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RESUMO

A sepse € a maior causa de morbidade e mortalidade em pacientes queimados, uma vez
que profundas altera¢des ocorrem na farmacocinética de agentes anti-infecciosos prescritos
para o controle das infec¢des. Além disso, pacientes queimados podem apresentar quadro
de infecgdo por germes da comunidade, numa fase precoce de internagéo na UTI, devendo
receber antimicrobianos que diferem daqueles indicados na infecgao sistémica causada por
germes hospitalares. Adicionalmente, na vigéncia de infecgdo fungica, o quadro se torna
ainda mais grave para os pacientes queimados de prolongada internagdo e
imunocomprometimento. No presente trabalho deve como objetivo realizar o monitoramento
plasmatico de fluconazol prescrito aos pacientes com infecgdo sistémica fungica internados
na UTI e investigar a farmacocinética para o ajuste do regime de dose no controle da
infeccdo fungica nos pacientes queimados. Investigaram-se 12 pacientes queimados
internados na UTI/ Unidade de Queimados - Divisdo de Cirurgia Plastica do HC FMUSP,
portadores de infeccdo fungica recebendo fluconazol através de infusdo. Os pacientes
receberam o antifungico geralmente em associagao a outros antimicrobianos para o controle
das infecgbes seguindo a recomendagao da CCIH do hospital relativa ao regime de dose
empirica inicial do controle de infecgdo na UTI de Queimados. Realizou-se o monitoramento
plasmatico do fluconazol através da coleta de amostras sanguineas de pico e vale.
Complementarmente, a critério Clinico, foram colhidas amostras seriadas de sangue (pico,
18, 28, 4% 62 e vale), totalizando seis coletas, para investigagdo da farmacocinética do
agente que requereu ajuste de dose e individualizagédo de terapia no paciente queimado. As
coletas de sangue foram realizadas através de cateter venoso (2 mL/coleta em tubos
contendo EDTA sédico) pelo médico intensivista de plantdo na UTI; o plasma foi obtido pela
centrifugagdo para analise do farmaco de interesse ou entdao armazenado no congelador (-
80° C) até o ensaio. Previamente a realizagdo da Etapa Clinica, foi realizado no Laboratério
a validagao do método bioanalitico para quantificagdo do fluconazol no plasma com base na
legislagao nacional e boas praticas de laboratério, empregando a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) com detector ultravioleta. A estatistica foi realizada pelo tratamento
estatistico com utilizagdo do software GraphPad Instat 4.0., GraphPad Prism 4.0, pela
utilizagao de testes ndo paramétricos. A modelagem farmacocinética foi realizada através da
aplicagao do software NonCompartmental Analysis, PK Solutions 2.0, aos pares de dados
(C vs T) para o agente antifungico investigado. Os pacientes queimados incluidos no
protocolo eram adultos de ambos os sexos 8M/4F, 46,8 + 20,6 anos, 69,9 + 11,5 kg, 38,8
24,0% de superficie corporal queimada, e os agentes da queimadura foram para 10
pacientes/ térmico-fogo e para dois pacientes/trauma elétrico; a lesdo inalatéria foi
registrada em 50% pacientes com queimadura pelo fogo. Foram realizados 31 seguimentos
farmacoterapéuticos com a emissao de laudos de resultado de exame para o fluconazol.
Registrou-se alta variabilidade na farmacocinética para todos os pardmetros investigados.
Adicionalmente, registrou-se alteragao significativa na farmacocinética do fluconazol nos
diversos seguimentos realizados nos pacientes queimados com disfungéo renal dialitica
quando comparados aqueles em que se registrou fungdo renal preservada. O método
bioanalitico mostrou-se adequado ao monitoramento das concentracdes plasmaticas do
fluconazol através cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgdo UV. Registrou-se
alta variabilidade na farmacocinética desse agente que justificou em parte a substituigdo da
terapia empirica inicial pela dose ajustada para garantia de terapia eficaz ao paciente
queimado.

Palavras-chave: queimados, infecgdo fungica, monitoramento plasmatico, modelagem
farmacocinética, CLAE-UV.



ABSTRACT

The sepsis is a main cause of morbidity and mortality in burn patients, once
pharmacokinetics of anti-infective drugs prescribed for the control of systemic infections are
significantly altered in those patients. In addition, burn patients in the ICU, initially can
present infections by community microbial and must receive different antimicrobials than
those prescribed for sepsis. On the other hand, burn immunocompromized patients with
prolonged staying in the ICU, re-incidence of sepsis and fungal infection requires an effective
antifungal agent that must be associated to the antimicrobials prescription. The objective of
the study was to therapeutic plasma monitoring of fluconazole largely prescribed to burn
patients from the ICU with fungal infection, Pharmacokinetic modeling for dose adjustment
and for the control of infection. Twelve burn inpatients with systemic fungal infections from
the ICU Burns- Division of Plastic Surgery of Clinics Hospital Medical School University of
Sao Paulo received systemically antimicrobials/ antifungal agents. In general burn patients
received several antimicrobial agents as recommended by the Control of Hospital Infection
Committee as empirical dose at the beginning of therapy and also afterwards in the ICU. The
control of infections by community microbial or yet by hospital microbial, and also for fungal
infection, was performed by drug plasma after blood sample collection at the peak and at the
trough. Complementary, usually by clinical criteria, six blood sample collections were
performed at time dose interval (end of drug infusion 1%, 2", 4" 6" and at the trough) for
pharmacokinetic purposes, dose adjustment and individualization of drug therapy for burn
patients. Blood sample collection was done by the physician from the ICU by venous
catheter (2mL/each into blood collection tubes sodium EDTA); plasma obtained by
centrifugation of blood tubes were analyzed in the same day or in a deep freezer to storage
(-80° C) until assay. Bioanalytical method reported previously was re-validated as
recommended by good laboratory practices (GLP). Parameters as linearity, sensitivity,
precision and accuracy, recovery and stability, specificity and selectivity were determined for
all drugs investigated to guaranteed drug plasma measurements during the
pharmacotherapeutic follow up in the ICU. Descriptive statistics was performed by applying
the software GraphPad Instat 4.0., GraphPad Prism 4.0 non parametric tests.
Pharmacokinetics was estimated by applying the software NonCompartmental Analysis, PK
Solutions 2.0, to data (C vs T) for each antimicrobial agent. Burn patients included in the
protocol were of both genders 8M/4F, 46.8+/- 20.6 yrs, 69.9+/- 11.5 kg, 38.8+/-24.0% TBSA,;
agents of the accident were fire/ alcohol for 10 patients and electrical trauma for two
patients; inhalation injury were described for 50% of patients with fire. High pharmacokinetic
variability was registered for the antifungal agent investigated. In addition, significant
changes on pharmacokinetic parameters were described for fluconazole for burn patients
with dialytic renal dysfunction compared to those with renal function preserved. Bioanalytical
methods validated with basis on good laboratory practices (GLP), recommended by the
national and international guidelines were adequate for drug plasma monitoring by liquid
chromatography, UV detection. High pharmacokinetic variability was obtained for fluconazol.
In conclusion, it was demonstrated that PK modeling of antimicrobial is an important tool for
the control of severe systemic fungal infection in burn patients.

Key-words: burns, fungal infection, drug plasma monitoring, pharmacokinetics, HPLC-UV.
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INTRODUGAO

Apés uma injuria térmica, 6rgdos e sistemas, entre eles, o sistema
cardiovascular, os rins e o figado, sofrem mudangas fisiopatologicas dinamicas,
devendo-se esperar entdo uma profunda alteracdo na farmacocinética de todos
os farmacos de administragcdo sistémica no paciente grande queimado. A
queimadura apresenta uma maior incidéncia de sepse quando comparada a
outros tipos de trauma. A susceptibilidade dos queimados as infecgbes se deve
a perda da primeira linha de defesa contra a invasdo microbiana causada pelo
rompimento da barreira da pele, a presenca de tecido desvitalizado (escara do
gueimado) que proporciona um ambiente favoravel para o crescimento
bacteriano e de fungos; as alteragcbes nos componentes especificos e nao
especificos do sistema imune apds injuria térmica, e as alteragdes na resposta
imune celular e humoral (BANG et al., 1998; BOUCHER et al., 1992).

Sob situagao de stress, os pacientes em estado critico, hiperdindmico ou
em sepse, apresentam alteragcdes relacionadas ao volume aparente de
distribuicdo, meia vida biolégica e depuragdo plasmatica. Sabe-se que os
pacientes grandes queimados apresentam alteragbes na disposi¢ao cinética de
farmacos em geral e, conseqlentemente, os agentes anti-infecciosos estao
incluidos. Assim, revisdes recentes relacionadas ao monitoramento plasmatico
desses agentes apontam a alta variabilidade da farmacocinética como
responsavel pela ineficacia da farmacoterapia instituida (BLANCHET et al.,
2008; FRY, 1996).

Esses pacientes constituem um grupo bastante heterogéneo de
individuos em funcao do tipo da queimadura, da extensao e profundidade da
lesdo. Por outro lado, reportaram-se variagdes significativas nas concentragdes
plasmaticas inter-pacientes para esses agentes anti-infecciosos. Considerar-se
ainda a variabilidade intra-paciente nas concentragdes plasmaticas nos
diferentes estagios do tratamento do grande queimado em fung¢do da
profundidade e extensdo da lesao ativa, da alteragdo de compartimentos fluidos,
do grau de integridade das barreiras bem como a maior ou menor perda de
liquidos através das lesbes (BLANCHET et al., 2008; GARRELTS; PETERIE,
1988; WEINBREN, 1999).
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Com relagédo a farmacoterapia a ser instituida no controle das infec¢bes

em grandes queimados, os critérios recomendados estdo documentados no
“Guia de Utilizacao de Anti-infecciosos e Recomendacgdes para a Prevencao de
Infecgbes Hospitalares” sdo descritos a seguir no quadro 1 (HCFMUSP, 2009-
2011). Ressalta-se que a terapéutica sistémica inicial desses agentes no caso
de pacientes queimados tem registrado a necessidade da intervengdo médica

com relagao a alteracdo do regime empirico inicial (SANTOS et al., 2010).

Quadro 1 - Critérios para Terapéutica Empirica Sistémica em Queimados.

Grande Quetmada

Criterios para Terapdutica Ermpirica Shtémica

Iuoar antrmecrobang asbEmico quanca = obsemsrem dois dos cniienas sbag

1. Leucopenia < 1500mm}

L Apratundamento G0 grau da guiemadiura (Excels &M gquernadura ekRnca)
i Tebrg |2= 38,5 C] & hipotenmia (<3600

1. retabslidade hemodmbmica apcs corregio hdmeletroliica

4 Cabibi=

S Corfusad meenkal (serm Gl Calsa ) ou ipengicemia [ 150 Mgl samn chabetes
e

i)

Fonte: HCFMUSP, 2009-2011

Revisao da Literatura

Considera-se a pele como um 6érgao essencial para a sobrevivéncia, que
apresenta como fungao principal uma barreira de protecdo. A camada
epidérmica superior é constituida pela camada de células mortas e queratina,
formando uma barreira contra bactérias e toxinas, enquanto que as células
epidérmicas basais sdo precursoras de novas células epidérmicas; a superficie
ondulada da epiderme, denominada invaginagdo, aumenta a aderéncia da
epiderme a derme através da membrana basal. A derme é constituida pelas
camadas papilar e reticular que desempenham diversas fungbes essenciais,
incluindo a restauragao continua da epiderme; de acordo com a profundidade da
queimadura, considera-se que camada papilar apresente maior atividade

biolégica que a reticular, pois aumenta o tempo requerido na reabilitagdo se os
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componentes papilares sdo perdidos nas queimaduras mais profundas (DE

SANTI, 2005; KECK, 2009).

A Sociedade Brasileira de Cirurgia Plastica (SBCP) em colaboragdo com
o Conselho Federal de Medicina (CFM) através do “Projeto Diretrizes”
promovido pela Associagcdo Médica Brasileira define “Queimaduras séo lesdes
dos tecidos orgénicos em decorréncia de trauma de origem térmica resultante
da exposigao ou contato com chamas, liquidos quentes, superficies quentes,
eletricidade, frio, substéncias quimicas, radiagdo, atrito ou friccdo” (AMB,
2008a).

Nos primeiros dias pds-lesdo térmica, durante o seguimento do paciente
gueimado na unidade de terapia intensiva, o fator agravante principal € o burn
shock (choque em decorréncia da queimadura). Durante as primeiras semanas,
segue-se um periodo de risco aumentado de sepse, e por fim em decorréncia de
contracéo e epitelizagcdo do tecido, em maior ou menor proporgao, permanecem
as deformidades pos-queimaduras (SHERIDAN, 2002).

No periodo compreendido entre 1995 e 2005, registrou-se taxa de
sobrevida de 94,4% de pacientes com superficie corporea queimada (SCQ)
superior a 30%. O fogo (46%), o escaldo (32%), objetos quentes (8%), trauma
elétrico (4%), agente quimico (3%) foram as principais causas de queimadura;
de acordo com a “Sociedade Americana de Queimaduras”, nos Estados Unidos
da América do Norte em 2007, registraram-se 500 mil pacientes queimados
recebendo tratamento, gerando 40 mil hospitalizagcdes e quatro mil mortes por
fogo (ABA, 2010). Estima-se que no Brasil ocorram em torno de 1 milh&o de
acidentes de queimaduras por ano, sendo que 100 mil pacientes procuram
atendimento hospitalar, e desses, cerca de 2.500 pacientes vao a 6bito em
decorréncia direta ou indireta das lesdes (GOMES; SERRA; MACEIRA, 2001)

Nos ultimos 20 anos, registrou-se redugdo consideravel das
hospitalizacdes e mortes relacionadas a queimaduras, devido a prevengao
desses acidentes e aos avangos no seguimento do paciente queimado na UTI
resultante do melhor entendimento da resposta fisiopatologica pés-queimadura.
Atualmente, os principais avang¢os que contribuiram na redugéo dos 6bitos estao
relacionados aos procedimentos de ressuscitacdo, suporte a resposta
hipermetabdlica, controle da dor e das infeccbes nas fases precoce e tardia,

bem como os cuidados a lesdo inalatéria do paciente queimado, além de
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tratamento cirurgico agressivo e cobertura da ferida (DE SANTI, 2005; KECK,

2009).

Com referéncia ao diagnostico da gravidade das queimaduras, a SBCP
considera basicamente o agente, a extensdo e a profundidade da lesdo, bem
como a localizagdo das areas afetadas, além da complexidade da queimadura
em si; de acordo com o agente etioldgico, as queimaduras podem ser de origem
térmica, quimica, trauma elétrico, por radiacdo ou atrito (AMB, 2008a). Com
relacdo a profundidade da lesdo as queimaduras podem se de primeiro,

segundo e terceiro graus conforme referido no quadro 2.

Quadro 2 - Classificacdo das queimaduras

Classificagao das gueimaduras de acordo com a profundidade |

Grau Profundidade Sinais

Primeiro  Lestes apenas da Epiderme Eritema

Sepundo  Lesoes da Epiderme & parte da Derme  Entema + Bolha |
preeiro Lesoes da Epiderme e da Derme Branca Macarada |

Fonte: AMB/CFM, 2008

A gravidade da lesdo pode ser determinada a partir da idade do paciente,
profundidade, tamanho e localizagdo da lesao; uma vez que lactentes e idosos
apresentam taxa de mortalidade maior do que as demais faixas etarias,
considera-se que a idade do paciente seja o fator de maior impacto no
prognostico (DE SANTI, 2005). A superficie corpérea queimada deve ser
estimada com base na extensdo da queimadura e regides afetadas conforme

referido e ilustrado nos quadros 3 e 4.
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Quadro 3 - Calculo da Superficie Corporal Queimada

Regra dos nove para calcular a superficie corporal queimada para ser usada
apenas no pronto atendimento®(D).
Paciente: Ent.: Leito:
Area Adulto Crianca até 9 anos  2°Grau 3" Grau Total da Area
Queimada
Cabeca e Pescogo 9% 18% - idade em anos
Membro Superior Direito 9% 9.0%
Membro Superior Esquerdo 9% 9.0%
Tronco Anterior 18% 18,0%
Tronco Posterior 18% 18,0%
Genitdlia 1%
Coxa Direita 9% 7% + 1/4 idade em anos
Coxa Esquerda 9% 7% + 1/4 idade em anos
Perna e Pé Direitos 9% 7% + 1/4 idade em anos
Perna e Pé Esquerdos 9% 7% + 1/4 idade em anos
Total da Area Queimada

Fonte: AMB/CFM, 2008

Quadro 4 — Determinacéo da Extensdo da Lesao com Base na Regra dos Nove

EXTENSAO i 5

18 - 9%

Menor 1 ano 18 - 3%

Ty 0%
15-‘ 9% r _“.II
] W\
’L ,\\ !fsﬁ I\

1
E'h:,
l’ 14+1,5% ¢ J [ 14+1 5%
\

14+4%

14%1 L :|

U

Fonte: AMB/CFM, 2008
Os pacientes podem de forma simplificada ser classificados de acordo
com a gravidade da queimadura como pequeno, médio e grande queimado

conforme resumido no quadro 5.
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Quadro 5 - Classificagado quanto a gravidade da queimadura

Gravidade Profundidade da Queimadura
1° grau 2° grau 3° grau
Pequena qualquer 5% (<12 anos)
extensao 10% (>12anos)
e/ou idade
Média 5-15% (<12 anos) 5% (<12 anos)
10-20% (>12anos) 10% (>12anos)
mao/pé/face/pescoco/ qualquer queimadura, exceto
axila/grande mao/face/perineo
articulagao (qualquer idade)
(qualquer idade)
Grande >15% (<12 anos) >5% (<12 anos)
>20% (>12anos) >10% (>12anos)
perineo perineo/mao/pé/face/pescogo/axila
(qualquer idade) (qualquer idade)

Fonte: AMB/CFM, 2008

No caso de pacientes grandes queimados, devem ser consideradas ainda
as queimaduras de qualquer extensdo que tenham associadas uma ou mais das
seguintes situagbes tais como corrente elétrica, lesdo inalatéria, politrauma,
fratura éssea, trauma craniano, choque, insuficiéncias renal aguda, cardiaca ou
hepatica, diabetes, disturbios de coagulacdo e hemostasia, embolia pulmonar,
infarto agudo do miocardio, infecgao grave e sindrome do tunel do carpo.

Com relagéo a fisiopatologia do paciente queimado, resposta local a
gqueimadura envolve tanto a coagulagdo do tecido quanto a reagao
microvascular da derme ao redor da extensdo da lesdo. A perda da funcao de
barreira da pele leva as complicacdes mais comuns da queimadura tais como
infecgcdes, perda de calor, aumento da perda de agua e mudangas nas fungdes
de interagdo sociais como aparéncia e toque (KECK et al., 2009; SHERIDAN,
2002).

A perda primaria de tecido ocorre como resultado da desnaturagédo
protéica secundaria ao agente da queimadura. Este processo é seguido
rapidamente pela ativagcao dos mediadores inflamatérios. Os agentes oxidantes
e proteases causam a pele e as células endoteliais capilares mais danos,
potencializando a necrose tecidual isquémica. O rompimento da ligagdo do

colageno leva a desregulagao do gradiente de pressdo osmético e hidrostatico,
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resultando em edema local e grande perda de fluidos. Ao nivel molecular, tanto

a ativagao do complemento quanto a estimulagdo dos neutréfilos intravasculares
resulta na producao de radicais livres. O aumento da atividade histaminica,
somado as propriedades cataliticas da xantina oxidase, leva ao aumento
progressivo da permeabilidade vascular. Além disto, os subprodutos toxicos da
xantina oxidase, incluindo o perdxido de hidrogénio e radical hidroxila, levam a
um dano direto nas estruturas dérmicas. (KECK et al., 2009)

A resposta sistémica é uma conseqliéncia das alteragdes descritas acima.
Quando o tamanho da queimadura excede 20-30% da superficie corporea,
ocorre o aparecimento do edema intersticial em 6rgdos e tecidos moles,
secundario a liberagdo de mediadores e hipoproteinemia. Este edema é
aumentado pelo procedimento de ressuscitacdo, tornando-se uma complicagéo
séria, pois reduz a difusdo de oxigénio no tecido levando a isquemia em células
ja comprometidas, com reduzido fluxo sanguineo e, consequentemente,
aumentando o risco de infecgdes. (KECK et al., 2009; SHERIDAN, 2002)

Além disto, lesdes cutédneas que representem mais de 1/3 da superficie
corporea do paciente resultam invariavelmente em burn shock, devido tanto a
hipovolemia quanto aos mediadores da inflamacdo, com efeitos na
microcirculagcdo e no funcionamento do coragdo, veias de grande calibre e
pulmdes. Mesmo que a hipovolemia seja corrigida, independentemente do
aumento de volume ocorre aumento na resisténcia pulmonar e vascular
sistémica e a depressdo do miocardio. Tal disfungdo cardiovascular pode
exacerbar ainda mais a resposta inflamatéria entrando, desta forma, em um
circulo vicioso e acelerando a disfuncao organica. (KECK et al., 2009).

Apos a fase de ressuscitagao, ocorre uma resposta hipermetabdlica:
dobrando o débito cardiaco e o gasto de energia, aumento da gluconeogenese,
resisténcia a insulina e aumento do catabolismo protéico. Apesar destas
reagcdes ainda serem em parte desconhecidas, acredita-se que seja resultado da
combinagao dos fatores relacionados a mudangas na fungao hipotalamica,
aumento na secregao do glucagon, cortisol e catecolaminas, disfungdo na
barreira gastrointestinal e translocagdo, crescimento bacteriano no tecido
queimado e perda de calor através da lesdo (SHERIDAN, 2002).

Recomenda-se que o tratamento do paciente queimado seja realizado em
duas etapas (AMB, 2008b):
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e Tratamento sintomatico (medicamentoso e laboratorial): reposi¢ao hidro-
eletrolitica, transfusdo sanguinea, terapia anti-infecciosa, analgesia,
controles laboratoriais.
e Tratamento da lesao (cirurgico):

o Desbridamento cirurgico: indicado praticamente em todos os casos
de queimaduras de segundo e terceiro graus. Deve ser realizado
no centro cirurgico, sob anestesia. Envolve a retirada mecanica de
todo o tecido necrético (epiderme/derme) além da remocgédo de
contaminantes como restos de roupa, medicamentos caseiros, € a
limpeza cuidadosa da lesdo queimada. O desbridamento é seguido
por curativos com ou sem anestesia, em intervalos de 12 horas até
24 a 36 horas, dependendo da extensdo e da gravidade da lesdo.

o Enxerto: é realizado para se obter o fechamento da ferida de
terceiro grau. Pode ser realizado imediatamente apds a exciséo, ou
mais tardiamente, em feridas que evoluiram com tecido de
granulagéo.

o Reconstrugao da area lesionada.

Com relagao ao tratamento com os agentes anti-infecciosos, atualmente,
o protocolo de terapia antimicrobiana recomendado no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo para os pacientes
grandes queimados consta de oxacilina associada a ceftriaxona ou ao
ciprofloxacino, até 72 horas da internagédo sem uso de antimicrobianos, isto é na
fase precoce do paciente na UTI para cobertura contra os germes de infecgao
da comunidade. Por outro lado com o objetivo de reduzir a morbidade e
mortalidade desses pacientes, a partir de 72 horas de internacao, utilizam-se o
cefepime, o imipenem e a vancomicina na fase tardia da internacédo na UTI, para
a cobertura contra os germes hospitalares (HCFMUSP, 2009-2011).

No caso de pacientes suscetiveis, que apresentaram convulsdo,
recomenda-se a substituicdo do cefepime pela associacdo piperacilina-
tazobactam. Nos casos de re-infecgcdes pelos germes hospitalares, ou até
mesmo na fungemia que ocorre geralmente em pacientes imunossuprimidos de
internacao prolongada, utilizam-se adicionalmente a linezolida, a polimixina E, o
fluconazol, anfotericina B ou a caspofungina, dependendo da cepa isolada e/ou

das condigdes clinicas do paciente.
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Desta forma, o monitoramento terapéutico dos agentes anti-infecciosos

nos grandes queimados € importante em decorréncia da imprevisibilidade da
farmacocinética e da necessidade de terapia dose ajustada em substituicdo a
terapia inicial recomendada. O esquema terapéutico empirico para o controle
das infeccbes que é atualmente também estendido aos pacientes grandes
gueimados encontram-se sumarizados no fluxograma referido a seguir, “Guia de
Utilizacao de Anti-infecciosos e Recomendacgdes para a Prevencéao de Infeccéo
Hospitalar (HCFMUSP, 2009-2011).

Grande Queimado

Esquema Terapéutico Empirico para Infeccoes

ATE 72 HORAS DE INTERNACAO E
SEM USO PREVIO DE ANTIMICROBIANO

Y
Oxacilina
+
Ciprofloxacina

Reavaliagao apos 72h
APOS 72 HORAS DE INTERNAGAO OU ou
USO PREVIO DE ANTIMICROBIANO piora importante

S /

‘ Vancomicina + Ciprofloxacina‘

4
Reavaliagcdo apds 48h ou
piora importante

Vancomicina + Imipenem

¥
Reavaliagao apos 48h ou
piora importante

¥
Associar anfotericina B ou
fluconazol IV

Fluxograma 1 — Terapia antimicrobiana empirica estendida para pacientes grandes
queimados HCFMUSP. Fonte: Guia de Utilizacdo de Antimicrobianos e recomendacgdes
para a prevencgao de infecgdes hospitalares, HCFMUSP, 2009-2011.
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OBJETIVO

Apos revalidacdo da metodologia analitica em cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE-UV) para determinagcdo do fluconazol plasmatico,
investigar sua farmacocinética durante o seguimento dos pacientes queimados

internados na UTI.
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Capitulo 1

Revalidagdo do Método Analitico para Quantificagao do
Fluconazol em Plasma por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE)
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1.1 INTRODUGAO

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é um método fisico-
quimico que apresenta alta seletividade, precisdo e exatidao além de manter a
integridade da amostra no extrato da matriz biolégica. Por outro lado, a
sofisticacdo da instrumentagédo analitica, a complexidade de operacionalizagéo,
a exigéncia de analista treinado e utilizagao de softwares especificos podem ser
consideradas como desvantagem de sua aplicagdo relativamente aos
bioensaios e imunoensaios. Entretanto a faléncia terapéutica decorrente da
utilizagdo de imunoensaios ou de bioensaios n&o ocorre quando se monitoram
as concentragdes plasmaticas de farmacos em geral por CLAE. E devido a
esses fatores que o ajuste de dose para todos os pacientes queimados é de
relevancia clinica, sendo considerada sustentacao laboratorial fundamental no

seguimento do tratamento.

A escolha do método cromatografico é adequada se considerarmos a
seletividade e a eficiéncia da técnica associada ao sucesso terapéutico, a
reducao do tempo do tratamento e internacao, a recuperagdo do paciente e a

sua re-introducao na sociedade com numero minimo de seqielas.

A quantificagdo do fluconazol na matriz bioldgica (plasma) foi realizada
através da cromatografia liquida de alta eficiéncia CLAE-UV. Aplicou-se o
método bioanalitico desenvolvido anteriormente por Santos et al. (2010) com
pequenas adaptacgdes, seguido de revalidacdo dessa metodologia. Desta forma,
aplicou-se esse método revalidado no monitoramento plasmatico do fluconazol

no seguimento dos pacientes queimados da UTI.
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1.2 OBJETIVO

Revalidar a metodologia analitica em CLAE-UV para determinagdo do

fluconazol em matriz biolégica.
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1.3 MATERIAIS E METODOS

1.3.1 Padroes, Reagentes e Solugoes

Foram utilizados os solventes, grau cromatografico CARLO ERBA
(Milao, Italia) e TEDIA (Ohio, USA) nos procedimentos de extracao liquido-
liguido e na analise quantitativa do farmaco. A agua ultrapura obtida através do
sistema GEHAKA (S&o Paulo, Brasil) foi utilizada na preparagado da solugao
tampao requerida na fase mével de cromatografia, na limpeza da tubulacao e
coluna analitica bem como na regeneragdo do cromatografo liquido. A fase
movel foi desgaseificada em ultra-som. O monitoramento do pH da fase moével
foi efetuada através de medidor de pH com eletrodo especifico DM22, DIGIMED
(Sao Paulo, Brasil).

Utilizaram-se como padrdes de referéncia do analito, o fluconazol lote
FOD202, United States Pharmacopeia (Rockville, USA) e para o padrao interno, o
tinidazol, lote TNZ/5120884, AARTI DRUGS (Mumbai, india). Os padrées de
referéncia foram acondicionados em frasco ambar com tampa, e armazenados
em dessecador com indicador de umidade em laboratdrio climatizado e mantido

ao abrigo da luz.

1.3.2 Preparo das solugdes padrao do analito e padrao interno
1.3.2.1 Preparo da Solugao Padrao de Fluconazol (SP)

Pesou-se o equivalente a 5,00mg de fluconazol em baldo volumétrico (5
mL) em balanga semi-micro analitica XS205DU, METTLER-TOLEDO (Zurique,
Suica); dissolveu-se com mistura constituida por agua ultrapura e acetonitrila
(80:20 v/v) e completou-se o volume do baldo para obter uma concentragéo

final equivalente a SP:1000pg/mL, solugédo estoque.

1.3.2.2 Preparo da Solugao Padrao Interno de Tinidazol (SPI)

Pesou-se o equivalente a 1,00mg de tinidazol em baldo volumétrico (10
mL) em balanga semi-micro analitica XS205DU, METTLER-TOLEDO (Zurique,
Suiga), dissolveu-se com a solugao diluente (SD), constituida por agua ultrapura

e acetonitrila (80:20 v/v) e completou-se o volume do baldo para obter uma
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concentragao final equivalente a SPI1:100pg/mL, solugdo estoque. Em seguida,

preparou-se a solugao de adigao de tinidazol na concentragcdo de 40ug/mL, a
partir da solucao estoque anterior, pela transferéncia de 4mL da SPI para outro
baldao volumétrico (10mL), completando-se o volume com a solugéo diluente.

Os padrées do analito na solugdo diluente contendo fluconazol foram
preparados pela adicdo do volume apropriado de solucdo estoque do analito,
para se obter concentragcdes representadas no quadro 6.

Quadro 6 - Preparacao das Solugdes de Trabalho (ST) do analito em diluente

dentificagdo Tomada de ensaio Volume de SD Volume final Conc?ntragéo do
(mL) (mL) (mL) analito (ug/mL)

SP - - - 1000

ST1 2,5mL da SP 2,5 5,0 500

ST2 20mLdaST1 3,0 5,0 200

ST3 25mLdaST2 2,5 5,0 100

ST4 25mLdaST3 25 5,0 50

ST5 20mLdaST4 3,0 5,0 20

ST6 25mLdaST5 2,5 5,0 10

ST7 20mLdaST®6 3,0 5,0 4

Abreviaturas: SP: solugdo padrdo; ST1-7: solugdo de trabalho 1-7; SD: solugdo diluente: agua e
acetonitrila (80:20, v/v).

Os padrdes do analito contendo fluconazol em plasma foram preparados
pela adicdo do volume apropriado de solucao intermediaria, para se obter

concentragdes plasmaticas do analito, quadro 7.
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Quadro 7 — Preparacéo dos calibradores do analito em plasma.

dentificagao  1omada de. Volume de plasma Volume final - “T7CIEE
(pg/mL)
Branco 250 L SD 2,25 2,5 0
Zero 250 uL SD 2,25 2,5 0
CCal 0,4pg/mL 250 yL ST 7 2,25 2,5 0,4
CCal 1,0 ug/mL 250 uL ST 6 2,25 2,5 1,0
CCal 2,0 ug/mL 250 uL ST 5 2,25 2,5 2,0
CCal 5,0 pg/mL 250 uL ST 4 2,25 25 5,0
CCal 10,0 yg/mL 250 yL ST 3 2,25 2,5 10,0
CCal 20,0 yg/mL 250 yL ST 2 2,25 2,5 20,0
CCal 50,0 yg/mL 250 uL ST 1 2,25 2,5 50,0
CCal 100,0 yg/mL 250 uL SP 2,25 2,5 100,0

Abreviaturas: CCal: controle de calibragdo; SD: solugéo diluente; ST 1-7: solugédo de trabalho; SP:
solucao padrao

As solucdes de trabalho requeridas na preparacao dos controles internos
de qualidade (CQs), alto (CQA), médio (CQM) e baixo (CQB) do fluconazol em
plasma foram diluidas a partir da solucao estoque com solugcdo diluente, quadro
8.

Quadro 8 - Preparagao das Solugbes de Trabalho (ST) do analito em solugao
diluente para os controles internos de qualidade

.. _ _~ _Tomada de ensaio Volume de SD Volume final Concentragao do
Identificagcao

(mL) (mL) (mL) analito (ng/mL)
STCQA 4,5mL da SP 0,5 5,0 900
STCQM 2,5mL da STCQA 25 5,0 450
STCQB 1,2mL da ST4 3,8 5,0 12

Abreviaturas: SP: solugdo padrao; SD: solugado diluente; ST: solugédo de trabalho; STCQA: solugao
de trabalho de controle de qualidade alto; STCQM: solugédo de trabalho de controle de qualidade

meédio; STCQB: solugao de trabalho de controle de qualidade baixo.

Os controles internos de qualidade (CQs) foram preparados em trés
concentragdes alto (CQA), médio (CQM) e baixo (CQB) pela adicédo de plasma
branco testado e aprovado as respectivas diluicbes das solucdes preparadas

anteriormente, quadro 9.
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Quadro 9 — Preparagcdo dos controles internos de qualidade do analito em
plasma.

Identificagdo Tomada de Volume de plasma  Volume final Concentragao do

ensaio (L) (mL) (mL) analito (ug/mL)
CQB 250 yL STCQB 4,75 5,0 1,2
cQM 250 yL STCQM 4,75 5,0 45
CQA 250 yL STCQA 4,75 5,0 90

Abreviaturas: STCQA: solugdo de trabalho de controle de qualidade alto; STCQM: solugdo de
trabalho de controle de qualidade médio; STCQB: solugdo de trabalho de controle de qualidade baixo;
CQA: controle de qualidade alto; CQM: controle de qualidade médio; CQB: controle de qualidade
baixo.

1.3.3 Instrumentacgao analitica e condigdes cromatograficas

Utilizou-se o cromatografo liquido SHIMADZU (Kyoto, Japé&o)
constituido por bomba LC-20 AT, equipado com um controlador CBM 20A e
programa LabSolution, injetor automatico SIL 20A, detector SPD-20A, operando
no ultravioleta em laboratério climatizado. Na separagao cromatografica utilizou-
se fase moével binaria, em sistema isocratico de eluicdo, preparada diariamente
e desgaseificada (ultrasom por 10 min.) O detalhamento das condigdes

cromatograficas encontra-se no quadro 10.

Quadro 10 — Condi¢gbes cromatograficas, CLAE Labsolution, Shimadzu

Parametro Condicgao analitica
Coluna Shimpack CLC-CN (150x6 mm 5micra)
Deteccéao Ultravioleta 210 nm
Fase mével Agua:Acetonitrila (60:40, v/v)
Padrao Interno Tinidazol
Fluxo (mL/min) 1 mL/min
Separacgao analitica Temp ambiente
Volume de Injeg&o 40 pL
Tempo de retencdo do analito 8,4 minutos
Tempo de reteng¢ao do padrao interno 6,9 minutos

Tempo total de corrida 10,0 minutos
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1.3.4 Procedimento de purificagdao da matriz biolégica (plasma)

Utilizou-se a extracado liquido-liquido para a purificacdo do plasma para
determinacao do fluconazol. Transferiu-se para tubo de Eppendorf 300 uL de
plasma, 100uL de tinidazol 40pg/mL, 25uL de hidréxido de sédio (1M) e 1,4mL
da mistura de solvente constituida por dietiléter e diclorometano (70:30 v/v)
seguido de agitagdo por 10 minutos. Os tubos foram centrifugados durante 5
minutos em 8000g a 4°C. Transferiu-se 1000uL de sobrenadante para tubo de
vidro para evaporagao do solvente sob fluxo de nitrogénio em banho-maria a
temperatura a 45°C. O residuo foi dissolvido com 200uL de mistura de agua e
acetonitrila (60:40 v/v) por 30 segundos em agitador de tubos com bandeja
adaptada. O extrato purificado foi transferido para o insert adaptado ao vial e

volumes de 40yl foram injetados no CLAE.
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Fluxograma 2 — Quantificagdao do Fluconazol Plasmatico

100uL de PI (Tinidazol 40ug/mL)
300uL de plasma
25uL de NaOH 1 M
1,4 mL de solvente
(dietileter:diclorometano, 70:30 v/v).

o Agitador de tubulos 10 min

e Centrifugar a 4°C em 8000 g por 5
<|I: min

FASE AQUOSA FASE ORGANICA

e Transferir extrato (tubo conico de

vidro)
<}: o Evaporar a secura em corrente de
N2, banho-maria 45°C

Extrato Seco
Dissolver com 200uL da mistura
(adgua:acetonitrila,60:40 v/v)
Injetar 40uL no CLAE-UV

Condigoes cromatograficas:
Cromatoégrafo liquido SHIMADZU LC-20 AT; Coluna Shimpack CLC-CN;
Fase Movel agua: acetonitrila (60:40, v/v); Fluxo: 1,0 mL/min.
Detector UV SPD-20A, A: 210nm; Autosampler SIL20A;
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1.3.5 Validagao do método analitico (BRASIL, 2003; FDA, 2001)

A revalidacdo do meétodo bioanalitico reportado no presente estudo
atendeu a recomendacdo da ANVISA/RE n°899 para métodos bioanaliticos
(BRASIL, 2003) e pelo FDA (FDA, 2001) para métodos bioanaliticos. Realizou-
se a revalidagao da metodologia para a quantificagdo de fluconazol em plasma.

Determinaram-se os limites de confianca: linearidade, limite de
sensibilidade e limite de quantificagdo, precisdo e exatidao intra e inter-dias,
além de estudos de estabilidade de curta duracdo. Os resultados obtidos foram

expressos através de média, desvio padrao e coeficiente de variagao.

1.3.5.1 Especificidade

Especificidade é definida como a capacidade do método em diferenciar e
quantificar o analito na presenca de outros componentes da amostra.
Analisaram-se amostras da matriz bioldégica (plasma) obtidas de seis individuos
sob condigdes controladas referentes a tempo e alimentagdo, sendo quatro
amostras procedentes de individuos sadios, uma lipémica e uma hemolisada.
Cada amostra foi testada utilizando o procedimento e as condigcbes
cromatograficas propostas no presente estudo. Os resultados foram
comparados e sobrepostos aos cromatogramas com a concentragdo preparada

para o Limite Inferior de Quantificagdo (LIQ) referida no quadro 11.

Quadro 11 — Preparacgao da concentragao do limite inferior de quantificagéo

. = Tomada de Volume de plasma Volume final Concentrggao
Identificagao ensaio (uL) (mL) (mL) do analito
(pg/mL)
LIQ 250 yL ST 7 2,25 2,5 0,4

Abreviaturas: ST: solugéo de trabalho; LIQ: limite inferior de quantificagao.

Rejeitou-se qualquer amostra de plasma branco que apresentasse
interferéncia significativa no tempo de retengcdo do farmaco, metabdlito ou
padrao interno. Caso uma ou mais das amostras analisadas apresentassem tal
interferéncia, novas amostras de outros seis individuos devem ser testadas.
Caso uma ou mais das amostras deste grupo apresentassem interferéncia

significativa no tempo de retencdo do farmaco, o método deveria ser alterado
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visando elimina-la; uma vez que isso ndo ocorreu, 0 método permaneceu sem

alteracao relativamente as condi¢cdes de desenvolvimento e validagao proposta.

A resposta de picos interferentes no tempo de retencdo do farmaco
deveria ser inferior a 20% da resposta do LIQ. Adicionalmente para os picos
interferentes no tempo de retencdo do padrado interno considerou-se limite
inferior a 5% da resposta na concentracdo utilizada do mesmo no ensaio de

quantificagado do analito.

1.3.5.2 Limite de Detecgdo e Quantificagao

Limite de deteccdo (LD), definido como a metade do limite de
quantificagcdo. é a menor quantidade do analito presente em uma amostra que
pode ser detectado, porém nao necessariamente quantificado, sob as condigoes
experimentais estabelecidas.

Por outro lado, limite inferior de quantificacao (LIQ) representa a menor
quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com precisdo
e exatiddo aceitaveis (inferior a 20%) sob as condigcdes experimentais
estabelecidas.

Adicionalmente, a legislagao relativa a validagao de métodos bioanaliticos
nacional e internacional preconiza que o sinal mensurado seja da ordem de trés
e cinco vezes do ruido da linha de base, respectivamente para o LIQ e o LD. Os
limites de deteccdo e quantificagcdo foram determinados baseados na analise de

10 replicadas.

1.3.5.3 Linearidade

E o parametro da validagdo da metodologia bioanalitica que indica a
proporcionalidade entre (X) faixa de concentragdo do analito na amostra, e (Y)
resposta do instrumento de medida. A equacao da reta: Y=aX+b evidencia boa
correlacao linear entre Y e X, quando a correlagdo se aproxima da unidade; o
valor minimo aceitavel para esse coeficiente de correlagcao (r2) € equivalente a
0,99.
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1.3.5.4 Curva de calibracao

A curva de calibracdo foi preparada obtendo-se as concentragbes
descritas no quadro 7, foi armazenada em congelador (20°C negativos) até o
momento do ensaio. Os respectivos padrdes internos foram preparados a partir
das solugdes estoque (1mg/mL) distribuido em aliquotas e armazenado em
congelador (20°C negativos) até o ensaio. Plotou-se o valor nominal para cada
concentragao plasmatica de farmaco versus a respectiva razdo da area do pico
do farmaco e padrao interno, obtendo-se o coeficiente de correlagao linear de
no minimo 0,99 e a equacdo da reta. Ao menos cinco dos oito calibradores
foram considerados para a constru¢do diaria da curva de calibragcdo diaria de
forma a alcancar de 80% a 120% da concentracgao tedrica do teste.

Os controles de qualidade internos, quadro 9, foram preparados em duplicata
e analisados durante cada corrida analitica para garantir a aceitagcdo da mesma.
Uma corrida foi aceita quando pelo menos quatro dos seis controles mostraram um
desvio comparado com o seu valor nominal inferior a 15%. Uma vez aprovada, a
curva de calibracao foi utilizada para a quantificacdo do fluconazol nas amostras

coletadas dos pacientes investigados neste protocolo clinico.

1.3.5.5 Estudo de recuperacao

A recuperacdo mede a eficiéncia do procedimento de extracdo de um método
analitico dentro de um limite de variagdo. Corresponde, portanto, a razdo entre o
dado obtido pela analise da amostra submetida a extragéo versus o dado obtido pela
analise da amostra ndo submetida a esse procedimento. As porcentagens de
recuperagao do analito e do padrao interno préximas a 100% séo desejaveis, porém,
admitem-se valores inferiores, desde que a recuperagao seja precisa e exata. Este
teste deve ser realizado comparando-se os resultados analiticos a partir de trés

concentragdes (baixa, média e alta), contemplando a faixa de linearidade do método.

1.3.5.6 Recuperagao absoluta
A recuperacdo absoluta expressa a percentagem do analito ou do padrio
interno adicionado que foi extraido e quantificado. Comparam-se aliquotas extraidas

(X%) versus nao extraidas (100%).
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A recuperacao absoluta do analito foi determinada utilizando os controles de

qualidade em trés replicatas, expressa em porcentagem. Adicionalmente, investigou-
se a recuperacdo absoluta do padrado interno, e também o resultado obtido foi

expresso em percentagem.

Recuperacao absoluta (%) = (Area do picO) extraida X 100
(Area do pico)néo extraida

1.3.5.7 Exatidao

A exatidao intra-dias € mensurada pelo desvio do valor real e o valor obtido
de concentracdo do analito na corrida analitica do dia, enquanto que a exatidao
inter-dias é avaliada pelo desvio do valor real e o valor obtido de concentragdo do
analito durante trés dias consecutivos.

A exatiddo do método foi avaliada utilizando trés concentragdes (baixo, médio
e alto) em seis replicatas, e o erro sistematico do ensaio foi determinado baseado na

porcentagem de inexatidao e calculado de acordo com a equagao.

Inexatidao (%) = Valor obtido — Valor nominal x 100
Valor nominal

O desvio néo deve exceder 15%, exceto para o limite de quantificagao, para o

qual se admite valores inferiores ou equivalente a 20%.

1.3.5.8 Preciséao intradia e inter-dias

Precisao representa a reprodutibilidade dos resultados obtidos pela analise
quantitativa de trés concentragdes (baixa, média e alta) em duplicata. A preciséo
intradia foi avaliada com base na analise de duplicatas de trés concentracdes,
enquanto que para a determinagao da precisao inter-dias, essas analises foram
realizadas em trés dias consecutivos totalizando dezoito ensaios para cada método
validado. O resultado obtido foi expresso em coeficiente de variagdo (%), néo se

admitindo valores superiores a 15%.



CV% = DP x 100 38
CMD

Onde: DP é o desvio padrao e CMD a concentragdo média determinada.

1.3.5.9 Estabilidade

Como critério aceitavel na determinagao da estabilidade do analito no plasma,

adotou-se variagao inferior a 15% para todas as concentra¢gdes estudadas.

Ciclos de congelamento e descongelamento do farmaco em matrizes
bioldgicas: analisaram-se amostras em ftriplicata (tirés concentragdes), e em
trés dias consecutivos para a estudo de estabilidade dos ciclos 1, 2 e 3 de
congelamento e descongelamento. As amostras contendo o analito foram
mantidas congeladas por 24 horas (20°C negativos), sendo entdo submetidas
ao descongelamento a temperatura ambiente. Quando completamente
descongeladas, retirou-se uma aliquota de cada concentragédo; as amostras
foram novamente congeladas por 24 horas, repetiu-se a retirada de nova
aliquota de cada uma das trés concentragdes, até completar os trés ciclos de
congelamento e descongelamento. Os resultados foram comparados com os
obtidos pela analise do analito nas amostras recém-preparadas.

Estabilidade pos-processamento: esse parametro foi determinado a partir da
analise de amostras extraidas (trés concentragdes em triplicata), mantendo-se
os extratos purificados a temperatura ambiente na bandeja do injetor
automatico no tempo maximo equivalente a validade da corrida analitica.
Estabilidade de curta duragcdo do analito na matriz biolégica em bancada:
analisaram-se amostras de trés concentragcdes que permaneceram a
temperatura ambiente por 4 horas até o ensaio.

Os resultados obtidos foram expressos em percentagem do valor nominal.



1.4 RESULTADOS

1.4.1 Perfil Cromatografico
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O perfil cromatografico da determinagado do fluconazol encontra-se ilustrado

na Figura 1, contendo os cromatogramas que registra a injecdo de um extrato

branco de plasma e a injecéo de plasma adicionado de fluconazol.
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Figura 1 — Quantificagdo de fluconazol em plasma. Perfil cromatografico: (A) Extrato de plasma
branco; (B) Limite superior de quantificacdo (LSQ: 100ug/mL); (C) Limite inferior de quantificacdo
(LIQ: 0,4pg/mL; (D) Limite de detecgdo (LD: 0,2ug/mL). Corrida analitica: 10 min Tempos de

retengao: fluconazol (Analito: 8,4 min) e tinidazol (PI: 6,9 min).
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1.4.2 Especificidade
Avaliou-se a especificidade do método bioanalitico para determinacao dos
antimicrobianos em matriz bioldgica através da injegdo de extratos de plasma
normal, lipémico e hemolisado no sistema cromatografico. Os componentes
endogenos eluidos da coluna cromatografica nao interferiram na analise nas
condigbes descritas acima, uma vez que os picos de componentes enddgenos no
cromatograma nao foram co-eluidos com fluconazol ou com o padréo interno

demonstrados nos cromatogramas da Figura 2.

Figura 2 — Estudo da Especificidade do Método Bioanalitico. Perfil cromatografico: (A) Extrato de
plasma branco procedente de voluntario sadio; (B) Extrato de plasma branco hemolisado procedente
de voluntario sadio; (C) Extrato de plasma branco lipémico. Corrida analitica: 10 min.
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1.4.3 Revalidagao do Método Bioanalitico - Linearidade e Curva de Calibragao

Os dados relativos a linearidade foram expressos pela média do coeficiente
de correlacao linear (r2), intercepto da reta e inclinagdo da reta como segue na
tabela 1.

Obteve-se boa linearidade conferindo ao método segurangca para a
determinacgao do fluconazol, uma vez que as concentracbes plasmaticas obtidas ao
término da infusdo nao ultrapassaram o limite superior da faixa investigada.

Evidenciou-se boa correlacdo linear entre razdes de area e as respectivas
concentragbes do analito. A curva de calibragao diaria foi aceita a partir dos
controles internos analisados em duplicata, com a rejeicdo de no maximo dois
dos seis controles preparados, nunca sendo dois controles da mesma

concentragao conforme ilustrado na figura 3.
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Figura 3 — Curva de calibragdo diaria para determinagéo de fluconazol plasmatico através de CLAE-
UV. (0,4-100,0png/mL)
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Tabela 1 - Limites de confianga para o método bioanalitico

Parametros Unidade Fluconazol
Linearidade (LIQ-LSQ) pg/mL 0,4-100,0
Coeficiente de correlagao (r?) 0,9959
Limite de detecgéao pg/mL 0,2

e CV % 5,69

e Média £ DP pg/mL 0,2 £0,02
LIQ pg/mL 0,4

e CV % 3,18

e Média £ DP pg/mL 0,4 £ 0,01
Recuperacéo Absoluta %

¢ CQB/CQM/CQA Média 76,5 (analito)

¢ CQB/CQM/CQA Média 78,6 (padrao interno)
Preciséo %

Inter-dias CQA/CQM/CQB  Média + DP 1,49 £ 1,33

Intra-dia CQA/CQM/CQB Média £ DP 2,27 + 0,48
Erro sistematico (inexatidao) Média + DP 2,89+1,23
Ciclo de congelamento %

e Ciclo1,2,3 Média + DP 6,47 + 2,07

Abreviaturas: DP: desvio padrdo da média; CV: coeficiente de variagcdo; LIQ: limite inferior de
quantificacdo; LSQ: limite superior de quantificagdo; CQA: controle de qualidade alto; CQM: controle
de qualidade médio; CQB: controle de qualidade baixo.

1.4.4 Limite de quantificagao e limite de detecgao
Os resultados obtidos para os limites de detecg¢ao (LD), coeficiente de

variacdo, médias e desvio padrdo encontram-se descritos na tabela 1.

1.4.5 Precisao, exatidao e recuperagao.

Em relagao aos estudos de precisdo e exatidao intra- e interdias, o método
apresentou coeficiente de variagéo inferior aos limites indicados na legislagéo, tabela
1. A precisdao do método analitico foi expressa através do coeficiente de variagao
percentual e a exatidao foi avaliada em funcdo da “inexatidao percentual”. Além
disto, os métodos apresentaram boa recuperagao relativa e absoluta para

Fluconazol. A curva de calibragéo evidenciou boa linearidade (r*: 0,9959), figura 3.
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1.4.6 Estabilidade do Fluconazol
Para o estudo de estabilidade do fluconazol em fluidos bioldégicos adotou-se
como critério da aceitacdo variacao inferior a 15%, para todas as concentracdes
avaliadas. No estudo de estabilidade apds ciclos de congelamento de
descongelamento, verificou-se que o fluconazol se manteve estavel por no minimo
trés ciclos congelamento/descongelamento, para trés concentragdes (alta média e

baixa) em triplicata com adequado coeficiente de variagao, tabela 1.
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1.5 DISCUSSAO

Reportaram-se anteriormente na literatura diversos métodos para
determinagao de fluconazol através de CLAE-UV no plasma (COCIGLIO et al., 1996;
FLORES-MURRIETA et al., 1994; WATTANANAT; WIYADA, 2006) ou no soro
(EGLE et al., 2004; WALLACE et al., 1992; NG et al., 1996), no liquor (WALLACE et
al., 1992), ou ainda na saliva (KOKS et al., 1994). Uma série de desvantagens foi
registrada nesses estudos, uma vez que a injegcdo direta de plasma diluido foi
reportada, com comprometimento da instrumentagcdo analitica em médio prazo
(COCIGLIO et al., 1996; EGLE et al., 2004). Adicionalmente, os extratos impuros de
matrizes biolégicas foram obtidos pela precipitagcao de proteinas do plasma seguida
da injecao desses extratos no CLAE-UV (NG et al., 1996). Os principais problemas
apontados nesses métodos foram o consumo de grande numero de pré-colunas
requeridas para proteger a coluna analitica de alto custo, a redugado da vida util da
coluna analitica em decorréncia de compostos enddgenos injetados em grande
quantidade no sistema cromatografico, entupimento do auto-injetor e da tubulagao
pelo aparecimento de vazamentos decorrentes do aumento da pressao conforme
reportado por Cociclio et al. (1996).

Por outro lado, o procedimento empregando a extragdo em fase soélida para a
purificacdo de amostras de plasma e quantificacido do fluconazol foi anteriormente
reportado (FLORES-MURRIETA et al., 1994; INAGAKI et al., 1992; WATTANANAT;
WIYADA, 2006). Recentemente, Santos et al. (2010), reportaram a extragao liquido-
liquido do fluconazol plasmatico com diclorometano, em meio alcalino, considerado
procedimento simples e reprodutivel, com boa seletividade e menor custeio quando
comparado ao procedimento de extragdo em fase sélida. Sabe-se que a seletividade
do procedimento de extragédo liquido-liquido utilizando a mistura de solventes
organicos é maior do que aquela obtida pela precipitagdo das proteinas plasmaticas
com metanol ou com acetonitrila. Esse método mostrou ainda superioridade quando
comparado ao procedimento descrito por Koks et al. (1994), uma vez que extragao
liquido-liquido uUnica com dietileter e diclorometano (70:30, v/v) foi empregada ao
invés da dupla extracdo reportada por esses autores. Desta forma, o método
bioanalitico revalidado apresentou-se simples, rapido e seletivo para a determinacao

de fluconazol em plasma por CLAE-UV.
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Ressalta-se que o limite inferior de quantificacdo recentemente reportado por

Santos et al. (2010), foi duplicado no presente estudo em decorréncia do aumento
da tomada de ensaio de plasma, bem como do volume de extrato purificado injetado
no sistema analitico.

Relativamente as condicbes cromatograficas para a determinagao de
fluconazol no plasma, a separacao utilizada no presente método realizou-se em
coluna CN e fase madvel binaria, confirmando os resultados reportados recentemente
por Santos et al. (2010) pela utilizagado de fase movel binaria contendo acetonitrila e
agua purificada ao invés de tampéo reportada anteriormente (FLORES-MURRIETA
et al., 1994; WATTANANAT; WIYADA, 2006).

Considerando os parametros de validagdo do método analitico, a linearidade
obtida no presente estudo confirma os dados recentemente reportados por Santos et
al. (2010) evidenciando faixa de trabalho mais adequada relativamente aos valores
relatados anteriormente (COCIGLIO et al., 1996; EGLE et al., 2004; FLORES-
MURRIETA et al., 1994; KOKS et al., 1994; WALLACE et al., 1992; WATTANANAT;
WIYADA, 2006). Tal resultado obtido no presente estudo se deve ndo s6 a boa
estabilidade do farmaco nos extratos de plasma, mas também a alta sensibilidade
obtida em consequiéncia da étima recuperacao do analito no extrato purificado.

A escolha do comprimento de onda de 260nm ao invés de 210nm (SANTOS
et al., 2010) para a quantificagao do fluconazol em matrizes biolégicas proposto por
Egle et al. (2004), Flores-Murrieta et al. (1994), Wattananat e Wiyada (2006) e
Wallace et al. (1992) é consequéncia da precipitacdo de proteinas plasmaticas,
injecdo direta de plasma diluido ou ainda pela utilizagdo de solventes de alta
polaridade na extragao liquido-liquido que comprometem a especificidade do método
pelo aparecimento de uma série de interferentes (componentes endégenos) na
corrida analitica em 210nm, afetando por conseqiéncia a qualidade do
cromatograma neste comprimento de onda (SANTOS et al., 2010).

Uma vez que ndo se registrou a co-eluicdo de outros componentes com o
fluconazol ou com o tinidazol, padréo interno, a seletividade e a especificidade
obtidas para o método bioanalitico no presente estudo foram garantidas pela

preparagao de extratos purificados e analise em CLAE-UV 210 nm.
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1.6 CONCLUSAO

O método bioanalitico proposto apresenta baixo custo, simplicidade e
facilidade de execugao, vantagem em termos de linearidade, recuperagao do analito,
seletividade e sensibilidade, aceitavel precisdo e exatidao, além de boa estabilidade.
Portanto, o método bioanalitico em CLAE-UV é adequado para o monitoramento
plasmatico de fluconazol e aplicagdo no monitoramento terapéutico requerido no
seguimento do paciente queimado para o estudo farmacocinético exigido no ajuste

de dose para controle da infecgdo fungica sistémica.
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Capitulo 2

Monitoramento Plasmatico e Farmacocinética do Fluconazol em

Pacientes Queimados
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2.1 INTRODU(}AO

Em funcdo da caréncia de agentes seguros e eficazes no tratamento de
infeccdes fungicas graves, iniciou-se em 1978 na Inglaterra, um programa para
busca de novo farmaco antifungico para o controle das infecgdes sistémicas.
Dentre as classes de antifungicos destacam-se: a) inibidores da membrana
celular do fungo, i.é, os derivados poliénicos como a anfotericina B e os
derivados azélicos como o fluconazol, b) inibidores do DNA com a 5-flucitocina,
c) inibidores da sintese da parede celular como a caspofungina (RICHARDSON
et al., 1990).

Considerando-se, os azois de forma geral, inibidores da sintese de
ergosterol, um dos componentes da membrana fungica, registrou-se alta
lipofilicidade, além de vulnerabilidade metabdlica, resultando em baixa
biodisponibilidade oral, grande volume aparente de distribuicdo, concentragdes
sanguineas baixas e alta ligagao as proteinas plasmaticas. Em decorréncia
disso, as caracteristicas ideais requeridas para a nova molécula seriam a
eficacia pelas vias peroral e intravascular, a seguranga e atividade de amplo
espectro contra fungos, possibilitando sua utilizagdo em pacientes com alto
risco portadores de infecgdes fungicas sistémicas; além disso, para as infecgdes
de menor gravidade como candidiase vaginal e dermatomicoses com grande
desconforto aos pacientes, esses novo derivado também poderia ser utilizado
(RICHARDSON et al., 1990).

Desta forma, em 1985 sintetizou-se o fluconazol (2-(2,4-difluorofenil)-1,3-
bis (1H-1,2,4-triazol-1-il)-2-propanol), ilustrado na figura 4, que apresentou
excelente atividade antifungica em modelos animais, além de adequada
solubilidade em agua, permitindo sua administragcédo intravascular. Realizaram-
se 0s ensaios pré-clinicos para a nova molécula com sucesso e grande
perspectiva nos ensaios clinicos subsequentes (RICHARDSON et al., 1990).

Este antifungico triazdlico representa a segunda geragao de compostos
azolicos tem sido utilizado com sucesso, desde a sua introdugédo na terapéutica
a partir do registro obtido na década de 90, como agente preferencial no

combate a infecgdes fungicas sistémicas (MICROMEDEX, 2010).
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Adicionalmente ¢é utilizado com sucesso no tratamento das infec¢cbes das

mucosas causadas por Candida albicans, fungo patogénico encontrado em
pacientes imunossuprimidos de longa hospitalizagdo. O fluconazol também tem
se mostrado eficaz no tratamento de meningite criptocdcica e de outras

infecgcdes fungicas sistémicas (GOA et al., 1995).
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Figura 4 - Estrutura quimica do fluconazol (2-(2,4-difluorofenil)-1,3-bis (1H-1,2,4-
triazol-1-il)-2-propanol), C43H2F2N¢O, PM 306,3 D. (MICROMEDEX, 2010).

A acao fungistatica do fluconazol, derivado triazdlico é consequéncia da
inibicdo da enzima 14-a-desmetilase do sistema microssomal hepatico, e
bloqueio da biosintese do ergosterol, acarretando o acumulo de 14-a-
metilesterois e aumento da permeabilidade da membrana celular com a perda
de elementos essenciais ao fungo e dificuldade na captagdo de moléculas
precursoras. Adicionalmente, apresenta alta afinidade pelo CYP fungico e baixa
afinidade pelo CYP de mamiferos, além de serem inibidores mais especificos
qgue os derivados de azdéis (RICHARDSON et al., 1990; MICROMEDEX, 2010).

Em decorréncia do aumento dramatico da incidéncia e da prevaléncia de
infecgcbes fungicas superficial ou sistémica, pela utilizagdo de farmacos
imunossupressores em pacientes transplantados ou portadores de cancer, além
do aumento da incidéncia da doenca da imunodeficiéncia adquirida, Brammer et
al. (1990) realizaram ensaios clinicos com fluconazol em pacientes jovens e em
idosos com funcgéao renal preservada e disfungao renal dialitica. Adicionalmente,
esses autores investigaram a farmacocinética desse novo antifungico, pelo
estudo da transferéncia e penetragao desse agente nos tecidos infectados. Uma
vez que a anfotericina B associada a flucitocina nao deveriam ser utilizadas pela
ineficacia no tratamento de meningite fungica pela dificuldade de travessia da

barreira, os estudos de penetragcdo do fluconazol através da barreira
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hematoencefalica se mostraram de alta relevancia no tratamento da meningite

fungica (BRAMMER et al., 1990).

Finalmente, com relagdo ao seguimento de pacientes queimados em
tratamento da infecgdo fungica sistémica, a literatura é escassa uma vez que
esta previsto a farmacoterapia de baixa dosagem diaria nesses pacientes, e o
regime posologico inicial recomendado é de 200mg duas vezes ao dia.
Reportou-se anteriormente larga faixa de concentragcdo plasmatica para o
fluconazol no decurso do tempo em decorréncia da alta variabilidade da
farmacocinética desse agente nos pacientes queimados (RAYATT et al., 2000;
SANTOS et al., 2010).
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2.2 OBJETIVO

Realizar o monitoramento das concentracdes plasmaticas e estudo
farmacocinético do fluconazol em pacientes com infecgdo fungica apds

queimadura.
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2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 Local do Estudo

O estudo foi desenvolvido na Unidade de Terapia Intensiva, Divisdo de
Cirurgia Plastica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo, localizado no 8° Andar do Instituto Central, na
regiao noroeste da cidade de Sao Paulo, Brasil. A UTI de Queimados obedece a
um protocolo de uso de antimicrobianos instituido pela CCIH (Comissao de Controle

de Infecgao Hospitalar) e disposto no fluxograma 3.



Tratamento de Infecgdes

Grande Queimado
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CULTURA
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CULTURA DE NASOFARINGE
{pesquisa de Streptococcus do Grupo &)*
repetir cultura semanalmente

/

SEM SINAIS DE INFECCAO

cultura de swabs de ferida|

cultura (+)

colonizagdo

OBSERVAR*

AOQS CURATIVOS

N\

COM SINAIS DE INFECCAD

Celulite ou

Aprofundamento do grau da
queimadura ou

Febre ou hipotermia ou
Instabilidade hemodindmica ou
Leucopenia

Colher hemocultura e ver critérios para terap&utica empirica

R

Rediscutir
tratamento

Antimicrobiano de acordo
com antibiograma

* Pacientes com culturas de vigiléncia positivas para 5. pyogenes:

Iniciar penicilina G cristalina 200.000 - 300.000 unidades/kg divididas com intervalo de
4 horas por 4 dias. Manter o paciente em isclamento durante esse periodo.
Recomendamos adiar a enxertia até término do curso de penicilina.

Pacientes com infeccao por 5. pyogenes:

Primeira escolha: penicilina G cristalina 200.000 - 300.000 unidades/kg divididas com
intervalo de 4 horas por 10 a 14 dias. Manter o paciente em isolamento de contato
durante esse periodo. Recomendamos adiar a enxertia até término do curso de penicilina.
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Fluxograma 3 - Rotina de coleta de cultura e terapia antimicrobiana HCFMUSP para
pacientes grande queimados. Fonte: HCFMUSP, 2007-2008
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2.3.2 Consideragées Eticas

O protocolo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa do da FCF-
USP e do HCFMUSP (Anexos | e Il).

2.3.2.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi previamente aprovado
pelos Comités de Etica em Pesquisa das Instituicdes envolvidas no presente
estudo (Anexo Ill). Os pacientes que preencheram os critérios de inclusdo foram
incluidos no estudo. O termo de consentimento assinado pelo paciente/ou seu
representante legal, e pelo clinico responsavel foi arquivado, ficando sob a

guarda desse ultimo.

2.3.2.2 Critérios de Elegibilidade dos Pacientes

Foram incluidos todos os pacientes internados na unidade de queimados
do Hospital no periodo de maio a novembro de 2010 que preencheram os
critérios de inclusdo e exclusdo, perfazendo um total de 12 pacientes. Os
mesmos foram monitorados durante o tratamento realizado na UTI de
Queimados. O controle terapéutico foi efetuado em todos os pacientes
investigados e a modelagem farmacocinética foi aplicada para suporte ao ajuste

de dose.

2.3.2.3. Critérios de inclusao

1. Pacientes do sexo masculino ou feminino, adultos, idade superior a 18 anos.

2. Sinais e sintomas clinicos compativeis com infecgdo em queimados, que
tenham a necessidade de introdu¢ao de um ou mais antimicrobiano sistémico;
paciente apresentando no minimo dois dos seguintes sinais e sintomas:

e Febre (>38°C) ou hipotermia (temperatura axilar /central <35°C),

e Freqléncia cardiaca acima de 90bpm,

e Freqléncia respiratoria acima de 20 incursdes respiratorias por minuto,

e Condigao mental alterada,

e ileo adinamico ou com obstrugéo,

¢ Intolerancia a glicose,

e Contagem de leucdcitos periféricos totais elevada > 10.000 células/mm3,
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¢ Aumento parcial da espessura da lesao ou necrose total,

e Mudancga na coloragéo da lesdo para o vermelho escuro, marrom ou violaceo,

o Descoloracdo hemorragica de tecido subescara, degeneragdo de tecido de
granulagao ou formacgao de nova escara,

e Edema em pele ndo queimada a margem da ferida,

e Pigmento verde visivel em gordura subcutanea,

e Lesao nodular nevrética em pele ndo queimada,

e Separacgao rapida, nao esperada da escara,

e Lesbes vesiculares na cicatriz ou queimadura com cicatrizagdo parcial da
espessura, e finalmente,

e Suspeita de infecgao a critério do médico responsavel.

3. Obtencao do consentimento livre e esclarecido (TCLE). Caso o paciente ndo
possa fornecer o termo, um representante legal deve assinar o TCLE, modelo
anexado no Apéndice, de acordo com os requisitos da Instituicdo, e determinacao do

Comité de Etica em Pesquisa local.

2.3.2.4 Critérios de exclusao

1. Paciente gravemente neutropénico (contagem absoluta de neutréfilos <
500/mm3) no periodo de estudo devido a quimioterapia prévia ou planejada ou
ainda no paciente com HIV apresentando contagem de CD4 < 200 nos ultimos
seis meses,

2. Gravidas e nutrizes,
Hipersensibilidade conhecida ou intolerancia aos medicamentos em estudo ou

aos excipientes de sua formulagao.

2.3.3 CASUISTICA

O estudo realizado refere-se ao monitoramento terapéutico de 12 pacientes
queimados com infecgédo fungica sistémica que receberam infusdo intermitente de
fluconazol. Os pacientes foram alocados de acordo com a ordem (sequencial
crescente) de inclusdo no estudo. As caracteristicas individuais dos pacientes

investigados séo descritas no quadro 12.
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Quadro 12 - Caracteristicas dos pacientes investigados, dados individuais (n = 12).

N° i Sexo Idade Peso SCQ Agente Lesé’o_
Alocacéao (anos) (kg) (%) Inalatéria
#1 F 28 60 70 T -
#4 M 43 102 18 E -
#5 F 55 70 10 T -
#12 M 22 70 75 T -
#18 F 35 60 52,5 T +
#19 M 36 70 8 T -
#21 M 67 70 36 T -
#25 M 47 70 28 T +
#28 M 32 70 33,5 E -
#30 M 90 63,5 8,5 T -
#41 F 70 70 45 T +
#42 M 55 70 35 T +

Abreviagées: M: masculino; F: feminino; T: térmico; E: elétrico; SCQ: superficie corporal

queimada; lesao inalatoria (+) presenga, (-) auséncia

A funcao renal foi avaliada através da creatinina sérica (SCr: 0,6 e 1,4 mg/dL
valor de referéncia, faixa de normalidade); o clearance de creatinina (mL/min) foi
estimado a partir da creatinina sérica, equagao abaixo referida, utilizando o
nomograma de Cockcroft e Gault (COCKCROFT; GAULT, 1976) e calculado através
de programa Clearance calculator disponibilizado (MICROMEDEX, 2010).

Clearance creatinina = (140 — idade ) x Peso (kg)

No caso de mulheres, empregou-se a mesma equagao com fator de correcao
de 0,85 em fungdo de uma menor producdo de creatinina decorrente da massa
muscular reduzida.

Como estes pacientes permanecem hospitalizados por longo periodo, e
considerando-se a variabilidade na fungéo renal, a creatinina sérica e o clearance de
creatinina foram monitorados em cada coleta seriada de amostras de sangue

durante todo seguimento farmacoterapéutico relativo ao fluconazol.
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No caso especifico do paciente queimado, uma vez que ocorre aumento do

catabolismo e perda de massa muscular, a creatinina sérica, e o clearance de
creatinina, nao refletem a funcao renal do paciente; desta forma, a faléncia renal
deve ser considerada para o paciente queimado na vigéncia procedimento de
dialise.

2.3.4. PROTOCOLO CLiNICO

Investigaram-se os pacientes queimados portadores sepse que foram
admitidos na Unidade no periodo de estudo, que receberam doses iniciais de
fluconazol pela via intravenosa 100 a 400mg, uma vez ao dia, segundo o protocolo
recomendado pela CCIH do HCFMUSP, fluxogramas 1 e 2. Estas doses foram
ajustadas “em tempo real” de acordo com o resultado do monitoramento terapéutico
realizado através do decaimento das concentragdes plasmaticas e modelagem
farmacocinética.

Durante o seguimento farmacoterapéutico do paciente na UTI, a critério do
Clinico realizaram-se em cada periodo cerca de cinco coletas seriadas de sangue (2
mL, cada) através de cateter venoso para quantificacdo das concentragdes
plasmaticas de cada antimicrobiano no intervalo de dose. As amostras de sangue
foram coletadas em tubos de hemograma contendo EDTA sédico, estado de
equilibrio na fase de eliminagdo (cinco meias-vidas de tratamento). As amostras de
sangue identificadas com etiquetas com cddigo de barra (servigo, registro hospitalar,
convenio, leito e nome do paciente/data de nascimento); incluiram-se nessas
etiquetas as informacdes de data e horario da coleta realizada. As coletas foram
realizadas exclusivamente pela equipe clinica na UTI de Queimados. O volume de
sangue coletado na seringa foi transferido para tubos contendo EDTA sédico (BD,
Sao Paulo, SP, Brasil), seguido de homogeneizagao, trés vezes por inversao.
Durante as coletas as amostras foram mantidas em geladeira e ao término, os tubos
e a prescrigao informatizada foram encaminhados para a FCF USP para a realizagao
das etapas analitica e estatistica.

Procedeu-se a entrada e registro do material procedente da UTI no laboratorio
FCF USP. O sangue foi centrifugado a 2800g por 30 minutos, o plasma separado e
as amostras devidamente identificadas acondicionadas em estante contendo a
identificagcdo do paciente (nUmero de alocagao: #1, #4, #5, #12, #18, #19, #21, #25,
#28, #30, #41, #42) e mantidas em congelador (80°C negativos) até o ensaio.
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2.3.5. ETAPA ANALITICA

A quantificagdo do fluconazol nas amostras de plasma coletadas dos
pacientes utilizou o método bioanalitico de quantificagdo de Cromatografia Liquida

de Alta Eficiéncia (CLAE-UV), revalidado anteriormente, Capitulo 1.

2.3.5.1. Controle Terapéutico

A administracao de fluconazol através de infusdes multiplas gera o estado
de equilibrio também conhecido por platd. Apds cada administracdo da
medicagao, tem-se o pico de concentragdo plasmatica ao término da infusao
(concentracao plasmatica maxima) e a concentracado plasmatica minima atingida
(vale) que ocorre imediatamente antes da infusdo subsequente.

Por outro lado, a concentragcdo maxima atingida pela infusdao de
fluconazol é proporcional a dose administrada, enquanto que a concentracao
plasmatica minima é proporcional ao acumulo de doses no plato.

Desta forma, o controle terapéutico do fluconazol prevé que a
concentragdo minima do antifungico circulante deva ser superior a 11ug/mL,
considerada a concentracdo minima eficaz para o controle das infeccdes
sistémicas por Candida albicans. Assim, procede-se entdo a coleta uUnica de
sangue no momento imediatamente antes da dose subsequente para o
monitoramento do vale de concentragdo plasmatica do fluconazol e ajuste de
dose, quando necessario.

Entretanto, o ajuste de dose para o fluconazol mostrou-se insatisfatorio
com base no parametro concentracdo plasmatica de vale, necessitando do
suporte adicional fornecido pelo estudo farmacocinético. A modelagem
farmacocinética, a partir da coleta de amostras de sangue seriadas realizada em
momentos estratégicos, fornece ao Clinico dados referentes aos processos de
distribuicdo e eliminagcdo com embasamento para alteracdo da posologia

empirica para terapia dose ajustada.

2.3.5.2. Farmacocinética

Como a farmacocinética do fluconazol € linear na faixa de dose terapéutica
recomendada, aplicou-se o modelo aberto de um compartimento, a partir da
transformagéao logaritmica das concentragées plasmaticas (C) obtidas em funcéo do

tempo (T) apds administragdo intravenosa do farmaco em regime de doses
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multiplas. Utilizou- se o soffware PK Solutions v.2.0 Noncompartmental Analysis PK

Solutions 2.0 (Summit, USA) para a modelagem farmacocinética.

Estimaram-se as constantes farmacocinéticas dependentes (constante de
velocidade de eliminagdo e meia vida biolégica) e independentes (depuragao
plasmatica e volume aparente de distribuicdo) do modelo compartimental utilizado a
partir da area sob a curva integrada no intervalo de dose, conforme descrito no
quadro 13.

A distribuicido foi estimada a partir do volume aparente que expressa a
extensao da distribuicdo, uma vez que no modelo utilizado a velocidade do processo
alfa nao foi determinada. A meia-vida bioldgica estimada na fase terminal da curva
de decaimento € o tempo necessario para a redugdo da concentragdo plasmatica
em 50% na fase de eliminagéo. A constante da velocidade de eliminagao é definida
a partir da inclinagdo da reta de eliminagdo, e a equagao abaixo que permite
correlacionar esses dois parametros do processo de eliminagdo. Apos administragcao
intravascular de cada antimicrobiano investigado, a depuragdo plasmatica foi
estimada a partir da razdo entre a dose infundida e a area sobre a curva integrada
no intervalo de dose considerando-se as concentracdes plasmaticas obtidas no
estado de equilibrio. O volume aparente de distribuicdo foi estimado através da

razao entre a depuragao plasmatica e a constante de velocidade de eliminacgao.

Quadro 13 - Parametros farmacocinéticos apds infusdo multipla no estado de
equilibrio.

Descrigao do Representacao Equacao
Parametro (unidade)
Constante de infuséo Ko
(mg/hora) Dose/Tempo de infusédo
Constante de eliminagao Kel (LnC4-LnCo)/(T2-Ty)
(h™)
Meia-vida de beta t(1/2)p 0,693/ Kel
) (h)
Area sob a curva no ASC®St Trapezoides (integragéo ponto a
steady state (ug.h/mL) ponto do intervalo de dose)
Depuracéo plasmatica CLr Dose/ASC®St
(mL/min/kg)
Volume aparente de Vdss Dose/(Kel . ASCS%7)
distribuicdo no steady (L/kg)
state

Fonte: PK Solutions 2.0 Noncompartmental Pharmacokinetics Data Analysis, Summit, USA
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2.3.6. ETAPA ESTATISTICA

2.3.6.1 Modelagem Farmacocinética

A modelagem farmacocinética foi realizada através da aplicagéo do software
PK Solutions v.2.0 Noncompartmental Analysis PK Solutions 2.0 (Summit, USA) aos
pares de dados concentracdo versus tempo para estimativa dos parametros

cinéticos modelo dependentes e modelo independentes.

2.3.6.2 Tratamento Estatistico

O tratamento estatistico dos resultados obtidos ou estimados a partir de
aplicacéo de softwares foi realizado através da aplicacdo de softwares Microsoft
Excel 2007 (Microsoft Corporation, USA) e GraphPad Instat for Windows versao 3.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Na estatistica descritiva, os dados
foram expressos através das médias, desvio padrdo, faixa de variagdo 1C95%
(intervalo de confianga 95% delimitado pelos limites inferior e superior) bem como o
valor minimo e maximo obtidos para todos os pardmetros estudados na populagao
de pacientes. Os pardmetros farmacocinéticos do fluconazol foram expressos

através das medianas.
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2.4 RESULTADOS

Foram incluidos pacientes de ambos os sexos; as caracteristicas individuais
dos pacientes investigados sao descritos no quadro 12. Registrou-se incidéncia de
leséo inalatdria nos acidentes de origem térmica em 40% dos pacientes investigados
(4/10). A caracterizagao da populacao de pacientes queimados encontra-se descrita
na tabela 2 através de dados antropométricos (sexo, idade, peso) e a superficie

corporal queimada, agente da queimadura e presenca ou nao de lesdo inalatoria.

Tabela 2 - Caracterizagao da populagdo de pacientes queimados investigados

Parametro Sexo Idade Peso SCQ Agente Inl;fastic:ia
M/F (anos) (kg) (%) TIE +/-
Média 8/4 46,8 69,9 38,8 10/2 4/8
DP NAP 20,6 11,5 24,0 NAP NAP
Vmin NAP 22 60 8 NAP NAP
Vmax NAP 90 102 75 NAP NAP
LI IC 95% NAP 39,5 65,8 30,3 NAP NAP
LS IC 95% NAP 54,1 74,0 47,2 NAP NAP

Estatistica: GraphPad Prism 4 para estatistica descritiva.

Abreviaturas: NAP: Nao Aplicavel; M: masculino; F: feminino; SCQ: superficie corporal
queimada; T: térmico; E: elétrico; DP: desvio padrdo da média; LI 1C95%: limite inferior do
intervalo de confianga 95%; LS 1C95%: limite superior do intervalo de confianga 95%; Vmin:
valor minimo; Vmax: valor maximo; Lesao inalatéria: (+) presenga, (-) auséncia.

Em decorréncia da infec¢ao fungica na fase tardia de internagéo do paciente
queimado na UTI, realizou-se o seguimento farmacoterapéutico em 12 pacientes
recebendo fluconazol sistémico. Durante o periodo de realizacao do estudo realizou-
se o0 seguimento de 12 pacientes, no atendimento a cada solicitagdo de exame
efetuada pelo médico, totalizando 31 laudos emitidos para o fluconazol com
finalidade de monitoramento plasmatico e estudo farmacocinético. Em cada laudo de
resultado de exame registrou-se a concentragéo plasmatica de vale, bem como os
parametros farmacocinéticos obtidos para o paciente. Os valores de referéncia para
esses parametros foram incluidos para apoio ao Clinico na interpretagcdo dos
resultados apods coleta de amostras sanguineas do paciente em cada seguimento.

A alteracdo do regime posoldgico prescrito inicialmente para o fluconazol
(dose empirica de 400mg/dia, no regime de 200mg de 12/12hs) foi exigida em 58%
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das prescricoes, sendo 26% relativas a reducao da dose e 32% pelo aumento da

dose conforme indicado na figura 5.

42%
Manutengéo 400mg/dia
dadose .
empirica L1800mg/dia
E600mg/dia
®200mg/dia

Figura 5 - Alteracdo do regime de dose empirica de Fluconazol (400mg ao dia, sendo
200mg duas vezes ao dia) no total de 31 seguimentos realizados em 12 pacientes.

A terapia dose ajustada foi requerida para o controle da infecgédo fungica nos
queimados pelo aumento da dose diaria do fluconazol para 600mg/dia (200mg
8/8hs) e para 800mg/dia (200mg 6/6hs), respectivamente em 10% e 22% dos
seguimentos realizados. Entretanto, a dose diaria foi reduzida para 200mg, 1x ao dia
nos casos de insuficiéncia renal dialitica em 26% dos seguimentos realizados. O
seguimento dos 12 pacientes que receberam o agente antifungico € referido na
tabela 3. Adicionalmente durante o seguimento, sete pacientes apresentaram fungao
renal normal, e outros cinco pacientes iniciaram o tratamento com o antifungico ja
vigéncia de disfuncdo renal dialitica. Dentre os pacientes com fungédo renal
preservada, apenas o paciente #18 evoluiu para insuficiéncia renal dialitica. A
estatistica descritiva relativa ao regime de dose e monitoramento da concentragao
plasmatica de vale para o fluconazol na populagdo de pacientes portadores de

infec¢ao fungica encontra-se na tabela 3.
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Tabela 3 - Regime de dose e Controle Terapéutico de Fluconazol nos Pacientes

~ . Dose Dose
Alocaggo m(I:_Il_n(i:n Dors% dia normalizqda fracionada horras p\éilr?L
mg/kg/dia mg

#1 18,6 400 6,7 200 12/12 6,4

- 400 6,7 200 12/12 20,6

- 400 6,7 200 12/12 21,3

- 400 6,7 200 12/12 12,2

16,8 400 6,7 200 12/12 13,8

#4 40,8 400 3,9 200 12/12 0,5

30,6 800 7,8 200 6/6 12,0

20,4 800 7,8 200 6/6 24,0

#5 63,0 400 5,7 200 12/12 0,5

35,0 400 57 200 12/12 15,0

#12 21,0 800 11,4 400 12/12 10,2

28,0 800 11,4 400 12/12 4.5

21,0 800 11,4 400 12/12 17,0

#18 30,0 400 6,7 200 12/12 8,0

36,0 600 10,0 200 8/8 9,1

6,0 600 10,0 200 8/8 50,0

#19 21,0 400 5,7 200 12/12 59

14,0 600 8,6 200 8/8 20,0

#21 7,0 400 57 200 12/12 24,0

7,0 200 29 200 24/24 13,9

7,0 200 29 200 24/24 8,2

21,0 200 2,9 200 24/24 4.5

#25 14,0 400 5,7 200 12/12 0,5

#28 - 800 11,4 400 12/12 19,1

14,0 800 11,4 400 12/12 245

#30 6,4 200 3,1 200 24/24 6,5

- 400 6,3 200 12/12 24,3

6,4 200 3,1 200 24/24 11,5

#41 - 200 2,9 200 24/24 10,5

#42 180,0 200 29 200 24/24 ND

8,4 200 29 200 24/24 4.0

Média 26,93 458,1 6,57 232,3 NAP 13,0

DP 34,62 220,3 2,98 74,8 NAP 10,3

LI IC 95% 14,73 380,5 5,52 205,9 NAP 9,4

LS IC 95% 39,12 535,6 7,62 258,6 NAP 16,6
CV% 128,55 48,09 45,31 32,20 NAP 79,36

Estatistica: GraphPad Prism 4 para estatistica descritiva, n= 12 pacientes em 31 seguimentos.

Abreviaturas: NAP: Nao Aplicavel; CLcr: Clearance da creatinina sérica; t: intervalo entre doses; ND:
concentragdo nao detectada; DP: desvio padrdao da média; LI IC95%: limite inferior do intervalo de
confianga 95%; LS 1C95%: limite superior do intervalo de confianga 95%; CV%: coeficiente de

variagao.

Desta forma, para fins de distribuigdo dos pacientes em grupos para

tratamento estatistico, considerou-se a fungao renal dos pacientes com base na

presenca ou nao de disfungdo renal dialitica. A estatistica descritiva relativa a
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farmacocinética do fluconazol nas populacdes de pacientes com funcao renal normal

e com insuficiéncia renal dialitica encontra-se nas tabelas 4, 5,6 e 7.

Conforme indicado na tabela 4, a meia vida bioldgica obtida frente aos
valores de referéncia se mostrou reduzida nos dois grupos de pacientes queimados.
A variabilidade do parametro foi alta, sendo de 63,5% nos seguimentos de pacientes
com fungédo renal preservada e superior (80,5%) nos seguimentos de pacientes com

funcéo renal dialitica.

Tabela 4 - Meia vida biologica do fluconazol, n= 31 seguimentos

Valor de referéncia: 27 a 37 horas
Fonte: Micromedex, 2010

Parametro FRN Dialise
(n=17) (n=14)
Mediana 8,1 8,3
Média/DP 9,1+/-5,8 10,6+/-8,6
Vmin 1,5 0,7
Vmax 21,1 25
LI IC 95% 6,3 6,1
LS IC 95% 11,8 15,1
CV% 63,5 80,5

Estatistica: GraphPad Instat 3.0 e GraphPad Prism 4 para estatistica descritiva. Abreviaturas: FRN:
funcéo renal normal; DP: desvio padrdo da média; LI IC95%: limite inferior do intervalo de confianga
95%; LS 1C95%: limite superior do intervalo de confianga 95%; Vmin: valor minimo; Vmax: valor
maximo; CV%: coeficiente de variagado; CV%: coeficiente de variagao.

Conforme referido na tabela 5, a depuragédo plasmatica obtida se mostrou
dentro dos valores de referéncia para os dois grupos de pacientes queimados. A
variabilidade do parametro foi alta, sendo de 50,3% nos seguimentos de pacientes
com funcéo renal preservada e nos seguimentos de pacientes com fungéo renal

dialitica a variabilidade se mostrou muito elevada (144,7%).
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Tabela 5 - Depuracdo plasmatica em 31 seguimentos
Valor de referéncia: 0,27 a 0,63 mL/min.kg
Fonte: Micromedex, 2010

Parametro FRN Dialise

(n=17) (n=14)
Mediana 0,3 0,3
Média 0,3 0,6
DP 0,1 0,8
Vmin 0,1 0,1
Vmax 0,6 2,6
LI IC 95% 0,2 0,1
LS IC 95% 0,3 1,0

CV% 50,6 1447

Estatistica: GraphPad Prism 4 para estatistica descritiva. Abreviaturas: FR: fungédo renal; DP:
desvio padrdo da média; LI IC95%: limite inferior do intervalo de confianga 95%; LS 1C95%: limite
superior do intervalo de confianga 95%; Vmin: valor minimo; Vmax: valor maximo; CV%: coeficiente
de variagao.

Conforme referido na tabela 6, o volume aparente de distribuicdo obtido
frente aos valores de referéncia se mostrou muito reduzido nos dois grupos de
pacientes queimados. A variabilidade do parametro foi alta, sendo de 103,7% nos

pacientes com fung¢ao renal preservada e de 77,5% na funcgédo renal dialitica.

Tabela 6 - Volume aparente de distribuicdo em 31 seguimentos
Valor de referéncia: 0,56 a 0,82 L/kg
Fonte: Micromedex, 2010

Parimetro FRN Dialise
(n=17) (n=14)
Mediana 0,13 0,15
Média 0,23 0,23
DP 0,24 0,18
Vmin 0,02 0,05
Vmax 0,76 0,45
LI IC 95% 0,12 0,14
LS IC 95% 0,35 0,32
CV% 103,7 77,5

Estatistica: GraphPad Prism 4 para estatistica descritiva. Abreviaturas: FR: funcao renal; DP:
desvio padrdo da média; LI IC95%: limite inferior do intervalo de confianga 95%; LS 1C95%: limite
superior do intervalo de confianga 95%; Vmin: valor minimo; Vmax: valor maximo; CV%: coeficiente
de variagao
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Considera-se, portanto que ocorram profundas alteracbes na

farmacocinética do fluconazol em pacientes queimados independentemente da
funcao renal preservada ou ndo, em decorréncia da reducido do volume aparente de
distribuicdo e da meia-vida biolégica na mesma proporgédo, ou seja a extensdo da
distribuicdo do fluconazol se mostra reduzida e por consequéncia a permanéncia
média do farmaco nestes pacientes esta diminuida, justificando desta forma a perda
da medicagao administrada e as concentracbes de vale ineficazes mesmo para as
cepas sensiveis de Candida albicans. Desta forma, a terapia dose ajustada vem
contribuir e justificar o tratamento.

Além disso, evidenciou-se alta variabilidade nos parametros cinéticos tanto
nos seguimentos de pacientes com fungao renal preservada quanto na disfungao
renal dialitica sugerindo imprevisibilidade da farmacocinética.

Comparou-se a farmacocinética do antifungico em 31 seguimentos
realizados para os pacientes distribuidos em dois grupos com base na fungao renal

preservada versus insuficiéncia renal dialitica, tabela 7.

Tabela 7 — Farmacocinética do fluconazol em pacientes queimados

Parametro Unidade (:51'!,) I(Dr:il;i‘; ¢]
tar2yp (hora) 8,1 8,3 0,7554
CLy (mL/min.kg) 0,3 0,3 0,9771

vd (L/kg) 0,13 0,15 0,7985

Estatistica: Teste de Mann Whitney ndo paramétrico, dados nao pareados,medianas, n=31
Abreviaturas: FRN: funcéo renal normal; P: probabilidade, nivel de significancia p<0,05; t(,; meia
vida bioldgica; CLr:depuragéo plasmatica; Vd: volume aparente de distribuicdo

A comparagao entre seguimentos de pacientes com fungao renal preservada
versus insuficiéncia renal dialitica, ndo evidenciou diferenga significativa entre
grupos, apesar da alteragcdo evidente na farmacocinética do fluconazol nos
pacientes grandes queimados.

Evidenciou-se alta variabilidade na farmacocinética do agente antifungico
considerando-se os 31 seguimentos realizados nos pacientes queimados,
independentemente da fungao renal preservada (n=17) ou nédo (n=14), fato que
indicou a necessidade da terapia dose ajustada. A concentragao foi garantida pelo
aumento da dose diaria em 32% dos seguimentos. Adicionalmente, nos seguimentos

de pacientes queimados com fungéo renal reduzida (26%) realizou-se a redugéo da
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dose diaria de 400mg para 200mg 1x ao dia conforme referido anteriormente, tabela

3.
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2.5 DISCUSSAO

As infecgdes hospitalares constituem atualmente, um grave problema de
saude publica mundial. Reporta-se hoje o surgimento de cepas resistentes aos
varios agentes infecciosos, reduzindo-se a cada dia o arsenal terapéutico
disponivel para o tratamento das infecgdes fungicas em pacientes queimados da
Unidade de Terapia Intensiva. Uma vez que a prescricdo dos agentes anti-
infecciosos visa garantir a eficacia terapéutica, considera-se critica a decisao a ser
tomada pelo médico intensivista, no sentido de manter ou ndo o regime posologico
de determinado agente requerido no controle da infecgdo. Por outro lado, os
resultados de vale referentes as concentragbes plasmaticas atingidas pelo
antifungico imediatamente antes da dose subsequente, ndo tem se mostrado indice
como se acreditava anteriormente. Assim, torna-se pouco efetivo o
acompanhamento laboratorial realizado através do controle terapéutico apenas
pela coleta e determinagao da concentragéo plasmatica de vale.

A literatura é escassa relativamente ao monitoramento plasmatico e ajuste
de dose do fluconazol em pacientes queimados (BOUCHER et al., 1998; RAYATT
et al., 2000; SANTOS et al., 2010). Recomenda-se que a concentragao plasmatica
minima efetiva seja na ordem de 4ug/mL para a profilaxia antifungica, na
farmacoterapia da candidiase apos dose diaria de 100mg diarios, entretanto o
tratamento das infecgbes sistémicas exige doses superiores que vao depender da
funcdo renal do paciente. Recomendam-se doses de 400mg ao dia para pacientes
com funcdo renal preservada, enquanto que a dose deve ser reduzida na
insuficiéncia renal moderada e na disfuncao renal dialitica

Apesar de o fluconazol apresentar farmacocinética linear na faixa de dose
recomendada 100-1600mg/dia, as concentragdes plasmaticas desse agente no
decurso do tempo e o acumulo de doses multiplas previsto na terapia crénica
dependem também do tempo de infusdo. No presente estudo o monitoramento
plasmatico do fluconazol foi aplicado em pacientes grandes queimados (SCQ 30,1
a 47,2%) internados na Unidade de Terapia Intensiva. Esses pacientes receberam
a dose empirica inicial no regime de 200mg a cada 12 horas, totalizando 400mg

diarios para o tratamento da infeccdo fungica sistémica. Em alguns periodos a



69
dose foi ajustada para 800mg por dia com base em monitoramento de vale. Por

outro lado a dose foi reduzida para 200 mg diarios nos pacientes com disfungao
renal moderada e insuficiéncia renal dialitica. Por outro lado, Boucher et al. (1998)
reportaram que a farmacocinética do fluconazol nao esta alterada em pacientes
qgueimados, enquanto Ryatt et al. (2000) bem como mais recentemente Santos et
al. (2010) reportaram alteragdes nas concentragcdes plasmaticas do fluconazol em
gueimados como consequéncia de profundas alteragées na farmacocinética desse
agente.

Com relagéo as concentracées de vale para o fluconazol e os parametros
farmacocinéticos obtidos pela realizagao do presente estudo, esses dados estdo de
acordo com os reportados anteriormente para outros agentes antimicrobianos em
queimados (GARRELTS; PETERIE, 1988; WEINBRER, 1999; BLANCHET,
2008).

Alta variabilidade inter-individuos registrada nos parametros a partir da
investigagcado da farmacocinética pode ser em parte justificada pelo grande numero
de fatores dependentes do paciente queimado individual: superficie corpérea
queimada (SCQ%), alteragbes orgénicas, peso, idade, fungédo renal e estado de
doenca prévia associada. Por outro lado, destaca-se ainda que os pacientes
queimados evidenciem alta variabilidade intra-individual da farmacocinética de
outros agentes terapéuticos utilizados no controle das infecgdes sistémicas no
decurso da internagdo na Unidade de Terapia Intensiva (UTI), que dependeu da
evolugdo do paciente na UTI, como por exemplo, da necessidade de drogas
vasoativas, da integridade da fungdo renal, do numero de cirurgias realizadas
(limpeza, desbridamento e enxerto), da cicatrizagcdo da ferida, de infecgdes
bacterianas e fungicas (GARRELTS; PETERIE, 1988; WEINBRER, 1999;
BLANCHET, 2008).

No presente estudo, durante o periodo de internagédo e evolugao clinica do
queimado ocorreram alteragdes extensas demonstradas pela imprevisibilidade na
farmacocinética do fluconazol e a alta variabilidade das concentragdes plasmaticas
de vale nos 31 seguimentos de 12 pacientes investigados. Desta forma, reforga-se
ainda mais a necessidade do ajuste de dose para a garantia das concentragdes
plasmaticas ideais para o controle da infecgdo fungica, uma vez que a dose

recomendada é adequada em determinado momento da internagao tornando-se
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inadequada em outro (GARRELTS; PETERIE, 1988; WEINBRER, 1999;

BLANCHET, 2008)

Evidenciou-se ainda profunda alteragdo na farmacocinética do fluconazol nos
pacientes queimados, independentemente da funcdo renal preservada ou na
disfuncao renal dialitica, fato que indicou a necessidade da terapia dose ajustada e o
monitoramento cuidadoso do paciente internado durante o seguimento
farmacoterapéutico. O aumento da dose diaria foi realizado em 32% dos
seguimentos dos pacientes com fungdo renal preservada, enquanto que a redugao
da dose diaria de 400mg para 200mg 1x ao dia foi requerida em todos os
seguimentos de pacientes queimados com fung¢ao renal reduzida.

A terapia antifungica assistida nos pacientes queimados de prolongada
internagdo e imunocomprometidos tém mostrado melhora clinica e evolugéo
favoravel do paciente pela substituicio da terapia empirica inicial pela
farmacoterapia dose ajustada baseada no monitoramento plasmatico e estudo
farmacocinético.

Finalmente, acredita-se que em médio prazo, outras ferramentas de estudo
estardo disponiveis para o médico intensivista com relagdo ao ajuste de dose, de
forma a possibilitar o estabelecimento de correlacao in vivo-in vitro obtido através
do monitoramento plasmatico do fluconazol e determinacdo da concentracao
inibitéria minima do fungo, fornecida pelo Laboratorio de Microbiologia a partir do

isolamento da cepa.
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2.6 CONCLUSOES

A farmacocinética do fluconazol se mostrou alterada em pacientes
queimados, registrando-se alta variabilidade nos diversos seguimentos realizados
durante o tratamento da infecgdo fugica. N&o se evidenciou diferenga significativa
nos parametros pela comparagao dos pacientes em seguimento com disfungao renal
dialitica e fungéo renal preservada.

Entretanto, com base no monitoramento plasmatico e estudo farmacocinético
realizado para o fluconazol no presente estudo justifica-se a terapia dose ajustada
instituida pelo médico com aumento da dose diaria de 400mg (dose inicial
recomendada) para 600mg ou até 800mg nos seguimentos dos pacientes com
funcdo renal preservada, ou redugao da dose didria inicial para 200mg 1x ao dia
nos seguimentos de pacientes queimados com fungao renal reduzida.

A terapia antifungica nos pacientes queimados de prolongada internagcédo e
imunocomprometidos tém mostrado melhora clinica e evolugdo favoravel do
paciente pela substituicido da terapia empirica inicial pela farmacoterapia dose

ajustada baseada no monitoramento plasmatico e estudo farmacocinético.
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CONCLUSOES GERAIS

O método bioanalitico revalidado em CLAE-UV evidenciou para o fluconazol
boa linearidade, seletividade e sensibilidade, além de boa estabilidade de curta
duracéo, precisado e exatiddao, mostrando-se, portanto adequado para a quantificagcao
do analito em amostras de plasma com finalidade de monitoramento terapéutico e
estudo farmacocinético deste agente em pacientes queimados.

A farmacocinética do fluconazol se mostrou alterada em pacientes queimados,
registrando-se alta variabilidade nos diversos seguimentos realizados durante o
tratamento da infecgdo fungica. Ressalta-se que n&o se evidenciou diferenca
significativa entre os pacientes em seguimento com disfungéo renal dialitica e fungao
renal preservada relativamente aos parametros meia vida bioldgica, depuracgao
plasmatica e volume aparente de distribuicdo. Finalmente, a terapia antifungica nos
pacientes queimados imunocomprometidos de prolongada internacdo na UTI
evidenciou evolugao favoravel do paciente pela substituicdo da terapia empirica
inicial pela farmacoterapia dose ajustada baseada no monitoramento plasmatico e

estudo farmacocinético.
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