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RESUMO

O tratamento de infeccdes flingicas € limitado, pois sdo poucas as op¢des de antifingicos
disponiveis no mercado. Além disso, a resisténcia fungica limita ainda mais o uso de
determinados antifiingicos. As equinocandinas sdo os mais recentes farmacos utilizados
no tratamento de infecgdes fingicas sistémicas. A caspofungina é o fairmaco protétipo
desse grupo, que apresenta mecanismo de agio semelhante as outras equinocandinas. E
ativa contra cepas de Candida spp. e Aspergillus spp. A albumina é a mais abundante,
multifuncional, carregada negativamente, proteina do plasma, que apresenta propriedades
antioxidantes, transportadoras e funcdes enzimdticas. Essa proteina serve como
transportador endégeno de farmacos e exerce efeito nas ConcentracOes Inibitdrias
Minimas (CIMs) da caspofungina. Este trabalho buscou avaliar a influéncia da albumina
bovina 50 mg/mL sobre os valores de CIMs para Candida parapsilosis. O efeito da
albumina foi avaliado pelo método de microdiluicdo em caldo RPMI. Foram testadas 22
cepas de C. parapsilosis. Quando a caspofungina foi avaliada sozinha foi observado que
todas as C. parapsilosis apresentaram sensibilidade. A solucdo de albumina bovina 50
mg/mL elevou as CIMs da caspofungina. O efeito permaneceu apds 24 h e 48 h de
incubacdo. As CIMs da caspofungina obtidas com albumina foram estatisticamente
diferentes da CIMs sem albumina, a elevacdo da CIMs foi da ordem de 128 vezes. Os
efeitos clinicos dessa elevacdo ainda ndo sdo conhecidos e essa interacdo ndo ¢é
completamente compreendida e estudos com um maior nimero de cepas sdo necessarios
para elucidar e entender as implicacdes desse fendmeno.

Palavras-chave: Candida parapsilosis. Caspofungina. Albumina Bovina.



ABSTRACT

The treatment of fungal infections is limited, because unlike antibiotics, there are several
options, the available antifungal agents are few. Moreover, the fungal resistance further
limits the use of some antifungals. The echinocandins are the most recent drugs used to
treat systemic fungal infections. Caspofungin is the prototype drug of this group, which
has a similar mechanism to the other echinocandins. It is active against strains of Candida
spp. and Aspergillus spp. Albumin is the most abundant, multifunctional, negatively
charged, plasma protein, which has antioxidant properties, carriers and enzymatic
functions. This protein serves as an endogenous drug carrier and exerts an effect on the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of caspofungin. This study evaluated the
influence of bovine serum albumin 50 mg/m on the values of MICs for Candida
parapsilosis. The effect of albumin was measured by broth microdilution method in
RPML. 22 strains of C. parapsilosis were tested. When caspofungin was evaluated alone
was observed that all C. parapsilosis showed sensitivity. A bovine albumin solution 50
mg/ml increased the MICs of caspofungin. The effect remained significant after 24 h and
48 h incubation. The MICs of caspofungin obtained with albumin were statistically
different MICs without albumin. The elevation of the MIC was about 128 times. The
clinical effects of this increase are not yet known and this interaction is not completely
understood and studies with larger numbers of strains are needed to elucidate and
understand the implications of this phenomenon.

Keywords: Candida parapsilosis. Caspofungin. Albumin Bovine.
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1. INTRODUCAO

1.1 Organismos fiingicos e infeccoes flingicas.

O reino Fungi é composto por uma enorme e diversificada variedade de micro-
organismos, estima-se que existam cerca de 1,5 milhdo de espécies, no entanto somente
5% sao conhecidos. Fungos podem causar doengas em plantas, animais, seres humanos
e até em outros fungos. Algumas espécies podem causar doencas sérias em humanos
que se ndo diagnosticadas e tratadas podem levar a morte. As mais comuns s3o:
candidoses, aspergiloses, criptococoses, histoplasmose, micetomas, mucormicoses,
coccidiomicose e paracoccidiodomicose. Outro grupo de fungos chamados de
dermatdfitos atacam pele, olhos, cabelo, unhas, pés e maos (VANDEPUTTE et al.,
2012). Identificar esses organismos e estabelecer um tratamento adequado € um desafio
para os profissionais de satde.

O fungo mais isolado de Infec¢des Fungicas Invasivas (IFIs) continua sendo
Candida spp., que faz parte da microbiota humana e pode ocasionar uma série de
doencas clinicas que dependem do local de desenvolvimento do fungo e do tipo de
paciente envolvido. A mortalidade associada a infec¢des causadas por Candida spp.
situa-se entre 30-40% (ARENDRUP 2010).

Dentro do género Candida, a levedura mais importante é a Candida albicans. E
um patégeno oportunista que pode causar infeccdes disseminadas em grupos de
pacientes especificos, incluindo, pacientes com HIV, os que utilizam corticocosterdides,
transplantados e pacientes com cancer. Essa levedura faz parte da nossa microbiota e em
algum momento ela adquire a capacidade de causar doengas. Essa transi¢ao ainda ndo é
bem compreendida, mas estudos apontam que a capacidade desse micro-organismo em
produzir fatores de viruléncia aliada ao sistema imune do hospedeiro ndo plenamente
funcionante, podem ser os fatores, que auxiliem na instalacdo da condic@o patoldgica
(HORN et al., 2009).

Nos udltimos vinte anos t€ém ocorrido uma elevagdo das IFIs na América Latina.
Aquelas causadas por leveduras sdo mais prevalentes na América Latina do que na
Europa e Estados Unidos, apresentando também uma distribui¢do de espécies diferentes
da encontrada em outros locais. As leveduras mais comumente isoladas na América

Latina sdo C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis. No Estados Unidos e Europa a C.
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glabrata é uma levedura endémica o que nao ocorre no Brasil (SIFUENTES-OSORNIO
et al., 2012). No Ceard, um estudo recente evidenciou que as espécies mais prevalentes
sao as mesmas isoladas no resto da América Latina C. albicans, C tropicalis e C.
parapsilosis (MENEZES et al., 2011).

O tratamento de infecgdes fungicas € limitado, pois diferentemente dos
antibidticos, que existem diversas op¢des, os antifingicos disponiveis sdo poucos. Além
disso, a resisténcia flingica limita ainda mais o uso de determinados antiftingicos
(PFALLER, 2012). O cendrio ndo é nada promissor, pois o surgimento de drogas
antifiingicas nao € tao rapido quanto seria necessdrio, entdo o tratamento de IFIs ainda é

um desafio para todos os profissionais de satide (KONTOYIANNIS 2012).

1.2 Novas Drogas Antiftingicas: Equinocandinas.

Na ultima década, trés compostos com espectro similar, farmacocinética,
seguranca e eficdcia antifungica foram desenvolvidos, conhecidos como
equinocandinas, sdo eles: anidulafungina, caspofungina e micafungina (Tabela 1 e

Figura 1) (DENNING e HOPE, 2010; GROLL e TRAGIANNIDIS, 2010).

Tabela 1: Principais representantes das equinocandinas.

Droga Primeira Licenca FDA Laboratério Custo  didrio
patente para paciente
70 kg (EUA)
US$
Anidulafungina 1993 2006 Pfizer® 215
Caspofungina 1994 2001 Merck-Sharp-  290-405
Dohme®
Micafungina 1996 2005 Astellas- 225
Pharma®

Fonte: RIZOS et al., 2011, com modificagdes.

As equinocandinas sdo a mais nova classe de medicamentos aprovados pela
Food and Drug Aministration(FDA) para o tratamento de infec¢des flingicas sistémicas.
Quimicamente elas sdo lipopeptideos anfifilicos semi-sintéticos de uso intravenoso,

agem diretamente na parede celular dos fungos, através da inibi¢ao ndo competitiva da
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enzima 1,3-B-D-glucano sintetase. Esta enzima possui duas subunidades, Rholp e
FKSp, na qual as equinocandinas ligam-se e inibem a produgdo de 1,3-f-D-glucano,
componente principal da parede celular do género Candida. Com isso, ao continuar o
seu processo de remodelacdo da parede celular e expansao, as células acabam por serem
lisadas, devido a falta de rigidez proveniente da auséncia de 1,3-B-D-glucano em sua

estrutura (Figura 2) (DENNING 2003; DINUBILE, et al., 2004).

Figura 1- Principais Equinocandinas utilizadas no Tratamento de Infec¢cdes Fungicas.
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Figura 2- Estrutura da parede celular de Candida spp.
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Fonte: KARTSONIS et al., 2003, com modificagdes.

As equinocandinas s3o uma arma no combate as IFIs, no entanto o
entendimento de todas as propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas dessa nova

classe ainda € incompleto (ANDES 2006; MIGOYA et al., 2011).

1.3 Aspectos farmacocinéticos das equinocandinas.

Investigacdes farmacocinético-farmacodinamicas tém sido uteis para definir a
dosagem de agentes antiflingicos e para estabelecer os pontos de corte dos testes de
sensibilidade in vitro no Laboratério de Microbiologia (ANDES 2003).

Estudos farmacocinéticos descrevem como o corpo manuseia a droga,
incluindo absorcdo, distribuicdo, ligacdo a proteinas plasmadticas, metabolismo e
eliminacdo. A comparacdo de antifiingicos geralmente é baseada nas suas propriedades
farmacocinéticas (ANDES 2006). Na Tabela 2 sdo mostradas algumas propriedades

farmacocinéticas das equinocandinas disponiveis no mercado mundial.



Tabela 2: Caracteristicas Farmacocinéticas das equinocandinas
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Parametro Anidulafungina Caspofungina Micafungina

Cinax (ng/mL) 7,2 9,9 10,1

Ty, plasmatica (h) 26,5 9-11 15-17

AUC (mg/h.L) 110,3 (1x 200 mg, 97,6 (1x 70 mg, 115 (100 mg/dia)

seguida de 100 seguida de 50
mg/dia) mg/dia)

Ligacao proteinas >99 97 99,75

plasmaticas (%)

Volume de 0,6 0,15 0,39

Distribuigao (L/kg)

Metabolismo Nao hepdtico: Hepadtico: hidrélise Hepadtico: aril-
degradacao N-acetilacdo sulfatase,
espontanea- espontanea e metiltransferase
peptidases degradac@o. CYP3A.

Eliminagdo Fezes Fezes Fezes

Fonte: GLOCKNER et al., 2009.

1.4 Caracteristicas farmacodinamicas de drogas antifingicas.

Um dos principais objetivos da terapia antimicrobiana é a caracteriza¢do da

relacdo entre dose, regime posoldgico, concentragio da droga no corpo, susceptibilidade

in vitro do micro-organismo e efeitos da droga. A farmacodinidmica avalia essas

relagdes entre farmacocinética e o resultado da acdo de drogas. Trés pardmetros

farmacodindmicos sdo extremamente relevantes e tém sido usados para descrever essas

relacdes. Esses parametros sdo: pico de concentracao em relagdo a CIM (Cmax/CIM), a

drea abaixo da curva de concentracio em relacdo ao CIM, no periodo de 24 h

(AUC/CIM) e o tempo que a concentragdo da droga excede a CIM (T>CIM), como
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descrito na Figura 3. Esses parametros determinam a frequéncia na qual a droga é mais
eficaz (ANDES 2003).

Figura 3: Parametros farmacodindmicos de drogas. Cmax- concentracdo maxima.

AUC- érea sob a curva. MIC- concentragao inibitéria minima.

1 6=

Concentracdo (pg/mL)

Y Tempo (Horas)

Fonte: MUELLER, et al., 2004.

As equinocandinas sdo administradas uma tnica vez ao dia como descrito na
Tabela 2, essas drogas apresentam um fendmeno chamado de efeito pds-antifiingico
(PAFE), que € a inibicdo do fungo mesmo apds a retirada da droga. Esse efeito

possibilita a utilizacdo da droga somente uma unica vez a cada 24 h (SHIELDS et al.,
2011).

1.5 Albumina e Equinocandinas, uma estranha relacao.

A albumina humana ¢ sintetizada no figado e estd presente no sangue em uma
concentracdo de 7,0x 10* M (50 mg/mL ou 3,8-4,8g/100 mL). A albumina € a mais

abundante, multifuncional, carregada negativamente, proteina do plasma, que apresenta
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propriedades antioxidantes, transportadoras e fun¢des enzimadticas. Ela apresenta trés
dominios e cada dominio possui 10 hélices. Essa proteina serve como transportador
endégeno de 4cidos graxos, hemina, bilirrubina e triptofano. Por muito tempo a
albumina vem despertando a atenc¢do da industria farmacéutica, exatamente pela sua
propriedade de interacdio com firmacos e alteracdo de seus pardmetros
farmacocinéticos. Muitas das interacOes albumina e farmacos ainda necessitam de
explicacdo (VARSHNEY et al., 2010; ZEITLINGER et al., 2011).

A ligacdo a proteinas plasmadticas por parte de drogas antimicrobianas
desempenha  um  papel chave no entendimento dos parametros
farmacodinamicos/farmacocinéticos das equinocandinas. Essa classe de drogas se liga a
proteinas séricas, alterando suas propriedades antifungicas. A taxa de ligacdo de
equinocandinas a proteinas séricas ultrapassa 98% (Tabela 2) e como descrito em alguns
estudos essa ligacao/interacdo parecem alterar a atividade antifiingica destes compostos.
E bem conhecido que somente a parte livre da droga pode entrar na célula e desenvolver
sua acdo (BEER et al., 2009).

A adicdo de soro humano contendo 50% de albumina no ensaio CIM
(Concentracdo Inibitéria Minima) ou a adicdo de albumina 50 mg/mL elevou a CIM
para equinocandinas frente a cepas de Candida spp. As razdes para essa elevacdo
permanecem obscuras € ndo podem ser explicadas apenas pela elevada taxa de ligacdo
droga-albumina (GARCIA-EFFRON et al., 2011).

A importancia in vivo desses achados observados in vitro para atividade
antifingica das equinocandinas ainda ndo € completamente entendido, nem o
significado clinico que eles podem ter. No entanto o efeito da ligagdo com albumina e
sua consequente elevacdo do MIC pode explicar a diferenca de dosagem desses
compostos na pratica clinica (ODABASI et al., 2007).

Um estudo comprovou que a adicdo de soro humano elevou a CIM de
equinocandinas em cepas de C. parapsilosis e C. guilllermondii e as razdes continuam
sem explicacdo convincente € o seu significado clinico ainda permanece incerto. C.
parapsilosis costuma apresentar uma CIM mais elevado para as equinocandinas € novos
estudos devem ser realizados para tentar elucidar e quem sabe explicar esse fendmeno

(SARIBAS et al., 2011).
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1.6 Concentracao Inibitéoria Minima das equinocandinas para Candida spp.

O teste de sensibilidade in vitro pelo método de microdilui¢ado em RPMI caldo
¢ uma técnica recente e passa constantemente por reformulacdes (CLSI 2008a, CLSI
2008b). Recentemente foram definidos novos pontos de corte para equinocandinas que
ajudam a decidir se cepas de Candida spp. sdo sensiveis ou resistentes as
equinocandinas em testes in vitro (PFALLER et al., 2011). Na Tabela 3 sdo mostrados
os novos pontos de corte. Como pode ser visto na Tabela 3, C. parapsilosis apresentam

pontos de corte mais elevados para a echinocandinas, diferentes de outras cepas.

Tabela 3: Pontos de corte para espécies de Candida spp. frente a equinocandinas.

Agente Leveduras MIC (pg/mL) Halo (mm)
Antifingico

| R | R

R-resistente. I- intermedidrio. S- sensivel. Fonte: PFALLER et al., 2011, com modificagdes.

Em um estudo realizado avaliando a sensibilidade de cepas de Candida spp.,
isoladas em um estudo global, frente a equinocandinas, foi observado que os indices de
resisténcia a essas drogas ainda € baixo e de evolugdo lenta como pode ser visto na
Tabela 4 e 5 (PFALLER et al., 2008; PFALLER et al., 2010).

Em um estudo realizado no Ceard com cepas de Candida spp. ndao foi

encontrada resisténcia a caspofungina (SILVA et al., 2011).
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Tabela 4: Atividade de Equinocandinas contra Candida spp. isoladas em um estudo

global.
Espécie (n) Agente N° de isolados de acordo com o MIC (ug/mL)
Antifingico 0.007 0,015 0,03 0,06 0,12 025 050 1 2 4 >8
C. albicans (4.283) Ani 338 1.278 1.542 896 216 12 1
Cas 92 1.181 2.037 898 68 6 1
Mic 608 2.952 625 90 5 1 1
C. parapsilosis (1.238) Ani 1 2 1 1 14 49 31976586
Mic 2 2 1 10 66 261 676 220
C. tropicalis (996) Ani 41 254 493 173 24 7 1 3
Cas 17 318 482 161 12 4 1
Mic 46 400 375 149 17 6 1 2

Ani- Anidulafungina. Cas- caspofungina. Mic- Micafungina. Fonte: PFALLER er al., 2010, com

modificacdes.

Tabela 5: Atividade de Equinocandinas contra Candida spp. isoladas na América

Latina.
Espécie (n) Agente N° de isolados de acordo com o MIC (ug/mL)
Antifungico 0,007 0,015 0,030,06 0,12 0,25 0,50 1 2 4 >8
C. albicans (533) Ani 34 134 185 134 42 2 2
Cas 7 119 249 134 19 5
Mic 57 363 88 23 2
C. parapsilosis (207) Ani 1 2 10 61 123 10
Cas B T T T R CAR
Mic 1 1 19 50 109 27
C. tropicalis (222) Ani 5 39 111 47 6 5
Cas 2 61 110 42 5 2 1
Mic 6 79 91 39 4 2 1

Ani- Anidulafungina. Cas- caspofungina. Mic- Micafungina. Fonte: PFALLER e al., 2008, com

modificagdes.
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1.7 Caspofungina.

O espectro de fungos susceptiveis a equinocandinas é bem mais estreito
quando comparado ao dos polienos ou azdlicos, porém as equinocandinas mostraram-se
excelentes no tratamento de Candidiase. A caspofungina é a droga protétipo desse
grupo, é um lipopeptideo ciclico semissintético que apresenta mecanismo de agdo
semelhante as outras equinocandinas. E ativa contra cepas de Candida spp., dentre elas,
C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, C. kefir, C. krusei, C.
guillermondii e C. lusitanea. Apresenta geralmente um efeito fungistitico contra
Aspergillus fumigatus, A. niger, A. flavus, A. versicolor e A. terrus. Nao apresenta efeito
contra cepas de Criptococcus spp. (HOFFMAN e WALSH, 2011; MAYR et al., 2011).

Virios estudos clinicos t€ém sido realizados comparando a atividade da
caspofungina com outros antifingicos. A Caspofungina € mais efetiva, segura e € uma
alternativa a anfotericina B para o tratamento de candidiase invasiva em recém-nascidos
(MOHAMED et al., 2012).

A utilizagdo da caspofungina representa um importante avanco no cuidado de
pacientes com infec¢des fungicas sistémicas causadas por Candida spp. E um
antiftingico valioso para a cobertura profildtica de pacientes com leucemia ou receptores
de transplante de figado e ainda existe a possibilidade de ser combinada com outros
antifungicos para o combate de infec¢Oes fungicas causadas por cepas de Candida spp.
resistentes (MAYR et al., 2011; CATTANEO et al., 2011; DORIA et al., 2011; OZ et
al., 2012).

A caspofungina apresenta atividade contra infecgdes causadas por Aspergillus
fumigatus e possui potente acdo contra biofilmes de Candida spp. (UPPULURI et al.,
2011; LEWIS 2011; LEWIS et al., 2011).

Poucos efeitos colaterais estdo presentes em pacientes em uso de caspofungina
essa € uma vantagem quando comparada a anfotericina B. A caspofungina apresenta
boa tolerabilidade em pacientes adultos e criancas (NGAI et al., 2011).

Um dos fatores limitantes ainda do uso de caspofungina € o seu alto prego, no
entanto o voriconazol, um azdélico recentemente lancado para o combate de infeccoes
fungicas, também apresenta um custo elevado e a alternativa de hospitais publicos
continua sendo o fluconazol e para cepas flingicas resistentes utiliza-se a anfotericina B

(AL-BADRIYEH et al., 2012).
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1.8 Candida parapsilosis.

A principal levedura isolada de infeccdes fingicas continua sendo C. albicans,
no entanto, C. parapsilosis tem emergido nos ultimos anos, sendo um isolado comum
em candidemias, em alguns grupos de pacientes, como neonatos, transplantados,
pacientes recebendo nutricdo parenteral € mais prevalente que C. albicans
(ALANGADEN, 2011).

Surtos hospitalares causados por C. parapsilosis tém sido descritos com
frequéncia e as principais fontes de infec¢do encontradas foram as maos dos
profissionais de saude, infusdes, biomateriais dentre outros. C. parapsilosis € a segunda
ou terceira levedura mais isolada de hemoculturas em vdrias partes do mundo. E um
patégeno comumente isolado no Brasil e no Ceard. C. parapsilosis apresenta capacidade
de formar biofilmes em cateteres e outros dispositivos médicos, esses fatores
contribuem para a disseminacao e permanéncia dessa levedura em ambiente hospitalar.
Diversos antifingicos incluindo azdlicos, poliénicos, flucitosina e echinocandinas
apresentam atividade contra cepas de C. parapsilosis isoladas de infec¢coes (GOMES et
al.,2010; MEDRANO et al., 2006; MENEZES et al., 2011).

Como exposto anteriormente € possivel observar que a C. parapsilosis
apresenta um comportamento de maior tolerancia a caspofungina. Essa levedura tem
CIMs mais elevadas que outras espécies como podem ser visto na Tabela 4 e 5. Cepas
de C. parapsilosis isoladas no Ceard apresentaram CIMs elevados para a caspofungina
quando comparados com C. albicans e C. tropicalis (SILVA et al., 2011).

A Sociedade Americana de Doencgas Infecciosas recomenda que para o
tratamento de infec¢Oes causadas por C. parapsilosis devera ser utilizado fluconazol ou
uma equinocandina seguida de fluconazol, devido ao fato dessas cepas apresentarem
CIMs elevados para essa classe de drogas. No entanto apds uma ampla revisao de casos
de IFIs causadas por C. parapsilosis foi possivel comprovar que as equinocandinas sao
efetivas no tratamento dessas infeccoes (KALE-PRADHAN et al., 2012).

A importéncia clinica dos CIMs elevados ndo é completamente entendida e a
relacdo do trindmio: C. parapsilosis-Caspofungina-Albumina ainda ndo estd esclarecido
e entende-lo € essencial para garantir o efetivo tratamento de IFIs causadas por C.

parapsilosis.
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral

Avaliar a alteracdo da sensibilidade de Candida parapsilosis a caspofungina causada

pela solucao de albumina bovina 50 mg/mL.

2.2.0bjetivos Especificos

Realizar teste de sensibilidade a caspofungina de Candida parapsilosis utilizando

protocolo padrao em meio RPMI.

N

Realizar teste de sensibilidade a caspofungina de Candida parapsilosis utilizando
protocolo padrdo modificado em meio RPMI suplementado com albumina bovina 50

mg/mL.

Comparar estatisticamente o efeito da albumina na sensibilidade de Candida

parapsilosis a caspofungina, através do teste de ¢ de Student.
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3 METODOLOGIA

3.1 Micro-organismos

Foram utilizadas 22 cepas de Candida parapsilosis pertencentes ao banco de
leveduras do Laboratério de Microbiologia de Leveduras do Departamento de Andlises
Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade de Farmdicia Odontologia e Enfermagem da

Universidade Federal do Ceara.

3.2 Isolamento e purificacdo das cepas

As cepas em estoque foram descongeladas e semeadas em dgar batata dextrose
e incubadas a 37°C por 24/48h. Apds o crescimento foram inoculadas em &4gar
Sabouraud dextrose e incubadas a 37°C por 24/48h, para garantir a pureza das cepas (
GOMES et al., 2010; MENEZES et al., 2011; MENEZES et al., 2012;
VASCONCELOS et al., 2011).

3.3 Identificagdo presuntiva e Confirmagdo da Identificacdo

A identificagdo presuntiva e a pureza das cepas foram realizadas em meio
cromogeno e incubadas a 35°C por 24/48h. Esse meio cromdgeno identifica as cepas de
leveduras de acordo com a cor produzida; verde: C.albicans, azul: C.tropicalis, violeta
claro: C. parapsilosis e rosa: C. krusei. A confirmag@o das identificacdes foi realizada
com o teste do microcultivo em 4gar arroz com tween 80, onde se observou a
micromorfologia caracteristica (CUNHA et al., 2009; MENEZES et al., 2011;
VASCONCELOS Jr et al., 2011).

3.4 Preparacdo da Solucdo de Albumina 50mg/mL

Para a realizacdo deste teste foi produzida uma solucao de albumina humana 50
mg/mL. No recipiente contendo caldo RPMI (INLAB-S3o Paulo) 10,5 g/L. (Roswell
Park Memorial Institute) tamponado com MOPS (Sigma- EUA) (4cido morfolino
polissulfonico) 0,165 M foi acrescentado quantidade suficiente de Albumina Bovina

(AB) (INLAB-S3ao Paulo), para produzir uma solu¢cao de 50 mg/mL. Todos os testes de
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sensibilidade foram realizados com essa solucdo, pois essa concentracio mimifica o
soro humano que contém 5,0 g/100 mL de albumina (50 mg/mL) (ARENDRUP et al.,
2011; GARCIA-EFFRON et al., 2011).

3.5 Agentes Antifungicos

Neste estudo foi avaliado um unico antiflingico a caspofungina (CAS) (Sigma-
EUA). A CAS foi dissolvida em 4gua destilada e diluida em RPMI e em
RPMI/Albumina Bovina. O intervalo da concentragdo de CAS foi: 16 - 0,0075 ug/mL
(ESPINEL-INGROF e CANTON 2007).

3.6 Teste de Sensibilidade pelo Método de Microdiluicdo em caldo RPMI

Ensaios de sensibilidade antifungica foram realizados, de acordo com os
documentos M27-A3 padronizados pelo CLSI. As solugdes de antiftingicos foram
diluidas em RPMI 1640 tamponado e colocadas em placas plésticas estéreis com 96
orificios e estocadas a -20°C até o momento do uso (CLSI 2008a, CLSI 2008b). Foram
produzidas placas com e sem albumina bovina.

As cepas de C. parapsilosis foram diluidas em salina e rediluidas em RPMI
sem albumina e com albumina para produzir um inéculo de 0,5-2,5 x 10° UFC/mL.
Desse in6culo foram retirados 100 pL e inoculados nas placas com CAS e AB e nas
placas com CAS. As placas foram colocadas a 35°C, decorrido 24 h e 48 h foi
observado visualmente a menor concentragio de antifingico que causava uma redugao
de 50% e 90% no crescimento da C. parapsilosis quando comparado com o crescimento
sem antifingico. A essa concentracdo chamamos de CIMsy e CIMgy. Como controles
foram utilizados C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258 (CLSI 2008a,
CLSI 2008b).

3.7 Interpretacao dos Resultados

Na avaliacdo dos resultados utilizamos os pontos de corte disponiveis para C.
parapsilosis. O CLSI ndo disponibilizou ainda pontos de corte diferenciado por espécies

no entanto, estudos mostram que a C. parapsilosis apresenta CIMs maiores para a
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caspofungina. Utilizaremos os seguintes pontos de corte: Sensivel < 2 pg/mL(S),

intermedidrio 4 pg/mL (I) e resistente >8 pg/mL (R) (PFALLER et al., 2011a).

3.8 Analise Estatistica

As CIMs obtidas com a caspofungina sozinha e as obtidas com a caspofungina
com albumina foram comparados e avaliados estatisticamente com o teste ¢ de Student e
um nivel de significancia de 5% foi utilizado. A andlise estatistica foi realizada pelo

programa SPSS.

3.9 Descarte das amostras

Todas as amostras foram recongeladas e guardadas sob a responsabilidade do

Laboratério de Microbiologia de Leveduras da Universidade Federal do Ceara.
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4. RESULTADOS

Cepas de C. parapsilosis, crescendo em dgar batata dextrose, sdo semelhantes a
outras cepas de Candida spp. A identificacio baseada na morfologia da colonia é
impossivel de ser realizada. C. parapsilosis ¢ uma espécie bastante comum em
infecgdes flingicas e atualmente, com o avanco dos métodos de identificacdo, estas
leveduras sdo cada vez mais isoladas de amostras de pacientes. Na Figura 4 podemos

observar cepas de C. parapsilosis em meio dgar batata dextrose.

Figura 4: Cepas de Candida parapsilosis em meio dgar batata dextrose

A confirmacdo de identificagdo de cepas de C. parapsilosis pode ser realizada
por diversos métodos, dentre eles: moleculares, fenotipicos ou bioquimicos. No nosso
estudo, utilizamos testes fenotipicos para identificacao.

A identificacdo foi realizada em meio cromdgeno. Estes meios identificam as
cepas baseados na coloracdo que elas adquirem apds a inoculacdo. No caso das C.

parapsilosis, as colonias produzem uma cor violeta, como pode ser visto na Figura 5.
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Figura 5 — Candida parapsilosis em meio cromégeno.

Todas as cepas acima sdo C. parapsilosis, com excecdo da cepa de coloragcao
azul. A confirmacdo da identificacdo foi feita pela técnica do microcultivo. Essa técnica
se baseia na identificacdo de estruturas especificas de C. parapsilosis.

Os métodos utilizados no teste de sensibilidade sdo recentes e somente hé cerca
de dez anos vem se popularizando. Dos métodos disponiveis, o Etest® € o mais caro,
porém fornece resultados de maneira rdpida e confidvel. O disco difusdo ndo estd
disponivel para todos os antifingicos, mas € um teste ripido e de fécil realizacdo. A
microdilui¢do em caldo € um teste que exige pessoal qualificado, mas é o mais aceito
internacionalmente pela sua reprodutibilidade.

A caspofungina, no nosso estudo, foi avaliada pelo método de Microdilui¢ao
em caldo. Na Figura 6,7 e 8 podemos observar a realizacao do teste de Microdilui¢ao
em caldo. O RPMI suplementado com albumina bovina 50 mg/mL, como pode ser visto
na Figura 6, é um liquido amarelado e claro, que pode ser utilizado facilmente na

realizacdo dos testes de sensibilidade.
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Figura 6- Caldos RPMI utilizados no teste de microdilui¢@o, o frasco da direita

contém RPMI e albumina, conferindo uma colora¢do amarelada.

Figura 7- Teste de sensibilidade da caspofungina pela técnica de Microdilui¢do em

caldo.
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Figura 8: Inoculagdo de placas no teste de Mirodiluicao em caldo
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Demostramos no nosso trabalho que a albumina altera o Concentragdao
Inibitéria Minima(CIM) da caspofungina contra cepas de C. parapsilosis, causando uma
elevacdo das CIMs para essa droga. Na Tabela 6 podemos observar esse efeito

comparado as CIMssgq,.

Tabela 6 - CIMssoq da caspofungina de 22 cepas de C. parapsilosis testadas com e
sem albumina. Com tempo de incubac¢ao de 24 h.

Antiftingico Intervalo MG M P
(ug/mL)
Caspofungina <0,007-0,25 0,03 0,007
0,0008
Caspofungina  +
Albumina Bovina <0,03-1 0,18 0,12
50 mg/mL

CIMsso%: Concentragdo Inibitéria Minima de 50% do crescimento fiingico. MG: Média Geométrica das CIMs. M: Moda das CIMs.
p= comparagio das CIMs da caspofungina com as CIMs da caspofungina + Albumina Bovina 50 mg/mL, foram estatisticamente
diferentes e significativas pelo teste de ¢ de Student com p<0,05.
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O efeito da albumina é mais pronunciado quando avaliamos a CIMs90%.
Observamos uma maior elevacdo das CIMs. Na Tabela 7 podemos perceber essa

elevacgdo.

Tabela 7 — CIMsq¢ da caspofungina de 22 cepas de C. parapsilosis testadas com e sem
albumina. Com tempo de incubagdo de 24h.

Antifingico Intervalo MG M P
(ng/mL)
Caspofungina <0,015-0,5 0,06 0,015
0,0005
Caspofungina  +
Albumina Bovina <0,06-2 0,40 0,25
50 mg/mL

CIMsso%: Concentragdo Inibitéria Minima de 50% do crescimento fiingico. MG: Média Geométrica das CIMs. M: Moda das CIMs.
p= comparagdo das CIMs da caspofungina com as CIMs da caspofungina + Albumina Bovina 50 mg/mL, foram estatisticamente
diferentes e significativas pelo teste de ¢ de Student com p<0,05.

As placas de microdiluicdo foram incubadas até 48 h e o efeito permaneceu

como pode ser observado nas Tabelas 8 € 9.

Tabela 8 — CIMssog, da caspofungina de 22 cepas de C. parapsilosis testadas com e sem
albumina. Com tempo de incubagdo de 48 h.

Antifiingico Intervalo MG M P
(ug/mL)
Caspofungina 0,015-0,5 0,16 0,25
0,001
Caspofungina  +
Albumina Bovina 0,06-4 0,65 0,50
50 mg/mL

CIMsso%: Concentragdo Inibitéria Minima de 50% do crescimento fiingico. MG: Média Geométrica das CIMs. M: Moda das CIMs.
p= comparagdo das CIMs da caspofungina com as CIMs da caspofungina + Albumina Bovina 50 mg/mL, foram estatisticamente
diferentes e significativas pelo teste de ¢ de Student com p<0,05.
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Tabela 9 — CIMsqg¢ da caspofungina de 22 cepas de C. parapsilosis testadas com e sem

albumina. Com tempo de incubagdo de 48 h.

Antiftingico Intervalo MG M P
(ng/mL)
Caspofungina 0,12-2 0,47 0,50
0,004
Caspofungina  +
Albumina Bovina 0,12-4 1,17 1,00
50 mg/mL

CIMsso%: Concentragdo Inibitéria Minima de 50% do crescimento fiingico. MG: Média Geométrica das CIMs. M: Moda das CIMs.
p= comparacdo das CIMs da caspofungina com as CIMs da caspofungina + Albumina Bovina 50 mg/mL, foram estatisticamente

diferentes e significativas pelo teste de 7 de Student com p<0,05.

A elevagdo pode ser confirmada pelos testes estatisticos realizados com os

tipos de amostras testadas com e sem albumina humana. Na Figura 9 observamos o

efeito da albumina bovina 50 mg/mL sobre todos os isolados.

Figura 9- Perfil de Sensibilidade a caspofungina de 22 Cepas de C. parapsilosis testadas

em RPMI com e sem albumina. Cada casulo representa o numero de cepas.
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A elevacdo do CIM foi da ordem de 128 quando o teste é realizado com

albumina bovina 50 mg/mL. Essa variacdo do CIM pode ser observada na Tabela 10.

Tabela 10- Relacdo entre a CIM50% (albumina)/CIM50% (sem albumina)

obtidas para caspofungina contra as cepas de C. parapsilosis em 24h.

Caspofungina

Espécies  CIM%q CIM 504 Relacio®
1 0,125 1 8
2 0,125 0,5 4
3 0,0625 0,5 8
4 0,0625 0,5 8
5 0,03125 0,25 8
6 0,03125 0,25 8
7 0,03125 0,125 4
8 0,0078125 0,125 16
9 0,0078125 1 128
10 0,0078125 0,0625 8
11 0,0625 0,5 8
12 0,25 0,5 2
13 0,015625 0,0625 4
14 0,125 1 8
15 0,25 0,125 0,5
16 0,0078125 0,125 16
17 0,015625 0,125 8
18 0,015625 0,03125 2
19 0,0625 0,125 2
20 0,125 0,125 1
21 0,015625 0,03125 2
22 0,0078125 0,03125 4

a-CIM obtida sem albumina. b- CIM obtida com albumina 50 mg/mL. Razao entre CIMb/CIMa
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5. DISCUSSAO

As Infeccdes Fungicas Sist€émicas (IFIs) sdo patologias complexas que
resultam em elevada mortalidade entre pacientes com doengas hematolégicas, neonatos,
transplantados, pacientes com o HIV e outros grupos de pacientes imunodeprimidos. A
terapia antifingica empirica pode reduzir a mortalidade, mas estudos recentes indicam
que a incidéncia de IFIs estd aumentando e o uso de novas drogas no tratamento dessas
patologias ainda é desapontador, com falhas em torno de 50% nos casos de aspergilose.
A taxa de mortalidade pode chegar a 30% ap0Os 12 semanas de infec¢do com Candida
spp e Aspergillus spp (LIU et al., 2011; LEHRNBECHER, et al., 2010; YILMAZ, et al.
2009).

Uma pesquisa extensiva da literatura médica da América Latina parece mostrar
que a incidéncia de IFIs endémicas e oportunistas tem aumentado. O aumento das IFIs
endémicas estd provavelmente relacionado com as mudancas na populacao (migragao,
turismo e crescimento da populacdo), ao passo que a alteragdo na incidéncia de IFIs
oportunista estd associada com um aumento no nimero de pessoas em risco. Em ambos
0s casos, o inicio precoce e uso adequado de procedimentos diagndsticos podem
melhorar o manejo de pacientes com IFI. O tratamento precoce das IFIs € fundamental
para o sucesso clinico, estudos t€ém mostrado que atrasar o inicio da terapia antifungica
aumenta o risco de morte (LEWIS, 2012; SIFUENTES-OSORNIO, et al., 2012).

O diagnéstico laboratorial de IFIs baseia-se na microscopia direta e deteccao
do agente etioldgico em espécimes clinicos, no isolamento e identificacdo do agente
patogénico em cultura ou a utilizacdo de métodos imunoldgicos ou moleculares que
permitam a identificag@o fungica. Culturas microbioldgicas sdo muitas vezes insensiveis
ou de limitada utilizacio o que dificulta o diagndstico laboratorial da IFIs,
principalmente aquelas causadas por Candida spp. € Aspergillus spp. (PAGANO, et al.,
2010).

A identificacdo de Candida spp. por meios de culturas convencionais sao
demoradas e imprecisas, consumindo tempo e nem sempre fornecendo resultados
confidveis quanto a espécie identificada (MENEZES, et al., 2007). No nosso trabalho as
cepas foram semeadas em meio dgar batata dextrose, no qual a identificacdo das
espécies € impossivel de ser realizada, todas as cepas apresentam as mesmas
caracteristicas: colOnias brancas, com contornos irregulares, opacas e umidas como

pode ser observado na Figura 4. A identificacdo microscopica também ndo ajuda. Sdo
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evidenciadas células Gram-positivas, ovaladas e medindo de 5 a 7 um, dados nado
mostrados. Todas essas caracteristicas sdo comuns a todas as espécies de Candida spp.

Com o objetivo de minimizar o problema de identificacdo e acelerar o
diagnéstico foram criados os meios cromdgenos, capazes de identificar as espécies
baseado na coloragdo que elas produzem quando crescem nesses meios. Na Figura 5
podemos observar que o meio foi capaz de identificar as cepas de C. parapsilosis e C.
tropicalis.

Em um estudo multicéntrico realizado no Ceara durante dois anos, esse meio
cromégeno foi capaz de identificar corretamente as espécies de Candida spp. isoladas
de varios centro médicos (MENEZES, et al., 2011).

Os meios cromdgenos sdo capazes de identificar de forma presuntiva diversas
leveduras como Cryptococcus spp., Trichosporon spp (MENEZES et al., 2012).

No nosso trabalho separamos, purificamos e identificamos 22 cepas de C.
parapsilosis. Essa levedura € comumente isolada de IFIs (HORN er al., 2009).
MEDRANQO, et al., 2006, documentaram a importincia dessa levedura no Ceard. Em
um estudo com leveduras isoladas de urina, C. parapsilosis foi a terceira levedura mais
isolada (GOMES, et al., 2010).

Estudos anteriores realizados no Ceara revelaram a importancia dessa levedura
na epidemiologia de infec¢des fungicas no Ceard (MENEZES, et al., 2004; MENEZES,
et al., 2005; MENEZES, et al., 2006; MENEZES, et al., 2007).

O complexo C. parapsilosis € composto por trés espécies de leveduras: C.
parapsilosis, C. metapsilosis € C. orthopsilosis, elas sdo indistinguiveis por métodos
fenotipicos ou bioquimicos, sendo diferenciadas apenas por métodos moleculares. No
nosso estudo nao diferenciamos essas espécies. No Brasil a maior prevaléncia é de C.
parapsilosis (GONCALVES et al., 2010).

Somente a identificacdo a nivel de espécies de Candida spp. nao é mais
suficiente para instalacdo da correta conduta terapéutica, € necessirio que se realize
também o teste de sensibilidade a drogas antifungicas. Trés métodos estdo disponiveis e
padronizados: o Etest®, Disco difusio e Microdiluicio em caldo. Cada um deles
apresenta vantagens e desvantagens (PFALLER, et al., 2012).

O teste de sensibilidade € trabalhoso e necessita de pessoal treinado para sua
execugdo e interpretacdo, no entanto fornece resultados precisos quanto a CIM de cada

droga testada. No nosso trabalho realizamos o teste com 22 cepas frente a caspofungina
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(Figuras 6, 7 e 8). Esse trabalho consumiu tempo e teve custos que sao as principais
desvantagens desse método, por isso nem todos os laboratérios de andlises clinicas o
realizam. Devido a isso, deixamos de conhecer a susceptibilidade das cepas fingicas e a
utilizacdo dos antiftingicos acaba sendo empirica ou simplesmente baseada na escolha
do médico. O Farmacéutico é um dos profissionais aptos a realizar e interpretar os
resultados desses testes, podendo contribuir de forma importante no manejo de
pacientes com infec¢do fingica.

Nos nossos testes realizados para a caspofungina todas as 22 cepas de C.
parapsilosis apresentaram, apds 24h de incubacgdo, CIMs5pq e CIMgg, de no maximo
0,25 e 0,5 pug/mL (Tabelas 7 e 8). Esses valores demonstram que a todas as cepas
testadas no nosso estudo apresentaram sensibilidade a caspofungina. Em um estudo
coml31 cepas realizados na Itdlia, C. parapsilosis apresentaram CIM bem mais altos,
atingindo 4 pg/mL (BORGHI et al., 2011). Essa diferenca pode ser devido ao fato que
na Itdlia o uso de caspofungina é mais intenso do que no Ceara.

SILVA, et al., 2011, trabalhando com 17 cepas de C. parapsilosis isoladas no
Ceard encontraram resultados semelhantes aos nossos . A CIMspq maxima atingiu 0,5
pg/mL.

Em um teste com 124 cepas de C. parapsilosis isoladas no Brasil a CIM
atingiu 2 pg/mL (GONCALVES et al., 2010).

As equinocandinas in vifro sdao menos ativas contra C. guilliermondii, C.
parapsilosis e C. lusitaniae; Esta menor atividade frente a C. parapsilosis tem sido
associada a uma substituicdo de aminodcidos que ocorre naturalmente na unidade FKS
da enzima alvo das equinocandinas. O surgimento de cepas de C. parapsilosis e C.
guilliermondii resistentes a caspofungina foram relatados em pacientes utilizando a
droga (MAYR et al., 2011).

A Sociedade Americana de Doencgas Infecciosas recomenda que para o
tratamento de infec¢Oes causadas por C. parapsilosis devera ser utilizado fluconazol ou
uma equinocandina seguida de fluconazol, devido ao fato dessas cepas apresentarem
CIMs elevados para essa classe de drogas. No entanto, apds uma ampla revisao de casos
de IFSs causadas por C. parapsilosis foi possivel comprovar que as equinocandinas sao
efetivas no tratamento dessas infec¢coes (KALE-PRADHAN et al., 2012).

Em trabalho realizado com 118 cepas de C. parapsilosis isoladas de UTI e 184

de enfermarias, nao foi encontrado nenhuma cepa resistente a caspofungina (PFALLER
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et al., 2011b). Nosso estudo ndo revelou cepas resistentes mesmo apos 48 h de
incubacdo (Tabelas 8 € 9).

O principal objetivo do nosso trabalho foi avaliar o efeito que a solugdo de
albumina 50 mg/mL tem sobre as CIMs da caspofungina frente a cepas de C.
parapsilosis. Nas Tabelas 6 a 10 e na Figura 9 € possivel perceber que a albumina
exerceu um profundo efeito nas CIMs da caspofungina. Os parametros farmacocinéticos
da caspofungina podem explicar em parte o fendmeno observado no nosso estudo. A
Caspofungina apresenta altas taxas de ligagdo (97%) com proteinas plasmaticas,
especialmente albumina (BELLMANN 2007; LOUIE et al., 2005). Em geral ¢ bem
aceito, que somente a droga livre é farmacologicamente ativa. Em teoria, drogas com
elevada taxa de ligacdo protéica apresentariam dificuldade de atravessar os tecidos e
membranas celulares e atingir o alvo da droga (ANDES 2003). No nosso estudo, uma
das teorias propostas seria que a caspofungina se liga a albumina e ndo consegue
exercer seu efeito ligando-se a enzima alvo na C. parapsilosis.

Na Tabela 6 observamos que a adicdo de albumina elevou a CIM
significativamente (p<0,05). O mesmo comportamento pode ser observado na Figura 9,
onde se percebe que no meio com albumina as cepas atingiram CIM de 4 pg/mL, fato
ndo observado pela outras cepas na auséncia de albumina bovina.

Um estudo indicou que a adi¢do de 50 mg/mL de albumina sérica bovina
aumentou a separacdo entre cepas de Candida parapsilosis selvagens e cepas mutantes
(ARENDRUP et al., 2011). Essa diferenciagdo é fundamental, pois cepas mutantes que
apresentam a mutacdo fks na enzima glucano 1,3- sintase sdo menos sensiveis a
caspofungina e podem ndo responder ao tratamento. A utilizacdo da albumina bovina no
teste de sensibilidade pode ajudar a decidir se a caspofungina ou outras equinocandinas
seriam a melhor escolha terapéutica.

GARCIA-EFFROM et al., 2011, observaram que a eficicia das equinocandinas
foi significativamente reduzida na presenga de 50% soro humano (p<0,001). Os efeitos
do soro humano no CIMsyq, € CIMygg foram mais pronunciados para anidulafungina e
micafungina do que para caspofungina. No nosso estudo escolhemos albumina sérica
bovina na concentracdo de 50 mg/mL, todas as CIMs quando comparadas foram
diferentes estatisticamente (p<0,05). A eficicia da caspofungina foi reduzida na

presenca de albumina bovina.
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ARENDRUP et al., 2011, observaram que a adi¢cdo de albumina bovina elevou
as CIMs, para todas as equinocandinas particularmente para anidulafungina e
micafungina (MICsp>32pg/mL), quando testadas contra cepas de C. parapsilosis. A
CIM para a caspofungina atingiu 8 pg/mL quando foi realizado o teste com albumina
bovina. A elevacdo da CIM foi observada para todas as espécies de Candida spp.
estudadas, mas foi mais pronunciado quando testado contra C. parapsilosis .No nosso
estudo, ocorreu uma elevacdo da CIM até 4 pug/mL quando o teste foi realizado com
albumina bovina.

Se considerarmos que somente tem acdo a droga livre, ou seja apenas 3% da
caspofungina total agiria inibindo a enzima, era de se esperar que a elevacao das CIM
fosse de 200 a 500 vezes (GARCIA-EFFROM et al., 2011). O que observamos no
nosso estudo € que a CIM subiu no maximo 128 vezes como mostrado na Tabela 10.
ISHIKAWA, et al., 2009, avalia que parte da droga ligada também apresenta atividade.

ODABASI, et al., 2007, observaram que o soro humano eleva a CIM para a
echinocandinas e ndo se correlaciona com o indice de ligacdo proteica. A CIM subiu até
16 vezes. No nosso estudo a elevacdao da CIM foi bem mais pronunciada.

A questdo de ligacdo proteica para explicar a mudanca nas CIMs da
caspofungina também é controversa, pois o itraconazol apresenta 99,8% de ligacao
proteica e ndo parece ser afetado in vitro ou in vivo pela presenca do soro e a ligagdo a
proteinas ndo interferiu na atividade da droga (SCHAFER-KORTING, et al., 1995).

Outro fato que pode explicar esse comportamento observado nesse estudo seria
a acdo da albumina sobre a enzima glucano sintase, tornando-a mais insensivel a
caspofungina e elevando as CIMs (PADERU et al., 2007).

A caspofungina apresenta uma concentragdo maxima de 9,9 pg/mL, valor
muito acima da CIM para as todas as cepas testadas, no nosso estudo, que variaram de
0,007 a 4 ug/mL, no entanto se considerarmos que a caspofungina apresenta uma meia
vida em torno de 12h, apds esse periodo os niveis séricos cairiam para proximos da
CIM, levando a relagdo AUC/CIM para 1, o que pode tornar a droga sem atividade
contra cepas de C. parapsilosis. No entanto, a droga somente é administrada a cada 24
h, isso se deve ao efeito pds-antifingico da caspofungina que pode durar 96 h (ANDES
2009).

Para as equinocandinas, o impacto desses agentes in vitro ou na atividade in

vivo nao € completamente entendido. Os diferentes efeitos séricos com essas trés
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equinocandinas podem explicar os diferentes regimes de dosagens dessas trés drogas na
pratica clinica.

SARIBAS et al., 2011, comprovaram que ocorreram modificagdes nas CIMs
das echinocandinas quando testadas frente a C. parapsilosis, na presenca de soro
humano. Contudo, as implica¢des observadas pelas diferencas de CIMs na presenca de
albumina bovina 50 mg/mL permanecem incertas. Essas diferencgas entre atividade in
vitro e in vivo e efeitos do soro na acdo das equinocandinas precisam ser estudados mais
profundamente. A adi¢do de albumina bovina RPMI 1640 pode ser considerada uma
modificacdo do teste de suscetibilidade a equinocandinas (ARENDRUP et al., 2011
GARCIA-EFFROM et al., 2011. PADERU et al., 2007)

Em resumo, foi observado que a albumina afeta fortemente as CIMs da

caspofungina frente C. parapsilosis.
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6. CONCLUSOES

Todas as C. parapsilosis apresentaram sensibilidade a caspofungina.

A solugdo de Albumina Bovina 50 mg/mL elevou as Concentracdes Inibitdrias

Minimas (CIMs) da caspofungina.
O efeito permaneceu apds 24 h e 48 h de incubagdo.

As CIMs da caspofungina obtidas com albumina foram estatisticamente

diferentes da CIMs sem albumina.
A elevacao da CIMs foi da ordem de 128 vezes.

O teste de sensibilidade com caldo RPMI suplementado com albumina pode ser

util na detecgdo de cepas de C. parapsilosis resistentes a caspofungina.
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