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RESUMO

A coccidioidomicose é uma infeccdo sistémica, pmadantemente pulmonar,
causada pelos fungos dimérfigd@sccidioides immitie C. posadasiiO Brasil esta na relacao
de paises com areas endémicas da coccidioidom{BES8TREPO, 2006), circunscritas as
zonas do semiarido da regido do Nordeste (COX & ME(G2004). Esse cenario leva a uma
investigacdo maior para novas estratégias inibgorcontra Coccidioides posadasii
Baseando-se neste contexto, buscou-se estudar estvategias, como avaliar a interagdo
vitro dos principais antifungicos utilizados no tratatneda coccidioidomicose, analisar o
efeito inibitorioin vitro de drogas antimicrobianas, como o sulfametoxaaml ttimetoprim
(SMX/TMP) associado ou ndo com anfotericina B (AMB@m como avaliar a interacéo
vitro das drogas antituberculose com drogas antifindiecage a cepas d€. posadasii
isoladas no Nordeste brasileiro. O estudo foi camttuem ensaio de macrodiluicdo, de
acordo com o protocolo descrito no documento M-3&#&lronizado pel€linical Laboratory
Standars InstitutéCLSI, 2002). A interacdo sinérgica das drogasfa@iliada pelo método do
Checkerboard Este estudo mostrou que as oito combinagfes dun&e drogas antifingicas
testadas como anfotericina B com derivados azékcesriconazol com derivados azolicos e
caspofungina respectivamente apresentaram efdéitonio in vitro frente aos isolados de
posadasii;porém apenas uma combinac¢do voriconazol com aitiage B exibiu interacao
sinérgica, cuja concentracao inibitéria minima (CHdi reduzida em 15 vezes, quando se
comparou com a CIM da droga testada isoladamen&V®/TMP mostrou efeito inibitério
in vitro com frente a cepas @ posadasjientretanto, houve diminuicdo da CIM da AMB em
cerca de 5,85 vezes quando associado a SMX/TMP. i€lagdo as 24 combinacdes entre
drogas antifiungicas com drogas antituberculosedasttodas apresentaram efeito inibitério
in vitro frente aos isolados d& posadasiiDas 24 combinacgdes, foram observadas interagdes
sinérgicas em 16 associagfes, das quais anfoteri®icom rifampicina; itraconazol com
rifampicina ou etambutol ou pirazinamida; fluconazom etambutol e voriconazol com
etambutol foram reduzidas as CIMs em dez vezeseacomparar com a CIMs da droga
testada isoladamente. Futuros estudos em modelbsiarsdo necessarios para confirmar a
utilidade destas combinacfes. Este trabalho é fdetapoio para novas investigacbes de
combinacgfes que resultem em interacdes sinérgieas,como para determinar a correlacao

de resultadom vivo.



ABSTRACT

The coccidiodomicose is a systemic infectiondpreinantly lung caused by
dimorphic fungiCoccidioides immitisand C. posadasii Brazil is among the countries with
endemic areas of coccidiodomicose, confined tostaiarid areas of Northeast Brazil. This
scenario leads to a larger investigation into ndvategies for an injunction against
C.posadasiiBased on this context, the purpose of this stualy to investigate new strategies,
to evaluate then vitro interaction of the major antifungal agents usedhia treatment of
coccidioidomycosis, analyze the inhibitory effect vitro antimicrobial drugs, such as
sulfamethoxazole and trimethoprim (SMX / TMP ) asated or not with amphotericin B
(AMB) and evaluate thén vitro interaction of antituberculosis drugs with antifah drugs
againstC. posadasiistrains isolated in northeastern Brazil. The stwdyg conducted in test
macrodilution according to the protocol describediocument M-38A, standardized by the
Clinical Laboratory Standars Institut€CLSI, 2002). The synergistic interaction of threigb
was evaluated by theéheckerboardnethod. This study showed that the eight combinatiaf
two antifungal drugs such as amphotericin B witbl@azlerivatives and voriconazole with
derivative azole and caspofungin, respectively stbimhibitory effectin vitro against the
isolates ofC. posadasijibut only a combination of voriconazole with amf@rin B showed
synergistic interaction, whose minimum inhibitorgncentration (MIC) was reduced by 15
times when compared with the MIC of the drug tesikhe. SMX/TMP had an inhibitory
effectin vitro against strains of. posadasjihowever, decreased the MIC of AMB at 5,85
times when associated with SMX / TMP. Regarding2Zhiecombinations of antifungal drugs
with antituberculosis drugs tested showed any itdrip effectin vitro against the isolates of
C. posadasii Of the 24 combinations, synergistic interactionere observed in 16
associations, of which, amphotericin B with rifagipi itraconazole or rifampicin with
ethambutol or pyrazinamide, ethambutol with flucsia and voriconazole with ethambutol
MICs were reduced ten-fold when compared with thEEdof drugs tested in isolation.
Future studies in animal models are needed to rcortfie usefulness of these combinations.
This work is a source of support for new invesima of combinations that result in

synergistic interactions, as well as to determiveedorrelation of resulig vivo.
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1 INTRODUCAO

A coccidioidomicose é uma doenca crénica com comptonento pulmonar, que
acomete o homem e alguns animais domésticos, aéwedores silvestres (WANKE, 2005).
A doenca é causada pelos fungos dimorficos end&micocidioides immitie C. posadasii,
sendo adquirida apos inalacédo de poeira contamic@auaartroconidios, formados por esses
organismos durante a fase filamentosa (FISHER.e2@02a; SAUBOLLE et al., 2007). O
Brasil estd na relacdo de paises com areas endéncaoccidiodomicose (RESTREPO,
2006), circunscritas as zonas do semiarido daoetpédNordeste (COX & MAGEE, 2004).
Esse cenario leva a uma investigacdo de novasiaiteas terapéuticas com a finalidade de
ampliar o espectro de acdo de cada droga, redudasa dos antifUngicos e o tempo de
tratamento, assim como evitar 0 surgimento de téegim e potencializar a acdo dos

farmacos.

No Brasil, trata-se de um agravo inusitado, cupsos ndo sao notificados de
forma compulsoéria ao setor de vigilancia epidengimia (RESTREPO, 2006; MINISTERIO
DA SAUDE, 2008). Portanto, segundo o MinistérioS#aide (2008), torna-se imperativo que
esta micose sistémica entre no diagnéstico difeabmie agravos com quadros clinicos
semelhantes, uma vez que a coccidioidomicose aypeesiais e sintomas inespecificos,
podendo simular quadros de tuberculose (CASTANED2B®Y & LANIADO-LABORIN,

2002) que € endémica no Brasil e viroses respiastor

1.1 Aspectos historicos da coccidioidomicose

Existem quatro relatos independentes na liteaafuie registram os casos de

coccidioidomicose.

O primeiro caso aconteceu em 1888. O estudante edicMa Alejandro
Posadas atendia no Hospital Universitario de Bsidies, ao paciente Domingo Ezcurra, de
32 anos de idade, procedente da regidao da Pampal@knnordeste da Argentina, e membro
da cavalaria montada. A consulta era motivada pedaenca de lesGes progressivas na pele

(rosto e membros), de um ano de evolugao e queadstacompanhadas de perda de peso,
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aumento dos ganglios linfaticos periféricos e dabl@mas pulmonares (NEGRONI, 2008).
Com um possivel diagnoéstico clinico de micose fiohegd (caracterizada por tumoragdes na
pele), Alejandro Posadas e Robert Wernicke examunao microscépio a biopsia das lesdes
e observou a presenca de células esféricas de hamaliversos, com membrana externa
aparentemente dupla e contetudo granular. Pensaramprpvavelmente, se tratava de um
protozoario capaz de provocar tumores e nomearamtirganismo dd’sororpermiae as
estruturas observadas de esporangios (ODDS, 2@3X; & MAGEE, 2004). Domingo
Ezcurra faleceu cinco anos mais tarde, em decoarédeccomplicacées da forma disseminada
da coccidioidomicose (ODDS, 2003a). Nos anos segglihlejandro Posadas dedicou o seu
trabalho de doutoramento a descricdo completa do eanecropsia do paciente, e levou a
cabo numerosos e valiosos estudos experimentaiestarmicrorganismo (HIRSCHMANN,
2007).

O segundo caso conhecido da doenca acontece898melsta vez no Hospital
da cidade de San Francisco, Califérnia, Estadogld$niO Dr. Ellingwood examinava o
paciente Jodo Furtado-Silveira, emigrante procedelas Ilhas Acores, mas que havia
emigrado para o Vale de San Joaquim, na Califq@@DS, 2003a), onde se dedicava a
agricultura. O paciente apresentava multiplas es@epele, de tipo tumoral e progressivo,
com cinco anos de evolucao, além de lesdes ocwdarasais. Furtado faleceu anos mais tarde
em decorréncia de complicagbes da forma dissemidadeoccidiodomicose (NEGRONI,
2008). A biopsia das lesbes foi examinada por Rikfalo Cooper Medical Collegee
Gilchrist, daJohn Hopkins Universityos quais evidenciaram a presenca de microrgasismo
similares ao protozoario descrito por Alejandro dlas (COX & MAGEE, 2004;
HIRSCHMANN, 2007). Microscopicamente, as célulasnerarredondadas, de paredes
grossas e de tamanho variado, as quais foram deadas de esférulas e o conteudo interno
de enddsporos (ODDS, 2003a). O microorganismo moste semelhante aos organismos a
classe Sporozoa, génefoccidia. Posteriormente, o0 protozodlogo Stiles denominou o
microrganismo d€occidioides immitigODDS, 2003a).

O terceiro caso aconteceu em 1900. Ophils e Midficobriram a natureza
fungica do agente etioldgico da coccidioidomicapeando observaram que os cultivos de
material de autopsia procedentes de outro cash fEeorrente do mesmo microrganismo,
apresentavam formacéo de micélio fungico em cudtiwaue, ao ser inoculado em cobaias,

produziam lesdes nas quais se evidenciavam as reessf@ulas presentes nos tecidos dos
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pacientes (NEGRONI, 2008). Ophuls e Moffit obseawmara morfologia do microrganismo
em cultivos a temperatura ambiente, notando miomisamente formas retangulares cujo
namero aumentava com o envelhecimento celular. eRoshente, 0s pesquisadores
relacionaram essas estruturas de artroconidios (EOMGEE, 2004). A variacdo entre 0s
aspectos do microrganismo no tecido e no cultivelo®l a existéncia de duas formas
diferentes para 0 mesmo microorganismo, fenomenordmado dimorfismo. Observacgoes
em microscopio revelaram a presenca das estryparasitarias ja conhecidas e auséncia de
micélio fungico (COX & MAGEE, 2004). Em 190®)phiills descreveu detalhadamente a
natureza dimorfica do fungBoccidioides immitisbaseado em experimeniasvitro ein vivo
(WANKE et al., 1999).

O quarto caso aconteceu em 1931. Aquela época @dmdomicose era
conhecida apenas em sua forma disseminada comg;aloama e sempre fatal, e era
denominada granuloma coccidididico (COX & MAGEE,020 NEGRONI, 2008). Nao
obstante, este conceito mudaria, com o quadraolixibido por Harol Chope, um estudante
de Medicina que realizava pesquisa sobre coccilwicbse no laboratdrio do professor
Ernest Dickson. Harol Chope abriu acidentalmenta phaca de petri contendo o fungo na
sua forma filamentosa, que tinha varios meses dabatdo. Apdés nove dias, Chope
apresentou quadro de pneumonia com dor pleurfeébae, tosse, hemoptise e perda de peso
(COX & MAGEE, 2004). Depois de um més de evolucaaldenca, o estudante apresentou
nodulos eritematosos nos membros inferiores. Ondstgco de granuloma coccidididico foi
estabelecido apods visualizacdo de esférulas emtamate escarro. Apesar do prognostico,
Chope apresentou melhora clinica e completa remidga sinais e sintomas da doenca. Foi
assim que, com este acontecimento, se abriu madgemonhecimento do espectro, das
manifestacdes clinicas desta micose, desde umacalgmave e fatal, até uma infeccao
benigna e autolimitada (HIRSCHMANN, 2007).

Apls esses quatro acontecimentos importantes aralefinicdo da
coccidioidomicose, surgiram outros casos da dodfipal937, Dickson apresentou, além do
caso do Chope, quatro outros casos da forma bedmumenca, caracterizada por sintomas
pulmonares agudos e eritema nodoso. O quadro apadsepor Chope foi denominado febre
do vale e o termo coccidioidomicose foi entdo psbp@or Dickson para todas as formas
infecciosas causada pGoccidioides immitigCOX & MAGEE, 2004). Atualmente a doencga

possui inimeras denominacgdes relacionadas comabdat que € adquirida, como: febre do
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vale, febre de San Joaquin, febre do deserto, féar€alifornia, ou com manifestacoes
clinicas que apresenta, por exemplo, reumatismaleterto e granuloma coccidiéidico
(RESTREPO, 2006).

A importancia do estudo da coccidioidomicose antoe durante as décadas
de 1930 e 1940; na década de 1930, com o fluxendgantes do meio-oeste que chegaram
ao Vale de San Joaquin — Califérnia, Estados Unigasa escapar da seca e procurar
emprego agricola; e na década de 1940, com a andadnilhares de militares no deserto
para formacdo de tropas durante a Segunda GuerraidluEstes fatos influenciaram a
realizacdo de varios estudos sobre o0 agente dtiolégla coccidioidomicose
(HIRSCHMANN, 2007).

Gracgas a estudos posteriores realizados por Simah @946), que efetuaram
testes intradérmicos com um produto derivado devosl do fungo na sua forma micelial
(coccidioidina), restou demonstrado que a infeced@bclinica, em residentes de areas
endémicas, era muito mais frequente do que se y@nem razdo do grande numero de
pessoas que tinha reacdo ao produto. Uma décadatande, demonstrar-se-ia que mais da
metade da populacdo do Valle de San Joaquin apegaaeatividade aos antigenos do fungo
(RESTREPO, 2006).

Até o final da década de 1970, o Brasil era comadie area indene para a
coccidioidomicose. O primeiro caso da doenca ne fmidescrito por Gomes et al. (1978),
em paciente natural de Pirapiranga, regido do selnido Estado da Bahia. Um ano depois,
Vianna et al. (1979) descreveram o segundo casctane da doenca em paciente originario
da cidade de Floriano, no Estado do Piaui. Apoaris, a doencga foi novamente relatada,
por Kuhl et al. (1996), em caso ocorrido em 198&%n@tendo paciente provindo do
Municipio de Jaguaribara, no Estado do Ceara. Ademavaliar o indice de reatividade a
antigenos do fungo naquele Municipio, Diogenes let (B995) realizaram inquérito
epidemiologico com esferulina em 87 moradores dealidade de Poco Comprido
(Jaguaribara, Ceara). O estudo demonstrou indiceredd¢ividade ao antigeno de
aproximadamente 12%, sugerindo, assim, a exist@eiaoccidioidomicose- infeccdo no

Estado do Ceara.
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Desde 1978, cerca de 96 casos da doenca forancaddi$, procedentes dos
Estado do Maranh&o, Piaui, Ceara e Bahia (WANK&#, 999, 2005; SIDRIM et al., 1997;
CORDEIRO et al., 2010) Ceara — 19 casos (FECHINIB52 CORDEIRO et al., 2010),
Piaui — 69 casos, Maranhdo — 6 casos e Bahia so8 ¢EULALIO, 2006). O primeiro surto
epidémico de coccidioidomicose ocorreu em 199IMnaicipio de Oeiras, Estado do Piaui,
onde trés individuos e oito caes apresentaram quasdpiratorio agudo apés participarem de
uma cacada a tatus (WANKE, 1994). Posteriormenidrin®s et al. (1997) e Silva et al.
(1997) relataram o segundo surto epidémico de dmidomicose no Brasil, ocorrido no
Municipio de Aiuaba, regido sudoeste do Estado ear&; onde quatro homens e dois cées

apresentaram a forma pulmonar da doenca apoés tairesa

1.2 O géneroCoccidioides

Até 2002, a literatura reconhecia a existénciaCddmmitis como o Unico
agente etiologico da coccidioidomicogg0s este ano, Fisher et al. propuseram a exiaténc
de duas espécies distint&s, posadasiie C. immitis baseado nas analises moleculares com
marcadores do tipo microssatélites, capazes deeddiar estas duas espécies com precisao.
O géneraCoccidioidesé constituido por duas espéacizsmmitise C. posadasjios quaisao
fungos dimorficos térmicos endémicos, e indistingisi por meio de analises morfoldgicas
(COX & MAGEE, 2004). Tais espécies estdo agrupagagamilia Onygenaceae, a qual
também compreende os patdgenos dimoérfieasacoccidioides brasiliensisHistoplasma
capsulatume Blastomyces dermatitidi@AGAGLI et al., 2006). Existem varias estratégias
laboratoriais que permitem diferenciar as espétegS. immitise C. posadasjitemos assim,

a analise de polimorfismos de microssatélites (HBHt al. 2002a, 2000b), a reacao de PCR
(UMEYAMA et al., 2006) e a técnica de TagMan Reah& PCR proposta Sheff et al.
(2010).

As espécies do géner@occidioides sdo fungos geofilicos, cujo habitat
primario corresponde a ambientes semiaridos e tikEsgrcom temperatura média acima de
30°C, e solos com elevada salinidade e pH alcalinoX@COMAGEE, 2004) (Figura 1-A).
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Habitualmente o génefoccidioidesresce numa profundidade entre 5 e 30 cm da scigerfi

do solo.

No Brasil, a maioria dos casos notificados da daemgve como vinculo
epidemiolégico o habito de escavar tocas de tafigui@ 1-B) das espéciddasypus
novemcinctu§WANKE et al., 1999; EULALIO, 2001; DA COSTA et.aR001). Amostras
do solo coletadas préximo as tocas desses animaislunicipio de Solondpole, Estado do
Ceard, forneceram culturas @eposadasi{CORDEIRO, 2006d).

Vi
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Figura 1. A- Aspecto da caatinga arbor@&a;Toca do tatu. Foto cedida pelo CEMM

O géneroCoccidioidesapresenta duas fases, a saprofitica e a parasifarfase
saprofitica (Figura 2- A) € a forma infectantelanfientosa do ciclo biolégico deste fungo, na
qual sdo formadas hifas hialinas que originam eom@ios intercalados por células
desprovidas de material citoplasmético, denominaéigantores (COX & MAGEE, 2004).
Os artroconidios apresentam, em suas extremidaget®s de parede celular de células
adjacentes (células disjuntoras), responséaveisymifacil veiculacédo aérea (PAIXAO et al.,
2004). Em razéo destas caracteristicas, a formeadsmissao é adquirida apds inalagcédo de
poeira contaminada com artroconidios, formados ggses organismos durante a fase
infecciosa (FISHER et al., 2001; 2002a).
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Figura 2. Morfologia deCoccidioidesspp.A- forma saprofiticaB- forma parasitaria. Fonte:
Foto cedida pelo CEMM.

Ja a fase parasitaria (Figura 2- B), os artrocoridialados se alojam nos
pulmdes, sofrem mudancas morfologicas e evoluem gsférulas num periodo de 120 horas;
12 a 24 horas depois se rompem e liberam mais @e@@3sporos nos tecidos circundantes;

cada um com o potencial de se converter em umaesieaula (BIALEK et al., 2004).



3 Patogenia e formas clinicas

O género Coccidioides € o0 agente fungico mais virulento conhecido.
Aparentemente, ndo existe predilecdo por sexo,@dadade em humanos e animais no que
diz respeito a doenca primaria, mas esses fatdi@em no tocante a evolucdo da doenca
(RESTREPO, 2006). A porta de entrada da coccidimidose no organismo é o trato
respiratorio (GALGIANI et al., 2005). Apo6s serenalados pelo hospedeiro suscetivel, os
artroconidios atingem os pulmdes onde crescem ereartidos para esférulas com
endosporos no seu interior, com a subsequente ¢donale granulomas epitelidides
(SIDRIM & OLIVEIRA, 1999; PAIXAO et al., 2004).

Um dos mecanismos de viruléncia do fungo decorranda glicoproteina da
parede (SOWgp) nos endosporos, a qual € indispeingara o reconhecimento do sistema
imunitario, e para a opsonizacdo destas proteinas anticorpos especificos. O fungo
expressa também uma metaloproteinase (MEP1) geeedigglicoproteina na superficie dos
endosporos, para evitar que sejam reconhecidas sikma imunitario, sugerindo que a
MEP1 desempenha um papel determinante na patodeaécido génerdCoccidioidese
contribui, assim, para a capacidade do patégenpedsstir no seu hospedeiro A amoénia
produzida enzimaticamente pela urease das esféduleente o ciclo parasitario de.
posadasiicontribui para a exacerbacéo da infeccdo e aunseiatairuléncia (MOROYOQUI
& FIGUEROA, 2008). A presenca de melanina € um irtgoe fator de viruléncia, a qual
tem sido evidenciado em artroconidios, esférulanddsporos dé€occidioides posadasii
(NOSANCHUK et al., 2007).

Quando inalados os artroconidios, estes se alogmralvéolos pulmonares e
estimulam a primeira linha de defesa, que sao dsn@donucleares e macréfagos. A
resposta inicial desenvolvida pelas estruturasciafdes daCoccidioidescaracteriza-se por
um influxo de polimorfonucleares, os quais produzsmbstancias quimiotaxicas como:
interferon (IFN),interleucinas(IL) e fator de necrose tumoral (TNF), que desda@an o
processo inflamatério e provocam maior respostatdrao microorganismo; paralelamente,
também se ativa o sistema de complemento (MOROYOQUFIGUEROA, 2008;
MURTHY & BLAIR, 2009). Na fase de esférula a resposta inflamatoriacteniaa-se por



9

uma infiltracdo mononuclear, a qual se mantém derado o processo infeccioso, podendo
formas granulomas (CHILLER et al., 2003).

Os polimorfonucleares produzem substancias quixiz#a como: interferons
(IFN), interleucinas (IL) e fator de necrose tumiqfBNF), que desencadeiam 0 processo
inflamatorio e provocam maior resposta ante o miganismo; paralelamente, também se
ativa o sistema de complemento (MOROYOQUI & FIGUERQO008). Os macréfagos
fagocitam os artroconidios, mas ndo podem provdisar até que sejam ativados ou
sensibilizados pelos linfocitos TH1, o que sucegesteriormente, quando, depois de acudir
ao chamado do polimorfonuclear e todas suas suissaguimiotaxicas, se encontrem com
0s macrofagos e os convertam em células apreseasadunantendo assim o controle da
infec¢cdo; os linfécitos TH1, por sua vez, ativaa&s linfocitos TH2, que ativaram a resposta
humoral através da IL-4, 1I-5, 1I-10 e IL-13 queod@indamentais para combater o fungo na
sua fase parasitaria (SAUBOLLE et al.,, 2006; PARIEHBLAIR, 2008), no entanto, os
linfécitos TH2 induzem uma baixa regulacdo das descdos linfécitos TH1, aumentando
assim a susceptibilidade da infeccéo @occidioidesspp. (COX & MAGEE, 2004). Outras
células que sdo ativadas pelas substancias qukitasasao os eosinofilos e os mastocitos

que liberam histamina e IgE em grandes quantidades.

Clinicamente, a coccidioidomicose se define couma doenca cronica,
caquetizante, com anorexia progressiva e comproragto pulmonar. Algumas vezes, pode
haver disseminacao para diversos outros 6rgaosos. Ao exame fisico geral, os sinais e
sintomas sao inespecificos, podendo simular quadiogiroses respiratorias e tuberculose
(GALGIANI et al., 2005). O espectro de manifesta;@inicas da coccidioidomicose é
bastante amplo. Classicamente, existem quatro ®idpdaicas da doenca, a saber: forma
assintomatica, pulmonar aguda, pulmonar cronicasediinada e cutanea primaria
(GALGIANI et al., 1993, 2005).

A coccidioidomicose se define como uma doenga cajréaquetizante, com
anorexia progressiva e comprometimento pulmongumbs vezes, pode haver disseminacao
para diversos outros 0rgaos e sitios. Ao exameofigieral, os sinais e sintomas sao
inespecificos, podendo simular quadros de virosspinatorias e tuberculose (SIDRIM &

OLIVEIRA, 1999). O espectro de manifestacfes cligsicla coccidioidomicose € bastante
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amplo, podendo se manifestar como coccidioidomigaeecao e coccidioidomicose-doenca.
A coccidioidomicose-infecgdo, se caracteriza porassintomética, correspondendo até 60%
dos casos em individuos imunocompetentes, quaspreata natureza benigna e resolucéo
espontanea, o que dificulta o reconhecimento dec@dio primaria, sendo detectada apenas
por testes soroldgicos (SMITH et al., 1946; GALGIANt al., 1993, 2005). A
coccidioidomicose-doencga, se manifesta com sint@rssais clinicos, e estimulo antigénico
suficiente para despertar a producdo de anticogmsilantes (LACAZ et al., 1959),
classicamente, existem quatro formas basicas dacdpe@ saber: forma pulmonar aguda,

pulmonar cronica, disseminada e cutanea primad (BANI et al., 1993, 2000, 2005).

A forma pulmonar aguda a apresentacdo mais frequente acomete as vias
respiratorias, simulando desde estados transitocosio resfriados ou gripes, a quadros
pneumonicos radiologicamente indistintos de pneuanoacteriana (COX & MAGEE, 2004).
Nos Estados Unidos, coccidioidomicose € considerada causa comum de pneumonia
adquirida na comunidade (PAC), embora ainda subhdstgcada (VALDIVIA et al., 2006). A
infeccdo pulmonar progressiva apresenta semelhanciasicas, radiogréficas e
histopatoldgicas com varias manifestacdes respiaatéagudas ou cronicas, como, por
exemplo, a tuberculose pulmonar na fase aguda,ndeyeportanto, ser estabelecido
diagnostico diferencial (CASTANEDA-GODOY & LANIADQ-ABORIN, 2002).

Forma pulmonar cronica— aproximadamente 5% dos pacientes com
pneumonia primaria evolui a partir de primoinfeccés sintomas nao regrediram apods dois
meses. Pode apresentar-se como: lesdes nodularesawtarias, doenca pulmonar
fibrocavitaria ou disseminacdo miliar pulmonar, camnifestacées clinicas e radiologicas
inespecificas (DE DEUS, 2009). Pela sua evolucépica progressiva, constitui importante
diagndstico diferencial com a tuberculose pulmogaks, 1 CASTANEDA-GODOY &
LANIADO-LABORIN, 2002,

A forma disseminada pode ocorrer entre 1 a 5% dos individuos infexgad
com as espécies deoccidioides(COX & MAGEE, 2004; CRUM et al., 2004; CRUM-
CIANFLONE et al., 2006). A forma disseminada da rd@e continua a ser uma das
manifestacdes graves entre os hospedeiros imuneoorapdos (GALGIANI et al., 1995,
1999; AQUILAR et al.,, 2001; BLAIR et al.,, 2008; HER et al., 2010; PFALLER &
DIEKEMA, 2010); assumindo papel importante apésigisnento da AIDSs(ewen, 100). Sugere
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a propagacdo hematogénica e ou/ linfatica das iespée Coccidioidespara além do

parénquima pulmonar. Clinicamente caracteriza-se lgsdes pulmonares, além do
comprometimento de varios 6érgdos, como articula¢gédulos linfaticos, olhos, sistema
urogenital, pele, ossos, sistema nervoso centcar&cdo (JOHNSON & EINSTEIN, 2006;
RESTREPO, 2006).

J& a forma cutanea primaria - ocorre apés inocoltrg@imatica de estruturas
fungicas e esta associada a acidentes de laboréBiiX & MAGEE, 2004). Manifestacfes
dermatolégicas incluem papulas, nédulos e placasic@sas que podem evoluir para a
formacdo de Ulceras e abscessos (MOROYOQUI & FIGOER2008; NOOR et al., 2008).
Em decorréncia da diversidade clinica das lesdexcaidioidomicose cutanea pode ser
confundida com vérias outras enfermidades e, destaa, a confirmacédo laboratorial,
mediante cultura e/ ou exame histopatologico de@eke se faz necessaria (AVILES-SALAS
et al., 2007).

Com relacdo aos fatores de risco, a atividadar diore € o principal fator de
risco ocupacional, como ag¢des laborais ou reciEatmue levem ao revolvimento do solo,
como caca a tatus e jardinagem, os quais podenbarala para contrair a infeccao
(KIRKLAND & FIERER, 1996; SIDRIM & OLIVEIRA, 1999).Assim também a infec¢éo
pode ser adquirida fora das areas endémicas,anaporte de material contaminado, ou ser
uma doencga oportunista, principalmente em pacieqegadores de HIV, onde a
disseminacédo da doenca constitui sua maior congalicéSAUBOLLE et al., 2007). Outras
formas de transmissédo deste fungo ocorrem durdfaisearans-placentaria e, quando ocorre,
pode haver mortalidade neonatal (JOHNSON et a8R@ periodo de incubagéo é de uma
a quatro semanas. Nado é doenca contagiosa dedndia individuo (SAUBOLLE et al.,
2007).

1.4Epidemiologia da coccidiodomicose

A coccidioidomicose é uma doenca endémica tasao “Novo Mundo”.
Estudos revelam que a coccidioidomicose ocorre eeasdlimitadas do Continente
Americano, entre 40°N 120°W no norte da Califérai@0°S 40°W no sul da Argentina
(HECTOR et al., 2005; WANKE, 2005; RESTREPO, 20@0)m relacdo a distribuicdo das
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espéciesCoccidioides immiti® localizada principalmente a regido da Califgreiaquanto
C. posadasiipossui distribuicdo ampla, sendo encontrada noestd dos Estados Unidos,
América Central e do Sul (RESTREPO, 2006) (Figyra 3
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Figura 3. Distribuicdo de cepas d€occidioides immitise C. posadasiino Continente
Americano. Fonte: Figura traduzida de FISHER ef&i01.

Até 1992, a literatura reconhecia a existénciardasiendémicas da doenca em
nove paises: Estados Unidos, México, Honduras,egwaf, Colombia, Venezuela, Bolivia,
Paraguai e Argentina. Apenas em 1998 o Brasihiduido na relacéo internacional de paises
com areas endémicas da doenga, com zonas cirdassaoi semiarido da regido do Nordeste
brasileiro (WANKE et al., 1999; EULALIO et al., 20)) compartilhando caracteristicas

climaticas com as demais regides endémicas pavaregd no mundo (WANKE et al., 1999).
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A coccidioidomicose possui maior incidéncia nosalets Unidos, onde se
estimam 100.000 casos anuais, sendo endémica ifi@@ale Arizona. Nos ultimos 15 anos,
a incidéncia de infec¢des pGoccidioidesno Arizona aumentou de cerca de 12 novos casos
por 100.000 habitantes em 1995 para 58,2 novossgaso 100.000 habitantes em 2005
(PARISH & BLAIR, 2008). Este aumento seria possivehte em razdo do numero de
pessoas que se deslocam em &reas endémicas,ent@gsupulacdo de imunodeprimidos e a
construcdo em éareas anteriormente desérticas (CNSNOLIVARES et al., 2004;
PARISH & BLAIR, 2008). Focos endémicos também sdcoatrados no México, Honduras,
El Salvador, Guatemala, Argentina, (LANIADO-LABORIN2005; MOROYOQUI &
FIGUEROA, 2008), Paraguai, Venezuela, Colémbia,i\B@| e Brasil (RESTREPO, 2006;
BAPTISTA-ROSAS et al., 2007).

Aqui no Brasil, cerca de 96 casos da doenca for@ifiaados, procedentes dos
Estado do Maranh&o, Piaui, Ceara e Bahia (WANK&, €999, 2005; SIDRIM et al., 1997;
CORDEIRO et al., 2010). No Ceard, desde entdonfodascritos 19 casos da doenca
(CORDEIRO et al., 2010), em pacientes oriundos basicipios de Aiuaba (1995),
Independéncia (1999), Boa Viagem (2001), Solon6fa0@1, 2003), Catunda (2002), Santa
Quitéria (2002, 2003), Arneiroz (2004), Ibiapin®@8), (FECHINE, 2005) e, recentemente,
nos Municipios de Sobral (2006), Jaguaribe (20Q7Parambu (2007) (TOGASHI et al.,
2009; CORDEIRO et al., 2010) (Figura 4), incluindon caso de coccidioidomicose
disseminada (BRILHANTE et al., 2008).

Recentemente, Cordeiro et al. (2009) realizaramnguérito soroldégico com

antigeno comercial d€occidioides posadasipela técnica de imunodifusdo (ID) em 229
voluntérios no Nordeste do Brasil. O estudo demondndice de reatividade ao antigeno em
15 individuos sem diagnostico clinico da doencaois dhdividuos em tratamento para
coccidioidomicose. Os dados destes estudos sugereimportancia da realizacdo de
levantamentos epidemioldgicos para coccidioidongcasfim de compreender a prevaléncia
desta doenca no Brasil (CORDEIRO ET AL., 2009).dSata coccidioidomicose no Nordeste
brasileiro, tem sido relatado por diversos aut@@®o Martins et al. (1997); Moraes et al.
(1998); Silva et al. (1999); Veras, (2003); Fechi(@005); Cordeiro et al. (2006a, 2009,
2010).
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mérica do Sul

Figura 4. Mapas mostrando a ocorréncia de coccidioidomicoseBrasil. A doenca €
limitada na regido Nordeste, com areas endémicasEstados de Maranh&o (MA), Piaui
(PI), Ceara (CE) e Bahia (BA). Fonte: CORDEIRO, & @3outorado em Ciéncias Médicas).
Universidade Federal do Ceara, 2006d.

1.5 Diagnéstico

O diagndstico da coccidioidomicose é realizadorpeio da juncdo dos dados
clinicos, epidemiolégicos e laboratoriais. Estemit € imprescindivel para o diagndéstico
definitivo, baseado em técnicas micoldgicas, heswipgicas, moleculares e imunoldgicas
(BLAIR et al., 2006; SAUBOLLE et al., 2007).
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O exame direto consiste na visualizacdo de amodgliriisas em preparacdes
do tipo lamina-laminula visualizados na microscajpéica. Ao exame direto, as espécies de
Coccidioidesapresentam-se na forma de esférulas, medindo &dtee 8@m de diametro,
contendo em seu interior numerosos endosporosadfuth de diametro, limitados por uma
parede espessa (Figura 5). A visualizacdo destagtugas € patognomonica da infeccao
(STEVENS, 1995).

Figura 5. Diagnoéstico micolégico do génef@occidioides A- esférula madura contendo em

seu interior numerosos endéspof®% Fonte: Foto cedida pelo CEMM, 2010.

A pesquisa dd&Coccidioidespode ser realizada em secrecdes respiratorias, tai
como escarro e lavado broncoalveolar, liquido oefatjuidiano, aspirados de lesdes 0sseo-
articulares, liquido pleural, além de biopsias €ele je tecido pulmonar (GALGIANI, 1993). A
exploracdo microscoépica do escarro é positiva e¥ d0s casos (CATANZARO, 2004). No
caso de suspeita clinica, e de ndo obter uma amnoBhica de escarro adequada, sao
necessarios outros materiais, como lavado broneolaivou escovado brénquico (SUTTON,
2007).

O exame direto realizado com hidroxido de potagkioH) é um método
rapido e facilmente disponivel. A coloracdo da grdé Grocott - metanamina € a mais
sensivel para identificar fungos em preparacodsgatoldgicas, no entanto pode ser dificil
observar e diferenciar endosporos dentro de eafmilconfundir com muco e granulos de
glicogénio. Outras coloragfes histologicas usadasascoloracéo fluorescente de calcofluor
white (CaF), a coloragdo &cida de Shiff, Hematoail- Eosina (Figura 6), coloracdo de
Giemsa e Papanicolau (MOROYUQUI & NAVARRO, 2008).



16

Figura 6. Corte histolégico evidenciando esférula @eccidioidesspp. contendo em seu
interior numerosos endosporos. Fonte: NEGRONI,0R82

O cultivo do microrganismo continua sendo padrém qaara 0 diagnéstico
laboratorial definitivo das doencas infecciosagépoé uma pratica evitada, quando se trata
de Coccidioides em razao do risco inerente a manipulacdo de ragltulo fungo. O
diagndstico micologico da coccidioidomicose estatrite a laboratérios com nivel de

contengdo bioldgica 3 (COX & MAGEE, 2004; SUTTONQZ).

Quando os espécimes clinicos sdo semeados em agaur8ud e incubados a
temperatura de 25°C, as espécie€decidioidesapresentam um desenvolvimento, apds sete
a dez dias de incubacdo (PAIXAO et al., 2004). ABmias sdo brancas e algodonosas
(Figura 7). O pigmento do reverso da coldnia podeav entre branco e creme (COX &
MAGEE, 2004).
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Figura 7. Diagnostico micolégico do génerGoccidioidesaspecto macromorfologico de
colénia em agar-Sabouraud, mostrando colbnias afgshs de coloracdo branca apos sete

dias de incubagéo. Fonte: Foto cedida pelo CEMBL02

O aspecto micromorfoldgico desse fungo, na fortaanintosa, caracteriza-se
pela presenca de hifas hialinas septadas, nas sp@jgroduzidos artroconidios de 2,5um4
de largura por 3 ain de comprimento que sdo descritos como “formaantel’bde parede
celular espessa intercalado por células disjunt{ffegura 8) (SAUBOLLE et al., 2007;
JOHNSON et al., 2008).

Figura 8. Diagnostico micoldgico do géner@occidioides.aspecto micromorfolégico da
cultura filamentosa, mostrando artroconidios irgkdos por células disjuntoras. Fonte: Foto
cedida pelo CEMM, 2010.
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Tradicionalmente, a confirmacdo do diagnostico Hdatwsial da
coccidioidomicose era realizada pela reversdo daddilamentosa para a parasitaria do
fungo, a qual pode ser realizada em animais ded#&dr@m ou em meio de cultura de reverséo
(PAIXAO et al., 2004). Com relacdo aos meios déuca) a forma parasitaria € dificil de ser
obtidain vitro porque a reversao filamentosa para a forma leifedue, que classicamente é
norteada apenas pelo fator temperatura, € um pougie complicada, pois, além da
temperatura, outros fatores, como a aeracéo, deeewonsiderados. Pode-se utilizar o meio
de cultura liquido de Converse, modificado por heyique contém uma mistura de sais,
glicose. Outro meio de cultura recomendado € o wiaiético RPMI 1640 e do detergente N-

tamol, a qual foi proposta por Petkus et al. (19265 conversao dooccidioides

A deteccdo molecular pelo método da reagdo emaaadepolimerase (PCR) &
uma importante ferramenta complementar ao diagrwstin centros de referéncia nos EUA
(BIALEK et al., 2004). Uma vantagem adicional desdmrdagem € a possibilidade de
realizar testes diretamente de amostras clinicasp enostrado por Cordeiro et al. (2007), os
quais mostraram que a técnica de PCR é um excefeétedo de diagnéstico rapido e
especifico da coccidioidomicose em amostra de sc@r diagndstico molecular, por sua
vez, embora envolva menor risco bioldgico, aindaspoaplicacdo limitada pelo seu custo
elevado (ASSet al., 2006; BINNICKER et al., 2007; TINTELNOT &it, 2007).

Com relacdo aos testes sorolégicas, razdo da periculosidade do fungo, os
testes sorolégicos sdo ferramentas complementaresagxiliam o diagndstico da doenca
(PAPPAGIANIS, 2001; WHEAT, 2007), aléem do seu vaftiagndstico, podem revelar
informacdes importantes sobre a epidemiologia dangckp em uma dada regido (DICAUDO,
2006; AMPEL et al, 2009). As técnicas imunolégicaso, a técnica de imunodifusdo em
gel, contraimunoeletroforese, fixacdo do complemertglutinacdo em latex e ELISA
(SAUBOLLE et al.,, 2007; DURKIN et al., 2008; CORDHED et al., 2009) possuem
diferentes niveis de sensibilidade e especificidadesua implementacdo em laboratorios de
rotina clinica é dependente, ainda, do custo dagerdes, exequibilidade e reprodutibilidade
das técnicas (CORDEIRO, 2006d), poréem a imunodifuitkipla é mais pratica, rapida e de
menor custo (SAUBOLLE et al., 2007No Brasil, o diagnéstico imunolégico da
coccidioidomicose tradicionalmente é realizado metd a técnica de imunodifusdo radial
dupla, utilizando o antigeno comerciinfny ImunodiagnosticsEUA), extraido de cepas

norte-americanas de espéciesCaecidioides No Ceara, desde 2006, o Centro Especializado



19
em Micologia Médica (CEMM), centro de referéncia emtologia médica no estado, vem
utilizando antigeno proprio, oriundo de cepas Bd&EC. posadasjiextraido por Cordeiro et
al. (2009, 2010), o qual tem apresentado resultadtisfatorios no imunodiagnéstico como
mostrado por Brilhante et al. (2008), que evidaaoiaa reatividade deste antigeno frente a
anticorpos presentes no liquido pericardico e sde paciente com quadro de

coccidioidomicose extrapulmonar.

1.6 Tratamento

O tratamento da coccidioidomicose depende da foctirica apresentada
(DICAUDO, 2006). As principais drogas antifungieagizadas sdo a anfotericina B e alguns
derivados azdlicos tais como cetoconazol, itracoinaluconazol (GALGIANI et al., 2000,
2005; DICAUDO, 2006). O Ministério da Saude, (20G8tomenda o tratamento com
anfotericina B, 1 a 3g, dose total, seguido pocdhazol, 400mg/dia, por 6 a 12 meses ou
itraconazol, 300mg/dia, pelo mesmo periodo, senfloconazol especialmente indicado nas

formas que comprometem o sistema nervoso centnalazdo da excelente difusdo cerebral.

O critério de cura da coccidioidomicose é cliniagregado a negativacédo do
exame micoldgico. Porém a existéncia das diverwasafs clinicas e do curso imprevisivel da
coccidioidomicose dificultam a indicacdo de esquernmapéuticos especificos para cada
situacdo (STEVENS, 1995; CHILLER et al., 2003)govando assim controvérsias sobre o
tratamento adequado (GALGIANI et al., 2000, 20@5ante deste problema, atualmente néo
existe um consenso quanto a abordagem terapéaticacdidioidomicose, porém o quadro 1

resume algumas condutas terapéuticas sugeridadgoms autores.
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Quadro 1 - Resumo de algumas estrat

agias terapéuticas empeegad tratamento

Aﬁ@é&ﬁ@@@mm&ose- Indicacdes especiais Tratamento
. . . -Observacgao (GALGIANI et al., 2005).
Paciente imunocompetente, risco
disseminacédo ausente. -Fluconazol (400mg/dia) ou itraconazol (200mg/diz)%
meses (DERESINSKI, 2001).
INFECCAO Paciente  imunosuprimido  (AIDS
RESPIRATORIA transplantado, alta dose
PRIMARIA corticosterdides, _ou  Teceplor ¢ _azgis de 200-400mg/dia, 3-6 meses (GALGIANI et al.
inibidores de (TNF),diabetes mellitug 2005).
ou preexisténcia de doen
cardiovaculal
-Anfotericina B (0,5-0,7mg/kg/dia) (GALGIANI et all,
Durante a gravidez (3° semestre | 2005).
gestacao) ou imediatamente apés o pj -Anfotericina B ou fluconazol, vérias semanas (GAASI
et al., 2005).
-Caspofungina (inicialmente 70mg/dia e em seguida
50mg/dia) e fluconazol 400mg/dia (PARK et al., 2006)
Pneumonia difusa -Anfotericina B, substituicdo de um dos azéis apékora
clinica, tratamento pelo menos de um ano (DERESINSKI
2001).
-Fluconazol (400mg/dia) ou itraconazol (200mg/dia)o
PNEUMONIA Sintomética menos um ano ou resseccao cirdrgica (GALGIANI et |al
CRONICA 2005; DERESINSKI, 2001).
-Fluconazol ou itraconazol (400mg/dia) (GALGIANI at,
2005).
-Posaconazol (400mg/dia) duas vezes diarias (GANGIA
. . et al., 2005; WOLLINA et al., 2009).
N&o meningea -ltraconazol (HOMANS & SPENCER, 2010)
-Voriconazol (200mg/dia), pelo resto da vida (PRABElJ
al.,2004).
-Posaconazol (400mg/dia) até 6 meses (CATANZARQ et
al., 2007).
-Posaconazol (400mg/dia), até 6 meses (CATANZARO et
al., 2007).
Evolucdo rapida e/ou infeccdo € -Anfotericina B (0,5- 0,7mg/kg/dia) (GALGIANI et al
lugares criticos tais como a colul 2005).
vertebral
Durante a gestacdo (3° semeq -Fluconazol ou itraconazol (400mg/dia) Anfotericifa
5 gestacional) ou pés-parto (CRUM & BALLON- LANDA, 2006).
INFECCAO
DISSEMINADA -Caspofungina (50mg/dia) por 1 més seguidamente
Receptor de transplante renal fluconazol (200mg/dia) por 6 meses (ANTONY, 2004).
-Fluconazol ¥400mg/dia), pelo resto da vida (GALGIANI
et al., 2005).
-Fluconazol ¥400mg/dia) ou itraconazob200mg/dia duas
vezes diariamente). Terapia por resto da vida pe&te
requerida (DERESINSKI, 2001).
Meningite -Anfotericina B (3mg/kg/dia) e voriconazol (200mgid
por 16 meses, seguidamente voriconazol (200mg/okzd,
resto da vida (ANTONY et al., 2006).
-Dosagens progressivas de voriconazol; tratameatie de
2 anos (CORTEZ et al., 2003).
-Voriconazol (400mg duas vezes diariamente) por| 30

meses, seguidamente terapia pelo resto da vid&266mg
duas vezes diariamente (PROIA & TENORIO, 2004).




21

Anfotericina B € reservada para as formas maisegrala coccidioidomicose,
quando é necessario uma acao antifingica maisardpMPEL, 2004, 2009; STANLEY et
al., 2008). A dose total de anfotericina B variaapeada caso, sendo em geral seguida de
terapia de manutencdo com um triazolico até a tiodlagdo da cura, avaliada através de
parametros, sobretudo clinicos, radiologicos e I8gimps (ANTONY et al.,, 2006).
Anfotericina Bé um agente antifUngico macrolideo poliénico (Fagl)y, descoberto por Gold
et al. (1956), com base na fermentacdo do actiremigtreptomyces nodosuSeu efeito
antifingico é dependente das duplas pontes corgggdd anel macrolidico. Essa parte
hidrofobica da molécula liga-se a esterois, em @apeao ergosterol, principal esterol da
membrana citoplasmética dos fungos. Em consequéesia ligacdo, além da inibicdo da
acao de enzimas, tais como o ATPase, formam - 81 gocanais ha membrana plasmatica
que permite o extravasamento de eletrolitos do nmgfacelular para o meio extracelular,
como potassio, amoénio e fosfato, além de acucam®teinas, provocando assim a morte
celular BERGOLD & GEORGIADIS, 200% Embora a anfotericina B tenha forte afinidade
para a ligacdo ao ergosterol, a droga se ligaeadést como o colesterol, presente nas células
de mamiferos, que pode explicar o efeito toxicddmaco BERGOLD & GEORGIADIS,
2004; SIDRIM & ROCHA, 2004a). Anfotericina B tem atividadantifUngica contra ampla
variedade de espécies fungicas, coristoplasma capsulatunBlastomyces dermatitidis
Sporothrix schenckii Candida spp., C. immitis e C. posadasji Aspergillus spp. e
Cryptococcus neoformarf€ATALAN & MONTEJO, 2006).

Figura 9. Estrutura quimica da anfotericina B. Fonte: CATALA& MONTEJO, 2006.
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Os derivados azodlicos (Figura 10) sdo drogas gssygon amplo espectro de
atividade antifangica. O mecanismo de acdo destagad reside na inibicdo das enzimas
oxidativas associadas ao citocromo P450 (CYP3A&BAC9) nas células fungicas. Nessas
células, os azdlicos interferem com a biossintesergosterol, inibindo a enzima responsavel
pela demetilacdo do lanosterol em ergosterol, astanol 14-0 — demetilase. Este fendmeno
origina um acumulo de precursores, ocorrendo tambgra deplecdo do ergosterol. Esta
interferéncia causa anomalias na permeabilidadendmbrana fangica (CATALAN &
MONTEJO, 2006).

O cetoconazol ainda esta no mercado, mas € unga dwn certa toxicidade,
podendo interferir na esteroidogénese humana &rde rara, causar hepatite fulminante.
Cetoconazol, na dose de 200 a 600mg/ dia, temusiddo nos casos de coccidioidomicose

disseminada, no entanto, essas doses, parece saprjimporém nao erradicdoccidioides

immitis e C. posadasii(CATANZARO et al.,, 1982). Esta droga € recomendado para o

tratamento de formas cronicas de coccidioidomi¢@2d_GIANI et al., 2000).

O fluconazol, na dose de 400mg/dia, podendo ched200mg/dia, € utilizado
com resultados satisfatérios, mas tem apresentatholg incidéncia de recidiva. O fluconazol
é facilmente administrado por via endovenosa, teoelente biodisponibilidade, alcancando
boas concentracdes em diferentes fluidos organimeasive no liquido cefalorraquiano além
de possuir discreta interacdo medicamentosa. Essasteristicas fazem do fluconazol a
droga de escolha para o tratamento da meningiteididicica (DERESINSKI, 2001;
GALGIANI et al., 2005).

O itraconazol, na dose de 400 - 600mg/dia tem aptado resultados um
pouco superiores que o fluconazol nas formas disselas da coccidioidomicose sem
envolvimento do sistema nervoso central e com me&na de recidiva (GALGIANI et al.,
2005). O itraconazol € claramente melhor toleradogde o cetoconazol. Ensaios iniciais
demonstraram alta taxa de resposta e menor recaitiao itraconazol em relagcdo ao
cetoconazol. Na dose inicial de 100 - 200mg duaswe@o dia, tornou-se a droga de escolha
no tratamento da coccidioidomicose (GALGIANI et aD05).
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Figura 10. Estrutura quimica do cetoconazol, itraconazoliedihazol. Fonte: CATALAN, &

MONTEJO, 2006.



62

24

Atualmente, observam-se os triazélicos de seguretacgo: voriconazol,
posaconazol e ravuconazol. Os novos compostostassule modificagcbes moleculares de
fluconazol e itraconazol. (CORTEZ et al., 2003)v@iconazol é resultante de modificacdes
na estrutura quimica do fluconazol (Figura 11). Gsw foi aprovado nos Estados Unid®g
maio de 2002 pelo FDAFpod and Drug Administration e, no Brasil, em julho do mesmo
ano pela ANVISA, 2002. O espectro antifungico fmipiado pela introducdo de um grupe
metila na estrutura do fluconazol e a substituigdoum anel triazol por uma estrutura 4-
fluoropirimidina (BERGOLD & GEORGIADIS, 2004;PIGATTO et al., 200Q Exibe
atividade antifiungica contra varigspécies, incluinddspergillusfumigatus Candidaspp.,
Scedosporium apiospermuf@ryptococcus neoformansSoccidioides immiti® C. posadasii,
Blastomyces dermatitidisHistoplasma capsulatufMULDREW et al., 2005; CATALAN &
MONTEJO, 2006; MEHTA et al., 2008).

OH

Voriconazol

Fluconazol

Figura 11. Modificacdes estruturais no fluconazol que origin@ voriconazol.Fonte:
CATALAN, & MONTEJO, 2006, com modificacdes.

O posaconazol é uma molécula que evoluiu do it@mané uma droga
triazélico de 22 geracdo de espectro superiorusig se comparado ao voriconazol.
posaconazol é ativo contra uma ampla variedadeudgo§, como,Cryptococcusspp.,
Blastomycesspp., Histoplasmaspp., Coccidioides immitise C. posadasii Fusarium spp.
(GONZALEZ et al., 2002ANSTEAD et al., 2005; WOLLINA et al., 2009).
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Quanto ao ravuconazol, esta droga tem estruturalsante a do fluconazol
mas apresenta um grupamento 4-tiazolil benzon#dlanvés do anel triazélico do flucon: 25
Apresenta espectro de acdo semelhante ao do varwboe do posaconazol (BERGOLD &
GEORGIADIS, 2004GONZALEZ, 2009.

A caspofungina (Figura 12) € um composto inibidéao rrompetitivo dep-
(1,3) glucana sintase, enzima responsavel pelasgrda 1,3g-glucano, polissacarideo da
parede da maioria dos fungos patdégenos responpélaelrigidez da parede celular, assim
como da integridade osmética, crescimento e divikEicélula(PIGATTO et al., 2008 A
caspofungina possui boa atividdadevitro frente as cepas deandidaspp. eAspergillusspp.,
porém seu espectro de agao inclui também outr&iespfingicas, tais comBPaecilomyces
variotii, Scedosporium apiospermum, Blastomycesndédidis, Coccidioides immitis C.

posadasiie Histoplasma capsulatufBERGOLD & GEORGIADIS, 2004
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Figura 12. Estrutura quimica da caspofungifante: CATALAN, & MONTEJO, 2006.

Na atualidade apenas esta autorizada para dinsm@& caspofungina, estando
a micafungina e a anidulafungina em fase de pesguéiscaspofungina é um derivado
semissintético da pneumocandina B, produto natie@@larea lozoyensj®2 um hexapeptideo
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ciclico, pertencente a uma nova classe de compastdangicos. Diversos estudos mostram
gue a droga exibe potente atividagevitro contra cepas d€andida spp. resistentes A
anfotericina B e fluconazoRspergillusspp e fungos dimérficos (GONZALEZ et al., 2( 2,6
Em estudo com coccidiodomicose experimental caupadaC. immitis Gonzalez et al.
(2001) provaram que a droga possui excelente agapéutica, a qual foi corroborado por
Antony, (2004) no tratamento de um paciente trampto com quadro de

coccidioidomicose disseminada.

No entanto relatos de casos de falhas ao tratanentridivas tém sido
descritos (OLDFIELD & BONE, 1997; ANSTEAD et al.0@5; CHENG-YI et al., 2005;
STEVENS et al.,, 2007; KRIESEL et al., 2008), emamala anfotericina B apresentar
toxicidade elevada e ter aplicagdo complicada, emtemha acdo rapida, mas poucos doentes
suportam uma dose superior aos 2g, necessariaaadogr quadros de coccidioidomicose
(GALGIANI et al., 2005). Ja os derivados azolicemtsido um importante aporte para a
gestdo da doenca, mas as drogas atualmente disfgoakigem uma terapia a longo prazo
para as respostas do tratamento, inclusive poracdaggrande tendéncia a recidiva, alguns
autores recomendam o uso de azolicos em esqueprassuos por toda a vida (PRABHU et
al., 2004; PROIA & TENORIO, 2004; GALGIANI et aRP05). A coccidioidomicose é uma
das micoses mais refratarias ao tratamento, o quepate justifica a busca de novas

substancias antifungicas.

1.7 Novas estratégias

O uso da combinacéo de antifingicos tem comdida@de conseguir certos
beneficios, como: ampliar o espectro de acéo da dama, reduzir a dose dos antifingicos e
0 tempo de tratamento, assim como evitar o surgoneé® resisténcia e potencializar a acéo
dos farmacos (sinergismo) (RONALD & TALLARIDA, 20D1Dentre as combinacdes ja
documentadas, estdo os derivados azélicos comnmal#& bem como equinocandinas com
azolicos ou poliénicos, as quais tém apresentadoagéio sinérgica vitro e in vivo perante

varias espécies fungicas coméspergillus Candidg Cryptococcus Fusarium spp. e
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Rhizopussp. (ARIKAN et al., 2002; SIONOV et al., 2006; BAESTER et al., 2008;
CHIRCH et al., 2008; CORDOBA et al., 2008; SEREN/sle, 2008).

No caso da coccidioidomicose, estudos tem mostafiwécia da combinacéo
de antifingicosin vivo. Gonzéalez et al. (2007), mostrou a eficacia da lipatdo de
caspofungina com anfotericina B em murinos com idamdomicose experimental. Assim
mesmo, Park et al., (2006) mostrou a eficacia dpafangina com fluconazol no tratam‘“2‘7‘
de paciente com quadro de coccidioidomicose dissatai pulmonar e Antony et al. (2Guv,
obtiveram resultados satisfatorios na combinacdo/ateconazol com anfotericina B em

paciente com meningite coccidididica.

1.7.1 Drogas com potencial antifungico

Novas estratégias sdo desenvolvidas com a desaaiberP® uso de drogas
antimicrobianas assim com o uso de outras drogeso,cdrogas imunossupresoras, drogas
antipsicoticas, inibidores da bomba de pro@@entes antiarritmicos e antineoplasicos, as
quais mostram potencial antifingico e resultadosssores frente a varias espécies fungicas
(AFELTRA & VERWELJ, 2003) (Figura 13). O motivo diis descobertas decorre
possivelmente do fato de que as drogas utilizadasatamento de outras doencas podem
atingir tanto as células humanas como as flungiga®m vez que ambas as células séo
eucarioticas e existem sitianalogos de ligacéo a essas drqgasentes em ambas as células
eucaridticas (AFELTRA & VERWEIJ, 2003). Outras nswdrogas com potencial antifungico
continuam surgindo com resultados promissores, &@enzet al. (2009) mostraram que o
isavuconazol, droga triazOlica, apresenta efeifbitdrio in vitro frente a cepas d€.
posadasii Outras drogas como Ambruticin S vem apresentardoltados promissores
vitro frente a cepas de. posadasi(SHUBITZ et al., 2006).
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Drogas Imunossupresoras

-Ciclosporina A -Clorpromazina
-Tracolimus -Irifluoperazina Drogas antipsicoticas
-Sirolimus Flunarizina

Memh Sulfonamidas
Tana
plasmatica o
'‘Quinclonas
Apentes antiparasitarios
Parede celular
-Cloroguina
-Quinacrina
-Mefloguina
Agentes antineoplasicos
-Cisplatina
-Metotrexato
Inibidores da bomba de praton -Bleomicina
-Doxorrubicina
-Omeprazol -E-fluorouracil
-AG200
-CAN-196 -Cinarizina

-Verapamil
-Nifedipina
-Nimodipina
-Propanolol

Macrolideos
Rifampicina

Tetraciclina

Figura 13. Mecanismo de acdo de drogas ndo antifuUngicas sobétla fungica. Font

AFELTRA & VERWEIJ, 2003.

Com relagéo a experiéncias com outros fungos dioo&;fsulfametoxazol com
trimetoprim, apresenta efeito inibitérin vitro (STEVENS & VO, 1982; AFELTRA et al.,
2003; HAHN et al.,, 2003) en vivo (PANIAGO et al.,, 2003; VISBAL et al.,, 2005;
SHIKANAI-YASUDA et al.,, 2006) frente a cepas dRaracoccidioides brasiliensis
(RESTREPO & ARANGO, 1980; STEVENS & VO, 1982) . Ngrasil, atualmente o

sulfametoxazol com trimetoprim é indicado como unes estratégias terapéuticas no
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tratamento da paracoccidioidomicose (PANIAGO et24l03; VISBAL et al., 2005). Além de
ser de baixo custo, traz vantagens farmacodinar(sdd<ANAI-YASUDA et al., 2006)

O sulfametoxazol (Figura 14-A)é uma sulfonamidalago estrutural do acido
p- aminobenzoico (PABA) e inibe de forma competitivmna enzima bacteriana, a
diidropteroato sintetase, que é responsavel petaporacdo do PABA ao acido diidrofélico
(acido folico) (MASTERS et al., 2003; GOODMAN & GUAN, 2006; TAVARES, 2007).
Dessa forma, bloqueia a sintese do é&cido diidadok diminui a quantidade de acido
tetraidrofélico metabolicamente ativo (cofator rnatese de purinas, timidina e DNA). As
bactérias, ao contrario de células eucaribticas, udizam acido félico pré-formado e
necessitam sintetiza-lo a partir do PABA. A tringrima (Figura 14-B) € uma base lipofilica
fraca, com acdo bacteriostatica, estruturalmerisciomada com a pirimetamina. Une-se
reversivelmente a enzima bacteriana diidrofolatdutase, inibindo-a (GOODMAN &
GILMAN, 2006; TAVARES, 2007). Exerce seu efeito nwstado da biossintese do folato
imediatamente posterior ao estado em que atugdarsetbxazol, ocorrendo assim uma acao
sinérgica entre ambos (GOODMAN & GILMAN, 2006; TAWRES, 2007). Sulfametoxazol
com trimetoprim agem sinergicamente, bloqueandcs cerzimas que catalisam estagios
sucessivos na biossintese do &cido félico no migesismo (NAVARRO-MARTINEZ et
al., 2006a, 2006Db).

Trimetoprim Ry

Sulfametoxazol T
CH,” @ N

H,N S0,NH - NH,
‘ Q | O

N... ~
CH, CH,0 j OCH;
OCH;

Figura 14. Estruturas quimicaé- sulfametoxazolB- trimetoprim. Fonte: GOODMAN &
GILMAN, 2006.
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Drogas antituberculose, como rifampicina, isaida, pirazinamida e
etambutol, utilizadas no tratamento de quadros w®ertulose apresentam resultados
promissoredn vitro frente as cepas dé. posadasiiCORDEIRO et al., 2006c). Segundo
Cordeiro et al. (2006c¢), o efeito inibiténo vitro das drogas antituberculose frente as cepas
de C. posadasjiseja provavelmente devido a existéncia de sfim@dogos de ligacdo a essas

drogas presentes na mitocondria de cepds. g@sadasii

A rifampicina (Figura 15) € um derivado semissiotétda rifamicina B,
complexo macrociclico produzido pefireptomyces mediterrandesenvolvido em 1965,
cujo mecanismo de acdo consiste em inibir a bitsstndo RNA bacteriano. Estes
antibioticos exercem sua atividade antibacteriai@ndo a sintese protéica em todos os seus
estagios, impedindo assim a formacdo do RNA memsag@NA ribossomal e RNA de
transporte. Esta acao resulta de sua ligacdo anislalnle beta da RNA-polimerase, formando
complexos firmes e irreversiveis com a enzima estimmo suas atividades (ZHANG et al.,
2003; TAVARES, 2007).

A sintese do RNA de mitocondrias das células de ifeams ndo é inibida
pelas concentracbes habitualmente utilizadas dampiicina, em virtude da relativa
incapacidade deste antibidtico agir sobre as RNodlimerase de mamiferos (TAVARES,
2007). Alguns fungos, comodistoplasma capsulatun€occidioides immitisCryptococcus
neoformas, Paracoccidioides brasiliensis espécies déandidapodem ser alvo da acdo da
rifampicina, especialmente quando associado confaesicina B (TAVARES, 2007). Esta
combinacdo apresenta ineragéovitro ante cepas d€occidioides immitifRIFKIND &
HYLAND, 1974; HUPPERT et al., 1976). Rifampicinauén potente indutor do citocromo
hepatico e intestinal P- 450 (CYP) 3A4 sistema reasico, assim como algumas drogas
proteinas transportadoras, como a P- glicopro(@iAY¥ARES, 2007).

A isoniazida (Figura 15) € a hidrazida do acidmisetinico, que € o pilar
fundamental na quimioterapia da tuberculose. Enb18émonstrou-se que a nicotinamida
possuia acéo tuberculostética e foi em 1952 qugusarisoniazida. Na verdade, trata-se de
um farmaco antibacteriano que inibe a sintese dio aunicélico, componente essencial da
parede celular da micobactéria (DU TOIT et al.,6)00
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O etambutol (Figura 15) inibe a enzima arabinagsihgéferase micobacteriana
envolvida na polimerizagdo do D-arabinofuranose paabinoglicano, componente essencial
da parede celular (DU TOIT et al., 2006).

A pirazinamida (Figura 15) € uma pirazina sintétceiloga da nicotinamida
que surgiu em 1970. Seu mecanismo de acado ocorr@@uacao da enzima pirazinamidase
gue converte esta droga em acido pirazandico aivmial inibe a sintese do acido (ZHANG
et al., 2003).
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Figura 15. Estruturas quimicas das principais drogas antituib@se utilizadas no tratamento
da tuberculose. Fonte: DU TOIT et al., 2006.
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1.8 Métodos de estudo da atividade antifungida vitro

Os testes de sensibilidamhevitro aos antifungicos séo realizados para avaliar o
seu potencial terapéutico, comprovar a sensibiiddm fungo isolado frente aos antifungicos
e ter controle da terapia antifungica (COLOMBO & WES, 2004; SCHREIBER, 2007),
com respaldo de organizacOes especializadas c@inmocal and Laboratory Standards
Institute (CLSI) e European Committee on Antimicrobial Susceptibiligsting(EUCAST),
importantes 6rgdos internacionais que padronizaoorgrolam a realizacdo de testes de

sensibilidade.

O principio destes testes é expor um indculondidi do microrganismo em
estudo a conhecidas concentracOes da droga a sestadas em condi¢cdes que suportem o
crescimento do microrganismo e pouco ou nada irderfcom a atuacéo da droga, e observar
se o crescimento fungico € minimizado ou ndo. Autaifinal dos testes da diluicdo permite
identificar a concentracdo inibitéria minima da gip que inibe o crescimento do
microrganismo em estudo (COLOMBO & ALVES, 2004)céncentracao inibitdria minima
dos antifungicos € definida como a concentracaanmairda droga, resultando em 80% (ou
50%, em alguns casos) de inibicdo do crescimemtgidd em relacdo ao controle (sem uso
de medicamentos) (MUKHERJEE et al., 2005).

Em 2002, foi publicado o documento M38-A (CLSI, 20que se destina a
realizacdo de testes com fungos filamentosos catesmdle infeccdes invasivas, tais como
Aspergillus spp., Fusarium spp., Rhizopusspp. ePseudollescheria boydi{CLSI, 2002);
porém é usado com sucesso, em estudo envolvendosfutimérficos em fase filamentosa,
tais comoBlastomyces dermatitidi€occidioidesspp.,Histoplasma capsulatura Sporotrix
sckenckii (NAKAI et al., 2003; CORDEIRO et al., 2006b, 200668AMANI &
CHATURVEDI, 2007). Em 2008 foi publicado o documerdefinitivo M38-A2 (CLSI,
2008).

O teste de sensibilidade das cepafdecidioides posadasfrente as drogas
antifingicas € determinado mediante o teste déc@duem caldo padronizado peldinical

and Laboratory Standards Institu{€LSI, 2002), por meio do protocolo M38-A. Divesso
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autores relatam, de forma cada vez mais frequdatiys sobre o perfil de sensibilidade as
drogas utilizadas para o tratamento da coccidioidase (NAKAI et al., 2003; GALGIANI
et al., 2000; 2005). Anfotericina B, cetoconaztiadonazol e fluconazol e outras drogas,
como voriconazol, posaconazol e caspofungina, aptas atividadé vitro (CORDEIRO et
al., 2006b; RAMANI & CHATURVEDI, 2007) dn vivo (HSUE et al., 2004; PROIA &
TENORIO, 2004; GONZALEZ et al., 2007; STEVENS et, @007)frente as espécies de
Coccidioides O quadro 2 resume a CIM de drogas antifungicastdr as espécies de

Coccidioidesdeterminadas por alguns autores.

Quadro 2. Concentracao inibitéria minima de drogas antiideg testadas isoladamente

frente a cepas deoccidioidegposadasiie C. immitis

Concentracéo inibitéria Minima (ug/mL) — Média Geonegtrica
AMB | KTC | FLC | ITC | VRZ | POS| ISC | RVC | CAS Referéncia
0,34 - 28,6 - - - - - 17,4| Gonzalez et al (2001)
0,25 - 4 0,12 - - - - - Nakai (2003)
0,11 | 0,22| 4,44, 0,18 0,12 - - - 22,62 Cordeiro €2a06b)
0,08 | 0,04 | 57 | 0,08| 0,04 | 0,04| - - 0,8 | Ramani & Chaturvedi (2007
0,125| 0,15| 6,25 0,5 0,12 - - 32 Brilhante et a0@*
0,25 - >64 | >8 >8 2 - - - Kriesel et al (2008)*
0,05 - 8,77/ 0,14, 0,19 0,18 0,28 0,26 - Gonzéale@9p0

*CIM — valores obtidos de uma unica amos#dB - anfotericina BKTC - cetoconazol,
FLC - fluconazol; ITC - itraconazol;VRZ - voriconazol; POS - posaconazol]SC -
isavuconazolRVC - ravuconazolCAS —caspofungina.

Para avaliar a atividade dos antifungicos, haodw& padronizados,como o
M38-A para fungos filamentosos, porém nédo se digem método de referéncia para o
estudo da acdo combinada dos antifingicos. A coraggo inibitéria minima (CIM) de
diferentes drogas em combinacao pode ser deteranimsahdo os seguintes métodos: método
de Checkerboardo método da cinética de morte (do ingii@se-kill), ou E-test(do inglés
Epsilometer Strip TeEg{WHITE et al., 1996). Embora este ultimo métoelohta demonstrado
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boa correlacdo com os métodos estandardizados, todoné&e Checkerboardé o mais

utilizado na maioria de estudos publicados (ODB3D).

Este método determina a percentagem de inibigdorescimento de células
fungicas, na presenca da combinacdo de drogasrd@npeal de inibicdo é calculado em
relacdo ao controle do crescimento nos tubos gu&wrpapenas células fangicas e nenhuma
droga antifungica (O’'SHAUGHNESSY et al., 2006).

O método deCheckerboardé relativamente simples de executar. O nome de
ensaio se refere a posicao dos tubos ou pocosrma fie “xadrez”, onde existem multiplas
diluicdes dos antimicrobianos em concentracoesrgupe ou inferiores a CIM de cada um
deles ante o microrganismo em estudo. O métodoCHeckerboardcom base na
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CtM antifingicos em combinacdo é
muitas vezes seguido por uma analise mais aprofianaé@o paramétrica, utilizando o indice
de concentracéo inibitoria fracionada (FICI), aesposta do modelo de superficie totalmente
paramétrico (RSM) (MELETIADIS et al., 2007).

O indice de concentracdo inibitéria fracionaria (dwlés: Fractional
Inhibitory Concentration Index FICI) € o teste o mais utilizado (MUKHERJEE kf 2005).
O método daCheckerboarcé utilizado para determinar a concentracao inilaitsacionaria
(FIC) da combinacédo de antifungicos para cada isstado (JONHSON et al., 2004). As
interagdes das drogas sdo classificadas em basmdéz® de concentracdo inibitoria
fracionaria (FICI). O FICI é o somatorio dos FIGea cada droga; o FIE€ definido como a
CIM de cada droga, quando usado em combinacaalidivpela CIM de cada droga, quando
testado isoladamente. Para cada teste isolado, n@ stas concentragcbes inibitorias

fracionadasXFIC) é calculada com a seguinte equacao:
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YFIC=FIC1+ FIC, = C1 + Cez

CIMcl CIMCZ

Onde, CIM:3, € a CIM da droga 1 testado isoladamente; &I aCIM da droga 2
testada isoladamentec{;- é o CIM da droga 1 testado em combinacdg; € o CIM da

droga 2 testado em combinacéo.

E para triple combinacdo, a soma da concentragédoia fracionada XFIC) é
calculada com a seguinte equagao:

SFIC =FIC1 + FIC + FIC; = G + Ce + Ces

C&M CIMC2 CIMc3

onde, CIM¢1 , CIM ¢, CIM 3 séo as CIMs da droga;CC, Ccs isolada (O
SHAUGHNESSY et al., 2006).

Por motivos de uniformizacdo de interpretacdo, Q@303b) propbs os seguintes
intervalos: FICI< 0,5 deveria ser considerado como sinérgico, 061G < 4,0 como

indiferente e FICI > 4,0 como antagonismo.

Sinergismo- é o resultado quando duas drogas em combinagagigdficativamente
melhor do que a resposta de cada um delas utiligeparadamente (MUKHERJEE et al.,
2005).
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Indiferente - é o resultado com duas em combinacéo € iguabddo apenas com
aquela droga que é mais eficaz (MUKHERJEE et @D5»

Antagonismo- € o resultado com duas em combinac¢do sdo sigtifamente pior do

que a resposta de cada um delas utilizada sepaat(MUKHERJEE et al., 2005).



38
2. JUSTIFICATIVA

O Brasil esta na relacédo de paises com areas eraiena coccidiodomicose
(RESTREPO, 2006), circunscritas as zonas do setuida regido do Nordeste (COX &
MAGEE, 2004). Esse cenario leva a uma investigagdior para novas estratégias inibitorias
contraCoccidioidesposadasiicom a finalidade de ampliar o espectro de acaoddagas,
reduzir a dose dos antifungicos e tempo de trateon@ssim como evitar o surgimento de

resisténcia e potencializar a acdo dos farmacos.

Novas opc¢Oes de tratamento tém sido propostas paraguadros de
coccidioidomicose. A combinacdo de drogas antiftasyi(ANTONY et al., 2006;
O'SHAUGHNESSY et al.,, 2006), € uma opcao que eduiendo importancia como
terapéutica alternativa nos casos de pacientesnuopses sistémicas graves nao responsivos
a monoterapia antifungica habitual (GALGIANI, 2008)p entanto, a principal preocupacao,
especialmente na clinica, tem sido avaliar se@gistagonismo entre estes agentes utilizados
em combinacdo (MUKHERJEE et al., 2005). Baseadtermmtexto seria necessario avaliar
a interacaan vitro entre drogas antifungicas frent€aposadasiiuma vez que introducéo
de novos agentes antifiungicos com diferentes ma&tasi de agcdo torna possivel o uso da
combinacgdo de drogas antifungi¢cANTONY et al., 2006; O'SHAUGHNESSY et al., 2006).

Outras estratégias com evidéncias cientificas msonas envolvendo drogas
antibacterianas tém sido investigadas por varitmes, frente a diversas espécies fungicas. O
sulfametoxazol com trimetoprim tem apresentadotefeiibitorio in vitro frente a outras
espécies fungicalSTEVENS et al., 1982; AFELTRA et al., 2002a, 2002003). No Brasil o
sulfametoxazol com trimetoprim vém sendo indicadma alternativa eficaz no tratamento
de micoses profundas como a paracoccidiodomicd&m de arcar os custos dos pacientes
(PANIAGO et al., 2003; VISBAL et al., 2005). Baseada similaridade filogenética entre os
Paracoccidioides brasiliensis Coccidioidesmmitis e C. posadasi{(BAGAGLI et al., 2006;
COX & MAGEE, 2004) seria necessario avaliar a inibicdo do suwdfarazol com

trimetoprim frente &. posadasii.

Baseados nos estudos realizados por Cordeiro .e{2@D6c) os quais

demonstraram que as drogas antituberculose, cofampicina, isoniazida e etambutol,



39

utilizadas no tratamento da tuberculose pulmonpresentaram efeito inibitérian vitro
frente aC. posadasiiprovavelmente devido a existéncia de sitios anélag ligacdo a essas
drogas presentes na mitocéndria@leposadasiji seria necessario, entao, estudar se o efeito
inibitorio in vitro dessas drogas antituberculose pode ser reforgadoapsociagcdo com as

drogas antifungicas.
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3. PERGUNTAS DE PARTIDA

1 Existe interacdo sinérgiga vitro entre os principais antifungicos utilizados ndanaento

da coccidioidomicose, frenteGa posadasif.

2 Qual é o efeito do sulfametoxazol / trimetoprimenescimento d€. posadasiin vitro?

3 Existe interacdo sinérgida vitro entre drogas antituberculose com drogas antifasgic

frente aC. posadasif?

4. HIPOTESES CONSIDERADAS

1. Combinacdes de drogas antifungicas atuam sinergici@im vitro frente aos isolados de
C. posadasiiuma vez que poliénicos, azoélicos e equinocandiressyem diferentes

mecanismos de agéao.

2. Baseados na similaridade filogenética entre os rgénele Paracoccidioides e

Coccidioidessulfametoxazol / trimetoprim deve inibir o crescimteedeC. posadasii.

3. Combinacdes entre drogas antifungicas e drogasilaatculose atuam sinergicameirte

vitro, frente aos isolados d& posadasii
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5. OBJETIVOS DO ESTUDO

5.1 Objetivo geral

Determinar o perfil de sensibilidade vitro de drogas antimicrobianas testadas
isoladamente e em combinagdo com antifungicosdrantepas d€. posadasiisoladas

no Nordeste brasileiro

5.1.1 Objetivos especificos

1 Avaliar a interagdoin vitro de oito combinacdes de drogas antifungicas, foamad
anfotericina B, derivados azélicos e caspofungieaté aos isolados @& posadasii.

2 Determinar o efeito inibitorian vitro do sulfametoxazol / trimetoprim frente aos isoRdo
de C. posadasjibem como avaliar a interac@o vitro do sulfametoxazol / trimetoprim

com anfotericina B.

3 Avaliar a interagcadadn vitro de 24 combinagfes formadas por rifampicina, isoté
pirazinamida e etambutol com anfotericina B, detosazolicos e caspofungina frente a

cepas d€. posadasii.
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6 METODOLOGIA

Todos os procedimentos desta pesquisa foram das&os dentro de cabine
de seguranca bioldgica classe 11-B2 no laboratdgonivel de biosseguranca 3 do Centro
Especializado em Micologia Médica (CEMM) da Univeesle Federal do Ceara (UFC)
(Figura 16).

CENM

Fonte: CEMM Fonte: CEMM

Figura 16. Sala de nivel de biosseguranca 3- Centro Espeailaliem Micologia Médica
(CEMM) da Universidade Federal do Ceara (UFC)
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6.1 Cepas fungicas

Para o desenvolvimento das fases deste trabaltaon fatilizadas 18 cepas de
Coccidioides posadasiisendo 15 de origem clinica, isoladas de escauolavado
broncoalveolar, e trés de origem ambiental, is@altasolo. Das 18 cepas fungicas, 17 eram
oriundas dos municipios do Estado do Ceara, apemas era procedente do Estado da
Bahia. Os procedimentos de identificacdo de caga @@ngica incluiu andlise micoldgica
(CORDEIRO et al., 2006a) e a identificacao por igande PCR, como descrito por Bialek
et al. (2004) e Umeyama et al. (2006).

Todas as 18 cepas fungicas@eposadasiforam utilizadas para realizar os
testes da determinacdo da concentracdo inibitdnénma (CIM) de cada droga antifingica
isolada e em combinac&o, bem como para avaliavidatein vitro do sulfametoxazol com
trimetoprim, em conjunto com anfotericina B. Jaapas testes de interac#@wo vitro de
drogas antituberculose isoladas e em combinacdodcogas antifungicas, foram utilizadas

15 das 18 cepas fungicas@eposadasianalisadas.

Dez das 18 cepas @occidioides posadasgossuiam valores conhecidas da
CIM de cada droga antifungica e antituberculoseerdenados previamente por Cordeiro et
al. (2006b, 2006c¢). Neste trabalho, a CIM de cadgalfoi novamente determinada, com a
finalidade de reproduzir os dados obtidos nessadestassim como comparar com 0S

resultados obtidos nesta pesquisa.

As cepas-teste estdo estocadas natavicalo Centro Especializado em
Micologia Médica (CEMM) da Universidade Federal@eara, em agar- batata acrescido de
dimetil sulféxido (DMSQO) a 10% a -20°C. As cepas@eposadasiiforam previamente
subcultivadas em tubos com agar-batata e inculpatesete a dez dias a 25°C para avaliar a
viabilidade e purificacdo das cepas (Figura 17)i@ero das amostras, origem geografica,
0 ano de isolamento e a identificacdo dos proceatimsede todas as cepas fungicas sao

descritos no quadro 3
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Figura 17. Aspecto macromorfolégico das cepasGleposadasiiestocadas na micoteca do
CEMM. A- As colbnias caracterizam-se por uma textura @gosa, com tonalidade branca.
B- O reverso da col6nia pode apresentar com o pdes@mpo (apds 10 dias de incubacgao)

diferente matizes de marrom.
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Quadro 3. Lista das cepas deoccidioides posadaséistocadas na micoteca do CEMM.

N° de Colecéo Amostra Origem geogréfica Ano do
isolamento
CEMM 01-6-085 Escarro Santa Quitéria 2002
4°19'S 40°09'W
CEMM 01-6-087| Lavado Broncoalveolar Catunda 2002
4°38'S 40°12"W
CEMM 01-6-088| Lavado Broncoalveolar, Santa Quitéria- 4°19'55"S 2003
40°09'24"'W
CEMM 01-6-089| Lavado Broncoalveolar Solonopole 2001
5°44'S 39°0024'W
CEMM 01-6-090 Solo (Tatu) Solonopole 2004
5°44'S 39°0024'W
CEMM 01-6-091 Solo (Tatu) Solonopole 2004
5°44'S 39°00'24'W
CEMM 01-6-092 Solo (Tatu) Solonopole 2004
5°44'S 39°0024'W
CEMM 01-6-101| Lavado Broncoalveolar Solonopole 2003
5°44'S 39°00'24'W
CEMM 01-6-102| Lavado Broncoalveolar Arneiroz 2004
6°19'S 40°09'W
CEMM 01-6-103 Escarro Aiuaba 2005
6°34'S 40°07'W
CEMM-05-2-063 Liquido Pericardico Ibiapina 2005
3°55°S 40°53'W
CEMM-05-2-064 | Lavado Broncoalveolar Sobral 2006
3°41'S 40°20'W
CEMM 05-2-065| Lavado Broncoalveolar Sobral 2006
3°41’'S 40°20'W
CEMM-05-2-066| Lavado Broncoalveolar Sobral 2006
3°41'S 40°20'W
CEMM-05-2-067| Lavado Broncoalveolar Jaguaribe 2007
5053'S 38°37'W
CEMM-05-2-068| Lavado Broncoalveolar Jaguaribe 2007
5053'S 38°37'W
CEMM-05-2-069 | Lavado Broncoalveolar Bahia 2006
CEMM-05-2-070 Escarro Parambu 2007

6°12'S 40°41'W




46
6.2 Teste de sensibilidadm vitro

O ensaio de macrodiluigdm caldo para o teste de sensibilidade aos
antifungicos foi realizado de acordo ao documen®8M, do Clinical and Laboratory
Standards Institute(CLSI, 2002). Foram incluidas em cada ensaio camotrole de
gualidadeCandida parapsilosiaTCC 22019 eCandida kruseATCC 6258.

6.2.1 Meio utilizado

Foi utilizado o meio liquido RPMI 1®4Sigma Chemical Co., St Louis,
MO. USA com L-glutamina 2,0 g/L de glicose sem bicarbora® sodio e tamponado a pH
7,0 com 0,165M MOPS (acido [R morfoling - propoanossulfénico)Sfgma Chemical
Co., St Louis, MO, USAEste meio foi diluido em &gua destilada estexila (46,5g/L),
fitrada em Millipore 0,2m (Corning Incorporated Costar, Corning, NY, BY e
conservado a 4°C. Este meio, ap0s sua confecgadgiliftado por até trés semanas.

Para a atividadhe vitro do sulfametoxazol com trimetoprim, foram testados
dois meios de cultura, o primeiro foi 0 meio liquidPMI 1640 como descrito por Yekutiel
et al. (2004) e Navarro-Martinez et al. (2006), gegundo foi 0 meio liquido YNBYgast
Nitrogen Basg (DIFCO™ - BD) como recomendado por Afeltra et al. (2002a&janafy et
al. (2007). O meio YNB foi preparado de acordo @msrinstrucdes do fabricante. Detalhes

sobre a composicao quimica dos meios estdo mostredanexo II.

6.2.2 Preparacao do indculo

Para a preparacdo do inoculo, foram colocados @ensolucdo salina estéril
em cada tubo com a cultura fangica no meio de &ghocuraud apds 7 dias de incubacao a
35°C e, com auxilio de algca microbioldgica, foram reatias raspagens da superficie do
micélio, a fim de obter uma suspensdo livre de niigos do meio de cultura. As
suspensdes foram transferidas para tubos estémis ®eguida, deixadas em repouso a 28°C

por 5 min (Figura 18-A); o sobrenadante foi homagesdo e lido a 530nm e ajustado a
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uma transmitancia de 95%. A suspensao contendiranidios e hifas foi diluido 1:10 com
0 meio RPMI 1640 para obter um inéculo de 1°%&05x 18 UFC/mL (Figura 18-B)

(CORDEIRO et al., 2006b, 2006c¢).

Figura 18. Preparagdo do indculoA- suspensdo contendo solucdo salina estéril e
artroconidios e hifasB- Suspenséo diluida em 1:10 com o meio RPMI 1640ecaiat

artroconidios e hifas.

6.2.3 Antimicrobianos

Solugdes estoque de anfotericina B (AMBigma Chemical Corporation,
(ITC) (Janss@&marmaceutica, Belgium) e

USA), cetoconazol (KTC), itraconazol
voriconazol (VRZ) (Pfizer Pharmaceuticals, USA)dior preparadas em dimetilsulfoxido
(DMSO); fluconazol (FLC) (Pfizer PharmaceuticalsSA), e caspofungina (CAS) (Merck
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Sharp & Dohme, Brazil) foram preparados em aguédildeéa e estocados a -80°C até uso
(CORDEIRO et al., 2006b). Solucdes-padrao de rifam@ (RIF), isoniazida (INH),
pirazinamida (PZA) e etambutol (ETB) (Ministério 8aude, Brasil) foram preparadas em
DMSO. Todas as solucdes foram armazenadas a temmaede -80°C até o momento do
uso (CORDEIRO et al., 2006c).

As solucdes-estoque de cada antimicrobiano foralnidds com meio
tamponado RPMI 1640. As diluicbes do sulfametoxazmin trimetoprim foram feitas
diretamente no meio RPMI 1640 conforme descrito Yekutiel et al. (2004)diluidos
também em meidreast Nitrogen Bas€YNB), conforme recomendado por Afeltra et al.
(2002a).

Para determinar a concentracdo inibitéria minim@MjCde cada droga
antimicrobiana, as concentracdes testadas paragasdantifingicas e drogas antituberculose
foram conforme descrito por Cordeiro et al. (200BX)6¢). As concentracdes testadas para o
sulfametoxazol com trimetoprim ocorreram confornesalito por Yekutiel et al. (2004)
(Quadro 4).



Quadro 4. Concentracdes de cada antimicrobiano testadtefeecepas d€. posadasii

Antimicrobiano Concentracdao inicial Concentracéo final
AMB 0,001g/mL 4,0ug/mL
KTC 0,009ug/mL 5,0ug/mL

ITC 0,015ug/mL 8,0ug/mL
FLC 0,048:g/mL 25,0ug/mL
VRZ 0,031ug/mL 4,0ug/mL
CAS 0,2519/mL 128ug/mL
SMX / TMP 250 / 5Qug/mL 4000 / 80Qg/mL
RIF 0,016mg/mL 8,5mg/mL
INH 0,015mg/mL 8,0mg/mL
PZA 0,048mg/mL 25,0mg/mL
ETB 0,039mg/mL 20,0mg/mL

~—
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SMX /TMP - sulfametoxazol com trimetoprimAMB - anfotericina B;KTC -
cetoconazol;ITC - itraconazol;FLC - fluconazol; VRZ - voriconazol; CAS -
caspofungina;RIF - rifampicina; INH- isoniazida;PZA - pirazinamida,ETB -
etambutol.

6.2.4 Procedimento

Foram distribuidos 100puL de meio RPMI estéril emausgrie formada por
tubos de ensaio com tampas de rosca; ao primdiooda série foram adicionados 100uL da
droga - teste recém diluida e, em seguida, homaggetes as solu¢des por meio de aspiracéo
com pipeta automatica; seguidamente, foram rea&dduicdes seriadas em escala 1:2; apos
homogeneizacéo, foram desprezados 100uL da sotgi@iaa no ultimo tubo. Apds este
procedimento, foram adicionados 900uL da suspeosatendo o inéculo fungico em cada

tubo da série e incubados &35

As leituras da concentracao inibitoria minima (CHdjam realizadas com 48

horas de incubacéo, verificando-se a reducdo naapms do crescimento fungico. Os tubos
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foram correlacionados com o padrdo de -crescimerdo tubo-controle (sem droga
antifingica). Os resultados foram lidos visualmgoteno recomendado pelo método M38-A
do CLSI para drogas antifungicas. Leituras adid®f@am desenvolvidas ap0s quatro e sete
dias de incubacdo (NAKAI, 2003). Os resultadosrfoevaliados mediante analise qualitativa
(Figura 19). A concentracao inibitéria minima (CIk®) definida conforme apresentado na

sequéncia.

-anfotericina B - menor concentracdo da droga cdpaeduzir 100% do crescimento fangico
(CLSI, 2002);

-derivados azdlicos - menor concentracdo da dragacgusa reducéo de 80% no crescimento

fungico, quando comparado aquele do tubo- conlirote da droga (NAKAI, 2003);

-caspofungina - menor concentragcdo da droga queacaducdo de 80% no crescimento
fangico, quando comparado aquele do tubo- contiete da droga (GONZALEZ et al.,
2001);

-sulfametoxazol com trimetoprim — como sulfamet@@om trimetoprim é uma combinacao
antimetabdlica com efeitos microbiostaticos, temenido arbitrariamente seu CIM como a
menor concentracdo da droga que causou 80% ded&ailoio crescimento fungico visivel,

comparado aquele do tubo- controle livre da drétfsHN et al., 2003)

-drogas antituberculose - menor concentracdo dgadogue causa reducdo de 80% no
crescimento fungico, quando comparado aquele dwdahtrole livre da droga (CORDEIRO
et al., 2006c¢).
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Menor concentrag&o da droga Maior concentragéo da droga

CIM: Concentracdo capaz de reduzir 80% do crescimeo fungico

Figura 19. Determinagdo da concentracdo inibitéria minima (CéMd fluconazol frente a

cepas d€. posadasii

6.3 Interacgao in vitro das drogas

Apébs a definicdo da concentracdo inibitéria mai(@IM) para cada droga
antifingica isolada, as amostras foram testadasracamito combinagBes formadas por
drogas antifingicas, seguindo a mesma metodol@gierith por Cordeiro et al. (2006b) (ver

quadro 5).
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Quadro 5. Concentracdes testadas nas combinacdes dos giaddsrfug/mL).

Combinacao de antifungicos
Concentracéo inicial Concentracao final
Antifingico; Antifingico,
AMB ITC | 0,006 0,009 | 0,116 0,153
AMB FLC I 0,006 0,390 I 0,116 6,25
AMB KTC I 0,006 0,013 I 0,116 0,22
AMB VRZ I 0,006 0,007 I 0,116 0,125
VRZ KTC I 0,007 0,013 I 0,125 0,22
VRZ ITC I 0,007 0,009 I 0,125 0,153
VRZ FLC I 0,007 0,390 I 0,125 6,25
VRZ CAS i 0,007 2,00 i 0,125 32,00

AMB - anfotericina B;KTC - cetoconazolFLC - fluconazol;ITC - itraconazolVRZ -
voriconazol,CAS — caspofungina.

Com relacdo ao sulfametoxazol com trimetoprim (SMXMP), apds a
definicdo da CIM para o SMX / TMP, as amostras rfotastadas frente a combinagéo do
SMX / TMP com anfotericina B. A combinacéo foi fada nas seguintes concentracdes de
cada droga: anfotericina B, 0,007 a 0,1fyfmL e SMX / TMP, 125/ 25 a 2000/400 pg/mL.

Apés a definicdo da concentragdo inibitéria minif@#\V) para cada droga
antituberculose avaliada isolada, as amostras fteatadas frente 24 combinac¢des formadas
por drogas antifungicas e drogas antituberculasgjisdo a mesma metodologia descrita por
Cordeiro et al. (2006c) (ver quadro 6).
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Quadro 6. Concentracdes testadas nas combinacfes entresdaog@lingicas ((g/mL) e

drogas antituberculose (mg/mL) frente a cepa&.deosadasii

Combinacédo de drogas
Antifangico Arliulhe wllloes Concentracéo inicial Concentracéo final
AMB RIF 0,007 0,141 0,116 2,27
AMB INH 0,007 0,015 0,116 0,25
AMB PZA 0,007 0,048 0,116 12,5
AMB ETB 0,007 0,038 0,116 0,62
KTC RIF 0,013 0,141 0,22 2,27
KTC INH 0,013 0,015 0,22 0,25
KTC PZA 0,013 0,048 0,22 12,5
KTC ETB 0,013 0,038 0,22 0,62
ITC RIF 0,009 0,141 0,153 2,27
ITC INH 0,009 0,015 0,153 0,25
ITC PZA 0,009 0,048 0,153 12,5
ITC ETB 0,009 0,038 0,153 0,62
FLC RIF 0,277 0,141 4,44 2,27
FLC INH 0,277 0,015 4,44 0,25
FLC PZA 0,277 0,048 4,44 12,5
FLC ETB 0,277 0,038 4,44 0,62
VRZ RIF 0,007 0,141 0,125 2,27
VRZ INH 0,007 0,015 0,125 0,25
VRZ PZA 0,007 0,048 0,125 12,5
VRZ ETB 0,007 0,038 0,125 0,62
CAS RIF 2,0 0,141 32,0 2,27
CAS INH 2,0 0,015 32,0 0,25
CAS PZA 2,0 0,048 32,0 12,5
CAS ETB 2,0 0,038 32,0 0,62

AMB - anfotericina BKTC - cetoconazolFLC - fluconazol;ITC - itraconazolVRZ -
voriconazol;CAS - caspofunginaRIF - rifampicina;INH - isoniazida;ETB - etambutol;
PZA - pirazinamida.
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6.3.1 Combinacéo de drogas

A interacdo sinérgica das drogas foi avaliada pettodo daCheckerboard
O ponto de corte da concentracdo inibitéria min{@aV) foi determinado apds 48h de
incubacdo a 35°C. Leituras adicionais foram dedeitas apds quatro e sete dias de
incubacdo (NAKAI, 2003)Os resultados foram avaliados mediante analisetajisvd. A
concentracaadnibitéria minima (CIM) das drogas antimicrobianesn combinacdo foi
definida como a menor concentragédo da associaggdrdgas que cause 80% de inibicao

visivel do crescimento fungico, quando comparadekgdo tubo-controle livre das drogas.

Em base ao indice da concentracéo inibitoria freexda (do inglégractional
Inhibitory Concentrationindex— FICI), as interagbes das drogas foram clasdéisacomo
sinérgicas, indiferentes ou antagbnicas (ODDS, BPG3 FICI é definido como a soma dos
FICs de cada droga; o FI€ definido como a CIM de cada droga, quando usado e

combinacéo dividida pelo CIM de cadi@ga, quando usado isolado.

Para cada cepa isolada, a soma da concentrac#orinifracionadaXCIF) foi

calculada com a seguinte equagao:

YFIC = FIC:1 + FIC:, = G1 + Ce2

CIMc1 CIMc,

onde, CIMc1, CIM ¢, sdo as CIMs de cada droga sozinha,ce Cc, s@o a
concentracdo de drogas em combinacéo respectivan@mDS, 2003b). A interacéo foi
definida como: FICK 0,5 deveria ser considerado como sinérgico, OFBCGt < 4,0 como
indiferente e FICI > 4,0 como antagonismo (ODDE)3b).
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Para determinar a concentracdo fungicida minimaA)CFoi retirada aliquota
de 20Qu do tubo que continha as drogas antimicrobianasepa fungica, e que apresentou
completa inibicdo do crescimento fangico, estaualig foi semeada em tubo contendo agar-
Sabouraud dextrose e incubada a 30°C por 7, 15da30 Foi considerada CFM a menor

concentracdo da droga que impediu crescimentoelidovsubcultivo.

6.4 Anélises estatisticas

O estudo foi realizado utilizando-se analise diga variavel. O Teste U de
Mann-Whitney foi utilizado para analise das combdes sinérgicas. Os resultados foram

expressos em média, e o valor de p <0,05 foi ceraild significativo.
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7/ RESULTADOS

7.1 Atividadein vitro de drogas antimicrobianas testadas isoladamente

Todas as cepas d€. posadasiiforam sensiveis as drogas antifuUngicas
avaliadas, ap0s 48 horas de incubacdo. As médmséagecas das concentracdes inibitérias
minimas (CIMs) para cada droga antifungica foranseguintes: AMB, 0,1Lig/mL; KTC,
0,11pug/mL; ITC, 0,15ug/mL; FLC, 5,15ug/mL; VRZ, 0,14ug/mL; e CAS, 26,3%g/mL. A
tabela 1 mostra a CIMs @amfotericina B, cetoconazol, itraconazol, flucoriazoriconazol e
caspofungina, frente a 18 cepasGlgosadasiiNao foram observados valores crescentes da

CIM, apos quatro e sete dias de incubacéo.

Todas as cepas dé. posadasiiforam sensiveis as drogas antituberculose
avaliadas, apos 48 horas de incubagdo. As médaségecas das concentracdes inibitorias
minimas (CIMs) para cada droga antifungica foranseguintes: RIF, 2,273 mg/mL; INH,
0,25 mg/mL, e ETB, 0,62 mg/mL. Apenas PZA néo inids cepas de. posadasii in vitroA
tabela 2 mostra a CIMs dafampicina, isoniazida e etambutol, frente a 1pasedeC.

posadasii.

7.1.1Concentracao fungicida Minima (CFM)

No que concerne a concentracdo fungicida minimaM)CFas drogas
antifingicas e drogas antituberculose testadaadaoiente apresentaram atividade fungicida

frente a todas as cepas@eposadasii
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Tabela 1 Concentracdo inibitéria minima (ClIMsgnfotericina B (AMB), cetoconazol
(KTC), itraconazol (ITC), fluconazol (FLC), voricamol (VRZ) e caspofungina (CAS), frente

a 18 cepas d€. posadasii

CIM (png/mL)

N° de colecéo
AMB KTC ITC FLC VRZ CAS

CEMM 01-6-085 0,125 0,156 0,125 | 3,125 | 0,125 32

CEMM 01-6-087 0,125 0,156 0,125 | 3,125 | 0,125 16
CEMM 01-6-088 0,125 0,156 0,125 | 3,125 | 0,125 16
CEMM 01-6-089 0,125 0,078 0,125 | 3,125 | 0,125 32
CEMM 01-6-090 0,125 0,039 0,25 6,25 0,125 32

CEMM 01-6-091 0,125 0,156 0,125 | 3,125 | 0,125 16

CEMM 01-6-092 0,125 0,078 0,125 6,25 0,125 16

CEMM 01-6-101 | 0,0625 0,078 0,125 6,25 0,125 32
CEMM 01-6-102 0,125 0,156 0,125 6,25 0,125 16

CEMM 01-6-103 0,125 0,156 0,5 6,25 0,125 32

CEMM 05-2-063 0,125 0,078 0,125 6,25 0,125 32

CEMM 05-2-064 0,125 0,156 0,5 6,25 0,125 32

CEMM 05-2-065 0,125 0,078 0,25 6,25 0,25 32

CEMM 05-2-066 0,125 0,156 0,125 6,25 0,125 32

CEMM 05-2-067 0,125 0,078 0,125 6,25 0,125 32

CEMM 05-2-068 | 0,0625 0,156 0,125 6,25 0,125 32

CEMM 05-2-069 0,125 0,078 0,125 6,25 0,25 32

CEMM 05-2-070 | 0,0625 0,156 0,25 6,25 0,25 32

Média Geométrica | 0,111 0,110 0,151 5,15 0,140 26,39
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Tabela 2 Concentracao inibitéria minima (CIMs) dd&ampicina (RIF), isoniazida (INH),

etambutol ( ETB) e pirazinamida (PZA) frente a #pas deC. posadasii

CIM (mg/mL)
N° de colecéo

RIF INH ETB PZA
CEMM 01-6-085 2,12 <0,25 <0,62 >25
CEMM 01-6-087 2,12 <0,25 <0,62 >25
CEMM 01-6-088 4,25 <0,25 <0,62 >25
CEMM 01-6-089 4,25 <0,25 <0,62 >25
CEMM 01-6-090 2,12 <0,25 <0,62 >25
CEMM 01-6-091 4,25 <0,25 <0,62 >25
CEMM 01-6-092 1,06 <0,25 <0,62 >25
CEMM 01-6-101 2,12 <0,25 <0,62 >25
CEMM 01-6-102 2,12 <0,25 <0,62 >25
CEMM 01-6-103 1,060 <0,25 <0,62 >25
CEMM 05-2-063 2,273 <0,25 <0,62 >25
CEMM 05-2-064 2,273 <0,25 <0,62 >25
CEMM 05-2-065 2,273 <0,25 <0,62 >25
CEMM 05-2-066 2,273 <0,25 <0,62 >25
CEMM 05-2-069 2,273 <0,25 <0,62 >25
Média Geométrica 2,273 <0,25 <0,62 >25
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7.3 Interacaoin vitro de drogas antimicrobianas

Todas as combinacdes de drogas antifingicas tesi@iidam o crescimento
in vitro das 18 cepas deé. posadasjino entanto, foi observada interacao sinérgicaape
para voriconazol com anfotericina B (Figura 20suteado revelado pelos valores do indice
da concentracgédo inibitoria fracionada (FICI), qgée menores nessas duas drogas (Tabela 3).
Quando a concentracdo inibitéria minima (CIM) delacadroga, em combinacédo, foi
comparada com CIM de cada droga isoladamente, tdatese que a combinacdo de
voriconazol com anfotericina B levou a uma redugd@d5 vezes da CIM quando combinada
em relacdo a CIM isolada (Figura 21). Combinac¢@efifarentes foram formadas pela
anfotericina B com cetoconazol ou itraconazol oucdhazol e pela associagdo entre
voriconazol com cetoconazol ou itraconazol ou fheml ou caspofungina. Antagonismo

entre as drogas testadas nao foi observado.

No que concerne a concentracdo fungicida minimaM{CB combinacao do
voriconazol com anfotericina B apresentou atividadeyicida frente a todas as cepasGle

posadasii As demais combinacdes analisadas ndo apreserdéixdédade fungicida.
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Tabela 3 Concentracdo inibitéria minima (CIMs), indice dancentracdo inibitéria minima fracionada (FIClefeito de interacdo para

combinacdo das drogas antifungicag/inL) frente a cepas deoccidioides posadasii in vitro

Intervalq da E:IM CIM (Média_geo[nétrica) N° de amostras

Combinacao EellliEE=e) (EEE) FICI Resultado mostra_mdo

Antifungico,  Antifungico, | Antifingico; Antifangico, SINrYISmo
AMB + KTC 0,014 - 0,058 0,027 -0,11 0,034 0,068 0,584 — 1,647 Indiferente 0/18
AMB + ITC 0,029 - 0,058 0,038 -0,076 0,043 0,057 0,308 — 1,543 Indiferente 2/18
AMB + FLC 0,029 - 0,058 1,562 — 3,125 0,056 3,038 0,716 — 1,464 Indiferente 0/18
AMB + VRZ 0,006 0,007 0,006 0,007 0,076 — 0,157 Sinergismg 18/18
VRZ + KTC 0,015-0,062 0,027-0,11 0,040 0,071 0,476 — 1,904 Indiferente 1/18
VRZ + ITC 0,031 -0,062 0,038 -0,076 0,058 0,071 0,552 — 1,104 Indiferente 0/18
VRZ + FLC 0,062 - 0,125 3,125 - 6,250 0,069 3,472 0,748 — 2,00| Indiferente 0/18
VRZ + CAS | 0,031-0,062 8,00-16,00 0,056 14,666 | 0,498 — 1,49€ Indiferente 1/18

AMB - anfotericina BKTC - cetoconazoltTC - itraconazolfLC - fluconazol,VRZ - voriconazol,CAS - caspofungina
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Figura 20. Efeito da combinacdo de drogas antifungicas em remlalo indice da
concentracao inibitéria minima fracionada (FICBrfre a cepas deoccidioides posadasii in

vitro.
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AMB - anfotericina B;KTC - cetoconazoliTC - itraconazol;FLC - fluconazol;VRZ -
voriconazol;,CAS - caspofungina

Figura 21. Efeito da combinac&o de drogas antifuUngicas enmresilda média geométrica da

concentracao inibitoria minima (CIM).
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Este estudo mostrou que as drogas antifungicastieaeterianas testadas,
isoladamente e em combinacdo, apresentaram efeffibdrio in vitro no crescimento de
cepas deC. posadasii A concentracao inibitéria minima (média geoméjrido AMB foi
0,111 ug/mL. No entanto, o SMX / TMP foi capaz de redw&i€CIMs da AMB em todas as
cepas deC. posadasitestadas em cerca de 5,85 vezes. Depois da cagébicam o SMX /
TMP, a CIMs da AMB variaram de 0,007 - 0,01&/mL. O SMX/ TMP em si também foi
capaz de promover a inibicdo do crescimento destadacepas dé. posadasii in vitree 0s
valores de CIM variaram de 1000/200 até 2000/4@@nL (Tabela 4). Nao foi observado

valor crescente da CIM, apés quatro e sete diascdéacao.

Com relacdo ao meio de cultura liqutgast Nitrogen Bas€/NB), todas as
cepas deC. posadasindo apresentaram crescimeirtovitro no tubo -controle do teste, que

continha meio de cultura YNB sem drogas antimi@oés.

A tabela 4 mostra a concentracao inibitéria min{(@#) do sulfametoxazol
com trimetoprim e anfotericina B, testados em comatho, valores do FICI e efeito inibitorio
in vitro da combinag¢do de ambos os antifungicos frentecefi8s d&. posadasilidas apos

48 horas de incubacéo.

No que diz respeito a concentracdogiftida minima (CFM), do
sulfametoxazol com trimetoprim, isolado e em corab@® com anfotericina B, houve

atividade fungicida frente a todas as cepaS .deosadasii
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Tabela 4. Concentracao inibitoria minima (CIM) do sulfametoalacom trimetoprim

(ug/mL) associado ou ndo com anfotericinguB/mL) frente a 18 cepas d& posadasii

CIM (pg/mL)
Numero de Colecao
AMB SMX/TMP | AMB/SMX/TMP
CEMM 01-6-085 0,125 2000/ 400 0,007 /250 /50
CEMM 01-6-087 0,125 2000 / 400 0,015 /500 /100
CEMM 01-6-088 0,125 2000 / 400 0,015/500/ 100
CEMM 01-6-089 0,125 1000/ 200 0,015 /500 / 100
CEMM 01-6-090 0,125 2000/ 400 0,015 /500 / 100
CEMM 01-6-091 0,125 2000 / 400 0,015 /500 / 100
CEMM 01-6-092 0,125 2000 / 400 0,015 /500 / 100
CEMM 01-6-101 0,062 2000/ 400 0,015 /500 / 100
CEMM 01-6-102 0,125 2000/400| 0,031 /1000 /200
CEMM 01-6-103 0,125 1000/ 200 0,015 /500 / 100
CEMM 05-2-063 0,125 2000 / 400 0,015 /500 / 100
CEMM 05-2-064 0,125 2000/ 400 0,015 /500 / 100
CEMM 05-2-065 0,125 2000/400| 0,031 /1000 /200
CEMM 05-2-066 0,125 1000/ 200 0,015 /500 / 100
CEMM 05-2-067 0,125 2000 / 400 0,015 /500 / 100
CEMM 05-2-068 0,062 2000/ 400 0,015 /500 / 100
CEMM 05-2-069 0,062 1000 / 200 0,015 /500 / 100
CEMM 05-2-070 0,125 2000/400| 0,031/1000 /200

AMB - anfotericina BSMX- sulfametoxazolTMP — trimetoprim.
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As 24 combinacgfes de drogas antimicrobianas testadaram as cepas d&
posadasii in vitrg das quais foram observadas interacfes sinérgicad6 combinacdes
(Figura 22). Entre as combinacbes sinérgicas, &slanenores do que o indice de
concentracdo de inibicdo fracionada (FICI) foranidus pela anfotericina B, cetoconazol,
itraconazol ou fluconazol com rifampicina ou etatmobie itraconazol com pirazinamida.
Fortes interacdes, no entanto, foram observadasemasntes combinac¢des: anfotericina B ou
itraconazol com rifampicina; itraconazol, fluconazmu voriconazol com etambutol e
itraconazol com pirazinamidp@ <0, 0002) (Tabela 5), as quais foram reduzida€Ids em

dez vezes, ao se comparar com a CIMs da drogaaestaadamente (Figura 23).

Combinacdes indiferentes foram formadas pela amdota B com
pirazinamida; cetoconazol com isoniazida ou pifazxia; fluconazol ou voriconazol com
isoniazida; caspofungina com isoniazida, etamhbuiqgbirazinamida (Tabela 5). Antagonismo

entre as drogas testadas nao foi observado.

No Anexo |, sdo mostradas tabelas,uassgexibem a concentragéo inibitoria
minima (CIMs) de cada droga antifingica testadalaé/® e em combinagdo, valores do
indice da concentracao inibitéria fracionada (FKEfeito inibitorioin vitro da combinacao

entre drogas antimicrobianas frente a cepds.gmsadasii
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Tabela . CIMs, FICI e efeito de interacdn vitro da combinagédo entre drogas antifungiqgagriiL) e drogas antituberculose (mg/r
frente a cepas de. posadasii

Intervalo da CIM CIM — Media Geométrica o
Combinagéo (combinaco) (combinacéo) FICI Resultado | N de cepas
apresentando
Antifingico Antituberculose Antifingico Antituberculose sinergismo
AMB + RIF 0,007 — 0,029 0,14 - 0,56 0,01 0,203 8,08,496 | Sinergismo 15/15
AMB + INH 0,029 0,062 0,029 0,062 0,48 - 0,495 | Sinergismo 15/15
AMB + PZA | 0,029 - 0,058 6,25 -12,5 0,03 6,545 0,48,964 | Indiferente 14/ 15
AMB + ETB | 0,014 -0,029 0,077 - 0,155 0,027 0,147 0,244 - 0,50 | Sinergismo 15/15
KTC + RIF 0,013 - 0,055 0,141 - 0,567 0,03 0,31 40,10,886 | Sinergismo 13/15
KTC + INH 0,027 - 0,110 0,031-0,125 0,063 0,071 0,297 - 1,658 | Indiferente 3/15
KTC + PZA 0,027 - 0,055 3,12-6,25 0,052 5,967 46,20,57 Indiferente 1/15
KTC + ETB | 0,013 - 0,055 0,038 - 0,155 0,03 0,084 0,246 - 0,816 | Sinergismo 13/15
ITC + RIF 0,009 - 0,019 0,141 - 0,283 0,014 0,214 ,108 - 0,418 | Sinergismp 15/15
ITC + INH 0,009 - 0,038 0,015 - 0,062 0,031 0,051 0,13 - 0,552 | Sinergismo 10/15
ITC + PZA 0,009 - 0,038 1,562 - 6,25 0,017 2,983 098,- 0,498 | Sinergismo 15/15
ITC + ETB 0,009 - 0,038 0,038 - 0,155 0,015 0,063 0,079 - 0,554 | Sinergismo 14/ 15
FLC + RIF 0,55-2,22 0,283 -1,135 1,108 0,566 4P,21,245 | Sinergismo 11/15
FLC + INH 1,11 ->4,44 0,062 - > 0,25 3,042 0,171 0,425 - 2,42 | Indiferente 1/15
FLC + PZA 0,277 - 1,11 1,56 - 6,25 0,766 4,316 6,140,605 | Sinergismo 13/15
FLC + ETB | 0,277 - 0,555 0,038 - 0,077 0,401 0,055 0,105 - 0,301 | Sinergismo 15/15
VRZ + RIF 0,007 - 0,031 0,141 - 0,56 0,02 0,324 16,2 0,776 | Sinergismop 13/15
VRZ + INH 0,031-0,125 0,062 - 0,25 0,071 0,143 0,496 — 2,00 | Indiferente 2/15
VRZ + PZA 0,031 6,250 0,031 6,25 0,498 Sinergismo 5/15
VRZ + ETB | 0,007 — 0,015 0,038 - 0,077 0,01 0,05 0,117 — 0,244 | Sinergismo 15/15
CAS + RIF 2,00 - 8,00 0,14 - 0,56 4,189 0,293 0437028 | Sinergismo 12 /15
CAS + INH 8,00 — 16,00 0,062 - 0,125 12,125 0,094 0,601 — 1,207 | Indiferente 0/15
CAS + PZA 8,00 - 16 6,25 - 12,25 12,125 9,473 10050 Indiferente 0/15
CAS + ETB 8,00 - 32,00 0,15-0,62 16 0,309 0,594 — 2,00 | Indiferente 0/15

AMB - anfotericina BKTC - cetoconazolFLC - fluconazol;ITC - itraconazolVRZ - voriconazol,CAS - caspofunginaRIF -
rifampicina;INH - isoniazidafPZA - pirazinamidaETB — etambutol.
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AMB - anfotericina B:KTC - cetoconazoljTC - itraconazol;FLC - fluconazol;VRZ -
voriconazol;CAS - caspofunginaRIF - rifampicina;INH - isoniazidaPZA - pirazinamide
ETB - etambutol.

Figura 23. Efeito da combinacdo de antimicrobianos em valat@ média geométrica da

concentracao inibitoria minima (CIM).
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8 DISCUSSAO

A coccidioidomicose representa um importante dedafiapéutico, em razao
a refratariedade ao tratamento e recidivas (OLDBIEL al., 1997; CHILLER et al., 2003;
ANTONY, 2004; STEVENS, 2007). Com a finalidade dep#ar o leque de opc¢des no
tratamento desta doenca, a busca de novos ahiisngidos para a coccidioidomicose tem
sido propostas, através da combinacido de antifoagioDDS, 2003b)a descoberta de
novas drogas antifungicas (SHUBITZ et al., 20063tds com antimicrobianos de amplo
espectro com potencial antifungico (STEVENS et 4982; HAHN et al.,, 2003;
YEKETUEL et al. 2004) e testes com drogas antitcllese (CORDEIRO et al., 2006c¢).

A combinacdo de drogas antifingicas € uma opcao egtee adquirindo
importadncia como terapéutica alternativa nos caopacientes com infeccbes fangicas
invasivas graves ndo responsivos a monoterapiflagita habitual (GALGIANI, 2000;
CUENCA-ESTRELLA, 2004, 2006; MUKHERJEE et al., 20@ SHAUGHNESSY et al.,
2006; GUBLER et al., 2007; PEREZ-DIAZ, 2010). Ndndos anos, varios estudsvitro
e in vivo tém sugerido que a terapia combinada antifungade pser melhor do que a
monoterapia com anfotericina B em pacientes imupmaahedos (ARIKAN et al., 2002;
BARCHIESI et al., 2000, 2005; BALLESTER et al. 20@ORDOBA et al., 2008). Entre
as razdes que justificam o uso da dupla ou triplabinacdo antimicrobiana, Vazquez
(2008) apontou a possibilidade de reduzir as dalesiroga e, como conseqiéncia,
minimizar os efeitos colaterais de cada droga, lm&mo minimizar o fenbmeno de

resisténcia.

Novas estratégias com resultados promissores vado sdcancadas com o
uso da combinacdo de antifungicos, frente a digezspécies fungicas (DURAND-JOLY et
al., 2003; JONHSON et al., 2004; HO et al., 20@8ntre as combinac¢des j& documentadas
estdo os derivados azélicos com poliénicos, eqaimtinas com azélicos ou poliénicos, as
quais tém apresentado interacaéo vitro frente a diversas espécies fangicas como,
Aspergillus Candidg Cryptococcus, Fusarium, Rhizopusspp., e Scedosporiumspp.
(ARIKAN et al., 2002; BARCHIESI et al., 2000, 20(005; YUSTES & GUARRO, 2005;
BALLESER et al., 2008; CORDOBA et al., 2008; Y Uakt, 2008).
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Corroborando com outros estudos (GONZALEZ et &012 NAKAI, 2003;
CORDEIRO et al.,, 2006b; RAMANI & CHATURVEDI, 2007)a presente pesquisa
evidenciou que as cepas @eposadasipbriundas do Nordeste brasileiro foram sensiwveis
vitro a anfotericina B, cetoconazol, itraconazol, fllemwl, voriconazol e caspofungina
testadas isoladamente. Os valores da concentrag@ddria minima destas drogas
antifingicas frente a cepas @ posadasiireproduziram os resultados ja relatados por
Cordeiro et al. (2006b). Neste traballw efeito inibitério das drogas foi mais evidente
qguando as drogas antifungicas foram utilizadas embmacao, as quais foram capazes de
inibir o crescimenton vitro de cepas d€. posadasicom concentracao inibitéria minima
(CIM) baixas. No entanto, apenas uma combinacaotendina B com voriconazol exibiu

interacdo sinérgica.

Diversos estudos tém demonstrado que a associacaafdtericina B com
voriconazol apresenta interacdo sinérgitavitro frente a outras espécies fungicas como
Candida glabratae Cryptococcusspp. (BARCHIESI et al.,, 2004; MUKHERJEE et al.,
2005) e interagdo sinérgida vivo frente a Aspergillussp., Candida albicanse Fusarium
solani (BARCHIESI et al., 2004; MULDREW et al., 2005; RHP et al., 2005; RUIZ -
CENDOYA et al., 2008).

A combinacdo de anfotericina B com voriconazol erenfa de tratamento ja
foi bem sucedida em pacientes meningite coccidiaiANTONY et al., 2006) forma grave
e freqientemente fatal da coccidioidomicose. Qdtaatos obtidos nesta pesquisa registram
dados da interacao sinérgioavitro da combinacéo anfotericina B com voriconazol femt
C. posadasiiPor tanto, ha uma necessidade urgente de reatigaios clinicos controlados,
a fim de definir a seguranca e utilidade desta ¢oagido na terapia antifungica.

A introducdo de novos agentes antifUngicos conrdalifies mecanismos de
acao tornou possivel o uso da combinacédo de dangdangicas(tANTONY et al., 2006;
O'SHAUGHNESSY et al.,, 2006). No entanto, a combiimagle anfotericina B com
derivados azolicos tem apresentado diferentes stepale interacdn vitro frente a
diversas espécies fungicas corfiwyptococcusspp., Candida spp. e Aspergillus spp.
(MARINE et al., 2006; OZ et al., 2008). Neste estuihteracdes indiferentes foram
formadas pela anfotericina B com cetoconazol, aimazol ou fluconazol frente &.

posadasii in vitro Estes resultados corroboram com Barchiesi €2800) e Kratzer et al.
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(2006) os quais mostraram que a combinacao entreades azolicos com anfotericina B
apresentaram interacao indiferemtevitro frente a outras espécies fungicas cabamdida
spp. eCryptococcuseoformanse Trichodermaspp. respectivamente.

Os derivados azdlicos atuam na biossintese dotergbatravés da inibicao
seletiva do lanosterol 14 a- esterol desmetilase (P- 450), causando a depldgéo
ergosterol, e originando anomalias na permeabiidda membrana (CHAPMAN et al.,
2008). Anfotericina B atua alterando a permeahkié@aa membrana celular fingica, sua
ligacdo ao ergosterol, provoca fugas de cétiorene hidrogénio terminando com a morte
celular(CHAPMAN et al., 2008). Devido, a inibicdo simul&ando mesmo alvo da célula
fungica por mecanismos diferentes, em teoria, Oice@s poderiam antagonizar os efeitos
da anfotericina B (SCHEVEN & SCHWEGLER, 1995; SUGAR995). No entanto,
segundo Wroblewska et al. (2002), os derivados@mdpoderiam apresentar uma atividade
lenta em comparacdo a anfotericina B que possui atimalade de inicio rapido frente a
outras espécies fungicas cormiandida e Crytococcusspp., permitindo o aumento da
penetragdo do azdlico na membrana celular comoltadsu da atividade prévia da
anfotericina B, potencializando assim a morte eelflingica. E provavel que os derivados
azolicos associados a anfotericina B apresenteennestanismo de acao frente a cepas de
C. posadasii Alem disso, é possivel que voriconazol, triazblde segunda geracao,
apresente propriedades farmacodinamicas favoréueiado combinado com anfotericina
B, em comparagdo a cetoconazol, itraconazol e flawol quando associados com
anfotericina B respectivamente que apresentarasraigdo indiferente.

Nesta pesquisa, foi avaliada a interagéo vitro de voriconazol com
cetoconazol, itraconazol e fluconazol respectivdameande foram mostradas interacdes
indiferentes frente a cepas @k posadasii.A interagdo indiferente define-se quando o
resultado com duas drogas é igual ao obtido apenas aquela que é mais eficaz
(RONALD J. & TALLARIDA, 2001; JOHNSON et al., 2004pbaseado nesta definicdo €
possivel, que o voriconazol, triazolico de seguyelacdo, apresente a mesma eficacia, tanto
isoladamente como em combina¢do com outros azdjigepossuam 0 mesmo mecanismo
de acdo. Este resultado mostra que a interacamisiaéle drogas so é possivel quando as
drogas em combinacéo possuem diferentes mecandarasio (O'SHAUGHNESSY et al.,

2006). Os azolicos, equinocandinas e poliénicos pgiienciais candidatos a terapéutica
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combinada, constituindo alvos de interesse de estudsta area (O'SHAUGHNESSY et
al., 2006).

A combinacdo de voriconazol com caspofungina, tpresentado diferentes
respostas de interacdo vitro (MANAVATHU et al., 2003; DEMCHOK et al., 2010).
Gubler et al. (2007) demonstraram que a combindeaeoriconazol com caspofungina na
forma de tratamento foi bem sucedida em paciente aspergilose disseminada. Segundo
Johnson et al. (2004), existe interacdo sinérgimae eequinocandinas e os derivados
azodlicos, uma vez que ambas drogas quando comBinpdderiam atuar inibindo
simultaneamente diferentes alvos das células fAagmmo a parede celular (caspofungina)

e membrana células fungica (voriconazol).

Neste estudo nés investigamos o efeito de cot@max — associagdo
antimicrobiana formado por sulfametoxazol com ttimpen, que possui um amplo espectro
de acdo - sobre a sensibilidade @e posadasiia anfotericina B, que é a droga mais

importante para a forma fatal da coccidioidomicose.

Os derivados das sulfanamidas sdo drogas bacétitast inibidores do
metabolismo do folato dos microrganismos bactesarmstes compostos tém um amplo
espectro antimicrobiano contra varias bactériagbéas Gram-positivas (MAGALHAES et
al., 2010), e Gram-negativas (TAVARES, 2007) benmnma@oalgumas espécies de
protozoarios (FRANCIS et al., 2004), sendo fregéerente utilizado como profilaxia para
evitar a aspergilose disseminada (AFELTRA et @013 e prevencdo e tratamento de
pneumonia poPneumocystis jirovecem pacientes com AIDS (THOMAS et al., 2009).
Embora estes compostos ndo sejam drogas de prifivdieca comum no tratamento de
infeccdes fungicas, a associacdo de sulfametoxamul trimetoprim tem mostrado bons
resultados terapéuticos na paracoccidioidomicogeH({ et al., 2003; SCAVONE et al.
2004). Assim mesmo recentemente Brilhante et QLR evidenciaram efeito inibitorim

vitro do sulfametoxazol com trimetoprim frente a cepallidtoplasma capsulatum

O presente estudo avaliou o efeito do sulfametdxeam trimetoprim na
relacdo 5:1 utilizada no tratamento da paracodcddinicose (SHIKANAI-YASUDA et al.,

2006) frente a cepas @& posadasiin vitro, baseados na similaridade filogenética entre os
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membros da familia Onygenaceae a qual compreendigngss dimorficosCoccidioides
immitis e C. posadasji Paracoccidioides brasiliensis Histoplasma capsulatume
Blastomyces dermatitid(BAGAGLI et al., 2006; COX & MAGEE2004).

A associacdo sulfametoxazol com trimetoprim nacéaab:1 é a droga de
escolha na rotina diaria nos quadros de paracoddaiicose (STEVENS et al., 1982; DO
VALLE et al., 1993; WANKE, 2005; SHIKANAI - YASUD/ et al., 2006). Esta associagao
antimicrobiana apresenta boa difusibilidade pag@tms érgdos e sistemas, além do baixo
custo é considerada alternativa eficaz no trataongaiparacoccidiodomicose (PANIAGO et
al., 2003; VISBAL et al., 2005; SHIKANAI-YASUDA «il., 2006). No Brasil, a associagcao
sulfametoxazol com trimetoprim estad disponivel caiaémente em comprimidos na
relacdo 5:1, a qual é distribuida gratuitamenta petle publica de assisténcia médica para

doentes que ndo conseguem arcar com o custo dmémato cronico (WANKE, 2005).

Nesta pesquisa foi mostrado que o sulfametoxazoltaonetoprimfoi capaz
de aumentar a sensibilidade @e posadasiia anfotericina B, reduzindo a concentracdo
inibitéria minima em cerca de 5,85 vezes. Assimmugdoi demonstrado que a associagéo
sulfametoxazol com trimetoprirambém foi capaz de inibir o crescimemovitro de C.

posadasii

Em um trabalho anterior, Hanafy et al (2007) en@yatm uma grande
variabilidade entre as CIMs do sulfametoxazol @r@ryptococcussp. Os autores
mostraram que valores mais elevados de CIM foramordrados quando testes de
sensibilidade foram realizados em meios enriquscitdass como RPMI e caldo batata, pois
podem estar contaminados com compostos de PABAARARelacionados. O meio de
cultura, RPMI 1640 é o méio padrao descrito pel&IQR002) para teste de sensibilidatle

vitro de fungos filamentosos.

O RPMI é um meio cuja mistura contém sais, amimms;i vitaminas, e
outros componentes essenciais para o crescimdaotarc@orém dentro destes componentes
encontra-se o acido paraminobenzdico (PABA). Aiddige antimicrobianan vitro das
sulfonamidas é influenciada pela composicédo do meiensaio, uma vez que a presenca de

PABA inibe a sua atividade, devido que as sulfodasiatuam como um antagonista



competitivo do acido p-aminobenzdico (PABA), queud componente integrante da

estrutura do acido folico da célula bacteriana.

Neste estudo, procurou-se realizar os testes deetthiBdade com
nitrogenada de levedur&dast Nitrogen Base YNB), como sugerido por Afeltra et al.
(2002) e Hanafy et al. (2007), em cuja composigé&spi PABA quatro vezes menor do que
o médio RPMI, mas, infelizmente, este meio ndo gopm crescimento dé. posadasiin
vitro (dados n&o mostrados). Como outros estudos janfomalizados em RPMI
(YEKUTIEL et al., 2004; NAVARRO-MARTINEZ et al., 216), decidimos avaliar esse
meio em nosso estudo. No entanto, supomos que émliume de PABA, o sulfametoxazol

com trimetoprim pode levar a uma redugédo mais aspra na CIMs da anfotericina B.

De acordo com Navarro et al. (2006), a interrupddia biossintética do
acido fdlico também prejudica a producdo de ergostem Candida albicans
possivelmente por perturbacdo do metabolismo derasinetiltransferase C24, como a
sintese de seu substrato também esta bloqueadmr&mbsta pesquisa ndao tenha sido
testados essa hipbtese dn posadasji parecia possivel que o sulfametoxazol com
trimtoprim tinha causado uma perturbacdo na sindesergosterol. Supomos que baixas
concentracdes de anfotericina B pode ter causaglmsdaves na membrana plasmatica dos

fungos, permitindo uma fuga de ions moderada.

Além disso, estes canais através da membrana poa@eiliado a entrada
do sulfametoxazol com trimtoprim na célula. Poraicreditamos que o bloqueio de acido
félico pode ser um alvo potencial para a inibic&dCd posadasiiO mecanismo de acéo de
sulfas com mais afinidade para diidrofolato redeitami de outras enzimas da via
biossintética do acido félico poderia tornar unmamsa inibicdo de fungos. Na verdade, este
caminho parece ser determinante para a viabilidadengos, como mostrado em mutantes
de Aspergillus fumigatusom defeito na biossintese de folato, que provaanavirulentos
(Brown et al., 2000).

Por tanto, os resultados obtidos neste estudo amdio potencial da
combinacéo do sulfametoxazol com trimetoprim e t@nitina B, que tem demonstrado um

efeito inibidor sobre cepas d€. posadasji mesmo em concentracbes sub-CIMs da



anfotericina B. Além disso, os resultados mostragam o sulfametoxazol com trimetoprim
também tem um efeito inibitério sobf& posadasiji sugerindo que o blogueio de acido
félico pode ser um alvo potencial antifingico p@rgposadasii Estes dados sao dig [

nota, uma que este € o primeiro relato do poteramdifiingico de sulfas contra este

patogeno.

Neste estudo foi evidenciado que as cepds.gmsadasiforam sensiveif
vitro a rifampicina, isoniazida e etambutol testadaslad@mente. Os valores da
concentracao inibitéria minima destas drogas dmrulose frente a cepas @eposadasii
reproduzeram os resultados ja relatados por Coréeial. (2006c). Neste trabalfmgefeito
inibitério das drogas foi mais evidente quandoragas antituberculose foram utilizadas em
combinacdo com as drogas antifingicas, indicanerisiéncia de efeito sinérgido vitro
frente a cepas de. posadasiiA combinacdo de voriconazol com etambutol; amicitea B
com rifampicina; fluconazol com etambutol; itraceolacom rifampicina ou etambutol,

apresentaram interacao sinérgica, com reducaoéfatezes da CIM de cada droga.

\

Com relacdo a combinacdo da rifampicina em comBmacom os
antifingicos, os resultados do presente estudo ramast que, entre as drogas
antituberculose, apenas rifampicina tem potencalirderacdo sinérgica com todas as
combinacBes de antifungicos, independentementeedargecanismo de acdo. Este fato é
devido que esta droga antituberculose quando caudlincom derivados azdlicos,
anfotericina B e caspofungina respectivamente, czausna diminuicdo nos valores da
concentracdo inibitéria minima em comparacdo cocoraentracao inibitéria minima de

cada droga quando testada isoladamente.

O potencial antifungico de rifampicina isoladateeou em combinacdo com
antifingicos foi investigado anteriormente. Estugameiros tém mostrado o sinergismo
entre rifampicina e anfotericina B contra cepasCdecidioides immitigHUPPERT et al.,
1976), Histoplasma capsulatufiKOBBAYASHI et al., 1972),Blastomyces dermatitidis
Candida albicangBEGGS et al., 1976; EDWARDS et al., 1980)yptococcus neoformans
(FUJITA et al.,, 1981) e cepas da&spergillus spp. (HUGHES et al., 1984). Mais
recentemente, o efeito sinérgico da rifampicinanttaricina B foi demonstradm vitro
frente aAspergillusspp. eRhizopusspp. (EL-AZIZI, 2007).



Rifampicina € um derivado semi-sintético da rifema B, cujo alvo primario
de acéo é a sintese do RNA. Este antibiético iaibtese protéica bacteriana em t 8
seus estagios, impedindo a formacdo do RNA mensageNA ribossomal e RNA de
transporte (TAVARES, 2007). Ja anfotericina B agarido-se aos esterdis da membrana
celular do fungo sensivel, alterando a permeabiédala membrana e provocando
extravasamento dos componentes intracelulares (BQHNet al., 2004). Diante destes
dados, parece ser que o fator farmacodindmiccosejaponsavel pela interacao sinérgica de
ambas as drogas, permitindo assim que anfoteriBireltere a membrana fangica e a
rifampicina penetre facilmente na membrana celfilagica atingindo assim o seu alvo na

sintese de DNA.

Clinicamente, interacdes medicamentosas entre pitana e varios
antimicrobianos tém sido relatadas. Embora nestel@sa combinacéo entre rifampicina e
as drogas antifungicas tenham apresentando inteisig@rgicain vitro, estudosin vivo
mostraram que a rifampicina pode reduzir os niglsismaticos de cetoconazol, fluconazol,
itraconazol, voriconazol e posaconazol (BACIEWIGZl, 2008), provavelmente devido a

existéncia de fatores farmacocinéticos.

Com relacdo a combinacéo de rifampicina com eqaimtioas neste estudo
foi demonstrada a interagdo sinérgicaitro entre estas drogas. No entanto, segundo alguns
autores, esta combinagdo tem demonstrado resultahdgaditoriosin vivo. A interacao
medicamentosa destas duas drogas tem demonstrada dgiampicina tanto induz como

inibe a disposicdo da caspofungina.

De acordo com Stone et al. (2004), a co-admini&trage rifampicina e
caspofungina pode aumentar a depuracao deste Gnmaco, neste caso, uma maior dose
de caspofungina é necessaria para o seu tratarbenmtcsucedido. Belmares et al. (2005)
relatou uma falha do tratamento com caspofunginauempaciente que tinha recebido
também rifampicina previamente. Novos estudos dewsmn realizados para melhor

compreender as interagcdes de rifampicina com eqaimbnas.
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O potencial sinérgico da isoniazida, etambutol pieazinamida com
antifingicos nunca foi investigado antes. Como eqiiéncia, interacdes farmacocinéticas
entre estas drogas sdo desconhecidas. Neste dsiztho,encontradas interacdes sinérgicas
in vitro entre isoniazida com anfotericina B ou itraconagtdmbutol com anfotericina B,

cetoconazol ou triazolicos; e pirazinamida conzti@os.

A isoniazida é uma pro-droga bactericida que atumavés da inibicdo da
sintese do &cido micdlico presente na parede cetldaMycobacterium tuberculosis
Seguidamente a droga ativa a catalase - peroxidasdacteriana, varias espécies reativas
de oxigénio e radicais organicos sao gerados,gicgyudo o metabolismo do DNA, lipidios,
carboidratos e 0 NAD (ZHANG, 2005). Supomos queodanespecificos também podem
ocorrer na parede fungica. A associagdo sinérgit@ ésoniazida com anfotericina B ou

itraconazol necessita de futuras investigacOesquargpreender seus mecanismos de acgao.

Etambutol € um medicamento micobacteriostaticoinibe a biossintese do
arabinogalactanos da parede celular (ZHANG, 208#ijos analogos a esta droga pode ser
encontrados na mitocondria dos fungos (CORDEIR@I.et2006c). Outro mecanismo de
acdo do etambutol pode estar relacionado com acdwmibde moléculas derivadas da
galactose, tais como galactomananos da paredearcelas cepas d€. posadasii Neste
estudo, foi mostrado que o etambutol apresenteuapdes sinérgicas apenas com farmacos
que tem como alvo os esteréis na membrana plasmdéis células fangicas, exemplo:
anfotericina B e derivados azolicos. Os resultagmesentados neste documento abrem um
amplo campo de investigacdo sobre o potencial Gengfito do etambutol contra muitas

outras espécies fungicas.

E interessante notar que, embora pirazinamidad@ssaladamente ndo tenha
efeito inibitério contra as cepas @& posadasii(CORDEIRO et al., 2006c), interacdes
sinérgicas entre pirazinamida com triazolicos fo@mervados neste estudo. Acreditamos
gue a baixas doses de drogas antifungicas alteraiategridade da membrana dos fungos,
permitindo a penetracdo da pirazinamida na céldéngir seus alvos moleculares. Como
pirazinamida altera o metabolismo energético da lonena ndvlycobacterium tuberculosis,

e provavel que o efeito inibitério detectados nékilas deC. posadasiipode ser como

resultados de danos mitocondriais conforme sug@addordeiro et al. (2006c).
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Futuros estudos em modelos animais sdo necesgaai@s confirmar a
utilidade destas combinacdes. Este trabalho € fodatapoio para novas investigacbes de
combinacgBes que resultem em interacdes sinérdieascomo para determinar a correlacédo

de resultadom vivo.
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9 CONCLUSOES

2 Voriconazol atua sinérgicamente com anfotericinainB vitro frente a cepas de
Coccidioides posadasiRor tanto, ha uma necessidade urgente de reatigaios clinicos
controlados, a fim de definir a seguranca e utledalesta combinacdo na terapia

antifingica.

3 A associacao sulfametoxazol e trimetoprim tem ef@ibitorio sobreC. posadasii in

vitro.

4 Sulfametoxazol e trimetoprim aumenta a sensibikdddC. posadasii in vitrdfrente a

anfotericina B, mesmo em concentracdes sub-ClNManbizericina B.

5 A associacdo de drogas antituberculose (etambaitgirazinamida) potencializa a
atividade antifungica dos derivados azolicos, déapaente dos triazolicos em cepasle

posadasiin vitro.
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ANEXOS




ANEXO |
BANCO DE DADOS




Tabela 6. Concentragdo inibitéria minima (CIMs) de anfotexcB (wg/mL) e cetoconazol
(ng/mL) isolada e em combinacéo, valores do indiceateentracdo inibitoria fracionada
(FICI) e efeito inibitorioin vitro da combinagcdo de ambos os antifungicos frentecef8s de
C. posadasii O FICI para todas as cepas fungicas testadastéspretado como interacdo

indiferente.

CIM isolado CIM combinacao FIC
N° de colecao FICI

AMB KTC AMB KTC AMB KTC

CEMM 01-6-085 0,125 0,156 | 0,058 0,11 0,464 0,705 1,169

CEMM 01-6-087 0,125 0,156 0,029 0,055 0,232 0,352 0,584
CEMM 01-6-088 0,125 0,156 0,058 0,11 0,464 0,705 1649,
CEMM 01-6-089 0,125 0,078 | 0,029 0,055 0,232 0,705 0,937
CEMM 01-6-090 0,125 0,039 0,014 0,027 0,112 0,6P20,804
CEMM 01-6-091 0,125 0,156 | 0,029 0,055 0,232 0,352 0,584
CEMM 01-6-092 0,125 0,078 0,029 0,05p 0,232 0,705 ,93D
CEMM 01-6-101 0,062 0,078 | 0,029 0,055 0,467 0,705 1,172
CEMM 01-6-102 0,125 0,156 0,029 0,05b 0,232 0,3p2 ,5849
CEMM 01-6-103 0,125 0,156 | 0,058 0,11 0,464 0,705 1,169
CEMM 05-2-063 0,125 0,078 0,029 0,05p 0,232 0,705 ,93D
CEMM 05-2-064 0,125 0,156 | 0,029 0,055 0,232 0,352 0,584
CEMM 05-2-065 0,125 0,078 0,029 0,05b 0,232 0,705 ,93D
CEMM 05-2-066 0,125 0,156 0,058 0,11 0,464 0,705 1,169
CEMM 05-2-067 0,125 0,078| 0,029 0,055 0,232 0,705 0,937
CEMM 05-2-068 0,062 0,156 0,029 0,055 0,467 0,352 0,819
CEMM 05-2-069 0,125 0,078 0,029 0,11 0,232 1,41| 1,642

CEMM 05-2-070 0,062 0,156 0,029 0,055 0,467 0,352 0,819

AMB - anfotericina BKTC - cetoconazol



Tabela 7. Concentracao inibitéria minima (CIMs) de anfote@écB (g/mL) e itraconazol
(ng/mL) isolada e em combinacéo, valores do indiceateentracado inibitoria fracionada
(FICI) e efeito inibitorioin vitro da combinagcdo de ambos os antifungicos frentecef8s de

C. posadasii

CIM isolado | CIM combinagéo FIC
N° de colecao FICI Resultado

AMB ITC | AMB ITC AMB ITC

CEMM 01-6-085| 0,125 0,125 0,058 0,076  0,46%608| 1,072 Indiferente
CEMM 01-6-087| 0,125 0,125 | 0,058 0,076 | 0,4640,608| 1,072 Indiferente
CEMM 01-6-088| 0,125 0,125 0,029 0,038 0,232304| 0,536 Indiferente
CEMM 01-6-089| 0,125 0,125| 0,029 0,038 | 0,2320,304| 0,536 Indiferente
CEMM 01-6-090| 0,125 0,25 0,058 0,076/ 0,4649,304| 0,768 Indiferente
CEMM 01-6-091| 0,125 0,125| 0,058 0,076 | 0,4640,608| 1,072 Indiferente
CEMM 01-6-092| 0,125 0,125 0,058 0,076 0,46%608| 1,072 Indiferente
CEMM 01-6-101| 0,062 0,125| 0,058 0,076 | 0,9350,608| 1,543 Indiferente

CEMM 01-6-102| 0,125 0,125 0,029 0,038 0,232304| 0,536 Indiferente

CEMM 01-6-103| 0,125 05 | 0,029 0,038 | 0,2320,076| 0,308 | Sinergismo
CEMM 05-2-063| 0,125 0,125 0,029 0,038 | 0,2320,304| 0,536 | Indiferente
CEMM 05-2-064| 0,125 0,5 | 0,029 0,038 | 0,2320,076| 0,308 | Sinergismo
CEMM 05-2-065| 0,125 0,25 | 0,058 0,076 | 0,4640,304| 0,768 | Indiferente
CEMM 05-2-066| 0,125 0,125 0,058 0,076 | 0,4640,608| 1,072 | Indiferente
CEMM 05-2-067| 0,125 0,125 0,029 0,038 | 0,2320,304| 0,536 | Indiferente
CEMM 05-2-068| 0,062 0,125 0,029 0,038 | 0,4670,304| 0,771 | Indiferente
CEMM 05-2-069| 0,125 0,125 0,029 0,038 | 0,2320,304| 0,536 | Indiferente

CEMM 05-2-070| 0,062 0,25| 0,058 0,076 | 0,9350,304| 1,239 Indiferente

AMB - anfotericina BJTC - itraconazol



Tabela 8. Concentracdo inibitéria minima (CIMs) de anfoter&iB (g/mL) e fluconazol
(ug/mL) isolada e em combinacgédo, valores do indiceateentracdo inibitéria fracionada
(FICI) e efeito inibitorioin vitro da combinagcdo de ambos os antifungicos frentece8s de

C. posadasii O FICI para todas as cepas fungicas testadast@ypretado como interacao

indiferente.

\C de colegio CIM isolado CIM combinacéo FIC Fic)

AMB FLC AMB FLC AMB FLC

CEMM 01-6-085 0,125 3,125 0,058 3,125 0,464 1 1,464
CEMM 01-6-087 0,125 3,125 0,058 3,125 0,464 1 1,464
CEMM 01-6-088 0,125 3,125 0,058 3,126 0,464 1 1,464
CEMM 01-6-089 0,125 3,125 0,058 3,125 0,464 1 1,464
CEMM 01-6-090 0,125 6,25 0,058 3,12H 0,464 0,% 60,9
CEMM 01-6-091 0,125 3,125 | 0,058 3,125 0,464 1 1,464
CEMM 01-6-092 0,125 6,25 0,058 3,125 0,464 0,% 0,96
CEMM 01-6-101 0,062 6,25 0,058 3,125 0,935 0,5| 1,435
CEMM 01-6-102 0,125 6,25 0,058 3,125 0,464 0,% 0,96
CEMM 01-6-103 0,125 6,25 0,058 3,125 0,464 0,5 | 0,964
CEMM 05-2-063 0,125 6,25 0,058 3,125 0,464 0,5 | 0,964
CEMM 05-2-064 0,125 6,25 0,058 3,125 0,464 0,5 | 0,964
CEMM 05-2-065 0,125 6,25 0,058 3,125 0,464 0,5 0,964
CEMM 05-2-066 0,125 6,25 0,058 3,125 0,464 05| 0,964
CEMM 05-2-067 0,125 6,25 0,058 3,125 0,464 0,% 0,96
CEMM 05-2-068 0,062 6,25 0,029 1,562 0,467 0,249 0,716
CEMM 05-2-069 0,125 6,25 0,058 3,125 0,464 0,5 0,964
CEMM 05-2-070 0,062 6,25 0,058 3,125 0,935 0,5| 1,435

AMB - anfotericina BFLC - fluconazol



Tabela 9. Concentracao inibitéria minima (CIMs) de anfoterc B (wg/mL) e voriconazol
(ng/mL) isolada e em combinacgéo, valores do indiceoth@entracdo inibitoria fracionada e efeito
inibitdrio in vitro da combinacdo de ambos os antifingicos frente eef8s deC. posadasiiO

FICI para todas as cepas fungicas testadas fopretado como interacdo sinergismo.

N° de coleco CIM isolado CIM combinacado FIC cic)
AMB VRZ AMB VRZ AMB VRZ
CEMM 01-6-085 0,125 0,125 0,006 0,007 0,048 0,056| 0,104
CEMM 01-6-087 0,125 0,125 0,006 0,007 0,048 0,056 0,104
CEMM 01-6-088 | 0,125 0,125 0,006 0,007 0,048 0,056| 0,104
CEMM 01-6-089 | 0,125 0,125 0,006 0,007 0,048 0,056| 0,104
CEMM 01-6-090 0,125 0,125 0,006 0,007 0,048 0,056| 0,104
CEMM 01-6-091 0,125 0,125 0,006 0,007 0,048 0,056| 0,104
CEMM 01-6-092 | 0,125 0,125 0,006 0,007 0,048 0,056| 0,104
CEMM 01-6-101 | 0,062 0,125 0,006 0,007 0,096 0,056 0,152
CEMM 01-6-102 0,125 0,125 0,006 0,007 0,048 0,056 | 0,104
CEMM 01-6-103 0,125 0,125 0,006 0,007 0,048 0,056 | 0,104
CEMM 05-2-063 0,125 0,125 0,006 0,007 0,048 0,056 | 0,104
CEMM 05-2-064 | 0,125 0,125 0,006 0,007 0,048 0,056 | 0,104
CEMM 05-2-065 0,125 0,25 0,006 0,007 0,048 0,028 | 0,076
CEMM 05-2-066 0,125 0,125 0,006 0,007 0,048 0,056 | 0,104
CEMM 05-2-067 0,125 0,125 0,006 0,007 0,048 0,056 | 0,104
CEMM 05-2-068 0,062 0,125 0,006 0,007 0,096 0,056 | 0,152
CEMM 05-2-069 0,125 0,25 0,006 0,007 0,048 0,028 | 0,076
CEMM 05-2-070 0,062 0,25 0,006 0,007 0,096 0,028 0,124

AMB - anfotericina BVRZ - voriconazol



Tabela 10. Concentracdo inibitéria minima (CIMs) de voricoolagug/mL) e cetoconazol
(ug/mL) isolada e em combinacgédo, valores do indiceateentracdo inibitéria fracionada
(FICI) e efeito inibitorioin vitro da combinacdo de ambos os antifungicos frentecej8s de

C. posadasii

CIM isolado | CIM combinacao FIC
N° de colegéo FICI | Resultado

VRZ KTC | VRZ KTC |VRZ KTC

CEMM 01-6-085| 0,125 0,156 0,062 0,11 0,496 0,705 201,| Indiferente
EMM 01-6-087 0,125 0,156 0,062 0,11 0,496 0,705 01,2 Indiferente
CEMM 01-6-088| 0,125 0,156 0,062 0,11 0,496 0,705 201,| Indiferente
CEMM 01-6-089| 0,125 0,078 0,031 0,085 0,248 0,705,953 | Indiferente
CEMM 01-6-090| 0,125 0,039 0,015 0,027 0,12 0,692 0,812 Indiferent
CEMM 01-6-091| 0,125 0,156 0,031 0,085 0,248 0,352 ,6 Q Indiferente
CEMM 01-6-092| 0,125 0,078 0,031 0,085 0,248 0,705,95® | Indiferente
CEMM 01-6-101| 0,125 0,078 0,062 0,11 0,496 1,41 04,9 Indiferente
CEMM 01-6-102| 0,125 0,156 0,062 0,11 0,496 0,705 201,| Indiferente
CEMM 01-6-103| 0,125 0,156 0,062 0,11 0,496 0,705 201,| Indiferente
CEMM 05-2-063| 0,125 0,078 0,031 0,085 0,248 0,705,953 | Indiferente
CEMM 05-2-064| 0,125 0,156 0,031 0,085 0,248 0,352 ,6 Q Indiferente
CEMM 05-2-065| 0,25 0,078 0,031 0,085 0,124 0,705 829, | Indiferente
CEMM 05-2-066| 0,125 0,156 0,031 0,055| 0,248 0,352 0,6 Indiferente
CEMM 05-2-067| 0,125 0,078 0,031 0,055| 0,248 0,70% 0,953 | Indiferente
CEMM 05-2-068| 0,125 0,156 0,031 0,085 0,248 0,352 ,6 Q Indiferente
CEMM 05-2-069| 0,25 0,078 0,031 0,085 0,124 0,705 829, | Indiferente

CEMM 05-2-070| 0,25 0,156 0,031 0,085 0,124 0,352 476®,| Sinergismo

VRZ - voriconazol;KTC - cetoconazol



Tabela 11. Concentracao inibitéria minima (CIMs) de voricoolagug/mL) e itraconazol
(ug/mL) isolada e em combinacgédo, valores do indiceateentracdo inibitéria fracionada
(FICI) e efeito inibitorioin vitro da combinacdo de ambos os antifungicos frentecej8s de

C. posadasii O FICI para todas as cepas fungicas testadast@ypretado como interacao

indiferente.
CIM isolado CIM combinacao FIC
N° de colecéo FICI
VRZ ITC VRZ ITC VRZ ITC

CEMM 01-6-085 0,125 0,125 0,062 0,076 0,496 0,608 ,104
CEMM 01-6-087 0,125 0,125 0,062 0,076 0,496 0,608 ,104
CEMM 01-6-088 0,125 0,125 0,062 0,076| 0,496 0,608 1,104
CEMM 01-6-089 0,125 0,125 0,031 0,038 0,248 0,304 0,552
CEMM 01-6-090 0,125 0,25 0,062 0,076 0,496 0,304 0,8
CEMM 01-6-091 0,125 0,125 0,062 0,076| 0,496 0,608 1,104
CEMM 01-6-092 0,125 0,125 0,062 0,076| 0,496 0,608 1,104

CEMM 01-6-101 0,125 0,125 0,031 0,038, 0,248 0,304 0,552
CEMM 01-6-102 0,125 0,125 0,062 0,076| 0,496 0,608 1,104
CEMM 01-6-103 0,125 0,5 0,062 0,076| 0,496 0,152 0,648
CEMM 05-2-063 0,125 0,125 0,062 0,076 0,496 0,608 ,104

CEMM 05-2-064 0,125 0,5 0,062 0,076| 0,496 0,152 0,648

CEMM 05-2-065 0,25 0,25 0,062 0,076| 0,248 0,304 0,552
CEMM 05-2-066 0,125 0,125/ 0,062 0,076| 0,496 0,608 1,104
CEMM 05-2-067 0,125 0,125 0,062 0,076| 0,496 0,608 1,104
CEMM 05-2-068 0,125 0,125/ 0,062 0,076| 0,496 0,608 1,104
CEMM 05-2-069 0,25 0,125| 0,062 0,076 0,248 0,608 0,856
CEMM 05-2-070 0,25 0,25 0,062 0,076| 0,248 0,304 0,552

VRZ - voriconazol;ITC - itraconazol



Tabela 12. Concentracdo inibitéria minima (CIMs) de voricoolagug/mL) e fluconazol
(ug/mL) isolada e em combinacgédo, valores do indiceateentracdo inibitéria fracionada
(FICI) e efeito inibitorioin vitro da combinacdo de ambos os antifungicos frentecej8s de

C. posadasii O FICI para todas as cepas fungicas testadast@ypretado como interacao

indiferente.
CIM isolado CIM combinagéo FIC
N° de colecéo FICI
VRZ FLC VRZ FLC VRZ FLC
CEMM 01-6-085 0,125 3,125 | 0,062 3,125 | 0,496 1 1,496
CEMM 01-6-087 0,125 3,125 | 0,062 3,125 | 0,496 1 1,496
CEMM 01-6-088 0,125 3,125 | 0,062 3,125 | 0,496 1 1,496
CEMM 01-6-089 0,125 3,125 | 0,062 3,125 | 0,496 1 1,496
CEMM 01-6-090 0,125 6,25 0,062 3,125 | 0,496 0,5 0,996
CEMM 01-6-091 0,125 3,125 | 0,062 3,125 | 0,496 1 1,496
CEMM 01-6-092 0,125 6,25 0,062 3,125 | 0,496 0,5 0,996
CEMM 01-6-101 0,125 6,25 | 0,062 3,125 | 0,496 0,5 0,996
CEMM 01-6-102 0,125 6,25 | 0,062 3,125 | 0,496 0,5 0,996
CEMM 01-6-103 0,125 6,25 | 0,062 3,125 | 0,496 0,5 0,996
CEMM 05-2-063 0,125 6,25 | 0,062 3,125 | 0,496 0,5 0,996
CEMM 05-2-064 0,125 6,25 | 0,062 3,125 | 0,496 0,5 0,996
CEMM 05-2-065 0,25 6,25 | 0,062 3,125 | 0,248 0,5 0,748
CEMM 05-2-066 0,125 6,25 | 0,125 6,25 1 1 2
CEMM 05-2-067 0,125 6,25 0,062 3,125 | 0,496 0,5 0,996
CEMM 05-2-068 0,125 6,25 | 0,062 3,125 | 0,496 0,5 0,996
CEMM 05-2-069 0,25 6,25 | 0,125 6,25 0,5 1 15
CEMM 05-2-070 0,25 6,25 | 0,062 3,125 | 0,248 0,5 0,748

VRZ - voriconazol;FLC - fluconazol



Tabela 13. Concentracdo inibitéria minima (CIMs) de voriconazug/mL) com
caspofunginay@/mL) isolada e em combinacgédo, valores do indiceaaentracao inibitoria
fracionada (FICI) e efeito inibitorim vitro da combinagédo de ambos antifungicos frente a 18

cepas d€. posadasii

CIM isolado | CIM combinacgéo FIC
N° de colecéo FICI Resultado

VRZ CAS VRZ CAS VRZ CAS

CEMM 01-6-085| 0,125 32 0,062 16 0,496 0,5 0,996 Indiferente
CEMM 01-6-087| 0,125 16 0,062 16 0,496 1| 1,496 Indiferente

CEMM 01-6-088| 0,125 16 0,031 8 0,248 0,5| 0,748 Indiferente
CEMM 01-6-089| 0,125 32 0,062 16 0,49 0% 0,996 Indiferente
CEMM 01-6-090| 0,125 32 0,062 16 0,496 0,5/ 0,996 Indiferente
CEMM 01-6-091| 0,125 16 0,031 8 0,248 0,% 0,748 Indiferente
CEMM 01-6-092| 0,125 16 0,062 16 0,496 1| 1,496 Indiferente
CEMM 01-6-101| 0,125 32 0,062 16 0,49 0% 0,996 Indiferente
CEMM 01-6-102| 0,125 16 0,062 16 0,496 1| 1,496 Indiferente
CEMM 01-6-103| 0,125 32 0,062 16 0,496 0,% 0,996 Indiferente
CEMM 05-2-063| 0,125 32 0,062 16 0,496 0,5/ 0,996 Indiferente
CEMM 05-2-064| 0,125 32 0,031 8 0,248 0,2% 0,498 | Sinergismo
CEMM 05-2-065| 0,25 32 0,062 16 0,248 0,5/ 0,748 Indiferente
CEMM 05-2-066| 0,125 32 0,062 16 0,496 0,5 0,996 Indiferente
CEMM 05-2-067| 0,125 32 0,062 16 0,496 0,5/ 0,996 Indiferente
CEMM 05-2-068| 0,125 32 0,062 16 049 0% 0,996 Indiferente
CEMM 05-2-069| 0,25 32 0,062 16 0,248 0,5/ 0,748 Indiferente

CEMM 05-2-070| 0,25 32 0,062 16 0,248 0,% 0,748 Indiferente

VRZ - voriconazol;,CAS - caspofungina



Tabela 14.Concentracao inibitéria minima (CIMs) de anfoter&B (wg/mL) e rifampicina
(mg/mL) isolada e em combinacgdo, valores do indeeconcentracdo inibitéria fracionada
(FICI) e efeito inibitorioin vitro da combinacdo de ambos os antimicrobianos frertd a
cepas deC. posadasii O FICI para todas as cepas fungicas testadastépretado como

interacdo sinérgica.

\° de colecao CIMisolado | cIM combinagéo FIC o
AMB RIF AMB RIF AMB RIF

CEMM 01-6-085| 0,125 2,12 0,007 0,14 0,056 0,066 0,122
CEMM 01-6-087 0,125 2,12 0,007 0,14 0,056 0,066 22,1
CEMM 01-6-088 0,125 4,25 0,007 0,14 0,056 0,082 88,0
CEMM 01-6-089 0,125 4,25 0,014 0,283 0,112 0,066 179,
CEMM 01-6-090| 0,125 2,12 0,014 0,283 0,112 0,133 0,245
CEMM 01-6-091| 0,125 4,25 0,014 0,283 0,112 0,066 | 0,178
CEMM 01-6-092 0,125 1,06 0,007 0,14 0,056 0,132 88,1
CEMM 01-6-101 0,116 2,12 0,014 0,283 0,120 0,133 259,
CEMM 01-6-102 0,125 2,12 0,029 0,56 0,232 0,264 90,4
CEMM 01-6-103| 0,125 1,06 0,014 0,283 0,112 0,266 3798,
CEMM 05-2-063 0,116 2,273 0,007 0,14 0,060 0,061 12D,
CEMM 05-2-064 0,116 2,273 0,007 0,14 0,060 0,061 12D,
CEMM 05-2-065| 0,116 2,273 0,007 0,14 0,060 0,061 0,121
CEMM 05-2-066 0,116 2,273 0,007 0,14 0,060 0,061 0,121
CEMM 05-2-069| 0,116 2,273 0,014 0,283 0,120 0,124 0,244

AMB —anfotericina BRIF - rifampicina



Tabela 15.Concentracao inibitéria minima (CIMs) de anfoter&iB (g/mL) e isoniazida
(mg/mL) isolada e em combinacgdo, valores do indeeconcentracdo inibitéria fracionada
(FICI) e efeito inibitorioin vitro da combinacdo de ambos os antimicrobianos frertd a
cepas deC. posadasii.O FICI para todas as cepas fangicas testadastiipretado como

interacdo sinérgica.

CIM isolado | CIM combinacéo FIC
N° de colegéao FICI

AMB INH AMB INH AMB INH

CEMM 01-6-085| 0,125 <0,25 | 0,029 0,062 0,232 0,248 0,48
CEMM 01-6-087| 0,125 <0,25 0,029 0,062 0,232 0,2480,48
CEMM 01-6-088| 0,125 <0,25 0,029 0,062 0,232 0,2480,48
CEMM 01-6-089| 0,125 <0,25 0,029 0,062 0,232 0,2480,48
CEMM 01-6-090| 0,125 <0,25 0,029 0,062 0,232 0,248 0,48
CEMM 01-6-091| 0,125 <0,25 0,029 0,062 0,232 0,2480,48
CEMM 01-6-092| 0,125 <0,25 0,029 0,062 0,2320,248| 0,48
CEMM 01-6-101| 0,116 <0,25 0,029 0,062 0,25 0,248,498
CEMM 01-6-102| 0,125 <0,25 0,029 0,062 0,232 0,2480,48
CEMM 01-6-103| 0,125 <0,25 0,029 0,062 0,232 0,2480,48
CEMM 05-2-063| 0,116 <0,25 0,029 0,062 0,25 0,248,498
CEMM 05-2-064| 0,116 <0,25 0,029 0,062 0,25 0,248,498

CEMM 05-2-065| 0,116 <0,25 0,029 0,06

NV

0,25 0,248 0,498

CEMM 05-2-066| 0,116 <0,25 0,029 0,06

NV

0,25 0,248 0,498

CEMM 05-2-069| 0,116  <0,25 0,029 0,061

L4

0,25 0,248 0,498

AMB — anfotericina BJNH - isoniazida



Tabela 16.Concentracao inibitoria minima (CIMs) de anfoterécB (g/mL) e pirazinamida

(mg/mL) isolada e em combinacgdo, valores do indeeconcentracdo inibitéria fracionada

(FICI) e efeito inibitorioin vitro da combinacdo de ambos os antimicrobianos frertd a

cepas d€. posadasii.

CIMisolado | c|M combinagéo FIC
N° de colecéo FICI Resultado

AMB PZA | AMB PZA | AMB PZA
CEMM 01-6-085 0,125 >25 0,029 6,25 0,232 0,25 0,482 Sinergismo
CEMM 01-6-087 0,125 >25| 0,029 6,25 0,232 0,25 0,482 Sinergismo
CEMM 01-6-088 0,125 >25 0,058 12,6 0,464 0,6 0,964Indiferente
CEMM 01-6-089 0,125 >25 0,029 6,2b 0,232 0,25 0,482Sinergismo
CEMM 01-6-090 0,125 >25 0,029 6,2b 0,232 0,25 P,48 Sinergismo
CEMM 01-6-091 0,125 >25 0,029 6,25 0,232 0,25 0,482 Sinergismo
CEMM 01-6-092 0,125 >25 0,029 6,25 0,232 0,25 0,482Sinergismo
CEMM 01-6-101 0,116 >25 0,029 6,2 0,25 0,25 0,6 neRjismo
CEMM 01-6-102 0,125 >25 0,029 6,2b 0,232 0,25 0,482Sinergismo
CEMM 01-6-103 0,125 >25 0,029 6,25 0,232 0,25 0,482Sinergismo
CEMM 05-2-063 0,116 >25 0,029 6,2 0,25 0,25 0,6 neRjismo
CEMM 05-2-064 0,116 >25 0,029 6,25 0,25 0,25 0,5 Sinergismo
CEMM 05-2-065 0,116 >25 0,029 6,25 0,25 0,2% 0,5 Sinergismo
CEMM 05-2-066 0,116 >25 0,029 6,25 0,25 0,25 0,5 Sinergismo
CEMM 05-2-069 0,116 >25 0,029 6,25 0,25 0,25 0,5 Sinergismo

AMB - anfotericina BPZA - pirazinamida



Tabela 17.Concentracéo inibitéria minima (CIMs) de anfoteréc B (ug/mL) e etambutol
(mg/mL) isolada e em combinacgdo, valores do indeeconcentracdo inibitéria fracionada
(FICI) e efeito inibitérioin vitro da combinacdo de ambos os antimicrobianos frertd a
cepas deC. posadasii.O FICI para todas as cepas fungicas testadastiripretada como

interacdo sinérgica.

CIM isolado CIM combinaco FIC
N° de colecéo FICI

AMB ETB AMB ETB |AMB ETB

CEMM 01-6-085 0,125 <0,62 0,029 0,155| 0,232 0,25 0,482
CEMM 01-6-087 0,125 <0,62 0,029 0,155 0,232 0,26 0,482
CEMM 01-6-088 0,125 <0,62 0,029 0,155 0,232 0,25 48D,
CEMM 01-6-089 0,125 <0,62 0,029 0,155 0,232 0,25 438D,
CEMM 01-6-090 0,125 <0,62 0,029 0,1%5 0,232 0,25 ,48D
CEMM 01-6-091 0,125 <0,62 0,029 0,189,232 0,25 0,482
CEMM 01-6-092 0,125 <0,62 0,029 0,155 0,232 0,25 48D,
CEMM 01-6-101 0,116 <0,62 0,029 0,155 0,25 0,25 0,5
CEMM 01-6-102 0,125 <0,62 0,029 0,155 0,232 0,25 48D,
CEMM 01-6-103 0,125 <0,62 0,029 0,155 0,232 0,25 48D,
CEMM 05-2-063 0,116 <0,62 0,014 0,0Y7 0,120 0,124 249

CEMM 05-2-064 0,116 <0,62 0,029 0,185 0,250,25 0,5

CEMM 05-2-065 0,116 <0,62 0,029 0,155 0,25 0,25 0,5
CEMM 05-2-066 0,116 <0,62 0,029 0,155 0,25 0,2b 0,5
CEMM 05-2-069 0,116 <0,62 0,029 0,155 0,25 0,25 0,5

AMB - anfotericina BETB - etambutol



Tabela 18. Concentracédo inibitoria minima (CIMs) de cetocaang/mL) e rifampicina

(mg/mL) isolada e em combinacgdo, valores do indeeconcentracdo inibitéria fracionada

(FICI) e efeito inibitorioin vitro da combinacdo de ambos os antimicrobianos frertd a

cepas d€. posadasii.

CIM isolado CIM combinagao FIC
N° de colecéo FICI |Resultado
KTC RIF KTC RIF KTC RIF

CEMM 01-6-085 | 0,156 2,12 0,027 0,283 0,273 0,133 0,306  Sinergismo
CEMM 01-6-087 | 0,156 2,12 0,027 0,283 0,173 0,133 0,306  Sinergismo
CEMM 01-6-088 | 0,156 4,25 0,027 0,283| 0,173 0,066 0,239  Sinergismo
CEMM 01-6-089 | 0,078 4,25 0,027 0,283| 0,346 0,066 0,412 Sinergismo
CEMM 01-6-090 0,039 2,12 0,027 0,283 0,692 0,133 0,825 Indiferente
CEMM 01-6-091 | 0,156 4,25 0,027 0,283 0,173 0,066 0,239  Sinergismo
CEMM 01-6-092 | 0,078 1,06 0,013 0,141 0,166 0,133 0,299  Sinergismo
CEMM 01-6-101 | 0,078 2,12 0,027 0,283| 0,346 0,133 0,479 Sinergismo
CEMM 01-6-102 | 0,156 2,12 0,013 0,141 0,083 0,066 0,149  Sinergismo
CEMM 01-6-103 | 0,156 1,06 0,055 0,567 0,352 0,534 0,886 Indiferente
CEMM 05-2-063 0,22 2,273 0,027 0,281 0,122 0,124 24®, | Sinergismo
CEMM 05-2-064 0,22 2,273 0,055 0,56] 0,25 0,249 499, | Sinergismo
CEMM 05-2-065 | 0,22 2,273 0,055 0,567 0,25 0,249 0,499  Sinergismo
CEMM 05-2-066 0,22 2,273 0,027 0,28 0,125 0,124 ,249 | Sinergismo
CEMM 05-2-069 | 0,22 2,273 0,055 0,567 0,25 0,249 0,499 Sinergismo

KTC - cetoconazolRIF - rifampicina



Tabela 19. Concentracdo inibitéria minima (CIMs) de cetocaa@qig/mL) e isoniazida
(mg/mL) isolada e em combinacdo, valores do indiaeconcentragdo inibitoria fracionada
(FICI) e efeito inibitorioin vitro da combinacdo de ambos os antimicrobianos frette @epas

deC. posadasii.

CIM isolado CIM combinagéo FIC
N° de colecao FICI | Resultado

KTC INH KTC INH KTC INH

CEMM 01-6-085 | 0,156 <0,25 0,11 0,12% 0,705 0,5 08,2 Indiferente
CEMM 01-6-087 | 0,156  <0,25 0,027 0,031 0,173 0,124 0,297 Sinewis
CEMM 01-6-088 | 0,156 <0,25 0,055 0,062 0,352 0,248,6 Indiferente

CEMM 01-6-089 | 0,078 <0,25 0,055 0,06

1A

0,705 0,24895® | Indiferente
CEMM 01-6-090 | 0,039 <0,25/ 0,055 0,062 1,41 0,248658 | Indiferente
CEMM 01-6-091 | 0,156 <0,25 0,055 0,062 0,352 0,248.,6 Indiferente
CEMM 01-6-092 | 0,078 <0,25 0,027 0,031 0,346 0,124,470| Sinergismo

CEMM 01-6-101 | 0,078 <0,25 0,055 0,06

1A

0,705 0,24895®| Indiferente

CEMM 01-6-102 | 0,156 <0,25 0,11 0,125 0,705 0,5 ,20% | Indiferente

LA

CEMM 01-6-103 | 0,156  <0,25 0,055 0,06 0,352 0,248 ,6 Q Indiferente
CEMM 05-2-063 0,22 <0,25 0,11 0,12% 0,5 0,5 1 fierdinte
CEMM 05-2-064 0,22 <0,25 0,11 0,12% 0,5 0,5 1 flerdinte
CEMM 05-2-065 | 0,22 <0,25 0,11 0,125 0,5 0,5 1 Indiferente
CEMM 05-2-066 | 0,22 <0,25 0,055 0,062 0,25 0,248 0,498 Sinergismo

CEMM 05-2-069 | 0,22 <0,25 0,11 0,125 0,5 0,5 1 Indiferente

KTC - cetoconazolINH - isoniazida



Tabela 20.Concentragao inibitéria minima (CIMs) de cetocohdpg/mL) e pirazinamida
(mg/mL) isolada e em combinacgdo, valores do indeeconcentracdo inibitéria fracionada
(FICI) e efeito inibitorioin vitro da combinacdo de ambos os antimicrobianos frertd a

cepas d€. posadasii.

CIM isolado CIM combinacado FIC

N° de colecéo FICI | Resultado
KTC PZA KTC PZA |KTC PZA

CEMM 01-6-085 | 0,156 >25 0,055 6,25 0,3250,25 0,575| Indiferente
CEMM 01-6-087 | 0,156 >25 0,055 6,25 0,325 0,25 0,575| Indiferente
CEMM 01-6-088 | 0,156 >25 0,055 6,25 0,3250,25 0,575| Indiferente
CEMM 01-6-089 | 0,078 >25 0,055 6,25 0,3250,25 0,575| Indiferente
CEMM 01-6-090 0,039 >25 0,055 6,25 0,3250,25 0,575| Indiferente
CEMM 01-6-091 | 0,156 >25 0,055 6,25 0,3250,25 0,575| Indiferente
CEMM 01-6-092 0,078 >25 0,055 6,25 0,3250,25 0,575| Indiferente
CEMM 01-6-101 | 0,078 >25 0,055 6,25 0,3250,25 0,575| Indiferente
CEMM 01-6-102 0,156 >25 0,055 6,25 0,3250,25 0,575| Indiferente
CEMM 01-6-103 | 0,156 >25 0,055 6,25 0,3250,25 0,575| Indiferente
CEMM 05-2-063 0,22 >25 0,027 3,12 0,122,124 | 0,246| Sinergismo
CEMM 05-2-064 0,22 >25 0,055 6,25 0,3250,25 0,575| Indiferente
CEMM 05-2-065 | 0,22 >25 0,055 6,25 0,325 0,25 0,575| Indiferente
CEMM 05-2-066 | 0,22 >25 0,055 6,25 0,325 0,25 0,575| Indiferente

CEMM 05-2-069 | 0,22 >25 0,055 6,25 0,325 0,25 0,575| Indiferente

KTC - cetoconazolPZA - pirazinamida



Tabela 21. Concentracao inibitéria minima (CIMs) de cetocaha@ug/mL) e etambutol
(mg/mL) isolada e em combinacgéo, valores do indeeconcentracdo inibitéria fracionada
(FICI) e efeito inibitorioin vitro da combinacdo de ambos os antimicrobianos frertd a

cepas d€. posadasii.

CIMisolado | cjM combinagéo FIC
N° de colecéo FICcl | Resultado

KTC ETB KTC ETB KTC ETB

CEMM 01-6-085| 0,156 <0,62 0,027 0,077 0,173 0,123,297 | Sinergismo
CEMM 01-6-087| 0,156 <0,62 0,027 0,077 0,173  0,129€,297 | Sinergismo
CEMM 01-6-088| 0,156 <0,62 0,027 0,077 0,173 0,128,297 | Sinergismo
CEMM 01-6-089| 0,078 <0,62 0,027 0,077 0,346 0,128,47 Sinergismo
CEMM 01-6-090| 0,039 <0,62 0,027 0,077 0,692 0,124,816 | Indiferente
CEMM 01-6-091| 0,156 <0,62 0,027 0,077 0,173 0,128,297 | Sinergismo
CEMM 01-6-092| 0,078 <0,62 0,027 0,077 0,346 0,128,47 Sinergismo
CEMM 01-6-101| 0,078 <0,62 0,027 0,077 0,346 0,128,47 Sinergismo
CEMM 01-6-102| 0,156 <0,62 0,013 0,038 0,083 0,060,144 | Sinergismo
CEMM 01-6-103| 0,156 <0,62 0,055 0,185 0,352 025 608, | Indiferente
CEMM 05-2-063| 0,22 <0,62 0,027 0,077 0,122  0,12@,246 | Sinergismo
CEMM 05-2-064| 0,22 <0,62 0,055 0,155 0,25 0,25 0/5Sinergismo
CEMM 05-2-065| 0,22 <0,62 0,055 0,155 0,25 0,25 0,5 Sinergismo
CEMM 05-2-066 | 0,22 <0,62 0,027 0,077 0,122 0,124,246 | Sinergismo

CEMM 05-2-069 | 0,22 <0,62 0,055 0,155 0,25 0,25 0,% Sinergismo

KTC - cetoconazolETB - etambutol



Tabela 22. Concentracao inibitéria minima (CIMs) de itracamlagug/mL) e rifampicina
(mg/mL) isolada e em combinacgdo, valores do indeeconcentracdo inibitéria fracionada
(FICI) e efeito inibitorioin vitro da combinacdo de ambos os antimicrobianos frertd a
cepas deC. posadasii O FICI para todas as cepas fungicas testadastépretado como

interacdo sinérgica.

CIM isolado CIM combinacao FIC
N° de colegéo FICI

ITC RIF ITC RIF ITC RIF

CEMM 01-6-085 0,125 2,12 0,019 0,283 0,152 0,138,285
CEMM 01-6-087 | 0,125 2,12 0,019 0,283 0,152  0,1330,285
CEMM 01-6-088 0,125 4,25 0,009 0,141 0,072 0,038,105
CEMM 01-6-089 0,125 4,25 0,019 0,283 0,152 0,060,218
CEMM 01-6-090 0,25 2,12 0,019 0,283 0,076  0,1330,209
CEMM 01-6-091 0,125 4,25 0,009 0,141 0,072 0,038,105
CEMM 01-6-092 0,125 1,06 0,019 0,283 0,152 0,260,418
CEMM 01-6-101 0,125 2,12 0,019 0,283 0,152 0,138,285
CEMM 01-6-102 0,125 2,17 0,009 0,141 0,072 0,060,138
CEMM 01-6-103 0,5 1,06 0,019 0,283 0,038 0,268,304
CEMM 05-2-063 0,153 2,273 0,009 0,141 0,068 0,062 0,12
CEMM 05-2-064 0,153 2,273 0,019 0,283 0,124 0,124 0,248
CEMM 05-2-065 0,153 2,273 0,009 0,141 0,058 0,062 0,12
CEMM 05-2-066 0,153 2,273 0,019 0,283 0,124 0,124 0,248

CEMM 05-2-069 0,153 2,273 0,009 0,141 0,058 0,062 0,12

ITC - itraconazolRIF - rifampicina



Tabela 23. Concentracédo inibitoria minima (CIMs) de itracoslatug/mL)e isoniazida
(mg/mL) isolada e em combinacgdo, valores do indeeconcentracao inibitéria fracionada
(FICI) e efeito inibitorioin vitro da combinacdo de ambos os antimicrobianos frertd a

cepas d€. posadasii.

CIM isolado inaca
N° de colegéo CIM combinacao Fic EICI Resultado

ITC INH ITC INH ITC INH

CEMM 01-6-085 0,125 <0,25 0,038 0,06

™o

0,304 0,248,55D | Indiferente
CEMM 01-6-087 0,125 <0,25| 0,038 0,062 0,304 0,248,55D | Indiferente
CEMM 01-6-088 0,125 <0,25 0,019 0,031 0,152 0,124,27® | Sinergismo
CEMM 01-6-089 0,125 <0,25 0,038 0,062 0,304 0,248,55D | Indiferente
CEMM 01-6-090 0,25 <0,25| 0,038 0,062 0,152 0,248 ,4 Q Sinergismo
CEMM 01-6-091 0,125 <0,25| 0,019 0,031 0,152  0,124,27®| Sinergismo
CEMM 01-6-092 0,125 <0,25 0,009 0,015 0,072 0,06 138, Sinergismo
CEMM 01-6-101 0,125 <0,25 0,038 0,062 0,304 0,248,55D | Indiferente
CEMM 01-6-102 0,125 <0,25| 0,038 0,062 0,304 0,248,55D | Indiferente
CEMM 01-6-103 0,5 <0,25| 0,038 0,062 0,076 0,248 28,3 Sinergismo

CEMM 05-2-063 0,153 <0,25 0,038 0,062 0,248 0,248,490 | Sinergismo

LA

CEMM 05-2-064 0,153 <0,25 0,038 0,06 0,248 0,248,490 | Sinergismo
CEMM 05-2-065 0,153 <0,25 0,038 0,062 0,248 0,248 0,496  Sine@ism
CEMM 05-2-066 0,153 <0,25 0,038 0,062 0,248 0,248,490 | Sinergismo

CEMM 05-2-069 0,153 <0,25 0,038 0,062 0,248 0,248 0,496  Sine@ism

ITC - itraconazolINH - isoniazida



Tabela 24.Concentracdo inibitéria minima (CIMs) de itracamlagig/mL) e pirazinamida
(mg/mL) isolada e em combinacgdo, valores do indeeconcentracao inibitéria fracionada
(FICI) e efeito inibitorioin vitro da combinacdo de ambos os antimicrobianos freritd a
cepas deC. posadasii O FICI para todas as cepas fungicas testadastépretado como

interacdo sinérgica.

CIM isolado CIM combinagao EIC
N° de colecéo FICI

ITC PZA ITC PZA ITC PZA

CEMM 01-6-085 0,125 >25 0,019 3,125 0,152 0,125 71,2
CEMM 01-6-087 0,125 >25 0,019 3,125 0,152 0,125 71,2
CEMM 01-6-088 0,125 >25 0,019 3,125 0,152 0,125 71,2
CEMM 01-6-089 0,125 >25 0,019 3,125 0,152 0,125 71,2
CEMM 01-6-090 0,25 >25 0,009 1,562 0,036 0,062 98,0
CEMM 01-6-091 0,125 >25 0,019 3,125 0,152 0,125 | 0,277
CEMM 01-6-092 0,125 >25 0,009 1,562 0,072 0,062 39,1
CEMM 01-6-101 0,125 >25 0,009 1,562 0,072 0,062 39,1
CEMM 01-6-102 0,125 >25 0,019 3,125 0,152 0,125 7D,2
CEMM 01-6-103 0,5 >25 0,038 6,25 0,076 0,25 0,326
CEMM 05-2-063 0,153 >25 0,019 3,125 0,124 0,125 49,2
CEMM 05-2-064 0,153 >25 0,019 3,125 0,124 0,125 49,2
CEMM 05-2-065 0,153 >25 0,019 3,125 0,124 0,125 49,2
CEMM 05-2-066 0,153 >25 0,038 6,25 0,248 0,25 0,498

CEMM 05-2-069 0,153 >25 0,019 3,125 0,124 0,125 49,2

ITC - itraconazolPZA - pirazinamida



Tabela 25. Concentracéo inibitéria minima (CIMs) de itracoslatug/mL) e etambutol

(mg/mL) isolada e em combinacgdo, valores do indeeconcentracao inibitéria fracionada

(FICI) e efeito inibitorioin vitro da combinacdo de ambos os antimicrobianos frertd a

cepas d€. posadasii

CIM isolado CIM combinagao FIC
N° de colecao FICI | Resultado
ITC ETB ITC ETB ITC ETB

CEMM 01-6-085 0,125 <0,62 0,019 0,077 0,152 0,124,27®| Sinergismo
CEMM 01-6-087 | 0,125 <0,62 0,038 0,15% 0,304 0,25 0,354 Indiferent
CEMM 01-6-088 0,125 <0,62 0,019 0,047 0,152  0,124,27®| Sinergismo
CEMM 01-6-089 0,125 <0,62 0,009 0,038 0,072 0,061,13®| Sinergismo
CEMM 01-6-090 0,25 <0,62 0,019 0,077 0,076 0,124 ,2 0 Sinergismo
CEMM 01-6-091 0,125 <0,62 0,009 0,038 0,072 0,061,13®| Sinergismo
CEMM 01-6-092 0,125 <0,62 0,009 0,038 0,072 0,061,13®| Sinergismo
CEMM 01-6-101 0,125 <0,62 0,019 0,077 0,152 0,124 | 0,276 | Sinergismo
CEMM 01-6-102 0,125 <0,62 0,009 0,038 0,072 0,061,13®| Sinergismo
CEMM 01-6-103 0,5 <0,62 0,009 0,038 0,018 0,061 79,0 Sinergismo
CEMM 05-2-063 0,153 <0,62 0,009 0,038 0,058 0,061,119| Sinergismo
CEMM 05-2-064 0,153 <0,62 0,019 0,077 0,124 0,124,248 | Sinergismo
CEMM 05-2-065 | 0,153 <0,62 0,038 0,15% 0,248 0,26 0,498 Sinergismo
CEMM 05-2-066 | 0,153 <0,62 0,038 0,15% 0,248 0,26 0,498 Sinergismo
CEMM 05-2-069 | 0,153 <0,62 0,009 0,038 0,058 0,061 0,119 Sineism

ITC -itraconazolETB - etambutol



Tabela 26. Concentracdo inibitoria minima (CIMs) de fluconlageg/mL) e rifampicina

(mg/mL) isolada e em combinacgdo, valores do indeeconcentracdo inibitéria fracionada

(FICI) e efeito inibitorioin vitro da combinacdo de ambos os antimicrobianos frertd a

cepas d€. posadasii

CIM isolado CIM combinacado FIC
N° de colegao FICI |Resultado
FLC RIF FLC RIF FLC RIF
CEMM 01-6-085 3,125 2,12 2,22 1,13 0,71 0,585 8,24Indiferente
CEMM 01-6-087 | 3,125 2,12 1,11 0,567 0,355 0,267 0,6R2 Indiferente
CEMM 01-6-088 | 3,125 4,25 0,55 0,28 0,176 0,066 4B,2 Sinergismo
CEMM 01-6-089 3,125 4,25 1,11 0,56 0,355 0,133 8®,4 Sinergismo
CEMM 01-6-090 6,25 2,12 1,11 0,56 0,177 0,267 44,4 Sinergismo
CEMM 01-6-091 | 3,125 4,25 0,55 0,28 0,176 0,066 4B,2 Sinergismo
CEMM 01-6-092 6,25 1,06 1,11 0,567 0,177 0,584 D, 7T1lindiferente
CEMM 01-6-101 6,25 2,12 1,11 0,567 0,177 0,267 40,44Sinergismo
CEMM 01-6-102 6,25 2,12 1,11 0,567 0,177 0,267 40,44Sinergismo
CEMM 01-6-103 6,25 1,06 1,11 0,567 0,177 0,584 D, 7T1lindiferente
CEMM 05-2-063 4,44 2,273 1,11 0,56 0,25 0,249 9,49Sinergismo
CEMM 05-2-064 4,44 2,273 1,11 0,56 0,25 0,249 9,49Sinergismo
CEMM 05-2-065 4,44 2,273 1,11 0,56 0,25 0,249 9,49Sinergismo
CEMM 05-2-066 4,44 2,273 1,11 0,567 0,25 0,249 0,499 Sinergismo
CEMM 05-2-069 4,44 2,273 1,11 0,56 0,25 0,249 9,49Sinergismo

FLC - fluconazol;RIF - rifampicina



Tabela 27. Concentracdo inibitéria minima (CIMs) de fluconlaZpg/mL) e isoniazida
(mg/mL) isolada e em combinacgdo, valores do indeeconcentracao inibitéria fracionada
(FICI) e efeito inibitorioin vitro da combinacdo de ambos os antimicrobianos frertd a

cepas d€. posadasii.

CIM isolado inacs
N° de colecéo CIM combinagao Fic FIC] Resultado

FLC INH FLC INH FLC INH

CEMM 01-6-085 3,125 <0,25 >4,44 >0,2% 1,42 L 2 A2Indiferente
CEMM 01-6-087 | 3,125 <0,25 >4,44 >0,25 1,42 1 2,42 Indiferente
CEMM 01-6-088 3,125 <0,25 >4,44 >0,2% 1,42 1 2,42 ndiferente
CEMM 01-6-089 3,125 <0,25 >4,44 >0,2% 1,42 1 2,42 ndiferente
CEMM 01-6-090 6,25 <0,25 2,22 0,125 0,35%,5 | 0,855| Indiferente
CEMM 01-6-091 3,125 <0,25 2,22 0,12% 0,71@,5 1,21 Indiferente
CEMM 01-6-092 6,25 <0,25 1,11 0,062 0,170,248| 0,425| Sinergismo
CEMM 01-6-101 6,25 <0,25 >4,44 >0,2% 0,7101 1,71 Indiferente
CEMM 01-6-102 6,25 <0,25 >4,44 >0,2% 0,7101 1,71 Indiferente

CEMM 01-6-103 6,25 <0,25 >4.,44 >0,2% 0,7101 1,71 Indiferente

CEMM 05-2-063 4,44 <0,25 >4,44 >0,25 1 1 2 Indiferente
CEMM 05-2-064 4,44 <0,25 >4,44 >0,25 1 1 2 Indiferente
CEMM 05-2-065 4,44 <0,25 2,22 0,125 0,5 0,% 1 Indiferente
CEMM 05-2-066 4,44 <0,25 >4,44 >0,25 1 1 2 Indiferente
CEMM 05-2-069 4,44 <0,25 2,22 0,125 0,5 0,5 1 Indiferente

FLC - fluconazol;INH - isoniazida.



Tabela 28. Concentracdo inibitoria minima (CIMs) de fluconlateog/mL) e pirazinamida
(mg/mL) isolada e em combinacgdo, valores do indeeconcentracao inibitéria fracionada
(FICI) e efeito inibitorioin vitro da combinacdo de ambos os antimicrobianos frertd a

cepas d€. posadasii.

CIMisolado | ciMm combinagso FIC
N° de colecéo Ficl | Resultado

FLC PZA FLC PZA |FLC PZA

CEMM 01-6-085 3,125 >25 1,11 6,25 0,35,25| 0,605| Indiferente
CEMM 01-6-087 3,125 >25 0,277 1,56 0,086,062 0,15 | Sinergismo
CEMM 01-6-088 3,125 >25| 0,277 1,56 | 0,088,062 0,15 | Sinergismo
CEMM 01-6-089 3,125 >25 0,277 1,56 0,088,062 0,15 | Sinergismo
CEMM 01-6-090 6,25 >25 0,277 1,56 0,048,062| 0,106 | Sinergismo
CEMM 01-6-091 3,125  >25 1,11 6,25 | 0,359,25| 0,605| Indiferente
CEMM 01-6-092 6,25 >25 1,11 6,25 | 0,170,25| 0,427| Sinergismo
CEMM 01-6-101 6,25 >25 1,11 6,25 0,170,25| 0,427| Sinergismo
CEMM 01-6-102 6,25 >25 1,11 6,25 0,170,25| 0,427| Sinergismo
CEMM 01-6-103 6,25 >25 1,11 6,25 | 0,1770,25| 0,427| Sinergismo
CEMM 05-2-063 4,44 >25 1,11 6,25 0,25 0,25 0,3 Sinergismo
CEMM 05-2-064 4,44 >25 1,11 6,25 0,25 0,25 0,5 Sinergismo
CEMM 05-2-065 4,44 >25 0,277 1,56 0,06R,062| 0,124 | Sinergismo
CEMM 05-2-066 4,44 >25 1,11 6,25 0,25 0,35 0,5 Sinergismo

CEMM 05-2-069 4,44 >25 1,11 6,25 0,25 0,25 0,5 Sinergismo

FLC - fluconazol;PZA - pirazinamida



Tabela 29. Concentracdo inibitoria minima (CIMs) de fluconlaZpg/mL) e etambutol
(mg/mL) isolada e em combinacgdo, valores do indeeconcentracdo inibitéria fracionada
(FICI) e efeito inibitorioin vitro da combinacdo de ambos os antimicrobianos frertd a
cepas deC. posadasii.O FICI para todas as cepas fangicas testadastiipretado como

interacdo sinérgica.

3 CIM isolado CIM combinacao FIC
N° de colecéo FICI

FLC ETB FLC ETB FLC ETB

CEMM 01-6-085 3,125 <0,62 0,555 0,047 0,177 0/1P401
CEMM 01-6-087 | 3,125 <0,62 0,555 0,077 0,177 0,124,301
CEMM 01-6-088 3,125 <0,62 0,555 0,047 0,177 0/,1p401
CEMM 01-6-089 3,125 <0,62 0,277 0,038 0,088 0061149
CEMM 01-6-090 6,25 <0,62 0,277 0,038 0,044 0,061105
CEMM 01-6-091 3,125 <0,62 0,277 0,038 0,088 0061149
CEMM 01-6-092 6,25 <0,62 0,555 0,077 0,088 0,01P4212
CEMM 01-6-101 6,25 <0,62 0,277 0,038 0,044 0,0681105
CEMM 01-6-102 6,25 <0,62 0,277 0,038 0,044 0,0681105
CEMM 01-6-103 6,25 <0,62 0,555 0,077 0,088 0,1P4212
CEMM 05-2-063 4,44 <0,62 0,277 0,038 0,062 0,061123
CEMM 05-2-064 4,44 <0,62 0,555 0,077 0,125 0,1B4249
CEMM 05-2-065 4,44 <0,62 0,555 0,077 0,125 0,1B4249
CEMM 05-2-066 4,44 <0,62 0,277 0,038 0,062 0,906,123

CEMM 05-2-069 4,44 <0,62 0,555 0,077 0,125 0,124249

FLC - fluconazol:ETB - etambutol



Tabela 30. Concentracéo inibitdria minima (CIMs) de voricoolagug/mL) e rifampicina
(mg/mL) isolada e em combinacgdo, valores do indeeconcentracdo inibitéria fracionada
(FICI) e efeito inibitérioin vitro da combinacdo de ambos os antimicrobianos frertd a

cepas d€. posadasii.

CIM isolado CIM combinagao FIC
N° de colecao Ficl | Resultado

VRZ RIF VRZ RIF VRZ RIF

CEMM 01-6-085 0,125 2,12 0,015 0,283 0,12 0,133 58,2 Sinergismo
CEMM 01-6-087 | 0,125 2,12 0,015 0,283 0,12 0,133 0,253 Sinergismo
CEMM 01-6-088 0,125 4,25 0,015 0,283 0,12 0,066 86,[L Sinergismo
CEMM 01-6-089 0,125 4,25 0,015 0,283 0,12 0,066 8®,[L Sinergismo
CEMM 01-6-090 0,125 2,12 0,015 0,283 0,12 0,133258,| Sinergismo
CEMM 01-6-091 0,125 4,25 0,015 0,283 0,12 0,066 | 0,186 | Sinergismo
CEMM 01-6-092 0,125 1,06 0,015 0,283 0,12 0,266 86,3 Sinergismo
CEMM 01-6-101 0,125 2,12 0,015 0,283 0,12 0,133 58,2 Sinergismo

CEMM 01-6-102 0,125 2,12 0,031 0,5 0,2480,264 | 0,512| Indiferente

(@)

CEMM 01-6-103 0,125 1,06 0,031 0,5 0,248 0,528 76,/ Indiferente

(92}

CEMM 05-2-063 0,125 2,273 0,015 0,283 0,12 0,1242449, Sinergismo
CEMM 05-2-064 0,125 2,273 0,015 0,283 0,12 0,124244, Sinergismo
CEMM 05-2-065 | 0,125 2,273 0,007 0,141 0,056 0,062 0,118 Sinemism
CEMM 05-2-066 | 0,125 2,273 0,031 0,56 0,248 0,246 0,494 Sinergismo

CEMM 05-2-069 | 0,125 2,273 0,031 0,56 0,248 0,246 0,494 Sinergismo

VRZ — voriconazolRIF - rifampicina



Tabela 31. Concentracao inibitéria minima (CIMs) de voricoolatug/mL) e isoniazida

(mg/mL) isolada e em combinacgdo, valores do indeeconcentracao inibitéria fracionada

(FICI) e efeito inibitorioin vitro da combinacdo de ambos os antimicrobianos frertd a

cepas d€. posadasii.

CIM isolado CIM combinagéo FIC
N° de colegéo FICI Resultado
VRZ INH VRZ INH VRZ INH
CEMM 01-6-085 0,125 <0,25 0,062 0,125 0,496 0,5 96,9 Indiferente
CEMM 01-6-087 0,125 <0,25 0,062 0,125 0,496 Q,5 996,| Indiferente
CEMM 01-6-088 0,125 <0,25 0,031 0,0620,248 0,248 0,496 Sinergismo
CEMM 01-6-089 0,125 <0,25 0,062 0,125 0,496 Q0,5 996, | Indiferente
CEMM 01-6-090 0,125 <0,25 0,062 0,125 0,496 0Q,5,996 | Indiferente
CEMM 01-6-091 0,125 <0,25 0,062 0,125 0,496 Q,5 996,| Indiferente
CEMM 01-6-092 0,125 <0,25 0,031 0,0620,248 0,248 0,496 Sinergismo
CEMM 01-6-101 0,125 <0,25 0,062 0,125 0,496 0,5 996, | Indiferente
CEMM 01-6-102 0,125 <0,25 0,125 0,25 1 ] 2 Indifeee
CEMM 01-6-103 0,125 <0,25 0,125 0,25 1 1 2 Indiferente
CEMM 05-2-063 0,125 <0,25 0,125 0,25 1 ] 2 Indifeee
CEMM 05-2-064 0,125 <0,25 0,125 0,25 1 ] 2 Indifeee
CEMM 05-2-065 0,125 <0,25 0,062 0,12% 0,496 0,6 0,996 Indiferent
CEMM 05-2-066 0,125 <0,25 0,125 0,25 1 1 2 Indiferente
CEMM 05-2-069 0,125 <0,25 0,062 0,125 0,496 0,5 0,996 Indiferent

VRZ - voriconazol)INH - isoniazida



Tabela 32.Concentracao inibitoria minima (CIMs) de voriconla@ay/mL) e pirazinamida
(mg/mL) isolada e em combinacgéo, valores do indeeconcentracdo inibitéria fracionada
(FICI) e efeito inibitorioin vitro da combinacdo de ambos os antimicrobianos frertd a
cepas deC. posadasii O FICI para todas as cepas fungicas testadastépretado como

interacdo sinérgica.

CIM isolado CIM combinagao FIC
N° de colecéo FICI
VRZ PZA VRZ PZA VRZ PZA

CEMM 01-6-085 0,125 >25 0,031 6,25 0,248 0,25 0,498

CEMM 01-6-087 0,125 >25 0,031 6,25 0,248 0,25 0,498
CEMM 01-6-088 0,125 >25 0,031 6,25 0,248 0,25 0,498
CEMM 01-6-089 0,125 >25 0,031 6,25 0,248 0,25 0,498
CEMM 01-6-090 0,125 >25 0,031 6,25 0,248 0,25 8,49

CEMM 01-6-091 0,125 >25 0,031 6,25 0,248 0,25 0,498
CEMM 01-6-092 0,125 >25 0,031 6,25 0,248 0,25 0,498
CEMM 01-6-101 0,125 >25 0,031 6,25 0,248 0,25 0,498
CEMM 01-6-102 0,125 >25 0,031 6,25 0,248 0,25 0,498
CEMM 01-6-103 0,125 >25 0,031 6,25 0,248 0,25 0,498
CEMM 05-2-063 0,125 >25 0,031 6,25 0,248 0,25 0,498
CEMM 05-2-064 0,125 >25 0,031 6,25 0,248 0,25 0,498
CEMM 05-2-065 0,125 >25 0,031 6,25 0,248 0,25 0,498
CEMM 05-2-066 0,125 >25 0,031 6,25 0,248 0,25 0,498
CEMM 05-2-069 0,125 >25 0,031 6,25 0,248 0,25 0,498

VRZ - voriconazolPZA - pirazinamida



Tabela 33. Concentracéo inibitéria minima (CIMs) de voricoolatug/mL) e etambutol
(mg/mL) isolada e em combinacgéo, valores do indeeconcentracdo inibitéria fracionada
(FICI) e efeito inibitorioin vitro da combinacdo de ambos os antimicrobianos frertd a
cepas deC. posadasii O FICI para todas as cepas fungicas testadastépretado como

interacdo sinérgica.

CIM isolado CIM combinacao FIC
N° de colecéo FICI

VRZ ETB VRZ ETB |VRZ ETB
CEMM 01-6-085 0,125 <0,62 0,007 0,038| 0,056 0,061 0,117
CEMM 01-6-087 0,125 <0,62 0,015 0,07y 0,12 0,124| 0,244
CEMM 01-6-088 0,125 <0,62 0,007 0,038 0,056 0,061,11D
CEMM 01-6-089 0,125 <0,64 0,007 0,038 0,056 0,061,11D
CEMM 01-6-090 0,125 <0,67 0,007 0,038 0,056,061 | 0,117
CEMM 01-6-091 0,125 <0,62 0,015 0,0770,12 0,124| 0,244
CEMM 01-6-092 0,125 <0,62 0,015 0,0770,12 0,124| 0,244
CEMM 01-6-101 0,125 <0,62 0,007 0,038 0,056 0,061,11D
CEMM 01-6-102 0,125 <0,62 0,007 0,038 0,050,061 | 0,117
CEMM 01-6-103 0,125 <0,62 0,015 0,0770,12 0,124| 0,244
CEMM 05-2-063 0,125 <0,64 0,007 0,038 0,056 0,061,11D
CEMM 05-2-064 0,125 <0,64 0,007 0,038 0,056 0,061,11D
CEMM 05-2-065 0,125 <0,62 0,015 0,07y 0,12 0,124| 0,244
CEMM 05-2-066 0,125 <0,62 0,015 0,077 0,12 0,124 249,
CEMM 05-2-069 0,125 <0,62 0,007 0,038 0,056 0,061 0,117

VRZ - voriconazol.ETB - etambutol



Tabela 34.Concentracao inibitoria minima (CIMs) de caspofuagug/mL) e rifampicina

(mg/mL) isolada e em combinacgdo, valores do indeeconcentracao inibitéria fracionada

(FICI) e efeito inibitorioin vitro da combinacdo de ambos os antimicrobianos frertd a

cepas d€. posadasii.

CIMisolado | cIM combinacao FIC
N° de colecéo FICI Resultado

CAS RIF CAS RIF CAS RIF
CEMM 01-6-085 32 2,12 4 0,28 0,125 0,132 0,257 Sinergismo
CEMM 01-6-087 16 2,12 4 0,28 0,25 0,132 0,382 Qiseno
CEMM 01-6-088 16 4,25 8 0,56 0,5 0,131 0,631 Indiferente
CEMM 01-6-089 32 4,25 4 0,28 0,125 0,065 0,19 Sjiseno
CEMM 01-6-090 32 2,12 4 0,28 0,125 0,132 0,25y Sinergismo
CEMM 01-6-091 16 4,25 2 0,14 0,125 0,032 0,157  Igiseno
CEMM 01-6-092 16 1,06 8 0,56 0,5 0,528 1,028 Indifice
CEMM 01-6-101 32 2,12 8 0,56 0,25 0,264 0514 difte
CEMM 01-6-102 16 2,12 4 0,28 0,25 0,132 0,382 Sjisano
CEMM 01-6-103 32 1,06 2 0,14 0,0625 0,132 0,194 eismo
CEMM 05-2-063| 22,62 2,273 4 0,28 0,176 0,123  0,2P%inergismo
CEMM 05-2-064| 22,62 2,273 4 0,28 0,176 0,123  0,2P%inergismo
CEMM 05-2-065| 22,62 2,273 4 0,28 0,176 0,123 0,299 Sinergismo
CEMM 05-2-066| 22,62 2,273 4 0,28 0,176  0,1p3 0,2P%inergismo
CEMM 05-2-069| 22,62 2,273 4 0,28/ 0,176 0,123 0,299  Sinergismo

CAS - caspofunginaRIF- rifampicina



Tabela 35. Concentracdo inibitéria minima (CIMs) de caspofoagug/mL) e isoniazida
(mg/mL) isolada e em combinacgdo, valores do indeeconcentracao inibitéria fracionada
(FICI) e efeito inibitorioin vitro da combinacdo de ambos os antimicrobianos frertd a
cepas deC. posadasii O FICI para todas as cepas fungicas testadastépretado como

interacdo indiferente.

CIMisolado | cIM combinagao FIC
N° de colegao FICI
CAS INH CAS INH CAS INH

CEMM 01-6-085 32 <0,25 16 0,125 0,5 0,5 1
CEMM 01-6-087 16 <0,25 8 0,062 0,5 0,248 0,748
CEMM 01-6-088 16 <0,25 8 0,062 0,5 0,248 0,748
CEMM 01-6-089 32 <0,25 16 0,125 0,5 0,5 1
CEMM 01-6-090| 32 <0,25 16 0,125 0,5 0,5 1
CEMM 01-6-091 16 <0,25 8 0,062 0,5 0,248 0,748
CEMM 01-6-092 16 <0,25 8 0,062 0,5 0,248 0,748
CEMM 01-6-101 32 <0,25 16 0,125 0,5 0,5 1
CEMM 01-6-102 16 <0,25 8 0,062 0,5 0,248 0,748
CEMM 01-6-103 32 <0,25 16 0,121 0,5 0,6 1
CEMM 05-2-063| 22,62 <0,25 8 0,064 0,356,248 0,601
CEMM 05-2-064| 22,62 <0,25 8 0,062 0,358,248 0,601
CEMM 05-2-065| 22,62 <0,25 16 0,125 0,7070,5 1,207
CEMM 05-2-066| 22,62 <0,25 8 0,062 0,3530,248 0,601
CEMM 05-2-069| 22,62 <0,25 16 0,125 0,7070,5 1,207

CAS - caspofunginalNH - isoniazida



Tabela 36.Concentracao inibitdria minima (CIMs) de caspofoadgug/mL) e pirazinamida
(mg/mL) isolada e em combinacgdo, valores do indeeconcentracdo inibitéria fracionada
(FICI) e efeito inibitérioin vitro da combinacdo de ambos os antimicrobianos frertd a
cepas deC. posadasii O FICI para todas as cepas fungicas testadastépretado como

interacdo indiferente.

CIM isolado | CIM combinagéo FIC
N° de colecéo FICI

CAS PZA CAS PZA CAS PZA
CEMM 01-6-085 32 >25 16 12,5 0,5 0,5 1
CEMM 01-6-087 16 >25 16 12,5 1 0,5 15
CEMM 01-6-088 16 >25 16 12,5 1 0,5 15
CEMM 01-6-089 32 >25 16 12,5 05 05 1
CEMM 01-6-090 32 >25 16 12,5 05 05 1
CEMM 01-6-091 16 >25 16 12,5 1 0,5 15
CEMM 01-6-092 16 >25 16 12,5 1 0,5 15
CEMM 01-6-101 32 >25 16 12,5 0,5 0,5 1
CEMM 01-6-102 16 >25 8 6,25 0,5 0,2% 1
CEMM 01-6-103 32 >25 16 12,5 0,5 0,5 1
CEMM 05-2-063 22,62 >25 16 12,5 0,707 0,% 1,207
CEMM 05-2-064 22,62 >25 16 12,5 0,707 0,% 1,207
CEMM 05-2-065 22,62 >25 16 12,5 0,707 0,5 1,207
CEMM 05-2-066 22,62 >25 16 12,5 0,707 0,5 1,207
CEMM 05-2-069 22,62 >25 16 12,5 0,707 0,5 1,207

CAS - caspofunginaPZA - pirazinamida



Tabela 37.Concentracdo inibitoria minima (CIMs) de caspofaagiug/mL) e etambutol
(mg/mL) isolada e em combinacgdo, valores do indeeconcentracao inibitéria fracionada
(FICI) e efeito inibitorioin vitro da combinacdo de ambos os antimicrobianos frertd a
cepas deC. posadasii O FICI para todas as cepas fungicas testadastépretado como

interacdo indiferente.

CIMisolado | c|M combinagao FIC
N° de colegéo FICI
CAS ETB CAS ETB CAS ETB

CEMM 01-6-085 32 <0,62 16 0,31 0,5 0,5 1
CEMM 01-6-087 16 <0,62 16 0,31 1 0,5 15
CEMM 01-6-088 16 <0,62 16 0,31 1 0,5 15
CEMM 01-6-089 32 <0,62 16 0,31 0,5 0,5 1
CEMM 01-6-090 32 <0,62 16 0,31 0,5 0,5 1
CEMM 01-6-091 16 <0,62 16 0,31 1 0,6 15
CEMM 01-6-092 16 <0,62 16 0,31 1 0,b 15
CEMM 01-6-101 32 <0,62 32 0,62 1 1 2
CEMM 01-6-102 16 <0,62 16 0,31 1 0,b 15
CEMM 01-6-103 32 <0,62 16 0,31 0,5 0,5 1
CEMM 05-2-063 22,62 <0,62 16 0,31 0,707 05 1,207
CEMM 05-2-064 22,62 <0,62 16 0,31 0,707 05 1,207
CEMM 05-2-065 22,62 <0,62 8 0,15 0,353 0,240,594
CEMM 05-2-066 22,62 <0,62 16 0,31 0,707 0,6 1,207
CEMM 05-2-069 22,62 <0,62 16 0,31 0,707 0,6 1,207

CAS - caspofunginaETB - etambutol



ANEXO I
MEIOS DE CULTURA




MEIOS DE CULTURA, CORANTES E SOLUCOES USADOS EM MICOLOGIA
(BRILHANTE et al., 2004; PAIXAO et al., 2004)

AZUL DE ALGODAO

Acido lactico 209
Fenol 209
Glicerina 20 ¢
Azul de algodéao 0,05¢
Agua deionizada 20 mL

SOLUCAO SALINA

NacCl 0,85¢g
Agua deionizada 100 mL

Misturar a 4gua destilada e o cloreto de sddioodavar e distribuir, aliquotas de 10mL, em
tubos de vidro com tampa de rosca.

MEIO RPMI -MOPS
OBJETIVO
Meio de cultura padronizado pelo CLSI, para exaoute testes de susceptibilidade a

antifingicos.

COMPOSICAO (g/L de agua)

L-arginina 0,200
L-Histidina (base livre) 0,015
L-hidroxiprolina 0,020
L-isoleucina 0,050
Mio-inositol 0,035
L-leucina 0,050

L-lisina- HCI 0,040



L-metionina

Acido Folico
L-fenilalanina

Cloreto de potassio
L-prolina

Fosfato de sddio, dibasico (anidro)
Cloreto de Colina
D-glicose

Glutationa, reduzida
Niacinamida

Vitamina B12

Sulfato de magnésio (anidro)
L-serina

Acido L-aspartico
Vermelho de fenol, Na
L-treonina

L-triptofano

Cloreto de sédio
Nitrato de Sodio- H20
L-tirosina- 2Na
L-valina

Biotina

D-pantoténico
Tiamina HCI

L-cistina — 2HCI

Acido L-glutamico
Piridoxina HCI
Riboflavina
L-glutamina

Glicina

L-aspargina (anidra)
Cloranfenicol

PABA

Agua destilada g.s.p

0,015
0,001
0,015
0,400
0,020
0,800
0,003
2,000
0,001
0,001
0,000005
0,04884
0,030
0,020
0,0053
0,020
0,005
6,000
0,100
0,02883
0,020
0,0020
0,00025
0,001
0,0652
0,020
0,001
0,0002
0,300
0,010
0,050
0.5
0,001
1000 mL



PREPARO

RPMI 1640 (com glutamina e sem bicarbonato de 36dio  10.5¢g

MOPS (acido 2fN-morfolino] —propanossufonico) 345¢g
Cloranfenicol 0,59 Agua
destilada 1000 mL

Dissolver os componentes em agua destilada. AjustpH final para 7.0 ( com
solucéo de hidroxido de sédio 10 N). Homogeneizssterilizar o meio por filtracdo. Manter,
sob refrigeracéo, até o momento do uso.

* O meio RPMI 1640 é uma mistura de sais enrigl@cicom aminoacidos e vitaminas,
sendo quimicamente definido e livre de macromobstulEste meio é fornecido
comercialmente, na forma desidratada, em po oudlbgiNa forma de po, tem a vantagem de
se manter estavel por mais de 24 meses, se codsdrean fechado e sob refrigeracéo. Por
ser um p6 extremamente higroscopico, deve ser pastegido do meio ambiente,
especialmente de lugares Umidos. Ndo sdo recomamdadparacdes com concentracdes
maiores dos que as preconizadas pelo fabricantejada grande possibilidade de formacao

de precipitados.

MEIO YNB

Composicéo do meidreast Nitrogen Bas€YNB)

Biotina 2 ug
Pantotenato de Calcio 400 ug
Acido folico 2 ug
Inositol 2000 pug
Niacina 400 ug
Acido p-aminobenzdico 200 g
Cloridato de piridoxina 400 pg
Riboflavina 200 ug
Cloridato de Tiamina 400 pug
Acido borico 500 ug
Sulfato de Cobre 40 ug
lodeto de Potasio 100 pg

Cloreto Férrico 200 pug



Sulfato de Manganés 400 ug

Molibdato de Sddio 200 ug
Sulfato de Zinc 400 pg
Fosfato de Potasio Monobasico 19
Sulfato de Magnésio 500 mg
Cloreto de Sdédio 100 mg
Cloreto de Calcio 100 mg
Agua destilada g.s.p 1000 mL
PREPARO

Dissolver oYeast nitrogen bas&7 g em 100 mL de agua destilada e deionizatixjle=ar

por filtrag&o.



ANEXO li
PUBLICACOES




PUBLICACOES

Artigo 1

In vitro synergistic effects of antituberculosis drugs paumifungals againsCoccidioides
posadasii

Artigo aceito e publicado

International Journal of Antimicrobial Agents — Fator de impacto: Qualis: A2.

Artigo 2

Cotrimoxazole enhancas vitro susceptibility ofCoccidioides posadasio amphotericin B

Artigo submetido

Journal of Antimicrobial Chemotherapy- Fator de impacto Qualis: Al.



