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RESUMO 

 
Objetivos: O objetivo deste trabalho foi o estabelecimento de um modelo PK/PD capaz 

de descrever o efeito fungistático de fluconazol (FCZ) contra diferentes espécies de 

Candida. Método: a fim de atingir esse objetivo, as seguintes etapas foram realizadas: i) 

métodos bioanalíticos foram desenvolvidos e validados em CL-EM/EM e CLAE/UV para a 

determinação do FCZ em plasma e microdialisado renal de rato, respectivamente; ii) a 

verificação das condições da microdiálise do FCZ e sua recuperação in vitro pelos 

métodos da diálise (RRD) e retrodiálise (RRE) e in vivo por RRE; iii) avaliação das 

concentrações livres de FCZ no rim de ratos Wistar saudáveis e infectados por Candida 

albicans através do uso da microdiálise após a administração de 10 mg/kg de FCZ pela 

via intravenosa e de 50 mg/kg de FCZ pela via oral, a fim de estabelecer a relação entre 

os níveis livres renais e plasmáticos totais do FCZ em ambas as condições, iv) a 

modelagem PK/PD do efeito fungistático do FCZ contra Candida albicans, Candida 

parapsilosis e Candida tropicalis empregando o modelo de Emax-modificado e a 

determinação de seus parâmetros PK/PD utilizando um modelo de infecção in vitro, em 

que as concentrações renais livres de FCZ esperadas em seres humanos após diferentes 

posologias foram simuladas: a) concentrações flutuantes do fármaco - 200, 400 e 800 mg 

q8h, q12h e q24h - e concentrações constantes, múltiplas da concentração inibitória 

mínima (CIM) – 0,5, 1, 2, 4 e 8 vezes a CIM. Os dados de farmacocinética e 

farmacodinâmica foram modelados com o auxílio do software Scientist®. Resultados e 
Conclusões: i) os métodos analíticos para quantificação do FCZ foram desenvolvidos e 

validados, sendo específicos, exatos e precisos, com limites de quantificação de 100 

ng/mL e 10 ng/mL para detecção em plasma e microdialisado, respectivamente, ii) as 

recuperações determinadas in vitro por RRD e RRE foram independentes do fluxo e da 

concentração. Os valores de recuperação das sondas de microdiálise determinada in vitro 

por RRD (53,4 ± 2,3%) e RRE (54,2 ± 1,8%) e in vivo por RRE (49,7 ± 2,2%) foram 

estatisticamente semelhantes nas condições experimentais investigadas (α = 0,05), 

indicando que o FCZ é um fármaco adequado para ser avaliado por esta abordagem; iii) 

não houve diferença estatística na área sob a curva de concentração versus tempo (AUC 

0-∞) renal livre e plasmática total em ratos Wistar, saudáveis ou infectados por Candida 

albicans, pela mesma via de administração investigada. A penetração renal do FCZ foi 

semelhante para ambas as doses nas condições investigadas (variando entre 0,77 e 0,84)



 

e a sua fração plasmática livre, determinada por microdiálise, foi independente da 

concentração (86,0 ± 2,0%). Utilizando as equações farmacocinéticas apropriadas, os 

parâmetros plasmáticos farmacocinéticos determinados foram capazes de prever os 

valores de concentrações livres renais em ratos sadios e infectados, assumindo que a 

ligação a proteínas plasmáticas é conhecida. Além disso, a candidíase sistêmica não 

interfere na penetração renal do FCZ, indicando que as suas concentrações plasmáticas 

livres são boas preditoras do valor de concentração tecidual livre (farmacologicamente 

ativa) em animais sadios e infectados, podendo ser utilizada para estabelecer e otimizar 

os regimes posológicos do FCZ para o tratamento de candidíase disseminada; iv) a 

concentração que causa 50% do efeito fungistático máximo (CE50) do FCZ foi 

estatisticamente menor para C. albicans (4.4 ± 1.4 µg/mL) do que para C. parapsilosis e 

C. tropicalis, 8.1 ± 1.6 µg/mL e 8.3 ± 1.8 µg/mL respectivamente, ao simular-se diferentes 

regimes de dose, bem como concentrações constantes do fármaco (CE50, C. albicans = 

3.5 ± 1.3 µg/mL; CE50, C. parapisolosis = 6.1 ± 1.2 µg/mL; CE50, C. tropicalis = 6.5 ± 1.2 

µg/mL) (α = 0.05). A taxa de morte fúngica (kmax) foi estatisticamente semelhante para 

todas as espécies de Candida estudadas. (aproximadamente 0,4 h-1) e sempre 

estatisticamente menor do que a taxa de crescimento fúngico, k0 (aproximadamente de 2 

h-1) (α = 0,05). O modelo PK/PD foi capaz de descrever o efeito fungistático do FCZ 

contra as três espécies de Candida investigadas in vitro. O FCZ se mostrou igualmente 

eficaz contra essas leveduras, porém sua potência foi maior frente a C.albicans do que 

frente a C. parapsilosis e C. tropicalis. O modelo PK/PD utilizado pode ser empregado 

para simular esquemas posológicos alternativos, para comparar o efeito farmacológico do 

FCZ com o efeito de outros antifúngicos e, finalmente, para otimizar a terapia deste 

fármaco para o tratamento de candidíase sistêmica.  

 

Palavras-chave: Fluconazol, Microdiálise Renal, Candida spp, Modelo de Infecção in 

vitro, Modelagem PK/PD.



 

ABSTRACT 

 
Pharmacokinetic/Pharmacodynamic Modeling of the Antifungal Fluconazole 

Objective: The aim of this work was the development of a 

pharmacodynamic/pharmacokinetic (PK/PD) model able to describe the fungistatic effect 

of fluconazole (FCZ) against Candida spp. Method: in order to reach this objective, the 

following steps were realized: i) bioanalytical methods were developed and validated in 

LC-MS/MS and HPLC/UV for determination FCZ in rat plasma and kidney microdialisate, 

respectively; ii) analysis of microdialysis of FCZ conditions and its recovery in vitro by 

dialysis (RRD) and retrodialysis (RRE) methods and in vivo by RRE; iii) evaluation of free 

levels of FCZ in the kidney of healthy and Candida albicans infected Wistar rats using 

microdialysis, after a 10 mg/kg i.v. dosing and 50 mg/kg oral dosing in order to establish 

the relationship between free renal and total plasma levels in both conditions; iv) the 

fungistatic pharmacological effect of FCZ against Candida albicans, Candida parapsilosis 

and Candida tropicalis ATCC strains by pharmacokinetic/pharmacodynamic (PK/PD) 

modeling of the time–kill curves employing an Emax model was determined using an in vitro 

infection model, where the free kidney concentrations of FCZ in humans after different 

posologies were simulated: a) fluctuating drug concentrations - 200, 400 and 800 mg q8h, 

q12h e q24h – and constant concentrations, multiples of the minimum inhibitory 

concentrations (MIC) – 0,5, 1, 2, 4 and 8 times the MIC. The pharmacokinetic and 

pharmacodynamic data were modeled with the software Sientist®. Results and 
Conclusions: i) the analytical methods developed were specific, precise, and accurate 

with limits of quantification of 100 ng/mL and 10 ng/mL for microdialisate and plasma, 

respectively; ii) the recoveries determined by RRD and RRE in vitro were concentration 

independent and flow rate dependent on the ranges investigated. The recoveries 

determined in vitro by RRD (53.4 ± 2.3%) and RRE (54.2 ± 1.8%) and in vivo by RRE 

(52.3 ± 2.3%) were statistically similar under the experimental conditions investigated (α = 

0.05), indicating that FCZ is a suitable drug to be evaluated by microdialysis; iii) There 

were no statistical differences between the area under the free concentration-time curve 

(AUC 0–∞) in plasma and in tissue for either healthy or infected groups for the same dose 

regimen investigated. The antifungal tissue penetration was similar for both doses and all 

conditions investigated (ranging from 0.77 to 0.84). Unbound FCZ plasma fraction, 

determined by microdialysis, was concentration-independent (86.0 ± 2.0%). Using 

appropriate equations, pharmacokinetic (PK) parameters determined by fitting plasma 



 

concentration-time profiles were able to predict free renal levels.The results showed FCZ 

easily penetrates the kidney and PK parameters determined in plasma can be used to 

predict free tissue levels of the drug assuming the drug protein binding is known. 

Furthermore, systemic candidiasis does not interfere with the drug kidney penetration, 

indicating that free plasma concentrations are a good surrogate for active levels in both 

healthy and infected kidney and can be used to establish and optimize FCZ dosing 

regimens to treat disseminated candidiasis; iv) FCZ concentration necessary to produce 

50% of the maximal fungistati effect (EC50) was statiscally smaller against C. albicans (4.4 

± 1.4 µg/mL) than against C. parapsilosis and C. tropicalis, 8.1 ± 1.6 µg/mL and 8.3 ± 1.8 

µg/mL respectively, when simulating multiple dosing regimens as well as constant 

concentrations (EC50, C. albicans = 3.5 ± 1.3 µg/mL; EC50, C. parapisolosis = 6.1 ± 1.2 

µg/mL; EC50, C. tropicalis = 6.5 ± 1.2 µg/mL) (α = 0.05).The maximum killing rate constant 

(kmax) was statistically similar for the Candida spp. (approximately 0.4 h-1) and always 

statistically smaller than the natural grown rate k0 (approximately 2 h-1) (α = 0.05). The 

PK/PD model was able to describe the fungistatic effect of fluconazole in vitro against the 

three Candida spp investigated. Fluconazole showed equivalent efficacy against these 

yeasts and higher potency against C. albicans than against C. parapsilosis and C. 

tropicalis. The model can be used to simulate alternative regimens, to compare its 

pharmacological effect with other antifungals and to optimize FCZ therapy to treat 

systemic candidiasis.  

 

Keywords: Fluconazole, Renal Microdialysis, Candida spp., In vitro Model Infection, 

PK/PD Modeling 
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As infecções fúngicas sistêmicas são um sério problema de saúde pública, pois 

ocorrem mais freqüentemente na população imunocomprometida, a qual aumentou 

consideravelmente nas duas últimas décadas. Vários fatores podem ser associados a 

esse aumento, entre eles pode-se apontar: o prolongamento de tratamentos mais 

agressivos com quimioterápicos, o aumento do número de transplantes de órgãos sólidos 

e de medula, o uso de medicamentos imunossupressores para o tratamento de doenças 

auto-imunes, a expansão do uso de cateteres intravasculares e o surgimento do Vírus da 

Imunodeficiência Humana Adquirida (HIV) (Sheenan et al., 1999). 

 Diferentes espécies de Candida, dentre as quais as de maior incidência são 

albicans, tropicalis, parapsilosis e glabrata, têm sido apontadas como a quarta principal 

causa de infecções fúngicas em pacientes imunocomprometidos, com taxa de letalidade 

em torno de 40%. Entre os pacientes submetidos a transplantes de medula óssea e em 

tratamento quimioterápico intensivo a mortalidade é superior a 80% (Bustamante, 2005). 

 O antifúngico azólico fluconazol é o fármaco de escolha para o tratamento de 

candidemia em pacientes infectados com espécies de Cryptococcus e Candida, exceto 

Candida krusei (Pappas et al., 2004). Seu efeito global consiste na inibição da replicação 

do fungo, primariamente através da inibição da enzima 14-α-esterol desmetilase (P-

450DM), enzima dependente do citrocromo P-450, responsável pela conversão do 

lanosterol em 14-α-desmetil-lanosterol em uma das etapas de biossíntese do ergosterol, 

que é componente essencial da membrana do fungo, regulando sua fluidez, 

permeabilidade e a atividade das enzimas associadas à membrana (Sanati et al., 1997). 

Um dos mais surpreendentes aspectos relacionados à terapia com antifúngicos, 

entretanto, é a falta de consenso quanto ao estabelecimento dos parâmetros norteadores 

das posologias utilizadas. Embora os índices PK/PD tenham sido recentemente 

estabelecidos para os antifúngicos, tais como as relações entre pico de 

concentração/concentração inibitória mínima (Cmax/CIM), área sob a curva de 

concentração plasmática/CIM (ASC/CIM) e tempo em que as concentrações permanecem 

acima do CIM (T > CIM), estes apresentam limitações como marcadores de eficácia 

clínica desses fármacos (Andes, 2006). Esta limitação está relacionada à utilização da 

CIM como parâmetro farmacodinâmico, que é determinada in vitro utilizando 

concentração constante do fármaco após período de incubação previamente estabelecido 

e não reflete as flutuações de concentração observadas no organismo após a 

administração do mesmo. Além disso, sabe-se que em concentrações abaixo da CIM os 

antifúngicos, assim como os antimicrobianos, têm atividade contra os microrganismos.
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 Neste contexto, a modelagem farmacocinética/farmacodinâmica (PK/PD) é 

uma abordagem conceitualmente mais abrangente que pode auxiliar na determinação e 

otimização da posologia de antifúngicos em comparação com os índices PK/PD que 

foram recentemente estabelecidos (Schmidt et al., 2008). Os modelos PK/PD são 

aplicados na simulação e previsão de efeito, assim como na otimização de posologias 

para diversos fármacos, através da combinação de parâmetros farmacocinéticos e 

propriedades farmacodinâmicas, que permitem uma correlação matemática entre os 

elementos da tríade concentração efetiva do fármaco, efeito farmacológico e tempo 

(Andes, 2006). Para que o modelo PK/PD seja desenvolvido, realizam-se estudos de 

avaliação do perfil farmacocinético (PK) do fármaco, administrando-se diferentes 

posologias e monitorando-se as concentrações plasmáticas obtidas e, muitas vezes, as 

concentrações livres no plasma ou no local de ação. Paralelamente, procede-se a 

avaliação farmacodinâmica em função do tempo (PD), após a utilização de diferentes 

posologias, em ensaios in vitro ou in vivo, para determinar o efeito obtido devido à 

variação de concentração do fármaco em estudo. Raros trabalhos na literatura, no 

entanto, modelaram a cinética e a dinâmica de antifúngicos através da modelagem 

PK/PD. 

 De posse dos dados de PK e PD, busca-se estabelecer a correlação matemática 

do perfil temporal dose-concentração-resposta. Sob condições de equilíbrio entre a 

concentração plasmática e a concentração no local de ação, a relação entre a 

concentração e o efeito pode ser descrita por modelos farmacodinâmicos tais como o 

modelo Emax e o modelo Emax-sigmoidal. O modelo Emax descreve o efeito do fármaco 

sobre a totalidade da faixa de concentrações obtidas após sua administração, pois 

considera um valor de efeito máximo (Emax) e um valor de concentração que produz 50% 

do efeito máximo (EC50), o que representa, em outras palavras, a atividade intrínseca da 

substância e a potência da mesma, respectivamente. Esse modelo permite prever um 

efeito máximo, quando todos os receptores alvo na biofase são ocupados pelo fármaco, 

bem como a ausência de efeito, quando não há fármaco. O modelo Emax-sigmoidal é uma 

expansão do modelo Emax hiperbólico, sendo considerado o mais versátil dos modelos 

farmacodinâmicos. Neste caso, adiciona-se um parâmetro exponencial ao modelo Emax 

hiperbólico (fator de Hill), que permite o ajuste do modelo aos dados experimentais de 

forma mais adequada (Schmidt et al., 2008).  

 Estudos empregando esta abordagem para antifúngicos, no entanto, só foram 

aplicados ao voriconazol por nosso grupo de pesquisa (Araújo, 2008) e outros autores (Li 

et al., 2008), sendo necessária uma maior exploração do tema, no sentido de se comparar 
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a eficácia e possibilidade de indicações de ajuste posológico para outros fármacos da 

classe dos antifúngicos azólicos, como o fluconazol, que ainda é o antifúngico mais 

utilizado para tratamentos de candidiases sistêmicas. 

 Nesse contexto, o objetivo geral desse trabalho é estabelecer modelo PK/PD para 

o antifúngico fluconazol. Os objetivos específicos são:  

 

• Adaptar e validar metodologia analítica por CL-EM/EM e CLAE/UV para doseamento 

do fluconazol em plasma, microdialisado de tecido e caldo de cultura; 

 

• Determinar as concentrações totais de fluconazol no plasma de ratos sadios e 

infectados por Candida albicans e as concentrações livres renais, através de 

microdiálise; 

 

• Simular as concentrações livres teciduais renais do fluconazol, esperadas após 

administração de diferentes posologias, em modelo de infecção experimental in vitro 

contra diferentes espécies de Candida (C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis) e 

avaliar os perfis de morte em função do tempo (time- kill curves); 

 

• Determinar a correlação matemática entre o efeito antifúngico do fluconazol e as 

concentrações livres teciduais renais através de modelagem PK/PD. 



 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 1. ESTADO-DA-ARTE 
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1 Candidemia 
 

A incidência de fungemia nosocomial, mais freqüentemente como resultado de 

infecção pelo gênero Candida spp., tem aumentado dramaticamente nas últimas décadas, 

sendo a quarta causa de infecções deste tipo nos Estados Unidos (Bustamante, 2005). O 

aumento desta incidência tem sido atribuído a avanços da medicina moderna, como por 

exemplo, transplante de órgãos, uso de agentes quimioterápicos, de dispositivos de 

monitorização invasiva, nutrição parenteral, antimicrobianos de amplo espectro, e 

ventilação assistida, que prolongam a sobrevida, mas ao mesmo tempo, colocam os 

pacientes em um alto risco de infecção fúngica (Fridkin & Jarvis, 1996; Edwards, 2005). 

A taxa de mortalidade entre os pacientes com fungemia é elevada, variando entre 

50% e 80% (Alonso-Valle et al., 2003). Apesar dos estudos epidemiológicos realizados 

nos últimos anos indicarem um aumento de infecções por espécies de Candida não-

albicans, especificamente Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida glabrata, e 

Candida krusei, a grande maioria ainda é associada à infecção por Candida albicans (Abi-

Said et al., 1999; Horn et al., 2009). Este aumento de infecções causadas por espécies 

não-albicans deve-se principalmente ao uso proflático de antifúngicos, especialmente o 

fluconazol (Samra et al., 2005). No Brasil, este quadro é similar, ocorrendo apenas um 

pequeno aumento na incidência de casos associados com a espécie C. tropicalis (Tabela 

1) (França et al., 2008). 

 

Tabela 1. Percentual de espécies de Candida associadas a candidíases no Brasil*. 

Microrganismo Freqüência (%) 

Candida albicans 59,0 

Candida tropicalis  15,0 

Candida parapsilosis 9,0 

Candida glabrata 7,0 

Candida krusei 2,0 

*(Retirado de França et al., 2008). 

 

 A candidemia é considerada uma forma de candidíase sistêmica, e ocorre antes do 

envolvimento de outros órgãos. A invasão da corrente sanguínea e posterior 

disseminação com múltiplas localizações são características de pacientes 

imunossuprimidos que desenvolvem infecção fúngica (Edwards, 2005). 
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 A manifestação clínica de candidemia é caracterizada por febre alta a 39-40 º C, 

embora existam casos de febre ligeira, estado afebril e até mesmo hipotermia, taquicardia 

acompanhada de crise persistente, por vezes, calafrios e erupções cutâneas no tronco e 

membros, que se assemelham a uma reação anafilática (Gomez et al., 2010). 

 Como acontece com qualquer doença infecciosa, o diagnóstico etiológico correto e 

precoce é essencial para estabelecer o tratamento adequado e, assim, melhorar o 

prognóstico do paciente. Tem sido considerado como um diagnóstico de candidíase 

disseminada, a demonstração de duas hemoculturas positivas em um intervalo de 24 

horas por punção percutânea distante de um local colonizado. No entanto, alguns autores 

discordam deste critério, considerando suficiente para o diagnóstico de candidemia uma 

única cultura positiva no sangue (Pfaller & Diekema, 2007). 

 A presença exclusiva ou o predomínio de uma espécie de Candida em lesões 

assume, em geral, significado patológico importante. Apesar de qualquer órgão poder ser 

afetado, os rins são os mais freqüentemente envolvidos (Lacaz et al., 1991). Por razões 

desconhecidas, a Candida spp. tem predileção pelos rins e este órgão pode ser 

severamente lesado, resultando em falência renal. 

 Essas características, associadas à virulência da Candida spp., têm impulsionado 

os estudos quanto à fisiopatologia da doença e à otimização da estratégia de tratamento, 

através do desenvolvimento de modelos de infecção experimental in vivo e in vitro, da 

determinação dos parâmetros farmacocinético-farmacodinâmicos preditivos da eficácia 

antifúngica e da modelagem PK/PD de antifúngicos. 

 

2 Fluconazol 
 

2.1 Características químicas 

 

O fluconazol [2-(2,4,-difluorophenyl)-1,3-bis(1H- 1, 2,4,-triazol-1-yl)propan-2-ol] 

(Figura 1) é um agente antifúngico azólico descoberto por Richardson e colaboradores 

nos laboratórios Pfizer® (Richardson et al., 1990). Devido a grande necessidade de 

antifúngicos de uso oral este fármaco foi rapidamente aprovado pela Food and Drug 

Administration (FDA) em 1990. 
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Figura 1. Estrutura química do fluconazol, antifúngico azólico. 

 

2.2 Mecanismo de Ação 

 

Assim como outros antifúngicos azólicos, o fluconazol exerce seu efeito 

primariamente através da inibição da 14-α-esterol desmetilase (P-450DM), uma enzima 

dependente do citrocromo P-450, responsável pela conversão do lanosterol em 14-α-

desmetil-lanosterol em uma das etapas de biossíntese do ergosterol. O ergosterol é um 

componente essencial da membrana do fungo, regulando a fluidez, a permeabilidade e a 

atividade das enzimas associadas à membrana (Hughes & Beggs, 1987). 

A inibição da P-450DM causa não somente a depleção do ergosterol e, 

consequentemente, a perda da integridade e funcionalidade da membrana celular fúngica, 

como também desencadeia o acúmulo de precursores de ergosterol tóxicos, incluindo o 

esqualeno, o zimosterol, o lanosterol, o 4,14-dimetilzimosterol e o 2-4 

metilenodihidrolanosterol (Sanati, 1997). O efeito global consiste na inibição da replicação 

fúngica, sendo considerado um fármaco fungistático. 

 

2.3 Propriedades farmacocinéticas 

 

 O fluconazol é extensivamente absorvido, com uma biodisponibilidade oral superior 

a 80% em humanos, podendo ser administrado tanto pela via oral quanto pela via 

intravenosa. O pico de concentração plasmática é atingido entre 1 e 2 horas em humanos 

sadios e sua absorção gastrintestinal não é modificada pela diferença de pH gástrico. Sua 

ligação a proteínas plasmática é de aproximadamente 11% e a maior parte da dose 

administrada é excretada inalterada na urina (60 a 75%). Possui uma excelente 
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distribuição tecidual tanto em indivíduos sadios quanto em pacientes com meningite 

(Debruine, 1997). 

 A farmacocinética do fluconazol é bem descrita na literatura tanto para animais 

quanto para seres humanos (Humphrey et al., 1985). A farmacocinética do fluconazol 

mostrou-se linear em camundongos após a administração de doses de 1 e 40 mg/kg. Os 

parâmetros farmacocinéticos obtidos após administração oral do fármaco a quatro 

espécies animais, estimados pelo modelo de um compartimento aberto, estão mostradas 

na Tabela 2.  

 

Tabela 2. Parâmetros farmacocinéticos do fluconazol em diversas espécies animais. 

Parâmetros Camundongo 

(n = 5) 

Rato 

(n = 5) 

Cão 

(n = 2) 

Homem 

(n = 4) 

Dose (mg/kg) 1 10 20 1 

Cmax (µg/mL) 0,7 0,6 1,0 1,4 

t1/2 (h) 5 4 15 22 

ASC0-t (µg·h/mL) 8,5 152 268 43 

Vd (L/kg) 0,9 0,8 0,8 0,7 

CL (mL/min/kg) 2 2,2 0,62 0,4 

 (Retirado de Humphrey et al., 1985). 

 

2.4 Propriedades Farmacodinâmicas 

 

 Os testes de susceptibilidade de diferentes espécies de Candida frente ao 

fluconazol utilizando a metodologia precozinada no documento M27-A3 do Clinical 

Laboratory Standard Institute (CLSI) classificam os fungos como suscetíveis se a CIM é 

menor do que 8 µg/mL, dose dependente suscetíveis se o valor da CIM está entre 16 e 32 

µg/mL e resistente quando a CIM é maior do que 64 µg/mL. Alguns destes estudos estão 

sumarizados na Tabela 3. 
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Tabela 3. Atividade in vitro do fluconazol contra diferentes espécies de Candida  

Espécies de 

Candida 

N° de isolados clínicos 

testados 

Faixa de CIM90 

(µg/mL) 

Resistentes  

(%) 

Referências 

C. albicans 7725 0,12 – 8 0,06 Ghannoum & Rice, 1999 

Diekema et al. , 2002 

Pfaller & Diekema, 2004 

C. glabrata 1996 2 – 32 9,0 Ghannoum & Rice, 1999 

Diekema et al. , 2002 

Pfaller & Diekema, 2004 

C.parapsilosis 1623 0,25 – 8 0,5 Ghannoum & Rice, 1999 

Diekema et al. , 2002 

Pfaller & Diekema, 2004 

C. tropicalis 1253 0,25 – 32 2,0 Ghannoum & Rice, 1999 

Diekema et al. , 2002 

Pfaller & Diekema, 2004 

CIM90 = Concentração Inibitória Mínima para inibição do crescimento de 90% das amostras testadas. (Adaptado de Pfaller et al., 2006). 
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 Como se pode perceber nos estudos mostrados na Tabela 3, o número 

de isolados clínicos de diferentes espécies de Candida resistentes ao 

fluconazol é baixo, sendo este o antifúngico de primeira escolha para o 

tratamento de candidíase sistêmica, mesmo após 15 anos de uso (Charlie et 

al., 2006). 

Parâmetros farmacocinéticos e farmacodinâmicos têm sido utilizados 

com freqüência para comparar antimicrobianos, já que estas medidas são 

características dos fármacos e podem ser utilizadas para escolha do melhor 

agente terapêutico para uma determinada infecção (Ebert, 2004). Os índices 

PK/PD empregados para antifúngicos, em parte se assemelham aos aplicados 

na análise de antibacterianos. 

Para o estabelecimento dos índices PK/PD, a CIM é relacionada a 

parâmetros farmacocinéticos como a área sob a curva de concentração 

plasmática versus tempo (ASC), pico de concentração plasmática (Cmáx) e 

tempo (T) (Figura 2). Deste modo, os índices são: ASC/CIM e Cmáx/CIM para 

fármacos cujo efeito é concentração dependente e T > CIM para fármacos com 

efeito tempo dependente. Estes três índices têm sido tradicionalmente 

empregados para descrever a relação entre a exposição ao fármaco e o efeito 

do tratamento tanto antimicrobiano quando antifúngico, mais recentemente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Índices farmacocinéticos/farmacodinâmicos (PK/PD) empregados na 

avaliação de eficácia de antimicrobianos (Adaptado de Andes, 2004). 
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Quando a morte do microrganismo é aumentada pelo aumento da dose, 

o antifúngico é considerado concentração dependente. Nessa situação o índice 

PK/PD que prevê a eficácia clínica pode ser tanto a ASC/CIM quanto o 

Cmáx/CIM. Neste grupo de fármacos estão incluídos os antifúngicos poliênicos, 

como a anfotericina B, as equinocandinas, a caspofungina, e os agentes 

azólicos, como o fluconazol e o voriconazol (Andes, 2004).  

Com outros grupos de fármacos a atividade antifúngica é aumentada 

não em função do aumento das concentrações plasmáticas totais, mas sim 

pelo aumento do tempo de exposição ao fármaco, sendo então definidos como 

antifúngicos tempo dependentes, ou concentração independentes, descritos 

pelo índice PK/PD T > CIM, estando incluída neste grupo a flucitocina (Andes, 

2004).  

 O índice PK/PD que melhor previu o desempenho do fluconazol frente à 

candidíase sistêmica disseminada em murinos foi a ASC/MIC (Louie et al., 

1998). Porém, a falta de correlação entre o resultado clínico e os obtidos nos 

testes de suscetibilidade ocasiona muitas dificuldades no tratamento de 

infecções fúngicas invasivas, envolvendo tratamentos imprecisos e muitas 

vezes controversos (Doods et al., 2000). 

O principal parâmetro farmacodinâmico utilizado nos índices PK/PD 

empregados para antifúngicos é a CIM, que reflete a menor concentração de 

fármaco capaz de inibir o crescimento fúngico visível em um experimento 

padronizado. Os métodos para determinação da CIM em antifúngicos, no 

entanto, são diferentes daqueles empregados para a maioria dos agentes 

antimicrobianos, sendo que as técnicas variam entre os grupos de antifúngicos 

(Doods et al., 2000). Para antifúngicos azólicos, foi preconizado o uso da 

técnica de microdiluição com o caldo RPMI-1640 (Roswell Park Memorial 

Institute), tamponados com MOPS (Ácido 2-(N-morfolino)-propanossulfônico), 

pH 5,0. Este método tem demonstrado boa reprodutibilidade, possibilitado uma 

correlação entre resultados in vitro e a resposta clínica para alguns antifúngicos 

(Aller et al., 2000) 

 Apesar das vantagens da classificação dos antifúngicos através dos 

índices PK/PD, que possibilita uma estratégia para aumentar a eficácia dos 

tratamentos com estes fármacos, a utilização dos índices não permite a 

descrição temporal do efeito antifúngico. Além disso, uma avaliação de efeito 
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que considera a CIM como parâmetro farmacodinâmico tem uma grande 

limitação, uma vez que não permite a observação do comportamento de 

crescimento microbiano frente a concentrações flutuantes, mais próximas da 

situação real in vivo, nem frente a concentrações sub-inibitórias, que podem 

gerar o desenvolvimento de resistência. Deste modo, novas abordagens têm 

sido testadas na literatura como a modelagem PK/PD, bastante difundida para 

fármacos antimicrobianos. 

Nos últimos anos, além da utilização da CIM, a avaliação da atividade de 

antimicrobianos e também a de antifúngicos tem sido feita pela investigação 

das curvas de morte bacteriana ou fúngica por tempo (time-kill curves), que 

podem ser modeladas matematicamente (abordagem PK/PD) tanto em função 

do tempo como em função da concentração plasmática e/ou tecidual do 

fármaco. Além de se poder avaliar o efeito farmacológico da fração ativa no 

sítio de ação, nas time kill curves também se pode mimetizar a taxa de 

eliminação do fármaco, gerando valores de parâmetros PK-PD mais fidedignos 

(Schuck & Derendorf, 2005). 
Esta abordagem está sendo usada para orientar a seleção de 

candidatos a fármaco potenciais além de fornecer uma justificativa científica 

para a seleção de regimes posológicos, podendo, assim, aumentar a eficácia e 

reduzir a probabilidade do surgimento de fármacos resistentes (Meibohm & 

Derendorf, 2002). A Food and Drug Administration (FDA) e a European 

Medicines Agency (EMEA) defendem o uso de modelos in vitro e in vivo para 

caracterizar as propriedades PK/PD de antimicrobianos, podendo-se prever a 

eficácia do candidato a fármaco nos estágios iniciais do processo de 

desenvolvimento (Budha et al., 2009). 

 

3. Modelagem Farmacocinética-Farmacodinâmica 
 
 Por muito tempo, a farmacodinâmica (PD) e a farmacocinética (PK) 

foram consideradas como disciplinas separadas. Enquanto a farmacocinética 

estuda a variação da concentração do fármaco em diferentes locais do 

organismo em função do tempo, a farmacodinâmica descreve a relação entre o 

efeito e a concentração do fármaco no sítio de ação. A modelagem 

farmacocinética/farmacodinâmica (PK/PD) surgiu para ligar as duas disciplinas 
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clássicas da farmacologia. Esta modelagem pode ser definida como a 

descrição matemática desta relação, a qual permite prever a variação do efeito 

com a variação da concentração do fármaco no organismo, em função do 

tempo (Derendorf & Hochhaus, 1995; Derendorf & Meibohm, 1999; Mager & 

Jusko, 2003). 

 Os modelos farmacodinâmicos mais utilizados para descrever a relação 

concentração versus efeito do fármaco são os modelos Emax e Emax-sigmoidal. 

O modelo Emax descreve o efeito do fármaco em relação à variação da 

concentração através de uma relação hiperbólica e o modelo de Emax-

sigmoidal, que é uma variação do primeiro, é utilizado quando a curva 

concentração-efeito não pode ser descrita de forma hiperbólica simples 

(Mouton et al., 2005): 

 

γγ

γ

+
=

CEC
C.EE

50

max
     Eq. 1 

 

onde E é o efeito do fármaco; Emax é o efeito máximo obtido pelo fármaco; C é 

a concentração do fármaco; EC50 é a concentração do fármaco que produz 

50% do efeito máximo; γ é o fator de Hill, que influencia a curvatura da curva 

efeito-concentração. 

 O expoente γ é um fator que, teoricamente, reflete o número de 

moléculas do fármaco que se liga a um receptor específico. Se n for um, o 

modelo Emax será hiperbólico; se for diferente de um, será sigmoidal. 

 Ao contrário da utilização da CIM, que é um parâmetro estanque nos 

índices PK/PD, obtido com uma concentração fixa do fármaco, os modelos 

PK/PD estabeleceram três novos parâmetros para a avaliação do efeito 

antimicrobiano sobre o microrganismo: k, kmax e EC50.  Estes parâmetros 

servem para descrever todo o perfil de efeito observado devido à flutuação do 

fármaco no local de infecção, decorrente da eliminação do mesmo do 

organismo. 

 O emprego de modelos Emax para descrever o curso temporal do efeito 

de antimicrobianos iniciou com a investigação de antibióticos β-lactâmicos. O 

modelo de Emax modificado foi utilizado por Nolting e colaboradores em 1996,
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para avaliar o efeito bactericida da piperacilina sobre a Escherichia coli in vitro. 

O desenvolvimento desse modelo foi realizado a partir de simulações, 

utilizando modelo de infecção experimental in vitro, do perfil de concentração 

tecidual livre esperado em tecido muscular de humanos após administração i.v. 

bolus de piperacilina. Este modelo já foi empregado com sucesso para a 

avaliação de antibióticos β-lactâmicos em monoterapia (De La Penã et al., 

2004) e em associação com inibidores de β-lactamase (Dalla Costa et al., 

1998). Os antimicrobianos quinolônicos também foram modelados com 

sucesso usando este modelo, como ciprofloxacino por Delacher e 

colaboradores (2000), levofloxacino e gatifloxacino, por nosso grupo de 

pesquisa (Tasso et al., 2011). 

 Uma importante alteração para o modelo Emax-sigmoidal foi proposta por 

Mouton e colaboradores (1997), baseando-se no fato de que modelos in vitro 

apresentam fatores limitantes do crescimento do microrganismo como, por 

exemplo, nutrientes e espaço. Após a etapa de crescimento exponencial, uma 

cultura bacteriana atinge um platô em que a velocidade de multiplicação das 

bactérias diminui. Desse modo, foi proposta pelos autores a adição de um 

termo na equação de Emax modificado utilizada para descrever a atividade 

frente a microrganismos, representado por Nmax, que indica o maior número de 

microrganismos que uma cultura in vitro suporta antes de entrar na fase de 

platô. 
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onde dN/dt é o número de microrganismo no frasco de cultura em função do 

tempo, k é a constante de crescimento do microrganismo na ausência do 

fármaco, N é o número de microrganismos presente no inóculo inicial e Ct é a 

concentração do fármaco no sítio de ação. 

 Este modelo foi utilizado com sucesso em estudos empregando 

cefalosporinas (Mouton et al., 1997), quinolonas como norfloxacino (Palma, 

2003) e isoniazida (Budha et al., 2009). 

 O Modelo PK/PD de Emáx-modificado descrito foi aplicado com sucesso 

em nosso grupo (Araújo, 2008), onde o efeito do antifúngico voriconazol foi 
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modelado frente a Candida albicans e C. krusei, e os resultados demonstraram 

que este fármaco é mais eficaz contra a C. krusei, já que houve diferença 

estatística apenas no valor do parâmetro kmáx. 

 Este modelo matemático também foi empregado por Li e colaboradores 

(2008) para modelar o efeito antifúngico do voriconazol frente a diferentes 

espécies de Candida e por Venisse e colaboradores (2008) para modelar o 

efeito do fluconazol e da caspofungina contra Candida albicans utilizando 

concentrações do fármaco múltiplas de 10 em modelo de infecção in vitro, 

visando mostrar a efetividade dos modelos PK/PD para descrever o efeito 

fungistático do fluconazol e fungicida da caspofungina. Os autores concluíram 

que modelos PK/PD devem ser utilizados para otimizar o uso de antifúngicos. 

 Após vasta busca em banco de dados, não foram encontrados outros 

estudos na literatura empregando a abordagem PK/PD para avaliar e prever o 

efeito de fármacos antifúngicos. 

 

4 Microdiálise 
 

Na modelagem PK/PD de antimicrobianos e antifúngicos, em geral, são 

utilizadas concentrações totais ou livres plasmáticas como indicadores das 

concentrações do fármaco no local da infecção. As concentrações livres de 

fármacos no fluido intersticial, no entanto, são as responsáveis pela resposta 

farmacológica e estas nem sempre são descritas pelas concentrações 

plasmáticas totais ou livres, não ligadas a proteínas.  

Visando a determinação do perfil de concentração livre intersticial de 

fármacos para incorporar na modelagem PK/PD, a microdiálise (MD) in vivo 

tem encontrado importantes aplicações no campo da farmacocinética, 

especialmente na investigação dos processos de metabolismo e distribuição 

(Muller et al., 2004). A técnica de microdiálise também pode ser utilizada para 

uma avaliação comparativa da penetração de fármacos em tecidos saudáveis e 

infectados, permitindo, assim, determinar diferenças de distribuição devidas à 

infecção (Joukhadar et al., 2001 e Brunner & Derendorf, 2006). 

Através desta técnica, originada na década de 60 para a avaliação de 

neurotransmissores, pode-se acessar a fração livre do fármaco, através do 

implante de uma sonda de diálise no tecido ou órgão de interesse, a qual é 
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constantemente irrigada com um líquido de perfusão compatível, com fluxo 

constante e controlado. Na porção terminal da sonda situa-se uma membrana 

semipermeável, que obedece aos princípios da difusão passiva, a qual é 

mantida constantemente sob condição sink. Como somente substâncias de 

baixo peso molecular são difundidas através da membrana, esta técnica 

permite determinar as concentrações livres da substância em estudo uma vez 

que apenas a fração não ligada a proteínas presentes no líquido intersticial 

sofrerá o processo de difusão através da membrana. As substâncias difundidas 

são coletadas na outra extremidade da sonda, para posterior análise (Johansen 

et al.,1997; Chaurasia et al., 2007). 

Em uma avaliação farmacocinética utilizando a microdiálise, devido o 

experimento se desenvolver em condição sink, o conhecimento da recuperação 

das sondas torna-se crucial para a determinação da real concentração do 

fármaco no tecido em estudo. Os testes de recuperação devem ser realizados 

in vitro, para se escolher as melhores condições experimentais, e in vivo, antes 

dos experimentos, para garantir a adequabilidade do uso das sondas de 

microdiálise (Plock & Kloft., 2005; Chaurasia et al., 2007). 

 A avaliação da penetração renal de voriconazol, outro antifúngico 

triazólico, utilizando microdiálise, foi realizada pelo nosso grupo de pesquisa, 

em ratos sadios e infectados por Candida albicans e Candida krusei, tendo sido 

comprovado que a penetração tecidual desse fármaco não se altera em função 

do processo de infecção (Araujo et al., 2009). Como o voriconazol é um 

fármaco moderadamente lipofílico (log P = 1,8) que se liga às tubulações da 

sonda de microdiálise, foi necessário realizar estudos prévios à 

experimentação animal para determinação da recuperação relativa das sondas 

visando corrigir as concentrações coletadas no microdialisado (Araújo et al., 

2008). 

 A distribuição tecidual do fluconazol, através do uso de microdiálise, foi 

estudada no cérebro de ratos sadios por Yang e colaboradores (1996) após a 

administração de fluconazol pela via intravenosa nas doses de 10 e 20 mg/kg 

(n = 6/grupo). Os autores concluíram que o fluconazol se distribui rapidamente 

pelo cérebro com um fator de penetração médio neste tecido de 

aproximadamente 0,6. 
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Xavier e colaboradores (2003) avaliaram a concentração do fluconazol 

na derme de ratos sadios após a administração i.v. bolus de dose de 10 mg/kg, 

mostrando que as concentrações plasmáticas e os níveis de fluconazol na 

derme destes animais foram praticamente iguais durante todo o experimento. 

Em 2011, Mauric e colaboradores administraram 6 mg/kg de fluconazol a 

ratos sadios e com inflamação sistêmica induzida por lipopolissacarídeo (LPS) 

e verificaram a concentração do antifúngico no pulmão e no músculo de 

animais sadios e em tecidos inflamados com o uso da microdiálise, indicando 

que a relação pulmão/plasma é maior do que 1 tanto nos animais sadios 

quanto nos doentes. 

O conjunto desses estudos mostrou que o fluconazol possui uma alta 

penetração tecidual e, além disso, a inflamação não altera o perfil de 

distribuição deste fármaco no músculo e pulmão.  

Com base no que foi exposto até o presente momento e considerando-

se: (i) a elevada incidência de candidíase no Brasil e no mundo; ii) a 

inexistência de bons parâmetros norteadores para a otimização do tratamento 

farmacológico dessas infecções; iii) o grande uso do fluconazol para o combate 

a candidíase; iv) o histórico de aplicação com sucesso da modelagem PK/PD 

para a simulação de regimes posológicos não testados na área de 

antimicrobianos, o objetivo do presente projeto é aplicar essa estratégia para 

avaliar o efeito do fluconazol frente as espécies de Candida mais prevalentes 

no Brasil (C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis), através da avaliação do 

curso do efeito em função do tempo. Além disso, neste trabalho será avaliada a 

concentração do fluconazol nos rins de ratos Wistar sadios e infectados por C. 

albicans visando investigar se a infecção fúngica sistêmica afeta a penetração 

do fármaco no seu tecido alvo. 

Os resultados obtidos neste trabalho estão apresentados a seguir na 

forma de três artigos, distribuídos em capítulos, sendo um artigo em fase de 

elaboração, a ser submetido para publicação, um submetido e outro artigo 

publicado em periódico internacional. 



 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

CAPÍTULO 2. LC/MS-MS Method for Pharmacokinetic Investigation of the 
Antifungal Fluconazole 
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Abstract 
A fast, sensitive, and specific LC-MS/MS method for determination of 

fluconazole (FCZ) in rat plasma has been developed and validated. FCZ was 

extracted from rat plasma by liquid-liquid extraction and their detection was 

conducted by positive electrospray ionization (ESI+) in multiple reaction 

monitoring (MRM) mode, monitoring the transitions 307.01 > 219.6. The method 

was linear in the plasma concentration range 10–2.000 ng/ mL, was validated 

according to FDA guideline and is suitable to support pharmacokinetic 

investigation with this drug. In comparison with other methods described for 

FCZ quantification this method presents the advantages of high sensitivity, 

requirement of small sample volume, fast running time, carry over and matrix 

effects analysis. 

Keywords: Fluconazole; LC-MS/MS, Bioanalytical Method Validation, Liquid-

liquid Extraction, and Pharmacokinetics. 



       



       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 3. Comparision of renal penetration of fluconazole in healthy  
and Candida albicans infected Wistar rats 
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ABSTRACT 
The aims of this study were to evaluate free levels of fluconazole (FCZ) in the kidney of 

healthy and Candida albicans infected Wistar rats using microdialysis and to establish the 

relationship between free renal and total plasma levels in both conditions. Microdialysis 

recoveries were determined in vitro by dialysis and retrodialysis an in vivo by retrodialysis. 

The recovery was around 50%, independent on the method, drug concentration or 

condition (in vitro or in vivo) used. FCZ kidney penetration in healthy and infected rats was 

investigated after administration of 10 mg/kg i.v. or 50 mg/kg orally (n = 6/group) and blood 

and microdialysate samples harvesting at predetermined time points up to 24 and 18 h, 

respectively. There were no statistical differences between the area under the free 

concentration-time curve (AUC 0–∞) in plasma and in tissue for either healthy or infected 

groups for the same dose regimen investigated. The antifungal tissue penetration was 

similar for both doses and all conditions investigated (ranging from 0.77 to 0.84). Unbound 

fraction of FCZ was concentration-independent (86.0 ± 2.0%), allowing the prediction of 

free renal levels using pharmacokinetic parameters obtained from total plasma fitting. The 

results showed that free renal and free plasma levels are similar in healthy and C. albicans 

systemically infected rats. Therefore, free plasma levels are a good surrogate to estimate 

free FCZ renal concentrations in systemic candidiasis and can be used to optimise dosing 

regimens for this drug. 

 

Keywords: Fluconazole; Microdialysis; In vitro and in vivo recoveries; Candida albicans; 

Renal penetration. 



 
 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 4. Pharmacokinetic-Pharmacodynamic Model of Fungistatic Effect of 
Free Renal Levels of Fluconazole against Candida albicans, Candida tropicalis and 

Candida parapsilosis 
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ABSTRACT 
The goal of this work was to compare the pharmacological properties of fluconazole 

against Candida albicans, Candida parapsilosis and Candida tropicalis ATCC strains by 

pharmacokinetic/pharmacodynamic (PK/PD) modeling of the time–kill curves employing an 

Emax model. An in vitro infection model was used to simulate free kidney fluctuating 

concentrations expected in humans after multiple dosing regimens of fluconazole or 

constant concentrations multiples of the minimum inhibitory concentration (MIC) against 

the three strains. PK/PD parameters estimated by modeling were compared. Fluconazole 

EC50 was statiscally smaller against C. albicans (4.4 ± 1.4 µg/mL) than against C. 

parapsilosis and C. tropicalis, respectively (8.1 ± 1.6 µg/mL and 8.3 ± 1.8 µg/mL) when 

simulating multiple dosing regimens as well as constant concentrations (EC50, C. albicans 

= 3.5 ± 1.3 µg/mL; EC50, C. parapisolosis = 6.1 ± 1.2 µg/mL; EC50, C. tropicalis = 6.5 ± 1.2 

µg/mL) (α = 0.05). The maximum killing rate constant (kmax) was statistically similar for the 

Candida spp. (approximately 0.4 h-1) and always statistically smaller than the natural 

grown rate k0 (approximately 2 h-1) (α = 0.05). The PK/PD model was able to describe the 

fungistatic effect of fluconazole in vitro against the three Candida spp investigated. 

Fluconazole showed higher potency against C. albicans than against C. parpisilosis and C. 

tropicalis and equivalent efficacy against these yeasts. The model can be used to simulate 

alternative regimens, to compare its pharmacological effect with other antifungals and to 

optimize therapy to treat systemic candidiasis. 

Keywords: Fluconazole; PK/PD Modeling, in vitro Model of Infection, and Fungistatic Effect
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As candidemias ainda ocupam uma posição de destaque entre as causas de 

morbimortalidade no ambiente hospitalar, apresentando uma incidência variável no 

mundo, na faixa de 0,28- 0,96 casos para cada 1000 admissões hospitalares nos Estados 

Unidos (Wisplinghoff et al, 2004) e 0,20- 0,38 casos para cada 1000 admissões na Europa 

(Tortorano et al, 2004), com uma mortalidade na ordem de 40% (Bidart, 2004). No Brasil 

esse panorama é ainda mais preocupante, com uma incidência de 2,49 casos para cada 

1000 admissões hospitalares, valor muito superior aos encontrados em estudos nos EUA 

e na Europa, com uma mortalidade geral associada de 54% (Colombo et al, 2006). No 

que diz respeito à etiologia das infecções, as espécies mais prevalentes são Candida 

albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata. 

 Diferentes fatores têm contribuído para essa elevada taxa de incidência e 

mortalidade, destacando-se entre eles a dificuldade de diagnóstico, limitações no 

tratamento e, principalmente a falta de consenso quanto ao estabelecimento dos 

parâmetros norteadores das posologias utilizadas. 

 Neste trabalho foi utilizada a modelagem faramacocinética-farmacodinâmica 

(PK/PD) para uma melhor compreensão da interação entre as três diferentes espécies 

mais prevalentes de Candidas e o antifúngico fluconazol, já que este é o farmaco de 

escolha para o tratamento das infecções sistêmicas causadas por estes microrganismos. 

Diferentemente do que ocorre com os antifúngicos, esta abordagem vem sendo utilizada 

com sucesso para o estudo da interação entre bactérias e diferentes antimicrobianos 

(Tasso et al., 2011; Mohamed et al., 2012). 

 Para que o modelo PK/PD seja desenvolvido, realizam-se estudos de avaliação do 

perfil farmacocinético (PK) do fármaco, administrando-se diferentes posologias e 

monitorando-se as concentrações plasmáticas obtidas, totais e livres. No caso dos 

antifúngicos, as concentrações livres de fármacos no fluido intersticial são as 

responsáveis pela resposta farmacológica, fungistática ou fungicida. Nesse trabalho, 

avaliou-se o perfil de concentração livre tecidual do fluconazol nos rins, tecido alvo das 

Candidas spp., em ratos Wistar sadios e infectados com Candida albicans através do uso 

da técnica microdiálise, a qual permite a coleta de amostras na biofase, sem alterar o 

perfil cinético ou dinâmico do fármaco. 

 Para essa etapa do estudo, foi necessário realizar o desenvolvimento e a validação 

de metodologias analíticas para a quantificação do fluconazol em plasma e no 

microdialisado renal. As amostras de microdialisados foram quantificadas por CLAE com 

detecção por UV em um compriento de onda de 210 nm. Para a quantificação do
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 fluconazol nas amostras de plasma foi necessária a detecção por espectrometria de 

massas após a extração líquido-líquido do fármaco nesta matriz biológica mais complexa. 

 Após a correção da recuperação das sondas de microdiálise, um pré-requisito 

necessário sempre que ocorre a utilização desta técnica, avaliou-se a penetração renal do 

fluconazol em ratos sadios e infectados sistemicamente por C. albicans após a 

administração de 10 mg/kg pela via intravenosa e de 50 mg/kg pela via oral. Os 

parâmetros farmacocinéticos plasmáticos e renais do fluconazol obtidos após a avaliação 

compartimental dos perfis individuas não foram estatisticamente diferentes nos animais 

sadios e infectados, indicando que a candidiase sistêmica não altera a penetração renal 

do fármaco e que há uma boa correlação entre as concentrações livres renais e a 

previsão das mesmas feita utilizando os parâmetros determinados pela avaliação dos 

perfis plasmáticos totais. Além disso, pode-se verificar que o antifúngico fluconazol possui 

uma alta penetração renal nas diferentes condições utilizadas neste trabalho. 

 Assumindo-se que a capacidade de previsão das concentrações livres renais do 

fluconazol a partir dos parâmetros farmacocinéticos determinados pela modelagem dos 

dados plasmáticos de roedores também pode ser observada em humanos, utilizou-se 

dados de literatura do fluconazol em humanos (Koks et al., 1996; Pereira et al., 2004) 

para prever as concentrações livres renais esperadas para o fármaco após a 

adminsitração de diferentes posologias. 

Uma das vantagens do desenvolvimento de modelos PK/PD para antifúngicos é o 

fato de que o efeito a ser avaliado é a morte do microrganismo, o que pode ser feito com 

experimentos in vitro, através da determinação das curvas de morte por tempo, sendo a 

eficácia do fármaco avaliada pela contagem de células viáveis no meio de cultura após a 

exposição ao fármaco em estudo. 

 No presente trabalho, os perfis de concentração livre teciduais obtidos após o uso 

de posologias do fluconazol tradicionalmente utilizadas na clínica (200, 400 e 800 mg, 

q8h, q12h e q24h) e concentrações múltiplas da CIM foram simulados in vitro contra 

Candida albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis, para a avaliação do efeito deste 

antifúngico em função do tempo. A modelagem PK/PD foi realizada com auxílio de 

programa de computador específico (Scientist®) utilizando modelo farmacodinâmico de 

Emax-sigmoidal, o qual permitiu determinar parâmetros como efeito máximo do antifúngico 

frente ao microrganismo (Emax) e concentração necessária para causar 50% do efeito 

máximo (CE50).  

Os valores médios dos três parâmetros PK/PD resultantes da modelagem das 

curvas de morte fúngicas (k0, kmax e CE50) mostram que o fluconazol é igualmente eficaz 



 

107 
 

contra C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis, independente do regime posológico 

simulado (α = 0,05) e mais potente contra C. albicans do que frente as outras duas 

espécies de Candida spp. utilizadas neste trabalho (α = 0,05). Os parâmetros PK/PD do 

fluconazol também foram estatisticamente semelhantes quando as cinco diferentes 

concentrações, múltiplas da concentração inibitória mínima (CIM), foram simuladas no 

sistema in vitro em comparação com os parâmetros obtidos após a simulação de regimes 

posológicos utilizadas na clínica, indicando que o modelo é consitente e gera os mesmos 

parâmetros, independete da condição experimental (concentração constante ou 

concentração flutuante) simulada in vitro. 

Ao comparar os parâmetros PK/PD médios do fluconazol obtidos neste estudo com 

os do voriconazol, obtidos em trabalho anterior do nosso grupo frente a C. albicans 

(Araújo, 2008), pode-se verificar que ambos os fármacos foram igualmente eficazes e 

potentes. 

Desta maneira, pode-se concluir que a modelagem PK/PD do antifúngico 

fluconazol através do uso do modelo de Emax sigmoidal utilizado neste estudo descreveu 

adequadamente o efeito fungistático do fluconazol frente à Candida spp. seguindo 

diferentes regimes posológicos. O modelo obtido neste trabalho poderá ser utilizado para 

prever o efeito deste antifúngico em função do tempo para posologias não avaliadas 

experimentalmente, possibilitando uma indicação de ajuste posológico, além de poder ser 

realizada uma comparação de eficácia entre diferentes antifúngicos. 

Resumindo as principais conclusões desse trabalho são: 

- método bioanalítico para quantificação do fluconazol em plasma de ratos Wistar 

por CLAE/EM-EM foi desenvolvido e validado de acordo com o preconizado no guia do 

FDA (Food and Drug Administration); 

- as constantes híbridas obtidas da modelagem dos perfis de concentração 

plasmática total são capazes de prever as concentrações livres renais do antifúngico 

fluconazol, desde que a taxa de ligação a proteínas plasmáticas seja conhecida; 

- a infecção por Candida albicans por via sistêmica não altera a penetração renal 

do fluconazol em ratos Wistar; 

- o modelo PK-PD sigmoidal utilizado nestre trabalho foi capaz de descrever 

adequadamente o efeito fungistático do fluconazol frente a Candida albicans, Candida 

parapsilosis e Candida tropicalis. 

- as três cepas de Candida estudadas geraram valores estatisticamente similares 

dos parâmetros PK-PD velocidade de geração fúngica (K0) e efeito fungistátio máximo
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 (Kmáx) após modelagem matemática, indicando que o antifúngico fluconazol possui 

eficácia equivalente frente a esses fungos. 

- a concentração necessária para causar 50% do efeito fungistático máximo (CE50) 

foi estatisticamente menor frente a C. albicans do que frente a C.parapsilosis e C. 

tropicalis, indicando que o fluconazol é mais potente contra a espécie albicans do que 

contra a outras Candida spp. avaliadas neste trabalho. 
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