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Cromoblastomicose é uma doenga causada por fungos da familia
dematiaceae, limitando-se a pele e tecido subcutdneo. Usualmente, a
aquisicdo da micose se d4 através de traumatismos com plantas ou objetos
que veiculam os agentes etioldgicos>’®%, Recentemente, pesquisadores da
Venezuela relataram caso raro de aquisicdo por picada de inseto'”. Em
geral, ¢ de evolugdo lenta, tomando-se cronica, existindo pacientes com 40
anos de doenga®**. Muitos desses pacientes demoram a procurar o servico
de saude e, quando o fazem, a infecgdo encontra-se em estagio avang¢ado
de dificil tratamento. Além disso, alguns desses pacientes j4 estdo
impossibilitados de trabalhar, tamanho o comprometimento dos membros.
Geralmente, a doenga apresenta-se sob a forma de nédulos ou verrugas que
podem ulcerar”™®%. Ao exame histopatolégico & caracterizada por
hiperceratose, hiperpiasia pseudo-hepteliomatosa e formagdo de
microabcessos queratinofilicos na epiderme™, sendo confirmada por meio
de exames micolégicos pela presenga de células muriformes nos tecidos
pesquisados. Segundo McGinnis®, essas caracteristicas definem o quadro
de cromoblastomicose.

Outras micoses, como feo-hifomicose e eumicetomas, também
podem ser causadas por agentes da cromoblastomicose'®, sendo, portanto,
as caracteristicas supra citadas importantes para © diagnostico diferencial
das micoses™.

1. Aspectos historicos

A maioria dos livros textos credita a primeira publicagdo de
cromoblastomicose a Lane e Medlar em 1915%*%° Estes autores,
descreveram aspectos clinicos de dermatite verrucesa em um jovem italiano
que morava em Boston™. Publicagio posterior de Medlar referia-se a
morfologia do fungo em cortes histolégicos @ em cultura. Thaxier, que
colaborou nesse Uitimo trabalho, classificou © funge como Phialophora
verrucosa criando, assim, um novo género e uma nova espécie'™. A
cromoblastomicose, porém, ja havia sido observada no Brasil, em 1911; a



partir de material obtido por bidpsia de paciente com dermatite verrucosa,
proveniente do Estado de Goids, Alexandrino Pedroso comprovou a
presenga de corpos esféricos demacios, no interior de células gigantes e
isolou um fungo demacio em cultura™. No entanto, essa ocorréncia,
juntamente com outras trés, sé foram publicadas por Pedroso e Gomes em
1920, considerando os fungos isofados como sendo semethantes ao
encontrado em Boston, ou seja, Phialophora verrucosa''®,

Em 1914, Rudolph, descreveu uma doenga que chamou de “figueira”.
Mais tarde, verificou-se que se fratava do primeiro caso de
cromoblastomicaose descrito na literatura'®, Qs casos relatados, por esse
autor, no Estado de Minas Gerais, eram clinica e micologicamente similares
ao relatado por Pedroso. Em 1922, Brumpt'” questionou a identificagdo dos
agentes descritos por Pedroso e Gomes, considerando-os diferentes dos
observados pelos americanos em 1915, Deste modo, denominou os fungos
isolados no Brasil de Hormodendrum pedrosoi, baseando-se na ramificagéo
dos conidios em cadeia para dar nome ao génerc e homenageando Pedroso
para dar nome a espécie. Ainda em 1922, outras ocorréncias da micose
foram diagnosticadas no Brasil por Terra, Torres, Fonseca e Area Ledo'®.

O primeiro caso confirmado de cromoblastomicose, fora do continente
americano, foi relatado em 1927 por Montpellier e Catanei'®. Os autores.
descreveram a ocorréncia da micose na Nigéria e denominaram ¢ agente
etioldégico de Hormodendrum algeriensis, atualmente considerado sindbnimo
de Fonsecaea pedrosoi. Em 1929, casos na Polénia e Sumatra também
foram descritos®'®. Durante os anos seguintes, vérios relatos da doenga
foram publicados, tanto no continente americano, como em outros®'®, Em
1935, a partir de um caso ocorridc em Porto Rico, Carrion® verificou que ©
fungo isolado era diferente dos observados anteriormente, retatando, entéo,
uma nova espécie, Hormodendrum compactum. Em 1936, Negroni''?
estudando um funge isolado de um paciente na Argentina, verificou dois
tipos de esporulagdo: hormodendrum (“tipe Cladosporium®) e acrotheca
(‘tipo Fonsecaea"); assim, criou um novo género, denominado Fonsecaea

para que pudesse incluir os dois tipos de esporulagdo, identificando o fungo



como Fonsecaea pedrosoi. Posteriormente, Kano™ descreveu © primeiro
caso no Japao e um novo agente, Hormiscium dermatitidis, atualmente
conhecido como Wangiella (Exophialla) dermatitidis. Trejos'®, em 1954,
renomeou um fungo, isolado na Venezueia, de Fonsecaea pedrosoi
variedade Cladosporium para uma nova espécie, Cladosporium carionii. Em
1972, Borelli'® isolou um agente diferente dos descritos anteriormente em
casos de cromoblastomicose, nomeando-o0 de Acrotheca aquaspersa; mais
tarde, juntamente com Sheli e McGinnis redefiniu o génerc para
Rhinocladielia'*®,

Desde a descoberta da cromoblastomicose, varias terminologias
foram utilizadas para definir a doenga e seus agentes. Entre elas, podemos
citar: figueira, dermatite verrucosa, formigueiro, cromoblastomicose,
dermatite verrucosa cromomicésica, dermatite verrucosa blastomicotica,
doenga de Pedroso, doenca de Fonseca, doenca de Gomes®'®. O termo
cromoblastomicose foi introduzido em 1922, por Terra '%, e foi aceito pela
maioria dos micologistas da época. Entretanto, essa nomenclatura
apresentava algumas impropriedades, come indicagdo de presenga de
elementos coloridos (chromo) na figura clinica e brotamentos {biasto) nas
células do agente etiolégico no tecido, 0 que ndo era observado na micose'.
O termo cromomicose foi criado posteriormente por Moore e Almeida'®, em
1935, e foi muito utilizado nas décadas de 60 e 70° Atuaimente,
cromoblastomicose € a terminologia indicada pela /nternational Society for
Human and Animal Mycology''®, mas, principalmente no Brasil, muitos
micologistas discordam desta indicagdo, preferindc o termo
cromomicose®™’®. A configuragdo do agente em vida parasitaria também tem
sofrido controvérsias; varias denominagbes j& foram utilizadas: corpos
esclerdticos e corpos fumagodides, mas, células muriformes tem side a mais
empregada®™®.

Durante todos esses ancs, varios casos de micoses causadas por
fungos demacios foram confundidos com cromoblastomicose e relatados
come tal, destacando-se, neste contexto, a feo-hifomicose®™. Em 1974,
Ajello’ definiu feo-hifomicose e, com base nesse parecer, McGinnis®, em



1983, conceituou e classificou cromoblastomicose e feo-hifomicose. Essas
consideragdes foram aparentemente acatadas pela comunidade cientifica,
que passou a adotar as recomendagdes indicadas para o diagndstico

diferencial das micoses, utiizando a nomenclatura sugerida pelos autores.

2. Epidemiologia
Os fungos causadores da cromoblastomicose sd3o encontrados no

solo do mundo todg2%115138

mas regides tropicais e subtropicais
apresentam maior frequéncia de casos*'®#%.138.1% nagtacam-se nessas
regides, as areas rurais, onde as pessoas estdo em contato direto e por
periodos prolongados com o fungo. Por isso, alguns autores tém
considerado essa micose como doenga ocupacional®. No Nordeste do
Brasil, a exposi¢ao de trabaihadores rurais ao babag¢u (Orbignya phalerata
martins) foi relacionada ao aparecimento da doenga em alguns pacientes,
dos quais foi isolado Fonsecaea pedrosoi'®® Na Venezuela, pacientes com
cromoblastormicose por Cladophialophora (Cladosponum) camonii relataram
que se feriram com cactaceas (Ritterocereus gnseus e R. deficiens), plantas
comumente encontradas na regiao endémica desse pais € da qual o fungo ja
foi isolado'®2.

A doenga atinge desde criangas até idosos, mas a faixa de idade com
maior nimero de casos é de 30 a 50 anos??*%157180  Acredita-se que o
paciente & contaminado quando jovem, mas sO vai desenvolver a doenga em
idade mais avangada. Qutro fator importante é a contaminag¢ao preferencial
dos homens em relagdo as mulheres, a qual independe da ocupagédo do
individuo®®. Alguns autores acreditam que, fatores hormonais possam
conferir protegdo imunologica contra a infecgdo. Todas as ragas parecem ser
suscetiveis a doenga'®. '

No Brasil, a micose ja foi descrita em quase todos os Estados.
Embora Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Parana apresentem maior

76.86,57,68,54,123

numero de casos publicados , 08 principais focos da micose



encontram-se no Estado do Pard e na microregifo da baixada ocidental

maranhense'>>158.160

3. Etiologia

830 cinco os agentes mais freqlentes: Fonsecaea pedrosoi,
Fonsecaea compacta, Cladophialophora (Cladosporium)  carrionii,
Rhinocladiella aquaspersa e Phialophora verrucosa™®®. Outras espécies,
descritas como agentes etiologicos em alguns casos incluem Wangiella
(Exophiala) dermatitides, Exophiala spinifera, E. jeanselmei e E.
castelanii>’* 1'% Esses agentes s3o cosmopolitas, mas dependendo do
clima ou da regido, uns sdo isolados mais freqientemente que outros
2,18,76,96.1 82'

Em paises de clima umido, como Brasil, México, Cuba, Porto Rico,
Jamaica, Republica Dominicana e Costa Rica, o fungo principalmente
isolado dos casos de cromoblastomicose é Fonsecaea pedrosoi 281:122.138.180,
Nas regides de clima semi-arido da Venezuela, € mais comum 0 isolamento
de Cladophialophora (Cladosponium) carnonii’®?. Em determinadas regiGes
da Australia e da ilha de Madagascar, que apresentam diferentes condigdes
geograficas em seus territérios, pode-se também encontrar mais de um
agente, entre estes destaca-se Fonsecaea pedrosoi seguido de

Cladophialophora (Cladosporium) carrionii*®®'82

. Aproximadamente 75% das
florestas nativas de Madagascar ja foram destruidas desde a chegada dos
primeiros habitantes, provocando alteragdes no clima da regido, tornando-o
mais arido. Este seria um motivo para o aumento do nimero de casos por C.
carmionii . Alguns autores acreditam que a ilha tenha a maior incidéncia de
casos de cromoblastomicose do mundo®. Outros paises, como China,
Japao, Russia, india e Africa do Sul, também apresentam casos onde o
agente mais frequente é F. pedroso”'®®, Cromoblastomicose, causada por
P. verrucosa foi observada nos Estados Unidos, Japdo e China®'878%5
Poucos sao os relatos da micose causada por F. compacta, sendo que Porto

Rico, Estados Unidos, Martinica, Cuba, Russia e Libia s&o paises onde o



fungo foi isolado®'®'® | O isolamento de Rhinocladiella aquaspersa a partir
de lesdes e descrito como raro; alguns casos relacionados a esse agente
foram descritos na Venezuela, Coldmbia e no Brasil*’®!"®, Espécies de
Exophiala associadas a doenga foram relatadas por autores do México,

Estados Unidos, Jap&o e Brasil*>''%'%,

4. Aspectos clinicos

A localizagdo das lesbes se da principalmente na regido podal,
pernas, nadegas e, com menos freqiéncia, nas maos e bragos. No entanto,
ja foram observados casos de infecgdo na regido auricular, nasal e em
outras partes do corpo®*®'®. A doenga nio compromete o estado geral dos
pacientes, mas com ¢ passar dos anos pode incapacitar o individuo para o
trabalho e convivio social. Alguns autores tém relatado casos em associa¢ao
com hanseniase, micetoma e cancer®'*1%

Embora diversos pesquisadores tenham classificado as diferentes
formas de lesdo como verrucosa nodosa, verrucosa confluente e verrucosa
ulcerosa, observa-se que, de modo geral, o inicio e a evolugdo de qualquer
delas s&o os mesmos>7C. inicialmente, no local da inoculagéo forma-se uma
pequena papula elevada, eritematéide e ndo pruriginosa, podendo
desaparecer espontaneamente. O desenvolvimento dessa pequena
alteragdo pode ser demorado, formando-se, entdo, placas verrucosas
eritematosas. Com freqiéncia, formam-se nddulos com centro avermelhado
ou acinzentado, duros, com destacada proje¢do sobre a superficie da pele.
A disposigdo e a configuragdo dos mesmos conferem ao processo clinico
aspecto de “couve-flor”, geralmente pontilhada de elementos negros (black
dots). Com frequéncia, essas lesGes estdo associadas & infecgdes
bacterianas, secundarias®'®.

Clinicamente, algumas formas de cromoblastomicose podem ser
confundidas com varias doengas como blastomicose, sifilis terciaria,
tuberculose verrucosa da pele, micetoma, leishmaniose, algumas formas de

candidiase mucocuténea crbnica, esporotricose, lupus eritematoso e






5.2. Cultura

Os agentes da cromoblastomicose s&o de crescimento lento,
requerendo até 14 dias para isolamento’”"'% As colénias sdo escura
aveludadas, com centros elevados. A analise macroscépica n&o identifica o
agente, pois todos apresentam a mesma morfologia colonial ™.

Microscopicamente, verifica-se que Fonsecaea pedrosoi {figura 2) é
fungo pleomdrfico, isto é, pode apresentar mais de um tipo de
conideogénese. O género & caracterizado pelo desenvolvimento de
conidiéforo que origina camada priméaria de conidios, os quais produzem
conidios simpodiais. Estes conidios evoluem para células de conideogénese,
as quais originam outras camadas de conidios; os primeiros s&o l: jos
(2,5um x12um), seguindo-se conidios menores (1,8um x3,2um).
Usualmente, este processo resulta em apenas duas ou trés camadas de
conidios e constitue a morfologia caracteristica do género. No entanto, a
partir desses conideos pode haver a formagao de trés tipos de esporulagio:
a) tipo cladosporium: conidiéforos de comprimentos vanados, eretos.
Conidios unicelulares ou bicelulares em forma eliptica dispostos em cadeias
acropetas; b) tipo rhinocladiella: conidiéforos nodosos com esporulacdo
acropleurégena. Os conidios estdo unidos por apiculos ao « nid foro; c)
tipo phialophora: esporulagdo semi-endégena em fidlides, com colaretes

conspicuos37-79.&0.97.1oz.143_

Figura 2 — Foncecaea pedrosoi



Fonsecaea compacta: também é fungo pleomoérfico. Apresenta os trés
tipos de esporulagdo de F. pedrosoi,'sendo que a unica diferenga entre as
duas espécies esta na maior quantidade de esporulagdo em F. compacta, o
que dificulta a visualizagdo da conidiogénese’®%7+1%2,

Cladophialophora (Cladosponum) carionii. as hifas sao septadas,
ramificadas e demaciadas. Os conididforos s&o eretos, originam os conidios
unicelulares e elipsoides. Esses possuem, em média, 2,5um a 45um e
formam cadeias acropetas'®.

Phialophora verrucosa: as hifas s&o septadas, ramificadas e
demaciadas. Os conidicforos sao diferenciados em simples ou ramificados.
As fidlides s&0 monofialidicas, obclavadas com constricdo na base do
colarete em forma de taga. Os conidios ndo possuem septos, medem de 1 a
2,5um x 2,4um a 4,9um, ficando aglomerados no colarete'®.

Rhinocladiella aquaspersa: as hifas sdo septadas, ramificadas,
demaciadas e os conididforos s&o eretos, de parede celular espessa e
simpodial. Os conidios sdo unicelulares alongados (raros biceiulares),
acropleurdgenos, com diametro de 2um a 5um aproximadamente 148

Basicamente, a identificagdo dos agentes da cromoblastomicose &
realizada de acordo com a micromorfologia®. Testes de termotolerancia
podem ser aplicados para diferenciar espécies do género Cladophialophora
(Cladosporium)’™.

6. Prognostico e terapia

Os esquemas terapéuticos utilizados no tratamento da
cromoblastomicose incluem processos fisicos, cirurgicos € quimioterapicos,
mas N30 existe um consenso universal sobre o procedimento a ser
adotado?*7%'3 De modo geral, o tipo clinico da lesdo, a duragéo da doenga,
o sitic de infecgdo, assim como, as condigbes fisicas e econbdmicas do
paciente direcionam a terapéutica,
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Nos primeiros estagios da doenga, alguns autores indicam a excisdo
cirurgica, eletrodissecagdo, uso do forno de Bier ou criocirurgia’®'®®. Em
estagios mais avangados, a conduta preferenciai tem sido a ministragé'o de
medicamentos de modo isolado ou associados?> 748281124

O iodeto de potassio, por via oral, em concomitancia com o iodeto de
sodio a 10%, por via venosa, como terapéutica complementar, foi um dos
primeiros tratamentos a ser utilizado’®. Em 1957, Bopp conseguiu bons
resultados com associagdo entre vitamina D2 e iodeto de sddio a 10%"".

Durante a década de 60 e inicic dos anos 70, varios pesquisadores
relataram o uso de tiabendazol com algum sucesso terapéutico e esse
tratamento ainda é utilizado em alguns casos™'®. Posteriormente, Lopes et
al. relataram que a 5-fluorocitosina, administrada por via oral, sob a forma de
comprimidos e por via tdpica, sob a forma de pomada, foi eficaz no
tratamento da cromoblastomicose®. Entretanto, esse mesmo autor observou
a ocorréncia de resisténcia com o uso prolongado desta droga®.
Posteriormente, esses e outros autores preconizaram a associagdo de

anfotericina B com 5-fluorocitosina‘? '39!

. Apesar de ser consideradc por
muito tempo tratamento de eleigéo, sua aplicagao depende em grande parte
do estado fisico do paciente; a nefrotoxicidade e a hepatotoxicidade
induzidas pelas drogas podem levar & suspensdo do tratamento’s. A 5-
fluorocitosina também ja foi utilizada em associagdo com outros
quimioterapicos, como tiabendazol e cetoconazol, com resuitados
variaveis>*, |

Em 1978, Yanase''” e colaboradores utilizaram, pela primeira vez,
anfotericina B intralesionalmente. Administragdes topicas, em forma de
pomadas e administragdes endovenosas desse poliénico, tambem ja foram
utilizadas, por outros autores, com algum sucesso’".

Na década de 80, o cetoconazol foi indicade por diversos
pesquisadores que observaram melhora clinica™®'%. Em 1987, Ganer™
realizou © primeiro estudo clinico com um dos azoéis de ultima geracgédo, o
itraconazol e observou bons resultadcs para dois pacientes com

cromoblastomicose . A partir dai, varios estudos t&m demonstrado a eficacia
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do tratamento com esse triazol'>">'2417® mag ainda ha casos de pacientes
que n&o respondem & terapia com o mesmo'>%'¥' por outro lado, foram
observados bons resultados com associagdo de itraconazol e
criocirurgia'®’, a cura, ocorrida em alguns casos, foi comprovada por meio
de acompanhamento clinico e laboratorial durante meses e em alguns casos
durante anos. Qutros triazdis, como o fluconazol e o saperconazol também
ja foram empregados, mas sucesso terapéutico foi observado em poucos
CaSOSSG'Sz"M"BO.

Na atualidade o uso da terbinafina tem sido destacado na itha de
Madagascar, em pacientes com cromoblastomicose® .

Embora diversos tratamentos possam ser utilizados, verifica-se, na
literatura consultada, que © numero de relatos sobre cura definitiva
comprovada €& pequeno. Segundo alguns autores, & necessario
acompanhamento de cura clinica e micoldgica durante anos apés o término
da terapia, visto que, os casos de recidiva sdo frequentes”?*%. Relatos de
cura, seguida de acompanhamento durante meses, ndo sdo raros, mas a
maioria dos pacientes envolvidos sofre recidiva apds alguns anos. Muitas
vezes a dificuldade na cura deve-se ao proprio paciente que, ao perceber
melhora clinica, abandona o tratamento; o retorno desses pacientes ao
servigo de saude usualmente ocorre apds o reaparecimento e agravamento
das lesdes.
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Il. PROPRIEDADES GERAIS DOS ANTIFUNGICOS
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Em 1951, Hazen e Brown®™ descobriram o primeiro antibitico
poliénico, a nistatina. Posteriormente, em 1956, Gold e colaboradores'®
relataram as propriedades de outro antibidtico poliénico, a anfotericina B,
que apresentava atividade em infecgdes fungicas sistémicas. Durante cerca
de uma década, a anfotericina B foi o unico antifungico eleito para o
tratamento de micoses profundas'®. A 5-fluorocitosina, desenvolvida em
1957, foi aprovada para g¢omercializagdo apenas em 1972 nos Estados
Unidos'®'. A associagdo desta Gitima com a anfotericina B, propiciou bons
resultados na terapéutica de diversas micoses, principalmente na candidiase
sistemica®. No entanto, quando utilizada de modo isolado, induziu o
desenvolvimento de resisténcia fungica rapidamente’®%.

A elevada toxicidade da anfotericina B, seu uso restritoc em hospitais,
aumentando muito o custo do tratamento, e a pequena resposta de aigumas
infec¢Bes, levaram a pesquisa de novos farmacos com agao antifungica'®.

Na decada de 1970, os imidazélicos foram introduzidos com boa
aceitacao, destacando-se 0 cetoconazol, langade em 1977 e aprovado para
uso nos EUA em 1981'®'. Esse azol, passivel de administragao por via oral,
foi inicialmente considerado de baixa toxicidade”®. Entretanto, seu uso
amplo e indiscriminado, levou, em pouco tempo, ao aparecimento de
algumas cepas resistentes’”. O mesmo ocorreu com o fluconazol, um
triazdlico langadoe na década de 80 e aprovado para uso nos EUA em
1990"®  utilizado em larga escala no tratamento de candidiase oral em
pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida®'®"'"%'"1  Outro
triazdlico, o itraconazol, que se tomou disponivel logo apés o fluconazol, em
1992'® tem mostrado bons resultados no tratamento de diversas micoses
profundas, sendo indicado, em alguns casos, como droga de primeira
escolha, atualmente, também o & para cromoblastomicose 1:61:82:124.135

Na dltima década, antimicoticos da classe das alilaminas, como a
terbinafina, tém mostrado alta eficacia contra infecgcbes fungicas da pele,
unha e cabelo, quando ministrada por via oral ou topica®. Em casos de

cromoblastomicose foi relatado sucesso terapéutico com terbinafina em
pacientes de Madagascar >,
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1. Aspectos quimicos e farmacologicos
1.1. Anfotericina B

Quimicamente, a anfotericina B é definida como antibidtico poliénico
macrolideo, derivado de Streptomyces nodosus’. Este composto apresenta
uma regido hidrofilica, que inclui uma estrutura hidroxilada de
hidrocarboneto, e outra lipofilica, com uma seqiéncia de quatro duplas
ligagdes conjugadas. A anfotericina B & insoluvel em agua, fotossensivel e
termossensivel. Sua atividade antifungica & &tima em pH de 6 a 7,5 %1%,

o 0 o oH |
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Formulagdes do farmaco

A anfotericina B esta formulada para uso oral, tépico e parenteral™.
Preparagbes orais incluem: tabletes, pastilhas e suspensdo com 100mg da
droga. Para uso tdpico, cremes, logdes e adesivos contendo 3% do poliénico
sdo comercializados. Para uso parenteral dois tipos de formulagOes
encontram-se disponiveis: a tradicional, que & composta por 50mg do
complexo liofilizado desoxicolato de sédic - anfotericina B®, e as
formulagbes lipidicas, que incluem anfotericina B associada a complexo
lipidico, anfotericina B colesteril sulfato e a lipossomat 2,

Mecanismo de agdo

O mecanismo de agdo da anfotericina B, baseia-se na afinidade que
possui por esterol, primariamente o ergosterol, presente na membrana da
maioria dos fungos'e. Dependendo da dose utilizada, pode apresentar

atividades inibitéria e letal para o fungo sensive!'®. Em concentrag&es

15



fungistaticas, sua ligagao ao ergosterol resuita na despolarizagao e aumento
da permeabilidade da membrana para protons e cations monovalentes,
essenciais para a célula fingica'®. Em concentragdes fungicidas, essa
ligagdo promove a formagdo de poros e, em consequdncia, o efluxo de
moléculas maiores, o que leva & faléncia celular'®.

Os efeitos da anfotericina B sobre a célula sdo complexos e
dependem de uma variedade de fatores. Pesquisas realizadas em cultura de
células L indicaram que esses efeitos podem ser divididos em estagios
dependentes da dose: estimulacdo, permeabilizacdo e letalidade'®. Em
baixas conceniragbes, observou-se estimulagdo;, em doses maiores,
verificou-se aumento de permeabilidade e em altas doses a anfotericina B foi
fungicida'®. Esses dados indicam que a letalidade ndo decorre apenas da
alteragdo de permeabilidade da membrana celular. Varios relatos indicam
que eventos dependentes de oxidagdo também estdo envolvidos na
atividade celular desse poliénico'®'® Em adigdo, esses eventos podem
induzir a estimulagdo do sistema imune do hospedeiro, aumentando a
opsonizagdo da imunoglobulina G'®. Alguns estudos demonstram que o
dano celular pode também ser provocado por radicais scavengers
extracelulares, hipdxia ou pro-oxidantes'.

Espectro de agdo

A anfotericina B possui amplo espectro de agao. Tem atividade contra
fungos dimorficos (Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis,
Biastomyces dermatitides, Paracoccidioides brasiliensis,  Sporothnx
schenckii), leveduras (Cryptococcus neoformans e Candida spp), bolores
(Aspergillus spp , Penicillium spp, Trichophyton spp, Microsporum spp e
Epidermophyton spp) e agentes da cromoblastomicose'®®. Pode também
apresentar atividade em algumas formas de zigomicose, hialo-hifomicose e
feo-hifomicose, mas & pouco efetiva na tricosporonose e infecgGes causadas
por Pseudalleschena boydii'®.
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Toxicidade

Preparages topicas e orais de anfotericina B nao sdo consideradas
toxicas para o hospedeiro, mas a solug&o parenteral pode apresentar efeitos
Colaterais tanto em periodos curtos quanto em periodos prolongados de
tratamento®. O comprometimento das fungdes renais é quase sempre uma
consequéncia inevitavel do uso da droga. Estudos realizados em humanos e
animais, demonstraram auséncia de mutagénese, carcinogénese ou
teratogénese induzida peia droga'8®.

Farmacocinética

As propriedades farmacocinéticas da anfotericina B tém sido pouco
estudadas. Sabe-se que ndo é absorvida pela pele ou pela mucosa quando
aplicada topicamente e que ocorre pouca ou nenhuma absorgdo no trato
gastrointestinal ulcerado ou normal*33.

Para aplicagao endovenosa, recomenda-se que a anfotericina B seja
iniciaimente ministrada em pequenas doses gradualimente aumentadas para
reduzir os efeitos toxicos. Este procedimento permite obter niveis séricos
terapéuticos entre 0,2ug/mi e 0.5ug/ml, apds dose de 25mg, que sdo
mantidos por 10 horas. Depois, sdo ministradas doses de 50 mg que podem
alcangar niveis séricos de 1,0ug/ml a 2,0pg/ml, em uma hora” 183813 A
administra¢do de dose de 3mg/kg de anfotericina B lipossomal, com
intervalos de 24 horas pode atingir concentragdes plasmaticas de até
20ug/mi®. Apds infusdo venosa, somente 10% da droga permanece no
sangue, sendo que, deste total, 80 a 97% se ligam as proteinas plasmaticas,
especialmente as lipoproteinas. O restante da droga se liga rapidamente as
membranas do hospedeiro®. Em preparagbes convencionais a meia vida
plasmatica é de 24 a 48 horas, seguindo-se uma segunda fase de
eliminagdo apds 15 dias da ministracde™®. Na preparacdo lipossomal ©
tempo de meia vida é de 0,4 a 0,8 horas e a segunda eliminagéo é de 26 a
38 horas'®. As vias de eliminagdo da anfotericina B no homem sdo pouco
conhecidas; estima-se que aproximadamente 3% da dose didria seja

excretada na urina depois de terapia longa'®®,
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Concentragdes no liquido cefalorraquiano usuaimente correspondem
a, apenas, de 2 a 4% da concentragdo no soro. Por isso, pacientes com
meningite fungica recebem, de preferéncia, tratamento intratecal 832,

Uso terapéutico

£ indicada no fratamento de candidiase orofaringeana, esofagica e do
trato gastrointestinal, além de estomatite causada por prétese®., Também é
utilizada como profilatica em circunstancias que predispdem a disseminacao
da candidiase para o trato gastrointestinat e outros 6rgaos, e no tratamento
da candidiase vaginal, cutanea e mucocutanea, assim como de micoses
sistémicas™®.

A dose usual de anfotericina B & de 0,5mg a 0,6mg/kg, administrados,
juntamente com solugdc de glicose a 5%, por mais de 4 horas®. No
tratamento da esofagite por Candida spp em adultos a dose diaria
recomendada & de 0,15mg a 0,2mg/kg, a qual pode ser ministrada
oralmente na forma de suspensao ou pastilhas®. Estas Ultimas também sao
recomendadas no tratamento de candidiase, causada pelo uso de protese
dentaria, devendo ser utilizadas seis vezes ac dia por periodos
prolongados™®. Na profilaxia da candidiase vaginal, indica-se o uso de
tabletes em associacdo com antibacterianos de amplo espectro. Cremes ou
pomadas podem ser aplicados, quatro vezes ao dia, em infec¢bes da pele e
unha, durante 2-4 semanas, ©Ou, Se necessario, por periodo mais
prolongado™®.

Varios esquemas terapéuticos foram propostos para o tratamento de
micoses sistémicas com anfotericina B'®%*® No entanto, como o
diagnéstico dificiimente é realizado no inicio da doenga, o tratamentc acaba
sendo mais agressivo que o usual®®, Em infecgdes por zigomicetos, na
aspergilose invasiva, criptococose, hialo-hifomicose, feo-hifomicose,
tricosporoncse e penicilose por Penicillium marnefei, é indicada a
administragdo endovenosa de 1,0 a 1.2mg/kg/dia até a estabilizagdo do
quadro clinico®. A anfotericina B também pode ser utilizada em

blastomicose, paracoccidioidomicose, histoplasmose e coccidioidomicose,
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quando essas ndo respondem & terapia com azdis, evoluem rapidamente,
ocorrem em individuos imunossuprimidos ou atingem o sistema nervoso
centrai® Em meningites severas, a inje¢&o intratecal é indicada, geralmente
com doses iniciais de 0,05 a 0,1Ymg, aumentando para 0,5mg, trés vezes por
semana™®. A dosagem maxima ¢ dependente das condigdes renais e do
nivel de creatinina plasmatica; aumento do nivel de creatinina requer
diminuigéo da dosagem'®®. O uso de formulagdes lipidicas, principalmente
as lipossomais, em micoses sistémicas tem a finalidade de reduzir a
toxicidade da anfotericina B sem que haja redug&o do nivel de droga no sitio
de atuag@o®%, varios estudos comprovaram a melhor eficacia desta
formulagio, com nitida redug&io dos efeitos colaterais, quando comparada a

[69,34

anfotericina B tradiciona Entretanto, alguns autores relatam

aparecimento de outros efeitos que ndo foram observados anteriormente:

chogque anafilatico, taquicardia e reagao alérgica severa® 1%,

Reagdes adversas

Entre os efeitos indesejaveis causados pela administragdo
intravenosa da anfotericina B incluem-se: febre seguida de calafrios, nausea,
vOmitos, dispnéia, hipotensdo; em infusdes locais pode causar

tromboflebite®-°

Entre as alteragbes hematoldgicas e bioquimicas
destacam-se ocorréncia de anemia, hipocalemia e hipomagnesia. A extensa
disfungao renal & observada na dosagem cumulativa; quando a dose total

excede a 4mg, pode resultar dano renal permanente’®.

Interag6es medicamentosas

Anfotericina B utilizada em associagdo com corticdides pode
aumentar a perda de potassio®. Entretanto, a hipocalemia provocada
apenas pela anfotericina B pode potencializar os efeitos toxicos dos
digitdlicos glicosilados. Em alguns fungos, determinados azdis, como o
miconazol e o cetoconazol, podem ter sua atividade antifungica

BSB.GOI

antagonizada pela anfotericina A associagdo sinérgica entre

anfotericina B e 5-fluorocitosina contra algumas cepas de Candida spp,
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Cryptococcus neoformans e na cromoblastomicose foi comprovada por

7,38,91

véarios autores . Drogas como ciclosporina e aminoglicosideos podem

potencializar os efeitos nefrotéxicos®,

Resisténcia

Apés mais de 40 anos de uso da anfotericina B, relatos de resisténcia
sao raros. No entanto, alguns autores consideram que dificuidades para
detectar resisténcia podem estar mascarando a verdadeira incidéncia destes
casos'®. A caréncia de teste padrao de suscetibilidade, para uso em rotina
laboratorial, assim como a falta de correlagdo 6tima entre os resultados dos
testes atualmente padronizados e a resposta clinica & terapéutica, sac
alguns dos fatores que tém limitado os conhecimentos sobre a ocorréncia da
mesma'®,

Poucos sé@o os casos de resisténcia adquirida a anfotericina B. Entre
estes, comprovou-se que cepas de Candida spp, isoladas de pacientes
imunocomprometidos, ndo respondia ao polignico in vitro e alguns pacientes
evoluiram para 6bito™. O principal mecanismo de resisténcia proposto para
esses casos foi alteragdo nos lipideos da membrana celular fungica,
especialmente © ergosterol, principal sitio de liga¢gdo da droga. Essa
alteragdo seria promovida pelos genes, ‘ergosterol biosynthetic enzymes”
(ERG2 e ERG3) que expressam enzimas que atuam na biossintese do

I'". Este mecanismo também tem sido considerado para

ergostero
resisténcia intrinseca, mas com interferéncia, ainda desconhecida, de
genes®. Neste sentido, procura-se explicar a auséncia de resposta de
alguns fungos a anfotericina B, atribuindo-se esse comportamente & baixa
concentragdo ou auséncia de ergosterol na membrana celular’®32'®,
Alguns demacios como, F. pedrosoi @ Madurela gnsea, podem estar assim
envolvidos, mas outros fungos, que também apresentam resisténcia
intrinseca & anfotericina B, como, C. lusitaniae, Tnichosporon beigelli,
Pseudalleschena boydii, Fusanum spp, Aspergillus fumigatus, Aspergillus
terreus e Scedosponum prolificans, possuem concentragbes de ergosterol

. . 172
consideradas normais'®*172,



Outro mecanismo de resisténcia, que inclue o aumento da atividade
de catalase inibindo ¢ dano oxidativo promovido pela anfotericina B na
membrana celular, tem sido considerado. No entanto, assim como ©
mecanismo de oxidagdo, ainda necessita de estudos mais amplos para ser
completamente elucidado’®.

1.2. 5-Fluorocitosina

A 5-fluorocitosina € antifungico sintético, quimicamente definido como
pirimidina fluorada, relacionado ao fluorouracil € a floxuridina. E solGvel em
agua, pouco soiuvel em alcool e praticamente insoiuvel em cloroférmio e
eter. A solugdo para infusao venosa deve ser acondicionada entre 18°C e
25°C, podendo precipitar em baixas temperaturas; em altas temperaturas

pode ocorrer a decomposigao para fluorouracil’ 344,

Formulagao _
Em diversos paises a droga encontra-se disponivel em formulagbes
para uso oral e parenteral, mas no Brasil, ndo estd sendo comercializada no
momento. Tabletes contendo 500mg de S-fluorocitosina sdo fabricados na
Europa e capsulas com 250mg e 500mg sao comercializadas nos Estados
Unidos. Para infus@o venosa, embalagens contendo 10mg/ml da droga em
solugdo salina, podem ser encontradas em varias partes do mundo “,

Mecanismo de agao

Nas células sensiveis, a 5-fluorocitosina € convertida a 5-fluorouracil,
pela enzima citosina desaminase. O produto formado & um potente
antimetabdlito, que sob a agdo da enzima uridina monofosfato
pirofosforilase, € convertido a acido S5-fluorouridilico. A partir desta
substancia ocorre a sintese de S-fluorouridina trifosfato, que se liga ao RNA
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levando a sintese de proteinas andmalas. O acido 5-fluorouridilico pode
também ser metabolizado a d&cido 5-fluorodeoxiuridilico, que € potente
inibidor da timidilato sintetase. Como consequéncia, a sintese de DNA fica
prejudicada. As células dos mamiferos ndo convertem a 5- fluorocitosina em
fluorouracil, n&@o interferindo, assim, na especificidade da droga para células
fungicas’ %%
Espectro de agao

A 5-fluorocitosina possui atividade antifungica contra C. neoformans,
Candida spp, Candida glabrata e agentes da cromobiastomicose. Para
essas espécies a determinagdo da suscetibilidade in vitro a 5-fluorocitosina é
dependente do método empregado e a correlagdo com a clinica, é
pequena’®.

Toxicidade

A droga nao € mutagénica e embora embriotoxicidade e propriedades
teratogénicas tenham sido observadas em ratos, ndo o foram em
camundongos. E utilizada, com restrigdes em mulheres gravidas, mesmo
que nao existam relatos de anormalidades fetais. Disturbios
gastrointestinais, hepaticos e na fungdo da medula &ssea, foram
relatados’.

Farmacocinética

A 5-fluorocitosina é rapida e completamente absorvida apos
administragdo oral, em pacientes com fungdes fisiologicas normais. E
amplamente distribuida no organismo, aproximando-se da distribuigdo do
volume de agua total. Os niveis séricos apds duas horas de administragdo
de uma dose oral de 2g, alcangam picos de 30 +2,8ug/ml, mas em pacientes
com criptococose pode atingir de 48,5 = 2,5ug/ml apbés uma a duas horas
da administragéo"ao"“. Em pacientes com fungdo renal comprometida, o
nivel maximo pode levar até dez horas para ser atingido. Apenas cerca de
4% da dose absorvida ligam-se as proteinas plasmaticas; cerca de 80% da
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dose € excretada na urina, sem modificagdes, em concentragdes variaveis
de 200 a 500ug/mlI. Em geral, a meia vida plasmatica & de 3 a 6 horas,
mas em pacientes com compremetimento renal, pode chegar a 200 horas®.
A concentragdo no liquido cefalorraquidiano é equivalente a 65% a 85% da
encontrada no plasma’®.

Menos que 1% da dose de 5-fluorocitosina € ‘desaminada a 5-
fluorouracil ou a dehidrofiuorouracil. O composto remanescente é excretado
inalterado na urina®.

Uso terapéutico

A 5-flucrocitosina tem sido indicada para o tratamento de candidiases
sistémicas e de criptococose, em doses que variam de 100 a 200mg/Kg,
ministradas fracionadas em 24 horas. Quando ha disfungdo renal, a dose
deve ser ajustada. O uso associado com anfotericina B é indicado para
evitar resisténcia”®. Na cromoblastomicose a 5-fluorocitosina ndo deve ser
administrada isoladamente, pois o aparecimentc de cepas resistentes é
muito rapido; neste caso, a associagdo com anfotericina B ou outros

farmacos é o mais recomendado’*%€8,

Reagbes adversas

Alteracdes gastrointestinais (nauseas, vomitos e diarréias), do
sistema nervoso central (sonoléncia, vertigens) e manifestagbes na pele
(eritema e prurido), ja foram descritos. Fungdes anormais hepaticas e da
medula éssea sdo os achados laboratoriais mais freqUentes. A toxicidade é
observada com maior frequéncia em pacientes com sindrome da
imunodeficiéncia adquirida ou com azotemia, ou quando as concentragdes

do farmaco ultrapassam 100ug/mi’40%¢,

Interagoes medicamentosas

O uso da 5-fluorocitosina associada a anfotericina B pode resultar em
sinergismo. Anfotericina B atua na membrana fungica facilitando a agéo da
5-fluorocitosina no RNA e DNA do fungo‘“"“’. Esta associagdo tem a grande
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vantagem de evitar o surgimento de cepas resistentes, além de diminuir a
dosagem das drogas, minimizando os efeitos colaterais. Entretanto, quando
existe disfungdo renal, pode aumentar a toxicidade das drogas™®. O

hidrocloridrato de citarabina pode antagonizar os efeitos do antifungico®.

Resisténcia _

N3o & raro o surgimento de resisténcia secundéria quando a droga é
utilizada isoladamente no tratamento de candidiase e criptococose®,
Alteragbes nas concentragdes inibitdrias minimas variaram de 2,5ug/mi a
360ug/ml frente a diferentes cepas de leveduras’. O mecanismo de
resisténcia a 5- fluorocitosina pode estar associado a vérias enzimas. A
deficiéncia ou auséncia e/ou excesso de componentes da sintese protéica
gque podem competir com o0s antimetabdlitos fluorados, podem ser fatores
associados a resisténcia 21,

Entre as espécies de Candida, C. tropicalis e C. parapsifosis sio
menos sensiveis a 5-fluorocitosina e cerca de 21% das espécies de Cangida
isoladas nos Estados Unidos sdo resistentes antes do tratamento, o gue
caracteriza resisténcia intrinseca’’®. Em casos de cromoblastomicose,

diversos autores comprovaram a ocorréncia de resisténcia adquirida %'%",

1.3. Terbinafina
O hidrocloridrato de terbinafina também & produto de sintese, mas
diferente do anterior, apresenta fungao alilamina terciaria com um atomo de

nitrogénio que tem dupla ligagdo vizinha®'.
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Formulagdo

A droga € comercializada para uso tépico em forma de creme
contendo 1% do principio ativo e para administragdo oral, em comprimidos
de 125mg ou 250mg 51134,

Mecanismo de agdo

As alilaminas s&o potentes inibidores da biossintese do ergosterol.
Ligam-se a enzima esqualeno epoxidase, causando, desta maneira,
acumulo de esqualeno, assim como, deficiéncia de ergosterol'*. O efeito
fungicida pode ser observado em alguns fungos, mesmo em concentragbes
que ndo inibam por completo a biossintese do ergosterol. E possivel que
esse efeito ocorra em fungdo do acumulo de esqualeno intracelular, Tal
mecanismo ainda € pouco conhecido, mas acredita-se que, elevadas
concentragbes dessa substancia intermediaria possam interferir na fungao
da membrana e na sintese da parede celular fungica'*.

Espectro de agao

Ensaios in vitro demonstraram amplo espectro de ag¢do da
terbinafina. Observa-se atividade fungicida contra dermatéfitos, Sporothnx
shenckii e outros fungos dimodrficos, Aspergilius spp, Scopulanopsis
brevicaulis, espécies de Acremonium, Hendersonula e fungos demacios®®.
A acao sobre Candida é variavel e dependente da espécie. A droga é
fungicida para C. parapsilosis, mas tem atividade fungistatica para C.

albicans®'.

Farmacocinética

Apds administragao oral, cerca de 70 a 80% da droga sao absorvidos.
A concentrag¢io plasmatica maxima € atingida apés duas horas da ingestao.
Doses usuais de 250mg e 500mg resultam em concentragbes aproximadas
de 0,9ug/ml e 1,7ug/ml a 2,0ug/mi, respectivamente”®'*. Niveis estaveis
sdo atingidos entre 10 e 14 dias de tratamento. Liga-se amplamente as
proteinas do soro, principalmente a albumina e a fragdes do colesterol, HDL



e LDL, o que pode explicar a auséncia de atividade em micoses

sistémicas'"’. A droga é bem distribuida no organismo, mas possui elevada

afinidade por tecidos adiposos, como a pele, 0 que leva ao baixo nivel

plasmatico®'4!

. Altas concentragdes s&o encontradas no extrato c¢orneo,
couro cabeludo e cabelo®®. A terbifina é metabolizada no figado e ja foram
identificados 15 metabélitos®. Estes possuem atividade antifungica baixa e
sao menos lipofilicos. A eliminaglo do farmaco é trifasica. Cerca de 80% da
dose oral administrada é excretada na forma de metabdlitos na urina e o

restante nas fezes !4,

Uso terapéutico

A terbinafina é indicada no tratamento de infec¢des causadas por
dermatodfitos, como tinea corporis, tinea cruris, tinea pedis, tinea manum e
tinea unguium®®. A administracdo diaria de 250mg por via oral é a
terapéutica utilizada principalmente em casos de comprometimento da
unha, e tem duragao de 6 semanas a 3 meses. O uso do creme a 1% é mais
indicado no tratamento de infegdes da pele por dermatofitos por periodo de 1
a 2 semanas, com aplicagdo 2 vezes a0 dia. Também é indicado no

tratamento da pitiriase versicolor por 2 semanas %%,

Reagdes adversas

Na maioria das vezes, os efeitos colaterais sdo notados na primeira
semana de tratamento. Disturbios gastrointestinais s&o os mais apontados,
incluindo, dispnéia, gastrite, vomitos, nduseas e diarréias® ®'* Disturbios
relacionados ao paladar s&o frequentes e incluem desde alteragdes até
perda parcial ou total do paladar, além de gosto metalico™. Raramente pode
causar disfungao hepatobiliar, como hepatites. Também foram observadas

reagdes na pele, como urticéria, eczema, eritema e prurido®®,

Interagdo medicamentosa
A terbinafina no apresenta interferéncia significativa no metabolismo
de outras drogas. No entanto, farmacos como cimetidina e rifampicina, que
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atuam no metabolismo mediado pelo citocromo P-450, podem afetar o
catabolismo da terbinafina, acelerando o ritmo de eliminagio do composto.

Nestes casos a dose deve ser ajustada para que a droga possa ter o efeito
esperado®'.

Resisténcia

Relatos de patdgenos humanos resistentes a terbinafina ainda nao
foram encontrados, mas ja foram descritos fendtipos resistentes de
Saccharomyces cerevisae e Ustilago maydes. Além disso, em uma cepa de
Candida glabrata resistente ao fluconazol, observou-se resisténcia cruzada

com terbinafina'’%1", '

1.4 Cetoconazol

A estrutura dos compostos azbicos € basicamente formada por
um anel nitrogenado, de cinco membros, unido a outro ane! aromatico por
meio de ligagdo carbono-nitrogénio'. Os compostos imidazolicos contém
dois atomos de nitrogénio no anel azdico'®. O cetoconazol € um composto
sintético dioxolano- imidazol'®'. E um p6 branco, praticamente insoltivel em
agua, parcialmente soluvel em alcool, soluvel em metil-dlcool e em solugédo.
aquosa acidificada, esta propriedade é conferida, em parte, peio anel

piperazinico, que & basico®'?!. Deve ser protegido da luz direta®*3*,
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Formulagdo

O cetoconazol esta disponivel para uso oral na forma de
tabletes contendo 200 mg de droga e também em forma de suspensdo com
200mg/mi do principio ativo. Para uso tdpico & encontrado nas formas de
creme e shampoo com 2% da droga®?.

Mecanismo de agao

O mecanismo de agdo primario do cetoconazol ¢ a inibigdo da
biossintese do ergosterol, como resultado de sua ligagdo ao citocromo P-
450'%, Sabe-se que, para ocorrer a demetilagdo do lanosterol-14-alfa-metil-
esterol, um intermediario da biossintese do ergosterol, é necessaria a
ativagao do citocromo P-450. O cetoconazol interfere nesta ativagao ligando-
se ao cofator heme do citocromo P-450 por meio do N3, impedindo, porianto,
a acdo da enzima'®''*®. Além disto, o acumulo de 14 atfa-metil-esterol pode
desagregar o arranjo das cadeias aciclicas dos fosfolipidios e prejudicar as
fungdes de determinados sistemas enzimaticos ligados a membrana'®.
Assim, alteragdes na atividade de ATPase e de enzimas do sistema de
transporte de elétrons, produz a inibigdo do crescimento dos fungos'®. Em
altas concentra¢des, 0 cetoconazol pode inibir enzimas peroxidativas e
oxidativas do citocromo C, causando aumento na geracdo de perdxido
intracelular®'®, Em baixas concentracdes demonstrou habilidade para
impedir a transformag¢do de céiulas leveduriformes em pseudo-hifas, as
quais sdo toxicas para leucdcitos e macrofagos™'*®. Sua agdo primaria &
fungistatica. Em doses acima de 800mg pode ter atividade fungicida, mas
nesta concentragao os efeitos colaterais sdo frequentes, ndao compensando

o risco®.

Espectro de agdo

Cetoconazol possui amplo espectro de agdo, €& ativo contra
Paracoccidioidis brasiliensis, Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis,
Histoplasma capsulatum, vérias espécies de Candida e dermatofitos, e
também atua na pitiriase versicolor”®. Apresenta efeito moderado na



criptococose. Os agentes, causadores de  esporotricose e
cromoblastomicose, assim como, da aspergilose ndo respodem ao

antifingico’ %145,

Toxicidade

Estudos com animais em tratamento ‘prelongado  com
cetoconazol, detectaram aumento dos niveis de enzimas hepaticas no soro,
anorexia reversivel, emese e em altas doses, ictericia e morte em 4
semanas*. A fertilidade foi reduzida tanto em animais machos como em
féemeas. Teratogenicidade e mutagenicidade também foram observadas em
pesquisas com animais, mas nao foram detectados efeitos carcinogénicos.
Relatos de hepatotoxicidade em humanos sao frequentes®,

Farmacocinética

Cetoconazol ndo é absorvido a partir de aplicagao topica, mas é bem
absorvido quando ministrado por via oral. Apds administragdes orais de
200mg, 400mg e B0Omg, os picos maximos de concentracao plasmatica séo
cerca de 8ug e 20pg, que podem ser atingidos de 2 a 4 horas
respectivamente”'®, A absorgao oral do cetoconazol varia entre individuos.
Como a droga necessita de meio acido para ser melhor absorvida, os
pacientes que fazem uso de agentes bloqueadores do receptor
histaminérgico Hz, como cimetidina, ranitidina ou a famotina podem
comprometer a biodisponibilidade da droga e consequentemente a atividade
do cetoconazol'®. Ainda existem controvérsias quanto a ingestdo do
medicamento apds a a!imentagé07'42"35. ‘Segundo alguns autores este
procedimento reduz um pouce a absorgdo, mas quase nao interfere no pico
plasmatico'™. A concentragdo vaginal aproxima-se muitc da plasmatica,
mas, menos que 1% da concentragéo total da droga é detectada no fiquido
cefalorraquiano de pacientes com meningite fingica'>, O tempo de meia
vida é dose dependente, podendo chegar de 7 a 8 horas com doses de
BOOmg'*, A eliminagdo é bifasica. A droga & metabolizada pelo figado, onde
0 primeiro passo é a quebra dos anéis piperazinicos e imidazélicos através
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de reagdes de oxidagao®. Os metabdlitos néo tém propriedades antifungicas
€ 80 excretados pela bile no trato gastrointestinal. Cerca de 70% da droga
ingerida & excretada nas fezes e urina®,

Uso terapéutico

O uso de 200mg diariamente & indicado na
paracoccidiodomicose, blastomicose e coccidioidomicose, por um periodo de
6 meses?. Doses diarias de 200mg a 400mg podem ser utilizadas em
infeccdes sistémicas por Candida spp, quando n&o respondem ao
tratamento com anfotericina B ou com 5-fluorocitosina’'*?. Na candidiase
mucocutanea cronica e na dermatofitose, doses de 200mg a 400mg,
também sdo recomendadas diariamente*. A profilaxia em pacientes com o
sistema imunolégico debilitado é realizada com 400mg/dia em adultos e
200mg/dia em criang:as7'1‘5. Na candidiase cutanea, na dermatofitose e na
pitiriase versicolor, o uso do creme também é indicado®.

Reag¢des adversas

Nauseas, vOmitos e anorexia sdo os efeitos adversos mais
observados, mas sdo dependentes da dose e podem ser reduzidos quando
a droga é utilizada com a alimentagdo noturna, ou quando é fracionada®.
Erupcdes cutaneas alérgicas, pruridos e queda de cabelo, também ja foram
descritos. Da mesma forma que o cetoconazol inibe a sintese de esterdis
nos fungos, também o faz nos pacientes, através da agao inibitdria sobre os
sistemas enzimaticos dependentes do citocromo P-450, evidenciando
anormaiidades endocrinolégicas**®. Distirbios menstruais nas mulheres,
ginecomastia, perda de libido e da poténcia nos homens, sdo os efeitos mais
comuns*>®  Pequenas alteragbes transitdrias nos testes de fungdes
hepaticas podem ser observadas e, nestes casos, o tratamento deve ser
descontinuado se persistirem efou evoluirem para sintomas de disfungdo
hepatica. Raramente & observado idiosincrasia, sendo que na maioria dos

; 142,
pacientes o dano celular pode ser reversivel 8
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Interagbes medicamentosas

Drogas que reduzem a acidez gastrica, como antidcidos,
anticolinérgicos e antagonistas H,, levam a redugdo da absorgdo do
cetoconazol®, Rifampicina, isoniazida e fenitoina reduzem os niveis séricos
do cetoconazol. O uso concomitante deste azol com varfarina, astemizol,
terfenadina e ciclosporina aumenta os niveis séricos das drogas,
exacerbando, assim, a atividade farmacolégica das mesmas*?%®. A
anfotericina B pode ser antagonizada pelo cetoconazol**®. Qs efeitos dos
corticosterdides também sdo potencializados. Vermelhiddo facial e nauseas,
sdo efeitos observados apds ingestdo de cetoconazol em concomitancia
com alcool*2%,

Resisténcia

A introdugéo do cetoconazol na terapia de pacientes com candidiase
mucocutanea cronica teve efeito benéfico em proporgbes substanciais.
Entretanto, relatos de falha terapéutica e desenvolvimentc de cepas
resistentes foram observadas com frequéncia nesse grupo de

pacientes’'14172

Relatos de insucessos terapéuticos na candidiase
vulvovaginal recorrente foram relacionados com resisténcia'’?. No entanto,
testes in vitro nao detectaram aumento de concentragio inibitéria minima em
isolados posteriores na maioria dos cascs®™. Por isso, alguns autores
acreditam que a recorréncia nac esta correlacionada com resisténcia
microbioldgica e sim com fatores do hospedeiro, excetuando-se alguns
‘casos®™. O mecanismo de resisténcia do cetoconazol parece ser dependente
da cepa: em alguns relatos, a mudanga na composigdc da membrana
diminuiu a sensibilidade aoc azol e em outros esta reducdo se deve as
mudangas na atividade enzimatica'’%. Resisténcia cruzada com fluconazol e

itraconazol , j& foram observadas®'"".
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1.5. Fluconazol
Os triazois possuem trés atomos de nitrogénio no anel azdico. Entre
0s ultimos compostos, encontra-se o fluconazoal, que & um bistriazol fluorado,

obtido por sintese. N&o & soluvel em alcool, mas apresenta solubilidade em
a-guaT.B1.134,145.39_

N CH N

Formulagao

A droga & comercializada na forma de capsulas para uso oral,
contendo 50, 150 ou 200mg. Para infusdo venosa, encontra-se disponivel
solugdo com 2ug/ml de fluconazol em 0,9% de cloridrato de sddio. Nos
Estados Unidos, a droga também & comercializada sob a forma de tabletes

com concentragdes de 50, 100 ou 200mg®"¥,

Mecanismo de agao

C mecanismo de agdo do fluconazol & semelhante ao do
cetoconazol, sua a¢do primaria € a inibi¢do da sintese do ergosterol, atraves
da enzima alvo 14 alfa demetilase do citocromo P-450'®. No ertanto, o
aumento de um atomo de nitrogénio no anel azodico, confere maior
seletividade com o sitio de agdo, causando menor efeito nas outras reagdes
mediadas pelo citocromo P-450*'®. Compostos heterociclicos como o
fluconazol formam um complexo com metade do ferro do heme do citocromo
P-450, isto evita a fixag#o e ativagdo do oxigénio™®'. Nos imidazéis essa
interferéncia é feita pelo Na e nos triazdis pelo Ng'*, Além de aumentar a
seletividade, o aumento de um atomo de nitrogénio também confere grande
estabilidade metabdlica ao triazdis aumentando assim o tempo de meia vida
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plasmatica Em altas concentragdes, o fluconazol também pode inibir
enzimas peroxidativas e oxidativas do citocromo ¢, causando aumento na
geragio de peréxido intracelular 814,

Espectro de a¢3o

Fluconazol, pode exercer atividade antifingica em vdrios patégenos
clinicos, tais como, C. neoformans, Histoplasma capsulatum, Coccidioides
immitis @ na maioria das espécies de Candida. Entretanto, Candida kruseii e

algumas espécies de Aspergilius, parecem possuir resisténcia intrinseca®
39,61.170

Toxicidade

Estudos em animais, mostraram a ocorréncia de pequenos efeitos
hepatotdxicos. No entanto, em altas doses, o fluconazol pode induzir
anormalidades fetais. Alguns autores tém relatado teratogenicidade em fetos

de pacientes tratadas com esse azol durante a gestagdo *'%.

Farmacocinética

A absorgdo da droga €& rapida e ampla, ocorrendo quase que
exclusivamente pelo trato gastrointestinal. A biodisponibilidade do fluconazol
nao é afetada pela ingestédo de alimentos ou pela acidez gastrica. Q pico de-
concentracdo plasmatica é de 1,9ug/mi, apos 1 a 2 horas da administrag@o
de 100mg; apds doses repetidas os picos podem atingir de 4ug/ml a 8ug/mil.
Doses diarias de 200mg e 400mg alcangam niveis plasmaticos de 10,1ug/mi
e 18,9ug/ml, respectivamente’¥'3_ A meia vida plasmatica é de 30 horas.
Niveis estaveis de concentrag¢do plasmatica sdo obtidos com 7 dias de
tratamento, com picos de 6,3mg, apés administragdo diaria de 100mg. A
ligacdo a proteinas plasmaticas é baixa, cerca de 11%. A droga tem boa
penetra¢do em todos os tecidos e fluidos do corpo, incluindo o sistema
nervoso central, onde alcanga de 50 a 90% da concentragdo plasmatica.
Aproximadamente 80% da droga € excretada na urina em sua forma original,

o restante é eliminado em forma de metabdlitos *45.



Uso terapéutico

Fluconazol é indicado em candidiases orais, vaginais, esofagicas e na
manuteng¢do da terapia na meningite' causada por C. neoformans; também
pode ser utilizado na candidiase disseminada, na profilaxia de infecgdes
fungicas em pacientes neutropénicos com cancer, em alguns casos agudos
de histoplasmose ou de coccidioidomicose, infecgbes da pele por
dermatdfitos e leveduras e em infecgdes flngicas do trato urinarioc®™'*®, Em
candidiase oral, a dose didria recomendada é de 50 a 100mg e a resposta
aparece depois de alguns dias. Em pacientes com o sistema imune
debilitado, a dose de 100mg durante 2-4 semanas é a mais indicada. Os
casos de candidiase vaginal em pacientes normais so0 tratados com dose
unica de 150mg. Em pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida,
que apresentam candidiase esofagica, a dose recomendada no tratamento
agudo & de 100 a 200mg por dia durante 2 semanas; em casos de
criptococose, recomenda-seé manutengdo da terapia, com 200mg
didrias®®€" 145,
Reagdes adversas

Os efeitos colaterais observados foram. nauseas, vomitos, cefaléia,
erupcdes cutaneas, dor abdominal, diarréias e raramente alopécia. Raros
casos de obito por insuficidncia hepatica e pela sindrome de Stevens-
Johnson, foram obsevados. Embora a relagao entre 0 uso do fluconazol e os
ébitos ndo esteja clara, recomenda-se suspender o tratamento, quando

sintomas desses disturbios aparecerem %1145

Interagdes medicamentosas
O fluconazol aumenta os niveis plasmaticos de fenitoina, rifabutina,
ciclosporina, suffoniluréias, totbotamina e varfarina. Provoca poucas

modificacdes no metabolismo da teofilina e dos anticonceptivos orais *5"14,



Resisténcia

O amplo uso de fluconazol como agente profilatico e terapéutico,
especialmente em pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida,
resultou no aumento de cepas resistentes, principalmente de Candida

albicans e C. glabrata®™'"'™

. Relatos de resisténcia em outras ieveduras
também foram descritos, como em C. parapsilosis- e Cryptococcus
neoformans'''®. Na maioria dos casos a resisténcia é secundaria,
adquirida durante o tratamento. No entanto, C. krusei parece ter resisténcia
inata ao fluconazol, mas também ha relatos de resisténcia intrinseca em C.
albicans, mesmo em pacientes que ndo apresentavam comprometimento do
sistema imunologico .

Alguns mecanismos de resisténcia tém sido pesquisados, como
alteragdes nas enzimas envolvidas na biossintese do ergosterol e mudanga
no acumulo de azol intracelular. Estudos moleculares tém demonstrado
super-express@oc de diferentes genes codificadores de proteinas
transportadoras de drogas especificas ou de multiplas drogas, e também

formagao de mutantes com alteragdes no citocromo P-450 43170171,

1.5. Itraconazol

Sintetizado em 1980, o itraconazol ¢ um triazol queratinofilico,
lipofilico, insolivel em agua, pouco soluvel em alcool e solivel em
dimetilssulféxido, pode-se obter concentragbes acima de 10% em alguns
solventes organicos e em polietilenoglicol acidificado. O anel triazdlico,
presente no itraconazol e no fluconazol, pode conferir a essas drogas
aumento da poténcia, redugao de toxicidade e' amplo espectro de agdo,

quando comparadas aos derivados imidazolicos®!!3*'%,
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Formulag¢ao

O itraconazol encontra-se disponivel apenas para uso oral, na forma
de cépsulas gelatinosas contendo 100mg da droga®'.

Mecanismo de a¢do

O itraconazol possui mecanismo de agdo semelhante a dos outros
azois, como o fluconazol, mas seu espectro de agdo & um pouco mais amplo
sendo ativo também contra fungos filamentosos, que possuem enzima
diferente da 14 aifa demetilase, a 24-metileno-dihidro-lanosterol®'”'. Sua

agdo primaria, também é fungistatica '3,

Espectro de a¢do

A droga possui amplo espectro de agao, incluindo uma grande
variedade de patégenos fungicos. Sua atividade foi demonstrada clinica e
microbiologicamente em diversos modelos de infecgSes sistémicas por
Aspergilius spp, Candida aibicans, Cryptococcus neoformans, Coccidioides
immitis, Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis @ Sporothrix
shenckii. Também é ativo contra Malassezia furfur, Biastomyces dermatitidis,
agentes da cromoblastomicose, feo-hifomicose e dermatdfitos. No entanto,
espécies de Fusanium e agentes pertencentes a classe dos zigomicetos sao
pouco sensiveis ao itraconazol 42134145,
Toxicidade

Dependendo da dose utilizada em mulheres gravidas, pode
desenvolver-se toxicidade maternal e embriotoxicidade. Em estudos com
animais, observam-se, com frequéncia, mal formagoes muitiplas envolvendo
o sistema esquelético“z. Entretanto, existe relato de um caso envolvendo
uma paciente com esporotricose linfatica que engravidou durante o
tratamento com itraconazol, ndo tendo comunicado a gravidez aos médicos
responsaveis pelo tratamento, recebeu a medicagdo durante 5 meses. A
paciente e seu filho foram examinados, apds trés meses do nascimento, e
constatou-se que o beb& no apresentava nenhuma anomalia®

38



Farmacocinética

O itraconazol € bem absorvido e amplamente distribuido pelo
organismo; apresenta altas concentragdes teciduais, superiores as
encontradas no plasma. Cerca de 99,82% ligam-se as proteinas
plasmaticas®. E encontrado, em baixas concentragdes, no peritdnio, no
liquido cefalorraquiano e na wurina. O nivel sérico ainda é discutivel e
provavelmente pode conter metabdlitos. Segundo alguns autores, O pico
plasmatico, apbs dose Gnica de 100mg, é de aproximadamente 0,1ug/ml a
0,5ug/ml; estas concentragdes dependem do estado geral do paciente’ #2135,
O itraconazol é extensivamente metabolizado no figado e j& foram
identificados mais de 30 metabdlitos. A droga intacta ndo é excretada na
urina, mas 35% dos metabdlitos 0 sdo; 3 a 18% do itraconazo! absorvido,
sa0 excretados nas fezes em sua forma primaria’™ 925!
Uso terapéutico

No tratamento de dermatofitoses, a dose diaria recomendada é de
100mg durante15 a 30 dias® Na candidiase vaginal, a dose usual e de
200mg durante trés dias, mas pode ser aumentada conforme o grau de
infecgdo ou do estado geral do paciente®’. A dose de 100mg diarias, durante

4281 No tratamento de

3 meses, é efetiva no tratamento da esporotricose
cromobiastomicose, sdo recomendadas doses diarias de 100 a 200mg por 6
meses; dependendo da gravidade das lesdes, o tempo de tratamento pode
ser aumentado. Em micoses sistémicas a dose usual é de 200mg diarias,

durante 6 a 8 meses 28!,

Reagdes adversas

Os efeitos observados t&m sido, nauseas, vomitos, diarréia, anorexia,
febre, fadiga, tontura, aumento reversivel das enzimas hepaticas, desordem
menstrual e efeitos alérgicos, como prurido, erupgbes cutaneas e urticéria,
além de casos isolados de neuropatia periférica e sindrome de Stevens-

Johnson 74281,
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Interagdes medicamentosas

A concentragdo plasmatica do itraconazol sofre redugio quando
administrado em concomitédncia ‘com rifampicina, fenitoina ou
carbamazepina. Essa altera¢do também ocorre frente a drogas que reduzem
a acidez gastrica, como antagonistas H,, bloqueadores da bomba de protons
e a didanosina que € formulada com tampdes que neutralizam o acido
gastrico. O itraconazol eleya as concentragbes plasmaticas dos farmacos
metabolizados pela enzima CYP3A4 da citocromo P-450, incluindo a
digoxina, ciclosporina e a fenitoina. Também pode elevar 0s niveis da
terfenadina e do astemizol, mas pode inibir o metabolismo do

varfari na7'42'5°'1 45.

Resisténcia

Apesar do amplo uso do itraconazol, poucos sao os relatos de
resisténcia in vitro e in vivo. A resisténcia cruzada, apds 0 uso primario de
cetoconazol e fluconazol, foi observada em isolados de C. albicans e
Aspergillus fumigatus®™17017"

Aumento da concentragdo inibitéria minima para amostras
seqlenciais de Candida spp, isoladas de pacientes com sindrome da
imunodeficiéncia adquirida, também foram observados®. Recentemente, foi
relatado caso de resisténcia in vitro e in vivo ao itraconazol e a anfotericina
B, com oébito de paciente com infecgdo disseminada por Trichoderma

longibrachiatum, apds transplante de medula éssea 136



Il - DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE DOS
ANTIFUNGICOS /N VITRO

as



Antes da década de 50, os testes de susceptibilidade para fungos no
eram relevantes e as drogas que apresentavam acdo antifingica eram
restritas'®. Principaimente ap6s o surgimento da 5-fluorocitosina e relatos
de resisténcia clinica, & que testes de suscetibilidade com antifingicos
comegaram a ser pesquisados. Nesse contexto, ressaltou-se a grande
disparidade entre as metodologias empregadas em diversos laboratérios de
rotina ou pesquisa’®.

Nas udltimas décadas os testes de suscetibilidade tormaram-se
altamente necessarios devido ao aumento das infecgdes flngicas,
ocasionadas por diversos fatores. Entre estes, inclui-se o amplo uso de
drogas imunossupressoras e de antibidticos, aumento no numero de
procedimentos invasivos, doencgas cronicas como o diabetes, que facilitam o
desenvolvimento de micoses, e 0 surgimento da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida®®'®, Durante esse periodo, porém, verificou-se
que os métodos utilizados para detectar a suscetibilidade dos fungos in vitro
estavam defasados, em comparagdo com os testes para antibacterianos'®.
Embora os procedimentos empregados nos primeiros estivessem baseados
nesses Uitimos, a padronizagdo das técnicas era falha. Isto acarretava
enormes diferengas nos resultados de concentragdo inibitoria minima de
testes realizados, intra e interlaboratorialimente , com mesmas cepas e
antifingicos 7.

Em 1982, pesquisadores de varios laboratérios foram convocados
pelo Nattional Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), com a
finalidade de formar um subcomite para a padronizagdo de testes de
suscetibilidade para fungos. Em 1985, este grupo publicou relato, no qual
apresentava o resultado de um questionario aplicado nos laboratérios que
faziam parte do programa. Em geral os laboratérios utilizavam o método de
diluigdo em caldo e testavam leveduras. Com base nestes e em outros
dados, iniciaram, entdo, estudos para a padronizagdo de uma técnica, 0s
quais se desenvolveram em diversas etapas, desde a escolha das drogas
até o tempo de leitura do teste. Em dezembro de 1992, o NCCLS publicou o
documento M27-P, que padronizava o teste de macrodiluicdo para Candida
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spp e Cryptococcus neoformans''®. Devido & falhas observadas em ampias
aplicagbes do teste, aquele documento foi revisado e modificado em 1997,
Outro documento, o M27-A, foi publicado, incluindo a técnica‘ de
microdiluicio em caldo'''. A grande vantagem da metodologia preconizada
pelo NCCLS é a reprodutibilidade; no entanto, é muito trabalhosa e onerosa,
inviabilizando seu uso em rotina'®.

Muitos pesquisadores utilizam técnicas adaptadas ao seu laboratdrio.
Na Europa, ha grupos que preferem a diluigBo em égar , pela vantagem de
poder testar védrias cepas ao mesmo tempo, além de propiciar melhor
aeragdo para o crescimento dos mesmos?®125.144150154167.178  pasde a
década de 1970, essa técnica vem sendo utilizado para determinar a
atividade da anfotericina B, frente a fungos filamentosos '3':152153

Diversos sistemas comerciais tém sido desenvolvidos, e sdo
baseados principaimente na técnica de difusdc em agar ou na de
microdiluigdo em caldo™*. Atualmente, o produto mais promissor do
mercado € uma fita impregnada com diferentes concentragbes da droga
(Etest, AB Biodisk, Solna, Suécia). O método & quantitativo, de facil
execugdo, mas é indicado apenas para o estudo de algumas leveduras.
Varios trabalhos tém demonstrado correlagdo com a técnica de diluigdo em
caldo, preconizada pelo NCCLS “%.

independente da técnica utilizada, alguns fatores podem prejudicar a
interpretacdo dos resultados. A composi¢do do meio de cultura, tempo e
temperatura de incubagdo, tamanho do inéculo e critério de leitura, s&o as
variaveis mais apontadas como interferentes dos resultados dos testes.

Dependendo da droga em estudo pode haver interferéncia dos
componentes do meio. Assim, por exemplo, as purinas e pirimidinas alteram
a atividade antifungica de 5-fluorocitosina, @ os esterois a atividade dos
poliénicos "' 1%,

A interferéncia da temperatura foi principalmente observada em testes
com anfotericina B. Temperaturas de até 22°C podem aumentar ¢ vaior da
concentracéo inibitdria minima da droga e até 34°C podem reduzi- la'®"'%,
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O tamanho do indculo também pode interferir com os valores da
concentrag&o inibitéria minima, como ocorre com os azéis #1013,

O tampédo utilizado pode ser um importante interferente; TRIS
(hidroximetil} aminometano, por exemplo, antagoniza 5-fluorocitosina. O pH
do meio pode afetar o crescimento do microrganismo e a atividade das
drogas. Em pH proximo de 3,0, a concentragdo inibitéria minima do
cetoconazol pode aumentar em até 100 vezes;, pH baixo também interfere
nos resultados de testes com anfotericina B 4446101133,

A determinagdo do ponto final para leitura do teste € apontada como
importante fonte de discrepancia entre os resultados interlaboratoriais,
especialimente quando a droga testada € um azol ou, em algumas
condigdes, a S5-fluorocitosina® ', Segundo alguns autores, a atividade
fungistatica dos azois ndo é prontamente observada, porque a interagio com
o sitio alvo no fungo ndo é imediata*“® Assim, existe um crescimento
residual do fungo até que a droga comece a agir. Este crescimento,
denominado “frailing”, dificulta a leitura do teste. Nestas condigdes, o NCCLS
recomenda que a concentra¢do inibitéria minima seja considerada como a
concentragio que inibiu 80% do crescimento do microrganismo nos testes

M0 Ecta leitura é

de macrodiluigdo em caldo e 50% nos de microdituigdo
muito subjetiva, induzindo significativas diferengas entre os resultados
obtidos.

Na eleicdo de uma técnica, deve-se considerar o campo da aplicagio
da mesma: pesquisa ou rotina. Também deve-se direcionar a escolha da
droga a ser testada, levando em conta o fungo e a infecgéo por ele causada,
pois nem todos os antifungicos agem contra todos os fungos, ou alcangam

niveis adequados em todas as areas corporeas.
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Testes de suscetibilidade para agentes da cromoblastomicose

Os testes de suscetibilidade para fungos filamentosos sdo bem
menos pesquisados que os elaborados para leveduras. Este fato se deve as
proprias caracteristicas desses fungos, as quais dificultam a padronizagéo
dos testes® Os bolores sdo organismos multicelulares, morfologicamente
complexos, apresentando variedades de formas e dimensdes celulares.
Varias técnicas tém sido utilizadas para estudo da sensibilidade dos bolores
frente a diversos antifungicos, incluindo procedimento, que representa uma
tentativa de padronizagdo, desenvolvida pelo mesmo grupo, que padronizou
a técnica para leveduras no NCCLS %. Diversos autores t&ém utilizado outras
técnicas, como a de diluigdo em agar e os resultados obtidos tém sido
considerados compativeis com o esperado 20347173178 Tegtes com fungos
demacios sdo0 escassos, especialmente para o©s agentes de
cromoblastomicose. Estudos mais antigos foram realizados utilizando —se a
técnica de diluicdo em agar, onde os autores testaram 5-fluorocitosina e
butil-simpato! (vasculat)'®. Neste ensaio o resultado de resisténcia in vitro a
5-fluorocitosina, foi compativel com a resposta clinica'™. Nenhuma
sensibilidade foi registrada no ensaio com butil-simpatol e, estes mesmos
autores relataram em outra puplicagdo a falha terapéutica observada em um
de seus pacientes com esta droga9°. Portanto ndo foi possivel correlacionar
os testes in vitro com os in vivo. Posteriormente foram conduzidos testes
com a técnica de diluicdo em caldo com anfotericina B, 5-fluorocitosina e

1222 (s resultados

tiabendazol, isoladamente ou em associagdo
demonstraram sinergismo entre anfotericina B e S-fluorocitosina e efeito
aditivo entre anfotericina B e tiabendazol. Esses resultados também foram
compativeis com os observados na clinica. Em 1982, Corrado e
colaboradores™ utilizaram a técnica de diluigdo em caldo com yeast nitrogen
base e verificaram resistdncia nas cepas estudadas contra S-fluorocitosina,
anfotericina B, rifampicina, cetoconazol e miconazol. No entanto,
observaram que, para alguns isolados, apenas o cetoconazol e a

anfotericina B estavam em concentragbes sericas utilizadas na terapia. A
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associaglo sinérgica com baixas concentragbes de cetoconazol e 5-
fluorocitosina foi destacada neste estudo. A técnica de diluigdo em agar foi
empregada novamente por Ingroff ¥’ e colaboradores em 1984 em estudo
com varios agentes, entre eles, os da cromoblastomicose. A resisténcia
destes in vifro contra cetoconazol, itraconazol, BAY n7133 e RO 14-
4764/002, também foi comprovada por esses autores. Os estudos realizados
nos ultimos anos com a tecnica de diluig&o em caldo apresentam resultados
controvertidos®3%.1012  Alem da falta de padroniza¢do da técnica, a
determinagao de sensibilidade e resisténcia varia de autor para autor,
dificultando desta maneira estabelecer perfis de sensibilidade dos agentes
da cromoblastomicose contra diferentes antifingicos. Além disto, a maioria
dos trabalhos foi realizada com cepas de colegao de cultura, ndo envolvendo
também cepas recém isoladas e amostras seriadas que pudessem levar a

correlagdo de resultados in vivo e in vitro.



IV - PROPOSICOES E OBJETIVOS



Considerando-se a:
¢ epidemiologia da cromoblastomicose no Brasil
+ falha terapéutica relatada por diversos autores

s caréncia de amplos estudos in vitro relacionados aos fungos

demacios

* auséncia de teste de suscetibilidade padréo para fungos demacios,

estabeleceu-se 0s objetivos seguintes
e padronizar a técnica de diluigdo em agar para fungos demécios,

e determinar os perfis de suscetibiidade de agentes da

cromoblastomicose, frente a alguns antifungicos,

o estabelecer possivel correlagio dos resuitados obtidos a partir dos
testes realizados com amostras senadas in vilro com o0S

observados nos pacientes.



V - MATERIAL E METODOS
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Este trabalho é parte de um pilano de pesquisa realizado em
colaboraga@o com profissionais da Divis&o de Dermatologia do Hospital das
Clinicas, da Faculdade de Medicina da Universidade de S3o Paulo, assim
como, do Nucleo Gestdo Assistencial de Registro, do Hospital das Clinicas
da Facuidade Federal de Mato Grosso do Sul, do Instituto Adolfo Lutz-
regional de Sorocaba e do Instituto Adolfo Lutz - Sdo Paulo.

1. Pacientes

Foram selecionados 18 pacientes atendidos nessas instituigdes, com
suspeita clinica de cromoblastomicose ou com doenga confirmada.

2. Microrganismos .

As cepas foram numeradas no momento de sua aquisi¢io. De 43
cepas obtidas, 39 foram validadas para os testes de suscetibilidade. As
outras encontravam-se contaminadas ou a identificagdo realizada nao foi
compativel com a referéncia de origem.

Entre as 39 cepas em estudo, 27 foram obtidas, de modo seriado ou
ndo, dos pacientes atendidos nas diversas instituicdes supra citadas. O
isolamento das mesmas ocorreu em um periodoc maximo de 6 meses antes
do inicio da realizacdo dos testes de suscetibilidade.

As amostras provenienies de cole¢des de culturas, 12, foram
gentiimente cedidas pelo Instituto de Medicina Tropical da Facuidade de
Medicina da Universidade de S30 Paulo ou pelo Instituto Adolfo Lutz de Séo
Pauio; 7 delas estavam identificadas como P. verrucosa, 2 como F. pedrosoi
e cada uma das seguintes como; C. carrionii, R. aquaspersa ou F. compacta.

A cepa padrdo utiizada nos testes, foi Candida parapsifosis ATCC
22019, para a qual as concentragbes inibitorias minimas do itraconazol,
fluconazol, cetoconazol, anfotericina B e 5-fluorocitosina, sao

conhecidas'®1%

Os microrganismos em estudo foram mantidos em agar dextrose
batata, com repiques sucessivos de trés meses. Para inclus&o nos testes de
suscetibilidade, os repiques foram realizados a cada 14 dias e incubados a
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30°C. A cepa padrédo foi mantida em agar Sabouraud e repicada 24 horas
antes dos testes de suscetibilidade.

3. Exames micolégicos
3.1. Exame direto

As amostras para anaiise foram obtidas por meio de raspagem com
laminas de bisturi, das lesdes dos pacientes. Uma parte do material biologico
foi clarificado com hidroxido de potassio a 20% e, em seguida, examinado ac
microscépio Optico,

3.2. Cultura

Outras fragdes do material bioldgico foram respectivamente
semeadas em &agar Sabouraud, acrescido de cloranfenicol, e em agar
Mycobiotic. A incubagéo foi realizada a 30°C, por até 30 dias. As coldnias,
assim desenvolvidas, foram repicadas em agar batata e cuitivadas em
lamina (técnica de Riddell, 1950)'¥, para melhor observacido
micromorfologica. A partir desta, foram realizadas um total de 24
identificagbes.

4. Padronizag¢do do in6culo

A fim de se estabelecer a idade dos cuitivos para preparagdo dos
inbculos, determinou-se a curva de crescimento de 5 cepas, escolhidas ao
acaso entre as isoladas dos pacientes (18, 28 e 35) e as oriundas de
'coler;ées (11 e 12). Cada curva foi obtida com base em contagens, em
camara de Neubauer, do nimero de células contidas em uma suspensao,
preparada a partir de colénias respectivamente com 7, 14, 18 e 21 dias de
crescimento em &gar batata a 30°C.

As contagens foram acompanhadas de exames da micromorfologia
dos fungos, para se ter nogdo da proporgéo entre células vegetativas e
germinativas em cada periodo estudado. Essas observagGes foram
realizadas em montagens preparadas com fragmentos das colonias em

lactofenol-azul de algodo.
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Considerando-se os diferentes periodos de crescimento, estudou-se
também a influéncia da concentragdo do indculo sobre os resultados dos
testes de suscetibilidade com anfotericina B, utilizada como droga de elei¢éo
para o estudo em questdo. Para obtengdo dos indculos de cada uma das
cepas incluidas no teste, foram selecionadas coldnias com determinado
tempo de incubagdo. A partir destas, foram preparadas diferentes
suspensdes, com variagbes, de 10 vezes ou mais na concentragao celular.

5. Drogas

Foram utilizados produtos comerciaimente disponiveis sob a forma
injetavel, tendo como principio ativo a anfotericina B (Fungizon®, BRYSTOL
MEYERS SQUIBB, Industria Quimica S/A, Sao Paulo, Brasil lotes 97403 e
121595), contendo em cada frasco 50mg de droga, ou 0 Fluconazol
(Soluflex®, LABORATORIOS P. L. RIVERO Y CIA. S.A.L.C., Buenos Aires,
Argentina lote 0120777), contendo 200mg em cada bolsa para infusao
venosa. A anfotericina B e o fluconazol foram conservados a 4°C. As demais
drogas, adquiridas sob a forma de po, incluiram itraconazol, JANSSEN
PHARMACEUTICA N.V., Beerse, Béigica ({lote ZR051211PUB381},
terbinafina, NOVARTIS (lote 25/11/97), 5-fluorocitosina, SIGMA — ALDRICH
CHIMIE - Alemanha (lote 85H4068) e cetoconazol, JANSSEN
PHARMACEUTICA N.V. Beerse, Bélgica (lote 22/07/1998 ), conservadas em
dessecador, a vacuo, a 4°C. Todos os prazos de validade foram

respeitados.

Obs.: As subtancias cujas procedéncias n3o constam no texto, foram provenientes da Difco
Laboratories, Detroit, Michigan, USA efou da E. Merk, Darmstadt, Germany e/ou da Oxoid,
Hampshire, England e/ou da Sigma, St. Louis.



6. Meios de cultura e solugdes
6.1. Agar Sabouraud Dextrose (ASD)

Este meio foi preparado de acordo com as instrugdes do fabricante e
autoclavado a 120°C por 15 minutos.

Para manutengcdo da cepa controle, volumes de 5ml foram
distribuidos em tubos de ensaio (10mm x 145mm), esterilizados e
geleidificados em posigdo inclinada.

Para estudo da concentragdo fungicida minima {(CFM), 20ml do meio,
esterilizado foram vertidos em cada placa de Petri (15 x 100mm),

6.2. Agar Sabouraud com cloranfenicol

Dissolveu-se 100mg do antibitico em 10ml de alcool (95°GL). Esta
solucdo foi adicionada ao meio de cultura, preparado segundo
especificactes do fabricante. Em seguida, volumes de 5ml foram distribuidos
em tubos de ensaio (15mm x 125mm), autoclavados a 120°C por 15 minutos
e geleificados em posi¢do inclinada. A conservagao foi realizada a 4°C.

Este meio foi utilizado para isolamento dos fungos a partir do material

biolégico.

6.3. Mycobiotic agar

O meio foi preparado segundo instrugdes do fabricante. Volumes de
5ml foram distribuidos em tubos de ensaio (15mm x 125mm), autoclavados a
120°C durante 15 minutos, e geleificados em posi¢do inclinada.

Este meio também foi utilizado para o isolamento dos fungos a partir

do material biolégico.

6.4. Agar batata

O meio foi preparado segundo as especificagbes do fabricante.
Volumes de 5ml foram distribuidos em tubos de ensaio (15mm x 125mm},
autoclavados a 120°C durante 15 minutos, e geleificados em posicéo
inclinada. A conservacdo do mesmo foi realizada a 4°C.

Este meio foi utilizado para manutencdo, e identificagdo macro e
microscépica dos fungos isolados do material biologico.
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6.5. Caldo YNBP

Composigao:
e Meio de reserva ' 100ml
¢ Tampé&o de fosfato (>0,01M) ___ 900m!|
Preparagao:

Em condigbes estéreis, o meio de reserva foi adicionado ao
tampé&o de fosfato, e a preparagéo foi conservada a 4°C.

Este caldo foi utilizado nos testes de suscetibilidade para
diluigao das drogas.

6.6. Tampao de fosfato (> 0,01M)

Composigéo:;
¢ NaH:PO, 0,33 g
» KHPO4 092g
e agua destilada 900 ml
Preparacgéo:

Os componentes fosfatados foram dissolvidos na agua e,
quando necessario, o pH foi ajustado a 7,0 com NaOH 1N. A
solugdo foi autoclavada a 120°C, durante 15 minutos, e
conservada a 4°C.

Esta solugdo foi utilizada na preparagao do caldo YNBP.

6.7. Meio de reserva:

Composigao:
» Yeast Nitrogen Base (YNB) 8,79
¢ L-asparagina 1,50
¢ glicose 10g
« tamp&o de fosfato (0,01M) 100mi
Preparagao:

Os componentes sélidos foram dissolvidos no tampao de fosfato
jevemente aquecido e a solugdo resultante, apds esterilizagao
por filtragéo, foi conservada, em frasco esterilizado, a 4°C.
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Este meio foi utilizado na preparagio do agar YNBP e do caldo
YNBP.

6.8. Agar tampao de fosfato:

Composicio:
¢ NaH,PQO, 033g
o KoHPO, 092¢g
e agar 11,09
o agua destilada q.s.p. S00 mi
Preparagao;

O agar foi adicionado a agua e a mistura resultante foi aquecida
até ebuligdo. 0Os componentes fosfatados foram entao
adicionados e, ap6s homogeneizag&o, ¢ pH foi ajustado a 7,0
com NaOH 1N. Volumes de 17 ml de meio foram distribuidos em
frascos de peniciina os quais foram lacrados. Apés
autoclavagem a 120°C, durante 15 minutos, os frascos foram
conservados a 4°C

Este meio foi utilizado na preparagdo do agar YNBP, no

momento da execusao do teste..

6.9. Tampéao de fosfato com Tween 80

Composigdo:
e Tampéao de fosfato 0,01M 500 ml
» Tween 80 0,25 mi
Preparagao

O tamp3o, levemente aquecido, foi adicionado ao Tween 80. Em
seguida, 5ml ou 9mi foram distribuidos em tubos de ensaio e
autoclavados a 120°C por 15 minutos.

Volumes de 5ml foram utilizados na preparagéo do indculo e os
volumes de 9 ml foram utilizados na diluigao do indculo.
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6.10. Tampao de Fosfato (0,01M)

Composigéo:
¢ NaH,PO, 0,33 g
e K;HPO, 0,92 g
* agua destilada 1000 mi
Preparagao:

Os componentes fosfatados foram dissolvidos na agua destilada.
Quando necessario, o pH foi ajustado a 7,0 com NaOH 1N. A
solugao foi autoclavada a 120°C, durante 15 minutos, e
conservada a 4°C.

Esta solugéo foi utilizada na preparagao do meio de reserva e na
solug@o com Tween 80.

7. Antifungigrama pela técnica de diluig3o em agar
Os testes foram realizados pela técnica de diluigdo em agar, segundo

metodologia de Soares e Cury'%'%®

e esta foi modificada, a fim de atender
as diferencas morfolégicas e bioguimicas relacionadas com os fungos

demacios.

7.1. Diluigbes das drogas

A anfotericina B, o fluconazol e a 5-fluorocitosina foram diluidos em
agua destilada esterilizada, a fim de se obter concentragbes de 1000ug/ml,
1000pg/ml e 200Cug/ml, respectivamente. Volumes de 10ml destas, foram
distribuidos em tubos de ensaio, mantidas a -20°C e utilizadas como
reserva. A partir destas, foram realizadas diluigbes seriadas, ao dobro, em
caldo YNBP. Para anfotericina B, a variagdo das concentra¢des foi de
1280pg/ml a 5pg/mi, a fim de se obter nos testes de concentragéo inibitona
minima 64ug/ml a 0,25ug/ml. As concentragdes do fluconazol, variaram de
256pug/ml a 5ug/ml nessas solugbes e nos testes foram de 128ug/ml a

0,25ug/ml. Para S-fluorocitosina foram preparadas diluigdes contendo de



2000ug/ml a 6ug/ml da droga, a partir das quais foram obtidas
concentragdes de 100ug/ml e 0,3ug/mi, nos testes.

A solugéo de reserva da terbinafina, do cetoconazol ou do itraconazol,
preparada em dimetilssulféxido (DMSO), continha 1000ug/ml da droga.
Volumes de 10 ml foram distribuidos em tubos de ensaio e conservados a -
20°C. A partir dessa solugdo, foram preparadas diluigdes seriadas ao dobro,
em caldo YNBP. Nessas condigbes as concentragbes da terbinafina
variaram de 480ug/ml a 1,8ug/ml e nos testes de concentragio inibitdria
minima foram de 24ug/ml a 0,09ug/ml. Para o cetoconazol e o itraconazol
foram preparadas solugbes com 640ug/ml a 2,5ug/ml da droga, cuja
concentragoes nos testes variaram de 32ug/m! a 0,125ug/ml.

A partir de cada diluigdo da droga, foram transferidos 2 ml para um
tubo contendo 1,0 ml de meio de reserva; e a mistura foi homogeneizada e
mantida a -20°C até o momento da execugic do teste de suscetibilidade.

7.2. Inéculo

Com base nos resultados obtidos em estudos preliminares, adotou-
se, como indculo, suspensdo contendo, em cada mi, cerca de 4 x 10*
células, com 14 dias de crescimento em agar batata a 30°C. A cepa controle
C. parapsilosis ATCC 22019 foi utilizada com 24 horas de crescimento em
agar Sabouraud a 30°C.

Preparagao
Com auxilio de alga em anel, a superficie da coldnia do fungo
em estudo foi cuidadosamente raspada e transferida para tubo
contendo 5 ml de dagua e 4 pérolas de vidro. O tubo foi
submetido a agitagdo vigorosa em vortex por 1 minuto, a fim de
se obter separagédo Otima das células hifalicas. A suspenséo
resultante foi centrifugada a 1500rpm, durante 15 minutos, e o
sobrenadante foi descartado. O sedimento foi lavado duas
vezes, sob centrifugagdo, com 3 ml de agua e finalmente
resuspenso em 5 ml de tampéo de fosfato contendo Tween 80,



Volume de 1 mi foi transferido para tubo com 9 ml desse tampéo
e a suspensao foi ajustada para conter 200 células em 5ul ou 4 x
10 células/ml. A partir dé ensaios preliminares, foi possivel
verificar que essa concentragdo de células, alcangada com
auxilio de camara de Neubauer, possuia turvagio equivalente ao
padrao 0,5 da escala de McFarland. Assim, nos testes
posteriores, o .ajuste do indculo foi realizado por meio de
comparag&o da turvagdo com esse padréo.

7.3. Execugdo do teste de concentragao inibitéria minima (CIM)

As diferentes diluigfes do antifingico foram descongeladas e o agar
tampao fosfato foi fundido e estabilizado a temperatura de 56°C. Volume de
3ml de cada diluicdo foi adicionada a 17m! de meio: a mistura foi
homogeneizada e vertida em ptaca de Petri. Apés geieificag3o dos meios
nas placas, Sul de cada inéculo foram aplicados no meio de agar. Esse
procedimento permitiu a aplicagao de 24 inécuios por placa. Estas foram
mantidas a temperatura ambiente até completa absor¢éo dos indculos e , em
seguida, colocadas a 30°C até crescimento das cepas no controle sem
droga {positivo), que geralmente ocorreu entre o 3° e o 4° dia de incubagao,
a dltima leitura era realizada no 7° dia. O CIM para a cepa controle era
determinado com 24 horas de incubagao.

No teste foram utilizadas, trés placas adicionais, contendo,
respectivamente, caldo YNBP e agar YNBP(3:17), como controle de
crescimento positivo, DMSO a 0,1% e agar YNBP (3:17), para controle de
interferéncia do solvente e formaldeido a 0,5% e agar YNB (3:17), como
controle de crescimento negativo

Foi considerada concentragdo inibitéria minima, a menor

concentra¢do da droga que impediu visivel crescimento de um determinado

fungo.



7.4. Execugdo do teste de concentragdo fungicida minima (CFM)

Os indculos que ndo apresentaram desenvolvimento visivel no teste
de CIM, foram removidas, por raspagem cuidadosa, com auxilio de alga em
anel, e semeados em placas de agar Sabouraud. As placas foram mantidas
a 30°C durante 14 dias.

Foi considerada concentragdo fungicida minima, a menor
concentragao da droga que impediu visivel crescimento do subcultivo de um
determinado fungo.

7.5. Interpretagao dos resultados

O valor final da CIM ou da CFM de cada droga, frente a uma
determinada cepa, foi obtido por meio da média geométrica dos valores
encontrados no teste realizado em triplicata.

O estabelecimento de sensibilidade ou de resisténcia das cepas
frente as drogas em estudo, foi baseado nos niveis séricos alcangados
pelas drogas”'*. Assim, foram consideradas sensiveis a anfotericina B as
cepas que responderam a CIMs efou CFMs < 2 0ug/ml, ao itraconazol as
que responderam a < 0,5ug/ml, ao fluconazol as que responderam a <

8,0ug/ml, a 5-fluorocitosina a < 50ug/ml, a terbinafina a < 1,5ug/ml e ao

cetoconazol a < 8ug/ml.
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VI - RESULTADOS



A tabela 1 indica os resultados das analises realizadas a partir das
amostras obtidas dos pacientes incluidos neste estudo. Todos os exames
diretos, foram positivos para a presenga de céiulas muriformes. Em trés
amostras {23, 25 e 27), também foram observadas numerosas hifas
demaciadas. O fungo isolado em todos os casos foi F. pedrosoi. Todas
apresentaram células muriformes no exame direto e as culturas isoladas
foram identificadas também como F. pedrosoi.

As curvas de crescimento, obtidas para as diferentes cepas de F.
pedrosoi, mostraram perfis similares. Com base na tecoria dos minimos
quadrados, verificou-se que, para qualquer delas, o desenvolvimento
colonial alcangou até o 14° dia de incubagéo. Entre esse periodo e 0 21° dia,
observou-se tendéncia a estabilizacdo do crescimento, seguindo-se
acentuada redugao do mesmo em periodos superiores (Figura 3).

Nas observagdes micromorfologicas dos  periodos de
desenvoivimento, verificou-se que até o 7° dia de crescimento havia intensa
producdo de células vegetativas com desenvolvimento de raros conidios.
Entre 0 7° e 0 14° dias ocorria pequena produgéo de células vegetativas com
acentuada formagio de conidios. Entre os 14° dia e 21° dias observou-se
pequena produgdo de células vegetativas e intensa formagao de conidios. A
redugdo do numero de células vegetativas e de conidios anteriormente
formados, foi evidenciada entre 0 21° e o0 35% dias de incubagéo.

A tabela 2 inclui os dados obtidos em estudo preliminar, para
comprovagao da interferéncia de variagdes no indculo sobre os resultados
das CIMs da anfotericina B. Frente a maioria d_as cepas selecionadas, 0s
resultados desses testes foram independentes dos fatores analisados, ou
seja, tamanho do indculo e idade das células utilizadas na preparagao do
mesmo. De modo geral, os valores das CIMs mantiveram-se acima das
concentragdes incluidas no teste. Foram excegdes as cepas 21, 28, 32 e 33,
frente as quais as CIMs do poliénico sofreram variagbes dependentes de um

daqueles fatores ou de ambos os fatores.
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Considerando-se os resultados das pesquisas preliminares, optou-se
por indculo com cerca de 4 x 10* células/ml, preparado a partir de cultura
com 14 dias de incubagao, para aplicagio nos estudos seguintes.

A leitura dos testes de CIM, tomando-se como parametro © controle
de crescimento de cada cepa no meio sem droga, mostrou que os resultados
dessa prova poderiam ser completados a partir do 3° ou do 7° dia do inicio
da incubagdo. Com base no nivel sérico de cada droga, verificou-se que
todas as cepas foram sensiveis ao cetoconazol, apenas uma cepa (12) foi
sensivel a anfotericina B, 14 foram sensiveis ao itraconazol, 7 o foram a 5-
fluorocitosina e 34 a terbinafina. Todas as cepas foram resistentes ao
fluconazol e 3 delas (3, 7 e 11) o foram a todas as drogas, exceto ao
cetoconazol (Tabela 3).

Os resultados dos testes de CFM mostraram que somente uma
amostra foi sensivel a atividade ftetal do itraconazol (13) ou a da 5-
fluorocitosina (9) , 22 o foram a da terbinafina e 25 a do cetoconazol.
Nenhuma cepa respondeu a atividade letal da anfotericina B ou do
fluconazol (Tabela 4).

A tabela 5 ilustra os resultados do teste de CIMs obtidos com
amostras seriadas de 6 pacientes. Todos os isolados foram resistentes a
anfotericina B, assim como, ao fluconazol, mas sensiveis a terbinafina e ao
cetoconazol. Apenas uma cepa (20), recuperada da primeira amostra de um
paciente (3), foi sensivel a 5-fluorocitosina. Merecem destaque os dados
obtidos no teste com itraconazol. Neste caso, entre as 6 cepas inicialmente
isoladas, 3 (19, 26 e 34) mostraram resisténcia ao azol; duas dessas eram
oriundas de paciente em tratamento apenas com itraconazol (2) ou com o
mesmo associado & crioterapia (4), e a terceira foi isolada de paciente (5)
sem qualquer tratamento. Para as amostras sequenciais, obtidas durante
tratamento continuado ou apds inicio da terapia, verificou-se que as cepas
de dois pacientes (2 e 4) também foram resistentes ac itraconazol, mas
determinaram valores de CiMs superiores as dos primeiros isolados. Em
outros dois casos (3 e 6), as cepas obtidas apos inicio do tratamento,
responderam a CIMs equivalentes & resisténcia ao itraconazol, ao contrario
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das inicialmente analisadas. Além disso, as cepas sequenciais de um
paciente (2), mostraram aumento de CIM n&o sé para o itraconazol, como
também para o fluconazol. Em outro paciente (6), os aumentos de CIMs e
CFMs das cepas dos isolados posteriores ocofrreram para itraconazol,
anfotericina B e cetoconazol.

Observagdes clinicas indicaram que dois (2 e 3) dos seis pacientes
tratados com aquele triazol, ndo apresentaram melhora clinica. Os testes de
suscetibilidade, mostraram que a cepa sensivel & atividade inibitéria da 5-
fiuorocitosina, ndo o era & atividade letal da droga. O mesmo comportamento
foi observado para 4 isclados (cepas 28, 32, 20 e 36) frente ao itraconazol,
mas entre as 14 cepas sequenciasi, somente 5 foram resistentes a agao
fungicida da terbinafina e 6 o foram ao cetoconazol (tabela 5).

Os resultados de CIMs, para amostras nao seriadas, podem ser
observados na tabela 6. Todas as cepas isoladas de 11 pacientes, ndo
responderam a anfotericina B e ao fluconazol, mas responderam ao
cetoconazol: 7 foram resistentes ao itraconazol, duas o'foram a terbinafina
(13 e 24) e 10 a 5-fluorocitosina. Quanto aos resultados das CFMs (tabela
6), verificou-se que, entre as 5 cepas sensiveis & agdo fungistatica do
itraconazol, apenas uma o era a atividade letal. Cinco cepas foram
consideradas resistentes ao cetoconazol. Nao foi observada sensibilidade a
5-fluorocitosina e quanto a terbinafina 7 dos 10 isolados considerados
sensiveis a mesma no teste de CIM, também o foram no teste de CFM.

Os valores de C!Ms, obtidos frente as 12 cepas oriundas de colegdes,
‘mostraram que todas eram sensiveis ao cetoconazol, mas resistentes ao
fluconazol; 11 delas também n&o responderam a anfotericina B, 7 ao
itraconazol, B a 5-fluorocitosina e 4 a terbinafina. Duas (3 e 7) das trés cepas
isoladas de amostras de solo e uma (11) obtida de paciente, foram
resistentes a todos os antifingicos estudados, exceto ao cetoconazol
(Tabeta 7). Entre as cepas consideradas sensiveis, a atividade inibitona das
drogas, apenas uma também o foi no teste de CFM frente a 5-fluorocitosinag,

4 a terbinafina e 10 o foram ao cetocoanzol (tabela 7).
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Para a cepa padréo, os valores de CIMs das drogas em estudo foram
como segue: anfotericina B 1,0ug/ml, fluconazol 2,0 a 8,0ug/ml, itraconazol
0,25ug/ml, 5-fluorocitosina 0,5ug/ml, terbinafina 6,0ug/ml e cetoconazol
0,125ug/ml.



Tabela 1 - Exames micologicos realizados nas amostras isoladas de 18

pacientes com cromoblastomicose atendidos em diversas

instituigdes
Pat:':?}nte ; Procedéncia L Exame direto Identificacio | c;,pi
1 ! Hospital das Clinicas ; células muriformes | Fonsscaea pedrosoi | 28
1 { Hospital das Clinicas ! células muriformes Fonsecaea pedrosoi ! 32
2 | Hospital das Clinicas células muriformes e hifas Fonsecaea pedrosoi i 27
2 ! Hospital das Clinicas célutas muriformes Fonsecaea pedrosoi | 29
2 ! Hospital das Clinicas céluias muriformes Fonsecaea pedrosof : 30
3 " Hospital das Clinicas | células muriformes Fonsecaea pedrosof ! 20
3 I Hospital das Clinicas i células muriformes Fonsecaes pedrosoi @ 22
3 Hospital das Clinicas | células murnformes Fonsecaea pedrosoi 1 31
4 ' Hospital das Clinicas :1 células muriformes Fonsecasa pedrosoi | 26
4 . Hospttal das Clinicas | células muriformes | Fonsecaea pedrosoi ' 41
5 Hospital das Clinicas célutas muriformes | Fonsecasa pedrosoi * 34
5 Hospital das Clinicas . células muriformes { Fonsecaea pedrosoi 35
5 ' Hospital das Cifnicas células muriformes Fonsecaea pedrosoi | 43
6 1 Hospital das Clinicas | células muriformes Fonsecaea pedrosoi j 36
7 . Hospital das Cilnicas células muriformes Fonsecaea pedrosoi 13
8 © Mospital das Clinicas células muriformes Fonsecaea pedrosoi | 17
9 Hospital das Clinicas | células muriformes Fonsecaea pedrosoi | 18
10 + Hospital das Clinicas | células muriformes ! Fonsecaea pedrosoi | 21
11 Registro | células muriformes e hifas Fonsecasa pedrosoi | 23
11 ! Registro | células muriformes e hifas Fonsecaea pedrosoi 25
12 ‘ Mato Grosso ! células muriformes Fonsecaea pedrosoi ] 24
14 | Hospital das Clinicas | células muriformes Fonsecaea pedrosoi 33
16 | Hospitat das Clinicas células muriformes Fonsecaea pedrosol @ 37
16 Sorocaba células muriformes Fonsecaea pedrosoi a8
17 i Instituto Adolfo Lutz | células muriformes Fonseceea pedrosol | 39
18 | Registro ‘ células muriformes | Fonsecaea pedrosoi } 42
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Tabela 2 - Influéncia da concentracéo do indécuio de 12 cepas de F. pedrosoi
sobre a atividade inibitdria da anfotericina B.

Cepa* Indculo / 7 dias E CIiM** lndcule / 14 dias CiM | Indculo/21dias | CIM
17 8,7x10° cel/mi 16 3,4x10° cel/mi 18 447x10% celfml . 16
172 2,710 cel/ml 16 5,7x10° cel/m! 16 2,4x10" celml ‘ 16
19, 2,0x10° cel/m! >64 2,8x10° cel/ml >64 | 142x10°ce/ml | >64
19 3,7x10" celmi | >64 4,5x10" celm >84 | 1,1x10'celmi | >64
20 6,0x10° celml | >64 5,8x10° cel/mi >64 | 8,1x10°celml | »>64
20, 5,7x10" celiml | >64 7,7x10* cel/mi >64 50x10° celml | >64
214 1,1%10° cel/m 16 1,9%10% cel/m >64 18x10°celml | >64
21, 2,2x10* cel/ml 16 3,0x10* cel/m 4 12310 cebml | 4
224 6,0x10° cel/mi >64 5,3x10° cel/ml >64 5,0x10* celml ' >64
22; 8.7x10' celfmi | >64 7,7x10* celiml >64 7,3x10* cel/ml >64
23, 2,4x10° cel/mi |, >64 2,9x10° celiml >64 2,0x10° celml | >64
23; 7,0x10% cellml | >64 5,5x10" celiml >64 6,0x10 celml | >64

28, | 7.500%cerml | >64 |  80x10" celmi 32 | 10x10°ceim | 64
28, 2,010 celmi | >64 2,5x10° cet/ml 4 22310  celm! | 8
29, 2.3x10° celml | >64 18x10°ceyml | >64 | 20x10°celml | 64
29; 2,5x10% celiml . >B4 3,7x10% celimi ! >64 7.0x10° celml | 32
32, | 20x0°caim | 22 1,0x10° celml | 16 1,2x10° celml | 16
32; 30x10* celm! | 32 5,0x10° celml | 2,2x10% celml ' 4
33, 1,6x10% celml ;| 64 1,0x10° celml | 4,0x10 celml . 32,
33, 3,0x10* celiml 8 1,2x10* celiml 7.0x10%celmt | 4
34, 2,3x1 0° cel/ml >64 1,8x105 cel/mi >64 8,0x10* cel/ml >64
34, 1,2x10° celiml >64 2,7x10* cel/ml >64 2,7x10" celml | >64
35, 4,4x10° celfmi >64 4,8x10° celmi >64 8,7x10* cel/ml >64
35; 2,5x10% celiml | >64 7.5x10" cel/mi >64 1,2x10% ceUml | >64

*cepay: indica o indculo concentrado;

**CIM: concentragéo inibitdria minima, em pg/ml

cepaz indica o indculo dilufdo 1410,



Tabela 3 - Concentragdo inibitéria minima (ng/ml} de diferentes antifungicos

frente as 39 cepas de agentes de cromoblastomicose

cepan® | fungos | AnB* 1 Rra* l Fluco* | 5-FC Terb® | Ceto*
1 | P verrucosa | 4 025 . »128 12,5 018 0,125
2 | C camoni 8 0,3 >128 12,5 0,75 £0,125
3 P.verrucosa | >64 6,35 | >128 >100 24 1
4 | _F.pedrosoi | 453 . 042 | >128 | >100 0,18 £0,125
5 | Pwverucosa | 10 . <0,125 >128 | 70,71 018 | 0,35
& . R. aquaspersa >64 06 >128 | »>100 037 + 0,50
7 " P. verrucosa >64 >32 >128 >100 212 | 8
8 F.compacta | 2268 . 06 | >128 >100 : 0,12 | 035
9 P. verrucosa 32 f 1 ' »128 | 3 | 146 1
10, P verucosa 127 1 5 | >128 6 : 03 | 05
11 ' F. pedrosoi 16 1 0,63 >128 »100 24 | 025
12 F.pedrosoi | 08 ' <0125 , >128 >100 24 | <0125
13 F.pedrosoi ' 127 | <0125 | >128 6299 | 2 | 025
17 F. pedrosoi | 18 0125 | 64 | 100 | <008 | 0725
18 F. pedrosoi >64 07 ! >128 ; 100 i =009 . 035
19 F.pedrosoi | >B64 1 ¢ 64 | 100 | 012 | 05
20 F.pedrosoi | >64 0,3 >128 ¢ 125 <009 | 035
21 F. pedrosoi | 4.6 0,35 64 12,5 0,6 0,25
22 F. pedrosoi | >64 57 | >128 >100 £0,09 0,35
23 F padrosoi | >B4 8 . >128 | >100 0,5 0,25
24 F.pedrosoi | 45 1 7 64 |1 >100 0,5 0.25
25 F.pedrosoi ! »64 . 14 | 128 | >10D <009 | 05
26 F.pedrosof '@ >64 | 25 | >128 >100 012 | 0,35
27 F.pedrosoi | =»64 4 | >128 >100 <009 | 035
28 F.pedrosoi | 41 | 085 >128 100 0,18 0,25
29 F. pedrosoi | >64 | 4 >128 >100 <0,09 0,25
30 F. pedrosoi >64 ' 58 >128 >100 0,09 0,5
31 | F.pedrosoi | >64 | 4 | >128 >100 <0,08 0,25
32 F.pedrosoi | 5 P 0,17 >128 100 <0,09 0,25
33 | F pedrosoi | 4 0,125 >128 50 <0,09 0,25
34 | F pedrosoi >64 ' 20 >128 >100 0,09 0.5
35 ' F. pedrosoi >64 | 14 >128 >100 £0,09 0,25
36 | F pedrosoi 45 | 014 >128 >100 50,09 05
37 | F pedrosoi >64 4 >128 100 <0,09 0,25
38 | F pedrosoi 32 0,35 >128 >100 <0,09 0,5
39 ! Fopedrosoi | 508 . 1 64 >100 <0,09 0,25
41 |  F.pedrosoi | 32 5,6 >128 >100 0,10 0,5
42 | F pedrosoi >64 0,8 64 >100 50,09 0,25
43 | F.pedrosoi | >B4 5,8 >128 >100 50,09 2

* AnB: anfotericina B; Mtra: traconazol, Fluco: fluconazol, 5-FC: S-fluorocitosina; Terb: terbinafina;

Ceto: cetoconazol

85



Tabela 4 - Concentragéo fungicida minima (ug/ml) de diferentes antifingicos

frente as 39 cepas de agentes de cromoblastomicose

cepa n° fungos : AnB* Hra*  Flueo* | S-FC* i Terb” | Ceto*
1 P. verrucosa €4 16 o | >00 j 075 0.5
2 C.camionii | 32 % | nr >100 | 075 <0,125
3 | P venucosa | nr »32 | nr ne | 24 2
4 F. padrosoi i >B4 32 | nr nf i 03 | 05
5 P.verucosa ! >64 32 e 0 100 o« 24 8
6 R. aquaspersa :  nr 2 1 nr ! a1 24 | >32
7 " P.verrucosa | nr nr nroo nr »24 1 16
8 F.compacta ‘' >64 . >32 ' pr ! nr 1 12 . 2
9 P.vemucosa | >64 ' 32 a0 25, 24 2
M | Pwvenucosa | >64 | 32 ar  ; »100 + 15 | 2
11 " F.pedrosoi | 84 ! 2 oo | pr 24 0,5
12 F.pedrosoi | B84 ' 32 ' nr nr 24 0.5
13 F.pedrosoi | 64 | <0125 | nr >100 >24 | 05
17 F.pedrosoi | 64 . 32 >128 | 100 018 ' 05
18 F. padrosol  ° nr 4 . nr ' 00 : 03 ! 1
19 F.pedrosoi { nr | 32 | >428 ; 100 | 03 | 1
20 . F. pedrosoi | nr ‘ 32 3 nr i 100 <0,09 | 05
21 ' F pedrosoi | 8 | 32 | >128 100 3 | o5
22 F. padrosoi | nr | 32 nr 12 ( 05
23 F. pedrosoi | nr >32 0 | nr 3 | »32
24 F. pedrosoi ~  >64 16 >28 | nr 8 i >32
25 ' F. pedrosoi | nr >32 ot onr >32 | >32
26 . F. pedrosoi | nr >32 | nr | nr 24 >32
7 F pedrosi | nr | >32 nf,nr <0,09 1
28 1 F. pedrosol >64 2 nr | 100 12 >32
29 F. pedrosoi nr [ =32 nr ] nr | 12 »32
30 F. pedrosoi nr 16 | nr nr <0,09 1
31 ' F. pedrosoi ne 1 >32 U nr nr £0,08 0,5
3z v F. pedrosoi 20 4 nr 100 =0,09 20,125
33 | F pedrosoi 64 € 1 o 100 <0,09 0,5
34 | F. pedrosoi nr1L>»32 1 nr nr__j <009 >32
35 | F.pedrosoi | nr | >32 nr nt | <009 >32
35 | F. pedrosoi I 64 16 nr nr | <0,09 8
a7 i F. pedrosoi nr >32 nr 100 <0,09 05
38 | F pedrosoi 32 8 nr nr <0,09 0,5
38 | F pedrosol 64 1 32 >128 nr <0,08 >32
41 F. pedrosoi »>64 | 232 nr nr 0,75 1
42 £ pedrosoi nr . 32 >128 nr <0,08 >32
43 F. pedrosoi nro o >32 nr nr <0,09 >32

*AnB: anfotericina B Itra: itraconazot; Fluco: fluconazol; 5-FC: 5-flucrocitosina; Terb; terbinafina;

Ceto: cetoconazol

**nr:nfo realizado
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Nota da BCQ: No impresso, ndo consta a pagina 70

wlek

celulas x 107 / ml

Figura 3 - Curva de crescimento obtida para a cepa n°. 18 cultivada em agar
batata a 30°C
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Os resuitados dos exames micoldgicos mostraram compatibilidade
com os encontrados por outros autores que estudaram casos de
cromoblastomicose. Assim, a observacdo de células muriformes ao exame
direto € um achado comum em casos positivos da doenga e a concomitante
presenga de hifas demacias & referida como possivel® %%, Essa referéncia
pode ser devida & freqUéncia relativamente baixa dessas estruturas no
tecido hospedeiro, conforme comprovado neste estudo. Para alguns autores,
porém, esse achado tem sido objeto de confusdo, devido, provavelmente, &
pouca experiéncia dos mesmos com essa infecgdo®™. Por outro lado, a
importancia das hifas assim como das céiulas muriformes na patogenia da
cromoblastomicose ainda é desconhecida.

Quanto as espécies isoladas, verificou-se compatibilidade com os
resultados de autores que relatam elevada freqléncia de Fonsecaea
pedrosoi em casos de cromoblastomicose, notadamente no
Brasi12'2"'123"57"3°.

Os agentes etioldgicos dessa micose sdo pouco estudados. Diversas
propriedades desses fungos ainda séo desconhecidas, sendo raras as
citagbes sobre o0 tempo de maturacao das coldonias. Esta caracteristica pode
representar um imporiante fator na padronizagdo de testes de
suscetibilidade, visto que variagbes nos resultados dos mesmos, podem.
estar diretamente relacionadas as condigdes do cultivo utilizado na
preparagao do inoculo'“. Verifica-se, porém, que entre os estudos de testes
que incluem cepas de F. pedrosoi, o periodo de incubagdo das mesmas é
bastante controvertido, variando de 6 a 14 dias®#"*. Ainda neste contexto,
observa-se que alguns autores preconizaram a utilizacdo de suspensses
contendo apenas conidios para testes com bolores**. Em trabalhos mais
recentes, a preparagdo dos indculos tem sido preferentemente reaiizada
com mistura dos diferentes tipos celuiares, obtendo-se, nessas condigdes,
resultados considerados adequados®**'®, De qualquer modo, porém, a

existéncia de correlagdo entre os achados in vitro e a resposta clinica ainda

é objeto de estudo®*.
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A fim de se estabelecer o periodo mais adequadoe de desenvolvimento
dos fungos isolados dos pacientes, para inclusdc nos testes de
suscetibilidade, tornou-se necessario estudar ao menos a curva de
crescimento dos agentes em questdo. Com base nos resuftados obtidos a
partir dessa curva, assim como, das observagfes micromorfolégicas,
reafizadas em concomitancia com a mesma, seiecionou-se para preparagao
do indculo células com 14 dias de crescimento. Nesse periodo, observou-se
adequada proporgdo entre o numero de células vegetativas e o de
germinativas. Estudo realizado com Cladophialophora carrionii, foi
compativel com as observagdes micromorfoldgicas do presente trabalho. No
entanto, a fase logaritmica foi determinada entre 0 4° e o 8° dias de
crescimento que, segundo esses autores, é o periodo ideal para realizagio
de testes de suscetibiidade e produgdo de antigenos'®. Nesta
recomendacgao n&o foi consideradc que, o tipo celular mais encontrado
nessa fase de crescimento, conidios jovens, os quais nao estdo presentes
na lesao, assim como, ndo sdo a unica forma representativa do fungo em
questdo. Além disso, os autores utilizaram técnica diferente (peso seco) e
uma unica cepa, que pode nao refietir o comportamento de todos os fungos
desta espécie.

A maioria dos estudos de testes de suscetibilidade com fungos
demacios foi realizado pela técnica de diluigdo em caldo 830.26.98.89.100.128
Entretanto, diversas modificagGes tém sido preconizadas, a fim de adapta-la
aos trabalhos com os fungos em questdo. A adogéo de procedimentos que
variam de autor para autor € explicada pela inexisténcia de técnica padrao,
mundialmente aceita, e passivel de aplicagdo em rotina laboratorial. A
técnica classica, ou seja, a de macrodiluigdo em caldo, é considerada
trabalhosa, ndo permite execugdo do teste com mais de uma cepa e, assim
como a de microdiluigdo, € de leitura dificil'®. Por outro lado, a técnica de
diluicdo em A&gar, regularmente utilizada por alguns autores'*162163.178
mostra certas vantagens sobre a anterior. Entre estas, incluem-se a
possibilidade de execugdo do teste com um numero proporcionalmente

maior de cepas e melhor visualizagéo das respostas celulares para leitura do
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ponto final. Alem disso, permite melhor aeragao para crescimento fungico,
com menor risco de acimulo de metabélitos que poderiam interferir com os
resultados do teste “*'*'. Em vista dessas vantagens, optou-se pela adogao
da técnica de diluicAo em agar para a execugio deste trabalho.

Quanto a temperatura de incubagdo do teste, a escolha recaiu sobre
30°C, visto que esta tem sido consensualmente recomendada para o

isolamento dos fungos, assim como, para as provas de suscetibilidade com

os mesmos *'%

Temperaturas inferiores poderiam retardar o
desenvolvimento, ja considerado lento, dos agentes em estudo, enguanto
temperaturas superiores, por tempo prolongado, trariam riscos de
degradacao das drogas.

O meio eleito para realizagdo dos testes, o yeast nitrogen base
tamponado com fosfato tem composicdo quimica conhecida. Contém
nutrientes que n3o interferem com a atividade dos antifingicos, mas
proporcionam adequado desenvolvimento dos fungos'>.

As pesquisas realizadas para a padronizagdo do inéculo,
demonstraram que a concentragdo do mesmo n&o alterava, na maioria dos
casos, os resultados das concentragbes inibitdérias minimas da anfotericina
B. Este achado é compativel com descrigdes de estudos de testes de
suscetibilidade com leveduras, mas ¢é discordante das observagbes
realizadas por pesquisadores em estudos com alguns fungos

filamentosos*'3,

Os resultados que indicam influéncia da concentragde do indculo na
atividade da droga, mostram que estudos mais amplos devem ser realizados
com esses fungos. Variagdes morfoldgicas sdo claramente observadas em
F. pedrosoi, destacando-se a ocorréncia de uma grande variedade de corpos
de frutificagdo’’. Segundo aiguns autores, o conteido em ergosterol
encontrado em células vegetativas & proporcionaimente maior ac observado
nas germinativas'®. Visto que esse componente celutar é a substancia alvo
da anfotericina B, o tipo de céiula predominante no indculo, ou formada em
maior ou menor propor¢ao durante a execugao dos testes, pode explicar

diferengas nos valores da concentragdo inibitéria minima do poliénico. De
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qualquer modo, porém, adotou-se no presente trabalho a utilizagéc de
suspensdo menos concentrada, considerando-se o relato de alguns autores
que observaram melhor reprodutibilidade dos testes de suscetibilidade com
esse tipo de indculo'™,

O teste foi finalmente validado, a partir dos resultados obtidos para a
cepa padrao. Esses dados foram compativeis com os relatados por outros
autores para a mesma cepa, ainda que a técnica empregada tenha sido
diferente da adotada neste trabatho'2%32,

Considerando-se as respostas dos fungos em estudec as diferentes
drogas incluidas no teste, chama a atengéo a elevada frequiéncia daqueies
resistentes a anfotericina B. Este poliénico, embora utilizado ha cerca de 40
anos, é relatado como a droga de primeira escolha na maioria das micoses
graves. Isto se deve nao sé ao melhor conhecimento sobre os efeitos da
mesma, mas tambem ao pequeno numero de casos de resisténcia
comprovados. Segundo Ingroff®®, 24 casos de resisténcia a anfotericina B
(primaria ou secundaria) foram documentados no periodo de 1979 a 1996, e
varios destes eram de pacientes com o sistema imunolégico debilitado. Entre
os fungos filamentosos, algumas espécies de Aspergilius desenvolveram
resisténcia durante o tratamento, pois os primeiros isolados foram inibidos
com CIMs menores que 1ug/ml, o que ndo ocorreu com isolados posteriores.
Em contraste, Scedosporium apiospermum parece ter resisténcia intrinsica
ao poliénico'®; os testes in vitro demonstram valores de CIMs acima.de
2ugiml e, devido ao mesmo comportamento, alguns agentes de
cromoblastomicose e feo-hifomicose com CIMs 2 4ug/mi, também devem ser
considerados resistentes, segundo alguns autores'’?. Assim, os resultados
obtidos permitem referir que cepas de F. pedrosoi podem apresentar
reduzida sensibilidade a anfotericina B, ou seja, podem ser resistentes a
concentragbes séricas desse antifungico, quando empregado nas doses
usualmente administradas por via endovenosa. Por outro lado, a resposta de
algumas cepas a concentragbes da droga superiores as encontradas no
soro, podem clinicamente significar que a aplicagao tépica do poliénico seria

em alguns casos eficaz. Mesmo que existam indicagbes sobre a aplicagao
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de anfotericina B intralesionaimente®, poucos foram os relatos de sSucesso
terapéutico.

De qualquer modo, a ausdncia ou a pequena sensibilidade a
anfotericina B, observada neste trabalho, tornam interessantes os estudos
relacionados aos mecanismos que regem esse comportamento. Embora
aiguns autores tenham observado a ocorréncia de ergosterol tanto nas hifas
quanto nos conidios de uma cepa de F. pedrosof’, outros pesquisadores
comprovaram a auséncia do mesmo nas células conidiais de outra cepa
"®!. A contradigo evidenciada entre esses trabalhos pode ser
devida a diferentes fatores, como a realizag3o de analises em diferentes
fases do desenvolvimento conidial. Em células mais jovens, o conteddo em
ergosterol pode ser insuficiente para ser detectado pelas técnicas
empregadas nesses estudos. Por outro lado, ndo é mencionado, em

dessa espécie

qualquer dos trabalhos, a proporgdo entre o referido esterol e outros
constituintes da membrana fungica. O conhecimento desse fator é
importante quando se considera o mecanismo de a¢io da anfotericina B.
Segundo Vanden Bossche e colaboradores', cepas de C. tropicalis
resitentes ao tratamento com anfotericna B e que apresentaram valores de
CiMs de 100ug/ml a 500ug/ml, eram deficientes em ergosterol. Baixos
teores de ergosterol, podem explicar a resisténcia ou a pequena resposta de
determinados fungos ao poliénico®. E interessante observar também que as
maiores CiMs para anfotericina B, em nossso trabalho, foram das cepas dos
pacientes em tratamento com itraconazol, nesses casos além da resiténcia
.inata a anfotericina B, outro mecanismo envolvendo provavelmente a sintese
de ergosterol poderia estar conferindo resiséncia a estas cepas.

Outro fator que também pode estar envolvido na resisténcia de F.
pedrosoi ao poliénico @ a melanina, encontrada na parede e principalmente
no melanossoma citoplasmatico desse fungoa. Esse pigmento é um
antioxidante natural, que protege as células fungicas da ag&o das espécies
reativas de oxigénio, geradas pelos polimorfonucleares® "™, Se essa
protecso for extensiva a atividade oxidante da anfotericina B, que contribui
para a faléncia celular, pode-se também entender o comportamento
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observado entre as cepas incluidas no presente trabalho, o qual foi
compativel com os achados de alguns autores que detectaram resisténcia
ou altos valores de CIMs em seus testes®®, Qutros pesquisadores, porém,
relatam valores de CIMs muito abaixo dos encontrados no presente
estudo®. Essas divergéncias podem estar relacionadas com as diferentes
metodologias empregadas nos ensaios, bem como, com as diferengas em
componentes celulares que podem variar de cepa para cepa. Em alguns
desses estudos as amostras utilizadas eram de colegdes® e poderiam estar
em repouso durante anos. Em nosso estudo, observamos que, as cepas
com menores CIMs para anfotericinca B, encontravam-se anteriormente em
colegdes. A comprovagdo dos referidos eventos, também se tomna
importante quando se considera ndo s6 a resisténcia inata, reconhecida em
algumas espécies para determinados antifungicos, como também os relatos
de auséncia de sucesso em tratamentos de cromoblastomicose com
anfotericina B%'7S

Além dos fatores discutidos, alteragbes de cardter genético que
podem conferir tanto resitdncia intrinsica como adquirida estido sendo
investigadas. Alguns desses estudos tém mostrado que os principais genes
(ERGZ e ERG3) envolvidos s3o os que expressam enzimas que atuam na
biossintese do ergosterol®. Este mecanismo de resisténcia estd melhor
caracterizado em estudos com azdis' ",

Os valores obtidos para as CIMs do itraconazol foram similares aos
observados por outros pesquisadores®®, mesmo utilizando a técnica de
diluigdo em agar ou diluigio em caldo, com variagbes de metodologia em
quase todos os trabalhos. No entanto, como os parametros adotados em
diversos estudos para definir as cepas como sensiveis ou resistentes a esse
azol sdo muito diferentes, as comparagdes entre os achados qualitativos
tornam-se dificeis. Alguns pesquisadores®' consideram que valores de CIMs
>1,0ug/ml caracterizam respostas de cepas resistentes, para outros, porém,
essas cepas determinam valores > 10,0ug/ml °. Segundo Odds''“, nao
existem padrdes definidos para diferenciar sensibilidade de resisténcia. Em
artigo de revisdo, esse autor e colaboradores, consideraram como
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resistentes as cepas que apresentaram reduzida sensibilidade quando
comparada a outras de uma mesma espécie, avaliadas pela mesma técnica
em um mesmo laboratorio. Esse conceito também poderia ser aplicada no
presente estudo, além da definicdo de suscetibilidade com base no nivel
sérico.

De acordo com os padrdes estabelecidos neste trabalho, cerca de
77% das amostras estudadas n&o responderam ao itraconazol. Esse valor
pode parecer elevado, quando se considera que s3o raros os relatos de
resisténcia a esse azol. Em artigo de revisdo, ingroff® relata casos de
resisténcia de leveduras ao itraconazol em pacientes com sindrome da
imunodeficiéncia adquirida que fizeram uso de fluconazol e n3o
responderam a terapia. Nesses casos, além da falha terapéutica foi também
observado aumento de CIMs dos isolados posteriores em relagdo aos
primeiros isolados, mas o nivel plasmatico da droga n&o foi avaliado. Por
isso, em pacientes que nao repondem a terapéutica, o nivel plasmatico deve
ser monitorado, pois pode estar ocorrendo problemas com a absorgao da
droga‘”‘. Segundo a mesma autora, leveduras com CIMs de itraconazo! de
0,5ug/ml e 2 1,0pg/ml foram relacionados com falha no tratamento em 8
pacientes tratados com 200mg e 600mg, respectivamente, desse azol®.
Assim como para leveduras, sfo raros os relatos de resisténcia ao-
itraconazol em fungos filamentosos. A literatura carece de estudos sobre a
correlacdo de resiténcia in vitro e in vivo. Alguns destes estudos foram
conduzidos por autores ingleses, que verificaram compatibilidade entre falha
terapéutica em infecgdo por Aspergillus fumigatus e os testes de
suscetibilidade. Esses autores consideraram que nesse caso, © Mecanismo
de resisténcia proposto estava relacionado a mutagéo da enzima alvo 14a -
demetilase™.

Em nosso estudo, verificamos que, ac menos entre os 14 isolados de
amostras seriadas (tabela 5), um possuia resisténcia intrinseca e dois
podem ta-la adquirido durante o tratamento com itraconazol. Estudos que
demonstrem resisténcia a essa droga em cepas seqUenciais de agentes de
cromoblastomicose néo foram encontrados na literatura pesquisada, mas os
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dados obtidos podem refletir os resultados de terapia prolongada com o
itraconazol. Frente a esses achados, toma-se necessério um estudo mais
amplo sobre o tema em questdo e os mecanismos envolvidos nesses
processos. De modo geral, os mecanismos moleculares de resisténcia
propostos para os azédis séo: alteragdo no importe de drogas, alterago no
processamento intracelular da droga (modificag&o ou degradagdo), alteragao
na enzima alvo (pontos de mutagao, super-expressdo genética, amplificagdo
genética, convers&o genética ou recombinagdo mitotica), alteragdes em
outras enzimas da via de biossintese do ergosterol, alteragdes na bomba de
efluxo (“ABC transports e major facilitators™)'’®. No entanto, esses fatores
sdo propostos para e estudados em leveduras, e pouco se conhece sobre 0s
mecanismos que podem estar envolvidos em fungos filamentosos. Esses
conhecimentos sdo de extrema importancia, pois o itraconazol vem sendo
apontado como a droga de escolha no tratamento de diversas micoses
causadas por fungos filamentosos, incluindo os agentes da
cromoblastomicose 41124134135

Para alguns autores, a aplicagdo do itraconazol em pacientes com

15131 Egse insucesso

cromoblastomicose nfo resultou em melhora clinica
também foi observado para 2 pacientes incluidos no presente trabalho; mas
houve regresséao do processo clinico em outros pacientes.

Nos poucos relatos de resisténcia ao itraconazol, a maioria das cepas
também apresentou resisténcia ao cetoconazol e/ou ao fluconazol, o que
sugere resisténcia cruzada®'’'. Em nosso estudo, este fato também foi
observado com as cepas sequenciais de dois pacientes. Para um desses
pacientes (2) essa resisténcia foi evidenciada entre o itraconazol e o
fluconazol. Para outro paciente (6) os resultados obtidos indicam resisténcia
cruzada entre a anfotericina B e o cetoconazol. Alteragdes na sintese do
ergosterol parecem ter ocorrido nos isolados posteriores, pnncipaimente nas
amostras recuperadas do paciente 6. Nos outros casos de aumento de
CIMs, para itraconazol nas amostras sequenciais, nao foi observado
resistdncia cruzada com nenhuma outra droga. O que indica que a
resisténcia detectada nestes casos para o itraconazol é especifica. No



entanto, para podermos afirmar que as cepas adquiriram resisténcia a droga,
especifica ou cruzada, s8o necessérios estudos moleculares para comprovar
que se trata da mesma cepa e quais s&0 os mecanismos envolvidos neste
processo.

Os dados obtidos neste trabalho, demonstram resisténcia de todas as
cepas ao fluconazol e s&o compativeis com os descritos na literatura para
este mesmo grupo de fungos®. No entanto, alguns autores relatam®™ que
CiMs elevadas para o fluconazol apresentam pouca correlagdo com
resultados in vivo, quando comparado com o itraconazol®. Em testes com
Histoplasma capsulatum, o cetoconazol foi muito mais efetivo in vitro do que
o fluconazol, mas, este foi mais eficaz no tratamento em modelo
experimental onde foi utilizada a mesma cepa. Apesar de ser droga de
eleicdo em algumas infecgbes causadas por leveduras, a aplicagio do
fluconazol no tratamento de micoses causadas por fungos dimérficos e
filamentosos € discutivel. No tratamento da esporotricose, blastomicose e
coccidioidomicose, & indicada como terapia alternativa””'®, mas né&o é
indicada no tratamento de histoplasmose, principaimente nos casos
graves'® Ja foi descrito o surgimento de cepas de H. capsulatum que
adquiriram resisténcia durante a terapia prolongada com o fluconazol em
pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida'™. O principal
mecanismo de resisténcia proposto foi considerado como redugdo da
sensibilidade de componentes da sintese de ergosterol frente ao antifungico
em questdo. Nesse estudo ndo foi observada resisténcia cruzada com ©
itraconazol, droga mais ativa nos testes in vitro. Embora o fluconazol e o
itraconazol exer¢am atividade antifingica atuando sobre a lanosterol 14 a-
demetilase, uma enzima importante na biossintese do ergosterol em
leveduras, apenas o itraconazol também atua sobre outra enzima
responsavel por essa reago nos bolores®'"". Isso pode explicar a maior
atividade do ftraconazol tanto em ensaios in vivo como in vitro. Apesar da
elevada afinidade do fluconazol pela lanosterol 14c-demetilase, o uso
prolongado da droga no tratamento de inffecgbes causadas por leveduras
também pode levar ao surgimento de cepas resistentes. Esse fato foi
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comprovado por diversos autores principalmente em pacientes
imunodeprimidos®*'"!. Em alguns desses casos as cepas desenvolveram
multiplos mecanismos de resiténcia®,

Apesar de alguns autores terem alcangado resposta terapéutica com
o fluconazol em casos de cromoblastomicose'®, os mecanismos que regem
a falha terapéutica na maioria dos casos e a resisténcia detectada in vitro,
ainda s&o desconhecidos. Muitos dos mecanismos descritos anteriormente
para outros fungos, poderiam estar também envolvidos.

Poucos s&0 os casos de resisténcia descritos para o cetoconazol,
tanto /n vivo como in vitro. Em nosso trabalho, a resisténcia dos agentes da
cromoblastomicose a esse antifungico também néo foi detectada. Os valores
das CIMs foram semelhantes aos obtidos por outros autores que estudaram
esse grupo de fungos”"’. O uso do cetoconazol em micoses subcutaneas é
raro, devido a necessidade de tratamento prolongado para essas infecgdes,
0 que pode levar o paciente a sofrer os efeitos colaterais da droga. O
cetoconazol é muito empregado no tratamento de candidiases e sua grande
vantagem & a administragdo por via oral'®. Alguns pesquisadores ja
utilizaram a droga no ftratamento da cromoblastomicose, tendo sido
observada melhora clinica para a maioria dos casos®%'" No entanto, os
relatos de cura séo raros. Ensaios in vitro com o cetoconazol em associagéo
com a 5-fluorocitosina demonstraram sinergismo, com redugido das
concentragBes das drogas abaixo do nivel sérico™. Essa associagio poderia
ser uma alternativa no tratamento da cromoblastomicose em alguns
pacientes, desde que 0 agente causador fosse comprovadamente senssivel
8 essa associagao de drogas.

Assim como observado neste trabalho, aiguns pesquisadores nio
obtiveram correlagio entre baixos valores de CIMs com sucesso terapéutico.
Em estudo com leveduras isoladas de pacientes com candidiase vaginal
recorrente, ndo foi detectada nenhuma amostra resistente aos azdis.
Segundo esses autores, fatores relacionados a interagéo hospedeiro-
parasita podem estar envolvidos na falha terapéutica®™. Outra micose tratada

com o cetoconazol, mas com bons resultados, e a



paracoccidioidomicose”#+1%. Apesar da necessidade de longo periodo de
tratamento, poucos sdo os pacientes que apresentam efeitos colaterais.
Nesse caso, também outros fatores relacionados ao fungo poderiam estar
envolvidos na resposta terapdutica, pois outras drogas com espectro de
agéo maior que o do cetoconazol s3o menos eficazes no tratamento desta
infecgao.

O alto grau de resisténcia in vitro observado para a 5-fluorocitosina,
também foi descrito em outros estudos®*®. O uso isolado dessa droga néo &
recomendado, visto que o desenvolvimento de resisténcia em vérios grupos
de fungos tem sido freqiientemente observado ", Resisténcia intrinsica ou
adquirida a 5 -fluorocitosina é resultante, na maioria da vezes, de um defeito
na citosina desaminase, enzima que desamina a droga onginando a 5-
flouracil”®. Este potente antimetabdlito &, em alguns fungos, mais eficaz do
que a propria 5-fluorocitosina. Este fato também foi observado para fungos
demacios, incluindo agentes da cromoblastomicose. Polack'?' demonstrou
em estudos in vitro maior frequéncia de resitdncia desses agentes a 5-
fluorocitosina do que a OS-fluouracil. Com base nesses dados, o
desenvolvimento de resisténcia secundarna a 5-fluorocitosina durante o longo
tempo de tratamento na cromoblastomicose poderia ser faciimente
explicada. Especialmente para cepas de uma mesma especie com alta
frequéncia de resisténcia, pois estas j& estariam resistentes antes da
atuacdo do antimetabdlito. Além desses mecanismo de resisténcia, outros
poderiam estar envolvidos, como os observados em leveduras e Aspergillus
.spp. Para estes fungos, verificou-se a ocorréncia de mutagdes em varias
enzimas independentes, algumas das quais s&o importantes para a acdo da
5-fluorocitosina*®'.

Diversos estudos t&m demonstrado que a 5-fluorocitosina associada
a anfotericina B, leva a aco sinérgica in vitro e in vivo"*'%". A alteracsio
promovida pelo poliénico na membrana celuler, facilta a penetragdo e,
portanto, a atividade da 5-fluorocitosina sobre 0 RNA e o DNA fangico®.
Essa associac#o foi durante muito tempo o de escolha para o tratamento da
cromoblastomicose, apds a introdugdo do itraconazol, foi praticamente
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abandonado, principalmente no Brasil, onde a 5-fluorocitosina n&o é mais
comercializada.

A sensibiidade & atividade inibitéria da terbinafina pdde ser
observada na maioria das amostras estudadas, confirmando achado de
outros autores®. Ressaltam-se, porém, os dados obtidos para as CFMs
frente a maioria das cepas. A sensibilidade das mesmas a acdo fungicida da
droga, estimula a execucdo de estudos mais amplos sobre a aplicagdo da
terbinafina em casos de cromoblastomicose. Esse parecer & melhor
entendido quando se considera gue esse antifungico é tido como um
importante agente para o tratamento de dermatofitoses de pele e unha *.
Alguns autores também obtiveram sucesso no tratamento da
cromoblastomicose causada por F. pedrosoi ou por C. camioni com
terbinafina*®*®, O mecanismo fungicida proposto para a terbinafina é
baseado no acumulo de altos niveis de esqualeno intracelular,
provaveimente em combinagcdo com a deficiéncia em ergosterol resultante
da inibigdo da esqualeno epoxidase'®. Em fungos que requerem somente
inibicdo parcial da sintese do ergosterol para inibicdo do crescimento,
observou-se que também estdo sujeitos a agao fungicida da terbinafina. Este
fato sugere que a deficiénica do ergosterol néo é a causa primaria da morte
celular®. Outro fator a ser considerado é que os compostos azoicos
também inibem a sintese do ergosterol, mas sua agdo primaria é
fungistatica®™. Portanto, o actimulo de esqualeno seria o reflexo da atividade
das alilaninas. Isto pode ser observado em fungos tratados com terbinafina
que mostraram altas concentragdes de esqualeno, sofrendo pequena
redugdo no contetido de ergosterol®. Além dessas consideragdes, Ryder™
sugere que diferengas morfoiégicas também influenciam nos valores das
CIMs. Segundo este autor os fungos filamentosos seriam intrinsicamente
mais sensiveis a terbinafina do que as leveduras®. Infelizmente, assim como
para as demais drogas descritas neste trabalho, essas ocorréncias nao
foram ainda estudadas em fungos causadores de cromobiastomicose.
Acreditamos, porém, que esses mecanismos também possam estar

envolvidos nestes agentes.



Outro dado importante é a diferenga entre as CIMs e CFMs das cepas
isoladas de pacientes frente as de colegio de cuitura. As CUitimas
mostraram-se mais resistentes a terbinafina. Muitos estudos s#o realizados
com amostras de colegio, podendo, desta forma, n&o refletir o verdadeiro
perfil de suscetibilidade de uma determinada espécie frente a determinado
antifungico. Apesar desses achados, até o momento nao foi descrito nenhum
caso comprovado de resiténcia a terbinafina. Os resultados obtidos para
dermatofitos isolados de pacientes que nao responderam & terapia com esse
antifungico, ndo revelaram qualquer diferenca dos encontrados para as
amostras de pacientes que responderam ao tratamento®™. Nesses casos,
assim como para qualquer outra droga,' outros fatores podem estar
relacionados com a falha terapéutica, tais como: fatores do hospedeiro
(defeito na resposta imune, focos latentes de infeccdo) e fatores
farmacocinéticos (dosagem, penetracdo, absor¢cdo, ligagdo a proteina,
interagéo com outras drogas, entre outros).

Em geral, os diferentes estudos in vitro indicam que algumas cepas
respondem melhor a determinados antiflingicos do que outros. Assim, €
evidente a necessidade de testes laboratoriais padronizados para auxiliar a
clinica na escolha da medicagdo adequada. Por outro lado, muitos
pesquisadores acreditam que a associagdo de drogas seja a terapia do-
futuro®®?. Essa associag3o pode evitar o surgimento de cepas resistentes a
uma determinada droga, além de reduzir os efeitos colaterais de cada uma
delas. Esta opinifio também é compartilhada por nés, e consideramos que os
testes de suscetibilidade in vitro possam ser de grande auxilio na escolha da
melhor associagdo das drogas em determinados casos.



VIll - CONCLUSOES



Quanto a padronizagao:

As condigBes timas para execugio do teste de suscetibilidade,
para os agentes da cromoblastomicose, pela técnica de diluigado
em agar foram: meio YNBP, cepas com 14 dias de crescimento,
inéculo com cerca de 4 x10* céiulas/ml, incubagso a 30°C e leitura
entre o 3° e 0 7° dia de incubagso.

Quanto aos perfis de suscetibilidade:

Apenas uma cepa foi sensivel no teste de CIM para a anfotericina
g.F"I\'nodas as cepas foram resistentes a anfotericina B no teste de

Os maiores valores de CIMs encontravam-se entre as cepas de
pacientes que estavam em tratamento com itracanazol. Os
menores valores de CIMs foram observados entre as cepas
oriundas de colegdes.

A resisténcia ao itraconazol foi detectada em 77% das cepas
analisadas no teste de CIM e apenas uma cepa foi sensivel no
teste de CFM.

Nas amostras seriadas provenientes de pacientes, observou-se
que em 2 casos as cepas mantiveram-se resistentes, mas com
aumento nos valores de CIMs para itraconazol. Em outros dois
casos, onde os primeiros isolados eram sensiveis, os posteriores
apresentaram reisténcia para um desses casos, observou-se
também resisténcia cruzada com a anfotericina B e aumento de
CIM do segundo isolado para o cetoconazol.

Todas as 39 cepas foram reistentes ao fluconazol, nos testes de
CIM e CFM. Em um caso foi observada resisténcia cruzada com o

itraconazol.

Para o cetoconazol, todas as cepas foram sensiveis nos testes de
CIM, mas 13 foram resistentes nos testes de CFM.

Das 39 amostras, apenas 7 foram sensiveis & 5-fluorocitosina, nos
testes de CIM e somente uma o foi no teste de CFM.

A sensibilidade das cepas em estudo foi maior para o cetocona;ql,
seguido da terbinafina; 34 cepas responderam a atividade in!bitona
e 22 a letal. Os maiores valores de CIM e CFM da terbinafina

foram obtidos com cepas de colegdes.

O perfil de suscstibilidade das cepas va'ric.:u de acordo com o
grupo estudado (sequenciais, no sequenciais e colegao).
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e Em dois casos do grupo sequencial, a correlagdo clinica foi
estabelecida, pois os pacientes ndo responderam a terapéutica
com o itraconazol e as cepas isoladas foram resistentes in vitro.

Frente a estas consideragdes, estudos mais amplos tomam-se
necessarios para ¢ entendimento dos mecanismos envolvidos na resiténcia

dos agentes da cromoblastomicose a maioria dos antifungicos incluidos
neste trabalho.



IX - RESUMO



Andrade, T. S. Suscetibilidade in vitro de agentes causadores de
cromoblastomicose frente a diferentes antifungicos. Sao Paulo, 1999.

121p. Tese (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de S3o Paulo.

Diversos recursos terapéuticos sfo utilizados para controle ou cura da
cromoblastomicose, mas ainda ndo existe terapia padrdo. Poucos sdo os
estudos relacionados & resposta dos fungos causadores frente a
antifingicos atualmente disponiveis. Nosso obietivo foi determinar os perfis
de suscetibilidade desses agentes aos diferentes antifungicos utilizados no
tratamento das micoses, através da padronizagdo da técnica de diluigio em
agar e correlacionar com o tratamento vigente para alguns pacientes. Foram
estudadas 39 cepas de agentes de cromoblastomicose, sendo, 12 de
colegbes; 30 foram identificadas como Fonsecaea pedrosoi, 6 como
Phialophora verrucosa e cada uma das outras como: Cladophialophora
(Cladosponum) carrionii, Fonsecaea compacta e Rhinocladiella aquaspersa.
Foram realizados estudos preeliminares para escolha das melhores
condigdes para os testes de suscetibilidade. O meio selecionado foi o yeast
nitrogen base tamponado com fosfato (YNBP). O inéculo contendo cerca de
4 x 10" células/ml foi preparado a partir de cepas com 14 dias de
desenvolvimento. A incubagio foi realizada a 30°C e a leitura ocorreu do 3°
ao 7°dias de incubago. Os testes foram realizados com: anfotericina B nas
concentrages de 0,25ug/ml a 64ug/ml, S-fluorocitosina de 0,3ug/ml a
100pg/ml, fluconazot de 0,25ug/ml a 128ug/mi, terbinafina de 0,09ug/ml a
24)1g/ml, itraconazol e cetoconazol de 0,125ug/ml a 32ug/ml. Para auxiliar na
interpretacdo dos resultados, o estabelecimento de sensiblidade ou
resisténcia foi baseado nos niveis séricos alcangados pelas drogas. Apenas
uma cepa foi sensivel no teste de CIM a anfotericina B. Os valores mais
altos para anfotericina B estavam entre Os pacientes que fazem uso de
itraconazol. Entre as 39 cepas estudadas, 77% foram resistentes ao
itraconazol no teste de CIM. Para as cepas de 4 pacientes isoladas de
amostras seriadas houve aumento das CIMs e para dois deles n&o houve



melhora clinica com itraconazol. Em um desses casos houve resistdncia
cruzada com fluconazol e outro com cetoconazol e anfotericina B. Todas as
cepas foram sensiveis ao cetoconazol, mas resistentes ao fluconazol nos
testes de CIM e CFM. Apenas 7 cepas responderam a 5-fluorccitosina no
teste de CIM. O cetoconazol foi a droga mais eficaz, seguido da terbinafina,
apesar de algumas cepas apresentaram resisténcia a mesma,
principalmente nas procedentes de colegSes. Os dados obtidos sugerem
resisténcia inata dos fungos em estudos a algumas drogas e adquinda para
algumas cepas de pacientes em tratamento com itraconazol. Esses
mecanismos devem ser melhor pesquisados, além da seficacia associagdo de
drogas, ou outra terapia e do methor desempenho da terbinafina nos testes.
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SUMMARY
Andrade, T. S. SUSCEPTIBILITY "/N VITRO" OF AGENTS OF THE
CHROMOBLASTOMYCOSIS AGAINST DIFFERS ANTIFUNGALS. Sao

Paulo, 1999. 121p. Tese (Mestrado) - Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo.

Several therapeutics resources are used to control or cure of
chromoblastomycossis, but there is not stand therapy yet. Feel are the
studies related with fungi agents against attual antifungals. The aim of this
study was to determine susceptibility profiles this fungi against differs
antifungals used in treatment of mycosis, through the standaring agar
diluition thecnica and relation with treatment to some pacients. 39 strains of
agents were studied of chromoblastomycosis, 12 were collections, 30 were
identified as F. pedrosoi, 6 as P. verrucosa and each one of others as: C.
carnonii, F. compacta and R. aguaspersa. Previous studies were performed

to choose the best conditions for susceptibilities tests. The culture medium
selected was yeast nitrogen base buffering with phosphate (YNBP). The
inoculum about 4x10* cels/ml. Was performed with strains with 14 days of
developement. The incubation was performed of 30°C and the reading
ocurred from the 3’ to the 7" days of incubation. The tests were performed
with amphotericin B in concentration of 0,25ug/ml to 64pg/ml, 5-flucytosin
from 0,3ug/ml to 100ug/ml, fluconazole from 0,25ug/mi to 128ug/mi,
terbinafine from 0,09ug/ml to 24ug/ml, itraconazoie and ketoconazole from
0,125ug/ml to 32ug/ml. The interpretation of results was based in the plasma
levels reached by the drugs. Only one strain was susceptible in the test of
MIC for amphotericin B. The values highest for AmB were among the
patients who used itraconazole. Among the 39 strains studied, 77% waere
resistents to the itraconazole in the test of MIC. For the strains there was
increase of the MICs for the strains of four patients recovered from sequential
samples and for to of them was not improvement with itraconazole. At one of
these cases there was cross resistance with fluconazole and other with

ketoconazole and amphotericin B. All the strains were susceptibles to



ketoconazole, but resistents to the fluconazole in the MIC's and MFC's tests.
Only 7 strains were sensibles to 5-FC in the MIC test. The terbinafine was
the best drug, despite of some strains showed resistence, mainly iﬁ the
culture collection. The results suggest intrinsic resistance of the fungi in study
to some drugs and acquired resistance for some strains of the patients in
treatment with itraconazole. These mechanism must be more researched
efficacy association of drugs, or other therapy and of the best fulfillment of
the terbinafine in the tests.
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