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RESUMO

A cromoblastomicose (CBM) ¢ uma doenga flngica caracterizada por lesdes
cronicas cutaneas e¢ subcutaneas, decorrentes da implantacdo transcutdnea prévia de
diferentes fungos negros, pertencentes a familia Herpotrichiellaceae, o principal agente
pertencente ao género Fonsecaea. A regido amazodnica € a principal area endémica do
Brasil, o estado do Pard a principal area endémica no pais e segunda no mundo. Nao ha
uma padronizagdo de tratamento, ¢ usado a terapia medicamentosa, com diferentes
esquemas, principalmente itraconazol. Novos azolicos como posaconazol e voriconazol
comecaram a ser utilizados, mas com limitagdes devido ao alto custo, o uso de métodos
fisicos como a criocirurgia, termoterapia, terapia a laser ¢ a combinacdo de ambos. As
baixas taxas de cura e altas taxas de recidivas da doenca pode estar relacionado aos
diferentes métodos de tratamento empregados e a propria falta de um esquema
padronizado. O objetivo deste trabalho foi avaliar a sensibilidade in vitro de conidios e
células muriformes, induzidas in vitro, de Fonsecaea spp. frente a diferentes
antifiingicos, até o0 momento nao ha estudos que avaliem a ag¢do de fd&rmacos usando a
forma patogénica do fungo, reforcando a importancia deste estudo, seguindo o método
estabelecido na norma M38-A2, do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
A concentracdo inibitéria minima para cada farmaco utilizado foi obtida apos 5 dias de
interagdo, o posaconazol apresentou melhor atividade inibitoria in vitro para conidios
(CIMMmG=0.632pg/ml) e células muriformes (CIMmg=1pg/ml). Na andlise da
concentragdo fungicida, tanto em conidios quanto em células muriformes, o
posaconazol apresentou menor valor (CFMmc=6.72pug/ml, em ambos). As amostras
fingicas apresentaram tempos distintos para diferenciar seus conidios em células
muriformes, portanto acreditamos que apesar de pertencerem ao mesmo género os
fungos apresentam particularidades fisioldgicas ainda desconhecidas. Nos testes de
suscetibilidade in vitro, o PCZ teve as menores concentragdes inibitérias e fungicidas
tanto em conidios quanto em células muriformes,com isso investir em testes de
suscetibilidade foi impor importante para identificar cepas sensiveis ou resistente

Palavras-chaves: cromoblastomicose, Fonsecaea spp, antifingicos.
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ABSTRACT

Chromoblastomycosis (CBM) is a fungal disease characterized by chronic cutaneous
and subcutaneous lesions, due to the previous transcutaneous implantation of different
black fungi, belonging to the family Herpotrichiellaceae, the main agent belonging to
the genus Fonsecaea. The Amazon region is the main endemic area of Brazil and our
state is the main endemic area in the country and second in the world. There is no
standardization of treatment, drug therapy is used, with different regimens, mainly
itraconazole. New azolics such as posaconazole and voriconazole began to be used, but
with limitations due to the high cost, the use of physical methods such as cryosurgery,
thermotherapy, laser therapy and both. The low cure rates and high rates of relapse of
the disease may be related to the different treatment methods employed and the lack of a
standardized regimen itself. The objective of this work was to evaluate the in vitro
sensitivity of conidia and in vitro induced muriform cells of Fonsecaea spp. in the
presence of different antifungal agents, to date there are no studies evaluating the action
of drugs using the pathogenic form of the fungus, reinforcing the importance of this
study, following the method established in the standard M38-A2, Clinical and
Laboratory Standards Institute. The minimum inhibitory concentration for each drug
was obtained after 5 days of interaction, posaconazole showed better in vitro inhibitory
activity for conidia (CIMMG = 0.632pg / ml) and muriform cells (CIMMG = 1pg / ml).
In the analysis of the fungicidal concentration, in both conidia and muriform cells,
posaconazole presented lower value (CFMMG = 6.72ug / ml, in both). The fungus
samples presented distinct times to differentiate their conidia in muriform cells,
therefore we believe that although they belong to the same genus the fungi present
physiological peculiarities still unknown. In the in vitro susceptibility tests PCZ had the
lowest inhibitory and fungicidal concentrations in both conidia and muriform cells, thus
investing in susceptibility testing was important to identify sensitive or resistant strains

Keywords: chromoblastomycosis, Fonsecaea spp, antifungals.
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1. INTRODUCAO
1.1. CROMOBLASTOMICOSE

A cromoblastomicose (CBM) foi observada inicialmente no Brasil pelos
pesquisadores Pedroso & Gomes, em 1911, em alguns pacientes em Sao Paulo, porém o
relatorio cientifico dessas observagdes s6 foram publicados em 1920 (MCGINNIS, 1983).
Contudo, as primeiras descrigdes da doenga ficaram sob mérito do médico alemdao Max
Rudolph, que publicou o primeiro casos de CBM da cidade de Estrela do Sul, Minas
Gerais, Brasil, em 1914, embora o mesmo ndo tenha relatado a presenga das formas
parasitarias fungicas ao exame micoldgico direto (CASTRO; CASTRO, 2009).

O nome “cromoblastomicose” foi definido em 1992 por Terra et al., como sendo
uma doenga causada por fungos pigmentados, a doenca também ¢ conhecida como:
dermatite verrucosa, formigueiro, doenca de Pedroso, doenca de Fonseca e Gomes, micose
de Carrion, micose de Lane-Pedroso, blastomicose negra, cromomicose € pé-musgoso
(MCGINNIS, 1983).

A CBM tem uma distribuicdo mundial (figura 1) e é frequentemente observada
em regides de climas tropicais e subtropicais. A republica de Madagéscar, oeste do
continente africano, tem o maior registro de casos, contudo a casuistica abrange outros
paises como Gabao, México, Brasil, Costa Rica, Porto Rico, Venezuela, Cuba,
Republica Dominicana, India e Australia (TORRES-GUERRERO et al., 2012). Na
Asia, os casos relatados sdo do Japdo, China e Malasia. Enquanto que na Europa paises
como Russia, Republica Tcheca, Roménia e Alemanha apresentam a maior parte dos

casos europeus descritos (MARTfNEZ; TOVAR, 2007).
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Figura 1. Distribui¢ao dos casos de CBM no mundo, de acordo com casos relatados. Fonte: Telles ef all.,
2017.
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No Brasil, a regido Amazodnica tem sido considerada a principal area endémica
de CBM, com incidéncia estimada de 3/100.000 (QUEIROZ-TELLES et al., 2009;
SILVA; DE SOUZA; ROZENTAL, 1999). Entre os estados brasileiros com maior
média anual de casos relatados estdo Para, Maranhdo, Parania e Rio Grande do Sul
(QUEIROZ-TELLES et al., 1992, 2011).

No Para foram relatados 325, no periodo de 1942 a 1997, nos anos de 2001 a
2008 (SILVA; DE SOUZA; ROZENTAL, 1999), 110 casos foram registrados na
Unidade de Referéncia Especializada em Dr. Marcello Candia (URE- Marcello Candia)
(dados nao publicados), o que contribui para que o nosso estado seja a principal area
endémica do pais e a segunda maior em prevaléncia no mundo, atrds somente de
Madagascar (DE HOOG et al., 2000; QUEIROZ-TELLES et al., 2011).

A CBM ¢ a infec¢do fingica mais comum causada por fungos melanizados e
caracterizada por uma infec¢do granulomatosa que apresenta lesdes cronicas cutaneas e
subcutaneas, decorrente de um traumatismo transcutaneo prévio de diversas espécies de
fungos filamentosos produtores de pigmentos melanicos (QUEIROZ-TELLES et al.,
2009, 2017).

A CBM raramente acontece em criancgas e adolescentes, embora no periodo de
1992 a 2004 ja tenha sido relatado 22 casos em criangas e adolescentes venezuelanos. E
uma doenga de ocorréncia e maior prevaléncia na populagdo adulta, com idade de 40 a
50 anos e predominancia na populagdo masculina variando de 5 a 9:1 em relagdo ao
populagdo feminina (PEREZ-BLANCO et al., 2006; QUEIROZ-TELLES, 2015).

A CBM ¢ descrita como uma doenca ocupacional em todo o mundo,
principalmente por afetar trabalhadores agricolas, jardineiros, lenhadores e vendedores
de produtos agricolas que relatam a inoculacdo traumatica com material ambiental
como: espinhos, “madeira bruta” e material vegetal em decomposicdo (MARQUES et
al., 2006; QUEIROZ-TELLES et al., 2011).

A presenca destes fungos no ambiente sugere que os mamiferos sejam
hospedeiros acidentais, podendo ser descrito da seguinte maneira: a) presenca de forma
filamentosas, conidios e células muriformes em material vegetal saudavel ou em
decomposicdo, b) inoculacdo acidental destas formas em mamiferos, resultando no
surgimento de lesdes, c¢) eliminacdo de células muriformes para o meio ambiente

(LEAO et al., 2013).
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1.2. AGENTES ETIOLOGICOS

Os agentes etioldgicos da CBM, segundo a classificacdo taxondmica, pertencem
a ordem Chaetothyriales, familia Herpotrichiellaceae (QUEIROZ-TELLES et al., 2017).
Os agentes etiologicos (figura 2) relatados com mais frequéncia sdo Fonsecaea
pedrosoi, Phialophora verrucosa, Cladophialophora carrionii, Rhinocladiella
aquaspersa ¢ Exophiala dermatitidis, sendo os dois ultimos menos frequentes
(KRZYSCIAK; PINDYCKA-PIASZCZYNSKA; PIASZCZYNSKI, 2014).

F. pedrosoi e C. carrionii sdo geralmente encontrados em regides tropicais e
subtropicais. F. pedrosoi ¢ encontrado principalmente em areas umidas, enquanto C.
carrionii ¢ prevalente em climas semiaridos (QUEIROZ-TELLES, 2015). No Brasil,
novas espécies foram descritas, como F. pugnacius, Cyphellophora ludoviensis e R.

tropicalis a partir de casos de CBM brasileiros (GOMES et al., 2016).

Figura 2. Principais agentes da cromoblastomicose. A) F.pedrosoi, B) P.verrucosa, C) C. carrionii e D)
R.aquaspersa. Fonte: Arquivo do Laboratorio de Dermato-Imunologia.

Os fungos que pertencem a ordem Chaetothyriales apresentam colonias de
anverso em tons olivaceos, cinzentos ou negros, devido a presenca da DHN-melanina,

que ¢ estruturalmente similar a Dopa-Melanina, sintetizada por seres humanos, a DHN-
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Melanina difere-se por ser derivada do di-hidroxinaftaleno (DHN) (EISENMAN;
CASADEVALL, 2012), este pigmento ¢ um importante fator de viruléncia em fungos
patogénicos devido as suas propriedades antioxidante, termoestavel e anti-radioativa
(CUNHA et al., 2010; QUEIROZ-TELLES et al., 2017). Os agentes etiologicos da
CBM sao seres saprobios, podendo ser encontrado em plantas, como maria-fecha-a-
porta (Mimosa pudica) e babagu (Orbignya phalerata Martius) no solo em materiais em
decomposicdo (MARQUES et al., 2006; SALGADO et al., 2004), onde sdo encontrados
na sua forma vegetativa ou de micélio.

O principal agente etioldgico, F. pedrosoi € um fungo melanizado, que apresenta
uma colonia de textura aveludada, coloragdo verde oliva ao negro (figura 3A), com
desenvolvimento 6timo a 33°C e termotolerancia de crescimento a 37°C. A melanina
presente em sua parede celular lhe confere integridade estrutural e prote¢do imunologica
contra a resposta do hospedeiro, mascarando seus antigenos. A andlise microscopica da
coldnia ¢ possivel apos microcultivo em lamina que nos permite a visualizagdo de hifas
(figura 3B) septadas, melanizadas e conididforos (figura 3B) que se ramificam em
direcdo ao &pice. Sua conidiogénese inclui padrdes de formacao de conidios observados
em trés outros géneros tais com: Cladophyalophora, Phialophora e Rhinocladiella,
sendo a conidiagdo do tipo cladosporium ¢ a mais comumente observada e caracteristica
da espécie (SANTOS et al., 2007).

O F. pedrosoi ¢ um fungo dimoérfico ndo classico, apresentando-se em uma fase
saprobia no solo, na qual sdo encontradas formas conidiais e miceliais, € um estagio
parasitico, chamado de células muriformes (figura 3C), com pigmentagdes na cor
amarelo-acastanhadas, com parede celular espessa, divisao transversal e longitudinal

(ALVIANO et al., 2003).
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Figura 3. Caracteristicas do Fonsecaea pedrosoi. A) Colonia cultivada em meio Agar Batata. B)
Microcultivo com conidiagdo do tipo Cladosporium e hifas septadas. C) Células muriformes obtida de
exame micologico direto e in vifro em meio quimicamente definido (D). Fonte: Arquivos do Laboratdrio
de Dermato-Imunologia

Em complementagdo a caracterizagdo microscopica de espécies do género
Fonsecaea vérios estudos moleculares tém sido desenvolvido e estes incluem analise de
sequéncia de B-tubulina, actina e regides de DNA ITS ribossomal (DE HOOG et al.,
2004; NAJAFZADEH et al., 2011). O DNA ITS ¢ usado como padrdo para a construgao
filogenética deste género e a expressdao de genes como ACTI, BT2 e Cdc42 sao
importantes na progressao do ciclo celular e na constru¢do do citoesqueleto de actina e
estdo envolvidos na alteracdo morfogenética, levando a grandes células esféricas, que
logo entram em divisdo celular e originam as células muriformes. A presenca da
melanizacdo nesses fungos ¢ um fator protetor importante bem documentado para
fungos negros, assim a sintese de melanina ¢ dada pela expressdo de genes como Lac e
HmgA (SUN et al., 2012), essa sintese ocorre em estruturas chamadas melanossomos.
Os melanossomos de F. pedrosoi apresentam uma matriz fibrilar, semelhante a
encontrada em anfibios, em que funcionam como um local de deposito de melanina,
onde a partir destes a melanina serd exportada para a parede celular e depositada em
camadas concéntricas (FRANZEN et al., 2008).

A diferenciagdo de hifas e conidios em células muriformes ainda nao foi

elucidada, embora o conhecimento do controle experimental destes processos tenha
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aumentado nos ultimos anos. As primeiras tentativas de producao de células muriformes
in vitro, datam de 1957, com a utilizacdo de um “synthetic lymph médium” com
obtencdo de corpos esféricos, articulados em fragmentos de hifa semelhantes a
clamidosporos, apos 35 dias (SILVA, 1957).

Em 1985, Ibrahim-Granet, et. al. obtiveram células arredondadas, em um tempo
de 30 dias, a partir de uma cepa de F. pedrosoi, no qual denominaram de yeast-like por
ndo apresentarem a septagdo caracteristica das células muriformes observadas no tecido
vivo, usando meio Sabourard, com pH ajustado para 2,5 (com HCI), sob agitacao
constante a 20°C (IBRAHIM-GRANET; GUECHO; DE BIEVRE, 1985), células
muriformes podem ser obtidas, também, apos 45 dias de cultura sob agitagdo em meio
Butterfield acrescido de biotina, tiamina e DL-propanolol (ALVIANO et al., 1992).

Em 1993, utilizando um meio quimicamente definido, adicionado de Ca*?
EGTA, induz células esclerdticas apos 21 dias de cultivo (MENDONZA;
KARUPPAYIL; SZANISZLO, 1993). Mais recentemente, utilizou o fator ativador de
plaquetas (PAF) para induzir a formagao de células escleroticas de Fonsecaea pedrosoi
(ALVIANO et al., 2003).

Os estudos, mais recentes, voltados para inducao de células muriformes sdo de
Silva et.al. que propuseram os meios de cultura obtidos da biomassa de Theobroma
grandiflorume ¢ Bactris gasipaes para obtengdo de células muriformes, conseguindo
reduzir o tempo de indugdo de células muriformes in vitro para 48 horas (DA SILVA et

al., 2008).

1.3. ASPECTOS CLINICOS E DIAGNOSTICO

A infec¢do ¢ decorrente da implantacdo traumadtica transcutdnea de fungos
filamentosos melanizados. No ponto de inser¢do se inicia uma lesdo que progride
cronicamente com comprometimento cutaneo e subcutdneo, que podem se espalhar e
produzir lesdes satélite, nestes pontos o prurido ¢ a principal manifestacdo clinica
(QUEIROZ-TELLES et al., 2009, 2017). Em 2004, Salgado et al. demonstraram a
presenca de hifas e conidios de F. pedrosoi nos espinhos de M. pudica e posteriormente
observaram células muriformes, semelhantes as células encontradas na lesdo dentro de
espinhos da mesma planta, o que faz permanecer incerto qual a forma flngica
responsavel pelo inicio da doenga e se o hospedeiro e/ou o agente sdo responsaveis por

formas clinicas da CBM (DA SILVA et al., 2008; SALGADO et al., 2004, 2005).
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As lesdes iniciais, se nao diagnosticadas precocemente, progridem e assumem
diferentes tipos de formas clinicas e de gravidade. A progressdo da lesdo se da pelo
envolvimento progressivo e cronico de estruturas teciduais cutaneas e subcutaneas em
uma resposta granulomatosa fibrosa com microabcessos embutidos e a presenga de
células muriformes (esclerodticas) no tecido afetado que sdo facilmente observadas por
microscopia Optica e que resistem a morte pelo hospedeiro e permitindo a evolugdo da
inflamacdo granulomatosa (DA SILVA et al., 2008; MARQUES et al., 2004
MATSUMOTO et al., 1984).

De acordo com Céarrion, a CBM pode apresentar diferentes formas clinicas:
nodular, tumoral, verrucosa, em placa e cicatricial, onde uma lesdo inicial, do tipo
papulosa ou verrucosa, evolui para as diferentes formas clinicas mencionadas e, depois,
cronicamente com edema e aumento de volume do membro afetado (CARRION, 1950).
Outro método de classificacdo proposto ¢ segundo a gravidade do quadro clinico, do
numero, da extensdo e disseminagdo das lesdes. A lesdo nodular ou uma placa solitaria
com menos de 5 cm de diametro define o quadro clinico como leve, se as lesdes
cobrirem um ou duas regides cutdneas, com menos de 15 cm de didmetro, o quadro
seria definido como moderado, enquanto as formas graves seriam aquelas com lesdes
extensas (QUEIROZ-TELLES et al., 1992).

Salgado er. al, em 2005, descreveram um novo tipo clinico, a
cromoblastomicose difusa cutinea, caracterizada por lesdes nodulares-verrucosas com
distribui¢do difusa na pele, com quadro clinico semelhante ao de outras doengas
infecciosas figura 4 (SALGADO et al., 2005). O mesmo grupo publicou trés casos da
doengas em que os aspectos clinicos se apresentavam de maneira diferente em relagao
aos que ja haviam sido descritos, assim os trés casos de lesdes localizadas com aspecto
papulomatoso, escamasos agrupados em uma lesdo de formato anular foi denominada
de CBM cutanea localizada (SALGADO et al., 2009). Conforme observado na figura 4
surgiu uma nova classificagdo para doenga, que se baseia no aspecto da lesdo ao longo
do processo evolutivo da CBM e que se correlacionam a resposta terapéutica ao

itraconazol.
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Figura 4. Classificacdo da CBM de acordo com o aspecto das lesdes. A doenca pode ser dividida em:
CBM cutanea localizada, que estd dividida em: anular, em placa, nodular e CBM cutanea Difusa. Fonte:
Ledo, 2013.

As manifestagdes clinicas ndo s3o suficientes para confirmar o diagnostico da
CBM, se faz necessario a realizacdo do exame micologico direto (EMD), a partir da
raspagem da lesdo cutanea o material coletado pode ser clarificado com hidréxido de
potassio (KOH) entre 10% e 20% ou lactofenol, através deste exame onde podemos
visualizar células muriformes que se apresentam na forma redonda-poliédrica, coloragao
acastanhada, com uma parede celular espessa, pigmentada e septagdes transversais e
longitudinais (QUEIROZ-TELLES et al., 2017, QUEIROZ-TELLES; SANTOS;
AZEVEDO, 2008).

O EMD pode ser complementado pelo exame histopatoldgico que revela uma
epiderme com paraceratose e hiperplasia pseudoepiteliomatosa e derme com um
infiltrado mononuclear, apresentando em maior ou menor quantidade de neutroéfilos que,
por vezes, formam microabcessos e granulomas isolados e confluentes, associados a

células gigantes que podem conter células muriformes.

1.4. TRATAMENTO

O tratamento da CBM ainda ¢ um desafio, pelo fato da doenca esta relacionada a
uma baixa taxa de cura e elevada taxa de recidivas, especialmente em quando se
manifesta em infecgdes cronicas e lesdes extensas, além da falta de um tratamento
padronizado. Contudo, varios regimes terapé€uticos fisico, terapias tdpicas ou sistémicas
com agentes antifngicos foram propostas (GARNICA; NUCCI; QUEIROZ-TELLES,
2009; QUEIROZ-TELLES; DE C L SANTOS, 2013).

A modalidade de tratamento fisico disponivel ¢ usada como terapia adjuvante

em combinagdo com agentes antifingicos e incluem exérese cirurgica, termoterapias,
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terapia com laser e terapia fotodindmica (QUEIROZ-TELLES et al., 2017). Acredita-se
que a escolha terapéutica e o resultado do tratamento sdo influenciados por fatores
como: agente etiologico, profundidade e/ou extensdo das lesdes, topografia clinica e
presenca de complicagdes/agravantes (fibrose dérmica e edema podem reduzir os niveis
antifngicos nos tecidos), devendo ser considerado também o custo e a disponibilidade
de medicamento no local de tratamento do paciente. (ESTERRE; QUEIROZ-TELLES,
2006)

A terapia medicamentosa ¢ longa e consiste na administracdo de doses elevadas
de antifungicos, sendo os principais agentes utilizados: itraconazol (ITZ) (200-400 mg
diarios) e a terbinafina (TRB) (500-1000 mg diarios), ambos demonstraram boa
atividade in vitro contra espécies causadoras de CBM. Novos azdlicos como
posaconazol (PCZ) e voriconazol (VCZ) comecaram a ser utilizados em casos de CBM,
entretanto a experiéncia de tratamento ¢ limitada devido ao alto custo desses
antifungicos (AMEEN, 2010; NEGRONI et al., 2005).

Os pacientes que apresentam a forma clinica anular quando tratados com ITZ a
200 mg/dia apresentam cura clinica em 6 a 12 meses de tratamento, enquanto que
pacientes com outras formas clinicas apresentam cura em 9 meses a mais de 3 anos
(figura 4), embora a cura clinica da doenca s6 possa ser definida pela resolucio
completa das lesdes, geralmente estas deixam cicatrizes, ja a cura micoldgica se da a
partir de resultados negativos em microscopia e cultura em meios de crescimento
(AMEEN, 2010).

A CBM ¢ listada como uma doenga negligenciada, descrita pela Organizagao
Mundial da Satde (OMS), que ocorre em regides geograficas tropicais e subtropicais de
paises em desenvolvimento e acomete principalmente a populacdo de baixa renda, ndo
despertando interesse na industria farmacéutica na busca de novas alternativas
terapéuticas, assim a carga e o impacto médico da CBM sdo certamente subestimados e
até mesmo nao diagnosticados ou tratados adequadamente (QUEIROZ-TELLES et al.,
2017).

1.5. FARMACOS ANTIFUNGICOS

Os agentes antifungicos constituem uma série de medicamentos que tém
diversas acdes frente aos fungos causadores de micoses superficiais, subcutaneas e

profundas, tanto patdégenos primdrios quanto oportunistas. Estes farmacos podem se
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dividir de acordo com suas diferentes caracteristicas, como o mecanismo de acao,

composi¢do quimica, espectro de agdo e o tipo de micose que atuam (BONIFAZ

TRUIJILLO, 2012).

tratamento de pacientes com infec¢des flingicas invasivas: polienos, triazois e
equinocandinas. Esses agentes tém como alvo ergosterol, lanosterol 14-a-desmetilase e

b-1,3 glucan sintase, respectivamente (figura 5) (ROEMER; KRYSAN, 2014).
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Atualmente, apenas trés classes principais de antifungicos sdo aprovadas para

Os antifingicos azodlicos possuem anéis organicos de cinco membros (anel azol)

e sdo classificados em imidazois (ex.: miconazol e cetoconazol) ou triazdis (ex.:

itraconazol, fluconazol, posaconazol e voriconazol) de acordo com a presenga de dois

ou trés atomos de nitrogénio no anel azol, respectivamente (figura 6) (MAZU et al.,

2016).
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Figura 6.Agentes antifungicos triazdlicos. Estruturas quimicas dos agentes azolicos. Fonte: MAZU et al.,
2016.

Antifingicos azolicos inibem a enzima P450 do citocromo flngico, atuando
sobre o lanosterol 14a-desmetilase (CYP51), uma enzima chave na sintese do
ergosterol, que ¢ o principal lipideo da membrana celular fungica (CHANG et al.,
2017).

Fluconazol e itraconazol sdo os triaz6is de primeira geracdo e tornaram-se
comercialmente disponiveis no inicio dos anos 90, ambos tém um perfil de seguranca
melhorado em comparacdo aos imidazois. O fluconazol, que ¢ altamente soluvel em
agua e disponivel em formulagdes orais e intravenosas, ¢ o inico membro dos triazdis
de primeira e segunda geracdo com alta biodisponibilidade confidvel e minima variagdo
na absorc¢ao (GIRMENIA, 2009), o itraconazol apresenta menor biodisponibilidade, que
pode ser causada pela variagdo em sua absor¢do, porém exibe um espectro de atividade
muito mais amplo do que o fluconazol (NETT; ANDES, 2016).

Os triazo6is de segunda geragdo, como posaconazol, voriconazol e isavuconazol
(ISA), foram desenvolvidos com o objetivo de melhorar a farmacocinética e o espectro
de atividade e permitir ampla interacdo medicamentosa. (GIRMENIA, 2009; NETT;
ANDES, 2016).

O posaconazol tem um espectro muito amplo de atividade antifingica e de
atividade profilatica no tratamento de infec¢des fingicas invasivas, tendo sido relatada

sua eficacia como antifingico profildtico em pacientes neutropénicos com malignidade
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hematoldgica, além de ser uma opg¢ao efetiva de terapia de resgate para pacientes que
ndo respondem as terapias antifungicas padrao (KIM; WILLIAMS, 2014).

Entre os azois, apenas o posaconazol e o itraconazol t€ém atividade contra esses
fungos de dificil tratamento. O posaconazol também tem melhor eficacia do que o
fluconazol na profilaxia de infec¢des fungicas sistémicas (CORNELY et al., 2007;
MCKEAGE, 2015).

O outro azol de segunda geragdo ¢ o voriconazol, que ¢ um antifingico
triazdlico com uma estrutura relacionada ao fluconazol e um espectro de atividade
comparavel ao do itraconazol. O voriconazol foi aprovado pela Food and Drug
Administration, em maio de 2002, para o tratamento de aspergilose invasiva e infec¢des
refratarias de Scedosporium apiospermum e Fusarium spp (GREER, 2003). Este azol
tem um espectro de atividade substancialmente mais amplo que os azélicos de primeira
geracdo. Tanto o voriconazol quanto o posaconazol apresentam baixa solubilidade em
agua (GIRMENIA, 2009). Dependendo do composto em particular, os agentes
antifungicos azolicos tém atividade fungistatica e de amplo espectro contra a maioria
das leveduras e fungos filamentosos (MAZU et al., 2016).

As equinocandinas sdo a nova classe de antifungicos aprovada elo FDA (Food
and Drugs Adminstation) para o tratamento de infecgdes fungicas invasivas (figura 7).
As trés equinocandinas aprovadas para o uso clinico sdo: caspofungina, micafungina e
anidulafungina (WALKER et al,, 2011), cada uma ¢ derivada de modificacdes
semisintéticas de antibioticos lipopeptidicos, que inibem o complexo enzimatico
sintético de parede celular b-1,3-d-glucano sintase (figura 5). A incapacidade do
organismo de construir b-1,3-d-glucano desestabiliza a integridade da d-glucana sintase
fingica e consequentemente da parede celular do fungo, levando a instabilidade

osmotica e morte celular (KOFLA; RUHNKE, 2011).

ipptuhikrgms

Figura 7. Equinocandinas. Estrutura quimica Fonte: MAZU et al., 2016.
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As equinocandinas apresentam a¢ao fungistatica contra Aspergillus fumigatus,
embora sejam altamente eficazes, com a¢do fungicida contra a maioria das espécies do
género Candida, incluindo cepas (e biofilmes) que sdo resistentes aos azois ou a
anfotericina B, como observado em C. krusei (LETSCHER-BRU; HERBRECHT,
2003). As equinocandinas tém um espectro antifingico bastante restrito, portanto, sao
limitadas em sua utilidade clinica. A caspofungina é o primeiro dos primeiros agentes
antifingicos de equinocandina em classe aprovados em uso clinico. A sua introdugdo
foi rapidamente seguida por micafungina e anidulafungina (MAZU et al., 2016).

A atividade fungicida da caspofungina foi demonstrada em Candida spp.
Estudos in vitro demonstraram que o composto tem um efeito fungistatico em fungos
filamentosos, como espécies de Aspergillus spp. Também possui uma acao fungicida
ndo convencional, atuando seletivamente nas extremidades das hifas, que sdo o local de
sintese da parede celular essencial para o crescimento apical do fungo. Em fungos
dimorficos € ativa contra Blastomyces dermatitidis, ¢ de maneira mais inconstante
contra a Histoplasma capsulatum (ESPINEL-INGROFF, 1998; KOFLA; RUHNKE,
2011; KOHLER et al., 2000).

1.6. TESTES DE SENSIBILIDADE in vitro A AZOLICOS

A determinacdo da suscetibilidade in vitro a fArmacos antifingicos ¢ importante
para avaliar a resisténcia microbioldgica do fungo, mas nao ¢ util para uma previsao da
resposta clinica do paciente, que pode depender tanto do hospedeiro quanto da cepa ou
das diferentes estruturas flngicas, como ja foi demonstrado na intera¢do de conidios ou
células muriformes com células de Langerhans, onde estas células tem sua funcdo
imune inibida na interagdo patdgeno-hospedeiro (DA SILVA et al., 2007). Embora
ainda desconhecido, o perfil de resisténcia das células muriformes pode ser o
responsavel pela maior tolerdncia a ac¢do dos farmacos antifingicos utilizados no
tratamento. Assim, € necessario uma interpretacao cautelosa dos resultados obtidos com
outras estruturas fungicas, ndo encontradas no tecido humano (QUEIROZ-TELLES et
al.,2017).

Alguns estudos ja avaliaram a suscetibilidade in vitro de diferentes agentes da
CBM a azodlicos, como ITZ, VCZ, PCZ ¢ ISA (DABOIT et al., 2013; DENG et al.,
2013; FENG et al., 2012). Outro estudo realizado verificou a suscetibilidade antifungica
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entre espécies do género Fonsecaea e os resultados exibiram valores de concentragao
inibitéria minima (CIM) baixos para ITZ, VCZ, PCZ e ISA, no estudo o PCZ
apresentou atividade significativa contra as espécies testadas, indicando que este azdlico
tem potencial aplicagdo no tratamento da CBM (NAJAFZADEH et al., 2010).

O Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), em 2008, publicou o
documento M38-A2 padronizando testes de suscetibilidade para fungos filamentosos
como as espécies Aspergillus, Fusarium, Rhizopus, Pseudallescheria boydii (S.
apiospermum), S. prolificans, a forma micelial de Sporothrix schenkii, zigomicetos,
dermatofitos e fungos demaceos, sugerindo um avango para o estabelecimento de uma
técnica confidvel. Para que ndo haja viés nos resultados algumas medidas devem ser
adotadas a fim de manter o padrio e a confiabilidade dos testes, tais como: preparo do
inéculo, tempo e temperatura incubagdo, composi¢do do meio cultivo ¢ o pH do meio e
leitura da concentrag@o inibitoria minima. Os antifungicos avaliados na norma sio:
fluconazol, cetoconazol, ITZ, VCZ, ravuconazol, PCZ, flucitosina e anfotericina B,
terbinafina, griseofulvina, ciclopirox e os equinocandinas (anidulafungina, caspofungina
e micafungina (CLSI, 2008).

A auséncia de métodos padronizados para avaliagdo a sensibilidade de fungos
filamentosos melanizados, leva a uma clara necessidade de padroniza¢ao dos testes de
suscetibilidade in vitro principalmente pela dificuldade de se realizar um tratamento
eficiente (ESTERRE; QUEIROZ-TELLES, 2006; REVANKAR; SUTTON, 1986).
Além da utilizagdo do azdlico ITZ no tratamento da CBM no estado do Pard, alguns
estudos tém demonstrado a eficacia de outros compostos azolicos, como PCZ ou VCZ,
em avaliagdes in vitro, embora estes tenham sido demonstrados na forma saprobia do
fungo. A escassez de trabalhos utilizando a forma parasitaria (células muriformes) ¢ o
ponto chave para realizacdo desta pesquisa, para embasamento da terapéutica mais
apropriada principalmente por este tipo celular ser o encontrado no hospedeiro humano
infectado. Testes comparativos de suscetibilidade entre indculos de conidios e células
muriformes também sdo de grande interesse a fim de auxiliar a selecdo do antiflingico
de melhor agdo e na tentativa de trilharmos melhores caminhos na terapéutica da
doenca.

Nos ultimos anos varios estudos tém sido feito para avaliar a suscetibilidade in
vitro de agentes da CBM a diversas classes de antifingicos, porém nestes estudos a base
de testes sdo a forma saprofitica dos fungos negros e isto de certa forma acaba

distanciando das condi¢des que encontramos a doenca no hospedeiro humano, tendo em
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que no hospedeiro a forma encontrada do fungo sdo as células muriformes
(escleroticas). A realizacdo de estudos que utilizem a forma tecidual parasitaria ¢ inédita

e que pode vir a contribuir para um melhor direcionamento na escolha terapéutica.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Avaliar a sensibilidade in vitro de conidios e células muriformes de Fonsecaea

spp em relacdo a diferentes antifingicos.

2.2. ESPECIFICOS
- Descrever o perfil epidemiologico dos pacientes diagnosticados com
cromoblastomicose, atendidos na Unidade de Referéncia em Dermatologia
Sanitaria do Estado do Pard Dr. Marcello Candia.
-Induzir células muriformes a partir de culturas de Fonsecaea spp.
- Determinar as concentragdes inibitdrias minima e as concentra¢des fungicidas
minima de conidios e células muriformes frente aos antifungicos itraconazol,
posaconazol, voriconazol, fluconazol e caspofungina.
- Comparar as CIMs e CFMs entre conidios e células muriformes, em relagdo a

cada farmaco.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. AMOSTRAS FUNGICAS

Foi utilizado 12 amostras fingicas, mantidas na Micoteca Laboratério de
Dermalmunologia, do sendo uma cepa padrao ATCC, gentilmente cedida pela Profa.
Dr. Maria Lucia Scroferneker (Universidade Federal do Rio Grande do Sul), e 11
isolados clinicos obtidos de a partir do raspado das lesdes dos pacientes de CBM
atendidos na Unidade de Referéncia em Dermatologia Sanitaria Dr. Marcello Candia,
confirmados clinicamente e por realizagdo do exame micologico direto, como parte do
procedimento padrao de atendimento para diagndstico e posterior tratamento dos
pacientes. Para controle de qualidade foi utilizado uma cepa padrao de Candida krusei.
As informagdes referentes aos dados epidemioldgicos foram obtidas através das andlises
de prontudrios.

As amostras foram isoladas em meio Agar Mycosel (Becton Dickinson, NJ,
USA) por um periodo de 15-20 dias e em seguida semeadas no meio Agar Batata
(Sigma-Aldrich, MO, USA), mantidas a temperatura de 30°C, por 15-20 dias, até a
visualizacdo de uma colonia enegrecida com superficie aveludada. A identificacdo
genérica do agente etioldgico deu-se pela técnica de microcultivo em ldmina e a
identificagdo molecular dos mesmos foi realizada no Laboratorio de Microbiologia
Molecular da Universidade Federal do Paranda (UFPR), de acordo com protocolo

estabelecido pelos mesmos (GOMES et al., 2016).

Todos os pacientes que participaram deste estudo assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido devidamente aprovado pelo Comité de Etica. (Comité
de Etica em Pesquisas em Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude, Faculdade
de Farméacia da Universidade Federal do Para, sob o protocolo n® 081/07 CEP-ICS/
UFPA.)
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3.2. TESTE DE SUSCETIBILIDADE in vitro A ANTIFUNGICOS

3.2.1. Preparacdo dos farmacos antifungicos

O preparo dos agentes antifingicos realizamos segundo as orientagdes da norma
M38-A2, descrita pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), para uso
destes agentes em estudos de suscetibilidade in vitro. Assim, as solugdes foram
preparadas em concentragdes 100X em relagdo as concentragdes finais. Inicialmente, as
solucdes-estoque de Itraconazol (ITZ; Sigma-Aldrich, MO, USA), Posaconazol (PCZ;
Sigma-Aldrich, MO, USA) e Voriconazol (VCZ; Sigma-Aldrich, MO, USA) e
Caspofungina (CAS; Sigma-Aldrich, MO, USA), foram preparadas em dimetilsulféxido
(DMSO; Sigma-Aldrich, MO, USA) em concentracdes variando de 1600 a 3.13 pg/ml.

Em seguida, foi feito uma dilui¢do de 1:50 em RPMI (Sigma-Aldrich, MO,
USA) tamponado com MOPS (Sigma-Aldrich, MO, USA), com pH de 7,0, atingindo
concentragdes de 32 pg/ml a 0.0625 pg/ml, 2X a concentracdo final desejada para estes
farmacos.

O Fluconazol (FCZ; Sigma-Aldrich, MO, USA) foi diluido em é4gua destilada
estéril em intervalos de concentragdes de 6400 a 12.5 ug/ml, atingindo o intervalo de
128 a 0.25 pg/ml apds diluigdo 1:5 com RPMI (Sigma-Aldrich, MO, USA) tamponado
com MOPS (Sigma-Aldrich, MO, USA).

3.2.2. Preparo da suspensdo de conidios

As amostras fingicas foram cultivas em meio Agar Batata (Sigma-Aldrich, MO,
USA), para induzir a conidiagdo em um periodo de 15 dias em temperatura de 30°C.
Para suspensdo dos conidios adicionamos 5 ml de solucdo fisioldgica sobre a colonia e
com o auxilio de uma alca de platina realizamos uma raspagem superficial para
desprendimento dos conidios e suspensdo dos mesmos na solucdo. A solucdo fingica
formada transferimos para tubo tipo Falcon de 15 ml e agitada em vortex por 20
segundos, para desagregar os conidios de seus conididforos. Em seguida, filtramos em
membrana de nylon (40nm) para reten¢do das hifas e centrifugamos a 3000 RPM por 5
minutos. O sobrenadante descartamos e o pellet ressuspendido em Iml com solugdo
fisiologica. A densidade das células foi ajustada para faixa de 0.15 a 0.17 por

espectrofotometro (comprimento de onda de 530nm), correspondendo a uma faixa de

27



10°-10% céls/ml (Norma M38 A2). Para distribui¢io na placa de microtitulagio a
suspensao foi diluida em 1:50 em meio de cultivo sintético RPMI (Sigma-Aldrich, MO,

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

3.2.3. Obtengao e preparo da suspensao de células muriformes

Apos a obtengdo e contagem dos conidios a indugdo se da em placas de cultivo
celular com 24 pocos de fundo chato (TPP, Suica) onde adicionamos 1 ml de meio de
inducdo de células muriformes (ML.I.C.E) (SALGADO et al., 2008) e uma concentragao
de 10* conidios/ml; contados em cAmara de Neubauer ¢ mantido em estufa de CO,, com
temperatura de 30°C, sem agitacdo, por um periodo de 5 a 10 dias.

Apo6s a indugdo, estas células sdo retiradas dos pogos e transferidas para tubos
Falcon de 15 ml. Neste tubo foi adicionado meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, MO,
USA) tamponado com MOPS (Sigma-Aldrich, MO, USA) at¢ 10 ml e centrifugado
durante 3 minutos a 4000 RPM para retirar a acidez do meio de indugdo de células
muriformes. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado, ficando apenas Iml de
solugdo. A densidade celular foi ajustada para faixa de 0.15 a 0.17 por
espectrofotometro (comprimento de onda de 530nm) que segunda a norma M38 A2
corresponde a uma faixa de 10°-10° céls/ml. Para distribui¢io na placa de microtitulagio
a suspensdo foi diluida em 1:50 em meio de cultivo sintético RPMI (Sigma-Aldrich,

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

3.2.4. Interacdo de antifiingicos x conidios ou células muriformes

Em placa de microtitulagdo foi distribuido aliquotas de 100ul do agente
antifngico e 100ul de conidios ou células muriformes, a concentragao final para o ITZ,
PCZ, VCZ, CAS foi de 16 a 0.03pg/ml, e para FCZ foi de 128 a 0.25 pg/ml, onde cada
coluna corresponde a uma concentracdo (colunas 2 a 11), as colunas 1 e 12
correspondem aos controles negativo e positivo respectivamente, a interagdo foi
observada por um periodo de 5 dias. Durante os 5 dias de interagdo, realizamos a leitura
da D.O. no primeiro dia de experimento € no quinto dia, para acompanhamento. Os
experimentos foram realizados de forma independente e em duplicata para cada

amostra.
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Figura 8. Distribuicido dos antifiingicos diluidos nas microplacas. Os antifungicos foram distribuidos
em diferentes concentracdes desde a coluna 1 até a 10 correspondendo cada coluna uma concentragdo. As
colunas 11 (C+) e 12 (C-) funcionaram como o controle positivo de crescimento e o controle de negativo,
contendo meio de cultura RPMI mais fungo e meio de cultura RPMI, respectivamente.

3.2.5. Determinagao da CIM

A determinagdo da concentracgdo inibitdria minima (CIM) foi realizada segundo
a normal M38-A2, onde apds cinco dias de incubagdo a temperatura de 30°C, sendo
considerada a minima concentragdo do antifungico capaz de inibir a diferenciagdo
visual dos conidios e das células muriformes em hifas quando comparado com o
controle de crescimento, bem como gerar uma diferenca estatistica significativa na leitura
de densidade optica a 530nm em leitor de microplaca (Dynex Technologies, Chantilly,
EUA) quando comparado com os grupos onde houve crescimento. Todos os experimentos

foram realizados em duplicata.

3.2.6. Determinagao da CFM

Ap6s 5 dias de interagdo e leitura da CIM para os conidios e células muriformes,
determinou-se a concentragdo fungicida minima (CFM). Uma aliquota de 20 pl dos
pogos em que ndo se observou diferenciacio foi transferida para placas com meio Agar-
Batata (Sigma-Aldrich, MO, USA), no teste foi incluido um controle positivo de

crescimento. As placas foram mantidas em estufa de CO2 com temperatura de 30°C e
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observadas por cinco dias e crescimento foi visualmente observado. Determinou-se

como CFM a concentragdo minima em que impede o crescimento fingico.

3.2.7. ANALISE ESTATISTICA

A analise dos dados foi feita no programa GraphPad 6® (GraphPad Software,
CA, USA) e os dados expressos em média geométrica (MG) representa uma medida de
tendéncia central de uma série valores em progressdao geométrica. Testes de Mann
Whitney, de dados ndo pareados para comparagdo das concentracdes inibitorias e
fungicidas entre conidios e células muriformes nas diferentes concentragcdes dos

antifungicos e Kruskall Walls para comparagdo entre os farmacos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. OBTENCAO DE CELULAS MURIFORMES in vitro

A obtencao de células muriformes in vitro foi constatada a partir do momento
em que na placa de cultura visualizamos as estruturas arredondadas, acastanhadas, com
parede celular espessa e multiseptadas, semelhantes as encontradas no tecido humano
(figura 9A, B e C), apresentando-se em grupos ou isoladas, observamos também uma
nova cé¢lula muriforme sendo formada a partir de um conidio (figura 9C), semelhante

aos achados de Da Silva et. al (DA SILVA et al., 2008) e que sdo semelhantes as

estruturas patogénicas dos agentes da CBM observadas in vivo (9 D, E e F).

Figura 9.Comparagdo de células muriformes induzidas com as células muriformes de exame micoldgico
direto. Em A, B e C visualizamos células muriformes induzidas in vitro, das amostras 5 e 7,
respectivamente. Onde em C podemos visualizar o restante de um conidio ¢ uma nova célula muriforme
em formagdo. D, E e F mostram células muriformes obtidas diretamente da lesdo de pacientes, podendo
encontrar-se em grupos ou isoladas.

Embora a escassez de estudos a respeito da obtencdo in vitro de células
muriformes seja um fator limitante na comparacao entre os tipos celulares, estudos
desde 1985 vem sendo feitos para conseguir tal objetivo, uns sem sucesso na obtencao
de células similares, como nos estudos de IBRAHIM-GRANET et al. que obtiveram

células leveduriformes, mas que ndo apresentavam as septagdes que conferiam as
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caracteristicas de uma célula muriforme, chamando-as de yeast-like (IBRAHIM-
GRANET; GUECHO; DE BIEVRE, 1985) e outros ja com obtengdo de células
semelhantes as teciduais, como nos estudos de DA SILVA ef al. que ao utilizar um
meio de inducdo a partir de um material vegetal conseguiu células com as mesmas
caracteristicas de tamanho, cor e a presenca de multisseptacdo, além da primeira
observagdo em que a parede celular dos conidios quebra em um ponto e uma nova
célula muriforme ¢é formada (DA SILVA et al., 2008).

Este estudo revelou que apesar de serem agentes etioldogicos do mesmo género e
alguns da mesma espécie percebemos que o tempo, em dias, em que as células
muriformes se formaram foi diferente, entdo o processo de inducdo de células
muriformes ndo foi comum a todas as amostras fingicas utilizadas. Assim, o tempo
médio de indugdo neste estudo, ou seja, o tempo de diferenciagdo dos conidios obtidos
da cultura fingica, que inseridos no meio sintético de inducdo, até o aparecimento de
células esclerdticas foi de 8 dias , um tempo bem reduzido em comparagdo as células
obtidas por Alviano et al., utilizando meio Butterfield, que precisaram de 45 dias
(ALVIANO et al., 1992; DA SILVA et al., 2002). Ibrain-Granet e de Bierve apds 30
dias obtiveram células arredondadas de uma cepa de F. pedrosoi denominada yeast-like,
por ndo apresentaram septagdo como células muriformes observadas no tecido
hospedeiro (IBRAHIM-GRANET; GUECHO; DE BIEVRE, 1985). Mendonza e
colaboradores ja conseguiu em um tempo bem reduzido, de 21 dias, a diferenciacdo de
hifas e conidios em células muriformes, usando um meio quimicamente proposto pelo
grupo (MENDONZA; KARUPPAYIL; SZANISZLO, 1993), assim como Da Silva,
obtiveram células muriformes semelhantes ao observado no tecido humano em um

tempo de 48 horas (DA SILVA, 2009).

4.2. DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Os pacientes avaliados pertenciam ao sexo masculino e a média de idade era de
74 anos, estes pacientes tém como atividade laboral a lavoura, carpintaria, vigia e
aposentados. Mais frequentemente, a CBM ocorre aos 50 a 80 anos, trabalhadores rurais
e do sexo masculino, em especial, constituem o principal grupo de pessoas acometidas
pela CBM, sendo os principais fatores de risco para a implantagao traumatica do fungo:
a falta de calgados de protecdo, luvas ou roupas apropriadas para o servigo associado a

manipulagdo de material vegetal contaminado, uma vez que estes fungos ja foram
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isolados a partir de vegetais locais no estado do Para e Maranhao (KONDO et al., 2004;
MARQUES et al., 2006; QUEIROZ-TELLES, 2015; SALGADO et al., 2004)

Tabela 1. Caracteristicas epidemiologicas dos pacientes diagnosticados com CBM atendidos na URE

Marcello Candia.

Amostra Sexo Idade Ocupagdo  Localdalesio  Forma clinica  Agente etiologico
1 -- -- -- -- -- F.monophora
2 M 68 Bragal perna esquerda  C.L. nodular nd
3 M 81  Aposentado  perna direita C.L. nodular F.pedrosoi
4 M 80  Aposentado brago esquerdo  C.L em placa F.pedrosoi
5 M 86  Aposentado perna esquerda  C.L.nodular nd
6 M 81 Lavrador perna direita C.L. nodular F.pedrosoi
7 M 70 Aposentado  perna direita C.L. nodular F.pedrosoi
8 M -- ND ND C.L. nodular F.pedrosoi
9 M 77 Lavrador perna direita C.L. em placa F.monophora
10 M 63 Bragal cotovelo C.L. em placa F.pedrosoi

esquerdo
11 M 69 Vigia pé direito C.L. nodular F.pedrosoi
12 M 61 Lavrador Toelho ¢ axila C.L. Difusa F.pedrosoi

esquerdos

ND: ndo determinada

O principal agente etiologico encontrado foi F. pedrosoi (83,33%) e seguida de
F. monophora (16,66%), corroborando com os estudos que descrevem esta espécie
como o principal agente etiologico da CBM no Brasil e o mais predominante em regioes
tropicais, como a Amazonia brasileira (QUEIROZ-TELLES et al., 2017), a espécie F.
monophora € originaria de uma analise molecular de isolados de espécies do genéro
Fonsecaea, embora a maioria deles tenham sido identificados como F. pedrosoi
(TORRES-GUERRERO et al., 2012).

A CBM localizada nodular foi a forma clinica mais comum (67%) entre os
pacientes, seguida da CBM localizada em placa (25%) e CBM difusa (8%), com
predominancia de lesdes localizadas nos membros inferiores (75%) e em menor nimero
em membros superiores (25%), estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por
Aratijo (ARAUJO, 2015), a CBM afeta principalmente os membros superiores, nadegas

e membros inferiores em homens, a localizacdo predominante das lesdes nos membros
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inferiores pode estar correlacionada diretamente com o tipo de atividade desempenhada
pelos pacientes, pelo fato dos pés estarem mais expostos ao contato com o material
infectado, as lesdes também podem aparecer em outras areas expostas, como maos,
bragos, tronco, nadegas, pescogo, antebragos e face mas em menor escala (KONDO et

al., 2004; KRZYSCIAK; PINDYCKA-PIASZCZYNSKA; PIASZCZYNSKI, 2014).

4.3. SENSIBILIDADE IN VITRO

4.3.1. Concentragao inibitoéria minima

Os testes de sensibilidade in vitro foram realizados a partir da norma M38-A2
que padroniza testes de sensibilidade para fungos filamentosos, dermatdfitos e
demadceos, além da mesma fornecer a diretriz para testes laboratoriais. Varios estudos ja
foram realizados para testar a sensibilidade in vitro de fungos negros, causadores da
CBM, porém somente conidios foram utilizados (ANDRADE et al.,, 2004
CALIGIORNE et al., 1999; CALVO et al., 2011; CARDONA-CASTRO; AGUDELO-
FLOREZ; RESTREPO-MOLINA, 1996; DABOIT et al., 2013; FENG et al., 2012; LI;
WAN; LI 2014; NAJAFZADEH et al., 2010; QUEIROZ-TELLES et al., 1992) em
nosso estudo utilizamos tanto conidios quanto células muriformes, aplicando o mesmo
método para ambos de Fonsecaea spp sem distingdo de metodologia, pelo fato de ndo
termos descrito trabalhos de sensibilidade e padronizagdo usando a forma parasitaria do
fungo negro.

A CIM foi definida como a menor concentragdo de farmaco que causou inibigao
do crescimento fungico visivel em placa de microdilui¢do (CLSI, 2008). A identificagdo
do antifiingico que desempenha melhor a¢do na inibicdo dos fungos foi determinada
através das CIMs em relagdo aos diferentes antifingicos. Observamos uma variacao
entre conidios e escleroticas nos valores de CIMs para os cinco farmacos testados, que
pode estar relacionada a diferencas morfofisioldgicas entre essas estruturas fingicas.

A CIM foi avaliada através da média geométrica das diferentes concentragdes de
farmacos (CIMswmg), CIMso e CIMs maxima e minima dos antifungicos para conidios,

apresentadas na Tabela 2.

34



Tabela 2. Avaliagdo da suscetibilidade in vitro de conidios de Fonsecaea spp em relagdo aos antifungicos

através da concentracdo inibitéria minima.

Concentracio Inibitoria Minima (CIM)

Amostra fungica 1ITZ PCZ VCZ FCZ CAS
1 0.5 0.5 0.125 >64 8
2 0.060 0.125 16 32 16

3 0.5 1 0.25 >64 >16
4 2 1 4 >64 4

5 2 1 1 >64 >16

6 1 1 2 >64 >16

7 2 1 1 >64 >16

8 1 0.125 0.06 >64 >16

9 1 1 0.5 >64 >16
10 0.5 1 16 32 16

11 2 1 1 >64 >16
12 0.5 0.5 0.5 >64 4
MG 0.79 0.63 0.57 64 16

MG max. e min 2-0.06 1-0.12 4-0.06 >64 >16-4

CIMso 1 1 0.75 64 16

MG: Média Geométrica da Concentracdo Inibitéria Minima, MG max ¢ MG min: Média Geométrica
maxima ¢ minima, CFMso: a menor concentra¢do do antifingico capaz de inibir o fungo (50% ).

Observando os farmacos isoladamente (tabela 2), o PCZ foi o mais ativo com
CIMmg= 0.63 pg/mL, com variacdo entre 0,12 a 1 pg/mL, seguido por e VCZ
(CIMmG=0.57 pg/mL) e ITZ (CIMmc=0.79ug/mL). O FCZ apresentou as CIMs mais
altas, CIMmg= 64 pg/mL, seguido de CAS com CIMmg= 16 pg/mL.

Os resultados obtidos corroboram com achados in vitro de CARDONA-
CASTRO; AGUDELO-FLOREZ; DENG et al., 2013; NAJAFZADEH et al., 2010;
QUEIROZ-TELLES et al., 1992, onde PCZ demonstrou as menores CIMs, seguido de
ITZ e VCZ, para agentes como C. carrionii e F. pedrosoi, respectivamente, aumentando
sua atividade contra esses agentes e sendo uma possivel op¢cdo de medicamento em
casos de dificil manejo. Assim como, fluconazol e caspofungina se mostraram drogas
menos ativas nesses testes, confirmando os estudos que afirmam a pouco atividade
destes farmacos em agentes da CBM. Daboit ef al. ao trabalhar com varios agentes
etiologicos, como Fonsecaea spp, C.carrionii, P.verrucosa, R.aquaspersa e E. spinifera
destacou o ITZ como melhor agente inibitdrio em conidios, seguido de VCZ (DABOIT
et al.,, 2013). Li et al. e Feng et al., em P.verrucosa e isolados de Cyphellophora
encontraram o PCZ, como farmaco de melhor atividade inibitoria, seguido de ITZ e

VCZ (FENG et al., 2012; LI; WAN; LI, 2014), corroborando com os nossos achados.
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As CIM <1 pg/mL sdo geralmente usadas como um indicador de potencial
suscetibilidade a maioria das drogas usadas no tratamento de infec¢des por fungos
dematidceos (REVANKAR; SUTTON, 2010). Segundo a norma M38-A2 valores altos
de CIM do ITZ (>8ug/mL) estao associados com resisténcia clinica a esse agente,
entretanto ndo ha dados disponiveis que indiquem uma correlagao entre a CIM e o
resultado do tratamento com os novos triazolicos; com relagdo ao FCZ, os fungos
filamentosos ndo sdo normalmente suscetiveis a fluconazol e a maioria das CIMs sdo >
64pug/mL (CLSI, 2008), assim segunda a norma descrita ndo encontramos amostras que
sejam resistentes ao ITZ neste estudo e mais de 90% das amostras foram resistentes ao
FCZ.

Com os resultados descritos anteriormente, dividimos os farmacos em dois
grupos (figura 10). O grupo 1 formado pelo ITZ, PCZ e VCZ foram os antifingicos que
tiveram melhor atividade (CIMs < 1 pg/mL), enquanto que o grupo 2, formado por FCZ
e CAS apresentaram baixa atividade (CIMs > 11.99 pg/mL), frente aos conidios de
Fonsecaea spp. A andlise estatistica entre os grupos mostra uma diferenga entre eles

com p <0,0001.
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Figura 10. Sensibilidade de conidios de Fonsecaea spp para os 5 antifingicos avaliados, de acordo com
CIM. Os grupos 1 e 2 correspondem aos farmacos de melhor atividade e baixa atividade,
respectivamente, sendo o grupo 1 o com menores valores de CIM, porém sem diferenca estatistica entre
os farmacos que o compde. *** p< 0.05 para Grupo 1 vs Grupo 2, valores expressos média geométrica.

O pilar deste estudo foi avaliar o comportamento das células muriformes frente

aos diferentes antifungicos testados, uma vez que estas estruturas sdo encontradas no
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hospedeiro e responsaveis pelo desenvolvimento das lesdes e da doenga como um todo
(QUEIROZ-TELLES, 2015). A CIM foi avaliada através da média geométrica das
diferentes concentragoes de farmacos (CIMsmg), CIMso e CIMs maxima e minima dos

antifngicos para células muriformes, apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Avaliacdo da suscetibilidade in vitro de células muriformes de Fonsecaea spp em relagcdo aos

antifingicos através da concentracao inibitdria minima.

Concentracio Inibitéoria Minima (CIM)

Amostra flingica ITZ PCZ VCZ FCZ CAS
1 0.5 1 1 >64 16
2 4 1 2 64 16
3 1 1 0.25 >64 >16
4 4 2 4 >64 4
5 4 1 0.25 - -
6 4 1 0.25 - -
7 0.5 1 2 >64 >16
8 4 8 1 >64 16
9 0.5 1 2 >64 >16
10 16 4 4 >64 >16
11 4 1 2 >64 >16
12 1 1 1 >64 >16
MG 1.76 1 1.12 64 16
MG max. e min 4-0.5 1 4-0.25 >64 >16-16
CIMS0 4 1 1.50 64 16

MG: Média Geométrica da Concentragdo Inibitéoria Minima, MG max ¢ MG min: Média Geométrica
maxima e minima, CFMso: a menor concentra¢do do antifiingico capaz de inibir o fungo (50% ). ND: Néo
determinada.

Ao avaliarmos isoladamente os antifingicos, o PCZ (ClMmc=1pg/mL)
apresentou melhor atividade, com variagdo de 4 a 0.25 pg/mL, seguido de VCZ
(CIMmG=1.12 pg/mL) e ITZ (CIMmc=1.76 pg/mL). O FCZ e CAS ndo tiveram agao
inibitéria nas células muriformes, apresentando as maiores CIMs de 64 e 16 pg/mL
respectivamente.

Até o presente trabalho, ndo se tinha dados sobre sensibilidade in vitro de células
muriformes a agentes antifingicos, em fun¢do da dificuldade da indugdo in vitro dessas
células, a obtencdo desse tipo celular e o teste de sensibilidade realizados abrem as
portas para outros estudos sobre a fisiologia das formas patogénicas dos agentes da
CBM.

Ainda na andlise de CIMs, os antifingicos, também, foram divididos em dois

grupos (figura 11). O primeiro composto pelos farmacos de melhor agdo (ITZ, PCZ e
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VCZ, com CIMs < 2.1ug/mL) e o segundo os que ndo tiveram agodes sobre as células
muriformes (FCZ e CAS, com CIMs > 13.93 pug/mL). A andlise estatistica entre os

grupos mostra uma diferenga entre eles com ***p < (.05.
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Figura 11. Sensibilidade de células muriformes de Fonsecaea spp para os 5 antifungicos avaliados, de
acordo com CIM. Os grupos 1 e 2 correspondem aos farmacos de melhor atividade e baixa atividade,
respectivamente, sendo o grupo 1 com menores valores de CIM, porém sem diferenga estatistica entre os
farmacos que o compde. *** p< 0,0001 para Grupo 1 vs Grupo 2, valores expressos média geométrica.

Apds o conhecimento de qual antifngico apresentou melhor atividade para as
formas fungicas utilizadas, resolvemos fazer uma comparagdao de comportamentos entre
conidios e células escleroticas para cada antifungico afim de verificar se ha diferenca de
acao dos farmacos entre as mesmas (figura 12).

Identificamos que o ITZ exerce atividade inibitdria sobre a células muriformes
somente quando em concentracoes maiores as efetivas em conidios, com *p<0.05
(figura 12), diferente do que observamos para o PCZ e VCZ, que ndo apresentaram
diferenca estatistica.

Em estudos in vitro com conidios, o VCZ apresentou baixas CIMs contra
1solados de Fonsecaea spp e C. carrionii (BIANCALANA, 2011; DENG et al., 2013;
NAJAFZADEH et al., 2010; VITALE; PEREZ-BLANCO; HOOG, 2009).
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Figura 12. Comparacao da sensibilidade de células muriformes e conidios, através da CIM, para ITZ,
PCZ e VCZ.p< 0.05 para ITZcm vs ITZcon € sem diferenca estatistica no PCZ e VCZ.

4.3.2. Concentragao fungicida minima

Os resultados obtidos com CIM nos permitiu inferir a agdo de inibicao dos
antifungicos sobre as diferentes formas de Fonsecaea spp e apods isso realizamos os
testes para verificar a CFM de cada agente antifingico, que foi definida como a menor
concentragdo de farmaco a partir da qual nenhuma colonia era visivel na placa de agar
(CLSI, 2008).

A CFM esta representada em valores de média geométrica das diferentes
concentragdes de farmacos (CIMswmg), CIMso e CIMs méaxima e minima dos antifingico

para conidios, descrita na tabela 4.
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Tabela 4. Avaliagdo da suscetibilidade in vitro de conidios de Fonsecaea spp em relagdo aos antifingicos,
concentragdo fungicida minima.

Concentra¢ao Fungicida Minima (CFM)

Amostra fungica ITZ PCZ VCZ FCZ CAS
1 >16 >16 >16 >64 >16

0.5 0.12 16 32 >16

3 >16 >16 >16 >64 >16

4 >16 8 >16 >64 >16

5 >16 8 8 >64 >16

6 >16 8 >16 >64 >16

7 >16 >16 >16 >64 >16

8 >16 >16 16 >64 >16

9 >16 16 >16 >64 >16

10 >16 8 >16 >64 >16

11 >16 8 16 >64 >16

12 >16 2 16 >64 >16

MG 16 6.72 16 64 16

MG max. e min >16 >16 - 0.12 >16-16 >64 >16
CIMs5 16 8 16 64 16

MG: Média Geométrica da Concentragdo Fungicida Minima, MG max ¢ MG min: Média Geométrica
maxima e minima, CFMso: a menor concentragdo do antifingico capaz de inibir o fungo (50% ).

Quando avaliamos isoladamente os farmacos, o PCZ (CIMwmg 6.72 pg/mlL)
apresentou melhor atividade neste parametro para conidios, com variacao de 0.12 a >16
ng/mL, seguido de ITZ (CIMwmg 16pug/mL) e VCZ (CIMmg 16pug/mL), com diferenga
estatistica de p< 0.05 (figura 13), em 66,6% das amostras fungicas o PCZ teve uma
acdo fungicida quando comparado com ITZ e VCZ que em mais de 50% das amostras
tiveram agdo fungistatica. Diferente de nossos achados, VITALE ef al. encontraram o
ITZ seguido do VCZ como melhores antifingico fungicidas contra conidios de outro
agente da CBM, o Cladophialophora spp, segundo o parametro da CFM (VITALE;
PEREZ-BLANCO; HOOG, 2009).

O FCZ e CAS nao apresentaram ac¢do sobre os fungos, com CFMs mais altas de
64 ¢ 16 png/mL, respectivamente, confirmando que estes farmacos ndo exercem agao
fungicida sobre os conidios (p>0.05),assim como em outros estudos o FCZ nao teve
acdo fungicida em espécies de Cladophialophora spp, com CFMwmc= 36.16ug/mL
(VITALE; PEREZ-BLANCO; HOOG, 2009), a CAS ¢ um antifungico da classe das
equinocandinas que apresentou valores altos para as varidveis avaliadas descartando o
seu uso como opc¢ao de tratamento da CBM, uma vez que estudos anteriores ja
demonstraram a baixa atividade deste farmaco sobre agentes da CBM (ARAUJ 0O, 2015;
DENG et al., 2013; NAJAFZADEH et al., 2010).
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Figura 13. Sensibilidade de conidios de Fonsecaea spp para os 5 antifingicos avaliados, de acordo com
CFM, valores expressos em média geométrica. p<0.05 para ITZ vs PCZ vs VCZ vs FCZ vs CAS e p<0.05
PCZ vs ITZ ¢ VCZ.

A CFM esta representada em valores de média geométrica das diferentes
concentragdes de farmacos (CIMswma), CIMso e CIMs maxima e minima dos antifungico

para células muriformes, apresentada na tabela 5.
Tabela 5. Avaliagdo da suscetibilidade in vitro de células muriformes de Fonsecaea spp em relagdo aos
antifungicos, concentragdo fungicida minima.

Concentra¢ao Fungicida Minima (CFM)

Amostra fingica ITZ PCZ VCZ FCZ CAS
1 0.5 16 >16 >64 >16
2 >16 1 4 >64 >16
3 >16 16 >16 >64 >16
4 >16 >16 >16 >64 >16
5 4 1 16 - -
6 4 1 16 - -
7 >16 16 >16 >64 >16
8 >16 16 16 >64 >16
9 >16 4 >16 >64 >16
10 >16 8 >16 >64 >16
11 >16 16 >16 >64 >16
12 >16 16 >16 >64 >16
MG 16 6.72 16 64 16
MG max. e min 16 >16-1 >16- 16 >64 >16
CIMso 16 16.00 16 64 16

MG: Média Geométrica da Concentragdo Fungicida Minima, MG max e MG min: Média Geométrica
maxima ¢ minima, CFMsy: a menor concentragdo do antifungico capaz de matar o fungo (50%) d. ND:
Nao determinada.

Os resultados obtidos mostram o PCZ (CFMw 6.73 pg/mL) como antifingico
de melhor atividade contra as células muriformes, em mais de 90% das amostras este
farmaco teve agdo fungicida para células muriformes, seguido de ITZ (CIMwma

l6pg/mL) e VCZ (CIMwmg 16pg/mL) e que ambos tiveram uma agdo fungistatica em
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mais de 50% das amostras, com diferenca estatistica de p< 0.05 entre todos os farmacos

(figura 14).
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Figura 14. Sensibilidade de células muriformes de Fonsecaea spp para os 5 antifungicos avaliados, de
acordo com CFM, valores expressos em média geométrica. p<0.05 para ITZ vs PCZ vs VCZ vs FCZ vs
CAS e p<0.05 PCZ vs ITZ ¢ VCZ.

Na classe dos triazdis, existem agora os azo6is de amplo espectro, de terceira
geracdo, o VCZ, PCZ e ISA. Os méritos desses novos azdis sdo substanciais, pois
melhoraram a atividade antifingica, a seguranca, a farmacocinética e as formulagdes.
Eles sdo um componente chave do atual manejo clinico de micoses invasivas como
agentes antifingicos de amplo espectro para uso na profilaxia e preventivas, estratégias
empiricas e terapéuticas (PERFECT, 2017).

Em funcdo dos resultados mostrados na literatura, os triazdis ja vém sendo
utilizados no tratamento da CBM, em baixa escala, especialmente pela limitacdo de
orgamento das secretarias de satide ou dos pacientes que sdo de baixa renda (AMEEN,
2010; DENG et al., 2013; NAJAFZADEH et al., 2010). O PCZ ja tem sido usado em
infec¢des causadas por outros fungos negros, tais como as espécies de Exophiala, e foi
eficaz em alguns casos causados por F. pedrosoi, refratarios a outras terapias, em outras
espécies como C. carrionii, seu uso ainda ndo foi comprovado (NEGRONI et al., 2004,
2005; VITALE; PEREZ-BLANCO; HOOG, 2009).

Os ensaios de atividade antifingica sdo uteis para detectar a resisténcia que pode
surgir durante o tratamento e prever a resposta clinica (ANDRADE et al., 2004;
DABOIT et al., 2012; GONZAGA DE OLIVEIRA et al., 1975), embora o manejo da
CBM consista em tempos prolongados de tratamento com antifungicos, que podem ser

combinadas aos tratamentos fisicos, ainda ha poucas opc¢des de antifingico disponiveis
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hoje. Dentre as drogas antifungicas utilizadas no tratamento da CBM, destaca-se o uso
de ITZ e TRB isoladamente ou em combina¢do, PSZ ¢ VRZ, todos esses agentes estdo
associados a efeitos adversos significativos e requerem monitoramento fungdes
hepaticas e renais (AMEEN, 2010; FADER; MCGINNIS, 1988).

Alguns estudos ja demonstraram que o uso prolongado do PCZ apresentou um
perfil de seguranca comparavel ao uso em curto prazo (CACCIAPUOTI et al., 2000),
além de um perfil de seguranca e tolerabilidade semelhantes, em comparagdo com o
fluconazol, durante o tratamento da candidiase orofaringea, sendo de suma importancia,
porque a seguranga, a tolerabilidade e a biodisponibilidade oral deste fairmaco sao
fatores que contribuem para o seu uso a longo prazo bem-sucedido na profilaxia
ambulatorial prolongada ou tratamento de infec¢des fingicas invasivas, justificando seu
uso em tais condi¢cdes (COURTNEY et al., 2003, 2005). Quanto ao VCZ tem eficacia
comprovada para muitas infecgdes fungicas, mas o possivel desenvolvimento de
toxicidade hepatica relacionada ao nivel sérico, sendo uma preocupagdo de seguranga

(DENNING et al., 2002; PERFECT et al., 2003).
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5. CONCLUSOES

As amostras fingicas apresentaram tempos distintos, de 5 a 14 dias, para diferenciar
seus conidios em células muriformes, portanto acreditamos que apesar de pertencerem
a0 mesmo género os fungos apresentam particularidades fisiologicas ainda
desconhecidas que possam influenciar neste processo e com isso hd necessidade de
outros estudos para avaliagao.

Nos testes de suscetibilidade in vitro, o PCZ teve as menores concentragdes
inibitorias e fungicidas tanto em conidios quanto em células muriformes, mostrando-se
como uma potencial escolha para o tratamento da CBM, com isso investir em testes de

suscetibilidade foi impor importante para identificar cepas sensiveis ou resistente.
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