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RESUMO

SILVA, E.G. Avaliagado da criptococose experimental sistémica em camundongos
BALB/c e terapéutica com anfotericina B, fluconazol e associagado. 2007. 100 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo, 2007.**

A criptococose clinica foi observada por volta do primeiro dia da inoculacdo e a
sobrevida dos animais 15 dias apds-inoculagao (Pl). Isolamos C. neoformans no
cérebro a partir do 5° dia (Pl) e no pulmao a partir 11° dia (PI). No 1° dia (PI)
observamos por meio do tecido cerebral que ja havia um quadro inicial de infecgao,
presenca de edema, que evoluiu durante todo o periodo. C. neoformans foi
visualizado primeiramente nos vasos capilares, o que nos leva a sugerir que seja
esta rota importante para a entrada da levedura no 6rgdao. A meningite aguda
aconteceu por volta do 7° dia quando visualizamos o microrganismo na meninge e
com um discreto infiltrado inflamatdrio. A partir do 13° dia a doenca evoluiu para
cronica permanecendo até o obito dos animais. A monoterapia com anfotericina B
(AMB) reduziu a sobrevida dos animais, enquanto que, o tratamento isolado com
fluconazol (FLC) prolongou a mesma. A associagdo AMB-FLC foi eficaz, quando
iniciamos o tratamento 24 horas (Pl), enquanto que, o mesmo tratamento iniciado a
partir do 7° dia quando ja tinhamos um quadro compativel de meningite aguda nao
foi satisfatério. E importante ressaltar que os resultados descritos foram referentes a
inoculacdo com isolado sensivel in vitro ao fluconazol, enquanto que, o tratamento
nao resultou em éxito quando empregamos isolado resistente in vitro ao fluconazol.

Palavras-chave: Criptococose experimental. Associagcao terapéutica. Anfotericina B.
Fluconazol. Cryptococcus neoformans. Monoterapia.



ABSTRACT

SILVA, E.G. Evaluation of experimental systemic cryptococcosis in BALB/c mice, and
its treatment with amphotericin B and fluconazole, alone and in association. 2007.
100 f. Master thesis (Sciences) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Sao Paulo, (2007).**

Clinical cryptococcosis was observed on day 1 postinoculation (Pl), and the animals
survived until day 15 PI. C. neoformans was isolated from brain tissue starting on day
5 PI, and from lung tissue starting on day 11 PIl. On day 1 PI, signs of infection were
already observed in brain tissue, with presence of edema, which evolved throughout
the period. C. neoformans was first seen in the capillaries, suggesting that this is an
important route for the entrance of the yeast into this organ. Acute meningitis
occurred around day 7 Pl, when the microorganism was observed in the meninges,
along with a discrete inflammatory infiltrate. From day 13 Pl onward the disease
became chronic, persisting until the death of the animals. Treatment with
amphotericin B (AMB) alone shortened the animals’ survival, while treatment with
fluconazole (FLC) alone lengthened it. Treatment with the two drugs in association
was effective when treatment was begun at 24 hours Pl, however, when treatment
was begun at day 7 PI, already with signs of acute meningitis, the effectiveness was
unsatisfactory. It is important to emphasize that these results relate to inoculation
with an isolate susceptible in vitro to fluconazole, while the treatment was not
effective for an isolate resistant in vitro to fluconazole.

Key words: Experimental cryptococcosis. Therapéutic association. Amphotericin B.
Fluconazole. Cryptococcus neoformans. Monotherapy.



1 INTRODUGAO

1.1 Cryptococcus neoformans

Cryptococcus neoformans variedade neoformans € uma levedura
patogénica oportunista encontrada em ocos de arvores (REIMAO et al., 2007) e
excretas de pombos e outros passaros (MONTENEGRO e PAULA, 2000; LACAZ et
al., 2002; LITVINTSEVA et al., 2005; CHEE e LEE, 2005; BARONI et al., 2006;
CAFARCHIA et al., 2006).

Estas excretas constituem fator importante na transmissdo de C.
neoformans em area urbana (SOARES et al., 2005), bem como em zona rural
(DELGADO et al., 2005).

E o agente etioldgico da criptococose, que atinge pacientes
imunodeprimidos (HIV-positivos) e imunossuprimidos por terapias ou outras doengas
(CASADEVALL e PERFECT, 1998), apresentando um tropismo pelo sistema
nervoso central que é fator determinante do o6bito em infeccdo experimental
(CASADEVALL e PERFECT, 1998; SILVA et al., 2006).

Duas variedades sao conhecidas: var. gattii (sorotipos B e C) e var.
neoformans (sorotipos A, D e AD), sendo que FRANZOT et al., 1999, propds
subdividir a variedade neoformans em, var. neoformans (sorotipo D) e var. grubii
(sorotipo A). No Brasil, o sorotipo A, Cryptococcus neoformans var. grubii, € o mais
prevalente (CASALI et al., 2003; FERNANDES et al.,, 2003; KOBAYASHI et al.,
2005). Estudo em diferentes locais de Seul na Coréia com amostras isoladas de
excretas de pombos revelou que todas as amostras pertenciam ao sorotipo A (CHEE
e LEE, 2005). Na Colémbia pesquisas realizadas com amostras isoladas de excretas
de pombos revelaram que 31% pertenciam ao sorotipo A (QUINTERO et a./, 2005).

Na Espanha o sorotipo prevalente de isolados ambientais € o D e o AD, enquanto



que, em isolados clinicos o sorotipo A é o mais freqiiente (BARO et al., 1999).
Pesquisas realizadas com amostras isoladas de pacientes de 40
localidades de Nova lorque mostraram que, 85% dos isolados pertenciam ao
sorotipo D, indicando uma significativa diferenca quando comparados com estudos
anteriores, que demonstravam a prevaléncia do sorotipo A em outros isolados norte

americanos. (STEENBERGEN e CASADEVALL, 2000).

1.2 CRIPTOCOCOSE

E uma micose sistémica subaguda ou crénica, de natureza cosmopolita,
responsavel por uma alta taxa de mortalidade e morbidade especialmente em
pacientes com AIDS (FERNANDES et al., 2000; MOREIRA et al., 2006); é
considerada a quarta infecgdo mais comum em individuos imunocompromissados
(KOVACS et al., 1985) podendo ser fatal quando nao tratada (CASADEVAL e
PERFECT, 1998).

A maioria das infecgdes por C. neoformans sao causadas pelo sorotipo A
(CASADEVALL e PERFECT, 1998; CASALI et al., 2003). Na América Latina,
pesquisa com isolados de pacientes com AIDS revelou que 96,8% pertenciam ao
sorotipo A (CALVO et al., 2001). A prevaléncia do sorotipo A em isolados clinicos de
pacientes com criptococose pode ser devido a elevada temperatura corpérea
causada pela febre (MARTINEZ et al., 2001).

Cryptococcus neoformans pode ser disseminado pelo ar e infectar
humanos, usando como porta de entrada as vias respiratorias, alojando-se
primariamente nos pulmdes (BUCHANAN e MURPHY, 1998; LACAZ et al., 2002).

Ha evidéncias consideraveis que ocorre uma fase de laténcia da levedura apds a



sua inalagao (GARCIA-HERMOSO et al., 1999). A doenga se desenvolve como
resultado da disseminagdo hematogenica da levedura indo do pulmdo para o
cérebro (CHANG et al., 2004a). Para causar a meningoencefalite as células do fungo
tem que sobreviver na circulagdo sanguinea e atravessar a barreira
hematoencefalica (BBB) (RUBIN, 1999), provavelmente alcangando o sistema
nervoso central pelo endotélio microvascular do cérebro (KIM, 2003).

A patogenicidade de C. neoformans varia entre os isolados e ainda nao é
completamente explicada (PAL, 2005).

A doenca deve ser considerada realizando-se diagnéstico diferencial das
infecgcdes oportunistas nos individuos imunodeprimidos, sendo fundamental o
diagndstico precoce para reduzir a morbidade e mortalidade desta micose que na
maioria dos casos se apresenta na forma de meningoencefalite (FILIU et al., 2002;
PAPPALARDO e MELHEM, 2003) podendo ser considerado como marcador de
sentinela na infeccao pelo HIV (LEITE et al., 2004; LIZARAZO et al., 2007;
AKCAGLAR et al., 2007). Estima-se que de 25 a 30% de pacientes com AIDS
morrerdo em consequéncia da doenga (ROBINSON et al, 1999; FORD, 2000;
PITISUTTITHUM et al., 2001).

A incidéncia da infecgao por Cryptococcus neoformans tem aumentado muito
desde a década de 70, sendo que nos anos 90, em consequéncia da epidemia de
AIDS, a criptococose tem aumentado de modo significativo (MITCHELL e PERFECT,
1995; CASADEVALL e PERFECT, 1998). A infeccao pelo virus HIV continua sendo
um importante fator para o desenvolvimento da criptococose no sistema nervoso

central (LAKSHMI et al., 2007).



1.3 SUSCETIBILIDADE AOS ANTIFUNGICOS

A avaliagdo da suscetibilidade de C. neoformans aos antifungicos & de
grande interesse considerando a alta freqUéncia e as severas manifestagdes clinicas
da infecgao por esta levedura (BARCHIESI et al., 1995).

Os testes de susceptibilidade antifungica para leveduras ainda requerem
mais estudos, devido as divergéncias quanto ao uso de drogas, a diversidade dos
organismos e as metodologias especificas. Existem alguns métodos, como os que
empregam discos de papel de filtro impregnados em solugdo do antifungico; os
métodos de macrodiluicdo e microdiluigdo em caldo proposto pelo NCCLS (“National
Committee for Clinical Laboratory Standards”), atualmente denominado “CLSI,
(“Clinical and Laboratory Standards Institute”) e o método EUCAST
(“European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing”) (RODRIGUES-
TUDELA, 2002).

Alem da recomendacédo do CLSI no uso do meio RPMI 1640 + MOPS
acrescido de 2% de glicose, o meio YNB (“Yeast Nitrogen Base”) pH 7.0 também é
um excelente meio na execugao dos testes de susceptibilidade aos antifungicos
através da técnica do E-test (PETROU e SHANSON, 2000).

Rodrigues-Tudela et al. (2000), estudaram trés meios (RPMI 1640, RPMI
1640-2% glicose e (YNB) indicado pelo (CLSI) e verificaram a habilidade de
crescimento € a concentracao inibitéria minima de Cryptococcus neoformans em
microplacas incubadas a 35° C por 48 horas. Os resultados obtidos mostraram que
no meio RPMI 1640 o crescimento foi 6timo, e neste meio suplementado com 2% de
glicose o crescimento nao melhorou. Comparando os CIMs para anfotericina B, entre

estes meios, observaram ser muito pequena a diferenga entre susceptibilidade e



resisténcia da levedura. No meio YNB, obtiveram resultados de MICs melhores para
fluorocitosina e fluconazol.

Montenegro e Paula (2000) em seu estudo com cepas ambientais de Sao
Paulo, assim como Baroni (2001) estudando cepas ambientais do Rio de Janeiro e
utilizaram o E-test com o meio YNB modificado.

O método de difusdo em disco usando agar Mueller — Hinton acrescido de
glicose e azul de metileno tem uma aproximagao util para determinar a
susceptibilidade de C. neoformans ao fluconazol (PAFALLER et al., 2004).

Estudo realizado por Dias et al., (2006) revelou que exceto a anfotericina

B a correlagao entre o E-test e 0 método EUCAST é muito boa.

1.3.1 METODO DO E-TEST

O E-test € um método potencial para testes de susceptibilidade aos
antifungicos produzidos pela AB BIODISK (Solna, Suécia). Ele é composto de fita
graduada com valores expressos em pg/mL contendo um gradiente de
concentragdo de uma droga pré-definida. Neste método € possivel se obter uma
reprodutibilidade quantitativa, nas leituras das concentracées inibitérias minimas das
drogas. E um excelente método para se discriminar cepas sensiveis e resistentes de
C. neoformans (LOZANO-CHIU et al., 1998).

Com excecao do itraconazol, a correlacdo do método de E-test e o
método de microdiluicdo (CLSI) é muito boa. O método é simples, e os resultados
podem ser lidos entre 24 e 48 horas apds a inoculagdo (CHANG et al, 2001). O E-
test € uma excelente alternativa no laboratério clinico para se determinar a

susceptibilidade ao fluconazol e fluorocitosina (ALLER et al, 2000a). E muito dtil para



se determinar a susceptibilidade de C. neoformans in vitro aos antifungicos para
anfotericina B (MAXWELL et al.,, 2003). Exceto ao itraconazol, a correlagédo do
método E-test e 0 método de microdiluicdo (CLSI) € muito boa (MAXWELL et al.,

2003) e fidedigna com relagao ao fluconazol (MATAR et al., 2003).

1.3.2 SUSCEPTIBILIDADE IN VITRO

Estudo realizado por Alves et al, (2001) demonstrou que as
concentragodes inibitérias minimas (CIMs) entre isolados de pacientes HIV-positivos e
isolados ambientais foram semelhantes para anfotericina B, enquanto que, frente ao
fluconazol os isolados clinicos mostraram ser menos sensiveis do que os
provenientes do ambiente. A susceptibilidade entre isolados ambientais antes e apos
a inoculagdo em camundongos BALB/c foram semelhantes frente ao fluconazol,
(SILVA, 2003). Cepas ambientais e clinicas mostraram semelhanga com relagao ao
perfil de susceptibilidade, quanto a anfotericina B e ao fluconazol (SOUZA et al.,
2005). Pesquisa in vitro com cepas isoladas de excretas de pombos apresentaram
100% de sensibilidade a anfotericina B e ao fluconazol (KOBAYASHI et al., 2005). A
criptococose em humanos pode ser adquirida a partir de cepas ambientais com CIM
semelhante as cepas clinicas para agentes antifungicos (DELGADO et al., 2005).
Isolados do ambiente podem mostrar valores de CIMs altos in vitro sugerindo que
estes isolados possam ter resisténcia primaria a algumas drogas (PEDROSO et al.,
2006).

No periodo de 2003, estudo com isolados clinicos de C. neoformans em
Taiwan revelou uma diminuicdo da sensibilidade a anfotericina B e ao fluconazol,

(HSUEH et al., 2005).



A susceptibilidade a antifungicos in vitro usando as técnicas atuais pode
nao predizer antecipadamente bons resultados clinicos em pacientes com

criptococose (DANNAQUI et al., 2006).

1.4 TRATAMENTO

O fato das infecgcbes fungicas representarem parasitismo de um
organismo eucariotico sobre outro eucariético, com diferencas fisiologicas muito
pequenas, € necessario que as drogas antifungicas tenham aplicagdo clinica
adequada, com o minimo de efeitos colaterais (LACAZ e NEGRO, 1991).

Um numero limitado de agentes antifungicos inclusive azdlicos, poliénicos,
analogos da pirimidina sdo usados hoje para combater infeccbes causadas por
leveduras patogénicas (LACAZ et al., 2002).

Enquanto que fatores clinicos podem contribuir para o insucesso no
tratamento destas doengas, a exposigao do cryptococcus aos agentes antifungicos
pode limitar a acdo dos mesmos por serem intrinsicamente resistentes ou por
adquirirem resisténcia especifica (SANGLARD, 2002).

O tratamento da maioria das infecgdes estdo embasadas nos resultados
da sensibilidade in vitro, esses resultados podem predizer a resposta clinica, porem,
esta resposta depende de varios outros fatores intrinsecos ao antifungico bem como
da interagdo patdégeno versus hospedeiro. Devido a essa multiplicidade de fatores é
evidente que existam discrepancias entre os resultados de sensibilidade in vitro e in

vivo (RIVAS e SERRANO, 2003).



Segundo Pfaller et al., (1999) e Brandt et al., (2001), o fracasso no
tratamento geralmente ndo é devido a resisténcia adquirida a droga e sim pela
resisténcia inicial da cepa ao antifungico.

O uso crescente de agentes antifungicos contra leveduras patogénicas
em pacientes imunocomprometidos tem feito com que cepas resistentes a estes
agentes sejam selecionadas, sendo necessaria uma maior vigilancia quanto ao uso
indiscriminado destas drogas (PFALLER et al., 2005).

O regime inicial no tratamento da criptococose continua sendo com
anfotericina B com ou sem fluorocitosina, enquanto que, para tratamentos mais

longos a droga de escolha é o fluconazol (SAAG et al., 2000).

1.4.1 ANFOTERICINA B

A anfotericina B € um antibiético poliénico macrociclico produzido pelo
actinomiceto Streptomyces nodosus com atividade fungicida contra inumeros fungos,
€ comumente usada no tratamento de infec¢des sistémicas causadas por leveduras
em pacientes imunocomprometidos (BODEY, 1986; WASAN et al., 1997). O efeito
fungicida da droga contra C. neoformans depende da concentragdo administrada
(KLEPSER et al., 1998). A acao da anfotericina B depende da concentragcédo usada,
do tipo celular e de um bom veiculo para a droga. (ARAUJO et al., 2005).

Este farmaco age, principalmente, ligando-se ao esterol da membrana da
levedura, especialmente no ergosterol, danificando esta estrutura, produzindo poros.
Esta ligacao altera a permeabilidade da membrana, causando vazamento de cations
e ions conduzindo, eventualmente, a morte celular (SUGAR, 1995a), interage

diretamente com o ergosterol da membrana celular fungica, nao interferindo na



sintese da membrana do fungo, somente a desestabiliza (THIPINE et al., 1999). O
ergosterol € necessario na manutencao da permeabilidade e fluidez da membrana
(KELLY et al., 1990), garantindo a modulacédo de enzimas ligadas @ membrana
plasmatica (AOKI et al.,, 1993). A auséncia do ergosterol e o acumulo de seus
precursores afetam a estrutura da membrana plasmatica e a absorcdo de varios
nutrientes, tornando os fungos vulneraveis a danos (GEORPAPADOKOU e WALSH,
1994, 1996).

Anfotericina B pode afetar a morfologia da capsula polissacaridica de C.
neoformans sugerindo um mecanismo de agao adicional na eficacia da criptococose
(ZARAGOZA et al., 2005).

Por mais de 30 anos anfotericina B tem sido uma das mais importantes
drogas usadas em infecgbes fungicas severas. Porém, o uso tem sido limitado
devido aos varios efeitos adversos sendo o mais importante sua nefrotoxicidade
(DERAY, 2002; MEDRANO et al., 2005). Tanto na formulagdo convencional como na
lipidica sua eficacia se equivale (CHEN, 2002).

Por ter pouca absorg¢ao no trato gastrointestinal, em infec¢des sistémicas
a droga deve ser administrada por via intravenosa. Em altas concentragdes
alcangam o figado, bago, pulmdo e rins. Sua penetracdo no liquido
celafoloraquidiano (LCR) é muito baixa (2 a 4%). Sua eliminacdo é lenta
fundamentalmente por via biliar (< 15%) e renal (3%). Em alguns tecidos como o
figado, a anfotericina B pode ser detectada ate 12 meses apds a sua administragao.

Na urina e no soro a droga pode ser detectada até sete semanas apds um
curso de terapia. A droga entra nos liquidos pleural, peritonial e sinovial atingindo
cerca de 50% das concentragdes séricas. O liquor apresenta concentragdes de um

terco a metade das do soro. No corpo humano, a maior parte da anfotericina B



provavelmente esta ligada a membrana que contém colesterol em locais tissulares
(NEU, 1994). A principal via para a disposi¢do da droga nao é conhecida, parte é
excretada pelas vias biliares e apenas 3% de uma dose é eliminada na urina com

concentragdes equivalentes as do plasma (NEU, 1994).

1.4.2 FLUCONAZOL

Antifungico triazdlico, que age na inibicdo da sintese de esteroides
fungicos e praticamente ndo altera a sintese de colesterol dos mamiferos, sendo
menos téxico e melhor absorvido que os outros azoéis (WALSH et al., 1997).

E faciimente solivel em agua, sua absorcdo por via oral é completa e
muito rapida. Uma das caracteristicas mais importantes da droga € a sua elevada
penetracdo nos liquidos biologicos de todos os organismos, no liquido
cefalorraquidiano de pacientes com meningite, alcangando niveis de 90%.

O principal mecanismo de acado dos azdlicos € a inibicao da biossintese
do ergosterol, que é importante para a integridade e a manutencao da funcéao da
membrana celular dos fungos. Os imidazéis inibem a incorporagao do acetato de
ergosterol, inibindo a lanosterol dimetilase, por interferéncia no citocromo P-450 da
levedura, trazendo como consequéncia alteracbes na fluidez e permeabilidade da
membrana citoplasmatica do fungo, prejudicando a captagao dos nutrientes, o que
se traduz por inibigdo do crescimento fungico, originando alteragées morfoldgicas
que resultam em necrose celular (RICHARDSON e WARNOCK, 1993). A
monoterapia com azois s6 é eficaz na criptococose primaria pulmonar (JUST-
NUBLING, 1994). Pesquisa realizada in vitro revelou que independente da

concentracao do fluconazol esta droga tem efeito fungistatico contra C. neoformans



(KLEPSER et al., 1998), enquanto que, em modelo animal com criptococose
moderada, o fluconazol administrado em altas doses tem atividade fungicida (DING
et al, 1997). A terapia com fluconazol pode ser efetiva em pacientes
imunocompetentes com criptococose pulmonar (NUNEZ et al, 2000). E uma
excelente droga quando usada na prevengao e tratamento de infecgdo por C.
neoformans (LUMBRERAS et al., 2003).

A administracdo de altas doses de fluconazol como profilaxia ou poés-
infecgao por C. neoformans pode ser altamente eficaz no tratamento e na prevencao
de meningoencefalites (HOSSAIN et al., 2002). A profilaxia primaria com fluconazol
€ efetiva reduzindo a incidéncia da criptococose em adultos HIV-positvos em estado
avancado (CHANG et al., 2005) e pode ser eficaz na prevengao da criptococose
invasiva (CANTEY et al., 2005).

A monoterapia com fluconazol pode ser uma opcédo no tratamento de
pacientes com criptococose associada a AIDS em paises com poucos recursos e
acesso limitado a terapias antifungicas (SCHAARS et al., 2006).

A criptococose em pacientes com AIDS raramente é curada, e o
fluconazol é a droga de escolha necessaria para a manutengdo do tratamento
(POWDERLY et al., 1992, 2000). O uso indiscriminado deste farmaco em pacientes
com AIDS, a longo prazo, pode ainda resultar em resisténcia (BRANDT et al., 2001;
SANAT et al., 2006; ROGERS, 2006). Estudo com cepas clinicas homogéneas
demonstrou a ocorréncia de heteroresistencia ao fluconazol, segundo esse mesmo
estudo isso ocorreu devido a selecao de clones de heteroresistencia e a inducao
através da exposi¢ao ao fluconazol (YAMAZUMI et al., 2003).

O aparecimento de cepas resistentes a droga intensificou a necessidade

da avaliagao in vitro da susceptibilidade de C. neoformans ao fluconazol (ESPINEL-



INGROFF, 1997). A susceptibilidade ao fluconazol in vitro pode predizer resposta
confiante in vivo (LARSEN et al., 2005). O estudo da CIM in vitro de isolados de
pacientes durante a terapia com a droga, como também de pacientes em que a
terapia tenha falhado, pode predizer uma potencial resposta clinica a terapia com o
antifangico e ajudar a identificar pacientes que nao responderdo a terapia com

fluconazol (ALLER et al., 2000b).

Como a epidemia da AIDS cresce juntamente com a exposig¢ao adicional
as drogas azolicas, € muito importante e previdente que seja acompanhada a
incidéncia de resisténcia de isolados de c¢. neoformans a este grupo de antifungicos

(RIBEIRO et al., 2005).

Pesquisa quanto a susceptibilidade in vitro realizado por Aller et al.,
(2007) na Espanha revelou que nos ultimos 11 anos a resisténcia ao fluconazol tem

diminuido.
1.5 ASSOCIAQAO TERAPEUTICA

A associacao terapéutica € uma promissora forma usada para aumentar a
porcentagem de sucesso no tratamento, porem, se faz necessario mais estudos
clinicos controlados para verificar a eficacia destas associagdes (SHAO et al., 2006).
Farmacos associados no tratamento da criptococose tem sido estudados por muito
tempo no intuito de descobrir qual a melhor associacido, porem, estes estudos tem
sido realizados in vitro e com isolados de diferentes pacientes (BADDLEY e

PAPPAS, 2005).

Antifungicos azdlicos associados a outros agentes antifungicos, com
diferentes mecanismos de acao, provavelmente aumentarao a eficacia no tratamento

de infecgbes fungicas (SHEEHAN et al., 1999), reduzindo o desenvolvimento de



resisténcia a estes farmacos e, possivelmente, diminuindo a duragdao da terapia
(NGUYEN et al., 1995). O enfoque para novos estudos de associagao de farmacos,
principalmente contra patégenos eucarioticos que atacam severamente pacientes
imunossuprimidos deve ser voltado para regimes terapéuticos, com efeito, fungicida
(DEL POETA et al., 2000).

Uma das principais razdes para o uso da associagao de drogas antifungicas é
a nao toxicidade. Dois agentes antifungicos podem ser usados e, portanto, em
concentragbes menores ao contrario da monoterapia que exige concentragdes
téxicas para serem efetivas (BARCHIESI et al., 2000). Associagdo terapéutica
realizada in vitro com anfotericina B e fluconazol mostrou que a combinacao destas
drogas permitiram o uso de baixas doses de anfotericina B sem contudo resultar em
perda de uma resposta clinica (BARCHIESI et al., 2000).

Pesquisa realizada in vitro quanto a associagcdo de drogas contra C.
neoformans apontou para a necessidade de estudos adicionais em modelo animal
para confirmar o potencial destas combinacdes para o tratamento da criptococcose
(SERENA et al., 2005).

Atualmente a taxa de cura para infecgbes fungicas usando as drogas
disponiveis através de monoterapia ndo € muito boa. Nos ultimos anos, com a
introdugéo de novas classes de drogas antifungicas os estudos conduzem para a
hipétese de que o uso de novos farmacos, em associagao pode ser mais efetiva do
que os mesmos usados isoladamente (POWERS, 2004). Na criptococose a
associacdo terapéutica é mais efetiva do que a monoterapia (CISNEROS e MATIA,
2006).

Estudo da associacdo da anfotericina B mais fluconazol in vitro revelou

que a interagao entre as drogas foi indiferente (GHANNOUM et al., 1995). POREM,



Em outro estudo associagdo AMB mais FLC in vitro teve interacdo foi aditiva
(BARCHIESI et al., 2000).

A combinacgao terapéutica pode ser um grande beneficio no tratamento
de infecgbes invasivas causadas por leveduras. Todavia, o estudo da interagao
destas drogas in vitro ainda é muito escasso e a interpretacdo da concentragéo
inibitoéria fracionaria (FIC) pode ser contraditoria devido as varias definicdes (TE-
DORSTHORST et al., 2002).

A melhora no tratamento da criptococose veio principalmente com o uso
da associacdo de drogas antifungicas (PARK et al., 1999; NEWTON et al., 2002).
Anfotericina B, fluconazol e fluorocitosina sdo as drogas mais comuns no tratamento
da criptococcose (SAAG et al., 2000). A combinagédo terapéutica em doencgas
causadas por C. neoformans é vantajosa (SOBEL, 2004).

Pesquisa in vivo usando camundongos BALB/c, machos, infectados
experimentalmente com C. neoformans demonstrou que a associagdo de
anfotericina B com fluconazol foi mais eficiente no tratamento destes animais do que
a associacao com fluorocitosina. A adicao de fluorocitosina a anfotericina B e ao
fluconazol ndo melhorou a terapia (LARSEN et al., 2004). Segundo Odds et al.,
(2000) o itraconazol é altamente eficaz no tratamento de infecgbes por C.
neoformans em humanos.

Anfotericina B associada com drogas triazdlicas é significantemente mais
ativa do que seu uso isolado em estudo in vitro (BARCHIESI et al., 2000). Segundo
0s mesmos autores a associagao in vivo teve efeito aditivo. Estudos da associagao
entre fluconazol mais anfotericina B na candidemia revelou que n&o houve

antagonismo entre as drogas (REX et al., 2003).



O efeito da anfotericina B associada com azdlicos varia de acordo com o
momento da administracdo, sendo que a utilizagdo de um azdlico, anteriormente ao
uso da anfotericina B, ocasiona antagonismo entre as duas drogas enquanto que,
quando administrado simultaneamente, produz efeito sinérgico em relagcdo ao
fluconazol (VIUDES et al., 2001). O fluconazol associado a fluorocitosina mostrou
maior sinergismo e maior atividade fungicida do que fluconazol associado a
anfotericina B (HASSAN e ABDEL SALAM, 2005). A associagao terapéutica para o
tratamento da criptococose esta estabelecida baseado em evidéncias clinicas

(JOHNSON et al., 2004).

1.6 CORRELAGAO IN VITROE IN VIVO

A correlacdo dos resultados da associacdo AMB-FLC em criptococose
experimental com os dados observados in vitro confirmou a eficacia do tratamento
da doenca, (BARCHIESI et al., 2000), esta eficacia foi positiva com relagdo aos
resultados no tratamento em pacientes com infec¢des por leveduras. (COSTA et al.,
2004).

Estudos em modelo animal quanto as novas associagdes de antifungicos
€ crucial, esses modelos sdo caminhos positivos no trajeto de estudos in vitro até os
pacientes (GRAYBILL, 2000). A associagao entre drogas antifungicas estdo se
tornando uma realidade no campo de doengas causadas por leveduras de interesse
médico. As discrepancias verificadas na correlagao entre diferentes estudos in vitro e
in vivo pedem que sejam adotadas metodologias padronizadas com adocgido de

critérios interpretativos comuns (MUKHERJEE et al., 2005).



6 CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos no presente trabalho podemos inferir que:

6.1 de acordo com a sensibilidade in vitro apresentada prelas amostras

clinicas e ambientais em relagao “a anfotericina B das amostras clinicas e

ambientais podemos sugerir que os isolados de ambas as fontes foram

sensiveis a droga;

6.2 50% das amostras clinicas de C. neoformans foram resistentes ao
fluconazol, fato que sugere ser esta resisténcia do tipo intrinseca ou
adquirida;

6.3 a resisténcia de 35% das amostras ambientais de C. neoformans
sugere que estes isolados podem ter resisténcia intrinseca ao fluconazol,
6.4 nas condi¢des estudadas constatamos que a levedura apresentou
tropismo pelo cérebro;

6.5 a infecgao inicial aconteceu 24 horas ap6s a inoculagao;

6.6 a meningite aguda estava instalada a partir do 7° dia da inoculagao;

a meningite crénica a partir do 13° dia, e a manifestagéo clinica da doenga
15 apos a inoculagao, culminando no ébito de todos os animais;

6.7 em camundongos experimentalmente infectados, a monoterapia com
anfotericina B pode reduzir a sobrevida dos mesmos, enquanto que o
tratamento isolado com fluconazol pode prolonga-la,porem ;0s animais

foram ao 6bito;



6.8 o0 sucesso da terapia combinada depende da concentragdo do
fluconazol na associagao. Esta pode ser sinérgica para a anfotericina B,

requerendo a metade da concentragdo maxima desse antifungico;

6.9 os dados obtidos nos levam a sugerir que a melhor concentragao das
drogas para o tratamento da doenca € AMB 1,5 mg/kg/dia com FLC

30,0 mg/kg/dia e que esta terapia pode ser segura, considerando-se 0s
reduzidos efeitos secundarios do poliénico quando associado;

6.10 o tratamento da criptococose deve ser iniciado logo apds a suspeita
de infeccao,

6.11 a profilaxia com a associacao AMB mais FLC pode ser benéfica;
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