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RESUMO

MATSUNO, V.K. Abordagem PK/PD para avaliar a efetividade do fluconazol nas infecgdes
fungicas causadas por Candida spp. em pacientes queimados de UTI. 2021. 85 p. Dissertagdo
para obtencéo do Titulo de Mestre. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o
Paulo, Sdo Paulo, 2021.

Introducdo: Pacientes queimados sdo mais suscetiveis a colonizacdo e infec¢do fungica, e estdo
sujeitos a altera¢gBes farmacocinéticas principalmente associadas ao estado inflamatério secundario a
queimadura ou sepse. O género Candida representa 80% das infec¢des fungicas hospitalares, sendo
ainda mais prevalente em unidades de terapia intensiva, chegando a cerca de 2,5 casos/1000
admissdes e associado a mais de 50% de mortalidade. O fluconazol apresenta acéo
fundamentalmente fungistatica com efeito pds-antifingico prolongado, além de acéo fungicida dose-
dependente. Poucos estudos avaliaram a relagdo farmacocinética-farmacodinamica do fluconazol,
ainda menos quando considerado pacientes queimados e espécies com sensibilidade dose-
dependente como a C.glabrata (CIM 16-32 mg/L). Objetivo: Realizar o monitoramento sérico do
fluconazol, investigar as possiveis alteragbes na farmacocinética e avaliar a cobertura da terapia
antifingica através da abordagem PK/PD nos pacientes criticos grandes queimados, visando a
individualizac@o e otimizagdo do tratamento antifungico, de forma a alcancar a cura clinica e
microbiolégica. Metodologia: Foram incluidos oito paciente (4F/4M) com queimadura térmica (5/8) ou
trauma elétrico (3/8), leséo inalatdria (7/8), necessidade de ventilagdo mecanica (7/8), SAPS-3 61, 35
anos, 70kg e 46% de superficie corpérea total queimada (medianas). Foi iniciado fluconazol no
regime de 200mg EV gl12h, sendo ajustado ao longo do seguimento conforme abordagem PK/PD. Os
niveis séricos foram obtidos por CLAE-UV apds coleta de amostra sanguinea ao final da infusdo de
1h (12 hora), duas horas apds (3% hora) e antes da proxima dose (122 hora). Os dados
farmacocinéticos foram comparados aos dados reportados em voluntarios saudaveis. A abordagem
PK/PD foi realizada com base na area sob a curva de concentracio-tempo de 24h (ASC*,.,4) € 0
indice de predicdo de efetividade melhor descrito em literatura (ASC®%; ,4/CIM>25). Resultados: Os
pacientes queimados apresentaram todos os parametros farmacocinéticos alterados. Foi observado
um volume de distribuicdo de 3-7 vezes reduzido (6,35-16,33 L vs. 37,65-59,75 L) uma meia-vida
reduzida em cerca de 2-3 vezes (8,66-12,90 h vs. 18,23-36,77 h), e o clearance corporal total
levemente reduzido (0,54-0,86 L/h vs. 0,88-1,48 L/h), mas com diferenca estatisticamente significante
em relacdo ao valor de referéncia. A meia-vida e o clearance corporal total se correlacionaram
diretamente com o volume de distribuicdo (r Pearson 0,9434 e 0,8364, respectivamente, p<0,001). Foi
necessario o aumento da dose para 400mg EV q12h (11,4 mg/kg/dia) para a cobertura empirica para
Candida spp. com CIM 32 mg/L. Concluséo: A farmacocinética do fluconazol esta profundamente
alterada nos grandes queimados, especialmente em relacdo ao volume de distribuicdo. Doses
maiores que as usuais sdo necessdrias para garantir a cobertura antifingica, principalmente para
Candida spp. com sensibilidade dose-dependente (CIM até 32 mg/L). Portanto, o0 monitoramento
sérico do fluconazol individual e a abordagem PK/PD podem auxiliar na otimizacdo da terapia
antifingica em tempo real.

Palavras-chave: fluconazol; abordagem PK/PD; Candida glabrata; grandes queimados; terapia
intensiva.






ABSTRACT

MATSUNO, V.K. PK/PD approach to evaluate fluconazole effectiveness against infection
caused by Candida spp. in ICU burned patients. 2021. 85 p. Dissertation (Master's degree).
Faculty of Pharmaceutical Sciences of Sao Paulo University, Sao Paulo, 2021.

Background: Burned patients are an easy target for fungal colonization and infection due to skin
barrier disruption and immunocompromised state associated with burn lesions. Candida genus
represents about 80% of nosocomial fungal infections and it is estimated around 2.5 cases per 1000
admissions in critical care units, being associated with more than 50% mortality. Fluconazole has
fungistatic activity with prolonged post-antifungal effect and dose-dependent fungicidal activity. Few
fluconazole pharmacokinetics-pharmacodynamics studies are available, and even fewer considering
burned patients and Candida species with dose-dependent susceptibility as C. glabrata (MIC 16-32
mg/L). Objectives: Monitoring fluconazole serum concentration, investigating possible
pharmacokinetic changes and evaluating antifungal therapy coverage for dose-dependent Candida
species applying PK/PD approach in critically ill burned patients. Methodology: Were enrolled eight
patients (4F/4M), by thermal (5/8) or electric burn (3/8), inhalation lesion (7/8), requiring mechanical
ventilation (7/8), SAPS-3 61, 35 years, 70kg e 46% total body surface area burned (median).
Fluconazole was initiated with 200mg gq12h and was adjusted accordingly to PK/PD approach. Blood
samples were collected at the end of the one-hour-infusion (first hour), two hours after the end of the
infusion (third hour) and one hour before the next dose (12th hour). Serum concentrations were
obtained by HPLC-UV. Pharmacokinetic parameters were calculated and compared to reference
reported in healthy subjects. An effectiveness predictive index of AUC=,../MIC>25 was considered.
Results: All pharmacokinetic parameters were reduced. Distribution volume was about 3-7 times
lower (6.35-16.33 L vs. 37.65-59.75 L), biological half-life was 2-3 times shorter (8.66-12.90 h vs.
18.23-36.77 h) and total body clearance was slightly altered (0.54-0.86 L/h vs. 0.88-1.48 L/h) but
statistically significant, comparing to healthy subjects. Both half-life and clearance were correlated to
distribution volume (r Pearson 0.9434 and 0.8364, respectively, p<0.001). An increase in fluconazole
daily dose to 400mg q12h (11,4 mg/kg/day) was necessary for Candida spp. with MIC 32 mg/L empiric
coverage. Conclusion: Burned patients pharmacokinetics are notably altered, especially fluconazole
distribution volume. Higher than usual dose is necessary to reach PK/PD index and guarantee
empirical antifungal coverage to dose-dependent Candida species (up to MIC 32 mg/L). Therefore
fluconazole serum concentration monitoring and PK/PD approach can help optimize antifungal therapy
in a real time basis.

Key words: fluconazole; PK/PD approach; Candida glabrata; burned patients; ICU.
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1. INTRODUCAO

1.1. QUEIMADURA

As gueimaduras sdo lesbes primérias de pele ou de 6rgdos causadas por
calor, radiacdo, radioatividade, eletricidade, friccdo ou produtos quimicos.
Apresentam grande impacto econdmico devido ao tempo de internacdo prolongado
e a alta taxa de mortalidade e sequelas. Estima-se uma incidéncia de Obito de
180.000 casos por ano, sendo mais prevalente nos paises e regides
subdesenvolvidas. E tem como principal fator de risco associado, o0 nivel
socioeconémico da populacdo (SMOLLE et al., 2017; WHO, 2018). No Brasil,
estima-se uma incidéncia anual de um milhdo de queimaduras e 2.500 ébitos

causados direta ou indiretamente por queimaduras (BRASIL, 2017).

A mortalidade nos queimados estd associada principalmente a extensao da
queimadura e a presenca de lesdo inalatéria, que € causada principalmente pelo
efeito direto do calor ou produto toxico, podendo levar ao edema e obstrucdo das
vias aéreas, a deterioracdo do sistema de transporte mucociliar e a disfuncédo na
troca de gases, com consequente impacto na oxigenacao sistémica (BHANSALI et
al.,2017; BHARWANA et al., 2016; BITTNER et al., 2015).

Queimaduras extensas com superficie corporea total queimada (SCTQ) acima
de 15% resultam em resposta inflamatéria intensa, levando a alteragbes
farmacocinéticas importantes, que ocorrem basicamente em duas fases. A fase de
choque se instala dentro das primeiras 48 horas devido a perda de fluido
intravascular pelo tecido queimado e ao edema nos tecidos ndo-queimados, além do
aumento da resisténcia vascular sistémica decorrente da hemoconcentracdo e
liberacdo de catecolaminas, podendo evoluir para a hipoperfusdo sistémica e
choque. O extravasamento de fluido para o terceiro espaco pode levar a
hipoalbuminemia, alterando a distribuicdo de farmacos com alta taxa de ligacdo as
proteinas plasmaticas. E a hipoperfusdo leva a reducdo da taxa de filtracdo
glomerular renal, reduzindo a eliminacao renal de farmacos e metabolitos (BITTNER
et al., 2015; BLANCHET et al., 2008).
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Ja a fase hipermetabdlica ocorre entre 48 e 72 horas da queimadura e é
caracterizada principalmente pelo aumento do consumo de oxigénio e catabolismo
proteico. Além disso, ha alteracdo na producdo de proteinas pelo figado,
aumentando a producéo de proteinas de fase aguda, como a aj-glicoproteina acida
(ligante de farmacos de natureza basica) e reduzindo a producdo de proteinas
constitutivas, como a albumina (ligante de farmacos de natureza acida). Dessa
forma, podendo alterar a fracdo livre dos farmacos circulantes (BITTNER et al.,
2015; BLANCHET et al., 2008).

1.2. INFECCAO FUNGICA INVASIVA

Os pacientes grandes gqueimados apresentam risco aumentado de
desenvolverem infec¢des fungicas invasivas devido a quebra da integridade da pele
e a imunossupressao induzida pelo processo inflamatério ativado pela queimadura
(BHARWANA et al., 2016; NORBURY et al., 2016; WALRAVEN et al., 2011).

As infeccBes fungicas invasivas geralmente sao de dificil diagndstico e estao
relacionadas a uma alta mortalidade, podendo chegar a indices superiores a 50%.
Dentre elas, a infeccdo pelo género Candida spp. é a principal causa de
morbimortalidade em humanos, sendo a candidemia uma das quatro infec¢des de
corrente sanguinea mais comuns no ambiente de terapia intensiva (COLOMBO et al.,
2006; COLOMBO et al., 2013; PAPPAS et al., 2016).

No Brasil a espécie mais comum é a Candida albicans, seguido pelas
espécies nao-albicans como C. tropicalis e C. parapsilosis, que normalmente
apresentam baixa taxa de resisténcia aos antifungicos triazolicos. Ja as espécies de
sensibilidade dose-dependente como a C. glabrata ou resistente como a C. krusei
aparecem em menor frequéncia, em torno de 5% e 1%, respectivamente
(COLOMBO et al., 2006; COLOMBO et al., 2013).

Um dos representantes da classe dos antifingicos triazdlicos € o fluconazol,
gue, apesar da recomendacado de se iniciar a terapia antifUngica empirica com uma
equinocandina para pacientes criticos, com base na epidemiologia e na taxa de

resisténcia local, ainda pode ser utilizado no tratamento sistémico como primeira
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escolha, principalmente nos pacientes estaveis e com microorganismos com
sensibilidade a fluconazol (COLOMBO et al., 2013; PAPPAS et al., 2016).

1.3. FLUCONAZOL

O fluconazol, ou 2-(2,4-difluorofenil)-1,3-bis(1,2,4-triazol-1-il)propan-2-ol, foi o
primeiro farmaco antifingico triazdlico sintético, desenvolvido através do
planejamento de farmacos a partir da estrutura dos derivados imidazdlicos e
utilizando modelos animais de infec¢cdo. Seu planejamento se iniciou em 1978 e teve
como objetivo garantir maior estabilidade metabdlica e maior hidrossolubilidade a
molécula. Suas caracteristicas fisico-quimicas (dispostas no quadro 1) possibilitaram
o desenvolvimento de formulacbes orais e intravenosas, revolucionando o

tratamento de infecgfes fungicas sistémicas (RICHARDSON et al., 1990).

Quadro 1 — Caracteristicas fisico-quimicas do fluconazol

Nome IUPAC: 2-(2,4-difluorofenil)-1,3-bis(1,2,4-triazol-1-il)propan-2-ol

Férmula molecular: C13H,,F2NgO

Peso molecular: 306,27g/mol

Coeficiente de ionizacéo (pKa): 1,76

Coeficiente de particdo octanol/agua (logP): 0,4-0,5

Estrutura quimica bidimensional Estrutura quimica tridimensional

N
©
HO

N N\
F \__\__N>

F

Fonte: PubChem-NCBI-NIH (USA). Acessado em 21/05/2021. Disponivel em:
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/3365#section=Drug-Indication
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Foi aprovado pela primeira vez nos EUA em 1990 com o nome comercial de
DIFLUCAN® (Pfizer). No Brasil, 0 medicamento de referéncia € comercializado pela
Wyeth sob o nome comercial de ZOLTEC® e licenciado para o tratamento de
criptococose e candidiase e para a prevencao de infeccdes fungicas em pacientes
com doengas oncolégicas (RICHARDSON et al., 1990; ZOLTEC, 2019).

Sua ac¢do antifiungica se da pela inibicdo seletiva da enzima do citocromo
P450, lanosterol 14-alfa-desmetilase, interferindo na biossintese do ergosterol,
componente essencial da parede celular fungica. Apresenta primariamente acdo
fungistatica, mas possui acdo fungicida dose-dependente, com um efeito pods-
antifangico prolongado (ANDES et al., 1999; LOUIE et al., 1998; ZOLTEC, 2019).

Possui espectro apenas para fungos leveduriformes, como Candida spp
susceptivel (CIM 0,25-2 mg/L), Candida spp. dose-dependente (CIM 8-32 mg/L) e
Cryptococcus neoformans (CIM 4-8 mg/L) (EUCAST, 2020; PFALLER et al., 2006;
ZOLTEC, 2019).

Apresenta biodisponibilidade oral acima de 90% e ampla distribuicdo
sistémica, se concentrando principalmente na pele e na urina, mas também com boa
penetracdo no liquido cefalorraquidiano. O volume aparente de distribuicdo (Vd) se
aproxima do volume total de 4gua corpérea (0,70 + 0,06 L/kg). Possui baixa ligacao
a proteinas plasmaticas (11-12%) e parece nao sofrer metabolismo significativo,
uma vez que nao sao descritos metabdlitos circulantes. Sua eliminacdo é
principalmente renal, pela qual cerca de 80% ¢é excretado na forma inalterada. E
apresenta meia-vida biologica de aproximadamente 30 horas apdés a administracao
via oral e um clearance corporal total (CLt) de 0,4 + 0,04 ml/min/kg (DEBRUILLE et
al., 1993; HUMPREY et al., 1985, ZOLTEC, 2019).

1.4. ABORDAGEM FARMACOCINETICA-FARMACODINAMICA

As definicdes de sepse e choque séptico foram recentemente rediscutidas e
atualizadas pelo terceiro consenso internacional “Sepsis-3" (SEYMOUR et al., 2016;
SHANKAR-HARI et al., 2016; SINGER et al., 2016) e 0 seu manejo vem sendo cada

vez mais estudado, de forma a melhorar o diagndstico, otimizar a terapia anti-
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infecciosa e combater a resisténcia aos antimicrobianos (KAUKONEN et al., 2014;
RHODES et al., 2017). No entanto, mesmo com a queda da mortalidade nos ultimos
anos, o quadro séptico ainda esta relacionado com uma alta taxa de mortalidade,

principalmente nos hospitais publicos, como descrito na figura 1. (ILAS, 2020)

Figura 1 - Letalidade dos pacientes em sepse e choque séptico (ILAS, 2020)
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— Privada | 516 | 504 | 541 | 526 | 350 | 413 | 296 | 290 | 324 | 339 | 281|222 | 223 | 232 | 212 | 259
— Global 56,7 | 57,9 | 58,7 | 573 | 533 | 56,2 | 449 | 417 | 428 | 430 | 363 | 297 | 290 | 291 | 279]| 322

Fonte: Adaptado do Relatério Nacional de 2020 do Instituto Latino Americano de Sepse, acessivel

em http://www.ilas.org.br/assets/arquivos/relatorio-nacional/relatorio-nacional-2020.pdf, acessado em
21/05/2021.

A mortalidade esta principalmente relacionada ao inicio tardio do diagnéstico
e do tratamento, assim como a efetividade parcial ou ineficacia da terapia anti-
infecciosa. Esta depende fundamentalmente da interacdo entre hospedeiro, agente
anti-infeccioso e patogeno, portanto, sofrendo influéncia direta da funcao
imunologica do hospedeiro e das caracteristicas farmacocinéticas (PK) e

farmacodinamicas (PD) da terapia anti-infecciosa (ASIN-PRIETO et al., 2015; WHO,
2017).
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Dessa triade, a relacdo PK/PD pode ser estabelecida a partir de dosagens do
nivel sérico do antimicrobiano e da concentragdo inibitéria minima (CIM) do
patdgeno, podendo ser correlacionada ao desfecho clinico e ao surgimento de
resisténcia de forma preditiva, que € representado pelo indice de predicdo de

efetividade, descritos na figura 2.

Figura 2 - indice PK/PD para predicéo de efetividade de agentes anti-infecciosos

Cmax

=

ASC/CIM

=N

Concentracao

................. CIM

<€ >\_

Abreviaturas: ASC — &rea sob a curva; CIM — concentracdo inibitéria minima; T>CIM — tempo com
a concentragéo sérica acima da concentracao inibitéria minima.
Fonte: ASIN-PRIETO et al., 2015 (adaptado).

Agentes antimicrobianos que apresentam maior atividade quanto maior o
tempo em que a concentracdo se manter acima da CIM do patégeno, como os beta-
lactamicos, sdo chamados de tempo-dependentes e apresentam como melhor indice
de predicdo de efetividade a fungdo do tempo acima da CIM (fAT>CIM) (ASIN-
PRIETO et al., 2015; DRUSANO, 2004; LEPAK et al., 2015).

Enquanto que os agentes concentracao-dependentes apresentam maior
atividade quanto maiores as concentracdes séricas em relacdo a CIM. Nesse caso,
existem dois indices: a area sob a curva acima da CIM (ASC/CIM), como no caso

dos glicopeptideos e antifungicos triazolicos, e a concentracdo maxima acima da



INTRODUGAO | 31

CIM (Chax/CIM), para aminoglicosideos e das quinolonas, os quais se diferenciam
essencialmente pela capacidade de sustentar a inibicdo do crescimento do patdgeno
guando a concentracdo cai abaixo da CIM (ASIN-PRIETO et al., 2015; DRUSANO,
2004; LEPAK et al., 2015).

O monitoramento sérico e a abordagem PK/PD vém sendo cada vez mais
estudados e aplicados como ferramenta para otimizar a terapia anti-infecciosa e
combater o surgimento de resisténcia aos antimicrobianos. Principalmente frente as
alteracdes farmacocinéticas decorrentes do quadro séptico e em populacdes
especificas, como pacientes criticos, pediatricos e grandes queimados, nos quais a
terapia empirica nas doses usuais frequentemente ndo garante cobertura adequada
(CAIN et al., 2014; CARLIER et al., 2015; GOMEZ et al., 2013; GOMEZ et al., 2015;
GONCALVES-PEREIRA et al., 2011; GONCALVES-PEREIRA et al., 2014; RIZK et
al., 2017; ROBERTS et al., 2014; SANTOS et al., 2015; SILVA JR et al., 2017a;
SILVA JR et al., 2017b).

Portanto, considerando as mudancas patofisiolégicas que ocorrem em
pacientes sépticos e em grandes queimados, é de se esperar alteracbes
farmacocinéticas significativas que podem impactar na efetividade do tratamento
antifangico com o fluconazol. Assim, a investigacdo da farmacocinética nos
pacientes queimados e a abordagem PK/PD podem auxiliar no manejo de infec¢bes

fungicas invasivas.
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2. OBJETIVOS

Realizar o monitoramento sérico do fluconazol, investigar as possiveis
alteracdes na farmacocinética e avaliar a cobertura da terapia antifingica através da
abordagem PK/PD nos pacientes criticos grandes queimados, visando a
individualizacdo e otimizacdo do tratamento e o combate a resisténcia, de forma a

alcancar a cura clinica e microbiolégica.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1. ETAPA CLINICA

3.1.1. Desenho do estudo

Foi realizado um estudo clinico aberto de brago Unico prospectivo na Unidade
de Terapia Intensiva de Queimados do Instituto Central do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (UTIQ-ICHC-FMUSP).

3.1.2. Critérios de inclusao

e Pacientes criticos queimados adultos internados na UTIQ-ICHC-FMUSP;
e Terapia antifungica com fluconazol por mais de 72h;
e Sepse ou choque séptico por Candida glabrata, confirmados com isolamento

em cultura.

3.1.3. Critérios de exclusdo

e Neutropenia grave (contagem absoluta de neutréfilos inferior a 500 cel/mm?)
devido a quimioterapia ou imunodeficiéncia primaria;

e Mulheres gravidas ou lactantes;

e Hipersensibilidade ao fluconazol ou excipientes da formulagéo;

e Disfuncao renal (clearance de creatinina inferior a 50 ml/min, calculados pela

férmula de Cockcroft-Gault) ou em terapia de substituicao renal.
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3.1.4. Coleta de dados demograficos, clinicos e laboratoriais

Foram coletados os seguintes dados demograficos e clinicos dos pacientes a

partir dos prontuarios e sistema eletrénico de exames laboratoriais:

e Dados antropométricos: género, idade, peso real e peso ideal, altura,
superficie corpérea e indice massa corporea;

e Exame fisico da admisséo, evolucdo clinica e avaliacdo do desfecho (cura
microbioldgica, cura clinica/alta);

e Porcentagem de superficie corpérea total queimada e presenca de lesao
inalatoria;

e Exames laboratoriais de rotina realizados na Divisédo de Laboratério Central
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sé&o
Paulo (DLC-HC-FMUSP): culturas, hemograma, plaquetas, proteina C reativa,
contagem de leucdcitos/neutroéfilos, creatinina sérica, uréia, gasometria e
lactato;

e Escore de gravidade de admissdo de paciente investigado na América Latina
“Simplified Acute Physiology Score” (SAPS-3*).

Todos os dados foram coletados na UTIQ-ICHC-FMUSP, de forma a manter a

confidencialidade das informacdes dos pacientes.

3.1.5. Administracdo e posologia da terapia antifungica

O diagnostico, a rotina de coleta de exames laboratoriais e a prescricdo do
fluconazol foram realizados pela equipe médica, seguindo as recomendacdes
institucionais do Grupo de Controle de Infeccado Hospitalar (GCIH) do ICHC-FMUSP
e “Guia de Utilizagcao de antimicrobianos e Recomendacgdes para a Prevencéo de
Infec¢gbes Hospitalares do HC-FMUSP” versao, 2018-2020.

Os pacientes receberam inicialmente doses de 200mg EV a cada 12h, com
ajuste das doses conforme a abordagem PK/PD nos trés seguimentos realizados.
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A medicagéao foi realizada pela Equipe de Enfermagem em infusGes de uma
hora através de bomba de infusdo como parte do cuidado habitual da UTIQ-ICHC-
FMUSP.

3.1.6. Coleta seriada das amostras de sangue

ApGs pelo menos 72 horas de tratamento com fluconazol, a coleta seriada das
amostras de sangue (2ml/coleta em tubo gel) foi realizada pela Equipe de
Enfermagem ou Equipe Médica, devidamente treinados, do cateter venoso central,
na primeira hora (ao término da infusdo de 1 hora), na terceira hora (duas horas
apos o final da infusdo) e na décima-segunda hora (antes da proxima dose). Os
horarios de administracdo do fluconazol constaram na prescricdo informatizada e
foram confirmadas pelo profissional de Enfermagem, bem como os horarios das

coletas de sangue.

As amostras foram identificadas, mantidas em geladeira (5-8°C) e, apés a
ltima coleta, a bandeja de tubos foi transportada em caixa térmica, juntamente com
cOpia da documentacdo do paciente para o Laboratério de Farmacocinética Clinica
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo (LFC-FCF
USP).

3.2. ETAPA ANALITICA

As amostras de sangue foram recebidas no LFC-FCFUSP e a elas atribuidas
um numero de alocacdo no estudo, em ordem sequencial de entrada,

desvinculando-as da identificacéo hospitalar do paciente.

O processamento e a analise das amostras foram realizados no LFC-
FCFUSP, como rotina habitual do laboratério, seguindo metodologia bioanalitica
desenvolvida e validada em estudo prévio (SANTOS et al., 2010).
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O fluconazol foi extraido das amostras clinicas através da cromatografia
liquido-liquido com diclorometano, em meio alcalino. A fase aquosa foi separada e
descartada, e a fase organica submetida ao resfriamento para decantamento. Apés

a evaporacao do diclorometano, a amostra € redissolvida, transferida para o vial de

andlise e inserida no cromatégrafo, como esquematizado na figura 3.

Figura 3 — Extracdo de fluconazol da matriz biologica
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Abreviaturas: ACN: acetonitrila; BM: banho-maria; CLAE-UV: cromatografia liquida de alta eficiéncia
com deteccdo por ultravioleta; DMC: diclorometano; M: molar; N,: nitrogénio gasoso; NaOH: hidroxido

de sédio; Pi: padrao interno; SFB: soro fetal bovino; SL: solugdo de lavagem.
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A quantificagdo do fluconazol foi realizada através da técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detectores de ultravioleta (UV),
utilizando-se métodos previamente desenvolvidos e validados no cromatografo 10
ADvp SHIMADZU (Kyoto, Japéo). Foi utilizada a coluna Shimpack CN (150 x 6.0 mm,
5 pm, Shimadzu, Kyoto, Japan), com uma fase mével de Agua:Acetonitrila na

proporcao isocrética 6:4 vlv, e realizada a corrida em 15 minutos.

Antes de cada analise foi realizada revalidacdo no método, de acordo com a
legislacdo nacional para meétodos bioanaliticos (RE 899/2003 e RDC 27/2012,
ANVISA).

3.3. ETAPA ESTATISTICA

3.3.1. Modelagem farmacocinética e abordagem PK/PD

ApOs a quantificacdo do fluconazol na matriz bioldgica foi realizada a
modelagem farmacocinética a partir dos pares de dados obtidos de concentracao
versus tempo, utilizando programa simplificado e validado para trés coletas de
amostras sanguineas, a partir do programa NONCOMPARTMENTAL DATA
ANALYSIS PK SOLUTIONS 2.0 (Summit, USA). A partir dos valores obtidos de pico
e vale, foram estimados através das féormulas constantes no quadro 2, os
parametros farmacocinéticos de eliminagdo como a taxa de eliminacéo (kel), a meia-

vida biolégica e o CL+, e 0 Vd, que avalia a extensao da distribuicao.

Por fim, a biodisponibilidade do fluconazol foi estimada a partir da area sob a
curva (calculada através do método dos trapezoides) e correlacionada as CIM
tedricas (1-32 mg/L), obtendo entdo os indices de predi¢cdo de efetividade para cada
paciente, que foram comparados com o alvo recomendado ASC®.,4n/CIM>25
(ANDES et al., 1999; DIPIRO et al., 2010).
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Quadro 2 — Parametros farmacocinéticos para regime de doses mdltiplas em infusédo
intermitente

Descricdo do parametro Simbolo (unidade) Equacéo
Constante de infusédo Ko (mg/h) Dose/ Ti
Pico C> max (Mg/L) Dado obtido
Vale C*min (Mg/L) Dado obtido
Taxa de eliminagéo kel (h-1) (LNnC4-LnCy)/(T,-Ty)
Meia-vida biolégica tr2)(h) 0,693/ kel
Area sob a curva entre 2 doses ASC®*0.; (mg*h/L) Area integrada dos trapezéides
Clearance total corporal CL+ (L/h) Dose/ASC*.,
Volume de distribuigéo Vd* (L) Dose,/(kel * ASC*y.,)

Abreviaturas: ko — constante de infusdo; Ti — tempo de infusdo; C*°,. — concentragéo
maxima no estado de equilibrio; C*;, — concentragdo minima no estado de equilibrio;
T — tempo; 7 - intervalo entre as doses; kel — constante de eliminacdo; C, —
concentragdo no tempo n; t,2)s — Meia-vida bioldgica; B — fase de eliminagéo; ASC*,
- &rea sob a curva no estado de equilibrio no intervalo entre infusées consecutivas; CLt

- clearance total corporal; Vvd*® - volume de distribuicéo.
Fonte: DIPIRO et al.,, 2010; NonCompartimental Data Analysis: PK Solutions v.2.0,
software.

3.3.2. Estudo populacional e analise estatistica

O tratamento estatistico dos dados, assim como as apresentacdes de tabelas
e graficos, foram realizados através dos programas Microsoft Office Excel 365,
Microsoft Corporation (USA) e GraphPad Prism for Windows v9.1.1, GraphPad
Software Inc. (San Diego, California, USA).

Os dados descritivos foram expressos através da mediana (intervalo
interquartil 25-75%). E utilizada estatistica ndo-paramétrica para a comparacao entre
0S grupos (teste de Wilcoxon, para dados pareados). Foram explicitados nos

graficos apenas os valores com significancia estatistica, considerando um p <0,05.
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Nos testes de correlagdo linear os resultados foram expressos através do
coeficiente de correlacdo de Pearson, com significancia estatistica de p <0,05 e

intervalo de confianca 95%.

3.4. QUESTOES ETICAS

O presente protocolo de estudo esta cadastrado na Plataforma Brasil, e foi
aprovado pelo Comité de Etica do hospital (registro CAEE 07525118.3.0000.0068
Hospital das Clinicas HCFMUSP), disposto no Anexo A.

Foi obtido do representante legal de cada paciente incluido no estudo o termo
de consentimento livre esclarecido (TCLE), apresentado no Anexo B. O
representante legal foi informado e orientado em detalhes pelo coordenador médico
do projeto quanto aos objetivos e os procedimentos necessarios para a realizacao
do estudo. Ao final foi coletada assinatura do TCLE e entregue uma coépia ao
responsavel do paciente.

3.5. GERENCIAMENTO DE DADOS E CONFIDENCIALIDADE

Através da assinatura do TCLE, o responsavel legal atesta que tem ciéncia de
que os dados coletados a partir de sua participacdo poderéo ser tornados publicos.
Porém, conforme a legislacdo de pesquisa clinica no pais (Resolu¢cdo CNS 196/96)
alinhada a ultima harmonizacdo ICH E7- Good Clinical Pratice Integrated Addendum
to ICH E6 (R1) n.1, de margo 2018, os pacientes envolvidos no protocolo de estudo,
foram identificados apenas através de suas iniciais e por seu cédigo numérico de
alocagdo no estudo. Em caso de publicacdo, a identidade de todo e qualquer

paciente envolvido no estudo sera mantida em sigilo.
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4. RESULTADOS

Foram incluidos neste estudo oito pacientes queimados de ambos 0s géneros
(4F/4M) e em tratamento de infeccdo confirmada por Candida glabrata devido ao
seu padrdo de sensibilidade dose-dependente. As caracteristicas demograficas
individuais dos pacientes e seus dados clinico-laboratoriais estdo dispostos nas
tabelas 1 a 4. Todos os pacientes tinham idade inferior a 50 anos (mediana de 35,5

anos), dos quais apenas um apresentava obesidade, considerando um IMC >30

kg/m?.
Tabela 1 — Caracteristicas demograficas dos pacientes queimados
paciente  GENero Idade Peso real Peso ideal SC2a IMCa2
(M/F) (anos) (kg) (kg) (m) (kg/m)
#1 M 43 102 70 2,20 35,3
#2 M 33 70 70 1,82 24,2
#3 F 32 60 51 1,64 234
#4 M 42 70 70 1,82 24,2
#5 F 29 65 55 1,73 23,9
#6 F 36 70 55 1,80 25,7
#7 M 48 75 70 1,89 26,0
#8 F 31 60 51 1,64 234
Mediana AE/AM 35,5 70,0 62,5 1,81 24,2
(IQ) (31,2-42,8)  (61,2-73,8)  (52,0-70,0)  (1,66-1,87)  (23,5-25,9)

Abreviaturas: M — masculino; F — feminino; SC — superficie corpérea; IMC — indice de massa
corpérea; 1Q — intervalo interquartil.

Nota: *Superficie corpérea e indice de massa corporea calculados com base no peso real.
Estatistica: GraphPad Prism 9.1.1; medianas (intervalo interquartil 25-75%).

Trés pacientes apresentaram trauma elétrico e cinco, queimadura térmica,
com uma mediana de 46% de superficie corpérea total queimada (SCTQ). A maioria
dos pacientes (7/8) apresentou lesdo inalatéria, por aspiracdo de fumaca/fogo ou
flash burn/trauma elétrico, sendo entdo submetidos a intubacdo na admissdo para
protecdo de vias aéreas. Os pacientes apresentaram gravidade elevada na
admisséo, todos com SAPS-3* acima de 50, com uma mediana da populacéo de 61,

como descrito na tabela 2.
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Tabela 2 — Caracteristicas clinicas dos pacientes queimados na admissao

em UTI

Paciente SCTQ (%) Tipo LI/VM SAPS-3*

#1 18 E N 55

#2 75 T S 61

#3 55 T S 55

#4 34 E S 53

#5 45 T S 64

#6 47 T S 61

#7 50 E S 69

#8 42 T S 70
Me(?clgina (36?1503,8) STI3E . (55%1-’607,8)

Abreviaturas: SCTQ — superficie corpérea total queimada; LI — lesdo inalatéria; VM —
ventilacdo mecanica; SAPS-3* — Simplified Acute Physiology Score 3; E — trauma
elétrico; T — queimadura térmica; N — nao; S — sim; IQ — intervalo interquartil

Estatistica: GraphPad Prism 9.1.1; medianas (intervalo interquartil 25-75%).

Os exames de admissao dos pacientes queimados encontram-se na
tabela 3. Observa-se que, na admissdo nenhum paciente apresentava insuficiéncia
renal, com um clearance de creatinina (CICr) mediano de 106,7 ml/min, calculado
pela formula de Cockcroft-Gault, mesmo quando utilizado o peso ideal para o célculo
(no caso do paciente #1, que apresentava obesidade).

No geral, os pacientes foram admitidos na UTIQ-ICHC-FMUSP no periodo
precoce pés-queimadura, apresentando um perfil inflamatério ainda baixo, com uma
proteina C reativa (PCR) mediana de 3,4 mg/L e contagens de leucécitos e
neutrofilos com medianas de 13,02 e 9,84 mil células/mms3, respectivamente. No
entanto, alguns pacientes foram transferidos de outras unidades ou s6 conseguiram
coletar exames ap0Os algumas horas da admissdo, o que pode ser observado na

tabela 3, por um PCR inicial mais alto.

Também é de se destacar que a maioria dos pacientes apresentaram sinais
de hipoperfusdo ou choque na admissdo, como € sinalizado pelo lactato elevado e o
fato de todos terem evoluido com necessidade de droga vasoativa (DVA), mantendo
0 Uuso nos trés seguimentos em que foram realizadas as dosagens séricas de

fluconazol.
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Tabela 3 — Perfil laboratorial dos pacientes queimados na admissdo em UTI

I Uréia Cr cicr? PCR Lactato  LeucOcitos Neutrdfilos  Plaquetas

(mg/dL) (mg/dL) (ml/min) (mg/L) (mg/dl)  (milmm®  (Milmm®) (Mil/mm3)
#1 28 1,28 107,4 2,59 49 12,11 6,7 252
#2 32 0,74 140,6 178 36 11,33 8,7 322
#3 28 0,7 109,3 140 17 19,4 16,1 203
#4 29 1 105,0 0,4 25 10,6 6 276
#5 29 0,45 189,3 2,9 8 18,73 17,2 219
#6 27 0,81 106,1 2,4 38 9,5 52 375
#7 36 1,05 91,3 4 28 17,51 14,9 380
#8 31 0,85 90,8 31,3 25 13,93 10,97 272
Mediana 29,0 0,83 106,7 34 26,5 13,02 9,84 2740

(Q) (280318 (071-104) (947-1328) (241128 (190375 (10781843) (618-1580) (227,3-3619)

Abreviaturas: Cr - creatinina sérica; CICr - clearance de creatinina; PCR - proteina C reativa; 1Q —
intervalo interquartil.

Nota: ®Clearance de creatinina calculado a partir da formula de Cockcroft-Gault com base no peso
real

Estatistica: GraphPad Prism 9.1.1; medianas (intervalo interquartil 25-75%).

Durante a internacdo todos os pacientes foram submetidos a algum
procedimento cirtrgico, como desbhridamento, escarotomia, enxertia, amputacédo de
membros ou revisdo de nivel de amputacdo. Observa-se um numero grande de
procedimentos cirdrgicos, principalmente naqueles pacientes que sofreram trauma
elétrico. Os pacientes ficaram internados por uma mediana de 49 dias em UTI e um
tempo total de internacdo hospitalar mediano de 57 dias. Todos os pacientes
apresentaram cura microbiologica para a terapia antifingica, porém metade evoluiu
a Obito. Vide tabela 4.

O perfil laboratorial dos pacientes queimados foi acompanhado com o intuito
de monitorizar as alteragfes do estado clinico e avaliar seus possiveis impactos na
farmacocinética do fluconazol. Foram utilizados como marcadores de funcéo renal, a
uréia e a creatinina, sendo a ultima utilizada para o calculo do CICr. O PCR,
leucécitos e neutrofilos como marcadores inflamatérios e as plaquetas para

bY

acompanhamento prognéstico, todos associados a sindrome da resposta
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inflamatéria sistémica (SRIS) e a sepse. E o lactato foi monitorizado como marcador
de perfuséo tecidual e estado hemodinamico.

Tabela 4 — Dados clinicos de internacéo dos pacientes queimados

Tempo de internacao

Procedimentos cirtrgicos : Desfecho
(dias)
Escarotomia/ g@a:tgzg/ Cura Cura
Paciente  Desbridamento/ . Total UTI Hospitalar microbio-  clinica/
. nivel de Adi
Enxertia ~ l6gica Alta
amputacéo
#1 6 6 12 50 90 S S
#2 12 3 15 54 54 S N
#3 5 0 5 41 41 S N
#4 8 7 15 160 174 S S
#5 8 0 8 48 60 S S
#6 3 0 3 30 30 S N
#7 4 6 10 106 195 S S
#8 4 0 4 36 36 S N
Mediana 55 15 9 49,0 57,0 8/8 4/8
(IQ) (4,0-8,0) (0,0-6,0) (4,2-14,2) (37,2-93,0) (37,2-153)

Abreviaturas: IQ — intervalo interquartil; UTI — unidade de terapia intensiva; S — sim; N — néo.
Estatistica: GraphPad Prism 9.1.1; medianas (intervalo interquartil 25-75%).

A tabela 5 contém os dados individuais de cada exame nos trés seguimentos.
Enquanto a figura 4, os dados populacionais, com a comparacao entre a admissao e
os trés seguimentos. Observa-se nos pacientes queimados uma piora moderada da
funcao renal no seguimento 2, principalmente marcada pela elevacgéo significativa da
uréia, poréem ndo do CICr. O PCR apresentou aumento importante em relacdo a
admissdo e manteve-se alto durante os trés seguimentos, sinalizando a presenca
constante de resposta inflamatoria, decorrente da queimadura, processos cirlrgicos
ou infecciosos. Também houve aumento significativo do lactato no seguimento 2,
que, apesar de ser marcante quando comparado com o0 seguimento 1, no
acompanhamento longitudinal se manteve acima do valor de referéncia nos trés

seguimentos.



RESULTADOS | 47

Tabela 5 — Exames laboratoriais dos pacientes queimados nos seguimentos 1,2 e 3

Uréia Cr clicr? PCR Lactato Leucocitos Neutrdfilos Plaquetas
(mg/dL) (mg/dL) (ml/min) (mg/L) (mg/dL)  (mil/mm®)  (milmm®  (mil/mm?3)

Seguimento 1

Paciente
#1 35 0,39 352,4 45,5 22 14,23 10,6 402
#2 109 2,02 51,5 307 34 8,82 6,7 196
#3 44 0,27 283,3 210 27 16,81 15,7 421
#4 48 0,82 128,0 118 19 15,38 10,8 410
#5 28 0,25 340,7 158 21 17,24 14,5 692
#6 55 0,18 477,5 303,3 21 10,28 8,8 220
#7 105 2,1 45,6 298,4 17 21,88 18,1 18
#8 91 1,23 62,8 28,3 21 14,61 7,45 610

Mediana 51,5 0,60 205,7 184,0 21,0 15,00 10,70 406,0

(Q) (37,2-1015) (0,26-1,82) (54,3-349,4) (63,6-302,1) (19,5-25,8) (11,27-17,13) (7,79-15,40) (202,0-562,8)

Seguimento 2

Paciente
#1 29 0,35 392,6 73,5 28 12,6 8,8 373
#2 57 0,98 106,2 281 44 3,66 1,6 314
#3 71 0,57 134,2 364 47 9,14 7,1 517
#4 81 1,03 101,9 172 23 16,57 12,1 311
#5 29 0,17 501,0 62,9 31 12,25 10,5 287
#6 81 0,39 220,4 343,7 56 12,43 10,9 224
#7 72 1,51 63,5 67,4 15 16,19 13,6 39
#8 96 1,39 55,5 34,8 22 7,58 4,46 88

Mediana 715 0,78 120,2 122,8 29,5 12,34 9,65 299,0
(1Q) (36,0-81,0) (0,36-1,30) (73,1-349,6) (64,0-328,0) (22,2-46,2) (7,97-15,29) (5,12-11,80) (122,0-358,3)

Seguimento 3

Paciente
#1 18 0,44 312,3 101 18 16,21 11,4 404
#2 55 0,76 136,9 196 19 1,05 0,6 103
#3 49 0,15 510,0 150 43 9 8,2 117
#4 53 1,42 73,9 125 27 20,84 17,1 407
#5 34 0,16 532,4 88,2 13 3,54 2,4 222
#6 178 1,33 64,6 246 39 46,17 39,7 174
#7 174 3,09 31,0 127,3 13 9,01 7 283
#8 29 0,45 171,6 225,1 25 0,68 0,38 62

Mediana 51,0 0,60 154,2 138,7 22,0 9,00 7,60 198,0

(Q)  (30,2-144,3) (0,23-1,40) (67,0-460,6) (107,0-217,8) (14,2-36,0) (1,67-19,68) (1,05-15,68) (106,5-373,8)

Abreviaturas: Cr - creatinina sérica; CICr - clearance de creatinina; PCR - proteina C reativa; 1Q —
intervalo interquartil.

Nota: °Clearance de creatinina calculado a partir da formula de Cockcroft-Gault com base no peso real
Estatistica: GraphPad Prism 9.1.1; medianas (intervalo interquartil 25-75%).



48 | RESULTADOS

Figura 4 — Dados laboratoriais dos pacientes queimados na admissdo em UTI
e nos seguimentos 1, 2 e 3
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Abreviaturas: PCR - proteina C reativa.
Estatistica: GraphPad Prism 9.1.1; medianas (intervalo interquartil 25-75%); teste de Wilcoxon
para dados pareados, nivel de significancia p<0,05.
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Figura 5A — Evolucéo do perfil laboratorial dos pacientes queimados na admissdo em UTI e nos
seguimentos 1, 2 e 3
(A) Uréia (B) Creatinina (C) Clearance de creatinina
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Nota: A linha do tempo nao é continua e esta dividida em quatro segmentos.

Periodo 1: admisséo até 7 dias de internacao.

Periodo 2: 72h antes a 72h apés a coleta dos niveis séricos de fluconazol no seguimento 1.
Periodo 3: 72h antes a 72h apés a coleta dos niveis séricos de fluconazol no seguimento 2.
Periodo 4: 72h antes a 72h apés a coleta dos niveis séricos de fluconazol no seguimento 3.



50 | RESULTADOS

Figura 5B — Evolucéo do perfil laboratorial dos pacientes queimados na admissdo em UTI e nos
seguimentos 1,2 e 3
(D) PCR (E) Lactato arterial
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Abreviaturas: PCR - proteina C reativa

Nota: A linha do tempo nao é continua e esta dividida em quatro segmentos.

Periodo 1: admisséo até 7 dias de internacao.

Periodo 2: 72h antes a 72h ap6s a coleta dos niveis séricos de fluconazol no seguimento 1.
Periodo 3: 72h antes a 72h ap6s a coleta dos niveis séricos de fluconazol no seguimento 2.
Periodo 4: 72h antes a 72h ap6s a coleta dos niveis séricos de fluconazol no seguimento 3.

Para melhor avaliacdo longitudinal do perfil laboratorial individual dos
pacientes, estéo dispostos nas figuras 5A, 5B e 5C as curvas de cada exame. Nota-
se que a escala de tempo nédo é continua e esta dividida em quatro segmentos. O
primeiro periodo é referente & admissédo até 7 dias de internagdo. O segundo,
terceiro e quarto periodo correspondendo a 72h antes até 72h apds a coleta dos
niveis séricos de fluconazol nos seguimentos 1, 2 e 3 (sinalizados pelas setas nos

gréaficos), respectivamente.
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Figura 5C — Evolucéo do perfil laboratorial dos pacientes queimados na admissdo em UTI e nos
seguimentos 1,2 e 3
(F) Leucécitos (G) Neutrdfilos (H) Plaquetas
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Nota: A linha do tempo ndo € continua e esta dividida em quatro segmentos.

Periodo 1: admisséo até 7 dias de internagéo.

Periodo 2: 72h antes a 72h apés a coleta dos niveis séricos de fluconazol no seguimento 1.
Periodo 3: 72h antes a 72h apés a coleta dos niveis séricos de fluconazol no seguimento 2.
Periodo 4: 72h antes a 72h apés a coleta dos niveis séricos de fluconazol no seguimento 3.
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Quando avaliados individualmente, observa-se que, apesar de n&o haver
diferenca estatistica no CICr para o grupo, 0s pacientes #2, #7 e #8 apresentaram
oscilacdo da funcao renal, com periodos com CICr <50ml/min nos dias anteriores ou
posteriores a coleta dos niveis séricos de fluconazol nos trés seguimentos. Chama a
atencdo o fato de dois dos quatro pacientes que evoluiram a Obitos terem
desenvolvido leucopenia, neutropenia e plaquetopenia importante, com aumento
rapido do PCR, no seguimento 3. Ademais, de modo geral, ndo houve outras

grandes associacdes entre os exames laboratoriais.

Todos os pacientes receberam as mesmas doses de fluconazol, iniciando na
posologia de 200mg EV a cada 12h (seguimento 1), seguindo o protocolo de
prescricdo e recomendagdes institucionais. Apds o primeiro seguimento, as doses
foram ajustadas para 400mg EV a cada 24h (seguimento 2), mantendo a dose total
diaria. E aumentadas para 400mg EV a cada 12h no seguimento 3. As doses
normalizadas pelo peso ideal do paciente aumentaram de uma mediana de 2,86
mg/kg/dose para 5,71 mg/kg/dose, e de 5,71 mg/kg/dia para 11,43 mg/kg/dia,
levando a um aumento das concentracfes séricas e, consequentemente, da area
sob a curva (ASC) do fluconazol, como € possivel observar na tabela 6 e figura 6. A
correlacdo entre ASC e dose normalizada, tanto para a ASC de uma dose quanto
para a ASC de 24h, apresentou linearidade significativa conforme o aumento da
dose, representados na figura 6.

Tabela 6 — Dose e biodisponibilidade do fluconazol nos pacientes queimados

Seguimento 1 Seguimento 2 Seguimento 3
(200mg g12h) (400mg g24h) (400mg g12h)

®Dose T (mg/kg/dose) 2,86 (2,86-3,64) 5,71 (5,71-7,27) 5,71 (5,71-7,27)
®Dose diaria  (mg/kg/dia) 5,71 (5,71-7,27) 5,71 (5,71-7,27) 11,43 (11,43-14,55)

Pico (mglL) 245 (24,0-26,5) 53,5 (51,2-63,5) 53,5 (51,3-63,5)

Vale (mglL) 14,0 (13,0-15,0)  22,5(19,8-24,8) 25,5 (25,0-26,0)
ASC*., (mg*hiL) 234 (228-238) 744 (728-842) 465 (458-532)
ASC®; 4 (mg*hiL) 468 (456-477) 744 (728-842) 930 (915-1065)

Abreviaturas: T (“tau”) — intervalo entre doses; ASC®,., — area sob a curva de 0-1; ASC®,.
2an- area sob a curva de 0-24h.

Nota: *Dose normalizada com base no peso ideal do paciente.

Estatistica: GraphPad Prism 9.1.1; medianas (intervalo interquartil 25-75%).
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Figura 6 — Doses e biodisponibilidade do fluconazol nos pacientes queimados.
(A) Dose T (“tau”) — intervalo entre doses (B) Dose diaria (C) ASC®*.; (D) ASC*(..4 (E) Correlagdo
linear entre ASC®,, e dose, (F) Correlacao linear entre ASC®>( .4, e dose diaria
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Abreviaturas: T (“tau”) — intervalo entre doses; ASC®,.: area sob a curva de 0-1; ASC**y.,,,: area sob
a curva de 0-24h.

Nota: ®Dose normalizada com base no peso ideal do paciente.

Estatistica: GraphPad Prism 9; medianas (intervalo interquartil 25-75%); Teste de correlacdo linear
de Pearson, r — coeficiente de correlagdo de Pearson, intervalo de confianca 95% (IC95) — linha
tracejada, nivel de significancia p < 0,05.
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A partir da ASC integrada de 24h, foi entdo calculada a razdo ASC®y.24n/CIM,
e comparado com o indice de predicdo de efetividade recomendado para o
fluconazol de ASC®.4/CIM>25-50. Observa-se que todos 0s pacientes estavam
cobertos para Candida spp. com CIM até 16 mg/L nos trés seguimentos. Porém,
guando considerado uma CIM de 32 mg/L, apenas trés pacientes (37,5%) do
seguimento 2 e os pacientes do seguimento 3 atingiram o indice, como mostra a

figura 7 e tabela 7.

Tabela 7 — indice de predicéo de efetividade (ASC*,.,4,/CIM) do Fluconazol contra Candida
glabrata (CIM até 32 mg/L) dos pacientes queimados

ASC®).24/CIM

CIM (mglL) (200mg a1 (aoomg avay (40bmg a1
1 468,0 (456,0- 477,0) 743,6 (728,3-841,9) 930,0 (915,0-1065,0)
2 234,0 (228,0-238,5) 371,8 (364,2-420,9) 465,0 (457,5-532,5)
4 117,0 (114,0-119,3) 185,9 (182,1-210,5) 232,5 (228,8-266,3)
8 58,5 (57,0-59,6) 93,0 (91,0-105,2) 116,3 (114,4-133,1)
16 29,2 (28,5-29,8) 46,5 (45,5-52,6) 58,1 (57,2-66,6)
32 14,6 (14,2-14,9) 23,2 (22,8-26,3) 29,1 (28,6-33,3)

Abreviaturas: ASC>.: area sob a curva de 0-24h; CIM — concentrag&o inibitéria minima.
Estatistica: GraphPad Prism 9.1.1; medianas (intervalo interquartil 25-75%).

Também foi analisada a razdo fASC®%, 24,/CIM, considerando a fracéo livre de
fluconazol na corrente sanguinea, calculada a partir de uma ligacdo plasmatica
meédia de 12%. A cobertura para Candida spp. com CIM até 16 mg/L foi basicamente
mantida, mas reduzida para CIM até 32 mg/L, sendo observado niveis terapéuticos

adequados apenas no seguimento 3, como mostra a figura 6 e tabela 8.

Avaliando a farmacocinética do fluconazol nos pacientes queimados, observa-
se que o volume de distribuicdo, a meia-vida e o clearance corporal total estdo
reduzidos em relac&o ao valor de referéncia, como mostra a figura 8. Os valores dos

parametros farmacocinéticos em cada seguimento estdo dispostos na tabela 9.
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Figura 7 — indice de predicéo de efetividade e cobertura empirica do fluconazol contra Candida
glabrata (CIM até 32 mg/L) nos pacientes queimados. (A) ASC*;,4/CIM e (B) TASC®>.4n/CIM
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Abreviaturas: ASC®;.4n: area sob a curva de 0-24h; fASC*,.,,: area sob a curva de 0-24h (fragéo
livre); CM — concentragao inibitdria minima.
Estatistica: GraphPad Prism 9.1.1; medianas (intervalo interquartil 25-75%).

Tabela 8 — indice de predicéo de efetividade (fASC®y.,4+/CIM) do Fluconazol contra Candida
glabrata (CIM até 32 mg/L) dos pacientes queimados

fASC®; 24n/CIM

Seguimento 2

Seguimento 1 Seguimento 3

CIM (mg/L) (200mg q12h) (400mg q24h) (400mg q12h)
1 411,8 (401,3-4198) 654,4 (640,9-740,8) 818,4 (805,2-937,2)
2 205,9 (200,6-209,9) 327,2 (320,5-370,4) 409,2 (402,6-468,6)
4 103,0 (100,3-104,9) 163,6 (160,2-185,2) 204,6 (201,3-234,3)
8 51,5 (50,2-52,5) 81,8 (80,1-92,6) 102,3 (100,7-117,2)
16 25,7 (25,1-26,2) 40,9 (40,1-46,3) 51,2 (50,3-58,6)
32 12,9 (12,5-13,1) 20,4 (20,0-23,2) 25,6 (25,2-29,3)

Abreviaturas: fASC®.,4p, - rea sob a curva de 0-24h (frag&o livre); CIM - concentracgao inibitdria minima.
Estatistica: GraphPad Prism 9.1.1; medianas (intervalo interquartil 25-75%).

O volume de distribuicédo foi o parametro com maior alteragdo e a meia-vida
parece acompanhar a redugcdo de forma proporcional nos trés seguimentos. Essa
relacdo proporcional foi confirmada pelo teste de correlacdo linear, que apresentou
significancia estatistica (r Pearson 0,9434, p<0,001), descrita na figura 9. Enquanto o
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clearance corporal total teve uma leve reducdo, mas estatisticamente significativa,
mantendo-se muito proximo do valor de referéncia nos seguimentos 1 e 3, e
seguindo os demais parametros com queda mais acentuada no seguimento 2. O
volume de distribuicdo também se correlaciona de forma proporcional com o CLt
como ja seria esperado (r Pearson 0,8364, p<0,001), porém em menor magnitude do
gue a correlacdo com a meia-vida, como é possivel observar pelos coeficientes de
correlacdo de Peason, na figura 9. Ainda foi avaliada a correlagdo do CLy com o

CICr, porém nao foi observada correlacéo linear.

Figura 8 — Parametros farmacocinéticos do fluconazol nos paciente queimados
(A) Volume de distribui¢édo (B) Clearance total (C) Meia-vida.
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Estatistica: GraphPad Prism 9.1.1; medianas (intervalo interquartil 25-75%); teste de Wilcoxon para
dados pareados, nivel de significancia p<0,05.
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Tabela 9 — Pardmetros farmacocinéticos do fluconazol nos pacientes queimados

r(\a/legn%?a Seguimento 1 Seguimento 2 Seguimento 3
ti2) (M) 27,50 + 9,27 12,90 (11,62-16,22) 8,66 (7,39-9,67) 9,60 (8,36-10,92)
CLy (L/h) 1,18 £ 0,30 0,86 (0,84-0,88) 0,54 (0,48-0,55) 0,86 (0,75-0,87)
Vd*® (L) 48,70 +11,05 16,33 (13,90-20,00) 6,35 (5,49-7,97) 11,70 (9,18-13,56)

Abreviaturas: tu;) - meia vida biolégica; CLt: depuragéo total corporal, Vd®*: volume de

distribuicao.

Estatistica: GraphPad Prism 9.1.1; medianas (intervalo interquartil 25-75%).

Figura 9 — Correlacao linear dos pardmetros farmacocinéticos do fluconazol nos pacientes queimados
(A) Volume de distribuicdo e Meia-vida, (B) Volume de distribuicdo e Clearance total

e (C) Clearance total e Clearance

de creatinina

(A) (B)
20+ 1.5+
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p < 0.0001 p < 0.0001
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Estatistica: GraphPad Prism 9.1.1; medianas (intervalo interquartil 25-75%); teste de correlacéo
linear de Pearson, r — coeficiente de correlacdo de Pearson, intervalo de confianca 95% (IC95) — linha

tracejada, nivel de significancia p < 0,05.
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5. DISCUSSAO

Os pacientes criticos grandes queimados apresentam um risco aumentado de
desenvolverem infecgBes fungicas invasivas e podem apresentar alteracfes
farmacocinéticas importantes, tanto pelo processo inflamatério associado a
gueimadura quanto pelo quadro séptico, o que pode impactar de forma significativa
na cobertura antifingica e nos desfechos clinico-microbiolégicos. (NORBURY et al.,
2016; WALRAVEN et al., 2011)

A farmacocinética do fluconazol foi avaliada em diversos estudos publicados
desde o seu lancamento, porém h& escassez de dados sobre pacientes queimados.

Com base nos estudos com individuos saudaveis é possivel estabelecer um
valor de referéncia para os parametros farmacocinéticos e assim avaliar as
alteracdes em diferentes situacdes. Ao contrario das revisbes, que muitas vezes
trazem valores médios simples, foi utilizado aqui um valor de referéncia calculado
com base nos dados individuais disponiveis em literatura, considerando inclusive
suas variancias e numero amostral, semelhante ao calculo realizado em meta-
analises. Dessa forma obteve-se uma meia-vida de 27,5 + 9,3 h, um volume
aparente de distribuicdo (Vd) de 48,70 £ 11,05 L e um clearance corporal total (CLT)
de 1,18 + 0,30 L/h, conforme quadro 3.

ApoOs busca de literatura, foram localizados apenas dois estudos sobre a
utilizacdo do fluconazol voltados para a populagcdo de grandes queimados
(BOUCHER et al., 1998; HAN et al., 2013).

No primeiro, Boucher e colegas (1998), estudaram dez pacientes (7M/3F)
com queimadura de 2° e 3° grau com uma SCTQ média de 50 + 24% e que
receberam fluconazol em até dois dias de internacdo hospitalar, ou seja, incluiram
apenas pacientes principalmente na fase precoce da queimadura. Além disso, ndo
foram incluidos dados de pacientes com instabilidade hemodinamica ou em uso de
drogas vasoativas, sendo um paciente excluido logo no inicio do estudo e outro
omitido na analise dos dados na fase tardia do tratamento. O fluconazol foi prescrito

na dose de 400mg EV uma vez ao dia (equivalentes a uma média de dose
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normalizada pelo peso real de 5,4 mg/kg), em uma infusdo de duas horas,
resultando em uma meia-vida biolégica média de 25,8 £ 6,1 h, um Vd médio de 56 +
11 L e, um CLt médio de 1,65 + 0,40 L/h. De uma forma geral observou-se um CLt e
Vd levemente aumentados, com uma meia-vida levemente reduzida, se equiparando

aos valores descritos em voluntarios sadios.

Quadro 3 — Farmacocinética do fluconazol em individuos saudaveis

Referéncia Populacéo Posologia tyo (h) CL+ (L/n) Vvd (L)
Homens Dose Unica
HUMP(TS)%E;( etal. | sadios 1mglkg (63- 22435 | 1,68+017% | 49,0+ 42°
n=4 70mg) VO
Homens
FOULDS etal. sadios 50-100mg IV | 59534218 | 1,34+0,052 | 47,3+6,6
(1988) — Tinf 30min
n=10
Voluntarios
SHIBA et al. . 25-50mg IV b b
(1990) S?](ilgs Tinf ND 33,3+2,7 ND 51,68 +7,73
Voluntarios .
TOON et al - Dose Unica c
(1990) S?](ilf?s 50mg VO 31,2+ 459 1,43 £ 0,46 63,7 £ 16,1
RIPA et al Voluntarios Dose Unica
’ sadios 100mg IV 29,73+ 8,05 1,26 + 0,30 52,16 + 9,83
(1993) _ . X
n=6 Tinf. 30min
Voluntarios Dose Unica
YEﬁgg al sadios 100mg dose 35+3 1,38+024 | 64,86+ 3,45°
(n=10) Tinf 20min
Voluntarios , .
GUO et al, sadios Dose Unica | 41 104 526° | 1,06+0,26° | 47,16 + 11,77°
(2010) (n=60) 200mg VO
Dados combinados (n=103) - 27,50 + 9,27 1,18 + 0,30 48,70 + 11,05

Abreviaturas: t;, — meia-vida; CLy - clearance corporal total; Vd — volume aparente de distribuicéo;
VO - via oral; IV — intravenoso; Tinf — tempo de infusdo ND — n&o descrito.

Notas:

®Estimado com base em um paciente de 70kg (descrito variagéo do peso dos paciente de 63-70kg)
PEstimado com base em dados parciais obtidos em literatura
°Estimado com base em um paciente de 70kg
Estimado com base no peso médio de 69kg, descrito pelo autor

°Estimado a partir das 5 subpopulacdes do estudo.
Estatistica: RevMan calculator (Cochrane Training).
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E Han e colegas (2013) realizaram uma andlise de farmacocinética em 60
pacientes, que receberam doses de 100-400mg/dia em infusdes de 10-40 minutos,
para desenvolver um modelo matematico para prever a dose de fluconazol
necessaria para 0 sucesso terapéutico. No entanto, ndo descrevem todos o0s
parametros farmacocinéticos. Pelos dados apresentados € possivel concluir que,
assim como no trabalho de Boucher e colegas (1998), os parametros
farmacocinéticos estdo muito préoximos do valor de referéncia em individuos
saudaveis. Porém h& de se destacar que a amostra apresentou um APACHE I
médio de 7,6, que, apesar de nao poder ser diretamente comparado com o SAPS 3,
esta associado com uma baixa gravidade e baixo risco de mortalidade. Além disso,
foram incluidos muito mais homens do que mulheres (50M/10F), o que pode
impactar no perfil farmacocinético populacional, uma vez que mulheres apresentam
Vd e meia-vida menores quando comparado com os homens, como descrito por

Carrasco-Portugal e colegas (2007).

Esses resultados diferem grandemente dos dados obtidos no presente estudo
e causa certa estranheza frente ao estado dindmico, complexo e grave associado a
gueimaduras de grande extensdo. Tais discrepancias podem ser explicadas por
diversos fatores, como a fase da queimadura, a gravidade, procedimentos cirlrgicos
ou 0 uso de soroterapia e DVA, que ficam evidentes neste estudo. Também é de se
destacar a diferenca no tempo de infusdo, uma vez que o tempo de meia-vida pode

ser prolongado por uma infusdo mais prolongada.

Independentemente do motivo das altera¢des farmacocinéticas, é indiscutivel
gue o0s pacientes criticos grandes queimados apresentam caracteristicas Unicas e
que se beneficiam da abordagem PK/PD individualizada, como foi realizada neste

presente estudo.

O protocolo de estudo permitiu ainda uma andlise longitudinal, desde a
admissao, com trés seguimentos de coleta de niveis séricos e abordagem PK/PD,
até a alta ou 6bito do paciente. Apesar de ndo se observar correlagdo significativa
entre os desfechos clinico-microbiolégicos e os parametros PK/PD avaliados, foi
possivel identificar alteracbes profundas na farmacocinética do fluconazol. O
principal parametro que chama a atencéo é o Vd, que se apresenta extremamente

reduzido (aproximadamente 3-7 vezes) durante o curso clinico da terapia antifingica.
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A meia-vida também apresenta reducdo importante (cerca de 2-3 vezes), e
apresenta correlagdo linear significativa com o Vd. Enquanto o CLrt, apesar de
reduzido, ficou muito proximo do limite inferior do valor de referéncia em voluntarios
sadios, apresentando reducdo importante apenas no seguimento 2, mas seguindo o
comportamento dos demais parametros farmacocinéticos. Assim como a meia-vida,
o CLt também apresentou correlacao linear significativa, mas em menor grau, o que

sugere mais de uma alteracéo farmacocinética ocorrendo ao mesmo tempo.

O Vd reduzido pode ser explicado pela propria lesdo do tecido epitelial
decorrente da queimadura, uma vez que o Vd elevado e a meia-vida longa nos
individuos saudaveis é atribuida ao acumulo no tecido epitelial (DEBRUILLE et al.,
1997).

Estudos que avaliaram as concentragdes em diversos tecidos evidenciam um
fator de acumulo em fluido de bolhas, raspado de pele, glandula sudoripara écrina e
amostras teciduais de derme, epiderme e estrato cérneo, e qgue aumentam conforme
o tempo de tratamento. No inicio do tratamento atingem concentracdes duas vezes
acima da concentracdo sérica, podendo chegar a mais de 90 vezes maior em
tratamentos prolongados. Inclusive em tratamentos com doses semanais S&o
observadas concentracfes elevadas no estrato cérneo (BRAMMER et al., 1990;
FAERGEMANN et al., 1993; FAERGEMANN et al., 1995).

A concentracdo no estrato corneo comeca a cair com a descontinuacdo do
fluconazol, porém as concentracdes na derme/epiderme se mantém estaveis por 4-5
dias ap0Os o término do tratamento e ainda € possivel detectar niveis consideraveis
apos 10 dias do término do tratamento. Estima-se que a eliminacao do fluconazol do
estrato corneo se da em uma velocidade 2 a 3 vezes mais lenta que a eliminagéo
plasmatica (DEBRUILLE et al., 1997; FAERGEMANN et al., 1999; HANEKE, 1990).

Tal comportamento explica a correlagdo entre o Vd e a meia-vida, porém nao
justifica o efeito do Vd sobre o CLt. Considerando o fator de acumulo do fluconazol,
seria esperado que com a reducao do acumulo e, consequentemente do Vd, o CL+
estivesse normal ou aumentado, uma vez que o fluconazol poderia se concentrar
mais na corrente sanguinea, podendo ser eliminado do organismo de forma mais
eficiente devido a eliminacdo por via predominantemente renal. Além de ndo haver

gueda proporcional de Vd e CL.
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Outro fator a ser considerado € a ligacdo a proteinas plasméticas, que
influencia diretamente ambos os pardmetros. Em voluntarios sadios é observada
uma taxa de ligacdo do fluconazol a proteinas plasmaticas em torno de 11-12%. No
entanto, em diversas situacdes clinicas, como sepse, cancer, doenca renal crénica e
processos inflamatérios e de lesdo tecidual, a producéo das proteinas plasmaticas é
alterada de forma a reduzir a expressao de proteinas constitutivas e aumentar a
producao de proteinas de fase aguda, como a aj-glicoproteina acida (ARREDONDO
et al.,, 1994; ARREDONDO et al., 1995; DE PAEPE et al., 2002; MOODY et al.,
1985; XIAO et al., 2015; ZOKUFA et al., 1989).

A a;-glicoproteina acida apresenta acdo imunomoduladora e transporta
diversas substancias durante o processo inflamatério, como citocinas e esteroides,
além de carrear substancias enddgenas, metabdlitos e farmacos. Seus ligantes sdo
principalmente substancias de carater basico, mas também podem se ligar a
substancias neutras e de carater acido (CECILIANI et al, 2019; FOURNIER et al,
2000; SMITH et al., 2019; SVENSSON et al., 1986).

No contexto das queimaduras e lesdes de pele associadas, a a;-glicoproteina
acida parece estar relacionada ainda a citoprotecdo de fibroblastos, podendo
apresentar correlacdo com a extensao da queimadura e ao tempo de recuperagao
tecidual (XIA et al., 1992; XIA et al., 2001).

A producédo de a;-glicoproteina acida ocorre de forma rapida e acentuada nas
primeiras 12-24h apds a queimadura, se mantendo até quatro vezes elevada
durante as duas primeiras semanas e podendo se manter por cerca de 20 dias a
seis semanas, e com reducao gradual apés recuperacao tecidual devido sua meia-
vida de cerca de 2-5 dias (BONATE, 1990; SVENSSON et al., 1986; SMITH et al.,
2019; XIA et al., 1992; ZEINEH et al., 1970).

Portanto, a mudanca no padrdo de expresséo de proteinas plasmaticas pode
influenciar na fragdo livre de fluconazol circulante e, consequentemente, na

capacidade de eliminacdo do organismo, expressa pelo CLr.

Dois estudos avaliaram a relacdo entre a concentragcdo sérica de a;-
glicoproteina acida e a taxa de ligacdo do fluconazol a proteinas plasméaticas em

pacientes com doenca renal cronica e céancer, demonstrando um aumento
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significativo em quase duas vezes na taxa de ligacdo a proteinas plasmaticas
(22,91+ 6,15% e 22,96 = 3,6%, respectivamente) (ARREDONDO et al., 1994;
ARREDONDO et al., 1995).

Essas condicbes clinicas estdo principalmente associadas a inflamacéo
cronica. Dessa forma, apesar de ndo haver estudos em pacientes queimados nem
estudos que correlacionam diretamente a taxa de ligacdo a proteinas plasmaticas
aos parametros PK/PD do fluconazol em pacientes queimados, pode se esperar um
aumento ainda maior, uma vez que ja € descrito em literatura cientifica aumentos de
2-6 vezes nos niveis de aj-glicoproteina acida em outros processos inflamatérios
agudos (SMITH et al., 2019).

Diante desses achados, para testar a hipdtese do impacto da alteracdo do
perfil de ligacdo do fluconazol a proteinas plasmaticas e devido a néo realizacdo de
coleta rotineira da a;-glicoproteina acida, foram realizadas algumas anélises
exploratorias. Foi testada a correlacdo linear entre os parametros farmacocinéticos e
a SCTQ e aos niveis de PCR, frente a hipotese de maior producdo de aj-
glicoproteina acida quanto maior a rea queimada ou inflamagé&o. A correlacédo entre
0os parametros farmacocinéticos e os niveis de lactato e o pH arterial, frente a
hipétese da alteracdo do grau de ionizacdo prejudicar ou favorecer a ligacdo a as-
glicoproteina acida. E a correlacdo entre os parametros farmacocinéticos e o nivel
sérico de albumina, para testar a hipétese de aumento de producdo de aj-
glicoproteina acida proporcional a queda de albumina. No entanto, em nenhuma das

analises foi observada correlagéo significativa.

Porém, observa-se como dado exploratério que todos o0s pacientes
apresentaram hipoalbuminemia consideravel durante os trés seguimentos, com uma
albumina sérica mensurada em 114 oportunidades, com uma média de 1,7 + 0,6. E,
inclusive, com uma reducéao significativa em relacdo a admissao/alta (2,8 £ 0,5 vs.
1,5+ 0,4, p <0,0001), o que se mostra compativel com o perfil esperado de alteracéo

de producédo de proteinas.

Além disso, o CLy pode estar reduzido devido a reducdo da fungéo renal
associada a instabilidade hemodinamica ou lesdo renal propriamente dita, que foi

observada em algum grau em metade dos pacientes.
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Quando considerada a cobertura empirica para as espécies de Candida spp.
dose-dependente com CIM 32 mg/L, os resultados obtidos demonstram que a
cobertura néo é atingida com as doses habituais. E aplicando essa alteracdo na taxa
de ligacdo a proteinas plasmaticas, obteriamos uma reducédo da fracdo livre de
fluconazol potencialmente consideravel. Ajustando os resultados para uma taxa de
ligacdo a proteinas plasmaticas de 22%, o indice fASC*y.4/CIM>25 ndo seria
atingido em nenhum paciente durante os seguimentos 1 e 2, e em apenas trés

pacientes do seguimento 3, quando considerado um CIM de 32mg/L.

Em relacdo ao PK/PD de antimicrobianos, muitos estudos foram realizados e
demonstram a importancia da otimizacdo da terapia no contexto das alteracdes
farmacocinéticas (CAIN et al., 2014; GOMEZ et al., 2013; GOMEZ et al., 2015;
GONCALVES-PEREIRA et al., 2011; GONCALVES-PEREIRA et al., 2014; RIZK et
al., 2017; ROBERTS et al., 2014; SANTOS et al., 2015; SILVA JR et al., 2017a;
SILVA JR et al., 2017b). Comparativamente, ha poucos estudos publicados e
disponiveis sobre a relacdo PK/PD de antifingicos, e ainda menos envolvendo a

populacao de grandes queimados.

Os primeiros estudos que definiram a relagcdo PK/PD do fluconazol foram
realizados em modelos animais e concluiram que sua acdo é fungicida dose-
dependente, com a relagdo ASC/CIM como melhor indice de predi¢édo de efetividade.
Os resultados demonstraram que 50% do efeito maximo € atingido quando a razéo
ASC/CIM esta entre 12 e 24 mg*h/L. E que extrapolando o resultado para humanos,
uma dose diaria de 200mg atingiria cobertura para Candida spp. com CIM até 8mg/L,
necessitando de dose de 400 a 800mg/dia para a cobertura de agente com CIM de
16 a 32 mg/L (ANDES et al., 1999; LOUIE et al., 1998). Os resultados deste trabalho

foram, entédo, concordantes com os estudos preliminares.

No entanto, o European Commitee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) sinaliza para as diferentes respostas em modelos in vitro e in vivo,
recomendando um indice de fASC®%.24/CIM>100, que é muito maior do que o
inicialmente proposto. Neste contexto, também h& de se ressaltar que a
recomendacdo do EUCAST se baseia em parte em estudos farmacocinéticos
populacionais com simulacdo de Monte Carlo, que dependem de uma metodologia

bastante robusta e uma amostra representativa da populagéo para uma conclusao
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bem fundamentada. Portanto, considerando a alta variabilidade inter e intraindividual
dos pacientes e suas condi¢fes clinicas associadas, é possivel que haja vieses de
selecdo importantes. (EUCAST, 2020; RODRIGUEZ-TUDELA et al., 2007)

De fato, nos estudos encontrados que avaliam desfechos, houve grande
variabilidade populacional e ndo ha padronizacdo nos protocolos de estudos
referentes as doses utilizadas, tempo de infusdo e metodologia de avaliagdo da
farmacocinética do fluconazol (BADDLEY et al.,, 2008; CLANCY et al.,, 2005;
GHANEM-ZOUBI et al., 2019; PAI et. al, 2007; RODRIGUES-TUDELA et al., 2007).

No principal estudo citado pelo EUCAST, incluiu-se apenas pacientes
imunodeprimidos com cancer, HIV e transplantados. Neste estudo ndo é citada a
criticidade dos pacientes e ndo séo incluidos pacientes cirtrgicos, o que impossibilita
uma comparacdo direta com a populacdo de grandes queimados. Também é
importante levar em conta que a selecdo de pacientes com sistema imune
prejudicado pode ter influenciado diretamente no resultado do estudo. Além disso, a
fASC*®0.4n € calculada com base em dados obtidos de outros estudos e é
simplificada para o indice dose/CIM assumindo uma correlagdo de mais de 99%
entre a dose diaria e a fASC®y..4n. A sobrevida dos pacientes que atingiram uma
dose/CIM=100 foi de 93,9% comparados a 13,3% quando menor que 100. Apesar
dessa diferenca marcante, a amostra consiste em sua maioria de pacientes com
candidiase orofaringea. Quando consideradas apenas as candidemias, a taxa de
sobrevida no grupo com dose/CIM<100 aumenta para 50%, mas nao € demonstrado
teste estatistico. O estudo ainda faz uma analise de CART (Classification and
Regression Tree) que sugere um indice de predicdo de efetividade de
dose/CIM=35,5 e realiza a simulacdo de Monte Carlo que traz um resultado no
minimo curioso, no qual para garantir a cobertura para uma CIM de 2mg/L é
necessario uma dose/CIM=100 (equivalente a uma fASC®%,.24/CIM=79), enquanto
que para uma CIM de 4mg/L, uma dose/CIM=50 (equivalentes a uma fASC®,
24n/CIM=40), isto é, seria necessario uma dose menor para a cobertura de um fungo
mais resistente (RODRIGUEZ-TUDELA et al., 2007).

Outros estudos também utilizaram o indice simplificado de dose/CIM para
avaliar a efetividade do tratamento com fluconazol (BADDLEY et al., 2008; CLANCY
et al., 2005; PAl et. al, 2007).
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Clancy e colegas (2005) avaliaram 32 pacientes imunossuprimidos (cancer e
transplante), porém desta vez incluindo paciente criticos, e observaram menor falha
terapéutica nos pacientes que atingiram uma dose/CIM>50 (67% vs. 9%, p=0,003).
Entretanto, houve uma associacao significativa da falha terapéutica com a presenca

de neutropenia moderada/grave e transplantes.

Baddley e colegas (2008) reportaram em uma coorte prospectiva conduzida
em 96 pacientes criticos e ndo-critico uma menor mortalidade quando fASC®,.
24h/CIM211,5, equivalentes a uma dose/CIM212,5 (42,9% vs. 74%, analise de
CART). Apesar de incluir os dados microbiol6gicos completos de quase todos o0s
pacientes, a fASC>,.4, foi estimada a partir da dose recebida e dados

farmacocinéticos populacionais fixos.

Ja no estudo retrospectivo observacional realizado por Pai e colegas (2007),
observou-se uma ASC*,.,4n/CIM maior nos pacientes que sobreviveram, porém sem
significAncia estatistica (775 += 739 vs. 589 + 715), e na analise de CART foi
estabelecido o valor de corte de ASC®(.4/CIM=55,2. Em contrapartida, houve
diferenca estatisticamente significante quando considerado o indice dose/kg/dia/CIM
(13,3 + 10,5 vs. 7,0+ 8,0, p=0,0345), sendo descrita uma queda importante na
mortalidade quanto maior o valor, chegando a cerca de 5% quando
dose/kg/dia/CIM>20 (p=0,0272). Com a analise CART foi estabelecido entdo o ponto
de corte de dose/kg/dia/CIM de 12. No entanto, a ASC foi estimada com base em

dados populacionais individualizados com base em uma equagéo de CLt estimado.

Apesar da praticidade da razdo dose/CIM, que n&o necessita de
monitoramento sérico do fluconazol, possibilitando uma abordagem PK/PD mais
rapida e aplicAvel em qualquer cenario clinico, é importante destacar que tal
simplificagdo, assim como as metodologias bayesianas e de simulagdo de Monte
Carlo, se ampara em dados populacionais e pode ignorar alteracbes
farmacocinéticas individuais importantes, como observado na populacdo de grandes
gueimados aqui apresentada. Embora Pai e colegas (2007) tenham utilizado uma
metodologia mais robusta, considerando um paciente adulto de 70kg, seria
necessaria uma dose de fluconazol de mais de 1600mg/dia para atingir cobertura

para uma Candida spp. com CIM de 2mg/L, e considerando a faixa de CIM de 8 a
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32 mg/L, seriam necessarias doses excepcionalmente altas, o que acarreta em risco

aumentado de toxicidade.

O Unico estudo mais recente, realizado por Ghanem-Zoubi e colegas (2019),
descreve uma coorte retrospectiva grande que incluiu 153 pacientes criticos e néo-
criticos com candidemia. Nesse estudo foi utilizada metodologia semelhante a de
Pai e colegas (2007), mas avaliaram diversos indices na tentativa de identificar uma
relacdo com a mortalidade por todas as causas em até 30 dias e a falha terapéutica
em 14 dias. Apesar de uma ASC®,.24,/CIM menor nos pacientes que evoluiram a
Obito, ndo houve significancia estatistica (1764 [238-6714] vs. 2279 [398-5989],
p=0,75). Também ndo foi identificada diferenca quando avaliado os indices
dose/CIM e ASC*%,.24h/CIM2400. No entanto, este estudo traz uma estratificagéo de
32 pacientes com candidemia por Candida glabrata, em que foi detectada diferenca
significativa na ASC®%,.,4n/CIM entre os sobreviventes e ndo-sobreviventes (230 [77-
539] vs. 96 [75-164], p=0,008) e uma tendéncia a uma CIM menor (7 [7-14] vs. 16
[8-24], p=0,06) (GHANEM-ZOUBI et al., 2019).

Frente a literatura encontrada € dificil estabelecer o indice de predicdo de
efetividade ideal, mas o indice inicial de ASC®,4/CIM>25, mesmo com as
limitacdes de um modelo animal, ainda se mostra robusto. No entanto, os trabalhos
realizados com métodos estatisticos populacionais ndo podem ser desprezados,
pois trazem informacbes importantes, principalmente para pacientes
imunossuprimidos, que podem necessitar de doses maiores. Nesse sentido, 0
EUCAST sugere um indice de predicdo de efetividade maior como uma ASC®,.
24n/CIM entre 50 e 100 (EUCST, 2020).

Também fica claro que existe uma relacdo dose-dependente na efetividade do
tratamento antifingico com fluconazol, como é demonstrado para Candida spp. com
CIM acima de 8mg/L, que em geral esta associada com menores taxas de cura
clinico-microbioldgica e maior mortalidade (GHANEM-ZOUBI et al., 2019; PAI et al.,
2007; RODRIGUEZ-TUDELA et al., 2007).

No entanto, ndo foi possivel estabelecer nenhuma correlagdo com os
desfechos aqui analisados, uma vez que todos os pacientes apresentaram cura
microbiolégica e, portanto, ndo € possivel atribuir diretamente a mortalidade a

infeccédo fungica.
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E relevante acrescentar ainda que os demais indices de predicdo de
efetividade sugeridos em literatura também foram testados, mas sem sucesso. E que
dentre eles o indice dose/kg/dia/CIM foi 0 que menos se apresentou aplicavel, pois
seriam necessarias doses 30 a 60 vezes maiores, ou 0 equivalente a 24.000mg/dia
para a cobertura para um CIM de 32 mg/L para os pacientes incluidos no presente
estudo.

A principal limitacdo deste estudo € o tamanho da amostra, que impossibilita
andalises mais robustas que poderiam avaliar o impacto da cobertura do fluconazol
sobre os desfechos clinico-microbiolégicos. Também € importante destacar que os
pacientes apresentavam gravidade expressiva, como observado pela necessidade
de DVA durante os trés seguimentos e diversos procedimentos cirlrgicos realizados.
Além disso, apresentavam concomitantemente infec¢cdes bacterianas relevantes,

como infeccdes de cateter persistente ou por bactérias multirresistentes.

Mesmo assim, a gravidade e complexidade dos pacientes incluidos retratam
justamente os diversos pacientes em que sdo esperadas profundas alteracfes
farmacocinéticas, mas que sdo mais dificilmente incluidos em estudos clinicos ou
gue ndo sdo considerados quando utilizadas abordagens PK/PD que consideram

apenas dados populacionais restritos ou de voluntarios sadios.

Portanto, o monitoramento sérico individualizado, embora pouco frequente
devido a falta de kit comercial para quantificacdo rotineira nos laboratérios de
analises clinicas hospitalares, € de extrema importancia para estes pacientes. S&o
necessarios mais estudos na area para elucidar de forma definitiva as alteracdes
farmacocinéticas aqui apresentadas, assim como para definir o indice de predicéo

de efetividade alvo nos diversos contextos clinicos.

Vale destacar que como o fluconazol € um antifingico fungicida dose-
dependente e obedece uma cinética linear modelo-independente, foi aqui utilizado o
modelo monocompartimental aberto através de uma metodologia simples e robusta,
validada previamente, e que requer um numero e volume reduzidos de coletas de
amostras sanguineas. Portanto, havendo os equipamentos minimos para a analise,
pode ser utilizado na pratica clinica para otimizacdo da terapia antifangica, guiando a

equipe médica em tempo real.
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Além disso, as alteracbes da farmacocinética do fluconazol nos grandes
gueimados foram, pela primeira vez, obtidas e plenamente justificadas frente aquela
reportada anteriormente para pacientes criticos ndo-queimados e para voluntarios

sadios.
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6. CONCLUSAO

A farmacocinética do fluconazol esta profundamente alterada nos grandes
gueimados, especialmente em relacdo ao volume de distribuicdo. Doses maiores
que as usuais sdo necessarias para garantir a cobertura antifingica, principalmente
para Candida spp. com sensibilidade dose-dependente (CIM até 32 mg/L). Portanto,
através do monitoramento sérico do fluconazol individual e a abordagem PK/PD é

possivel realizar a otimizacdo da terapia antifingica em tempo real.
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ANEXOS

Anexo A — Aprovacéo pelo Comité de Etica para a Andlise de Projetos de Pesquisa do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

Codigo: 5485

Pesquisador Responsaval: DAVID DE SOUZA GOMEZ

Titulo do Projeto: Combate ao desenvolvimento de resisténcia dos patogenos hospitalares mediante dosagem de biomarcadores 10S @ abi o farm inética-
farmacodinamica (PK-PD) para antin ianos bet: de Gitima geragao (piperacilina-tazobactana e meropenem) o tratamento do choque séptico em pacientes criticos para fins
de vigilancia infecciosa efetiva na UT!

Nimero de controle interno:

Numero de controle CAEE: 07525118.3.0000.0068
Status: 6 - APROVADO - CAPPESQ

CONEP: NAQ

Centro Coordenador: NAO

Histérico do Projeto

Status Data Usuario

RETARIA CAPPESQ

v Status . n
+ lmluuil‘roie'w

Status
do
N* Atualizagio Comissdc Titulo do Projeto Status Documento Criagdo Cadastro
6610 21/03/2019  ICHC UTILIZAGAO DE CROFRAGMENTA! £ PELE NO TRATAMENTO DAS APROVADO 10/07/2018
07:50:01 DEPTO QUEIMADURA SRAU - CAPPESQ 161

DE

CIRURGIA

ecnologia da Informagao 2013
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Anexo B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO - HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA

Titulo da pesquisa: Combate oo desenvolvimento da resisténcia de patogenos hospitalares mediante
dosagem de biomarcadores inflamatérios e abordagem farmacocinética-farmacodindmica (PK-PD) para
antimicroblancs beta-loctdmicos de ultima geragdo (piperacilina-tozobactona & meropenem) no
tratamenta do choque séptico em pacientes criticas para fins de vigildncia infecciosa efetiva na UTI

Pesquisador principal: PROF. DR DAVID SOUZA GOMEZ - Diretor Técnico de Servigo
INSCRICAO CONSELHO REGIONAL DE MEDICINA: 35316

Departamento/instituto: Divisdo de Cirurgia Plastica e Queimaduras - 82, A. - ICHC

1. Convite & participagéio: Convidamos o(a) Sr(a). para participar desta pesquisa que busca melhorar o
resultado da ag¢Go des antibidticos usados nos pocientes portadores de queimaduras, como segue
abaixo:

2, Justificativa e objetivos do estudo: Se ofa) senhor(a) por quem € responsdvel apresentor sinals
de infec¢do sera empregodo antibidtico para o tratomento, isto e, medicogdo que visa tratar a infecgGo,
conseqiiente do lesdo pela queimadura. As medicacdes atualmente utilizadas no controle das infecgdes
séo agentes anti-infeccioses {antibiGticos) receitados paro esto finalidade como o meropenem e a
piperacilina-tazobactana. O objetivo do presente estudo é avaliar se um destes antibidticos, na dose e
forma utilizadas, atinge valares satisfatérios no sangue duronte o trotamento para obter meihor efeito.

3. Procedimentos que serdo utilizados e métodos que serBo empregados: Ofc) senhor(a) por
quem é responsdvel receberd o ontibiotico nas doses € nos momentos normalmente utilizodos nos
pacientes com infecgo devido a queimadurgs. Serdo coletadas duas amostras de sangue conforme
segue: 19 coleta na 39 hora do Inicio da infusGo estendida e a 2¢ coleta na 52 hora do inicio da
infusdo. Serg coletado atraves de cateter venoso (dispositive que substitui a picada) e o volume total
sera de 3 mL de seu sangue (1,5 ml/ coleta) para o dosagem do medicamento. No sangue serd dosada o
concentragdo do antibidtico utilizando método labaratorial especifico,

4. Explicitagdo de possiveis desconfortos e riscos decorrentes da participacdo na pesquisa: o risco
a que o senhor sergd submetido é minimo, pois o procedimento € feito por profissionais altamente
treinados, de forma estéril, com todo ¢ material descartavel,

Y, Beneficios esperados para o participante: opds os resultados de cade avoliogdo, coso sejo
necessario, serio realizados ajustes nas doses e intervalos de doses de antibidticos utilizodos no
tratamento de infeccoes em queimaduras, visando melhorar os resultados de seu tratamento. Este
estudo devera futuramente beneficiar também muitos outros pacientes.

6. Esclarecimento sobre a forma de acompanhamentc e assisténcia a que terdo direito os
participantes da pesquisa: O senhor terd ocesso, o qualquer tempo, as informagbes sobre
procedimentos, riscos e beneficios relacionados @ pesquisa, inclusive esclarecer eventuais duvidas, além
de manter todos os seus direitos quanto a assisténcia apos o término ou interrupgdo da pesquisa.
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7. Garantios de plena liberdode oo participonte de recusar-se @ participar ou retirar o seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa sem penalizagio alguma, de sigilo e privacidade: O
Sr. terd total liberdade de retirar seu consentimento o qualquer momento e de deixar de participar
do estudo, sem gue isto troga prefuizo & continuidade da assisténcia. Terd ainda o confidencialidode,
sigilo e privacidade gorantidos.

8. Garantia de que o participante recebera uma via do termo de consentimento: O 5r. Ird receber
uma vie deste Termo de Consentimento, devidamente rubricada pelos devidos integrontes.

9. Explicitagdo das garantias de ressarcimento por despesas decorrentes da pesquisa e explicitagdo
da garantia de indenizagdo por eventuais danos decorrentes da pesquisa: Nio existirdo despesos
pessoais para o senher (a) em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo
ha compensagdo finonceiro relacionada o sua participagdo. Se existir guolquer despesa odicional,
ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa. Se houver algum-dano comprovada e diretomente
resultante do pesquisa, o Sr. terd direito o ser indenizado, ossim como ter as despesas decorrentes
desse atendimento cobertas pela Instituicdo.

10. O material biologico (amostras sanguineas) obtido para esta pesquisa serd armazenado de
acorde com a resolugdo 441/2011

11. Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de dividas. O principal investigador € o Dr, David de Souza Gomez, que pode ser
encontrado no endereco Av Dr. Enéas de Carvalha Aguiar, 255 - 89. A., 518128, Telefane(s) 2661-
7568, e-mail dovid.gomez@hc.fm.usp.br. Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética
da pesquiso, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa {CEP) — Rua Ovidio Pires de
Campos, 225 - 52 andar ~ tel: (11) 2661-7585, (11) 2661-1548, (11) 2661-1549; e-mail:

cappesg.adm@tic. fm.usp br

Fui suficientemente informado a respeito das informag¢des que li ou que forom lidas para
mim, descrevendo o estudo “Combate oo desenvolvimento da resisténcia de patégenos
hospitalares mediante dosogem de biomarcadores inflamatérios e abordagem
farmacocinética-farmacodinémica (PK-PD) para antimicrobianos beta-lactémicos de
dltima gera¢do (piperacilina-tazobactana e meropenem) no tratamento do chogque
séptico em pacientes criticos para fins de vigilancio infecciosa efetiva na UTI". Eu discuti
com o Dr David de Souzo Gomez sobre a minha decisGo em perticipar desse estudo e/ou em
consentir que a pessoa sob a minha tutele participe do estudo. Ficaram claros para mim
quais sGo os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos
e riscos, os garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participacdo é isenta de despesas e que tenha garantio do acesso
tratamento hospitolar quando necessdrio. Concordo voluntariamente em participar deste
estudo, assino este termo de consentimento e recebo um via rubricada pelo pesquisador.
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Data:

Assinatura do paciente
Ou representante legal

Data:

Assinatura do Responsdvel pelo estudo
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DADOS DE IDENTIFICAGAO (OU ETIQUETA INSTITUCIONAL DE IDENTIFICAGAO) DO
PARTICIPANTE DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

NN e T T o T 5 I, e s e S soer oy gemt—
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° ...\ sexo:- MmO FO

DATA NASCIMENTO: ........  Sroe] SO

ENDEREGO ....covvvvooeecesiocisassessesssessessssesssssasesesseassssessssssseneses [ APTO: oo,
BARRO I rmi e v, o L GIDADE e Thvwes oo | sompetosn. W simn Ainn
BB it v v TELEFONE: DDD (...... ..... Yooyt Sl Gt o e e
2 RESPONSAVEL LEGAL

NATUREZA (grau de parentesco, tULOr, CUIBAOT B1C.) ..o oo ooooeereieeeoreeseeerceeearese et
DOCUMENTO DE IDENTIDADE ...\ oo, SEXO:-MO FOI

DATA NASCIMENTO: .../ ....L.....

ENDERECO: oovvoeooee oo oeeseeeeeessses oo e —— N oo APTO:
BAIRRO: oo eesessosseeeeee st eee et seeesese e CIDADE:

CEP. T JELEFONE: DDD

Goi N A R



