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RESUMO

A cromoblastomicose (CBM) é uma micose por implantacdo fangica na pele, de
evolucéo cronica, causada pela inoculacdo traumatica de fungos dematiaceos. O Estado
do Pard é uma das principais areas endémicas, sendo F. pedrosoi o principal agente
etioldgico. A baixa taxa de cura é reflexo da falta de um esquema terapéutico
padronizado e da escassez de dados relacionados a suscetibilidade de fungos negros aos
farmacos disponiveis para o tratamento. O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a
suscetibilidade in vitro de isolados clinicos de Fonsecaea spp. frente a nove
antifungicos, correlacionando as Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) do
itraconazol (ITZ) com a evolucédo clinica e os tipos de lesdes, alem de quantificar os
niveis plasmaticos de ITZ e Hidroxi-ITZ (ITZOH) em pacientes atendidos na Unidade
de Referéncia Especializada em Dermatologia Sanitaria do Estado do Pard Dr. Marcello
Candia. Os 38 isolados clinicos de Fonsecaea foram avaliados em relacdo ao ITZ,
cetoconazol (CTZ), posaconazol (PCZ), voriconazol (VCZ), fluconazol (FCZ),
anfotericina B (ANF B), caspofungina (CAS), terbinafina (TBF) e 5-fluorocitosina (5-
FLU), de acordo com as recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, documento M38-A2). A CIM para cada farmaco utilizado foi obtida apds 5 dias
de incubacéo a 30 C, e dentre os farmacos testados, o PCZ foi 0 mais efetivo (CIM 0.28
pug/ml, CFM 4.35 pg/ml) podendo ser uma alternativa terapéutica em isolados nédo
sensiveis ao ITZ. Os resultados da correlacdo entre a CIM do ITZ e a evolucéo clinica
demonstraram que 0s pacientes com piora tiveram um valor médio * erro padrdo da
média (0.90 + 0.10 pg/ml) superior aos sem melhora (0.45 = 0.05 pg/ml) com melhora
(0.59 £ 0.05 pg/ml) e cura (0.45 + 0.05 pg/ml), com diferenca significativa (p < 0.05)
entre os grupos. N&o houve correlagéo entre o CIM do ITZ e os tipos de lesdes dos
pacientes. Observamos uma grande variabilidade interindividual entre o0s niveis
plasmaéticos de ITZ e ITZOH, sendo importante destacar que o ITZOH estava até 3
vezes mais elevado no plasma dos pacientes (p < 0.001), o que pode contribuir para
atividade antifingica do tratamento e sugere uma importante contribuicdo deste
metabolito na terapia. Por fim, avaliamos trés pacientes que foram submetidos a altas
doses de 1TZ, 600 mg/dia, com aumento significativo dos niveis plasmaticos de ITZOH
(p=0.0148) e uma concentracdo >1000 ng/ml na somatéria ITZ+ITZOH, considerada
satisfatoria para a maioria das infeccGes fungicas, além de apresentarem melhora do
quadro clinico. Em resumo, nossos dados 1) confirmam F. pedrosoi como o principal
agente etiologico da CBM no Parda; 2) ndo evidenciam correlagdo entre as lesfes, as
especies e a sensibilidade ao ITZ; 3) demonstram que 1TZ, VCZ e PCZ foram o0s
farmacos com menor CIM, sendo que o PCZ apresentou a menor CFM; 4)
correlacionam o metabolito ITZOH com a evolucéo clinica dos pacientes e; 5) indicam
que o uso de altas doses de até 600 mg/dia de ITZ podem ser usadas em pacientes que
ndo respondem a doses terapéuticas menores.
Palavras-Chave: Cromoblastomicose, Fonsecaea spp, Suscetibilidade Antifungica,
Itraconazol.
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ABSTRACT

Chromoblastomycosis (CBM) is a fungal infection by implantation in the skin, with a
chronic evolution, caused by traumatic inoculation of dematiaceous fungi. Para state is
one of the most important endemic areas in Brazil, and F. pedrosoi is the most prevalent
agent. The low cure rate is consequence of the lack of a standardized treatment regimen
and there are a few works related to susceptibility of black fungi to the drugs available
for treatment. The main objective of this study was to evaluate in vitro susceptibility of
clinical isolates of Fonsecaea spp. against nine antifungals, correlating itraconazole
(ITZ) minimal inhibitory concentrations (MIC) and minimal fungicidal concentrations
(MFC) with clinical outcome and the types of lesions. Furthermore, plasma levels of
ITZ and ITZOH were measured in patients treated in Dr Marcello Candia Reference
Unit in Sanitary Dermatology (UREMC, Para State). Thirty-eight clinical isolates of
Fonsecaea spp. were evaluated against 1TZ, ketoconazole (CTZ), posaconazole (PCZ),
voriconazole (VC2Z), fluconazole (FCZ), amphotericin B (ANF B), caspofungin (CAS),
terbinafine (TBF) and 5-fluorocytosine (5-FLU), according to the protocol of the
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, M38-A2 document). After 5 days of
incubation at 30°C, MICs were determined visually evaluating fungal growth in
different drug concentrations, in comparison to the drug-free control wells. PCZ was the
most effective (MIC 0.28 ug/ml, MFC 4.35 pg/ml) drug. The correlation between the
MIC to ITZ and clinical outcome results demonstrate that patients with worsening had a
media value £+ SEM (0.90 £ 0.10 pg/ml) superior to no improvement (0.45 + 0.05
pg/ml) or improvement (0.59 = 0.05 pg/ml) and cure (0.45 = 0.05 pg/ml), with a
significant difference (p < 0.05) among the groups. There was no correlation between
ITZ CIM and types of lesions. We observed a large inter-individual variability of ITZ
and ITZOH plasma levels. ITZOH was up to 3 times higher in the plasma of patients (p
< 0.001), which can contribute to the antifungal treatment and suggests an important
participation of this metabolite in therapy. Lastly, we evaluated three patients who
underwent high dose 600 mg/day ITZ with a significant increase of ITZOH (p= 0.0148)
plasma levels. In summary, our data 1) confirmed F. pedrosoi as the main agent of
CBM in Parg; 2) did not show correlation between the lesions, species and ITZ
sensitivity; 3) Showed that ITZ, VCZ and PCZ are the drugs with lower CIM, wherein
PCZ had the lowest MFC; 4) correlated the metabolite ITZOH with the clinical
evolution of patients and; 5) indicated that the use of high doses of up to 600 mg/day
ITZ can be used in patients who do not respond to lower therapeutic doses.

Keywords: Chromoblastomycosis, Fonsecaea spp, Antifungal Susceptibility,
Itraconazole.
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1. INTRODUCAO

1.1. CROMOBLASTOMICOSE

A cromoblastomicose (CBM) é uma infec¢do fungica cronica, definida como uma
micose por implantacdo na pele, causada pela inoculacdo traumatica de fungos
dematidceos ou melanizados, pertencentes a familia Herpotrichiellaceae (QUEIROZ-
TELLES et al., 2011). Os membros desta familia sdo caracterizados por apresentarem
coloragdo varidvel de verde escuro a marrom e negro devido a presencga de melanina na
parede celular. Essas, por sua vez, sdo importantes por estarem associadas com acgao
fotoprotetora, que permite ao fungo se desenvolver nos ambientes ensolarados, e
também atua como fator de viruléncia reduzindo a suscetibilidade flngica aos
mecanismos de defesa do hospedeiro (RIVITTI & AOKI, 1999; NOSANCHUCK &
CASADEVALL, 2003).

Em 1911, o primeiro caso de CBM foi observado pelo pesquisador brasileiro
Alexandrino Pedroso, porém publicado somente em 1920 (PEDROSO & GOMES,
1920). Em 1914, o médico alemdo Max Rudolph descreveu seis casos de dermatite
verrucosa, conhecida pelo nome de "figueira” no estado de Minas Gerais. Contudo, néo
relatou a presenca de células esclerdticas ao exame micoldgico direto (RUDOLPH,
1914).

No ano seguinte, Lane e Medlar publicaram as primeiras observacgdes clinicas
da doenca com isolamento de fungos pigmentados. Em 1922, Terra e colaboradores
definiram a doenca como uma dermatite verrucosa causada por fungos pigmentados e
estabeleceram o nome de “cromoblastomicose”. Esta doenca também € conhecida

como: dermatite verrucosa, formigueiro, doenca de Pedroso, doenca de Fonseca e

14



Gomes, micose de carrién, micose de Lane-Pedroso, blastomicose negra, cromomicose
e pé-musgoso (MC GINNIS, 1983).

A CBM é considerada uma doenga ocupacional, ocorrendo em trabalhadores
rurais, madeireiros ou vendedores de produtos agricolas, que ndo utilizam equipamentos
de protecdo individual (EPIs) quando manuseiam o solo e a vegetagdo, causando
importante impacto na saude publica em paises da América Latina, onde sdo muitas
vezes negligenciados (QUEIROZ-TELLES et al., 2011). Esta doenga pode afetar
qualquer idade, mas raramente ocorre antes da idade adulta e predomina em homens de
30 a 50 anos, 0 que se justifica pelo fato de que os traumatismos que propiciam a
implantacédo transcutanea do fungo resultam das atividades rurais, as quais sao exercidas

principalmente pelos homens (LOPEZ & MENDEZ TOVAR, 2007).

1.2. EPIDEMIOLOGIA

A CBM é uma doenca de distribuicdo mundial (Figura 1), descrita nas
Américas, Europa, Asia, Oceania e Africa, com maior frequéncia em regides tropicais e
subtropicais. Os paises com maior prevaléncia sio Madagascar, Africa do Sul, Brasil e
Costa Rica (QUEIROZ-TELLES et al., 2011, BURSTEIN, 2004).

Na Europa, foram relatados casos de CBM em diversos paises, como na Franca
(LE GALL et al., 1993), Russia (MALKINA & DARCHENKOVA, 1977) e Finlandia
(SONCK, 1959). Na Asia, foram documentados mais de 500 casos de CBM na China, e
0s agentes etioldgicos predominantes sdo Cladophialophora carrionii no norte e F.
pedrosoi no Sul (Xi et al., 2009), além de Filipinas (AL DOORY, 1972), Malasia
(JAYALAKSHIMI et al., 1990), india (RAJENDRAN et al., 1997), Sri Lanka

(ATTAPATTU, 1997) e Japdo.
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No Japéo, desde 1955 o numero de casos tem aumentado anualmente, e até
1983 foram observados 290 casos com isolamento de 275 cepas. O agente etioldégico em
215 casos (86%) foi F. pedrosoi, e ao contrario de outras regides mundiais, em mais de
50% dos casos as lesdes eram localizadas na extremidade superior do corpo, na face e
no pescoco (FUKUSHIRO, 1983). Uma revisdo de casos no Japdo destacou um
adicional de 212 casos até o ano de 2001 (KONDO et al., 2005). Na Oceania, um
pequeno nuimero de casos foi registrado na Austrélia, sendo que na maioria dos casos
relatados o principal agente etiolégico € C. carrionii (LESLIE & BEARDMORE,
1979).

No Continente Africano, a CBM foi relatada no Quénia, Tanzénia (AL
DOORY, 1972), Zaire (BANKS, 1985), Libia (BHAKTAVIZIAM et al., 1983) e
Mocambique (MAGALHAES & MEYER, 1970). Em Madagascar, o principal local de
ocorréncia da CBM no mundo, foram registrados 1.343 casos no periodo de 1955 a
1994. A maioria dos pacientes era do sexo masculino, trabalhadores rurais e lenhadores,

com lesdes localizadas nos membros inferiores (ESTERRE et al., 1996).

Na América do norte foram descritos casos nos Estados Unidos, México e
Canada (LOPEZ & MENDEZ TOVAR, 2007, BERGER et al., 1945), e na América
central foram registrados casos em El Salvador (RAMIREZ, 1956), Panamé (CALERO,
1948) e Cuba (MACOLA et al., 1984). Na América do Sul foram identificados casos na
Venezuela (YEGRES, 1985), Colémbia (VELASQUEZ et al., 1976), Guiana Francesa
(PRADINAUD, 1974), Chile (ODDO & LOBOS, 1988), Uruguai (VIGNALE et al.,

1955) e Brasil (SILVA et al., 1999).
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Figura 1: Distribuicdo mundial dos casos de cromoblastomicose.

Fonte: SALGADO, C. G. CROMOBLASTOMICOSE. In: LEAO, RNQ. (Org.).
Medicina Tropical e Infectologia na Amazonia. 1. ed. Belém: Samauma editorial, 2013.

No Brasil, mais de 500 casos de CBM ja foram documentados na literatura. No
entanto, acredita-se que existam mais casos desta doenca, uma vez que ndo € uma
doenca de notificacdo compulséria (MOUCHALOUAT et al., 2011). A CBM ocorre em
varios estados, com casos distribuidos em todas as regides (Figura 2). Estudos
realizados no Maranhdo, Rio Grande do Sul e na Amaz6nia mostram que estas areas
podem ser consideradas endémicas da doenca (MARQUES et al., 2006; MINOTTO et
al., 2001; SILVA et al., 1999).

A Amazonia é considerada a principal area de ocorréncia da doenca, pois as
condigbes climaticas, incluindo precipitacio anual média de 1500-1700 mm?,
temperatura media de 28°C e umidade anual relativa de aproximadamente 83% parecem
contribuir, decisivamente, para o crescimento do fungo em condigdes ambientais

(MARQUES et al., 2006).
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O Estado do Maranh&o ocupa o terceiro lugar no registro da doenga no Brasil e
a maioria dos casos ocorre na regido amazonica deste estado denominada “baixada
maranhense”. Recentemente, dois casos de CBM causados por F. pedrosoi foram
relatados neste estado, com lesBes situadas na regido glutea, provavelmente associadas a
quebra do coco babagu (Orbignya phalerata), importante atividade ocupacional dos
moradores desta regido. Os autores chamam atencdo para a possibilidade de ocorrer
infeccdo durante a extracdo deste produto (MARQUES et al., 2006).

No Rio Grande do Sul, Minotto e colaboradores em 2001, revisaram 100 casos
de pacientes entre 1963 e 1998. Os resultados obtidos demonstraram predominancia da
doenga entre lavradores do sexo masculino, apresentando lesbes nos membros
inferiores. A maioria dos casos foi encontrada na regido norte do estado.

Matte e colaboradores em 1997 associaram a presenca do fungo no Rio Grande
do Sul aos fatores climaticos, revestimento e composicao do solo, os quais favoreceriam
a proliferacdo dos fungos. Os autores destacam ainda que nesta regido predomina a
pequena propriedade rural de cunho familiar, sendo habitual que o agricultor desenvolva
suas atividades com as barras das calgas arregacadas e sem calcado. O tempo médio
entre o0 aparecimento da doenca e o diagndstico médico foi de 14 anos e F. pedrosoi foi
encontrado em 96% dos casos.

Além desses estados, na regido norte foi demonstrada a presenca de 13 casos
de CBM diagnosticadas nos ambulatorios dermatoldgicos de Manaus no Estado do
Amazonas (TALHARI et al., 1980), destacando o Estado do Pard como a principal area

endémica do Pais com 325 casos registrados em 55 anos (SILVA et al., 1999). Entre os anos de
2001 a 2014, foram diagnosticados na Unidade de Referéncia e Treinamento em Dermatologia
Sanitaria “Dr. Marcello Candia” (URE Marcello Candia), localizada no municipio de Marituba
no Estado do Pard, mais de 146 novos casos de CBM (Dados nao publicados, URE Marcello

Candia)
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Figura 2: Distribuicdo nacional dos casos publicados de cromoblastomicose.
Branco (sem registro de caso em revistas indexadas internacionais), verde (até 10 casos
registrados), azul (entre 10 e 100 casos registrados) e amarelo (mais de 100 casos).
Fonte: TALHARI et al., 1980; MATTEDE et al., 1990; SILVA et al., 1999;: MINOTTO
etal., 2001; MARQUES et al., 2006; CORREIA et al., 2010; De BONA et al., 2010)

1.3. AGENTES ETIOLOGICOS

Diversos fungos melanizados estdo envolvidos com a CBM. Os agentes
etiolégicos mais comuns pertencem aos géneros Cladophialophora e Fonsecaea.
Cladophialophora carrionii é o patégeno predominante em regifes secas e
semidesérticas da Australia, Africa do Sul, Venezuela e Cuba, enquanto Fonsecaea
pedrosoi é o agente mais comum encontrado em zonas tropicais Umidas, como

Amazobnia e regides temperadas da América Latina. Outros fungos dematiaceos tém
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sido associados com menor frequéncia a CBM, entre eles Phialophora verrucosa,
Rhinocladiella aquaspersa, Exophiala dermatitidis, Exophiala jeanselmei, Exophiala
spinifera (AMENN, 2010; QUEIROZ-TELLES et al., 2011)

Segundo a classificagdo taxonémica, F. pedrosoi, pertence ao reino Fungi, filo
Ascomicota, classe Hyphomycetes, ordem Chaetothyriales, familia Herpotrichiellaceae
e género Fonsecaea; agrupando quatro espécies: F. brasiliensis, com distribuicdo
estritamente ambiental; F. monophora e F. nubica com distribuicdo asiatica e africana
respectivamente (XI, et al., 2009; NAJAFZADEH, et al.; 2011), e F. pedrosoi, sendo
esta espécie o principal agente etiol6gico da CBM no Estado do Para.

Fonsecaea pedrosoi quando cultivado em meio Agar Sabouraud apresenta
colonia de aspecto aveludado, anverso com coloragéo variando entre o verde-oliva e o
negro (Figura 3A), sendo o reverso também enegrecido, porém estas caracteristicas
macroscopicas ndo caracterizam o agente etiologico, pois diferentes espécies
apresentam o mesmo aspecto. A identificacdo s6 € obtida apds a realizacdo de
microcultivo em ldmina, com visualizacdo microscopica das caracteristicas
micromorfolégicas, como por exemplo, F. pedrosoi é reconhecido pela presenca de
hifas septadas, ramificadas, melanizadas e com predominio de conidiacdo do tipo
Cladosporium (Figura 3B), embora todos os padrdes de conidiagdo possam ser
encontrados. (LACAZ et al., 2002)

Outra caracteristica dos agentes da CBM € o dimorfismo ndo cléssico, que é a
habilidade que alguns fungos possuem de mudar sua morfologia micelial quando em
vida saprofitica para uma morfologia leveduriforme quando em fase parasitaria. A
forma leveduriforme dos agentes da CBM é conhecida como células escleréticas ou
“células muriformes”, ou “corpusculo de Medlar’. (LOPEZ & MENDEZ TOVAR,

2007) (Figura 3C).
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Ressalte-se que a diferenciacdo das hifas ou conidios em células escleréticas no
tecido do hospedeiro, é um aspecto bioldgico interessante, cujo mecanismo ainda nao
estd totalmente esclarecido, embora o conhecimento do controle experimental destes
processos tenha aumentado nos ultimos anos (WALTER et al.,1982; SANTOS et al.,
2007; SILVA et al., 2008).

Um exemplo notavel deste avanco refere-se a inducdo de células esclerdticas in
vitro. Inicialmente, a ideia era de que o pH &cido de 2.5 (IBRAHIM-GRANET et al.,
1985) e baixas concentracdes de fons Ca* (MENDOZA et al., 1993) seriam
fundamentais para a inducdo destas células. Posteriormente, revelou-se que o
propranolol (ALVIANO et al., 1992) e o Fator Ativador de Plaquetas (PAF) eram
capazes de induzir células esclerdticas in vitro em meio Butterfield, sob agitacdo a 37°C
durante 45 dias (ALVIANO et al., 2003). No entanto, esse processo demonstrou-se
bastante trabalhoso e longo, gerando poucos estudos fisioldgicos com estas formas
teciduais de F. pedrosoi quando comparado com o0s outros estados morfoldgicos deste
fungo (SANTOS et al., 2007).

SILVA e colaboradores em 2008, propuseram a obtencao de células escleréticas
através de meios de cultura naturais obtidos da biomassa de Theobroma grandiflorume
e Bactris gasipaes, bem como de um meio quimicamente definido (pH 2.7) composto
por Dextrose, Nitrato de Potassio, Fosfato de Sddio Monobéasico e de Sulfato de
Magnésio. Em ambos os casos reduziu-se drasticamente o tempo de inducéo de células
escleroticas in vitro para 48 e 24 horas respectivamente, sem a necessidade de agitacdo

e/ou controle de temperatura.

21



Figura 3: Aspectos Morfoldgicos Fonsecaea pedrosoi. (A) Células esclerdticas
obtidas em exame micologico direto, (B) Células esclerdticas obtidas in vitro por meio
quimicamente definido, (C) Macroscopia da cultura do fungo que apresenta colonia de
aspecto aveludado e coloracdo negra e (D) Microcultivo revelando a formagéo de hifas
septadas e conidioforos tipo cladosporium. Fonte: Arquivo do Laborat6rio de Dermato-

Imunologia.

1.4. HABITAT

Os fungos causadores da CBM se encontram na natureza e sdo de vida
saprobidtica, ocorrendo, provavelmente, na vegetacdo, no solo e plantas em
decomposicdo (MINOTTO et al., 2001; LUPI et al., 2005). Estudos demonstraram o
isolamento de diversos tipos de fungos dematiaceos de vérias espécies vegetais. No
Brasil, estudo realizado por SALGADO e colaboradores em 2004, identificaram F.
pedrosoi nos espinhos de Mimosa pudica, popularmente conhecida como dormideira ou
maria-fecha-a-porta. Dois anos depois, no Estado do Maranhdo este mesmo fungo foi

isolado da casca do coco babacu (Orbignya phalerata) (MARQUES et al., 2006).
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De acordo com QUEIROZ-TELLES (1992), P. verrucosa, tem sido isolado em
diversos paises, de materiais como plantas, gramas e solo. Ja a espécie C. carrionii foi
isolado a partir de espinhos de cactos de uma zona semi-arida endémica da Venezuela

(ZEPENFELDT, 1994).

1.5. ASPECTOS CLINICOS

De acordo com Carrién, a CBM apresenta aspectos clinicos bastante
diversificados, classificando-a em cinco diferentes formas: nodular, tumoral, verrucosa,
placa e cicatricial (CARRION, 1950). Posteriormente, alguns pesquisadores passaram a
classificar as lesdes de acordo com o grau de severidade: formas leves, moderadas e
severas, baseadas na extensdo da &rea atingida, numero de lesbes, presenca de
complicacdes e resposta ao tratamento (QUEIROZ-TELLES et al., 1992).

A forma leve foi definida como uma Unica lesdo nodular ou em placa com
menos de 5 cm de didmetro; forma moderada como uma lesdo Unica ou multipla, com
menos de 15 cm de didmetro, que abrangesse uma ou duas regides cutaneas e a forma
grave, como lesdes extensas envolvendo areas da pele adjacentes ou ndo adjacentes e
também incluindo os tipos tumorais e cicatricial (QUEIROZ-TELLES et al.,1992).

Em 2005, SALGADO e colaboradores, descreveram uma nova forma clinica,
CBM cutanea difusa, caracterizada por lesdes verrucosas disseminadas pelo tegumento.
No ano de 2009, esse mesmo grupo publicou trés casos de lesbes localizadas,
papuloescamosas, agrupadas em uma lesdo Unica com formato anular, denominada de
CBM cutanea localizada anular. Esses fatos levaram a uma nova proposta de
classificacdo baseada no aspecto que as lesbes assumem ao longo da evolugdo da

doenga, como observado na figura 4.
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Cutanea localizada

Em placa Nodular

Anular

6 a 12 meses 9 meses a mais que 3 anos
Tratamento com itraconazol 200mg/dia
Figura 4: Classificacdo da cromoblastomicose de acordo com o aspecto das lesdes.

A CBM pode ser dividida em dois grupos: CBM cutanea localizada, que pode ser: (A)
Anular, (B) Em placa (C) Nodular e CBM cutéanea Difusa (D).
Fonte: SALGADO, C. G. CROMOBLASTOMICOSE. In: LEAO, RNQ. (Org.).

Medicina Tropical e Infectologia na Amazonia. 1. ed. Belém: Samauma editorial, 2013.

1.6.DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnostico da CBM pode ser realizado através do exame micoldgico direto,
a partir do raspado das lesdes na pele, onde sdo observadas as células escleroticas, que
sdo similares para os diferentes agentes etiologicos, e caracterizam-se pela coloragéo
acastanhada devido a produgdo de melanina na parede celular (CUNHA et al., 2005).
Essa sintese de melanina ocorre por meio da via do dihidroxinaftaleno (DHN), em
organelas denominadas melanossomos (CUNHA et al., 2005; CUNHA et al., 2010). As
células escleroticas sdo estruturas esféricas que tem como cararacteristica a septacéo
multiplanaria facilmente visualizada em exame micoldgico direto.

A identificagdo dos agentes etioldgicos tem sido feita por meio do microcultivo
em lamina, podendo-se inferir as espécies de acordo com o tipo de conidiacdo mais
prevalente: o tipo cladosporium caracteriza-se por apresentar conidioforos de

comprimento variado, eretos, escuros e ramificados proximo ao apice. Os conidios sdo
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marrom-claros, de forma e tamanhos variados, ovdides, cilindricos e irregulares.
Geralmente apresentam duas escaras (disjuntores) escuras resultantes da unido de um
conidio com o outro; o tipo rhinocladiella possui conidiéforo nodoso com esporulacéo
acropleurégena; o tipo phialophora possui estruturas em forma de jarro (fidlides),
formadas ao longo das hifas dos quais se originam os conidios, ficando dispostos de

forma aglomerada na parte superior das fialides (LACAZ et al., 2002).

1.7.  TRATAMENTO DA CROMOBLASTOMICOSE

O tratamento da CBM é um dos mais dificeis e varias terapias tém sido
utilizadas, pois ndo existe um tratamento padronizado para esta doenca (TORRES-
GUERRERO et al., 2012). A terapia é longa e sujeita a recidivas, e dependendo da
situacdo clinica e da extensdo das lesdes, os procedimentos terapéuticos podem variar
(RIBEIRO et al., 2006).

Entre os métodos terapéuticos utilizados destaca-se: farmacoterapia, terapias
fisicas e combinacdo de ambas. Na farmacoterapia, diferentes esquemas terapéuticos,
com o uso da anfotericina B, 5-fluorcitosina, fluconazol, tiabendazol e cetoconazol,
foram utilizados nas ultimas décadas, entretanto com baixa taxa de cura (CASTRO,
1992; MINOTTO et al., 2001 e QUEIROZ-TELLES et al., 1992). Quanto aos métodos
fisicos, incluem a termoterapia, crioterapia e a terapia fotodindmica, podendo ainda ser
utilizadas cirurgias convencionais ou a laser, indicadas em casos de lesdes iniciais ou de
pequena extensdo. Algumas vezes, os antifungicos sdo administrados simultaneamente a
estas terapias diminuindo o risco do surgimento de novas lesdes (ANDRADE et al.,
2004; AMEEN, 2009; BONIFAZ et al., 1997; POIRRIEZ et al., 2000; CASTRO et al.,

2003 E LYON et al., 2011).
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AssociacOes terapéuticas tém apresentado bons resultados, como por exemplo,
0s sinergismos entre itraconazol e terbinafina (GUPTA et al., 2002), anfotericina-B e 5-
fluorcitosina (POIRREZ et al., 2000), 5-fluorcitosina e itraconazol (BONIFAZ et al.,
2004), terbinafina e voriconazol (DABOIT et al., 2013), anfotericina-B e terbinafina
(DABOIT et al., 2013). Entretanto, 0 uso associado de antifingicos também pode
apresentar algumas desvantagens, como por exemplo: aumento do risco de
aparecimento de reagOes adversas aos medicamentos (RAM) e interagOes
medicamentosas desfavoraveis, portanto, devem ser realizados com cautela (QUEIROZ-
TELLES et al., 1992). Neste contexto, os testes de suscetibilidade antiflngica in vitro
sdo considerados a melhor estratégia para a selecdo do farmaco mais apropriado

(POIRREZ et al., 2000).

Além disso, o sucesso terapéutico depende de outros fatores tais como: tipo de
lesdo, adesdo ao tratamento, estado de salde do paciente, diversidade dos agentes
etiologicos e a sensibilidade aos farmacos. (BONIFAZ et al., 2004; QUEIROZ-
TELLES et al.,, 1992 e LOPEZEZ & MENDEZ TOVAR, 2007). Sabe-se que a
diversidade dos agentes etiologicos pode influenciar diretamente a suscetibilidade as
drogas, com altas variagcOes entre diferentes cepas analisadas (ANDRADE et al., 2004),
demonstrando a necessidade de estudos que avaliem a sensibilidade aos farmacos
antifungicos, o que pode servir como parametro para ajustes de doses e mudangas no

esquema terapéutico, resultando em maior eficiéncia na evolucéo clinica.

Por outro lado, alguns trabalhos demonstraram que o ITZ, em diferentes
esquemas terapéuticos, pode ser a melhor escolha para o tratamento. SHEISHIMA e
colaboradores em 2004, mostraram que o ITZ é eficaz para pacientes com CBM em
doses de 100, 200 e 400 mg/dia, administrado isoladamente ou associado a criocirugia,

sendo empregado mais comumente em doses que variam entre 200 e 400 mg/dia, que
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parecem ser mais eficazes e bem toleradas pelos pacientes (BONIFAZ et al., 2001;
QUEIROZ-TELLES et al, 2003). Em outro estudo UNGAKORN e
REANGCHAINAM em 2006, demonstraram que 0 uso pulsado de 400 mg/dia deste
medicamento é mais econémico e apresenta melhores resultados do que o regime diério
convencional entre 200 e 400 mg/dia, embora a duracdo do tratamento dependa dos
casos individualmente. Desta forma, apesar da ocorréncia mundial dessa doenca, e da
dificuldade no tratamento, a literatura ainda é escassa em relacdo a trabalhos que

estabelecam o perfil de suscetibilidade dos agentes da CBM.

Dentre os trabalhos que avaliaram a sensibilidade in vitro dos agentes da CBM,
poucos correlacionaram a CIM com a evolucdo clinica, mostrando a necessidade de se
estabelecer, ndo somente um perfil de resisténcia dessas cepas, mas a sua relagdo com o
tipo de leséo e a evolucdo da doenga. Outro problema agravante na compreensao desta
patologia é seu tempo de tratamento, o qual, dependendo do tipo de lesdo, pode ser de
até 36 meses, entretanto a maioria dos trabalhos faz 0 acompanhamento de no méaximo
24 meses (RESTREPO et al.,1988) ou fazem apenas avaliagdo da cepa (CALIGIORNE
et al., 1999, DENG et al., 2013). Neste contexto seria de grande valor a realizacédo de
estudos mais detalhados e com acompanhamento mais prolongado, se possivel durante

todo o periodo de tempo necessario para a cura desses pacientes.

1.8.TESTE DE SENSIBILIDADE in vitro AOS AGENTES ANTIFUNGICOS
Testes de suscetibilidade aos antifungicos séo indicados para as seguintes
situacOes: pacientes submetidos a profilaxia antifingica, infeccdo por espécie com perfil
de sensibilidade pouco conhecido, falha terapéutica e avaliagdo da selecdo de cepas
resistentes durante o tratamento. Atraves desses testes de suscetibilidade o clinico pode

alterar a estratégica terapéutica, aumentar a dose do farmaco, mudar o antifungico
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utilizado ou fazer combinagdo de farmacos. (CUENCA-ESTRELLA & RODRIGUEZ-

TUDELA, 2002).

Em 1982, o National Comittee for Clinical of Laboratory Standards (NCCLYS),
atualmente denominado Instituto de Padronizagdo de Laboratérios Clinicos (CLSI)
organizou um subcomité de peritos para padronizagdo dos testes de suscetibilidade de
fungos a farmacos antifungicos, no tratamento de micoses profundas. Dois estudos
multicéntricos ja haviam demonstrado variabilidade inaceitavel nos resultados obtidos
de CIM para ANF- B, 5-FLU e CTZ, em relagdo a leveduras estudadas em diferentes
concentracdes (CUENCA-ESTRELLA et al., 2002). A discordéancia de resultados foi
atribuida pelos autores a falta de padronizacdo dos métodos. A composi¢do do meio de
cultivo, o pH do meio, o tempo e temperatura de incubagdo, o tamanho do inéculo e o
critério de leitura constituiram alguns dos fatores atribuidos a esses resultados
discordantes.

O documento M27-T do NCCLS, selecionou apds 14 anos de vérias pesquisas,
alguns dos principais estudos que forneceram dados para adequada padronizagdo das
provas de suscetibilidade de leveduras a antifingicos (LACAZ et al., 2002).

Em 2004, o CLSI publicou o documento M38-A, estabelecendo o método
referéncia para determinagdo da sensibilidade dos fungos filamentosos aos agentes
antifangicos. Nesse documento, foram propostos parametros para testes com
Aspergillus, Fusarium, Rhizopus arrhizus, Pseudallescheria boydii e Sporothrix
schenckii na fase filamentosa. Porém, testes para avaliar a suscetibilidade em fungos
dimorficos como, por exemplo, Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis,
Coccidioides posadasii, Histoplasma capsulatum ndo foram alvo do estudo. Os
antifungicos avaliados foram: fluconazol, cetoconazol, itraconazol, voriconazol,

ravuconazol, posaconazol, flucitosina e anfotericina B.
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Em 2008, o CLSI publicou um novo documento (M38-A2) em atualizagdo ao
anterior, padronizando o teste de sensibilidade com mais agentes etiologicos que
causam infeccBes fungicas cutdneas e invasivas como as espécies Aspergillus,
Fusarium, Rhizopus, Pseudallescheria boydii (S.apiospermum), S. prolificans, a forma
miceliana de Sporothrix schenkii, zigomicetos, dermatoéfitos e fungos deméceos. Além
disso, outros antifungicos foram adicionados ao documento como: terbinafina,
griseofulvina, ciclopirox e o0s equinocandinas (anidulafungina, caspofungina e
micafungina). Para realizacdo do teste de sensibilidade de forma padronizada e
confidvel, uma série de medidas deve ser seguida de modo a ndo haver influéncia nos
resultados. Dentre essas medidas destaca-se: preparo do indculo, tempo e temperatura
incubacdo, composi¢cdo do meio cultivo e o pH do meio e leitura da concentragao

inibitéria minima.
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2. JUSTIFICATIVA

Como exposto anteriormente, a CBM é uma doenca de distribuicdo mundial, e o
Estado do Par& ocupa o 2° lugar no mundo em numeros de casos registrados, sendo
considerado uma regido endémica. Este perfil epidemioldgico mostra a necessidade e
relevancia de que mais pesquisas sejam realizadas, possibilitando o melhor
conhecimento desta patologia.

Além das caracteristicas epidemioldgicas, outro aspecto igualmente importante é
a dificuldade de cura da CBM. Pela falta de padronizagdo do tratamento e baixa taxa de
cura (apenas cerca de 30%), é importante que seja feita a identificacdo dos isolados
clinicos e a avaliacdo da suscetibilidade in vitro, principalmente considerando a
escassez de dados sobre suscetibilidade de fungos negros aos antiflngicos disponiveis.
Ressalta-se a importancia do presente estudo, pois o perfil de suscetibilidade dessas
cepas pode servir como base para o direcionamento do tratamento, melhorando as taxas
de cura, assim como para a melhor identificacdo de cepas sensiveis ou resistentes,
diante das normas atualmente disponiveis.

Adicionalmente, o ITZ, medicamento mais usado em nosso Estado, apresenta
marcada variabilidade inter e intra-individual na sua farmacocinética, o que
compromete o estabelecimento da relagdo dose, concentracdo plasmatica e eficacia
clinica do tratamento. Portanto, & imprescindivel a dosagem das concentragdes
plasmaticas do ITZ e de seu metabdlito o ITZOH, que apresenta atividade duas vezes
maior que o farmaco inicial.

Desta forma, a associacdo de um quadro epidemioldgico importante do ponto de
vista regional, porém de alcance mundial, com a caréncia de dados de suscetibilidade de

fungos negros aos antifingicos disponiveis, e com a alta variabilidade farmacocinética e
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baixa eficacia do ITZ na cura da CBM, justificam fortemente a realizacdo deste
trabalho, que poderé indicar novos caminhos para o melhor tratamento e monitoramento

dos casos.
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3. OBJETIVOS

3.1

3.2

321

3.2.2

3.2.3

3.24

3.25

Geral
Avaliar a suscetibilidade in vitro de cepas de agentes de CBM, isoladas de
pacientes atendidos na URE Marcello Candia, frente aos antifingicos
itraconazol, terbinafina, cetoconazol, anfotericina, posaconazol, voriconazol,

caspofungina, 5-fluorocitosina e fluconazol.

Especificos
Descrever o perfil epidemiolégico da CBM no Estado do Pard, a partir de
pacientes atendidos na Unidade de Referéncia em Dermatologia Sanitaria do
Estado do Para Dr. Marcello Candia.
Identificar os agentes causadores da CBM por biologia molecular.
Determinar as concentragfes inibitérias minimas (CIM) e concentracdes
fungicidas minimas (CFM) de diferentes antifingicos frente aos isolados
clinicos de Fonsecaea spp.
Correlacionar as CIMs do itraconazol com os tipos de leséo e com a evolucédo
clinica dos pacientes.
Dosar as concentracdes plasmaticas de itraconazol, e de seu metabolito

hidroxitraconazol e relacionar com a resposta clinica ao tratamento.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS
O presente projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas
em Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude, Faculdade de Farmécia da

Universidade Federal do Pard, sob o protocolo n° 081/07 CEP-ICS/ UFPA.

4.2 PACIENTES COM CROMOBLASTOMICOSE

Foram avaliados 41 pacientes atendidos na Unidade de Referéncia em
Dermatologia Sanitaria do Estado Para Dr. Marcello Candia sediado no municipio de
Marituba (URE Marcello Candia).

Participaram do estudo individuos de ambos 0s sexos, com idade superior a 18
anos, moradores dos Estados do Pard e do Maranhdo, os quais faziam uso de I1TZ por
via oral, em doses diarias de 200, 400 mg ou até 600 mg/dia. Independente da forma
clinica, todos os pacientes iniciaram o tratamento utilizando 200 mg/dia de ITZ. A
evolucdo do quadro com o surgimento de novas lesées ou com a estagnacdo da melhora
clinica, definiram o aumento da dose diaria para 400 mg/dia , divididos em duas
tomadas, ap6s 0 almoco e apds o jantar.

Vale ressaltar que dos 41 pacientes atendidos na URE Marcello Candia, trés
foram submetidos a mudanca no esquema terapéutico com aumento da dose de 400 para
600 mg/dia, assim como, avaliagdo da CIM e CFM antes e depois do aumento na
dosagem de ITZ.

A evolucdo clinica dos pacientes foi avaliada por médico dermatologista com
experiéncia em micologia médica e os pacientes foram classificados em quatro grupos,
dependendo da evolucdo: 1) CURA, quando ndo havia mais sinais clinicos de atividade

da doenca, como por exemplo lesdes verrucosas, 0s pacientes eram submetidos a nova
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bidpsia para histopatologia, exame micoldgico direto e cultura. O ITZ era prescrito para
mais trés meses de tratamento, e ao retornar 0s pacientes recebiam “alta por cura”, com
a orientacdo de comparecer ao ambulatdrio anualmente, ou ao surgimento de novas
lesbes; 2) MELHORA, definida pela diminuicdo do tamanho das lesdes; 3) SEM
MELHORA, quando n&o havia alteracdo das lesdes e; 4) PIORA, quando surgiam
novas lesdes ao longo tratamento.

Todos os pacientes que participaram deste estudo assinaram um termo de

consentimento livre e esclarecido devidamente aprovado pelo Comité de Etica.

4.3 PROCEDENCIA DAS AMOSTRAS FUNGICAS

Os 41 isolados clinicos foram obtidos por meio de raspagem das lesdes dos
pacientes portadores de CBM atendidos na URE Marcello Candia. Apds o diagndstico
laboratorial, as amostras foram semeadas em Agar Mycosel (Becton Dickinson, NJ,
USA), observando-se o crescimento de colbnias verde escuro, com uma superficie
aveludada, ap6s 14 dias de crescimento a temperatura ambiente. Para identificacdo
microscopica, foi realizada a técnica de microcultivo em lamina para identificacdo
genérica do fungo responsavel pela doenca. A coleta de material é parte do
procedimento padrdo para o diagndstico e posterior tratamento dos pacientes

(RIDDELL,1950).

4.4 IDENTIFICA(;AO MOLECULAR

A identificacdo molecular dos agentes causadores da CBM foi realizada no
laboratdério de microbiologia molecular da UFPR (Universidade Federal do Parana),
onde foram identificadas 22 especies de Fonsecaea sendo 16 F. pedrosoi e 6 F.

monophora. As outras 19 cepas ainda estdo em processo de anélise.
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4.4.1 Obtengdo da cultura monosporica

Para a identificagdo molecular, os isolados clinicos foram recultivados em meio
agar-batata (Sigma-aldrich, MO, USA) por um periodo entre 15 a 30 dias. A suspensao
de indculo foi preparada por raspagem suave da superficie da coldnia usando um swab
esteril umedecido com solucédo salina, a suspensdo foi homogeneizada em vortex por
um minuto. Em seguida, a suspensdo de células foi mantida em repouso por dois
minutos em temperatura ambiente, o sobrenadante foi transferido para um tubo esteril e
a contagem de conidios foi feita em camara de Neubauer. Esta suspensao foi diluida a
uma concentracéo de 107 células/ml.

Uma aliquota de 100 ul da suspenséo de conidios foi transferida para placas com
agar Sabouraud-Dextrose (Sigma-aldrich, MO, USA) e espalhada com auxilio de al¢a
de drigalski. As placas foram incubadas a 30 °C por 24 a 72h, até o surgimento das
primeiras col6nias. Apds este processo, foi coletada uma coldnia isolada que foi
novamente repicada em meio agar Sabouraud-Dextrose (Sigma-aldrich, MO, USA). O

crescimento da cultura monospdrica ocorre entre sete a dez dias.

4.4.2 Extracdo do DNA e identificacdo molecular

O processo de extragdo do DNA iniciou-se com a transferéncia de 1cm? de
cultura monosporica pura para o eppendorf contendo 400 pl de tampdo TEX (Sigma-
Aldrich, MO, USA) em pH 9.0 e esferas de vidro (Sigma G9143, Sigma-Aldrich, MO,
USA). O material fungico foi homogeneizado em vortex Mobio (Bohemia, Nova
lorque, EUA) por um minuto, e em seguida foram adicionados 120 pl de uma solugéo

de duodecil sulfato de sodio a 10% e 10 pl de proteinase K (Sigma-Aldrich, MO, USA)
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e incubado durante 30 min a 55 °C em banho-maria. Esta mistura foi agitada em vortex
Mobio durante 3 min.

Apos este periodo, adicionou-se 120 pl de cloreto de sédio a 5 M e 65 pul de
solugdo de brometo de cetiltrimetilamonio a 10 % (Sigma- Aldrich, MO, USA) e o
material foi incubado por 60 min a 55 °C. Depois, esta mistura foi agitada em vortex
por 3 minutos, e transferiu-se cuidadosamente 700 pl de uma solugdo constituida por
cloroférmio e &lcool isoamilico na proporgdo 24:1, os quais foram centrifugados a
14.000 rpm/5min a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para um novo eppendorf
juntamente com 225 pl de acetato de amoénia a 5M (Sigma-Aldrich, MO, USA),
misturado cuidadosamente, incubado por 30 min em &gua gelada e centrifugado a
14.000 rpm/5 min a 4 °C.

O sobrenadante foi novamente transferido para um novo eppendorf com 510 pl
de alcool isopropilico e centrifugado a 14.000 rpm/5min a 4 °C e finalmente, o
sobrenadante foi lavado com 1000 pl de etanol gelado a 70%. ApGs secagem a
temperatura ambiente, o pellet foi ressuspendido com 100 pl de tampédo TE (Sigma-
Aldrich, MO, USA) e 1,5 pl de RNAse (Sigma-Aldrich, MO, USA) e incubado a
37 °C por 20-30 min. As espécies foram identificadas com base de espacador interno

transcrito (ITS), de acordo com NAJAFZADEH et al., 2011.
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4.5 TESTE DE SUSCETIBILIDADE in vitro A ANTIFUNGICOS
4.5.1 Preparacdo e dilui¢des dos antifungicos

Como descrito pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) M38-
A2, para estudo de suscetibilidade in vitro, os antifungicos foram preparados em
concentragfes 100X em relacdo as concentragdes finais. Inicialmente, as solucdes-
estoque de Itraconazol (ITZ; Sigma-aldrich, MO, USA), Terbinafina (TBF; Sigma-
aldrich, MO, USA), Cetoconazol (CTZ; Sigma-aldrich, MO, USA), Anfotericina B
(ANF; Sigma-aldrich, MO, USA), Voriconazol (VCZ; Sigma-aldrich, MO, USA),
Posaconazol (PCZ; Sigma-aldrich, MO, USA) e Caspofungina (CAS; Sigma-aldrich,
MO, USA) foram preparadas em dimetilsulfoxido (DMSO; Sigma-aldrich, MO, USA)
em concentragdes variando de 1600 a 3.13 pg/ml.

Posteriormente, estas concentracbes foram diluidas 1:50 em RPMI (Sigma-
aldrich, MO, USA) tamponado com MOPS (Sigma-aldrich, MO, USA) atingindo
concentragdes de 32 pg/ml a 0.0625 pg/ml, 2X a concentragdo final desejada para estes
farmacos.

A Fluorocitosina (5-FLU, Valeant, Brasil) e o Fluconazol (FCZ; Sigma-aldrich,
MO, USA) foram preparados e diluidos em agua destilada estéril em intervalos de
concentragcfes de 6400 a 12.5 pg/ml, atingindo o intervalo de 128 a 0.25 pg/ml apos
diluicdo 1:50 com RPMI (Sigma-aldrich, MO, USA) tamponado com MOPS (Sigma-
aldrich, MO, USA).

Cada antifangico foi distribuido, em aliquotas de 100 pl, em placa de
microtitulacdo (Kartell S.P.A., Miléo, Italia), desde a coluna 2 até a 11, correspondendo
cada coluna uma concentracdo. As placas foram entdo congeladas a temperatura de -

80°C até o momento do uso.
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4.5.2 Preparacdo da suspenséao de conidios

Todos os isolados clinicos foram cultivados em &gar batata-dextrose (Sigma-
aldrich, MO, USA) por 10 dias a 30 °C. A suspensdo de indculo foi preparada por
raspagem suave da superficie da colénia usando um swab estéril umedecido com
solucdo salina, contendo 0.05% Tween 40, homogeneizada em vortex por cerca de 5
min. As particulas pesadas na suspensdo de células foram deixadas em repouso por 3 a
5 min em temperatura ambiente, o sobrenadante foi transferido para um tubo estéril e a
densidade celular ajustada entre 0.15 a 0.17 (68 a 71% de transmiténcia) por
espectrofotémetro (530 nm) que correspondia, aproximadamente, a uma faixa de 10°-
10° cels/ml. Esta suspenséo foi diluida 1:50 em meio de cultivo sintético RPMI (Sigma-

aldrich, MO, USA), tamponado com MOPS (Sigma-aldrich, MO, USA).

4.5.3 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM)

No dia da realizagdao dos testes, aliquotas de 100 pl de cada ino6culo de conidio
foram colocadas nos pogos das placas contendo os antifungicos, de forma que a
concentracéo final analisada para o ITZ, TBF, CTZ, ANF, PCS, VCZ e CAS foi de 16 a
0.03 pg/ml e de 64 a 0.125 pg/ml para o FCZ e 5-FC. Em cada placa foram colocados 6
indculos de diferentes pacientes, sendo as duas Ultimas fileiras (G e H) destinadas ao
controle de qualidade, realizada com cepas de referéncia Candida Krusei (ATCC 6258)
e Candida Parapsilosis (ATCC 22019). A coluna 1, funcionou como controle de
esterilidade do meio (CE) do teste, pois foi colocado somente 0 meio RPMI tamponado
com MOPS, sem antifungico e sem fungo. A coluna 12 funcionou como controle do
crescimento (CC) sendo preparado com 100 ul de RPMI tamponado com MOPS e 100

ul de inoculo (Figura 5).

38



O ensaio de sensibilidade in vitro foi realizado em placas estéreis de 96 pocos
com o fundo em U, como descrito pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) M38-A2. A determinagdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi
realizada apo6s cinco dias de incubacdo a 30 °C, sendo definida como a minima
concentracdo do farmaco capaz de inibir em 100% o crescimento visual do fungo
quando comparado com o0 controle do crescimento, bem como gerar uma diferenca
estatistica significativa na leitura de DO a 530 nm em leitor de microplaca (Dynex
Technologies, Chantilly, EUA) quando comparado com o0s grupos onde houve

crescimento. Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

4.5.4 Determinagdo da concentracdo fungicida minima (CFM)

Apos a leitura da CIM para os conidios, determinou-se a concentracao fungicida
minima (CFM). Uma aliquota de 30 pl dos pogos em que ndo se observou crescimento
foi transferida para placas com &gar Sabouraud-Dextrose (Sigma-aldrich, MO, USA).
Incluiram-se no teste um controle positivo (controle de crescimento) e um controle
negativo (controle de esterilidade). As placas foram incubadas por cinco dias a 30 °C e 0
crescimento foi visualmente observado. Determinou-se como CFM a concentracdo
minima em que impede o crescimento fangico. Esses ensaios foram realizados em

duplicata.

39



8 0.06
pg/ml ug/ml

CE ﬂmopl
I 2 3 4 5 6 7 8 9

A

B

C

D

E

F

G

H

10

11

CC
12

Cepa 1

Cepa 2
Cepa 3
Cepa 4

Cepa 5

Cepa 6

ATCC

ATCC

Figura 5: Distribuicdo dos antifingicos diluidos nas microplacas: Os antifingicos foram

distribuidos em diferentes concentragGes desde a coluna 2 até a 11 correspondendo cada coluna

uma concentracdo. As colunas 1 (CE) e 12 (CC) funcionaram como o controle de esterilidade do

meio e o controle de crescimento dos indculos respectivamente.
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4.6 DETERMINACAO DAS CONCENTRAQ@ES PLASMATICAS DE
ITRACONAZOL E HIDROXITRACONAZOL
A determinacdo das concentracGes plasmaéticas de ITZ e ITZOH foi realizada
em amostras de plasma de 18 pacientes com CBM atendidos na URE Marcello Candia,
0s quais tinham ingerido o medicamento por mais 15 dias, onde o estado de equilibrio
havia sido atingido. Quinze dos 18 pacientes fizeram uso somente da dose de 200
mg/dia de 1TZ, enquanto que os trés pacientes que ndo responderam a dose de 200
mg/dia e nem a dose de 400 mg/dia, foram submetidos ao tratamento com 600 mg/dia.
Todas as amostras foram coletadas 24 horas apds a ingestdo da dose diéria do
medicamento e antes da proxima dose. Os pacientes foram orientados a ingerir as
capsulas de 1TZ, nas doses diarias de 200, 400 ou 600mg/dia, durante as refeices para
assegurar uma boa absorcao.
Para determinagéo de ITZ e ITZOH nas amostras de plasma, foram coletados 5
ml de sangue total em tubos tipo vacuotainer, empregando-se EDTA como
anticoagulante. A seguir, foram centrifugados a 2000 rpm/10 min, e o plasma foi
separado e armazenado em tubo eppendorf a -80 °C até o processamento. As dosagens
plasmaticas de ITZ e ITZOH foram feitas no Laboratério de Toxicologia do Instituto de

Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Para.

4.6.1 ANALISE CROMATOGRAFICA

As andlises foram realizadas em cromatografo liquido de alta eficiéncia
(Varian-USA), composto de modulo de bombeamento isocratico ProStart 300 e detector
ultravioleta. A coluna analitica empregada foi a X-Tera LC18 (Waters, Saint Quentin-

en-Yvelines, Franga), com 15 cm de comprimento, 4,6 mm de didmetro interno e
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particula de 5 um, com temperatura de operacao de 25 °C. Para aquisi¢do dos dados foi
utilizado o sistema Star Chromatography Workstation versao 6.0 (Varian, USA).

As condicdes ideais para separacdo dos farmacos foram obtidas com fase
movel constituida por acetonitrila (Sigma-aldrich, MO, USA) e &gua (60:40 v/v),
ajustado o pH 3.0 com solucéo de &cido fosforico (Sigma-aldrich, MO, USA) a 50 %. A
vazdo da fase movel foi 1 ml/min, a deteccdo em 258 nm e o tempo de desenvolvimento

cromatogréafico de 15 minutos.

4.6.2 SOLUCOES PADRAO E CURVA DE CALIBRACAO

As soluces estoques de ITZ (Sigma-aldrich, MO, USA) e ITZOH (Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA) e do padréo interno, CTZ (Sigma-aldrich, MO, USA) foram
preparadas em concentracdo de 1mg/ml e armazenadas a -20 °C. Trés solugdes de
trabalho (1 pg/ml de 1TZ, 1 pg/ml de ITZ e 50 pg/ml CTZ) foram preparadas
imediatamente antes do uso, por dilui¢cdes apropriadas em metanol.

A curva de calibracdo foi elaborada a partir dos calibradores, contendo ITZ e
ITZOH, em concentracdo variando de 50 ng/ml a 750 ng/ml, os quais foram submetidos

ao procedimento de extracéo do plasma.

46.3 PROCEDIMENTO DE EXTRACAO DE ITRACONAZOL E
HIDROXITRACONAZOL DO PLASMA

Em 200 pl de plasma dos pacientes, foram adicionados 200 pl de solucgdo de
hidréxido de sodio (NaOH) 0.5 M e 200 ul de sulfato de zinco (ZnS04) 1 M, seguidos
por agitacdo em vortex durante 30 segundos e centrifugacdo a 4000 rpm/10 min. Ao

sobrenadante, foi adicionada uma aliquota de 100 ul de CTZ em concentragdo de 100
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pug/ml e 1 ml de éter metil terc butilico (Sigma-aldrich, MO, USA), homogeneizou-se
por 15 min e centrifugou-se a 4000 rpm/10 min. A fase aquosa foi descartada e a
organica evaporada em banho-maria a 55°C. O residuo foi ressuspendido com 100 pl da
fase movel, agitado em vdrtex por 30 segundo e injetado no cromatografo liquido

(GUBBINS et al.,1998).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos neste trabalho foram analisados pelo programa GraphPad 5®
(GraphPad Software, CA, USA). A média geométrica (MG) representa uma medida de
tendéncia central de uma série valores em progressdao geométrica. Os valores para
determinacdo da CIMsg e CIMgo, bem como, a faixa de valores obtidos sdo parametros
para relatar os resultados de teste de suscetibilidade quando varios isolados de uma
determinada espécie sdo testados. O CIMs, representa o valor de CIM em que 50% ou
mais dos isolados em uma populacéo teste sdo inibidas, € equivalente ao valor mediano
da CIM. O CIMgg representa o valor de CIM em que 90 % ou mais das cepas dentro de
uma populagéo teste séo inibidas, obtida pelo percentil 90. Outros testes utilizados
foram Kruskal-Wallis e o teste Man Whitney onde diferenca entre os grupos foram

consideradas significantes quando p < 0.05.
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5. RESULTADOS

5.1. VARIAVEIS DEMOGRAFICAS E CLINICAS

Apos a identificacdo dos isolados clinicos de Fonsecaea spp coletados de 38
pacientes com CBM atendidos na Unidade de Referéncia em Dermatologia Sanitéria do
Estado do Pard Dr. Marcello Candia, avaliamos as caracteristicas demograficas e
clinicas gerais destes pacientes (Tabela 1), e verificamos que o sexo masculino foi
predominante com 98 % dos casos. A media de idade no momento do diagnéstico foi de
57.44 anos, variando de 26 a 80 anos. Quanto a principal atividade ocupacional, a
maioria era formada por agricultores rurais em 65.8 % dos casos, porém, outras

ocupacdes como mecénico, marceneiro e vigilante foram informadas (Tabela 2).
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Tabela 1: Caracteristicas demogréficas e clinicas dos 38 pacientes com CBM atendidos na
URE Marcello Candia.

n  Sexo Idade Municipio Ocupacéo L?CaJ da Tipo de lesdo Aggn@e
esdo etioldgico

1 M 54 Curralinho Agricultor ~ Abdomen Nodular F. pedrosoi

2 M 69 Breves Mecéanico  Tornozelo Nodular F. pedrosoi
ePé

3 M 63 Santa lzabel Agricultor Joelho Nodular F. pedrosoi

4 M 45 Inhangapi Agricultor Perna Nodular nd

5 M 50 Igarapé-Acu Agricultor Perna Nodular F. monophora

6 M 42 Cameta Agricultor Perna Placa nd

7 M 68 Terra Alta Vigilante  Tornozelo Nodular F. pedrosoi

8 M 47 Melgago Agricultor Perna Nodular F. pedrosoi

9 M 48 Capanema Agricultor Perna Nodular nd

10 M 49 Castanhal Agricultor  Tornozelo Placa F. monophora

11 M 63 Breves Agricultor  Tornozelo Nodular nd

12 M 63 Braganca Agricultor Perna Nodular F. pedrosoi

13 M 39 Turiagu-MA  Agricultor  Tornozelo Nodular F. pedrosoi

14 M 47 Benevides Agricultor Perna Nodular nd

15 M 54 Capanema Agricultor Perna Nodular F. pedrosoi

16 M 71 S. Domingos  Agricultor Perna Nodular nd

do Capim

17 M 69 Séo Francisco  Aposentado Braco Difusa F. pedrosoi

18 M 78 Capanema Aposentado Braco Placa F. monophora

19 M 57 Bacuri-MA Agricultor Perna Nodular F. pedrosoi

20 M 48 Peixe-Boi Agricultor pé Nodular nd

21 M 75 Serrano- MA  Aposentado  Tornozelo Nodular nd

22 M 72 Colares Agricultor Perna Placa nd

23 M 58 Breves Agricultor Pé Nodular nd

24 M 53 Breves Agricultor Perna Nodular F. monophora

25 M 26 Mocajuba Agricultor Joelho Placa F. monophora

26 M 68 Breves Agricultor Joelho Nodular F. pedrosoi

27 M 29 Inhangapi Marceneiro Perna Nodular F. pedrosoi

28 M 62 Marituba Agricultor  Tornozelo Nodular nd

29 M 48 Braganca Pescador  Tornozelo Nodular F. pedrosoi

30 M 69 Braganca Aposentado Perna Nodular nd

31 M 76 Castanhal Aposentado  Dedo da Difusa F. monophora

mao/Perna

32 M 63 Abaetetuba  Aposentado pé Nodular nd

33 F 69 Braganca Aposentada Omoplata Placa nd

34 M 70 Tracuateua  Aposentado Perna Nodular F. pedrosoi

35 M 54 Ourem Agricultor Joelho Placa nd

36 M 33 Braganca Agricultor Braco Nodular F. pedrosoi

37 M 80 Breves Aposentado Perna Nodular nd

38 M 54 S. Migueldo  Agricultor  Tornozelo Nodular F. pedrosoi

Guama

nd = ndo determinado
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Tabela 2: Distribuicdo epidemioldgica de acordo com idade, sexo e ocupacdo dos
pacientes com CBM.

Variaveis NUmero de Casos (%)

Idade (anos)

25-45 5 13.16
45— 65 21 55.26
65— 80 12 31.58
Total 38 100.0
Sexo
Masculino 37 97.36
Feminino 1 2.63
Total 38 100.0
Ocupacéo
Agricultor 25 65.80
Aposentado 9 23.68
Outros 4 10.52
Total 38 100.0

Em relacdo a distribuicdo geografica, os pacientes avaliados eram provenientes
de 22 municipios do Estado do Para e 3 municipios do Estado do Maranhdo. O Estado
do Para € dividido em seis mesorregides, e a maior parte dos pacientes eram originarios
da regido nordeste (Tabela 3). Quanto a distribuicdo anatémica das lesGes, podemos
observar que 84.21 % das lesGes estavam localizadas nos membros inferiores, 10.52 %
nos membros superiores e 5.26 % no tronco (Tabela 4). Na tabela 5 temos a descricao

dos tipos de lesdes, sendo a mais comum a lesdo nodular com 76.31 % dos casos.
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Tabela 3: Distribui¢do geografica dos pacientes com CBM atendidos na URE Marcello

Candia.

Mesorregides NUmero de Casos (%)
Baixo Amazonas 0 0.0
Marajo 9 23.70 %
Nordeste 21 55.25 %
Sudeste 0 0.0
Sudoeste 0 0.0
Regido Metropolitana de 5 13.15%
Belém
Estado do Maranhdo 3 7.9%

Tabela 4: Regido anatdmica das lesdes dos pacientes com CBM atendidos na URE

Marcello Candia.

Local das Lesoes NUmero de Casos (%)
Membros Superiores 5 10.52
Membros Inferiores 34 84.21

Abdomen 2 5.27

Tabela 5: Tipo de lesdes dos pacientes com CBM atendidos na URE Marcello Candia.

Tipo de Lesoes NUmero de Casos (%)
Nodular 29 76.31
Placa 10 18.42
Difusa 2 5.26
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5.2. SENSIBILIDADE in vitro

Na tabela 6 estdo descritos os CIMs dos isolados de todos os pacientes,
apresentando os valores maximos e minimos de CIM, média geométrica da CIM, CIMsg
e CIMgy, para os nove agentes antifngicos estudados.

Primeiramente, usando os valores de CIM, buscamos identificar quais drogas seriam
mais eficazes, o que nos permitiu dividir as drogas em trés grandes grupos (Figura 6).
O primeiro grupo formado pelo PCZ, VCZ e ITZ foram os antifangicos com melhor
atividade, apresentando CIM < 0.53 pg/ml, sendo que os valores de CIMs destes
farmacos apresentaram diferenca significativa entre eles (p < 0.001) (Figura 7). Os
outros resultados descritos na tabela 6 (CIMsy e ClMg) reforcam a eficécia destes
antifangicos.

Ja o grupo formado pelos antiflngicos TBF, CTZ, ANF e CAS demonstraram CIM
> 0.83 ug/ml, valores significativamente maiores que o grupo anterior do PCZ, VCZ e
ITZ (p <0.05) e apesar de nédo ser considerada resisténcia medicamentosa, indicam uma
baixa eficacia dessas moléculas frente aos agentes etioldgicos da CBM. O terceiro
grupo, representado pelo FCZ e 5-FLU, mostraram valores elevados, com CIM > 64
ug/ml. Esses valores mostraram diferenca significativa (p < 0.001) quando comparados
com o primeiro grupo (PCZ, VCZ, ITZ) e também refletem a ineficacia destes agentes

antifangicos no tratamento da CBM (Figura 6).
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Tabela 6: Avaliacdo da suscetibilidade in vitro dos isolados clinicos de Fonsecaea spp em
relacdo a nove agentes antifingicos.

Isolados
clinicos de Concentracdo Inibitéria Minima (pg/ml)
Fonsssgaea ITZ TBF CTZ ANF B5FLU FCZ PCZ VCZ CAS
1 0.5 2 1 4 >64 >64 0.25 0.25 > 16
2 0.5 0.5 1 4 >64 32 0.25 0.25 > 16
3 0.5 2 2 8 >64 >64 0.25 0.25 > 16
4 1 1 2 4 >64 >64 0.25 0.25 > 16
5 0.5 0.5 2 2 >64 >64 0.25 0.5 > 16
6 1 4 2 8 64 >64 0.25 0.5 16
7 0.5 0.5 1 4 >64 32 0.25 0.125 > 16
8 0.5 1 1 4 32 >64 0.25 0.5 8
9 0.5 1 1 2 32 >64 0.5 0.25 > 16
10 0.5 1 0.5 8 >64 >64 0.5 0.25 16
11 0.25 1 0.5 4 >64 32 0.25 0.25 16
12 1 0.5 1 4 64 >64 0.5 0.25 16
13 1 4 8 8 >64 >64 0.5 0.5 > 16
14 0.5 0.5 1 2 >64 64 0.5 0.25 > 16
15 1 1 1 4 >64 64 0.125 0.25 16
16 0.5 2 1 8 >64 >64 0.5 0.5 4
17 0.5 1 0.5 4 >64 16 0.25 0.25 16
18 0.5 1 1 8 >64 32 0.25 0.25 > 16
19 1 1 2 8 >64 >64 0.125 0.25 16
20 0.25 2 0.5 2 >64 64 0.25 0.25 8
21 0.5 0.5 2 8 >64 >64 0.5 0.25 > 16
22 1 1 4 4 >64 >64 0.5 0.5 16
23 0.5 0.25 1 2 64 >64 0.5 0.25 > 16
24 1 0.25 0.5 4 64 64 0.5 0.25 > 16
25 0.5 1 1 4 >64 64 0.25 0.25 > 16
26 0.25 0.25 0.5 1 64 64 0.25 0.25 16
27 0.5 0.5 1 4 64 >64 0.25 0.125 > 16
28 0.25 1 1 2 >64 >64 0.25 1 4
29 1 1 2 8 64 >64 0.25 0.25 > 16
30 0.5 0.5 1 4 >64 64 0.125 0.5 > 16
31 0.5 0.5 1 4 64 >64 0.25 0.25 > 16
32 0.5 0.5 1 2 64 64 0.25 0.5 16
33 0.5 0.5 1 4 >64 64 0.25 0.5 16
34 0.5 0.5 1 4 >64 64 0.25 0.25 8
35 1 4 2 8 64 >64 0.25 0.5 > 16
36 0.5 0.5 2 4 >64 64 0.25 0.25 > 16
37 0.5 1 2 4 >64 >64 0.25 0.25 > 16
38 0.5 1 1 4 >64 >64 0.5 0.25 > 16
MG 0.53 0.80 1.18 4 61.70 57.83 0.28 0.30 14.08
MG méx. e
min. 1-0.25 4-0.25 8-0.5 8-1 >64-32 >64-16 0.5-0.125 1-0.125 4 >16
CIMs, 0.5 1 1 4 64 64 0.25 0.25 16
ClMg 1 2 2 8 64 64 0.5 0.5 16

MG da CIM: Média Geométrica da Concentracdo inibitéria Minima, MG max e MG min: Média
Geomeétrica maxima e minima, CIMs, e CIMgy: concentragdo de antifingicos capaz de inibir,
respectivamente, 50 % e 90 % dos isolados clinicos de Fonsecaea spp.
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Figura 6: Perfil de suscetibilidade de 38 isolados clinicos de Fonsecaea spp em relagdo a 9
antifungicos de acordo com CIM. Os farmacos foram divididos em 3 grupos, sem diferenga
estatistica entre os farmacos que compdem os grupos dois e trés. O Grupo 1, apresentou 0s
menores valores de CIM, e consequentemente de melhor eficiéncia. * p < 0.05 para Grupo 1
vs Grupo 2 e Grupo 2 vs Grupo 3. *** p < 0.001 para Grupo 3 vs Grupo 1. Valores estdo

expressos media geométrica.
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Figura 7: Perfil de suscetibilidade de 38 isolados clinicos de Fonsecaea spp em relacdo
a trés antifungicos de acordo com CIM. *** p < 0.001 para ITZvs PCZ e ITZ vs VCZ,
ndo houve diferenca entre PCZ vs VCZ p > 0.05. Valores expressos em média
geomeétrica.

Apoés a determinagdo dos valores CIM, seguimos no experimento avaliando
outro parametro de eficacia das drogas, através da determinacdo da concentracdo dos
farmacos que € capaz de causar a morte do agente etiolégico, chamada de Concentracao
Fungicida Minima (CFM), descrita na tabela 7, apresentando os valores maximos e
minimos de CFM, média Geométrica de CFM, CFMsy e CFMg, para 0s nove agentes
antifungicos estudados.

Os resultados mostraram que o PCZ apresentou o melhor desempenho neste
parametro, CFM = 4.07 ug/ml, valor estatisticamente menor que os valores do ITZ (p <
0.05) e VCZ (p < 0.05) (Figura 8), indicando que o PCZ teve a melhor resposta
fungicida frente ao agente etioldgico desta micose subcutanea.

Os resultados obtidos para os antifungicos CTZ, TBF e ANF-B revelaram uma

CFM > 8.06 pg/ml, valores significativamente maiores que ao PCZ (p < 0,05),
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confirmando uma baixa eficicia quanto a sua capacidade fungicida, em comparagédo ao
PCZ.

Para FCZ, 5-FLU e CAS ndo foi possivel determinar a CFM, uma vez que no
teste de CIM, estes farmacos atingiram o valor maximo na faixa de concentragéo testada

que corresponde a 64 pg/ml para o FCZ e 5-FLU e 16 pg/ml para a CAS.
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Tabela 7: Avaliacdo da Concentragdo Fungicida Minima dos 38 isolados clinicos de
Fonsecaea spp.

Isolados Concentra¢ao Fungicida Minima (pg/ml)
clinicos de

FO’;;EC‘"E ITZ TBF CTZ ANF 5FLU FCZ PCZ VCZ CAS
1 1 4 2 8 nd nd 4 16 nd

2 4 2 2 8 nd >64 2 4 nd

3 1 4 2 16 nd nd 2 8 nd

4 16 >16 >16 >16 nd nd 8 8 nd

5 16 >16 8 >16 nd nd 8 8 nd

6 8 16 16 >16 nd nd 8 16 nd

7 8 8 >16 >16 >64 >64 8 8 nd
8 4 8 8 >16 nd nd 2 16 >16

9 1 8 8 8 nd nd 2 8 nd
10 >16 8 >16 >16 nd nd 8 16 nd
11 2 8 >16 >16 nd >64 2 4 nd
12 4 2 2 8 nd nd 4 8 nd
13 2 8 8 >16 nd nd 2 8 nd
14 >16 8 16 4 nd nd 2 2 nd
15 4 >16 4 >16 nd nd 8 1 nd
16 >16 >16 >16 >16 nd nd 2 16 >16
17 2 8 >16 >16 nd >64 16 2 nd
18 >16 16 16 8 nd >64 16 16 nd
19 >16 >16 >16 >16 nd nd 2 16 nd
20 16 >16 8 >16 nd nd 1 4 >16
21 >16 16 16 >16 nd nd 1 2 nd
22 >16 >16 8 8 nd nd 8 4 nd
23 >16 >16 >16 >16 nd nd 8 16 nd
24 8 2 8 >16 nd nd 16 2 nd
25 16 16 16 16 nd nd 2 16 nd
26 4 2 4 4 nd nd 8 4 nd
27 >16 >16 >16 >16 nd nd 4 8 nd
28 16 4 16 16 nd nd 1 16 >16
29 8 4 2 16 nd nd 16 16 nd
30 >16 >16 8 >16 nd nd 1 1 nd
31 >16 2 1 8 nd nd 4 16 nd
32 >16 >16 >16 >16 nd nd 4 8 nd
33 >16 >16 16 >16 nd nd 16 16 nd
34 1 >16 2 >16 nd nd 1 1 >16
35 >16 >16 >16 >16 nd nd 8 16 nd
36 >16 >16 >16 >16 nd nd 16 16 nd
37 >16 >16 >16 >16 nd nd 2 16 nd
38 >16 >16 >16 >16 nd nd 8 16 nd

MG 8 9.08 8.60 13.09 - - 4.07 7.04 -

MG méax.e >16-1 >16-2 >16-1 >16-4 - - 16-1 16-1 -

min.
CFMg, 16 16 16 16 - - 4 8 -
CFMgo 16 16 16 16 - - 16 16 -

MG da CFM: Média Geométrica da Concentracdo Fungicida Minima, MG max e MG min: Média Geométrica
méaxima e minima, CFMs, e CFMg,: representam a menor concentracdo do antiflngico capaz de matar,
respectivamente, 50 % e 90 % dos isolados clinicos de Fonsecaea. nd: Nao determinada.
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Figura 8: Perfil de suscetibilidade de 38 isolados clinicos de Fonsecaea spp em relacdo a ITZ,
VCZ e PCZ, de acordo com CFM. * p < 0,05 para ITZ vs PCZ e VCZ vs PCZ ndo houve
diferenca entre ITZ vs VCZ p > 0.05. Valores expressos em média geométrica.

Apos avaliar a eficacia dos farmacos in vitro, buscamos entender se existia diferenca
de sensibilidade entre as espécies identificadas através da biologia molecular. A tabela 8
apresenta a média geométrica da CIMs, variacdo da CIM, CIMsy e CIMgg para os isolados de F.
pedrosoi e F. monophora obtidos dos pacientes com CBM.

Apesar de as espécies F. pedrosoi e F. monophora terem apresentado um perfil de
sensibilidade semelhante, a espécie F. monophora mostrou-se mais sensivel paraa TBF e CTZ
(p < 0.05). Porém, quando avaliamos as espécies isoladamente em relacdo aos antifingicos,
observamos que os farmacos mais eficientes foram o0 VCZ, PCZ e ITZ apresentando um CIM <
0.55 pg/ml, sendo que os valores de CIMs destes farmacos apresentaram diferenca significativa

entre eles (p < 0.05).
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Tabela 8: Avaliacdo da suscetibilidade in vitro dos 22 isolados clinicos de Fonsecaea
pedrosoi e Fonsecaea monophora em relagdo a nove agentes antiflngicos.

CIM (pg/ml)
Espécies (n) e Média Variagédo CIMs CIM o
antifingicos Geométrica
avaliados
Fonsecaea
pedrosoi (n=16)
Itraconazol 0.55 0.25-1 0,5 1
Terbinafina 0.84 0.25-2 1 2.6
Cetoconaol 1.31 05-2 1 3.8
Anfotericina B 4.36 1-8 4 8
5-fluorocitocina 61.28 32->64 64 64
Fluconazol 53.81 16 - > 64 64 64
Posaconazol 0.26 0.125-05 0.25 0.5
Voriconazol 0.25 0.125-0.5 0.25 0.5
Caspofungina 14.67 8->16 16 16
Fonsecaea
monophora (n=6)
Itraconazol 0.5 05-1 0.5 1
Terbinafina 0.59 * 0.25-1 0.75 1
Cetoconaol 0.84 * 05-2 1 2
Anfotericina B 4,75 2-8 4 8
5-fluorocitocina 64 64 - > 64 64 64
Fluconazol 53.81 32->64 64 64
Posaconazol 0.29 0.25-0.5 0.25 0.5
Voriconazol 0.25 0.25-05 0.25 0.5
Caspofungina 16 16 ->16 16 16

*p < 0.05 para TBF F. monophora vs F. pedrosoi
*p < 0.05 para CTZ F. monophora vs F. pedrosoi



Apos avaliar a eficicia dos farmacos in vitro, procuramos entender se a avaliacdo da
sensibilidade das cepas poderia de fato se relacionar com a evolucdo clinica dos pacientes.
Neste sentido, o ITZ foi escolhido como parametro, pois é usado para o tratamento da doenca
na URE Marcello Candia. Assim, separamos as cepas em quatro grupos de acordo com a
avaliacdo clinica (Figura 9). Os resultados demonstraram que o grupo classificado como
“piora” teve um valor de CIM (0.90 £ 0.10 pg/ml) significativamente maior que o grupo “cura”
(0.45 £ 0.05 pg/ml, p < 0.05), “melhora” (0.59 £ 0.05 pg/ml, p < 0.05) e sem melhora (0.45 +
0.05 pg/ml, p < 0.05). Nao houve diferenga significativa entre “cura” vs “melhora” ou “sem

melhora” (p > 0.05).
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Figura 9: Relagéo entre a CIM e a evolugéo clinica. Valores de CIM sdo expressos em média £
EPM. Os dados demonstraram que o grupo com piora (n=5) teve um valor médio de CIM de
0.90 £ 0.10 pg/ml, sem melhora (n=5) teve um valor médio de CIM de 0.45 £ 0.05 pg/ml, com
melhora (n=22) 0.59 + 0.05 pg/ml e cura (n=6) 0.45 £ 0.05 pg/ml, * p < 0.05 para comparagéo

entre cura vs piora, melhora vs piora e sem melhora vs piora.

56



Figura 10: Evolucéo clinica dos pacientes com CBM. As figuras A e C demonstram as lesGes
dos pacientes antes do tratamento com ITZ 200 mg/dia e as figuras B e D ap6s o tratamento,

sendo B considerado cura e D paciente com melhora.

Outro aspecto importante no prognostico dessa doenca é o tipo de leséo, e para avaliar a
correlacdo entre a lesdo e a sensibilidade dos isolados clinicos, separamos o0s isolados em trés
grupos com os seguintes valores de média de CIM + EPM: nodular (0.58 + 0.046), placa (0.57
+ 0.078) e difusa (0.75 = 0.25). Os valores CIMs observados nesses grupos nao apresentaram

diferenca estatistica significativa (p > 0.05) (Figura 10).
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Figura 11: Relag&o entre a CIM do ITZ e as formas clinicas. Valores da CIM s&o expressos em média
EPM. N&o houve diferenca significativa entre os grupos avaliados com p > 0.05.

5.3. DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES PLASMATICAS DE ITZ E ITZOH
NOS PACIENTES COM CBM

Outro importante fator para compreensdo da evolucdo da doenca é a determinacdo dos
niveis plasmaticos do ITZ e seu metabolito ITZOH. Os resultados da dosagem nas 15 amostras
de plasma dos pacientes com CBM que fizeram uso de 200 mg/dia mostraram concentragdes
para 0 ITZ variando de 55.3 a 548 ng/ml com valor médio de 179 + 32 ng/ml e coeficiente de
variacdo (CV) interindividual de 69 % (Figura 12). Para o ITZOH as concentracfes variaram
de 165 ng/ml a 1300 ng/ml com valor médio de 525 + 82 ng/ml e CV de 60 % (Figura 13). A
figura 14 demonstra a somatdria das concentragdes de ITZ+ITZOH. Quando comparamos 0s
niveis plasmaticos dos analitos, observamos que o ITZOH (525 + 82 ng/ml) estava trés vezes
mais elevado no plasma dos pacientes, com diferenca estatistica significativa em comparacéo

como ITZ (179 + 32 ng/ml) (p= 0.0007) (Figura 15).
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Figura 12: Concentracdes plasmaticas de ITZ nos pacientes com CBM fazendo uso de 200
mg/dia. O Coeficiente de variagdo interindividual foi de 69 %. A linha pontilhada marca a
concentracdo plasmatica minima de 1TZ (100 ng/ml) referida como necessaria para produzir
um efeito terapéutico satisfatério (CAUWENBERGH, 1994).
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Figura 13: Concentracdes plasmaticas de ITZOH nos pacientes com CBM fazendo uso de
200 mg/dia. O coeficiente de variacdo interindividual nos niveis plasmaéticas de ITZOH foi

de 60 %.
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Figura 14: Somatdria das concentracdes plasmaticas de ITZ + ITZOH nos pacientes com
CBM fazendo uso de 200 mg/dia A linha tracejada marca o limite minimo aceitavel da
somatéria das concentragfes plasmaticas do ITZ e ITZOH (1000 ng/ml) para efeito
terapéutico satisfatério. A linha pontilhada marca a concentracao plasmatica minima de ITZ
(100 ng/ml) necesséaria para efeito terapéutico satisfatorio (CAUWENBERGH, 1994; BEGG
et al., 2001).
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Figura 15: Diferenca entre os niveis plasmaticos de ITZ e ITZOH em 15 amostras de
pacientes com CBM. Os valores expressos em média £ dp. *** p < 0.001 para comparacao
entre ITZe ITZOH.
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Para analisar a relacdo entre os valores plasmaticos de ITZ e ITZOH dosados no presente
estudo e a evolugdo clinica, separamos os pacientes em dois grupos: melhor e ndo melhor.
Quando comparamos os niveis de ITZ entre esses dois grupos, observamos que ndo houve
diferenca estatistica significativa entre eles (p= 0.7283) (Figura 16). No entanto, quando
comparamos 0s niveis de ITZOH, observamos que o grupo com melhora apresentou
concentragdes significativamente mais elevadas que o grupo sem melhora (p= 0.0482) (Figura

17).
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Figura 16: Relagdo entre as concentracdes plasmaticas de ITZ e a evolugéo clinica. Os dados
demonstram que o grupo com melhora (n=12) apresentou um valor médio de 216 * 43.6 ng/ml
e sem melhora (n= 3) 106 + 14.5 ng/ml, (p=0.728), sem diferenga estatistica significativa.
Valores sdo expressos em média + dp.
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Figura 17: Relacdo entre as concentracdes plasmaticas de ITZOH e a evolucgdo clinica. Os
dados demonstram que o grupo com melhora (n=12) apresentou um valor médio de 623.5 +
96.3 ng/ml e sem melhora (n= 3) 248.2 + 25 ng/ml, (p=0.0482) com diferenca estatistica
significativa. Valores sdo expressos em média + dp.
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5.4. ALTAS DOSES DE ITZ NO TRATAMENTO DA CBM

Trés pacientes com CBM atendidos na URE Marcello Candia, que ndo apresentaram uma
evolucdo favoravel durante o tratamento convencional com 200 e posteriormente com 400
mg/dia de ITZ, foram submetidos a altas doses de ITZ, 600 mg/dia, divididos em duas
administracdes, apds o almoco e apds o jantar para garantir uma melhor absor¢do do farmaco.
A média de idade dos pacientes no momento do diagnostico foi de 63 anos (variando de 54 a 69
anos) e todos os pacientes eram agricultores rurais do sexo masculino (Tabela 9).

Apesar do incremento na dose administrada, 0 aumento na quantidade tomada ndo
garante um aumento linear nos niveis plasmaticos. Por esse motivo, as dosagens plasmaticas do
farmaco e seu metabdlito se tornam indispensaveis no acompanhamento desses pacientes, bem
como avaliacdo da funcdo hepéatica e renal, através dos exames laboratoriais: TGO
(transaminase glutdmica oxalacética), TGP (transaminase glutdmica piravica), ALP (fosfatase
alcalina), GGT (gama glutamil transpeptidase), bilirrubina total e fracbes, creatinina e uréia. As
analises bioguimicas foram realizadas somentez ap6s o aumento da dose para 600 mg/dia.

(Tabela 10).

Tabela 9: Caracteristicas epidemiologicas dos trés pacientes com CBM.

) Tempo de o Local da Tipo de Agente
Paciente  ldade Sexo B Municipio . B o
evolugéo Lesdo lesdo etiologico
A 54 M 20 anos Ourém Perna Nodular F. pedrosoi
B 63 M 10 anos Breves Perna Nodular F. pedrosoi
C 69 M 30 anos Séo Francisco Braco e Difusa F. pedrosoi
do Para Omoplata

O novo esquema terapéutico adotado no presente estudo, com 600 mg/dia, apresentou
resultado satisfatorio na evolugdo clinica, pois esses pacientes que ja faziam o tratamento com

ITZ por até 42 meses ndo relatavam melhora do seu quadro, o que aconteceu a partir do
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momento que iniciaram 0 novo esquema terapéutico, sendo que em 2 meses ja apresentavam

regressdo no tamanho das lesdes, com diminuicdo do processo inflamatério e do prurido,

caracterizando uma melhora do quadro clinico (Tabela 11) (Figura 18).

Figura 18: Evolucdo clinica do paciente B com CBM submetido a altas doses de ITZ. A figura
A, demonstra as lesdes nodulares do paciente quando fazia uso de 200 mg/dia de ITZ, em B
ap6s o aumento para 400 mg/dia, onde observamos a cura de algumas lesdes o surgimento de
outras como na figura C e o aumento novamente da dose para 600 mg/dia com regresséo no
tamanho das lesdes em dois meses de tratamento caracterizando melhora do quadro clinico na
figura D.
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Os resultados demostraram que ndo houve mudancas quanto perfil de sensibilidade ao

ITZ e os outros antifingicos avaliados, tanto para o0 CIM (Tabela 12) como para CFM (Tabela

13). As cepas isoladas permaneceram sensiveis para ITZ e resistentes para CAS, FLU e FCZ.

Tabela 10: Analise da funcao hepatica e renal dos trés pacientes com CBM que fizeram uso

de 600 mg/dia.
Parametros Paciente A Paciente B Paciente C
Hepaticos
Bilirrubina Direta 0.24 0.25 0.25
Bilirrubina Indireta 0.68 0.51 0.34
Bilirrubina Total 0.92 0.76 0.59
TGO 23 22 15
TGP 22 28 28
GGT 38 16 13
ALP 82 62 17
Renais
Creatinina 0.80 0.70 0.90
Uréia 19 30 39

Valores de Referéncia: Bilirrubina Direta (até 0.4 mg/dL); Bilirrubina Indireta ( até 0.8
mg/dL); Bilirrubina Total (0.30 a 1.2 mg/dL); TGO (15 a 37 U/L); TGP ( até 30 a 65 U/L);
GGT (12 a 73 U/L); ALP (40 a 129 U/L); Creatinina (0.70 a 1.30 mg/dL) e Uréia (10 a 50

mg/dL).
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Tabela 11: Caracteristica dos trés pacientes com resposta clinica positiva apds o inicio do

tratamento com 600 mg/dia de ITZ.

Paciente Data do Tratamento Tempo de Evolucéo
isolamento tratamento Clinica
Paciente A
Al 10/02/12 400 mg/dia 32 meses N&o Melhor
A2 05/10/12 600 mg/dia 2 meses Melhor
Paciente B
Bl 27/01/12 400 mg/dia 42 meses Né&o Melhor
B2 05/10/12 600 mg/dia 2 meses Melhor
Paciente C
C1 24/08/12 400 mg/dia 6 meses N&o Melhor
C2 05/10/12 600 mg/dia 2 meses Melhor
Tabela 12: Avaliacdo da CIMs dos seis isolados clinicos de F.pedrosoi.
Isolados Concentrag¢ao Inibitéoria Minima (pg/ml)
clinicos de
F. pedrosoi ITZ TBF CTZ ANF 5-FLU FCzZ PCZ VCZzZ CAS
Paciente A
Al 05 2 0.25 2 >64 64 0.25 0.25 16
A2 1 1 1 4 >64 >64 0.25 0.5 >16
Paciente B
Bl 0.5 1 0.5 4 >64 16 0.5 0.25 16
B2 0.5 2 0.5 4 >6 32 0.25 0.25 16
Paciente C
C1 0.5 1 1 4 >64 64 0.25 0.25 16
C2 1 2 2 4 >64 >64 0.5 0.25 >16
MG 0.66 141 0.70 3.56 64 45.25 0.31 0.28 16

Segundo a norma M38-A2 os isolados sdo resistentes aos antifungicos sdo quando a CIM para:
ITZ,PCZ e VCZ>4; TBF >0.5; CTZ>0.5; ANF >2; 5-FLU e FCZ > 64 ¢ CAS > 4.
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Tabela 13: Avaliacdo da CFM dos seis isolados clinicos de F.pedrosoi.

Isolados Concentra¢ao Fungicida Minima (pg/ml)
clinicos de
F. pedrosoi ITZ TBF CTZ ANF 5-FLU FCzZ PCZ VCz CAS
Paciente A
Al 2 8 >16 >16 nd nd 16 2 nd
A2 4 8 16 >16 nd nd 8 8 nd
Paciente B
B1 2 8 >16 >16 nd >64 2 4 nd
B2 4 8 8 16 nd >64 2 2 nd
Paciente C
C1 2 >16 4 >16 nd nd 8 2 nd
C2 4 >16 4 16 nd nd 16 8 nd
MG 282 10 9 16 nd nd 6.35 3.56 nd

Na figura 19, estdo descritos os resultados da determinagdo do ITZ e ITZOH em dois
momentos, antes e apds o uso de 600 mg/dia. Na dose de 400 mg, as concentragdes variaram de
215 a 243 ng/ml, com valor médio de 226 + 14.9 ng/ml para o ITZ, enquanto que para 0
ITZOH as concentragdes variaram de 519 a 783 ng/ml, com valor médio de 612 + 148 ng/ml.
J& na dose de 600 mg, variaram de 279 a 721 ng/ml para o ITZ, com valor médio de 448 + 194
ng/ml, e 1034 a 1412 ng/ml para o ITZOH , com valor médio de 1.203 + 192 ng/ml. A figura
20 ilustra a somatoria das concentragdes de ITZ e ITZOH para os trés pacientes submetidos a
uma mudanca no esquema terapéutico.

Observando individualmente cada paciente podemos notar uma tendéncia de aumento
para ITZ, mas quando comparamos a concentracdo média nos dois momentos ndo temos

diferenca estatistica significativa (p=0.1824) (Figura 21). Por outro lado, quando avaliamos o
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ITZOH observamos um aumento significativo nos niveis plasmaticos a partir do momento que

eles comecaram a utilizar a dose de 600 mg/dia (p=0.0148). (Figura 22)
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Figura 19: Concentragdes plasmaticas de ITZ e de ITZOH antes e ap6s o uso de 600 mg/dia.
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Figura 20: Somatéria das concentracdes de ITZ + ITZOH para os trés pacientes submetidos a

mudanca no esquema terapéutico para 600 mg/dia.
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Figura 21: Niveis plasmaticos de ITZ em pacientes com CBM antes e apds o aumento da dose
para 600 mg/dia. Os dados demonstram que o ITZ apresentou um valor médio de 226 + 14.9 ng/ml
na dose de 400 e 448 + 194 ng/ml na dose de 600 mg/dia. Os valores expressos em média + dp.
p>0.05 sem diferenca estatistica significativa.
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Figura 22: Niveis plasmaticos de ITZOH em pacientes com CBM antes e apds o aumento da
dose para 600 mg/dia. Os dados demonstram que o ITZOH apresentou um valor médio de 612 + 148
ng/ml na dose de 400 e 1203 £ 156 ng/ml na dose de 600 mg/dia. Os valores expressos em média
+ dp. *p<0.05 com diferenca estatistica significativa.
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6. DISCUSSAO

Apesar de alguns trabalhos terem abordado a questdo da avaliacdo da sensibilidade in
vitro dos agentes da CBM frente a diferentes antifangicos (BEDOUT et al., 1997; ANDRADE
et al., 2004; VITALE et al, 2009; NAJAFZADEH et al., 2010, BADALI et al., 2010, YANG et
al., 2012, DABOIT et al., 2013; DENG et al., 2013), os dados sdo escassos, 0s resultados sao
controversos e ainda sem consenso. Além disso, é raro encontrar trabalhos avaliando a
correlacdo do perfil de suscetibilidade aos antifingicos com a evolucéo clinica, o tipo de leséo,
distribuicdo geogréafica e as diferentes espécies. E apesar do ITZ ser o medicamento mais
utilizado na CBM, informac6es sobre os niveis plasmaticos efetivos deste farmaco e dos seus
metabolitos circulantes necessarios para profilaxia e tratamento ainda ndo estdo definidos nesta
patologia.

O presente estudo procurou caracterizar o perfil de sensibilidade dos isolados clinicos da
CBM de pacientes procedentes de diferentes municipios do Pard e do Maranhao, atendidos na
URE Marcello Candia, frente a nove agentes antifungicos, acompanhando a evolucdo da
doenca ao longo do tratamento farmacologico com ITZ, possibilitando assim investigar uma
relacdo entre os valores de CIM e CFM do ITZ com a resposta clinica, distribuicdo geografica e
tipo de lesdo. Também foi realizado o monitoramento dos niveis plasmaticos de ITZ e ITZOH,
buscando entender a farmacocinética deste medicamento nos pacientes com CBM, para
otimizacdo da terapéutica farmacoldgica.

Os resultados epidemioldgicos demostraram que a populagdo acometida pela doenca era
formada por adultos do sexo masculino, agricultores, com idade média de 57.44 anos. Esta
realidade pode ser decorrente das atividades rurais serem mais exercidas pelos homens e os
traumatismos, que favorecem a implantacdo transcutanea do fungo, estarem associados a
manipulacdo da vegetacdo rural (SILVA et al., 1999; MARTINEZ & TOVAR, 2007,

TORRES-GUERRERO et al., 2012). Em contraste, no Japao, onde as atividades agricolas séo
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exercidas por ambos 0s sexos, a distribuicdo é proxima de 1:1 (KONDO, 2005). Os estudos de
SALGADO et al (2004) e MARQUES et al (2006), fortalecem essa ideia, pois identificaram a
presenca natural do fungo F. pedrosoi, o principal causador da CBM, em regides rurais do
Estado do Para e Maranhéo.

Quanto a distribuicdo anatémica, o principal local afetado por lesdo foi o membro
inferior. Estudos epidemioldgicos em outras regides como S&o Paulo, Rio Grande do Sul, Rio
de Janeiro, Sri Lanka e Madagascar descreveram um perfil semelhante ao encontrado em nosso
estudo (ANDRADE et al., 2004, MINOTTO et al., 2001, MOUCHALQUAT et al., 2011,
ATAPATTU, 1997; ESTERRE et al., 1996). Novamente, de modo distinto ao encontrado na
maioria das regides, os casos de CBM no Japdo apresentam lesdes nos membros superiores,
cabeca e pescoco (KONDO, 2005), o que talvez possa ser explicado por diferentes modos de
lidar com a agricultura.

Nossos dados locais sugerem que, pelo menos parte dos trabalhadores rurais ndo utilizam
equipamentos de protecdo individual (EPIs, botas e calcas), o que favorece o contato direto
com a vegetagdo onde o fungo é encontrado, e com o desenvolvimento de lesdes
(MOUCHALOQUAT et al., 2011; QUEIROZ-TELLES et al., 2011). Assim, esperamos que este
estudo possa servir de base para novas diretrizes e politicas governamentais, buscando néo
somente o tratamento desses trabalhadores, mas aumentando as a¢fes no campo da prevencao
da doenca, tais como medidas educativas que esclarecam a importancia do uso EPIs e até
mesmo o fornecimento desses equipamentos gratuitamente para pequenos agricultores.

A CBM é uma doenca de dificil tratamento, em parte pela falta de padronizacdo do
esquema terapéutico (TORRES-GUERRERO et al., 2012), resultado da utilizacdo de vérias
opcOes de tratamento, sempre com baixas taxas de cura e frequentes recidivas (MINOTTO et

al., 2001; QUEIROZ-TELLES et al., 1992). Diante desta realidade, os ensaios de
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suscetibilidade in vitro vém ganhando importancia para detectar cepas resistentes, comparar
eficacia de diferentes antifungicos e direcionar a farmacoterapia.

No presente estudo os resultados de CIM demonstraram que trés antiflngicos (PCZ, VCZ
e ITZ) entre os nove estudados, apresentaram melhor atividade contra os isolados clinicos de
Fonsecaea spp, corroborando com alguns dados da literatura, como de DABOIT et al (2013)
que demonstraram que o ITZ, entre os avaliados, foi o segundo mais eficiente, enquanto que
NAJAFZADEH et al (2010) e ROJAS et al (2015) usando o CIM como parametro, também
determinaram o PCZ, ITZ e VCZ com 0s menores valores e consequentemente os mais
eficientes in vitro, contra o principal agente causador da CBM. Além disso, outros estudos
demonstraram que esses farmacos apresentaram um perfil de atividade in vitro similar contra
Cladophialophora carrionii, outro agente causador da CBM (VITALLE et al., 2009 ; DENG et
al., 2013).

Nos ultimos anos o arsenal antifingico foi ampliado com a inclusdo de novos triazois,
como 0 VCZ e o PCZ, que vém demostrando eficacia em teste de sensibilidade in vitro e em
consequéncia disso ja estdo sendo utilizados na terapia da CBM (NAJAFZADEH et al., 2010;
DENG et al., 2013; DABOIT et al., 2014), apesar do seu uso nesta doenca ainda ser limitado
devido ao alto custo (AMEEN, 2010; VITALE et al., 2009). No presente estudo, o PCZ e 0
VCZ demonstraram ser os mais eficazes in vitro, pois apresentaram baixos valores de CIMs.
Entretanto, o PCZ apresentou o menor valor de CFM, indicando que entre todos 0s noves
farmacos é o que consegue eliminar o fungo na menor concentragdo. Esses dados sugerem que
0 PCZ pode ser uma opcdo de tratamento para pacientes com CBM que ndo respondem
positivamente a terapia com ITZ.

O VCZ é um triazdlico que apresenta um largo espectro de atividade antifingica
(CATALAN e MONTEJO, 2006; MIKUS et al., 2011), e alguns estudos in vitro mostraram

que ele apresenta baixo CIM contra agentes causadores da CBM (VITALE et al., 2009, DENG
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et al., 2013, NAJAFZADEH et al., 2010, BIANCALANA et al., 2011, YANG et al., 2012),
concordando com os resultados observados em nosso estudo. Porém, nem todas as cepas sdo
sensiveis a esse medicamento. DABOIT et al (2014) avaliaram a suscetibilidade in vitro de 60
isolados clinicos de diferentes agentes causadores da CBM e observaram que esses isolados
apresentavam elevada CIM para o VCZ (CIM = 2.639 pg/ml). Esses dados controversos
reforcam a ideia de que os testes de sensibilidade in vitro devam ser realizados sempre antes do
inicio terapia da CBM, para identificacdo de cepas sensiveis aos diferentes farmacos.

O grupo representado pelos antifingicos TBF, CTZ, ANF e CAS demonstrou baixa
atividade contra os isolados de clinicos de Fonsecaea spp. A TBF vem sendo cada vez mais
utilizada no tratamento de doencas causadas por fungos demaéceos, incluindo a CBM
(ANDRADE et al., 2004; BIANCALANA et al., 2011; DABOIT et al., 2014; YANG et al,
2012; DENG et al., 2013). No entanto, nosso trabalho indica que a TBF possui baixa
efetividade contra os isolados clinicos de Fonsecaea spp, com 92.7% de cepas resistentes (CIM
> 0.5 pg/ml) para este farmaco. Adicionalmente, na avaliagdo da CFM, 53% dos isolados
cresceram na maior concentragdo de 16 pg/ml, confirmando a baixa eficacia deste
medicamento. Esses dados reforcam mais uma vez a importancia do teste in vitro, e sugerem
que o uso isolado da TBF deve ser avaliado com cautela em nossa regiéo.

O CTZ e a ANF apresentaram altos valores de CIM e CFM, compativeis com os dados da
literatura (VITALE et al., 2009; BEDOUT et al.,, 1997; CALIGIORNE et al.,, 1999;
ANDRADE et al., 2004). Atualmente, o CTZ n&o ¢ utilizado na terapia da CBM devido a sua
baixa eficiéncia e elevado risco de efeitos adversos em tratamentos mais longos, como é o caso
da CBM (QUEIROZ-TELLES et al., 2009). Em relacdo a ANF, todos os isolados apresentaram
resisténcia (> 2 pug/ml) confirmando que este farmaco néo é considerado como uma boa escolha
para terapia da CBM (BEDOUT et al., 1997, ANDRADE et al., 2004; BIANCALANA et al.,

2011; DABOIT et al., 2014, BADALI et al.,, 2010; THOMPSON et al., 2009). Outro
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antifungico avaliado nesse grupo foi a CAS, representante da classe dos equinocandinas, que
apresentou elevados valores de CIM e CFM, confirmando estudos anteriores que demonstraram
ser um medicamento ineficaz na CBM (NAJAFZADEH et al., 2010; BADALI et al., 2010;
DENG et al., 2013). Nés também avaliamos o FCZ e FLU, e para esses antifungicos
encontramos 100% de resisténcia nos isolados clinicos, confirmando dados semelhantes
obtidos por outros autores (NAJAFZADEH et al., 2010; BADALLI et al., 2010; DENG et al.,
2013).

Em relacdo aos agentes etioldgicos, ha relatos de que a infeccdo causada pela espécie F.
pedrosoi parece ser mais agressiva, enquanto que a F. monophora tem sido considerada como
oportunista (ZHANG et al., 2009, YANG et al., 2012). Nosso estudo demonstrou que essas
diferencas na patogenicidade provavelmente ndo se relacionam com a sensibilidade aos
antifungicos, pois as duas espécies apresentaram um perfil de sensibilidade semelhante. Os
farmacos mais eficientes contra ambos os fungos foram o 1TZ, VCZ e PCZ, porém sem
diferenca estatistica entre essas espécies, indicando que apesar de importante para levantamento
epidemioldgico, a identificagdo da espécie ndo é primordial para iniciar o tratamento
farmacol6gico, sendo, neste aspecto, mais relevante o teste de suscetibilidade in vitro. Além
disso, é importante destacar que a espécie F. pedrosoi foi o principal causador da CBM em
nosso estudo, com 72.72 % dos casos, confirmando dados da literatura que apontam esse fungo
como o maior responsavel pela CBM no Estado do Para (SILVA et al.,, 1999; PIRES et
al.,2012), mesmo antes da disponibilidade de genotipagem por biologia molecular, como aqui
realizado.

Entre os antifungicos avaliados em nosso estudo, o ITZ nos permitiu fazer, além da
andlise in vitro, uma relacdo com evolucao clinica pois € o farmaco de escolha para tratamento
da CBM na URE Marcello Candia. Estudos que relacionam a atividade de drogas antifungicas

in vitro com a resposta clinica vém sendo realizados para algumas espécies de Candida
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(MIKUS et al., 2011), porém para CBM esses dados sdo escassos. Diante deste fato, em nosso
estudo correlacionamos o CIM do ITZ com a evolucéo clinica.

Uma anélise individual de cada paciente, demonstrou que todos os isolados clinicos
apresentaram CIM < 1 pg/ml. De acordo com REVENKAR & SUTTON (2010) esse valor é
um bom indicador de sensibilidade, com boas possibilidades de resposta positiva ao tratamento
dos fungos melanizados, e segundo a norma M38-A2 podemos afirmar que ndo foram
encontradas cepas resistentes ao 1TZ. Apesar da auséncia de resisténcia in vitro (também
conhecida como resisténcia microbioldgica), 13 % dos pacientes apresentaram uma piora do
quadro clinico, o que também, de modo semelhante, foi descrito em pacientes com candidiase,
onde 94 % das cepas foram inibidas em concentragdes < 1 ug/ml de ANF ¢ mesmo assim 60 %
a 70 % apresentaram falha terapéutica (PFALLER et al., 1996; ESPINEL-INGROFF, 2003).

Em nosso estudo, observamos que os isolados de clinicos de Fonsecaea spp néo
apresentaram resisténcia microbioldgica, porém podemos inferir que estes pacientes que nédo
apresentaram melhora possivelmente estejam com resisténcia clinica que é a persisténcia ou
progressao de uma infeccdo apesar da administracdo de tratamento antifingico adequado. Entre
os principais fatores que contribuem para resisténcia clinica podemos destacar a
farmacocinética do antifungico, interacbes medicamentosas, idade, perfil imunolégico do
paciente, gravidade da doenca e adesdo do paciente a terapia (SANGLARD, 2003; WHITE et
al., 1998). Porém, apesar desses fatores, o valor de CIM ainda é importante para evolucéo da
doenca, pois no grupo de pacientes com piora a média do CIM foi de 0.9 pg/ml,
significativamente maior do que os pacientes com cura, melhora e sem melhora.

Diante desses resultados, podemos sugerir entdo que 1) em cepas consideradas néo
resistentes pela norma M38-Az2, o grau de sensibilidade, mesmo com pequenas variacdes entre

os valores de CIM, ainda pode influenciar a evolugéo clinica e; 2) mais estudos sao necessarios
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para uma melhor definicdo do cut-off adequado para separar cepas sensiveis de cepas
resistentes no que tange aos fungos negros causadores de CBM.

Sabe-se que o resultado terapéutico da CBM depende de varios fatores, entre eles
destaca-se o tipo de lesdo (BONIFAZ et al.,, 2004; QUEIROZ-TELLES et al., 1992).
SALGADO et al (2009) relataram a importancia em conhecer os tipos de lesdes da CBM, pois
através da identificacdo correta é possivel estabelecer melhor o progndstico de cada paciente,
como acontece por exemplo com as lesdes anulares, que apresentam um tempo de tratamento
em torno de 6 a 12 meses, enquanto que as lesdes em placa, nodular e difusa variam de 9 meses
a mais que 3 anos (SALGADO, 2013). Nossos resultados demonstraram que essas diferencas
ndo estdo relacionadas com a sensibilidade do fungo ao ITZ, pois ndo houve diferenca
significativa na CIM entre os isolados clinicos de Fonsecaea spp dos diferentes tipo de lesdo,
sugerindo que outros fatores estdo relacionados a essa variagao.

Outro fator determinante para avaliacdo da evolucdo clinica dos pacientes foi a
quantificacdo das concentracdes plasmaticas de ITZ e ITZOH. O ITZ, um dos poucos
medicamentos diponiveis para o tratamento da CBM, apresenta marcada variabilidade
farmacocinética inter e intra-individual, que pode comprometer a eficacia terapéutica, portanto,
torna-se relevante a monitorizagdo de suas concentragdes, afim de garantir que sejam
adequadas (BEGG et al., 2001).

Em nosso estudo, observamos uma elevada variacdo interindivual nas concentragdes
plasméticas de ITZ e ITZOH. Dados semelhantes foram descritos na literatura comparando a
dose de 200 mg/dia administrada em duas formas farmacéuticas diferentes (capsula e solugéo
oral), ocasidao em que foi observada uma larga variagéo intra e iterindividual nas concentragdes
plasmaticas em ambas as apresentacdes (BRADFORD et al., 1991, FREMAN et al., 2007). Tal

fato pode ser justificado pela absorcdo variavel, elevada lipossolubilidade, variabilidade na
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biodisponibilidade do farmaco, alta ligagdo as proteinas plasmaticas ( > 99 %), extensiva
metabolizacdo hepatica e interagdes medicamentosas e com alimentos (BEULE, 1996).

Alguns autores recomendam que os niveis plasmaticos do ITZ sejam superiores a 100
ng/ml (CAUWENBERGH, 1994), e em nosso estudo observamos que 93% (14 pacientes)
apresentavam niveis superiores a estes, o que indica uma adesdo adequada ao tratamento pela
maioria dos pacientes. Apesar de ndo estarem bem definidas as concentragdes “Otimas” para o
ITZOH, foi observado que este metabdlito apresenta-se trés vezes mais concentrado que o
prépio ITZ, sendo importante destacar que o ITZOH é considerado metabdlito ativo, podendo
contribuir para atividade micoldgica do tratamento. Deste modo, essa diferenga parece indicar
uma importante contribuicio do ITZOH na terapia antifungica, conforme relatado
anteriormente (POIRIER & CHEYMOL, 1998).

Deste modo, quando separamos 0s grupos, melhora e sem melhora, observamos que néo
houve diferenca para o 1TZ, enquanto que o ITZOH apresentou maior concentracdo no grupo
com melhora, reforgando a importancia do ITZOH na atividade farmacoldgica. Entretanto,
apesar das dosagens plasmaticas predizerem as concentracdes teciduais, ndo se sabe exatamente
quanto deste metabdlito pode chegar ao local da leséo, e se ele estaria em maior concentracdo
que o préprio ITZ neste compartimento, pois acredita-se que ele tem menor capacidade de
atravessar membranas biologicas, devido ser uma molécula hidrofilica (SEISHIMA et al.,
2004). Apesar dos poucos trabalhos buscando esclarecer essa questdo, SEISHIMA et al., 2004,
demonstraram em um paciente com CBM concentra¢gdes mais elevadas do ITZ no tecido
lesionado em comparagdo ao plasma. As concentragbes de ITZ e ITZOH no local da lesdo
podem esclarecer o papel de cada molécula no tratamento da CBM, indicando a necessidade de
mais estudos.

Apesar de alguns trabalhos avaliarem a farmacoterapia da CBM com ITZ em doses de

100, 200 e 400 mg/dia, muitos pacientes ndo evoluem positivamente nessas dosagens, fato este
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que demanda pela busca de novas alternativas terapéuticas, como por exemplo o aumento da
dose diaria utilizada por cada paciente. Porém, na CBM néo existe relato na literatura do uso de
doses superiores a 400 mg/dia, apesar de serem comumente usadas com sucesso em outras
micoses sisttmicas (BONIFAZ et al., 2004; QUEIROZ-TELLES et al., 1992; UNGAKORN &
REANGCHAINAM, 2006, SHARKEY et al., 1991, HUET et al., 2008).

No presente estudo identificamos trés pacientes que ndo apresentaram uma evolugéo
favoravel com o tratamento convencional (200 e 400 mg/dia de ITZ), apesar do tempo
prolongado de tratamento. Entdo, estes pacientes foram submetidos a uma mudanca no
esquema terapéutico para 600 mg/dia, divididos em duas administracdes ao dia. N0sSs0S
resultados mostraram que essa dosagem foi capaz de aumentar 0s niveis plasmaticos do ITZ e
do ITZOH. E importante destacar que os trés pacientes eram idosos, € que por esse motivo
podem ter inclusive uma diminuicdo de sua taxa de absor¢do do medicamento (WILLEMS et
al., 2001), mas apesar deste agravante observamos um resultado satisfatorio para os trés, onde
podemos destacar o paciente C, que apresentou uma concentracdo plasmatica trés vezes maior
do que quando fazia uso de 400 mg/dia. E importante ressaltar que, mesmo com o aumento da
dosagem e consequente aumento dos niveis plasmaticos, ndo observamos alteracGes
significativas das funcfes hepéticas e renais, 0 que estd de acordo com estudos anteriores
realizados com esta dosagem em pacientes com candidiase (SHARKEY et al., 1991).

A elevacdo do nivel plasmatico do medicamento indicava que poderiamos ter sucesso
com 0 novo esquema terapéutico, o que foi confirmado pela rapida evolucédo clinica observada
nesses pacientes. Em pouco tempo (2 meses) obtivemos melhora significativa das lesdes nos
trés pacientes. Além disso, também acompanhamos o perfil de suscetibilidade dos isolados
antes e depois do novo esquema terapéutico, e nossos dados demonstraram que ndo houve

mudancas significativas nos valores de CIM e CFM para todos os nove farmacos. Esses
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resultados indicam que o uso de doses elevadas de ITZ pode ser uma alternativa em pacientes
com CBM sem resposta ao tratamento usual.

Devido a falta de um tratamento padronizado até o momento para a CBM, os testes de
suscetibilidade desempenham um papel fundamental para a compreenséo do perfil dos isolados
de diferentes agentes da CBM. Desta forma, o presente estudo traz informacgdes importantes,
contribuindo para uma triagem de isolados resistentes ou ndo aos farmacos avaliados. Além
disso, nossos dados sobre sensibilidade aos farmacos podem orientar o clinico para a escolha
correta da terapia, mudanca no esquema terapéutico, aumento da dose do farmaco ou troca do

antifungico por outro que seja mais efetivo.
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7. CONCLUSOES

1.

O perfil epidemioldgico dos pacientes acometidos pela CBM era formado por adultos do
sexo masculino que desenvolviam atividades agricolas.

Os dados de biologia molecular confirmaram que a principal espécie causadora de CBM no
Estado do Para é F. pedrosoi (73%), seguida por F. monophora.

N&o houve correlacdo entre os tipos clinicos de lesdes, as espécies encontradas e a
sensibilidade dos isolados ao ITZ.

Nos testes de suscetibilidade in vitro, os farmacos com maior capacidade inibitéria do
crescimento fangico foram: PCZ, VCZ e ITZ.

O PCZ apresentou a menor CFM, e pode ser uma alternativa terapéutica em pacientes que
n&o respondem bem ao ITZ.

Nos testes de suscetibilidade in vitro, os antifungicos ANF-B, FCZ, 5-FLU e CAS se
demonstraram incapazes de inibir o crescimento dos fungos causadores da CBM.

Houve correlacdo entre as concentracGes plasmaticas do metabdlito ativo ITZOH e a
evolugdo clinica dos pacientes.

Na determinacdo das concentracBes plasmaticas, o metabdlito ativo ITZOH apresentou
concentracOes até trés vezes maiores que o ITZ, o que pode contribuir para atividade
antifungica do farmaco ITZ e assim auxiliar na resposta clinica do tratamento.

O uso de 600 mg/dia de ITZ pode ser uma alternativa terapéutica importante para pacientes

que ndo estejam evoluindo satisfatoriamente com 400 mg/dia.
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