cujo contetdo
protéico depende da extensdo da inflamacéo, e o
liquido cefalo-raquidiano. Uma vez que estes sitios
ndo obedecem a lei de difusdo passiva, tendo o
processo de distribuicdo ocorrendo também por
transporte ativo, ndo podem ser usados para
prever as concentragées dos antibidticos levando
em consideracao apenas este processo (NIX e
col., 1991a). No caso do liquido cefalo-raquidiano,
sabe-se que 0 processo de transporte ativo esta
relacionado com o efluxo de farmacos, como no
caso dos B-lactamicos, por exemplo, determinando
uma menor penetracdo dos mesmos (WISE,
1983).

A utilizacdo de alguns destes fluidos para
determinacdo da concentracdo de antibiéticos é
dependente da presenga ou ndo de processo
inflamatério. Foi relatado na literatura que a
concentracdo de antibidticos B-lactamicos no
liquido sinovial sem inflamagdo ¢é igual a
concentracao livre no sangue. No entanto, quando
se instala um processo inflamatério nas
articulagdes, a concentracdo destes antibidticos
aumenta no liquido sinovial, sendo
aproximadamente igual a concentragao sérica total
(WISE, 1983).

Liquido de ascite: O ascite € um transudato
proveniente do acumulo de liquido na cavidade
peritoneal, que contém proteinas. Em fungéo de
ser produzido em decorréncia da um processo
patolégico e de possuir um grande volume, serve
como reservatério do farmaco. Desse modo, as
concentragdes obtidas neste liquido nao refletem
as concentracoes presentes no liquido extracelular
dos tecidos (WISE, 1983).

Fluidos induzidos experimentalmente:
Formacado de bolha cutidnea (Skin blister). Os
modelos de formagédo de bolha induzida na pele
por sucgdo sdo, talvez, os mais usados para
estimar as concentragdes dos antibiéticos no fluido
extracelular. Este modelo pode ser empregado em
humanos e animais. No ser humano, as bolhas
sao produzidas no antebrago, enquanto que nos
animais sdo produzidas no dorso (NIX e col,
1991b).
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Estas bolhas nao-inflamadas podem ser
induzidas pela aplicagdo de um bloco perfurado na
superficie do antebrago ou dorso, onde vacuo é
aplicado por aproximadamente duas horas. Este
processo forma bolhas na pele que contém um
volume de 0,1 a 0,2 mL de fluido e um contetdo
protéico inferior ao do plasma (NIX e col., 1991b).

O método mais utilizado de indugdo de
bolhas inflamadas e exsudativas utiliza agentes
quimicos para produzir a reacao inflamatéria. As
bolhas sao induzidas utilizando um molde de
gesso contendo uma pomada de cantaridina a 0,2
%, que € colocado sobre a superficie do
antebrago. Assim, muitas bolhas sdo formadas
através de uma resposta inflamatéria. O fluido
presente nestas bolhas apresenta uma quantidade
maior de proteinas que aquela presente no fluido
extravascular, fazendo com que a concentragao
do antibidtico parega mais alta do que a
concentracao real presente no liquido intersticial
(BERGAN,1981; WISE e col.,1986; NIX e col,
1991a).

Apesar de ser vantajosa em relagdo ao
homogenado de tecido, uma vez que nao
determina a concentragdo intracelular juntamente
com a extracelular, a concentragcdo do farmaco
encontrada nestes liquidos corresponde as
concentracdes totais extracelulares (SCHAFER-
KORTING, 1995). Logo, dois problemas estao
relacionados a estes métodos. O primeiro é a
necessidade de um ndmero muito grande de
animais para avaliar a distribuigcdo do farmaco nos
tecidos em funcdo do tempo. O segundo é a
determinacdao da concentracdo total extracelular,
gue nao corresponde a concentracao ativa.

Implante de fios de algodao (Cotton threads)
QOutra técnica utilizada para medir a difusdo de
antibioticos para o fluido extracelular envolve o
implante de fios de algoddo em tecidos
subcutédneos (WISE e col.,, 1986; NIX e col.,
1991b). Os fios de algoddo sao estéreis e
uniformes em comprimento e peso e sao
removidos e pesados em tempos diversos, apés a
administracdo do farmaco. A concentracdo do
antibiotico é medida por métodos microbioldgicos
e, por isso, os resultados ndo sdo muito precisos,
uma vez que, além do farmaco poder aderir-se as
fibras do algoddo, estas podem ser atacadas por
proteinas teciduais (NIX e col., 1991b). Poucos
trabalhos na literatura utilizam esta técnica, sendo
considerada de menor importancia.

Implante de camaras teciduais (Tissue
Chambers ou Cages): Neste método
experimental, cAmaras permeéaveis de metal ou
teflon sdo cirurgicamente implantadas nos tecidos
subcutdneo ou peritoneal de animais. Estas
camaras sao utilizadas para coletar o fluido
produzido no local da implantacdo, ap6s um
periodo pré-determinado (BERGAN, 1981; NIX e
col., 1991b). O processo de implantacao causa

uma resposta inflamatéria que pode durar até trés
semanas. Apds quatro semanas, o fluido contido
no reservatorio é bioquimicamente similar ao fluido
extravascular (NIX e col., 1991b).

Este tipo de reservatério tem a vantagem
de possibilitar a coleta de diversas amostras no
mesmo animal experimental por um periodo de
varias semanas, uma vez que a coleta do liquido
produzido é feita por pungcdo da camara
(BERGAN, 1981). A puncdo deve ser feita com
cuidado para impedir a contaminagao da camara,
que alteraria os resultados obtidos (NIX e col.,
1991b.)

Este método apresenta algumas limitagcoes
que podem prejudicar o recoolhimento do fluido
contido na camara, como a variagdo da
concentracao de proteinas no local da implantacao
e o0 desenvolvimento de tecido fibroso e vascular
em fungédo do tempo de implantagdo (NIX e col.,
1991b).

Como a céamara geralmente é esférica,
outra limitacdo do método é a pequena relagdo
entre a area superficial e o grande volume de
fluido contido na cdmara. Como resultado, o pico
de concentracdo do antibidtico na camara ocorre
em um tempo defasado em relagdo ao pico
plasmatico, mesmo que as concentragdes
teciduais entrem em equilibrio com o sangue de
modo mais rapido (NIX e col., 1991b).

Implante de codgulo de fibrina (Fibrin clots):
Modelo paralelo ao de cage, em que ha o implante
de coagulos pré-formados de fibrina no tecidos
subcutaneos de animais, através de cirurgia. Estes
coagulos tém a vantagem de ser produzidos com
substancia normalmente presente no processo
inflamatério. O farmaco administrado penetrara
nos coagulos por difusdo passiva e estes serdo
removidos em tempos pré-determinados para
doseamento dos mesmos. Como desvantagens do
método, tém-se que a prépria cirurgia, que envolve
a implantagdo dos coagulos, causa uma resposta
inflamatéria e o fato de que a fibrina, por ser um
componente natural de tecidos infectados ou
cavidades corporais, age como barreira a difusao
do farmaco, podendo falsear os resultados de
concentracao obtidos (BERGAN, 1981).

Tanto as camaras quanto o0s coagulos
podem ser previamente infectados com um
microrganismo especifico visando avaliar o efeito
farmacodinamico dos antibiéticos investigados ou
as concentragdes reais no local da infec¢ao.

QOutras técnicas de amostragem classica
incluem a utilizacdo de abrasdo da pele (skin
abrasion) e coleta do transudato produzido através
da utilizagdo de disco de papel absorvente (paper
disks) e a coleta de fluidos produzidos em
ferimentos (BERGAN, 1981; NIX e col., 1991b).
Estas técnicas, no entanto, sdao menos
freqUentemente relatadas na literatura.
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Microdialise: Atualmente, a técnica mais utilizada
para determinar as concentragbes teciduais livres
de farmacos no espaco intersticial € a microdialise
(MD). A MD é uma ferramenta importante para
estudos de farmacocinética, pois permite um
melhor monitoramento do conteddo do fluido
extracelular caracterizando, portanto, o farmaco no
local de agdo e a disposi¢cdo da fracao livre do
mesmo em varios tecidos e 6rgaos, em fungéo do
tempo. Levando-se em conta os inumeros fatores
que influenciam a penetracdo do farmaco nos
tecidos e o6rgados, o monitoramento de suas
concentragdes livres nos locais de agdo permite
um estudo farmacocinético mais detalhado, se
comparado com dados obtidos indiretamente
através da analise do plasma (JOHANSEN e col.,
1997).

Esta técnica utiliza o principio da didlise e
consiste de uma sonda que possui em sua
extremidade uma membrana permeavel a agua e
a pequenos solutos, que é continuamente irrigada
com o liquido de perfusdo. Para a execucao da
técnica, implanta-se a sonda de microdialise no
tecido ou 6rgdo de interesse para a coleta das
amostras, com auxilio de uma canula guia. A
sonda de MD ¢é formada pelo conjunto da
membrana semi-permeavel com os tubos
conectores de entrada e saida (fig. 1). A sonda
permanece ligada a uma seringa, através do tubo
conector de entrada, que a irriga com o liquido de
perfusdo isento do farmaco de interesse, num
fluxo constante, controlado por uma bomba. O
liguido de saida ou dialisado € coletado
continuamente através do tubo conector de saida.
Apds a administragdo do farmaco de interesse ao
individuo, um gradiente de concentragdo é criado,
causando difusdo da substancia de interesse do
espaco intersticial para dentro da membrana. O
fluxo continuo do liquido de perfusédo através da
membrana carrega a substancia dialisada para

fora do sistema, podendo ser coletada para
analise.

Uma das vantagens da técnica de MD é
que as amostra coletadas sdo praticamente puras.
Considerando que essa técnica é realizada in vivo,
o fato das membranas escolhidas serem semi-
permeaveis e possuirem a menor porosidade
possivel, permite a passagem da substancia em
estudo e impossibilita a passagem de outras de
grande peso molecular, como proteinas, por
exemplo (JOHANSEN e col, 1997).

QOutra vantagem inerente a técnica de MD
€ a pequena lesdo tecidual causada
(BENVENISTE e HUTTEMEIER, 1990) em
comparacao as técnicas classicas de amostragem
tecidual citadas anteriormente. Assim sendo, nas
amostras de MD tém-se as representacdes, de
modo mais real, das concentracbes das
substancias enddgenas e/ou exdgenas no tecido
em estudo, em condi¢des fisiologicas.

Além da pureza das amostras e a minima
lesdo tecidual que causa, a MD possibilita o
monitoramento simultdneo da distribuicdo do
farmaco, em um mesmo animal, em mais de um
tecido ou érgao. A MD também permite avaliagao
concomitante de mais do que uma substancia de
interesse, no mesmo local ou em diferentes locais
do organismo do animal experimental
(JOHANSEN e col., 1997), podendo ser utilizada
para avaliar a associagdo de antibidticos e a
influéncia de um sobre a farmacocinética do outro.
A MD permite, ainda, o acompanhamento das
variagbes de concentracdo da substancia de
interesse em fungéo do tempo, no mesmo animal
experimental, reduzindo o numero de animais
necessarios para os estudos farmacocinéticos e
aumentando a precisdo dos resultados obtidos.

A técnica de MD apresenta algumas
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desvantagens, tais como o pequeno volume
coletado em cada amostra, 0 que pode dificultar
algumas determinagbes analiticas; a necessidade
de realizar testes de recuperacao da membrana in
vivo, fundamental para assegurar a precisdo dos
resultados quando se realizam  andlises
quantitativas; o tempo de resolugdo maior que
cinco minutos, significando que eventos que
iniciem e finalizem em menor espago de tempo
ndo podem ser amostrados; o efeito de drenagem,
ou seja, uma diminuicdo gradativa das
concentracbes da substancia de interesse nas
proximidades da membrana, devido a drenagem
pela sonda e ao alto custo dos equipamentos e
sondas necessarias para sua realizagdo
(BENVENISTE, 1989).

Varios trabalhos séo relatados na literatura
comparando o perfil plasmatico total de
antibioticos B-lactdmicos com as concentragdes
livres teciduais, obtidas por microdidlise,
comprovando a adequabilidade desta técnica de
amostragem para determinacgéo das
concentracoes intercelulares farmacologicamente
ativas destes farmacos, permitindo assim, um
melhor dimensionamento da penetracdo tecidual
dos mesmos (NOLTING e col., 1996; KOVAR e
col., 1997; DALLA COSTA e col., 1998).

A partir do conhecimento das técnicas
mais utilizadas para amostrar os antibidticos nos
tecidos, pode-se avaliar os fatores que afetam a
sua penetragao tecidual.

FATORES QUE AFETAM A PENETRAGCAO
Fatores relacionados ao farmaco

A absorcao, distribuicao, biotransformacao
e excrecado de um farmaco sao feitas através de
membranas celulares. Portanto, € essencial
observar os mecanismos pelos quais o farmaco
atravessa a membrana e as propriedades fisico-
quimicas das moléculas e da membrana que
influenciam essa transferéncia. O tamanho e o
formato da molécula, a solubilidade no local de
absorcdo, o grau de ionizagao, a lipossolubilidade
relativa das formas ionizadas e n&o-ionizadas, a
ligacdo a proteinas, o coeficiente de difusdo e o
modo de administracdo sdo caracteristicas
importantes do farmaco que afetam sua
penetragdo nos diferentes 6rgados e tecidos do
organismo (BENET e col., 1996).

Via de administragcdo: A via de administragdo dos
antibioticos, juntamente com suas propriedade
fisico-quimicas, definem a velocidade de
penetracdo tissular dos mesmos. A via de
administragdo  pode ainda influenciar a
biodisponibilidade do antibiético administrado, uma
vez que este pode sofrer processos de
degradagdo ou inativagdo durante a absorgao,
reduzindo as quantidades disponiveis na biofase.

WISE e col. (1986) compararam a
penetragdo tecidual de quatro quinolonas,

administradas de dois modos diferentes em
voluntarios sadios. As quinolonas utilizadas foram
norfloxacino (400 mg po), enoxacino (600 mg po e
400 mg iv), ciprofloxacino (199 mg iv e 500 mg po)
e ofloxacino (600 mg po). Apds a administragdo
dos farmacos aos voluntarios, as concentracdes
dos antibiéticos foram medidas no sangue e no
fluido de bolha cutdnea induzida por cantaridina.
Eles encontraram que o efloxacino e o enoxacino
orais penetraram no fluido de bolha cutdnea mais
lentamente que o norfloxacino e o ciprofloxacino, e
que estes, comparados com enoxacino e
ciprofloxacino intravenoso, tiveram uma
penetragdo mais lenta. Concluindo-se entao, que,
apés a administragdo intravenosa, 0s niveis
destes  antibidticos sado alcancados mais
rapidamente.

Caracteristicas fisico-quimicas do farmaco: A
alta solubilidade lipidica e a alta solubilidade em
agua sao fatores importantes na penetracdo de
antibidticos nos tecidos e na passagem deles para
dentro das células, quando isso ocorre (BERGAN,
1981).

Farmacos como o cloranfenicol e a
rifampicina, os quais sdo altamente solUveis em
lipidios, penetram prontamente nos tecidos e no
sistema nervoso central. Por outro lado, farmacos
soliveis em 4&gua, incluindo penicilinas e
cefalosporinas, sdo de dificil penetragcdo no fluido
cerebroespinhal. A penicilina G, por exemplo, é
encontrada em baixas concentracbées no fluido
cerebroespinhal, entretanto, tais concentracdes
sdo suficientes para inibir N. menigitidis ou S.
pneumoniae  (BERGERON, 1986). As baixas
concentragcbes observadas para os B-lactamicos
no liquido cerebroespinhal também estédo
relacionadas ao mecanismo de efluxo por
transporte ativo, observado para estes farmacos
(WISE, 1983).

A hidrossolubilidade/lipossolubilidade
depende de dois fenbmenos: do grau de
dissociacao do farmaco (pKa) e do coeficiente de
particdo. Sabe-se também, que apenas a forma
nao ionizada do farmaco é capaz de penetrar nos
tecidos, uma vez que é mais lipossoluvel. A
maioria dos antibidticos é constituida por &cidos
ou bases organicas de baixa massa molecular.
Dependendo do pKa do antibiético e do pH do
sangue, obtém-se maior ou menor penetracao
tecidual. Os antibidticos PB-lactdmicos, por
exemplo, geralmente s&o &cidos fracos e no pH do
soro (pH 7,4) terdo uma relacdo da forma
ionizada/ndo-ionizada de aproximadamente
1:10.000, apresentando, portanto, alta penetracao
no liquido intersticial (WISE e col., 1986).

A avaliagdo das caracteristicas de
solubilidade dos antibidticos pode ser de grande
importancia na escolha da terapia adequada para
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o tratamento de determinadas infecgbes, tipo
infecgbes do trato urinario.

Coeficiente de difusdo: Os antibioticos,
geralmente, penetram nos tecidos por difusdo
passiva, seguindo um gradiente de concentragéo
de acordo com sua solubilidade na camada
lipidica. Essa transferéncia ¢é diretamente
proporcional a magnitude do gradiente de
concentracdo através da membrana e do
coeficiente de particdo 6leo/agua do farmaco.
Quanto maior o coeficiente de particao, maior a
concentracdo do farmaco na membrana e mais
rapido o processo de difusdo (BENET e col.,
1996).

Ha poucas informacdes na literatura a
respeito dos valores dos coeficientes de difusédo
de antibioticos. O coeficiente de difusao, em geral,
€ usado para previsbes de gradiente de
concentracdo entre capilares ou concentragdes
em areas nao-vascularizadas (MEULEMANS e
col., 1989).

MEULEMANS e col. (1989) descreveram
um novo método para determinar o coeficiente de
difusdo, o qual foi utilizado para avaliar antibiéticos
no cortex frontal de ratos. Este método foi
baseado na determinagdo do gradiente de
concentracdo do antibidtico utilizando voltimetria
com microeletrodos. Este método mediu a
difusibilidade da fragcdo livre dos antibiéticos no
cérebro. Quatro antibidticos foram avaliados:
metronidazol, cloranfenicol, cefsulodina e
piperacilina. Os autores observaram que havia
uma diferenca significativa entre os valores dos
coeficientes de difusdo para estes farmacos,
dependendo da carga dos mesmos. A explicacdo
para os resultados foi baseada na verificagdo de
que o tecido cerebral é negativamente carregado
e, em estudo com catecolaminas, observou-se que
a difusdo em tecido cerebral é mais lenta quando
as moléculas estdo positivamente carregadas.
Desse modo, o cloranfenicol, carregado
positivamente, apresentou um coeficiente de
difusdo inferior aos demais antibiéticos testados.
Os autores concluiram que esses valores de
coeficiente de difusdo determinados pelo método
podem ser usados para outros tecidos e servem
para prever valores de difusdo destes farmacos
em humanos.

Ligagdo a proteinas: Talvez, o fator mais
importante na determinagcdo da penetracao
tecidual de antimicrobianos seja a ligagdo a
proteinas plasmaticas. A ligacdo a proteinas é o
resultado de interagdes entre o farmaco e um
grande numero de sitios hidrofébicos e idGnicos
presentes nas mesmas. A ligacdo entre o farmaco
e a proteina é rapida e reversivel, formando um
equilibrio entre a fragao livre e a fragao ligada
(GODDARD e col., 1998). A fragéo livre é capaz
de atravessar os capilares sanglineos e interagir
com a bactéria, sendo responsavel pela acao

farmacoldgica, enquanto que a fragao ligada nao
consegue atravessar as membranas, funcionando
como depdsito dindmico do farmaco na corrente
circulatéria.

DUDLEY e col. (1990) estudaram o efeito
da ligacdo a proteinas no espago extravascular
com relagdo a agado de dois antibidticos B-
lactamicos: a dicloxacilina, 96 % ligada a proteinas
plasmaticas, e a cefalotina, 25 % ligada a
proteinas plasmaticas, contra S. aureus num
modelo capilar de infecg¢éo in vitro. A atividade das
concentragbes de antibidtico no espaco
extravascular foi determinada quando este
continha ou ndo proteinas. Os resultados obtidos
mostraram que a atividade da dicloxacilina foi
reduzida até 6 h ap6s a administragdo do farmaco
quando o0 espaco extravascular continha
proteinas, enquanto o mesmo nao foi observado
para cefalotina que, pelo contrario, teve um
aumento no efeito antimicrobiano. Os dados
sugerem que, apesar dos farmacos com alta
ligacdo a proteinas plasméticas alcangarem altas
concentragdes totais no espaco extravascular, a
ligacdo a proteinas reduz sua atividade durante os
estagios iniciais do tratamento.

A relevancia da ligagao a proteinas na
penetragao de antibiéticos - lactamicos dentro de
fluidos corporais foi investigada por WOODNUT e
col. (1995), examinando a distribuicdo de cinco
antibioticos pertencentes a esta classe, dentro da
linfa periférica e do plasma de coelhos. A
amoxicilina e o acido clavulanico tém uma baixa
ligagdo a proteinas no plasma e na linfa. A
ticarcilina tem uma ligacdo a proteinas maior no
plasma que na linfa, enquanto a temocilina e a
ceftriaxona apresentam ligacdo a proteinas
concentragcado-dependente. A porcentagem de
penetragdo da amoxicilina, do acido clavulanico e
da temocilina para a linfa foi de 89 %. A ticarcilina
penetrou em menor grau e a ceftriaxona mostrou a
penetragdo mais baixa. Esses resultados
demonstraram que os antibidticos com baixa
ligagdo a proteinas no plasma possuem boa
penetragédo para a linfa, enquanto os demais, com
alta ligacao a proteinas, nao penetram tao bem.

SHYU (1998), utilizando a técnica de
formacgéo de bolhas por sucgéo, estudou o efeito
da ligacao a proteinas plasmaticas na penetracdo
de trés cefalosporinas: cefocinida, com ligagcao a
proteinas de 98 %, ceftiazoxima e cefotaxima, com
ligacdo menor de 40 %. A concentragdo da
cefocinida foi determinada por métodos
microbiolégicos utilizando B. subtillis ATCC 6633
como microrganismo teste. Os trés farmacos
foram administrados por infusdo, com um intervalo
de uma semana entre as doses. Como o alto grau
de ligacdo resulta em menor disponibilidade do
farmaco para difusdo nos fluidos biolégicos,
observaram-se picos de concentragdo maxima
para cefocinida, com alta ligagdo, mais demorados
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(5 h ap6s a dose) que os picos de concentragao
maxima obtidos para a ceftiazoxima e cefotaxima,
com menor ligacdo, que foram alcangados uma
hora e meia ap6s a administragdo. O autor
concluiu que o alto grau de ligagcdo a proteinas
plasmaticas da cefocinida, diminuiu a sua
disponibilidade para o fluido de bolha cuténea e,
presumivelmente, para o fluido intersticial.

Apesar da importdncia evidenciada da
ligacdo a proteinas plasmaticas para a penetragéao
de antibidticos, em geral, a ligagao deve ser
superior a 90 % para causar um efeito dramatico
na penetracao tecidual (WISE, 1983).

Fatores relacionados ao local de infeccao

As alteragbes teciduais oriundas da
infeccdo como a lesdo tecidual, a modificagdo do
pH no local infectado, entre outros, ou oriundas da
inflamacdo provocada pela presenca do
microrganismo infectante, tais como o aumento da
permeabilidade capilar no local infectado, o
aumento da temperatura local ou corporal, a
formagdo de edema e o0 aumento no aporte
sangiineo, entre outros, podem modificar a
penetragéo de agentes antiinfecciosos no sitio de
infecgao (NIX e col., 1991a; BERGERON, 1986).

A vascularizagdo sangiiinea no local da
infeccdo € um aspecto relevante para penetracdo
do farmaco. Uma perfeita circulagao local permite
melhor agdo do farmaco. Bactérias ou produtos
resultantes destas podem alterar o suprimento
vascular. Pode-se citar, como exemplo, as
endotoxinas, componentes da parede celular
bacteriana, que podem interromper a circulagao

local e prevenir o estabelecimento de
concentracoes efetivas.
JOINER e col. (1981) observaram a

influéncia da inflamagcdo nas concentragoes
teciduais de cinco antibidticos p-lactamicos:
cefalotina, moxalactama, cefoxitina, cefoperazona,
ceforamida e carbenicilina em abcessos estéreis
ou infectados por Bacteroides fragilis, em
camundongos. Nos abcessos estéreis, todos os
antibidticos alcangaram niveis mais altos que os
determinados no soro. Nos abcessos infectados,
niveis mais baixos dos antibidticos foram
encontrados, provavelmente, pela inativagdo
destes devido a presenca de B-lactamase. Logo,
0s autores concluiram que a inflamagao diminui as
concentracdes teciduais de alguns antibiéticos
analisados devido a degradacdo local dos
mesmos. Nestas condigbes, a avaliagcdo da
penetracdo fica prejudicada.

Alguns autores sugerem que um aspecto
importante que deve ser avaliado em estudos de
penetragdo de antibidticos em tecidos é a
geometria do compartimento. Eles consideram a
existéncia de uma relagéo entre a &rea superficial
da rede vascular por onde o antibiético difunde e o

volume do fluido no compartimento ou tecido por
ela suprida.

VAN ETTA e col. (1982) estudaram o
efeito da relagdo area superficial (AS) e volume
(V) sobre a penetracdo do antibidtico cefapirina
para o espago extravascular em modelo in vitro.
Neste trabalho, os autores simularam diferentes
compartimentos do organismo, com volumes e
areas superficiais diferentes, gerando relagcédo
AS/V de 3, 7, 10, 100. Os autores verificaram que,
quanto maior a relagdo AS/V, mais os perfis dos
compartimentos periféricos mimetizam o perfil do
compartimento  doador, que simulava o
compartimento central no organismo. O perfil de
concentracdo por tempo do compartimento com
relacdo AS/V de 100 foi igual ao do compartimento
doador.

RYAN e col. (1986), na tentativa de
explicar a relacao entre os niveis no plasma e nos
tecidos em modelos diferentes, dividiram os
modelos em duas categorias. A primeira séo
modelos que usam compartimentos naturais (linfa,
fluidos subcuténeos e intersticiais), com pequeno
volume de fluido tecidual, e a outra sdo modelos
com compartimentos artificiais, em que ha grande
quantidade de fluido (bolhas cutaneas, fios de
algodao). Em geral, os compartimentos naturais
tém razdo AS/V mais alta que nos compartimentos
artificiais. Nos compartimentos com alta AS/V
encontrou-se que os picos de concentracdo nos
tecidos foram atingidos rapidamente; que os picos
de concentracdo nos fluidos foram altos e que o
tempo de meia vida no tecido foi similar ao do
plasma. Nos compartimentos com baixa AS/V, os
picos de concentracdo do antibiético no tecido
foram alcangados lentamente e foram mais baixos
que os encontrados no soro € o tempo de meia
vida foi prolongado. Eles concluiram que, as
diferengas entre os niveis no soro e nos tecidos
nos varios modelos podem ser explicadas pela
geometria do compartimento e que os niveis no
plasma podem prever o0s niveis nos tecidos
quando a razao AS/V for alta.

MULLER e col. (1999) avaliaram a
penetragao de ciprofloxacino no espago intersticial
de lesdo infectada de pés, cronicamente
inflamados, de pacientes diabéticos néo insulina-
dependentes, bem como, em tecido similar ndo
infectado e nédo inflamado do mesmo paciente. A
coleta das amostras do farmaco no espacgo
intersticial foi realizada através de microdialise. O
ciprofloxacino foi administrado aos pacientes por
infusdo de curta duracao (20 min) numa dose de
200 mg. As amostras de sangue e microdialisado
de tecido inflamado e sadio foram coletadas em
tempos pré-determinados e analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. A
avaliagdo da concentracdo de ciprofloxacino em
funcdo do tempo para os trés tipos de amostras
evidenciou a nado existéncia de diferenga
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significativa entre as concentragbes plasmaticas
livres e teciduais em local inflamado e sadio.
Portanto, os autores concluiram que a penetragao
de antibioticos no tecido inflamado é semelhante a
que ocorre no tecido sadio, nas condigcdes
experimentais investigadas. Para estes autores, 0s
resultados refutam a hipotese de RYAM e col.
(1986), de que o processo de distribuicao seja
alterado ou comprometido devido as barreiras de
difusdo no tecido inflamado.

Diante da controvérsia dos dados
apresentados por diferentes autores, mais estudos
sd0 necessarios para melhor avaliar a significancia
dos fatores relacionados a0  processo
infeccioso/inflamatério sobre a penetracao tecidual
de antibiéticos.

CONCLUSOES

Varios modelos experimentais in vivo tem
sido empregados na avaliagdo da penetracédo
tecidual de antimicrobianos. Os modelos classicos,
como aqueles que utilizam homogenados de
tecidos, fluidos fisiolégicos ou patoldgicos e fluidos
obtidos experimentalmente, medem as
concentracoes totais do antimicrobiano e, por isso,
podem confundir as previsbes de concentracdes
efetivas no local de acdo. Portanto, a microdialise
€ o0 método atualmente mais promissor para
avaliar a penetragdo tecidual de antimicrobianos,
pois & capaz de medir apenas as concentragdes
livres dos mesmos, que sdo as responsaveis pela
acao terapéutica.

A penetragdo tecidual de antibidticos é
afetada por varios fatores, sejam eles relacionados
ao farmaco ou ao local de infeccdo. No caso de
fatores relativos ao farmaco, provavelmente o
mais importante é a ligagdo a proteinas
plasmaticas, pois ela determina diretamente a
penetracao tecidual do farmaco. Quanto maior a
ligacdo a proteinas, menor a penetragdo. Quanto
aos fatores relacionados ao local de infecgéo,
grande relevancia é dada as alteragbes oriundas
do processo infeccioso/inflamatério e a geometria
do compartimento. Os dados da literatura sobre o
processo infeccioso/inflamatério sao
contraditorios, necessitando de mais investigacédo
para avaliar a influéncia real deste na penetragédo
tecidual de antimicrobianos.

Apesar dos antibiéticos estarem em uso
h& muito tempo, o conhecimento dos fatores que
influenciam sua penetragdo em tecidos infectados
ainda ndo foi completamente explorado, sendo
necessario aprofundar as pesquisas neste sentido.
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