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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

PROSPECCAO “IN VITRO” DE ASSOCIACOES ANTIFUNGICAS
SINERGICAS PARA Fusarium spp.
Autora: Tarcieli Pozzebon Venturini
Orientador: Sydney Hartz Alves
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 26 de marco de 2010.

O género Fusarium é caracterizado por fungos filamentosos hialinos que causam um
amplo espectro de infec¢bes predominantemente em pacientes imunocomprometidos. Estas
micoses evidenciam elevados indices de morbidade e mortalidade e sdo de dificil diagnostico,
prevencdo e tratamento. A marcante resisténcia primaria deste género aos antifungicos impde a
busca por novas possibilidades terapéuticas. Uma tentativa é a combinacdo entre farmacos com
diferentes mecanismos de acdo. Este estudo objetivou avaliar a suscetibilidade in vitro do género
Fusarium a antiflngicos convencionais (anfotericina B, itraconazol e voriconazol) e associa¢es
destes com farmacos ndo antifngicos (azitromicina, ciprofloxacina, fluvastatina, ibuprofeno,
metronidazol e rifampicina) frente a 27 isolados de Fusarium spp., incluindo as espécies: F.
chlamydosporum (3), F. nygamai (1), F. oxysporum (6), F. proliferatum (2), F. solani (11), F.
sporotrichoides (1) e F. verticillioides (3). Com base no protocolo M38-A2 (CLSI, 2008)
empregou-se a técnica de “checkerboard” para a avaliacdo das associacOes. Isoladamente, as
CIMs para a anfotericina B variaram de 0,125 - 4 ug/ml; para o voriconazol variaram de 1 - >16
pg/ml e, para o itraconazol todos os isolados evidenciaram CIMs > 16 pg/ml. Todas as
combinacBes com anfotericina B demonstraram interacdes sinérgicas, sendo que as mais eficazes
foram: anfotericina B + ibuprofeno (44,4%), anfotericina B + metronidazol (40,7%) e
anfotericina B + ciprofloxacina (37%). N&o foram observadas interagfes antagOnicas para as
associacbes com anfotericina B. Similarmente, todas as associacbes com voriconazol
demonstraram sinergismos; sendo que as associacdes mais significativas foram: voriconazol +
ciprofloxacina (33,3%) e voriconazol + metronidazol (33,3%). O antagonismo foi observado em
todas as associagdes com voriconazol frente a F. verticillioides. As associagdes com itraconazol
evidenciaram interacOGes indiferentes para 100% dos isolados testados. Estes resultados
demonstram que a atividade antifungica in vitro de farmacos combinados evidenciaram melhores
resultados do que isolados, exceto para as associagdes com itraconazol. As associagcdes mais
relevantes com anfotericina B e voriconazol merecem avaliagdo in vivo, a fim de verificar o
potencial das mesmas no tratamento da fusariose.

Palavras chaves: Fusarium spp.; suscetibilidade; associa¢des; antifungicos; ndo antiflngicos.
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The genus Fusarium is characterized by hyaline filamentous fungi that cause a wide
spectrum of infections predominantly in immunocompromised patients. These fungal infections
show high rates of morbidity and mortality and are difficult to diagnosis, to prevent and to treat.
The remarkable primary resistance to antifungal agents of this genus requires the search for new
therapeutic possibilities. An attempt is a combination of drugs with different mechanisms of
action. This study aimed to evaluate the in vitro susceptibility of Fusarium to conventional
antifungal agents (amphotericin B, itraconazole, and voriconazole) and their combinations with
no antifungal drugs (azithromycin, ciprofloxacin, fluvastatin, ibuprofen, metronidazole, and
rifampicin) against 27 isolates of Fusarium spp. including the species: F. chlamydosporum (3), F.
nygamai (1), F. oxysporum (6), F. proliferatum (2), F. solani (11), F. sporotrichoides (1), and F.
verticillioides (3). Based on the protocol M38-A2 (CLSI, 2008) the technique of “checkerboard”
was used for the assessment of associations. Alone, the MICs for amphotericin B ranged from
0.125 - 4 pg/ml; for voriconazole they ranged from 1 - >16 pg/ml, and for itraconazole all
isolates showed MICs > 16 ug/ml. All combinations with amphotericin B showed synergistic
interactions, and the most effective were amphotericin B plus ibuprofen (44.4%), amphotericin B
plus metronidazole (40.7%), and amphotericin B plus ciprofloxacin (37%). No antagonistic
interactions were observed for associations with amphotericin B. Similarly, all associations with
voriconazole showed synergism, and the most significant associations were voriconazole plus
ciprofloxacin (33.3%) and voriconazole plus metronidazole (33.3%). The antagonism was
observed in all associations with voriconazole against F. verticillioides. The associations with
itraconazole showed indifferent interactions for 100% of the isolates tested. These results
demonstrate that the in vitro antifungal activity of the drug combination showed better results
than the isolated one, except for associations with itraconazole. The most significant associations
with amphotericin B and voriconazole deserve in vivo evaluations in order to verify their
potential in the treatment of fusariosis.

Keywords: Fusarium spp., susceptibility, associations, antifungal, no antifungal.
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1 INTRODUCAO

O género Fusarium é caracterizado como fungos filamentosos hialinos (TORTORANO et
al, 2008) saprobioticos comum no solo e importantes patégenos em vegetais (DIGNANI &
ANAISSIE, 2004), ocasionalmente, podem causar infeccdes em animais (EVANS et al, 2004).
No homem, as espécies de Fusarium causam um amplo espectro de infecgdes, incluindo
superficiais localizadas (ceratites e onicomicoses), subcutaneas ou infec¢des disseminadas, estas
ocorrendo predominantemente em pacientes imunocomprometidos (NUCCI & ANAISSIE,
2002).

Atualmente, este género é considerado um oportunista emergente, com significativo
aumento de casos relatados, em pacientes imunocomprometidos, incluindo aqueles com
malignidades hematoldgicas, transplantados de medula 6ssea, transplantados de 6rgdos solidos,
sob quimioterapia e naqueles com queimaduras graves (NUCCI et al, 2004; LATENSER, 2003).
A resposta imunolégica celular é responsavel pela defesa do hospedeiro frente aos fungos. A
existéncia de doengas imunossupressoras com diminuicdo de linfécitos T é responsavel pela pré-
disposicdo a infeccbes oportunistas. Atualmente o género € considerado um dos principais
patdgenos fangicos causadores de infecgdes invasivas em pacientes com doengas hematologicas
malignas, perdendo somente para as espécies de Aspergillus (PONTON et al, 2000; NUCCI &
ANAISSIE, 2002).

Mais de 50 espécies de Fusarium tém sido identificadas, incluindo patdgenos de plantas e
animais (NUCCI & ANAISSIE, 2002). Mais de 20 espécies pertencentes ao género Fusarium
tém sido implicadas em infeccdes humanas, todavia a mais frequente € o Fusarium solani
(ZHANG et al, 2006). Esta espécie é responsavel por aproximadamente metade das infec¢des
relatadas, seguida por Fusarium oxysporum, Fusarium verticillioides e Fusarium proliferatum
(DIEKEMA et al, 2003; LETSCHER et al, 2002).

Baseado em dados de modelos animais (MAYAYO et al, 1999), a maior incidéncia de
infeccdo por F. solani pode refletir um aumento da viruléncia desta espécie (TORRES &
KONTOYIANIS, 2003). F. solani é também o mais frequente patdgeno em ceratites causadas
por Fusarium (DOEZI et al, 2004), enquanto que, a maioria dos casos de onicomicoses sdo
causadas por F. oxysporum ( BRILHANTE et al, 2005; GODOQY et al, 2004; NINET et al, 2005).
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A incidéncia de infec¢Ges oportunistas causadas por fungos filamentosos tem aumentado,
e essas infeccbes podem ser graves e de dificil tratamento, especialmente em pacientes
imunocomprometidos (MORRISON et al, 1994; VARTIVARIAN et al, 1993).

As espécies de Fusarium destacam-se pela sua resisténcia a maioria dos antifungicos,
sendo F. solani a espécie mais resistente (NUCCI & ANAISSIE, 2007). Devido a essa
resisténcia, as infeccdes por Fusarium sdo temidas pelas elevadas taxas de mortalidade em
decorréncia do insucesso terapéutico (BOUTATI & ANAISSIE, 1997; NUCCI et al, 2004).

Por outro lado, ha poucos estudos sobre a suscetibilidade das diferentes espécies de
Fusarium frente a antifungicos poliénicos, equinocandinas e aos novos triazélicos.

A atividade dos antifungicos no tratamento de diversas infec¢fes fungicas ainda
permanece limitada. Uma tentativa de se superar a resisténcia flngica e as altas taxas de
mortalidade destes pacientes € a combinacdo entre duas classes de antifungicos, sobretudo
aquelas com diferentes mecanismos de agédo. A terapia combinada pode promover o sinergismo
entre os farmacos, com reducdo da toxicidade a partir da administracdo de doses mais baixas,
reducdo do tempo relativo a resposta ao tratamento e diminuicdo da sua duracdo, reducdo do
tempo de hospitalizacdo, aumento do espectro de acdo e reducdo da aquisicdo de resisténcia
fangica aos antimicrobianos (JOHNSON et al, 2004). Além disso, associa¢Bes de antifungicos
com farmacos de varias classes tém demonstrado sinergismo para fungos como Candida spp.,
Cryptococcus spp. e Aspergillus spp., incluindo isolados resistentes a azdlicos ou anfotericina B.

A atividade destas combinacdes sobre o género Fusarium € ainda desconhecida,

requerendo, portanto, urgente avaliagdo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O género Fusarium

Atualmente, DE HOOG ET AL. (2000) classifica o género Fusarium como pertencente
ao Reino Eumycota, Divisdo Ascomycota, Classe Euascomycetes, Ordem Hipocreales, Familia
Hypocreaceae, Género Fusarium devido a capacidade deste fungo em produzir estruturas
sexuadas que caracterizam estas subdivisoes.

Fusarium spp. sdo agentes de hialohifomicoses juntamente com outros fungos como
Penicillium spp., Scedosporium spp., Acremonium spp., Paecilomyces spp., Aspergillus spp.,
Scopulariopsis spp. entre outros ( DIAGNANI, KIWAN & ANAISSIE, 2003). Hialohifomicose é
um termo usado para designar infec¢bes fungicas causadas por fungos hialinos, com hifas
ramificadas ou ndo, ocasionalmente toruldides, e sem pigmento na sua parede (AJELLO, 1986).

As coldnias deste género evidenciam crescimento rapido a 25°C em meios de cultivo sem
cicloheximida, que € inibitorio. As coldnias inicialmente possuem coloragdo branca com ou sem,
posterior desenvolvimento de coloracdo rosa, roxa, cinza ou amarela com superficie algodonosa.
Os meios de cultivo utilizados para a identificacdo das espécies sdo meios pobres em nutrientes
como o agar folha-de-cravo (CLA), agar aveia (OAT) e &gar batata (PDA), todos com objetivo de
estimular a conidiogénese (ST-GERMAIN & SUMMERBELL, 1996).

Microscopicamente, as hifas de Fusarium spp. nos tecidos, se assemelham as de
Aspergillus spp.; os filamentos sdo hialinos, septados e possuem 3-8 pm de didmetro (ST-
GERMAIN & SUMMERBELL, 1996). Também sdo observados conidioforos, fialides,
macroconidios e microconidios. Os macroconidios se apresentam em forma de fuso, septados e
com extremidades afiladas. Os microconidios sdo pequenos, geralmente de forma elipséide ou
piriforme, podendo apresentar um septo (GUARRO & GENE, 1995). Além disso, algumas
especies como F. chlamydosporum, F.napiforme, F. oxysporum, F. semitectum, F. solani e F.
sporotrichoides sdo capazes de produzir clamidoconidios. Os clamidoconidios podem estar
isolados ou agrupados em cadeias de paredes grossas e de localizacdo apical, intercalar ou
terminal (Figura 1) (SAMSON & REENEN-HOEKSTRA, 1995).


http://www.doctorfungus.org/thefungi/Fusarium_chlamydosporum.htm
http://www.doctorfungus.org/thefungi/Fusarium_oxysporum.htm
http://www.doctorfungus.org/thefungi/Fusarium_solani.htm
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Figura 1- A. Macroconidios multicelulares em forma de meia lua com 3 ou mais septos, B. Microconidios

unicelulares de forma ovdide sem, ou com até 3 septos, C. Clamidoconidio (Doctorfungus Corporation, 2003).

A biopsia da lesdo, cultura e o exame histolégico permanecem como ferramentas
importantes para acompanhamento e diagnostico da infeccdo flngica. Em pacientes
imunocompetentes, a positividade da cultura pode ser decorrente de contaminagdo, porém em
paciente imunocomprometidos, a presenca do fungo em cultivo esta correlacionada com doenca
invasiva (HORVATH & DUMMER, 1996). Outras formas de diagnosticos ja estdo sendo
utilizadas, como a radiografia, a tomografia computadorizada (MAROM et al, 2008) e os
métodos soroldgicos. Estes Ultimos baseiam-se na pesquisa de antigenos fangicos auxiliando na
obtencdo de um diagndstico precoce, porém, testes falso-positivos e reacfes cruzadas tém sido
frequentes (PATTERSON et al, 1995). Os ensaios com base na amplificacdo do DNA fungico,
como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), evidenciam sensibilidade de acordo com a
extensdo da doenca, tendo maior positividade nas doencas invasivas do que nas localizada
(YAMAKAMI et al, 1998).

2.2 Epidemiologia

As espécies do género Fusarium estdo amplamente distribuidas no solo, nas plantas e no
ar. Este género € comum em regides tropicais e temperadas, mas também € encontrado no
deserto, em areas montanhosas e regides polares (NELSON, DIGNANI & ANAISSIE, 1994).

Em uma pesquisa realizada nos Estados Unidos sobre espécies de fungos aneméfilos, espécies de
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Fusarium séo mais comumente encontradas no ar do que Aspergillus spp. (CAPLIN & UNGER,
1983).

As especies do género Fusarium sdo a causa mais comum de ceratites fingicas no mundo.
Em 391 casos de ceratoconjuntivite infecciosa na Tailandia, 12% eram causadas por fungos e
Fusarium spp. foi o fungo mais incidente (BOONPASART et al, 2002). Outro estudo com 1352
casos de ceratite fangica na India confirmou a maior prevaléncia de Fusarium spp. (DIGNANI &
ANAISSIE, 2004).

Dois recentes surtos de ceratoconjuntivite provocados por Fusarium spp. foram relatados
nos Estados Unidos (164 casos) e Cingapura (66 casos). Nesses casos a ceratoconjuntivite esteve
mais relacionada a pacientes que usaram uma solucdo especifica para lentes de contato (CHANG
et al, 2006; SAW et al, 2007).

Em pacientes imunocomprometidos, este fungo pode causar doenca disseminada e tem
recentemente emergido como o segundo fungo oportunista mais comum (depois de Aspergillus
spp.) com alto risco para pacientes com malignidades hematoldgicas, receptores de Orgaos
solidos (SAMPATHKUMAR & PAYA, 2001) e transplantados de medula 6ssea (MARR et al,
2002). Um levantamento das infec¢bes causadas por Fusarium spp. em pacientes com leucemia
aguda na Itélia revelou uma incidéncia de 0,06% (GIRMENIA et al, 2000). Embora a incidéncia
na Europa tenha se mantido estavel nos Gltimos 20 anos, um estudo realizado em um centro de
referéncia de cancer nos Estados Unidos relatou que infec¢fes invasivas causadas por Fusarium
spp. em pacientes com malignidades hematoldgicas, num periodo de 10 anos, aumentaram de 0,5
para 3,8 casos por ano (BOUTATI & ANAISSIE, 1997). Em outra instituicdo nos Estados
Unidos, 31 casos de fusariose invasiva foram documentados entre 5589 receptores de transplante
de células-tronco (0,55%), durante um periodo de 14 anos, com um aumento no nimero desses
pacientes durante a década de 1990 (MARR et al, 2002).

2.3 Fatores de risco

Entre imunocompetentes, as ceratites e onicomicoses sdo as infec¢Bes mais comuns.

Menos frequentemente, a infeccdo pode ocorrer como resultado da ruptura da pele, em
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queimaduras e feridas (NUCCI & ANAISSIE, 2002), ou pela presenca de corpos estranhos, tais
como ceratite em usudrios de lentes de contato (DOEZI et al, 2004). Casos de peritonite tém sido
descritos em pacientes que recebem dialise peritonial ambulatorial continua (CAPD) (FLYNN et
al, 1996; KERR et al, 1983; RIPPON et al, 1988). Outras infecces em imunocompetentes
incluem sinusites (KURIEN et al, 1992), pneumonias (MADHAVAN et al, 1992; SANDER,
BEYER & AMBERG, 1998), tromboflebites (MURRAY, BECKIUS & MCALLISTER, 2003),
fungemias com ou sem envolvimento de 6rgaos (NUCCI & ANAISSIE, 2002; STURM, GRAVE
& KWEE, 1989), endoftalmites (GABRIELE & HUTCHINS, 1996; PFLUGFELDER et al,
1988), artrite séptica (JAKLE et al, 1983) e osteomielites (BOURGUIGNON et al, 1976).

A principal porta de entrada para Fusarium spp. sdo as vias aéreas, seguido da pele no
local do dano ao tecido, e possivelmente, as membranas mucosas (NUCCI & ANAISSIE, 2007).

A fusariose pode ser adquirida pela inalacdo de conidios justificando a ocorréncia de
sinusite e pneumonia. O papel da pele como porta de entrada é apoiado pelo desenvolvimento de
infeccdo apos a degradacdo da pele devido a acidentes (traumas), queimaduras ou onicomicoses
em pacientes normais (NUCCI & ANAISSIE, 2002), e o desenvolvimento da celulite
(normalmente em locais de degradacdo dos tecidos, como pés e dedos), que pode permanecer
localizada ou levar a infec¢do disseminada em pacientes imunocomprometidos (BOUTATI &
ANAISSIE, 1997; NUCCI et al, 2003).

A fusariose disseminada entre individuos saudaveis pode se desenvolver no
estabelecimento de uma queimadura grave (ABRAMOWSKY et al, 1974; WHEELER et al,
1981).

Os pacientes imunocomprometidos com alto risco de fusariose sdo aqueles com
neutropenia prolongada e profunda e/ou grave imunodeficiéncia de células T (BOUTATI &
ANAISSIE, 1997). A fusariose nesses pacientes € geralmente invasiva e disseminada (NUCCI &
ANAISSIE, 2002). Em um estudo com 84 pacientes com doengas hematoldgicas, a infeccdo
ocorreu mais frequentemente em pacientes com leucemia aguda (56%), e a maioria dos pacientes
(83%) apresentavam neutropenia no momento do diagnéstico (NUCCI et al, 2003).

Em recente revisdo sobre infeccbes fungicas invasivas foi relatado que pacientes
receptores de transplante de células-tronco, pacientes com mieloma mudltiplo, e pacientes que
receberam enxerto estiveram significativamente associados ao desenvolvimento de infeccGes

causadas por Fusarium spp. (MARR et al, 2002).
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2.4 Fatores de viruléncia

As espécies de Fusarium possuem varios fatores de viruléncia, incluindo a habilidade de
produzirem micotoxinas, como tricotecenos, fumonisinas e deoxynivalenol. A producdo de
micotoxinas pode provocar doengas através da ingestdo de alimentos, como péo, farinhas e
massas, contaminados por toxinas (NELSON, DIGNANI & ANAISSIE, 1994). As micotoxinas
sdo responsaveis pela supressao da resposta imunoldgica humoral e celular, hemorragias, vomitos
e distlrbios intestinais, assim como podem causar choque circulatério e morte (ALEXOPOULOS
& MIMS, 1996).

Além disso, as espécies de Fusarium tém a habilidade de se aderir a materiais protéticos e
produzir proteases e colagenases (KRATKA & KOVACIKOVA, 1979).

Fusarium solani é a espécie mais virulenta, como demonstrado no modelo de fusariose
em animais imunocompetentes. Neste estudo, 13 isolados pertencentes a 4 espécies de Fusarium
foram injetados por via intravenosa em camundongos imunocompetentes. Cinco cepas de F.
solani causaram a morte em todos o0s animais testados. Em oposi¢do, 100% dos animais
infectados por F. oxysporum, F. verticillioides ou F. proliferatum sobreviveram (MAYAYO,
PUJOL & GUARRO, 1999).

Os determinantes genéticos da viruléncia de F. oxysporum tém sido recentemente
estudados em camundongos imunocomprometidos. Nesses camundongos foram inoculados
microconidios de um isolado patogénico para tomateiro o que resultou em infeccdo disseminada e
morte. A inoculacdo de cepas com mutacdes nos genes que codificam trés fatores de viruléncia
conhecidos para plantas (tomateiro) conduziu a resultados discrepantes em relacdo a
patogenicidade em plantas e animais. O gene para proteino quinase, que é essencial para a
viruléncia de fungos fitopatdgenos, ndo foi necessario para a viruléncia de F. oxysporum neste
modelo de camundongos. Inversamente, o gene para um fator de transcri¢cdo ligado a pH foi
necessario para a viruléncia em animais, mas nao para a viruléncia em plantas. Os camundongos
infectados com isolados mutantes para o gene quitina sintetase (classe V) morreram dentro de 24
horas. Em oposi¢do, os camundongos que foram infectados com o isolado ndo mutante
apresentaram uma sobrevida de 5 a 12 dias. Estudos pds-morte sugerem que 0s animais morreram

de insuficiéncia respiratoria, provavelmente como resultado de graves danos nos pulmdes, e ndo
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pelo padréo habitual de lesGes generalizadas visto em outros experimentos. Este incomum efeito
de morte pode ser devido a presenca de numerosos conidios grandes (30-25 pm) entre 0s
mutantes, que causam obstrucao fisica nos capilares pulmonares. As alteracfes morfoldgicas nos
conidios mutantes para quitina sintetase (classe V) sdo causadas por defeitos na integridade da
parede celular (ORTONEDA et al, 2004 (b)).

2.5 Patogénese

Embora poucas informacgdes estejam disponiveis a respeito da defesa do hospedeiro
contra espécies de Fusarium, a fusariose invasiva partilha muitas caracteristicas com a
aspergilose invasiva e outras infecgdes filamentosas invasivas, incluindo pacientes que recebem
altas doses de corticosterdides e aqueles com prolongada neutropenia. A importancia da
imunidade na patogénese da fusariose esta apoiada pelos estudos experimentais in vitro e in vivo
(GAVIRIA et al, 1999; LEGRAND et al, 1991; ROMANI, 2004; WINN et al, 2005), na
suscetibilidade de pacientes imunocomprometidos com fusariose disseminada (BOUTATI &
ANAISSIE, 1997) e na forte correlacdo entre a reconstituicdo imune e recuperacdo da doenca
(NUCCI et al, 2003).

A imunidade inata representa o papel principal na defesa contra infecces filamentosas
(SHOHAM & LEVITZ, 2005). Macrofagos e neutréfilos danificam as hifas de Fusarium, e estes
efeitos sdo mediados por interferon gama, fator estimulador de col6nias de granulécitos (G-CSF),
fator estimulador de coldnias de granulécitos-macréfagos (GM-CSF) (GAVIRIA et al, 1999) e
interleucina-15 (WINN et al, 2005). O efeito da interleucina -15 é mediado pela liberacdo de
interleucina-8 e pela estimulacdo direta da hifa danificada. Mais recentemente, o papel dos
receptores Toll-like no reconhecimento do fungo pela imunidade inata tem sido reconhecida
(ROMANI, 2004). Apesar de que pouco é sabido sobre fusariose e receptores Toll-like, este
sistema provavelmente seja importante também para a fusariose invasiva (NUCCI & ANAISSIE,
2007).

Modelos animais de fusariose tém sido desenvolvidos para estudos de patogenicidade das

espéecies de Fusarium. Camundongos imunocompetentes e neutropénicos foram expostos a
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conidios de F. solani. A mortalidade est& correlacionada com as espécies e com o tamanho do
inéculo. Em camundongos ndo neutropénicos a infeccdo foi caracterizada por abcessos
necrozantes com hifas, hemorragia e infiltrado de neutréfilos e macrofagos. Em contraste,
camundongos neutropénicos ndo exibiram uma reacdo inflamatdria celular e possuiam uma carga
de hifas significativamente elevada (LEGRAND et al, 1991).

A importancia das células T na defesa contra Fusarium spp. € ilustrada pela ocorréncia de
fusariose disseminada em pacientes transplantados de células tronco hematopoiéticas (HSCT)
(NUCCI et al, 2004). Estes pacientes possuem imunodeficiéncia de células T causada por
multiplas terapias para doencas subjacentes e para doencga do enxerto (GvHD). A corticoterapia
esta relacionada a elevadas taxas de mortalidade por Fusarium, o que revela a importancia da

imunidade celular (células T e fagdcitos) no controle da micose (NUCCI et al, 2003).

2.6 ManifestacGes clinicas

As manifestacGes clinicas da fusariose dependem da porta de entrada da infeccdo, bem
como da intensidade e duragdo da imunossupressdo. Espécies de Fusarium causam um amplo
espectro de infecgdes em seres humanos, incluindo superficiais, invasivas localizadas e
disseminadas. As infeccGes disseminadas ocorrem predominantemente entre pacientes
imunocomprometidos. Em oposicao, as infec¢bes localizadas, ocorrem geralmente em pacientes

que possuem a funcdo imunoldgica preservada (NUCCI & ANAISSIE, 2007).

2.6.1 Ceratites

Espécies do género Fusarium sdo uma causa freqlente de danos a cérnea nos paises
tropicais (LECK et al, 2002) e também a causa mais frequente de ceratites causadas por fungos
nos Estados Unidos (JONES, FORSTER & REBELL, 1972).
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Dentre os principais fatores predisponentes estdo o trauma ocular, devido a implantacéo
de vegetais ou de solo (GOPINATHAN et al, 2002; MINO DE KASPAR et al, 1991;
VENUGOPAL et al, 1989), e a presenca de patologias da coOrnea concomitante com
corticoterapia topica associada a antibioticos (DIGNANI & ANAISSIE, 2004). O uso topico da
natamicina é o tratamento de escolha, devido a sua excelente atividade antifusarial, penetracdo na
cornea e perfil de seguranca, mas a anfotericina B também pode ser usada (HIROSE et al, 1997;
RONDEAU et al, 2002). Outra opcédo € a clorexidina por ser de baixo custo para o tratamento
topico das ceratites fungicas (RAHMAN et al, 1998).

O tratamento antifingico sisttmico pode ser usado em casos de ceratite micotica grave.
Além disso, a cirurgia pode ser necessaria em infecgdes refratarias ou na eminéncia de graves
complicacdes (DIGNANI & ANAISSIE, 2004).

A ceratite causada por Fusarium spp. pode ocorrer em usuarios de lentes de contato; o
fungo pode penetrar na matriz das lentes gelatinosas e aumentar o crescimento bacteriano em
lentes com alto teor de agua (SIMMONS et al, 1986). O tratamento, muitas vezes, exige a
remocdo das lentes e tratamento topico com natamicina, porém, em situacOes refratarias ao
tratamento, as cirurgias podem ser requeridas (CHOI et al, 2001; FOROOZAN, EAGLE &
COHEN, 2000).

2.6.2 Endoftalmites

As endoftalmites causadas por Fusarium spp. podem desenvolver-se entre 2 a 22 duas
semanas apos o inicio da ceratoconjuntivite fusarial ou apo6s trauma cirdrgico ou nao cirurgico
(PFLUGFELDER et al, 1988). Enquanto a endoftalmite fusarial em individuos
imunocompetentes geralmente ocorre como uma complicacéo da ceratite avangada (DURSUN et
al, 2003), ou cirurgia ocular, como extracdo da catarata (FERRER et al, 2005), a endoftalmite em
individuos imunocomprometidos é comumente resultado da disseminacdo hematogénica do
fungo (REZAI et al, 2005; TIRIBELLI et al, 2002).
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2.6.3 Onicomicoses

Fusarium spp. pode invadir as unhas, ap6s contaminacdo do solo, principalmente em
individuos que tém o hébito de andar descalgos ou que fazem uso de calcados abertos. As
manifestacBes clinicas mais comuns incluem onicomicose subungueal proximal com ou sem
paroniquia e onicomicose superficial branca (PONTES et al, 2002; TOSTI, PIRACCINI &
LORENZI, 2000). A onicomicose subungueal distal também pode ocorrer ap6s trauma ou
infeccdo por dermatéfitos (BABEL, 1997).

Apesar da onicomicose causada por Fusarium spp. geralmente se comportar como uma
infeccdo localizada em imunocompetentes, pode também representar a porta de entrada para
doenca disseminada em pacientes imunocomprometidos (GIRMENIA et al, 1992; NELSON,
DIGNANI & ANAISSIE, 1994; NUCCI & ANAISSIE, 2002).

2.6.4 InfeccBes cutaneas

Em individuos imunocompetentes, as infec¢des cutaneas localizadas podem desenvolver-
se a partir da colonizacdo inicial, pela presenca de excesso de umidade ou por trauma, incluindo
gueimaduras. As lesbes de pele podem variar, entre granulomas, Glceras, nédulos, micetomas,
necrose, paniculite e intertrigos (NELSON, DIGNANI & ANAISSIE, 1994; ROMANO,
MIRACCO & DIFONZO, 1998).

O envolvimento da pele na fusariose pode representar um local preliminar da infeccéo,
geralmente celulite em um dos dedos do pé, ou uma manifestacdo de infeccdo metastatica em
pacientes com fusariose disseminada (NUCCI & ANAISSIE, 2007).

Um estudo relatou que o envolvimento da pele estava presente em 181 pacientes (70%)
entre 0s 259 casos publicados de fusariose (232 imunocomprometidos e 27 imunocompetentes)
(NUCCI & ANAISSIE, 2002).

Entre os pacientes imunocompetentes, as lesdes costumam ser localizadas (13 de 14

pacientes) e ocorrem ap0s a ruptura da pele (trauma ou onicomicose preexistente). Trés pacientes
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apresentaram lesfes ulceradas lembrando cromoblastomicose. O Unico caso de lesdo cutanea
disseminada metastatica ocorreu em uma crianga com doenca subjacente que desenvolveu febre,
infiltrado pulmonar, multiplas papulas eritematosas e nodulos, com cultura de sangue positiva
para Fusarium spp. (NUCCI & ANAISSIE, 2002). Dois casos de micetomas causados por
Fusarium spp. foram também relatados (TOMIMORI-YAMASHITA et al, 2002; YERA et al,
2003).

Entre os pacientes imunocomprometidos, as lesbes de pele também podem ser
localizadas, como resultado da ruptura de pele por trauma, podendo levar a infeccdo disseminada.
Entre 16 pacientes com lesfes metastaticas, 11 apresentaram uma historia recente de celulite no
local da onicomicose, 3 com trauma local e 2 relataram picada de inseto (NUCCI & ANAISSIE,
2002). Pacientes com fusariose disseminada tipicamente evidenciam mdaltiplas lesdes
eritematosas papulosas ou nodulares, dolorosas, frequentemente com necrose central (NUCCI &
ANAISSIE, 2007).

As lesdes de pele provocadas por Fusarium spp. podem envolver qualquer sitio
anatdmico, com predominéncia pelas extremidades. Lesdes em diferentes estagios de evolugédo
(papulas, nddulos e necrose) podem estar presentes em um terco dos pacientes;
concomitantemente mialgias (sugerindo envolvimento muscular) foram descritas em 15% dos
casos. As lesBes cutaneas foram a Unica fonte de diagndstico na maioria dos pacientes com tais
lesBes (55%) (NUCCI & ANAISSIE, 2007).

2.6.5 Sinusites

Nos individuos imunocompetentes, Fusarium sp pode causar sinusite alérgica
(WICKERN, 1993) ou sinusite cronica invasiva ou ndo-invasiva (KURIEN et al, 1992;
STAMMBERGER, 1995). Em contrapartida, a sinusite sempre é invasiva em pacientes
imunocomprometidos (LOPES, DE MELLO & KLOCK, 1995; SEGAL et al, 1998;
VALENSTEIN & SCHELL, 1986). Nucci et al (2003) relataram que cinquenta e quatro dos 294
casos notificados de fusariose (18%) apresentavam envolvimento dos seios paranasais, mais

comumente entre os pacientes com leucemia aguda e prolongada neutropenia.
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As manifestacGes clinicas das sinusites causadas por Fusarium spp. sdo indistinguiveis
daquelas causadas por Aspergillus spp., com corrimento nasal e obstrucdo; necrose das mucosas é

tipico sendo uma consequéncia da natureza angioinvasiva destas micoses (NUCCI et al, 2003).

2.6.6 Pneumonias

Segundo a revisdo de Nucci & Anaissie (2007) o envolvimento pulmonar é comum na
fusariose invasiva (38,8% dos casos) e quase sempre ocorre em imunocomprometidos com
infeccdo disseminada (95,6% dos casos). Estes autores relataram pneumonia em 14 pacientes (11
imunocomprometidos), manifestando-se como lesdes nodulares e cavitarias. O envolvimento
pulmonar esta sempre associado com maior mortalidade, mesmo apds controle do estado imune
dos pacientes (NUCCI & ANAISSIE, 2007).

Em uma série de 84 pacientes com fusariose e doenca hematoldgica, infiltrados
pulmonares (devido a fusariose) estavam presentes em 54% dos pacientes, e como na aspergilose,
tais infiltrados eram intersticiais, nodulares ou cavitarios. A apresentacdo clinica foi inespecifica,
com quadro clinico semelhante a aspergilose invasiva, com tosse seca, dor toracica pleuritica e
falta de ar (NUCCI et al, 2003).

Arney et al (1997) relatou um caso de envolvimento pulmonar primario, causado por F.
solani, em um paciente de 53 anos apds transplante de pulméo. A tomografia computadorizada de
torax revelou multiplas cavidades no apice esquerdo. Segundo os autores, 0s pulmdes do paciente
foram colonizados por F. solani antes do transplante, e a invasdo ocorreu devido a
imunossupressdao apos o transplante. A infeccdo pode ter sido adquirida pela inalacdo de
microconidos de F. solani, ja que o paciente exercia atividade de jardinagem. Outro caso de
infeccdo pulmonar causada por Fusarium spp. foi relatada por Zach et al (1987) em uma crianca
imunocomprometida que residia em uma fazenda. Esses autores atribuiram o desenvolvimento da
infeccdo a inalagdo de grande indculo de Fusarium spp. durante a época da colheita de outono,

que precedeu o surgimento dos sintomas.
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2.6.7 Peritonite apos dialise peritonial ambulatorial continua (CAPD)

A apresentacdo clinica é geralmente insidiosa, com febre, dor abdominal e diminuicdo da
drenagem pelo cateter peritoneal. As espécies de Fusarium, assim como outros fungos
filamentosos, podem ocluir ou invadir o cateter. O tratamento geralmente exige a remog¢édo do
cateter e terapia antifungica sistémica (BIBASHI et al, 2002; KERR et al, 1983).

2.6.8 Cateter associado a fungemias

Embora raro, espécies do género Fusarium podem ocluir ou invadir a parede de um
cateter venoso central e levar a fungemia (KIEHN et al, 1985; VELASCO, MARTINS &
NUCCI, 1995). O tratamento inclui a remocdo do cateter e terapia antifungica sistémica
(DIGNANI & ANAISSIE, 2004).

2.6.9 Fungemias

Uma caracteristica marcante da fusariose, em oposicdo a aspergilose, € a alta frequéncia
de hemoculturas positivas, principalmente no contexto da doenga disseminada. Num estudo de
294 casos de fusariose, as culturas de sangue resultaram em positividade para 41% dos pacientes.
Ocasionalmente, a fungemia é a Unica manifestacdo da fusariose. Esta situacdo ocorre, na
auséncia de neutropenia, entre 0s pacientes com cateter venoso central. O tratamento antifungico
e a remogdo do cateter resultam em cura na maioria dos casos (AMMARI, PUCK &
MCGOWAN, 1993; CASTAGNOLA et al, 1993; ELJASCHEWITSCH et al, 1996; KIEHN et al,
1985; MUSA et al, 2000; RAAD & HACHEM, 1995; VELASCO, MARTINS & NUCCI, 1995).
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2.6.10 Infecgdo disseminada

A doenca disseminada é a mais freqliente e desafiadora forma clinica da fusariose em
pacientes imunocomprometidos, representando cerca de 70% dos casos de fusariose nesta
populagéo. Pacientes com risco de fusariose disseminada incluem aqueles com leucemia aguda e
prolongada, profunda neutropenia e pacientes submetidos a transplante (NUCCI & ANAISSIE,
2007). Ocasionalmente, pode ocorrer em pacientes com queimaduras extensas (BOUTATI &
ANAISSIE, 1997).

O primeiro caso de fusariose disseminada foi relatado em 1973 em uma crianga leucémica
que apresentava neutropenia prolongada, febre, lesGes cutaneas disseminadas com posterior
evolucdo fatal (CHO et al., 1973).

As espécies de Fusarium gque mais comumente causam infecgdes em humanos incluem F.
solani, F. oxysporum, F. verticillioides (moliniforme), e menos comumente, F. anthophilum, F.
chlamydosporum, F. dimerum, F. equiseti, F. lichenicola, F. napiforme, F. proliferatum e F.
semitecum (BOUTATI & ANAISSIE, 1997; KRCMERY et al, 1997; MELCHER et al, 1993;
RODRIGUEZ-VILLALOBOS et al, 2003).

O padrdo mais freqiiente de doenca disseminada € uma combinacdo de lesdes cutaneas e
hemoculturas positivas, com ou sem envolvimento de outros sitios (seios paranasais, pulmdes e
outros). A apresentacdo clinica tipica é de um paciente com prolongada (> 10 dias), profunda
neutropenia (100/ mmg3), e febre persistente (NUCCI & ANAISSIE, 2007).

Outras caracteristicas presentes sdao sinusite e/ou infeccdo rinocerebral, lesdes de pele
dolorosas, celulite no local da ruptura da pele, endoftalmite, pneumonia, miosite e infecces no
sistema nervoso central (BOUTATI & ANAISSIE, 1997; ANAISSIE et al, 1988).

Quase todos os 6rgdos podem estar envolvidos, mas 0 mais acometido ¢ a pele (70-90%),
seguido do pulmé&o e seios paranasais (70-80%). Dor pleuritica, febre, tosse e hemoptise ocorrem
em pacientes com envolvimento pulmonar e sdo indistinguiveis da aspergilose pulmonar. Na
verdade, as caracteristicas clinicas dos pacientes com infeccdo disseminada causada por
Fusarium spp. sdo semelhantes em muitos aspectos com a aspegilose disseminada (BOUTATI &
ANAISSIE, 1997). No entanto, ao contrario da aspergilose, a infeccdo causada por Fusarium spp.
esta associada a alta incidéncia de lesdes de pele e hemoculturas positivas (BOUTATI &
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ANAISSIE, 1997; ANAISSIE et al, 1988; NUCCI & ANAISSIE, 2002; ANAISSIE et al, 1992;
CAUX et al, 1993).

Entre os pacientes submetidos a transplante de 6rgédos solidos, infec¢Bes fusariais tendem
a ser mais localizadas, ocorrendo mais tardiamente, apds o transplante. Além disso, estes
pacientes apresentam melhores resultados que pacientes com malignidades hematoldgicas ou
transplantados de medula éssea (SAMPATHKUMAR & PAYA, 2001).

Como esperado, a taxa de mortalidade € maior entre os pacientes com doenca
disseminada, mesmo apds o controle da neutropenia, da doenca de base ou do envolvimento de
6rgdos (NUCCI & ANAISSIE, 2007).

2.6.11 Outras infeccbes

Menos frequentemente, Fusarium spp. também pode causar osteomelite, artrite, otite e
abscesso cerebral. Este fungo foi a causa de 1% dos 83 casos de otites micdticas, no Gabao
(KOMBILA et al, 1989). Quatro entre cinco casos de osteomelite provocada por Fusarium spp.
foram notificados em individuos saudaveis ap6s cirurgia ou trauma (BOURGUIGNON et al,
1976; MASCARO et al, 1992).

O acometimento 6sseo causado por Fusarium spp. pode ocorrer na doenc¢a disseminada
(BRINT et al, 1992); artrite séptica causada por este fungo foi relatada em dois pacientes apds
trauma, os quais responderam ao tratamento com anfotericina B (GRADON, LERMAN &
LUTWICK, 1990; JAKLE et al, 1983). Também foi relatado um abscesso cerebral por Fusarium
isolado em um paciente com sindrome de mononucleose infecciosa crénica (STEINBERG et al,
1983).
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2.7 Diagnostico

O diagnostico da fusariose depende da forma clinica da doenca. O diagnostico da ceratite
¢ bastante dificil pelas semelhangas clinicas apresentadas com outros agentes etioldgicos
(bactérias ou fungos). A cultura do raspado da cornea, ou bidpsia de tecido geralmente séo
necessarias para o diagnostico definitivo (NUCCI & ANAISSIE, 2007).

Em pacientes imunocomprometidos, a suspeita de fusariose disseminada € levantada
quando fungemia por fungo filamentoso é detectada, ou quando o paciente apresenta lesGes
cutaneas ou subcutaneas (HENNEQUIN et al, 1997).

A pele é um sitio anatbmico muito importante para o diagnostico. Ha relatos onde em
55% dos pacientes as lesdes de pele eram a Unica fonte de diagnostico para infeccdes causadas
por Fusarium spp. Na maioria dos casos, a fungemia é precedida por lesbes de pele, em média
cinco dias antes; porém, ha casos em que as lesbes desenvolveram-se apds o diagndstico de
fungemia. O exame histopatoldgico de lesdes de pele mostra hifas hialinas septadas invadindo a
pele e estendendo-se até os vasos sanguineos, com trombose e necrose em pacientes com lesbes
metastaticas (NUCCI & ANAISSIE, 2002).

Em contraste com a aspergilose disseminada, a fusariose disseminada pode ser
diagnosticada através de hemocultura em 40% dos pacientes (BOUTATI & ANAISSIE, 1997;
HENNEQUIN et al, 1997). Isto acontece, possivelmente, porque as espécies de Fusarium
produzem estruturas semelhantes a leveduras (esporulacdo) que facilitam a disseminacdo e
crescimento no sangue (LIU et al, 1998). A taxa de hemoculturas positivas aumenta para 60% na
presenca de lesbes cutdneas disseminadas. Porém, a fungemia é rara em pacientes com lesdes
cutaneas localizadas (NUCCI & ANAISSIE, 2002).

Como acontece na aspergilose, 0s achados radiologicos de infeccdo pulmonar
demonstram infiltrados, lesdes nodulares ou cavitarias (DIGNANI & ANAISSIE, 2004).

O diagnostico definitivo da fusariose requer o isolamento de Fusarium spp. a partir de
espécimes clinicos (sangue, pele, seios, pulmdes e outros). A identificacdo da cultura é muito
importante, pois existem semelhancas histopatologicas entre Fusarium spp. e outros géneros
causadores de hialohifomicoses e também porque ha diferentes perfis de suscetibilidade aos
antifungicos entre esses patogenos (NELSON, DIGNANI & ANAISSIE, 1994; BOUTATI &
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ANAISSIE, 1997). Na auséncia de crescimento flngico, o exame histopatoldgico pode auxilar na
confirmacéo da infecgdo. Embora as hifas de Fusarium spp. e de Aspergillus spp. sejam muito
semelhantes (filamentos hialinos septados que normalmente dicotomizam-se em angulos agudos)
nos tecidos, o achado de hifas e estruturas semelhantes a leveduras em conjunto é altamente
sugestivo de fusariose (HAYDEN et al, 2003).

O diagndstico da fusariose a partir de tecidos pode ser realizado através de coloracdes
imuno-histopatologicas, utilizando reagentes fluorescentes com anticorpo policlonal, a fim de
distinguir de Aspergillus spp. (KAUFMAN et al, 1997). A hibridizacdo in situ também pode
auxiliar a distin¢do entre Fusarium spp., Aspergillus spp. e Pseudoallescheria spp. com 100% de
valor preditivo positivo (HAYDEN et al, 2003).

O teste da 1,3-B-D-glucana é geralmente positivo em infeccGes invasivas causadas por
Fusarium spp., mas este teste ndo diferencia Fusarium spp. de outros fungos, como Candida
spp., Aspergillus spp., Trichosporon spp. etc (ODABASI et al, 2004; OSTROSKY-ZEICHNER,
2005). No entanto, se o teste da 1,3-B-D-glucana for positivo e o teste da galactomanana for
negativo, em um paciente com infeccdo filamentosa, pode-se dizer que o diagndstico é altamente
sugestivo de fusariose (NUCCI & ANAISSIE, 2007).

Muitas vezes, a identificacdo das espécies de Fusarium é dificil e pode exigir métodos
moleculares. Uma técnica de PCR foi desenvolvida para a detec¢do de Fusarium spp. no sangue e
nos tecidos. Dois primers foram desenvolvidos e testados em um modelo de ratos com fusariose
disseminada, bem como, no sangue humano inoculado com micélio de Fusarium spp. Os primers
foram altamente especificos para 11 espécies de Fusarium clinicamente importantes. Este método
também foi capaz de detectar as espécies de Fusarium em todas as amostras de sangue humano
(HUE et al, 1999).

A interpretacdo do crescimento de espécies de Fusarium a partir de diferentes materiais
biolégicos depende do contexto clinico. O clinico e o microbiologista devem ser cautelosos, pois
as espécies de Fusarium podem contaminar amostras de laboratério (GRIGIS et al, 2000). O
isolamento de diversas colonias da mesma amostra ou colonias do mesmo fungo em amostras
diferentes e, um exame direto positivo do material bioldgico podera auxiliar no diagndstico
correto da infeccdo. O local de isolamento do fungo e o estado imunolégico do paciente também
sdo fatores importantes para o estabelecimento do diagnostico de fusariose. Por exemplo, a

cultura de secrecOes respiratorias de um paciente imunocomprometido deve ser considerada
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como diagnéstico de infeccdo por Fusarium spp. Ja o isolamento de Fusarium spp. de um
raspado de pele de um individuo imunocompetente, ndo pode ser considerado diagnéstico de
fusariose (NUCCI & ANAISSIE, 2007).

2.8 Tratamento

O tratamento da doenca localizada é fundamental para prevenir a progressao para infeccdo
disseminada. Isto pode requerer procedimento cirurgico associado a terapia antifingica sistémica
(BOUTATI & ANAISSIE, 1997; ANAISSIE & RINALDI, 1990; ROMBAUX et al, 1996).

As espécies de Fusarium sdo alguns dos fungos mais resistentes aos agentes antifingicos.
Dados sobre sua suscetibilidade in vitro indicam baixa sensibilidade a 5-flucitosina, fluconazol e
anfotericina B (ANAISSIE et al, 1991; ROTOWA, SHADOMY & SHADOMY, 1990) e
sensibilidade variavel ao itraconazol, voriconazol e posaconazol (REUBEN et al, 1989; MARCO
et al, 1998; WILDFEUER et al, 1998). F. solani parece ser mais sensivel a anfotericina B, mas
menos sensivel ao voriconazol que F. oxysporum (PAPHITOU et al, 2002).

A fusariose constitui-se num problema terapéutico. O voriconazol, itraconazol e
poliénicos (anfotericina B e suas formulagdes lipidicas) (GOLDBLUM et al, 2000; REIS et al,
2000) tém sido associados com algum sucesso. Nos Estados Unidos, o voriconazol é o Unico
agente com indicacdo para o tratamento de casos refratarios de fusariose (DIGNANI &
ANAISSIE, 2004).

As equinocandinas como caspofungina (ARIKAN et al, 2002), anidulafungina e
micafungina (PFALLER et al, 1998; TAWARA et al, 2000) ndo tém evidenciado atividade in
vitro contra Fusarium spp.

Em pacientes neutropénicos, o tratamento com fatores estimuladores de col6nias de
granulécitos (G-CSF) e granuldcitos macréfagos (GM-CSF) ou fator estimulador de coldnias de
glébulos brancos também deve ser considerada (DIGNANI et al, 1997; RODRIGUEZ et al,
2003). Recentemente, o tratamento combinado de anfotericina B, voriconazol e transfusdo de
granulécitos apresentou resultado positivo em uma crianga com anemia aplastica e infeccdo
disseminada causada por F. oxysporum (RODRIGUEZ et al, 2003).
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O desbridamento ou resseccdo dos tecidos infectados (seios, tecidos oculares, tecidos
moles, 0ssos e outros) é recomendado, porém, frequentemente, invidvel pela trompocitopenia
grave. A remocdo de cateter é necessaria quando este € a fonte da infeccdo (DIGNANI &
ANAISSIE, 2004).

2.9 Antifangicos e associacfes

O FDA (Food and Drug Administration) aprovou Vvarios agentes antifingicos de varias
classes (azois, equinocandinas, pirimidinas, poliénicos) como opcdes terapéuticas para infeccdes
fangicas (DISMUKES, 2000). Entretanto, muitas vezes o tratamento € complicado pela elevada
toxicidade, baixa tolerabilidade ou estreito espectro de agéo. Estas dificuldades tém conduzido
esforcos recentes para determinar a eficicia da terapia combinada no tratamento de infecgdes
invasivas (MUKHERJEE et al, 2005). Beneficios potenciais do uso da terapia de combinacéo
incluem o amplo espectro de acdo, maior poténcia comparada a monoterapia, tolerabilidade e
reducdo da resisténcia (LEWIS & KONTOYIANNIS, 2001).

Por outro lado, a terapia combinada nem sempre resulta em interacdes sinérgicas. Assim,
a administracdo de combinacBes entre farmacos de diferentes classes terapéuticas deve ser
fundamentada em estudos in vitro e in vivo, para se evitar interacdes indesejaveis.

Em 2002 foi publicado o documento M38-A do NCCLS (National Committee for Clinical
Laboratory Standards, atual CLSI) que padroniza os ensaios microbioldgicos para avaliacdo da
suscetibilidade de hifomicetos, incluindo os géneros Aspergillus e Fusarium (CLSI, 2002). A
partir desta padronizacdo, foi possivel a determinacdo das concentra¢Bes inibitdrias minimas
(CIM) e, com base nas mesmas, constatou-se que Fusarium spp. evidencia resisténcia intrinseca
parcial a maioria dos antifungicos disponiveis, 0 que veio explicar as elevadas taxas de
mortalidade em infeccGes causadas por este fungo (ORTONEDA et al, 2004 A). A resisténcia ou
a sensibilidade in vitro frente aos agentes antifingicos pode ndo predizer a resposta clinica a
infeccdo, porém é aceitavel a relacdo entre elevadas CIMs e baixa resposta aos antimicrobianos
(DANNAOQUI et al, 1999).
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Nos Ultimos anos, a descoberta de novos agentes antifungicos tem aumentado numa
tentativa de atender a crescente demanda na area da micologia médica. Atualmente, diferentes
agentes antifangicos estdo disponiveis no mercado, 0s quais se encontram classificados em:
alilaminas (terbinafina e naftifina), antimetabdlitos (5-flucitosina), azolicos (cetoconazol,
miconazol, itraconazol, fluconazol e voriconazol), inibidores da sintese da glucana
(caspofungina) e derivados poliénicos (anfotericina B e nistatina). A combinacdo de agentes
antifangicos de diferentes classes pode determinar melhor eficacia no tratamento quando o
sinergismo ¢ observado (JOHNSON et al, 2004).

Anfotericina B € um antibidtico poliénico e sua atividade antimicética é, em parte,
dependente de sua ligacdo a uma fragdo esterol, no caso o ergosterol, presente na membrana de
fungos. Desta maneira, formam-se poros ou canais com aumento na permeabilidade da
membrana, alterando sua integridade e ocasionando a morte celular (GOODMAN & GILMAN,
2003). Este antifungico possui atividade frente a numerosos fungos como Trichosporon spp.,
Aspergillus spp., Pseudallescheria spp., Malassezia spp., and Fusarium spp. (PFALLER et al,
2002; SUTTON et al., 1999). Algumas espécies de Candida spp. como C. albicans, C. glabrata,
C. parapsilosis e C. krusei vem demonstrando reducdo na sensibilidade e possivel emergéncia da
resisténcia a este antifingico (PFALLER & DIEKEMA, 2004).

A atividade antifangica dos azolicos se faz também através da alteracdo da
permeabilidade de membrana. Todavia, esta alteracdo decorre da inibicdo da sintese do
ergosterol, pois 0s azoOis se ligam as enzimas da Citocromo P450 do fungo e inibem a
desmetilacdo do lanosterol, um precursor do ergosterol (SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI,
2002). O grupo dos imidazdlicos de uso sistémico compreende ao cetoconazol e 0 miconazol,
atualmente em desuso. Estudos comprovaram que o cetoconazol € ativo frente a Candida spp. e
Cryptococcus spp., mas praticamente inativo frente as espécies de Aspergillus spp. e Fusarium
spp. (COMO & DISMUKES, 1994).

Os triazolicos representam um novo grupo de azoélicos com grande eficiéncia e baixa
toxicidade. Diferentemente dos imidazdis, os triazois tem alta afinidade pelo Citocromo P450
flngico ndo apresentando afinidade pelo citocromo P450 dos mamiferos (SPINOSA; GORNIAK;
BERNARDI, 2002). O itraconazol ¢ uma molécula lipossoltuvel, com afinidade por 6rgdos
contendo tecido adiposo, como pele e anexos epidérmicos como os tecidos queratinizados. As

principais indicagdes do itraconazol compreendem as micoses endémicas, como
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paracoccidioidomicose, histoplasmose, cromoblastomicose e esporotricose, bem como, formas
ndo sistémicas de criptococose (WHEAT et al., 1995). O voriconazol possui espectro antifngico
expandido, atuando contra fungos filamentosos como Fusarium spp. e Aspergillus spp., além de
ser ativo em varias espécies de leveduras, incluindo Candida albicans e nao-albicans (BADEN
etal, 2003; PERFECT etal, 2003; RAAD et al, 2006). Apesar dos novos azélicos como o
voriconazol e posaconazol terem sido descritos como agentes terapéuticos mais eficazes, o
sucesso da terapéutica na fusariose gira em torno de 67% (BADEN et al, 2003; PERFECT et al,
2003; RAAD et al, 2006).

2.9.1 AssociacOes de antifungicos contra Fusarium spp.

O polémico antagonismo verificado nas combinagdes entre anfotericina B e azolicos é
consequéncia das acdes das duas classes de antifungicos no mesmo sitio de acdo. Os azdis
bloqueiam a sintese do ergosterol, e assim reduzem os sitios de a¢do para anfotericina B na
membrana citoplasmatica (SCHEVEN & SCHEVEN, 1996; SUGAR & LIU, 1998). Ademais, 0s
azois lipofilicos podem ainda ficar adsorvidos na célula fangica e impedir a ligacdo da
anfotericina B com os ester6is da membrana. (SCHEVEN et al, 1995).

Apesar destas hipoteses, Spader (2008) observou interacfes sinérgicas entre anfotericina
B e itraconazol contra Fusarium spp. Interac@es sinérgicas também foram relatadas por Ortoneda
et al. (2004 A) para esta combinacao.

Combinagdes envolvendo voriconazol e anfotericina B, tém demonstrado sinergismo
quando estes antif(ingicos sdo combinados frente a espécies de Fusarium spp. (CORDOBA et al,
2008; SPADER , 2008). Em estudos in vivo, os animais que foram tratados com anfotericina B
em combinagdo com voriconazol demonstraram aumento na sobrevida e diminuicdo da infecgédo
em tecidos hepéticos impondo-se como um importante recurso no tratamento da fusariose (RUIZ-
CENDOYA et al, 2008). Para Durand-Joly et al. (2003), Guzman-Cottrill et al. (2004) e Tezcan
et al. (2009), esta associacdo também demonstrou bons resultados no tratamento da fusariose em

pacientes imunocomprometidos.
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As combinacbes de anfotericina B com cetoconazol ou miconazol in vitro frente a
Fusarium spp. demonstraram pequenas taxas de sinergismo (SPADER , 2008).

O mecanismo proposto para a combinacdo de caspofungina e anfotericina B se baseia no
ataque a diferentes alvos da célula fungica, pois a caspofungina atua na parede celular e a
anfotericina B na membrana celular. O mecanismo que fundamenta a combinacdo entre
caspofungina e azélicos se baseia no mesmo mecanismo observado para a combinacdo entre
caspofungina e anfotericina B (JOHNSON et al, 2004).

De acordo com Shalit et al. (2009), a combinacdo entre caspofungina e anfotericina B
demonstrou resultados sinérgicos para 70% das interacdes realizadas in vitro frente a Fusarium
spp. Outros trabalhos com esta combinagdo também evidenciaram sinergismo (ARIKAN et al,
2002; MAKOWSKY, WARKENTIN & SAVOIE, 2005; ORTONEDA et al, 2004 A; VAGACE
et al, 2007; SPADER , 2008).

Os estudos de combinac@es in vitro entre caspofungina e azolicos sdo insipientes. As
combinagdes entre caspofungina e voriconazol, evidenciaram sinergismo para 40% dos isolados
de Fusarium spp. (SHALIT et al, 2009).

Os testes de susceptibilidade sugerem que a terbinafina € um potente antifungico quando
em combinacdo para tratamento da fusariose (NEUBURGER et al, 2008). A combinacéo entre
terbinafina e caspofungina é fortemente sinérgica frente a espécies de Fusarium spp. Shalit et al.
(2009) demonstraram que 90% das interacGes realizadas frente a espécies de Fusarium spp.
foram sinérgicas nos testes in vitro. Em combinag6es envolvendo terbinafina e anfotericina B, o
sinergismo esteve presente em 81,2% dos isolados com visivel diminui¢do do valor das CIM para
anfotericina B (LI et al, 2008). J4, para Spader (2008) esta associacdo evidenciou baixo nimero
de interacdes sinérgicas, sendo a indiferenca, o efeito mais observado.

O mecanismo sinérgico entre anfotericina B e flucitosina se baseia na a¢do da anfotericina
B na membrana celular fngica favorecendo o transporte da flucitosina para o interior da célula.

Segundo Spader (2008) a combinacdo entre anfotericina B e flucitosina mostrou

sinergismo in vitro para 75% dos isolados de Fusarium spp.
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2.9.2 AssociagOes de antiflngicos com agentes ndo antifungicos

Infecgdes invasivas causadas por fungos sdo as principais causas de morbidade e
mortalidade entre pacientes imunocomprometidos (CLANCY et al, 1998). Aspergillus spp. e
Fusarium spp. sdo dois importantes patdgenos fungicos emergentes envolvidos neste cenério.

Atualmente, diferentes agentes antifungicos estdo disponiveis no mercado, mas nenhum
apresenta altas taxas de eficacia terapéutica no tratamento de infec¢fes causadas por Fusarium
spp. Em decorréncia das altas taxas de mortalidade causadas pela fusariose invasiva tratada com
monoterapia e de poucos estudos relacionados a Fusarium spp. é que novas estratégias de
tratamento, como a terapia de combinagdo, merecem ser estudadas com o objetivo de buscar
novas alternativas terapéuticas.

Novos agentes antifungicos com novos mecanismos de acdo tém estimulado o interesse
em combinacdes antiflngicas. Apesar de poucos dados clinicos, a alta mortalidade das infec¢des
fangicas e a eficacia limitada dos atuais agentes tém produzido significativo interesse em
combinacdes entre poliénicos, azois de amplo espectro e equinocandinas para infeccdes de dificil
tratamento (JOHNSON et al, 2004).

Estudos de combinacdes de agentes antifingicos com agentes ndo antiflngicos sdo ainda
pouco investigados (MUKHERJEE et al, 2005). Por isso, o foco deste trabalho foi associar
antifangicos convencionais com farmacos nao antifingicos, como antibioticos, uma estatina e um
antiinflamatdrio néo esteroidal.

Neste estudo, foram avaliadas as interacGes in vitro entre anfotericina B, voriconazol e
itraconazol com farmacos ndo antiflngicos (azitromicina, ciprofloxacina, fluvastatina, ibuprofeno
e metronidazol) e anfotericina B com rifampicina frente a vinte e sete isolados de Fusarium spp,
através do método de “checkerboard”.

Poucos estudos foram realizados sobre associacdes de agentes antifingicos com agentes
ndo antifungicos frente a Fusarium spp. Para Clancy et al (1998) a associagdo entre azitromicina
e anfotericina B resultou em sinergismo frente a Fusarium spp. Esta mesma associacdo
demonstrou sinergismo frente a Aspergillus spp. (NGUYEN et al, 1997). Em relacdo a
rifampicina, alguns trabalhos relatam sinergismo para as combinag¢6es com anfotericina B frente

a fungos como: Candida spp., Cryptococcus neoformans, Aspergillus spp., Histoplasma
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capsulatum e Fusarium spp. (CLANCY et al, 1998; EDWARDS et al, 1980; FUJITA &
EDWARDS, 1981; HUGHES et al, 1984; KITAHARA et al, 1976; KOBAYASHI et al, 1974,
KUNIN, 1996; MEDOFF, 1983; SPADER, 2008; STERN et al, 1978).

Atualmente, ndo ha estudos que relatam combinacdes entre ciprofloxacina e anfotericina
B, ou itraconazol, ou voriconazol frente a Fusarium spp. Foram realizados estudos de associacOes
entre anfotericina B e uma fluorquinolona frente a Candida spp., Cryptococcus neoformans e
Aspergillus fumigatus, os quais resultaram em sinergismos (NAKAGIMA et al, 1995).
Stergiopoulou et al (2008) associaram a anfotericina B com ciprofloxacina frente a Candida
albicans e Aspergillus fumigatus, e observaram sinergismos em baixas concentragdes. Neste
estudo, também foram observados sinergismos entre voriconazol e ciprofloxacina frente a
Aspergillus fumigatus. Estudos de associacdes entre fluconazol e uma fluorquinolona frente a
Candida spp. relataram aumento da atividade do antifangico (NAKAGIMA et al, 1995; SASAKI
et al, 2000; SUGAR, LIU & CHEN, 1997).

Estudos de associacdes de antifungicos com metronidazol também sdo raros. Cury &
Hirschfeld (1997) observaram interacfes sinérgicas e aditivas para a associagdo entre anfotericina
B e metronidazol frente a Candida albicans. Até 0 momento, ndo ha relatos de associa¢fes com
metronidazol frente a Fusarium spp.

Chin et al (1997) testaram combinagdes in vitro entre algumas estatinas, incluindo a
fluvastatina, com fluconazol e itraconazol frente algumas espécies de Candida e Cryptococcus
neoformans. As associacdes com fluvastatina demonstraram interacdes sinérgicas. Outro estudo
avaliou as combinacdes entre fluvastatina com caspofungina, voriconazol e anfotericina B frente
a Aspergillus fumigatus. Os resultados deste estudo demonstraram interacdes sinérgicas para a
associacdo entre fluvastatina e caspofungina, 0 mesmo ndo foi observado para as associagdes
entre fluvastatina e voriconazol ou anfotericina B (NATESAN et al, 2008).

Alguns estudos de combinacdes in vitro entre ibuprofeno e fluconazol frente a Candida
spp. relataram interacdes sinergicas (ARAI et al, 2005; PINA-VAZ et al, 2000; SCOTT et al,
1995). Em relagdo a combinacdes de antifungicos com ibuprofeno frente a Fusarium spp.,

nenhum estudo foi publicado até 0 momento.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a suscetibilidade de diferentes espécies do género Fusarium a antifungicos

convencionais associados com farmacos de outras classes.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Avaliar a suscetibilidade de Fusarium spp. frente a anfotericina B, itraconazol, voriconazol,
azitromicina, ciprofloxacina, fluvastatina, ibuprofeno, metronidazol e rifampicina através da

determinacéo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM).

3.2.2 Avaliar as associac@es dos antifungicos (anfotericina B, voriconazol e itraconazol) com
farmacos de outras classes (azitromicina, ciprofloxacina, fluvastatina, ibuprofeno e metronidazol)
e também a associacdo de anfotericina B com rifampicina, através do indice de Concentragio

Inibitéria Fracionaria (ICIF).



42

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Microrganismos

Foram utilizados vinte e sete isolados de Fusarium spp. pertencentes a colecdo de fungos
do Laboratério de Pesquisas Micoldgicas (LAPEMI). Estes estdo distribuidos em sete espécies
diferentes como observado no Quadro 1. Os repiques foram armazenados a temperatura de 25°C

no meio de Agar Batata Dextrose.

Espécies do Género Fusarium n (nUmero)
F. chlamydosporum 3
F. nygamai 1
F. oxysporum 6
F. proliferatum 2
F. solani 10
F. solani ATCC 36031 1
F. sporotrichoides CBS 412.86 1
F. verticillioides 3
Total 27

Quadro 1 - Distribuicdo das espécies de acordo com o nimero.

Estas espécies foram previamente identificadas através de métodos moleculares, que
consistiram de um fragmento de DNA abrangendo um espacgador interno transcrito (ITS), o qual
foi amplificado utilizando os primers ITS1 (5-TCCGTAGGTGA-ACCTGCGG-3") e ITS4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGAT-ATGC-3"). Os fragmentos amplificados foram analisados em gel

agarose 0,8% e sequenciados (O'DONNELL et al, 2007). Essas sequéncias foram comparadas
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com sequéncias de DNA de Fusarium obtidas a partir do banco de gen (nimeros de adeséo
GQ149770, GQ149773, GQ149771, GQ149772, GQ149774 e GQ149775).

4.2 Agentes antifungicos e ndo antifingicos

Os agentes antifungicos (anfotericina B, itraconazol e voriconazol) e os agentes nao
antifungicos (azitromicina, ciprofloxacina, fluvastatina, ibuprofeno, metronidazol e rifampicina)
foram obtidos de seus respectivos fabricantes na forma de p6 puro ou solucBes intravenosas de
poténcia conhecida. A solugdo-estoque de fluvastatina foi preparada em agua destilada estéril,
enguanto que as solucdes de azitromicina, ciprofloxacina, ibuprofeno, itraconazol, metronidazol,
rifampicina e voriconazol requereram dimetilsulfoxido. A solugdo-estoque de anfotericina B foi a
propria solucdo intravenosa.

As solucdes intermediarias foram realizadas em Caldo RPMI 1640 tamponado com &cido

morfolino propanossulfénico (MOPS) de acordo com a técnica empregada.

4.3 Combinacdes testadas

Os agentes antifangicos anfotericina B, itraconazol e voriconazol foram associados com

agentes ndo antifingicos como mostram o Quadro 2 e o Quadro 3.

Antifangico Né&o antifungicos

anfotericina B Azitromicina
Ciprofloxacina
Fluvastatina
Ibuprofeno
metronidazol

rifampicina

Quadro 2 - Combinacdes de anfotericina B com os agentes ndo antifungicos.
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Antifangicos N&o antifungicos
Itraconazol Azitromicina
Voriconazol Ciprofloxacina

Fluvastatina
Ibuprofeno

Metronidazol

Quadro 3 — Combinacges de azdlicos com os agentes ndo antifngicos.

4.4 Testes de Suscetibilidade

A suscetibilidade das cepas de Fusariumspp foram determinadas pelo método de
microdiluicdo em Caldo RPMI 1640, de acordo com o protocolo aprovado pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute [M-38 A2] (CLSI, 2008). As faixas de concentraces testadas para

cada farmaco esta descrita no Quadro 4.

Farmacos Faixa de concentracdo (pg/ml)
Anfotericina B 0,0625 -8
Itraconazol 0,125-16
Voriconazol 0,125-16
Azitromicina 0,25 - 32
Ciprofloxacina 0,25 - 32
Fluvastatina 0,25-32
Ibuprofeno 0,25 - 32
Metronidazol 0,25-32
Rifampicina 0,25 -32

Quadro 4 — Faixa de concentragdo testada para cada farmaco.
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4.4.1 Preparacéo do inoculo

Os isolados foram cultivados em tubos contendo Agar Batata Dextrose e incubados a
35°C por 48 horas e a 25°C até completar o sétimo dia.

Para a preparagdo do inbculo, as colbnias de sete dias foram cobertas com
aproximadamente 1mL de solucdo salina estéril a 0,85%. Também foi adicionado as col6nias
uma gota (aproximadamente 0,01mL) de Tween 20 para facilitar a remocdo dos conidios. A
suspensao foi obtida através de movimentos delicados com o auxilio de uma pipeta de Pasteur. A
mistura de conidios e fragmentos de hifas foi transferida para um novo tubo estéril e mantida em
repouso por cinco minutos. O sobrenadante foi removido por aspiracdo e transferido para um
novo tubo também estéril. As densidades das suspensfes de conidios foram lidas e ajustadas para
uma densidade optica (DO) variadvel entre 0,15 a 0,17 (transmitancia de 68 a 70%) em 530 nm
através de um espectrofotdmetro. O indculo assim padronizado foi diluido 1:50 em Caldo RPMI

1640 para se obter a concentracéo final de 1 x 10* UFC/mL.

4.4.2 Determinacdo das Concentraces inibitorias minimas (CIMs)

Para o ensaio da determinacdo das CIMs utilizou-se microplacas de poliestireno contendo
96 pocos com fundo chato. Primeiramente adicionou-se 100 pL do farmaco nas diferentes
concentragdes, distribuidos de forma seriada nos pogos de 1 a 8 das microplacas. Posteriormente
adicionou-se 100 pL do in6culo previamente ajustado e diluido em RPMI. Visto que ha uma
diluicdo 1:2 do farmaco quando combinado com o inoculo, as concentragBes iniciais dos
farmacos eram duas vezes mais concentradas do que as concentracoes finais desejadas.

As CIMs foram determinadas ap0s 48 horas de incubacdo em estufa a 35°C. A leitura foi

realizada com base na inibigc&o do crescimento do fungo, comparado ao seu controle positivo.
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4.5 Avaliagéo das combinagdes

A avaliacdo da atividade antifungica, quando dois farmacos sdo combinados, foi obtida
pelo método de “checkerboard”, baseado no documento M38-A2 (CLSI, 2008), com posterior
determinacdo do indice de concentracdo inibitdria fracionéria (ICIF) (JOHNSON et al, 2004). Os
testes foram realizados em Caldo RPMI 1640 tamponado em pH 7,0 com é&cido morfolino
propanossulfonico (MOPS).

As diluicdes dos farmacos eram feitas para que resultassem em uma concentracdo quatro
vezes maior que a concentracdo final desejada. Isto se deve ao fato de que 50 uL de cada dilui¢do
de um determinado farmaco era combinada a outros 50 pL de cada dilui¢do do segundo farmaco;
e a este volume era somado 100 pL de in6culo em Caldo RPMI 1640 depositados em cada poco
da microplaca. As faixas de concentracdo dos agentes antiflngicos e ndo antifungicos foram as
mesmas utilizadas para o teste de suscetibilidade.

Apds 48 horas de incubacéo das placas eram realizadas as leituras.

Para avaliar a interacdo entre os farmacos, a concentracdo inibitéria fracionaria (CIF) foi
calculada para cada combinagdo. As CIFs foram calculadas para cada agente pela diviséo da
concentracdo inibitdria de cada farmaco na combinacdo pela concentragdo inibitdria do farmaco
sozinho. Os valores de CIF foram entdo somados para definir o indice de concentracéo inibitdria
fracionaria (ICIF) resultante da combinacdo. Sinergismo foi definido como ICIF < 0,5. A
indiferenca foi considerada quando 0,5 < ICIF < 4, enquanto que antagonismo foi definido
quando ICIF >4 (JOHNSON et al, 2004).

ICIF = CIM droga A em combinacio + CIM da droga B em combinacéo

CIM droga A sozinha CIM droga B sozinha
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5 RESULTADOS

Com o propdsito de investigar o perfil de suscetibilidade in vitro de Fusarium spp. aos
antifungicos: anfotericina B, itraconazol e voriconazol, foram determinadas as concentragdes
inibitorias minimas (CIMs) para todos os isolados. Também foram determinadas as CIMs para
os farmacos ndo antifungicos.

Posteriormente avaliou-se as associa¢des entre os antifingicos e ndo antifungicos atraves
da determinacdo do indice de concentragdo inibitoria fracionaria (ICIF), a fim de identificar os
efeitos sinérgicos, indiferentes e antagonicos.

5.1 Suscetibilidade in vitro a anfotericina B

A atividade antifungica da anfotericina B foi mais pronunciada em relagdo aos outros
antifingicos, com concentragdes inibitérias minimas variando de 0,125 a 4,0ug/ml.

As variagOes de suscetibilidade inter e intra-espécies foram notéveis: F. chlamydosporum
(n = 3), F. nygamai (n = 1), F. proliferatum (n = 2), F. sporotrichoides (n = 1) e F. verticillioides
(n = 3), apresentaram CIMs < 1,0ug/ml. Entre os seis isolados de F. oxysporum, cinco
apresentaram CIMs < 0,5ug/ml e um isolado revelou CIM = 4,0ug/ml. Entre os onze isolados de
F. solani, nove apresentaram CIMs < 1,0pg/ml e dois com CIMs > 2,0ug/ml.

Por outro lado, 63% dos isolados apresentaram CIMs < 1,0ug/ml e 37% apresentaram
CIMs > 1,0pug/ml. Apenas um isolado de F. solani e um isolado de F. oxysporum requereram
CIMs = 4,0pg/ml.

A faixa de suscetibilidade e a média geométrica para cada espécie estdo dispostas na
Tabela 1, assim como as concentrac@es inibitdrias minimas para 50% dos isolados (CIMsp) e para
90% dos isolados (ClMgg).
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Tabela 1: Suscetibilidade in vitro de Fusarium spp. frente a anfotericina B

Faixa de
Espécies (n) suscetibilidade CIMs, ClMg, Média geométrica

(Hg/ml)

F. chlamydosporum (n=3) 0,25-0,5 0,25 0,5 0,315

F. nygamai (n=1) 0,5 0,5 0,5 0,500

F. oxysporum (n=6) 0,125-4,0 0,5 0,5 0,500

F. proliferatum (n=2) 0,25-1,0 0,25 1,0 0,500

F. solani (n=11) 0,25-4,0 0,5 2,0 0,777

F. sporotrichoides (n=1) 0,25 0,25 0,25 0,250

F. verticillioides (n=3) 0,5-1,0 0,5 1,0 0,793

CIM 5, = Concentracéo inibitéria minima capaz de inibir 50% dos isolados testados;
CIM ¢, = Concentracgdo inibitdria minima capaz de inibir 90% dos isolados testados.

5.2 Suscetibilidade in vitro ao voriconazol

Considerando todas as espécies de Fusarium spp (n = 27), a faixa de suscetibilidade
variou entre 1,0 a >16,0 pg/ml. Todos os isolados de F. chlamydosporum (n = 3), F. nygamai (n
= 1) e F. verticillioides (n = 3) apresentaram CIM = 4,0ug/ml. Portanto ndo demonstraram
variabilidade intra-espécies.

Entre os seis isolados de F. oxysporum, trés apresentaram CIM = 16ug/ml e trés CIM <
8,0ug/ml. Entre os dois isolados de F. proliferatum, um revelou CIM = 2,0ug/ml e o outro CIM =
4,0png/ml. A menor CIM foi observada para o F. sporotrichoides, sendo de 1,0pg/ml.

Quanto ao F. solani foi observada grande variabilidade intra-espécie. Entre 0s onze
isolados testados, trés apresentaram CIM > 16,0pg/ml, apenas um com CIM = 8,0ug/ml e sete
isolados apresentaram CIM < 4,0pg/ml.

A suscetibilidade ao voriconazol demonstrou que 18,5% dos isolados apresentaram CIMs
< 2,0ug/ml, 51,9% apresentaram CIMs = 4,0ug/ml e 29,6% apresentaram CIMs > 8,0ug/ml.

A Tabela 2 mostra a faixa de suscetibilidade para cada espécie, a média geométrica e as
concentracdes inibitorias minimas para 50% dos isolados (CIMso) e para 90% dos isolados
(CIMgy).
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Tabela 2: Suscetibilidade in vitro de Fusarium spp. frente ao voriconazol

Faixa de
Espécies (n) suscetibilidade CIMs, ClMg, Média geométrica

(Hg/ml)

F. chlamydosporum (n=3) 4,0 4,0 4,0 4,00

F. nygamai (n=1) 4,0 4,0 4,0 4,00

F. oxysporum (n=6) 2,0-16,0 8,0 16,0 8,00

F. proliferatum (n=2) 2,0-4,0 2,0 4,0 2,83

F. solani (n=11) 2,0->16,0 4,0 16,0 5,84

F.sporotrichoides (n=1) 1,0 1,0 1,0 1,00

F.verticillioides (n=3) 4,0 4,0 4,0 4,00

CIM 5, = Concentragdo inibitéria minima capaz de inibir 50% dos isolados testados;
CIM ¢, = Concentracgdo inibitdria minima capaz de inibir 90% dos isolados testados.

5.3 Suscetibilidade in vitro ao itraconazol

A suscetibilidade de Fusarium spp ao itraconazol demonstrou que 100% dos isolados
requereram CIMs > 16ug/ml como mostra a Tabela 3.

Tabela 3: Suscetibilidade in vitro de Fusarium spp frente ao itraconazol

Faixa de
Espécies (n= nimero) suscetibilidade ClIMsq CIMg Média geométrica

(Hg/ml)

F. chlamydosporum (n=3) >16 >16 >16 >16

F. nygamai (n=1) >16 >16 >16 >16

F. oxysporum (n=6) >16 >16 >16 >16

F. proliferatum (n=2) >16 >16 >16 >16

F. solani (n=11) >16 >16 >16 >16

F.sporotrichoides (n=1) >16 >16 >16 >16

F. verticillioides (n=3) >16 >16 >16 >16

CIM 5, = Concentracdo inibitéria minima capaz de inibir 50% dos isolados testados;
CIM 4 = Concentragdo inibitéria minima capaz de inibir 90% dos isolados testados.
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5.4 Atividade in vitro das associa¢des com anfotericina B

As combinagdes de anfotericina B com azitromicina, ciprofloxacino, fluvastatina,
ibuprofeno, metronidazol e rifampicina foram testadas frente aos vinte e sete isolados de
Fusarium spp através da técnica de “checkerboard”. As concentra¢des inibitorias minimas foram

avaliadas apds um periodo de incubacédo de 48 horas a 35°C.

5.4.1 Combinagdes de anfotericina B com agentes antimicrobianos

Em relagcdo as combinagbes de anfotericina B com os antimicrobianos (azitromicina,
rifampicina, ciprofloxacino e metronidazol) foram observadas elevadas taxas de atividade
indiferente frente aos isolados de Fusarium spp. Também foram detectadas altas taxas de
sinergismo para algumas destas combinagdes. Antagonismo ndo foi observado para nenhuma
associacéo.

A Tabela 4 descreve o nimero e percentuais de interacBGes sinérgicas, indiferentes e
antagobnicas, assim obtidas pelas combina¢fes com anfotericina B.

As associacdes com 0s antimicrobianos, azitromicina e rifampicina, evidenciaram taxas
de sinergismo de 25,9% e 33,3%, respectivamente. O sinergismo observado pela combinacéo de
anfotericina B e azitromicina variou entre as espécies: F. chlamydosporum (66,7%), F.
oxysporum (50%), F. sporotrichoides (100%) e F. solani (9,1%). Por outro lado, a combinagéo
de anfotericina B com rifampicina evidenciou sinergismos para F. chlamydosporum (33,3%), F.
oxysporum (16,7%), F. solani (36,4%), F. sporotrichoides (100%) e F. verticillioides (66,7%).

A ciprofloxacina, derivada da classe das quinolonas (fluorquinolonas), quando associada a
anfotericina B evidenciou 37% de sinergismo frente aos isolados de Fusarium spp. Esta
combinagdo mostrou-se sinérgica para as espécies: F. oxysporum (50%), F. proliferatum (50%) e
F. solani (45,5%) e F. verticillioides (33,3%).

Entre as associagdes com 0s antimicrobianos, aquela que apresentou o maior percentual

de sinergismo foi a combinacdo de anfotericina B e metronidazol (40,7%), mesmo assim, o efeito
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indiferente esteve presente em 59,3% dos isolados. As interaces sinérgicas mostraram-se
presentes para todas as espécies, exceto para F. nygamai.

A anfotericina B associada a ciprofloxacina e ao metronidazol mostraram as melhores
atividades para F. solani. Ambas as associacOes evidenciaram sinergismo para 5 isolados (45,5%)
de F. solani entre os 11 isolados estudados. A segunda associagdo mais eficiente para F. solani
foi a anfotericina B + rifampicina, a qual mostrou sinergismo para 4 isolados (36,4%).

Por outro lado, para F. oxysporum as combinagdes que demonstraram maior nimero de
interacdes sinergicas foram anfotericina B com azitromicina (50%) e anfotericina B com
ciprofloxacina (50%).

Considerando F. verticillioides, as combinacdes mais efetivas de anfotericina B com estes

agentes antimicrobianos, foram anfotericina B + rifampicina (66,7%).

5.4.2 Combinagdes de anfotericina B com fluvastatina

A fluvastatina € um inibidor da HMG-CoA redutase; quando associada a anfotericina B
apresentou 29,6% de sinergismo frente aos isolados de Fusarium spp. O efeito antagénico néo foi
observado para essa associacdao. O efeito sinérgico foi varidvel entre as espécies: F.
chlamydosporum (33,3%), F. oxysporum (16,7%), F. solani (36,4%) e F. verticillioides (66,7%).
As espécies F. nygamai, F. proliferatum e F. sporotrichoides ndo foram suscetiveis a esta

combinacéo, por isto, ndo se observou sinergismos.

5.4.3 Combinagdes de anfotericina B com ibuprofeno

A associacdo entre ibuprofeno e anfotericina B resultou na maior taxa de sinergismo
(44,4%) entre todas as associacdes com anfotericina B aqui estudadas. InteracGes indiferentes

totalizaram 55,6%, todavia, 0 antagonismo néo foi observado.
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Esta associacdo também registrou o maior percentual de sinergismo para F. solani
(72,7%). Efeito sinérgico também foi observado para F. proliferatum (100%) e F. verticillioides
(66,7%). Para as espécies F. chlamydosporum, F. nygamai, F. oxysporum e F. sporotrichoides, 0

efeito sinérgico da combinacdo de anfotericina B + ibuprofeno ndo foi observado.



Tabela 4: Percentuais das interacdes obtidas pelas combinacdes de anfotericina B com farmacos diversos frente a Fusarium spp.

Espécies (nGimero) azitromicina ciprofloxacina rifampicina metronidazol ibuprofeno fluvastatina
S | A S | A S | S | S | S | A
F. chlamydosporum
(1=3) % 66,7 33,3 0 0 100 0 33,3 66,7 33,3 66,7 0 100 33,3 66,7 0
n=
F. nygamai
(n=1) % 0 100 0 0 100 0 0 100 0 100 0 100 0 100 0
n=
F. oxysporum
(n=6) % 50 50 0 50 50 0 16,7 83,3 16,7 83,3 0 100 16,7 83,3 0
n=
F. proliferatum
(1=2) % 0 100 0 50 50 0 0 100 100 0 100 0 0 100 0
n=
F. solani
(n=11) % 9,1 90,9 0 455 545 0 36,4 63,6 455 545 72,7 27,3 36,4 63,6 0
n=
F.sporotrichoides
(n=1) % 100 0 0 0 100 0 100 0 100 0 0 100 0 100 0
n=
F. verticillioides
(1=3) % 0 100 0 33,3 66,7 0 66,7 33,3 33,3 66,7 66,7 33,3 66,7 33,3 0
n=
Total
(n=27) % 259 74,1 0 37 63 0 33,3 66,7 40,7 59,3 444 55,6 296 704 0
n=

S = sinergismo, | = indiferenca, A = antagonismo
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5.5 Atividade in vitro das associa¢es com voriconazol

Assim como para anfotericina B, as combinac6es de voriconazol com azitromicina,
ciprofloxacina, fluvastatina, ibuprofeno e metronidazol foram testadas frente aos vinte e sete
isolados de Fusarium spp através da técnica de checkerboard”. As concentrac@es inibitorias

minimas foram avaliadas ap6s um periodo de incubacédo de 48 horas a 35°C.

5.5.1 Combinagdes de voriconazol com agentes antimicrobianos

As combinagbes de voriconazol com azitromicina, ciprofloxacino e metronidazol
apresentaram de modo geral, efeito indiferente; entretanto sinergismos e efeito antagonico
também foram detectados.

Na Tabela 5 estdo descritas as interacdes obtidas pelas combina¢des com voriconazol
e as respectivas taxas de sinergismo, indiferenca e antagonismo.

O voriconazol quando associado a azitromicina demonstrou 25,9% de sinergismo. As
taxas de indiferenca foram de 70,4%. Ressalta-se que, também foi observado efeito
antagbnico para esta combinacao (3,7%). As espécies inibidas pela combinacdo sinérgica de
voriconazol e azitromicina foram: F. chlamydosporum (66,7%), F. oxysporum (33,3%), F.
proliferatum (50%), F. solani (9,1%) e F. sporotrichoides (100%). Antagonismos foram
observados apenas para F. verticillioides (33,3%).

Considerando todas as associa¢fes com voriconazol, os mais elevados percentuais de
sinergismo foram observados na combinacéo deste antifungico com ciprofloxacina (33,3%) e
com metronidazol (33,3%). O efeito indiferente foi observado em 59,3% dos isolados e o
efeito antagonico para 7,4%, para as duas combinacfes. A variacdo de suscetibilidade das
diferentes espécies de Fusarium frente as combinagBes estudadas evidenciou que na
combinacdo de voriconazol + ciprofloxacina, o sinergismo foi observado para F.
chlamydosporum (66,7%), F. oxysporum (66,7%), F. proliferatum (50%), F. solani (9,1%) e
F. sporotrichoides (100%). Do mesmo modo, para a combinacdo de voriconazol +
metronidazol o sinergismo ocorreu para as mesmas espécies: F. chlamydosporum (33,3%), F.
oxysporum (66,7%), F. proliferatum (50%), F. solani (18,2%) e F. sporotrichoides (100%).
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Por outro lado, o antagonismo foi detectado somente para F. verticillioides (66,7%) para
ambas as combinagdes.

A melhor combinacéo observada para F. solani foi voriconazol + metronidazol, a qual
apresentou sinergismo para 18,2% dos isolados de F. solani.

Considerando-se F. oxysporum, as melhores combinagdes foram de voriconazol +
ciprofloxacina e voriconazol + metronidazol; o efeito sinérgico foi observado em 66,7% dos
isolados de F. oxysporum, igualmente para as duas combinacdes.

Para F. verticillioides nenhuma combinacdo de voriconazol com estes agentes

antimicrobianos foi eficaz.

5.5.2 Combinac6es de voriconazol com fluvastatina

A associacdo de voriconazol e fluvastatina resultou em 18,5% de sinergismo, 74,1%
de indiferenca e 7,4% de antagonismo. O efeito sinérgico foi observado em quatro espécies:
F. oxysporum (16,7%), F. proliferatum (50%), F. solani (18,2%) e F. sporotrichoides
(100%). O antagonismo foi detectado apenas para F. verticillioides (66,7%).

5.5.3 Combinacdes de voriconazol com ibuprofeno

A combinacdo de voriconazol com ibuprofeno evidenciou 29,6% de sinergismo,
66,7% de indiferenca e 3,7% de antagonismo para Fusarium spp. O sinergismo foi observado
para seis espécies: F. chlamydosporum (33,3%), F. nygamai (100%), F. oxysporum (33,3%),
F. proliferatum (50%), F. solani (18,2%) e F. sporotrichoides (100%). Assim como para
todas as associagfes com voriconazol, a Unica espécie que apresentou antagonismo foi F.
verticillioides (33,3%).



Tabela 5: Percentuais das interacdes obtidas pelas combinagdes de voriconazol com farmacos diversos frente a Fusarium spp.

Espécies (nGimero) azitromicina ciprofloxacina metronidazol ibuprofeno fluvastatina
S | A S I A S | A S | A S | A
F. chlamydosporum
(1=3) % 66,7 333 0 66,7 33,3 0 33,3 66,7 0 33,3 66,7 0 0 100 0
n=
F. nygamai
% 0 100 0 0 100 0 0 100 0 100 0 0 0 100 0
(n=1)
F. oxysporum
(n=6) % 333 66,7 0 66,7 33,3 0 66,7 33,3 0 33,3 66,7 0 16,7 833 0
n=
F. proliferatum
% 50 50 0 50 50 0 50 50 0 50 50 0 50 50 0
(n=2)
F. solani
% 91 90,9 0 91 90,9 0 18,2 818 0 18,2 818 0 18,2 81,8 0
(n=11)
F.sporotrichoides
% 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0
(n=1)
F. verticillioides
(1=3) % 0 66,7 33,3 0 33,3 66,7 0 33,3 66,7 0 66,7 33,3 0 33,3 66,7
n=
Total
(n=27) % 259 704 3,7 333 593 7,4 33,3 593 7,4 29,6 66,7 3,7 185 74,1 7,4
n=

S = sinergismo, | = indiferenca, A = antagonismo
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5.6 Atividade in vitro das associac¢des com itraconazol

Da mesma forma que para anfotericina B e voriconazol, as combinagGes de itraconazol
com azitromicina, ciprofloxacina, fluvastatina, ibuprofeno e metronidazol foram realizadas
através da técnica de"checkerboard”. Assim como as concentracGes inibitorias minimas foram
determinadas ap0s 48 horas de incubacédo a 35°C.

Todas as combinagcbes de itraconazol com farmacos diversos resultaram em efeito

indiferente para os vinte e sete isolados de Fusarium spp testados, como mostra a Tabela 6.



Tabela 6: Percentuais das interacdes obtidas pelas combinacdes de itraconazol com farmacos diversos frente a Fusarium spp.

Espécies (nGimero) azitromicina ciprofloxacina metronidazol ibuprofeno fluvastatina
| I A | A | |
F. chlamydosporum
% 100 100 0 100 0 100 100
(n=3)
F. nygamai
% 100 100 0 100 0 100 100
(n=1)
F. oxysporum
% 100 100 0 100 0 100 100
(n=6)
F. proliferatum
% 100 100 0 100 0 100 100
(n=2)
F. solani
% 100 100 0 100 0 100 100
(n=11)
F.sporotrichoides
% 100 100 0 100 0 100 100
(n=1)
F. verticillioides
% 100 100 0 100 0 100 100
(n=3)
Total
% 100 100 0 100 0 100 100
(n=27)

S = sinergismo, | = indiferenga, A = antagonismo
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6 DISCUSSAO

As espécies de Fusarium causam um amplo espectro de infec¢bes em seres humanos,
incluindo superficiais, localmente invasivas e infecgfes disseminadas (NUCCI & ANAISSIE,
2007). Em pacientes imunocomprometidos, a taxa de mortalidade é superior a 70% (NUCCI
& ANAISSIE, 2002; RAAD et al, 2006). O tratamento antifungico de escolha € a anfotericina
B, outras op¢des de tratamento incluem o voriconazol e posaconazol (RAAD et al, 2006).

Embora, a maioria dos trabalhos na literatura estejam focados na terapia de
combinacdo para candidiase e criptococose, estudos mais recentes tém investigado essa
abordagem buscando direcionar um tratamento para infec¢des fungicas filamentosas
(TORRES et al, 2003). Isto ndo é surpreendente, ja que o tratamento das infeccdes
filamentosas invasivas, especialmente aspergilose e fusariose, exibem altas taxas de insucesso
terapéutico, necessitando a exploracdo de meios alternativos para a terapia (MUKHERJEE et
al, 2005).

6.1 Insucesso terapéutico

O prognostico da fusariose em pacientes imunocomprometidos esta diretamente
relacionada ao estado imunoldgico do paciente, com elevadas taxas de mortalidade em
pacientes com imunodeficiéncia persistente (NUCCI & ANAISSIE, 2007).

O tratamento adequado de infeccBes disseminadas ainda ndo esta bem estabelecido; a
anfotericina B é provavelmente a droga mais 0til in vivo, embora haja também inlmeras
falhas no tratamento clinico (PUJOL et al, 1997).

O recente aumento do nimero de publicacGes cientificas, bem como a disponibilidade
dos médicos para tratar pacientes com mais de um antifingico, demonstra claramente que a
combinacéo de antifungicos esta se tornando uma realidade nas areas de doencas infecciosas e
micologia médica. (MUKHERJEE et al, 2005).

Dados sobre a terapia de combinagéo para fusariose ainda séo limitados: caspofungina
com anfotericina B (MAKOWSKY et al, 2005; ARIKAN et al, 2002), a anfotericina B com
voriconazol (DURAND-JOLY et al, 2003; GUZMAN-COTTRILL et al, 2004), a anfotericina
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B com terbinafina (ROTHE et al, 2004), e voriconazol com terbinafina (HOWDEN et al,
2003).

Além de combinacdes de antifingicos, estudos para avaliar a eficacia dos antifingicos
combinados com antibacterianos, agentes anticancerigenos ou imunomodulador tém sido
também realizados (MUKHERJEE et al, 2005).

Os estudos de combinagbes in vitro sdo importantes para abordagem de novas
hipdteses de tratamento, embora limitados e de dificil extrapolacdo para estudos clinicos.
Apesar disso, estes estudos sdo muito importantes para apoiar futuras investigacdes, com o

objetivo de melhorar o tratamento de pacientes com infecgdes fungicas graves.

6.2 Suscetibilidade de Fusarium spp. a anfotericina B, voriconazol e itraconazol

O perfil tipico de suscetibilidade antifungica de Fusarium spp. € a resisténcia em
relacdo a maioria dos agentes antifungicos. No entanto, diferentes espécies podem ter
diferentes padrdes de sensibilidade. O padrdo de suscetibilidade de F. solani, F. oxysporum e
F. verticillioides é mais conhecido do que de outras espécies de Fusarium, porque estes sdo
mais prevalentes em pacientes imunocomprometidos (NUCCI & ANAISSIE, 2007,
CORDOBA et al, 2008). Espécies como F. chlamydosporum, F. nygamai e F. proliferatum
sdo raramente relatadas em infec¢des humanas, por isso, a suscetibilidade dessas espécies sdo
quase desconhecidas (SPADER, 2008).

Alguns estudos relatam que Fusarium solani e Fusarium verticillioides séo geralmente
resistentes aos azois e exibem maiores CIMs para anfotericina B que as outras espécies. Em
contraste, Fusarium oxysporum pode ser susceptivel ao voriconazol e posaconazol
(ESPINEL-INGROFF et al, 2002; ESPINEL-INGROFF, 2003; PFALLER & DIEKEMA,
2004; CUENCA-ESTRELLA et al, 2005; CUENCA-ESTRELLA et al, 2006). A relevéncia
destes dados in vitro ndo é clara, pois ndo ha dados suficientes que documentam uma
correlacdo entre CIMs e resultados clinicos (NUCCI & ANAISSIE, 2007).

No presente estudo, a atividade antifingica da anfotericina B foi mais pronunciada que
do que outros agentes antifungicos, com CIMs variando de 0,125 a 4,0 pg/ml. As maiores
médias geométricas foram observadas para F. verticillioides (0,793) e F. solani (0,777) e a

menor média para F. sporotrichoides (0,25). Nucci & Anaissie (2007) constataram que F.
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solani e F. verticillioides exibem maiores CIMs para anfotericina B que as outras espécies e
CIMs igual a 4,0 pg/ml foram observadas para F. solani e F. oxysporum.

Spader (2008) testou a suscetibilidade de 32 isolados de Fusarium spp. frente a
anfotericina B e outros agentes. Para tal estudo, as CIMs para anfotericina B variaram de 0,5 a
4,0 pg/ml e CIMs igual a 4,0 pg/ml foram observadas para F. oxysporum e F. verticillioides.

Tortorano et al (2008) avaliaram a suscetibilidade in vitro de 75 isolados de Fusarium
spp. através do método de microdiluicdo em caldo. Este trabalho demonstrou que a
anfotericina B foi ativa com CIM < 2 pg/ml para 70 isolados. No presente estudo, a
anfotericina B foi ativa com CIM < 2 pg/ml para 25 entre 27 isolados, concordando com
Tortorano et al (2008).

A faixa de suscetibilidade para o voriconazol variou de 1,0 a > 16,0 pug/ml, sendo que
18,5% dos isolados apresentaram CIMs < 2,0ug/ml, 51,9% apresentaram CIMs = 4,0ug/ml e
29,6% apresentaram CIMs > 8,0pg/ml. Somente F. oxysporum e F. solani apresentaram CIMs
> 8,0png/ml. Para Spader (2008), a faixa de suscetibilidade variou de 1,0 a 8,0pg/ml, sendo
que 12,5% dos isolados mostraram CIMs = 1,0 pg/ml, 21,8% mostraram CIMs = 2,0pg/ml e
65,7% CIMs > 4,0pg/ml. Além disso, F. oxysporum e F. solani foram as Unicas espécies com
CIMs = 8,0pg/ml.

Guinea et al (2008) testaram a suscetibilidade ao voriconazol para 20 isolados de
Fusarium spp. Este estudo evidenciou a mesma faixa de suscetibilidade encontrada por
Guinea et al (2008), 1,0 a > 16,0 pug/ml, considerando que foi utilizado 0 mesmo método para
ambos os estudos (GUINEA et al, 2008).

As maiores CIMgy, para o voriconazol foram observadas para F. solani (16,0 pg/ml) e
F. oxysporum (16,0 pg/ml). Estes achados concordam com Cuenca-Estrella et al (2006), que
evidenciaram CIMg, > 8,0 pug/ml para essas espécies frente ao voriconazol.

Outro azolico testado foi o itraconazol, o qual demonstrou ndo ser ativo contra
Fusarium spp. A suscetibilidade ao itraconazol evidenciou CIMs > 16,0 pg/ml para 100% dos
isolados testados. Outros estudos também identificaram altas CIMs para este antifingico
(CUENCA-ESTRELLA et al, 2006; SABATELLI et al, 2006; NUCCI & ANAISSIE, 2007;
TORTORANO et al, 2008; SPADER, 2008).
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6.3 Combinacdes de agentes antifungicos com agentes ndo antifungicos

6.3.1 Combinacdes de antifungicos com azitromicina

No presente estudo a combinacdo de anfotericina B com azitromicina apresentou
25,9% de sinergismo. O antagonismo nao foi observado para esta associacao.

A azitromicina é um antibiético macrolideo que tem sua acéo antibacteriana efetivada
através da inibicdo da sintese de proteinas bacterianas, com efeito sobre a translocagdo. Esta
liga-se a subunidade 50S do ribossoma bacteriano (RANG et al, 2004).

O mecanismo de sinergia entre anfotericina B e azitromicina baseia-se que, a
azitromicina nao possui atividade antiflngica intrinseca devido a sua incapacidade de penetrar
na membrana da célula fangica. Porém, a anfotericina B por danificar a membrana da célula
fangica, pode facilitar a entrada da azitromicina. Uma vez dentro da célula, esta pode exercer
seu efeito antimicrobiano atraves da inibicdo da sintese protéica (CLANCY & NGUYEN,
1998).

Como a azitromicina, a tetraciclina também inibe a sintese protéica. Apesar de nédo
possuir atividade antifingica intrinseca, a associacdo com anfotericina B demonstrou
sinergismo in vitro frente a Saccharomyces cerevisiae (KWAN et al, 1972). Esta combinacéo
também apresentou bons resultados para o tratamento da coccidioidomicose em camundongos
(HUPPERT, SUN & VUKOVICH, 1974).

Um estudo demonstrou sinergismo in vitro entre azitromicina e anfotericina B contra
26 isolados clinicos de Fusarium spp. (CLANCY & NGUYEN, 1998). Para Aspergillus spp.
esta combinacdo também demonstrou interacdes sinérgicas (NGUYEN et al, 1997).

O voriconazol em combinagdo com azitromicina apresentou 25,9% de sinergismo. As
taxas de indiferenca foram de 70,4%. Por outro lado, foi observado 3,7% de efeito antagdnico
para esta combinagé&o.

A atividade antifingica da classe dos azOis se faz através de alteracbes na
permeabilidade da membrana citoplasmatica. Esta alteragdo ocorre através da inibicdo da
sintese do ergosterol, pois 0s azdis se ligam as enzimas da Citocromo P450 do fungo e inibem
a desmetilagdo do lanosterol, um precursor do ergosterol. Os triazois representam um grupo
de antifingicos com grande eficiéncia e baixa toxicidade. Diferentemente dos imidazéis, os

triazdis tém alta afinidade pela Citocromo P450 fdngica ndo apresentando afinidade pelo
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citocromo P450 dos mamiferos (SPINOSA, GORNIAK & BERNARDI, 2002). O
voriconazol possui espectro antifingico expandido, atuando contra fungos filamentosos como
Fusarium spp. e Aspergillus spp., além de ser ativo contra varias espécies de leveduras,
incluindo Candida albicans e ndo-albicans (BADEN et al, 2003; PERFECT et al, 2003;
RAAD et al, 2006). Apesar dos novos azois, como voriconazol e posaconazol, terem sido
descritos como agentes terapéuticos mais eficazes, o sucesso da terapéutica na fusariose ainda
gira em torno de 67% (BADEN et al, 2003; PERFECT et al, 2003; RAAD et al, 2006).

Em relacdo a combinacdes de itraconazol e voriconazol com azitromicina nenhum

estudo foi encontrado para Fusarium spp.

6.3.2 Combinacdes de antifungicos com ciprofloxacina

A ciprofloxacina esta inserida na classe farmacéutica das fluorquinolonas. Esta é um
agente antimicrobiano sintético com potente atividade bactericida, ligando-se a DNA girase
bacteriana, impedindo a transcri¢éo, replicacao e reparacdo do DNA bacteriano (GOODMAN
& GILMAN, 2003).

Nossos resultados evidenciaram que a ciprofloxacina quando combinada com
anfotericina B apresentou 37% de sinergismo e 63% de indiferenca frente aos isolados de
Fusarium spp. O antagonismo nao foi observado para essa associacdo. O sinergismo também
foi observado para associacdo de ciprofloxacina com voriconazol (33,3%). O efeito
indiferente esteve presente em 59,3% dos isolados e o antagonismo foi observado para 7,4%.
Em relacdo a combinacdo de ciprofloxacina e itraconazol, somente o efeito indiferente foi
observado.

A ciprofloxacina ndo tem atividade antiflngica intrinseca, mas pode interagir com os
antifngicos, uma vez que inibe a DNA girase (topoisomerase 11) que € abundante nos fungos.
Assim este farmaco oferece um singular mecanismo de interagdo com antifungicos podendo
potencializar a acdo dos mesmos (STERGIOPOULOU et al, 2008).

Nakagima et al (1995) testaram a suscetibilidade in vitro da combinagdo entre
anfotericina B e uma fluoroquinolona (DU-6859a). Este estudo relatou um aumento da
atividade antifangica da anfotericina B contra Candida albicans, Candida tropicalis, Candida

krusei, Candida glabrata, Cryptococcus neoformans e Aspergillus fumigatus. Além disso, a
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fluorquinolona também foi associada ao fluconazol. Esta associagéo resultou em um aumento
do potencial antifingico do fluconazol contra C. albicans.

Segundo Sasaki et al (2000) a combinacdo entre uma fluorquinolona (ofloxacina) e
fluconazol apresentou diminui¢do do numero de células leveduriformes no rim e no baco de
camundongos com candidiase disseminada. Este tratamento mostrou-se mais efetivo que a
administracdo de fluconazol. Outro estudo reportou um aumento da atividade do fluconazol
guando combinado com trovafloxacina em um estudo in vivo com isolados de Candida
albicans resistentes ao fluconazol (SUGAR, LIU & CHEN, 1997). As interacfes in vitro de
fleroxacina com anfotericina B resultaram em efeito indiferente contra Candida albicans. Esta
quinolona associada com flucitosina apresentou antagonismo. Quando associada a az@is,
apresentou efeito sinérgico com cetoconazol, porém o sinergismo nao foi observado para o
fluconazol e itraconazol. Interagdes in vivo ndo foram observadas para nenhuma associacdo
(POLAK, 1990).

A associacdo de fluconazol e ciprofloxacina aumentou a sobrevida de ratos com
mucormicose pulmonar (SUGAR & LIU, 2000).

InteracBes sinérgicas foram relatadas por Vitale et al (2003) pela combinacdo de
itraconazol e ciprofloxacina e anfotericina B e ciprofloxacina contra isolados de Exophiala
spinifera.

Stergiopoulou et al (2008) observaram que em baixas concentragdes a interacao entre
anfotericina B e ciprofloxacina produziu sinergismo para Candida albicans e Aspergillus
fumigatus e em concentracGes elevadas houve antagonismo. O sinergismo também foi
encontrado para ciprofloxacina e voriconazol contra Aspergillus fumigatus.

Até o momento, ndo ha relatos de estudos de combinacGes de ciprofloxacina com

anfotericina B, voriconazol e itraconazol contra Fusarium spp.

6.3.3 Combinagdes de antifungicos com fluvastatina

A fluvastatina pertence a classe farmacéutica das estatinas, as quais sdo farmacos
redutores do colesterol. As estatinas sdo inibidores da HMG-CoA (3-hidroxi-3-metilglutaril-
coenzima A) redutase. Esta enzima catalisa a conversao de HMG-CoA em acido meval6nico.
Assim, as estatinas limitam a velocidade na sintese do colesterol (RANG et al, 2004). Embora

as estatinas sejam principalmente empregadas no tratamento de varias formas de
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hiperlipidemia, estas possuem propriedades antifingicas, antiinflamatdrias e apoptdticas
(MIIDA, HIRAYAMA & NAKAMURA, 2004).

Nossos resultados permitiram observar interacGes antiflngicas sinérgicas entre
fluvastatina e anfotericina B (29,6%), sendo que nao foi observado antagonismo para nenhum
isolado. Para a combinagdo de fluvastatina e voriconazol foram observadas interagdes
sinérgicas (18,5%). Apesar disso, ocorreu antagonismo para alguns isolados nesta associacao
(7,4%). Ja, para a combinacdo entre fluvastatina e itraconazol ndo houve sinergismo, apenas
interacdes indiferentes.

O mecanismo de acdo antifingica da fluvastatina em combinagdo com antifingicos
ainda ndo esta claro. A inibicdo da HMG-Coa redutase provocaria a diminui¢do dos niveis de
ergosterol citosdlico ou dos precursores do ergosterol, que sdo necessarios na sintese da
membrana da célula fdngica, portanto, diminuindo a propagacdo do fungo (NASH,
BURGESS & TALBERT, 2002). Para Oehlschlager et al. (1992) ¢é possivel que a fluvastatina
iniba algumas enzimas com afinidade para alguns substratos na via da biossintese dos esterdis
fangicos. A fluvastatina pode ainda afetar a permeabilidade da membrana celular fungica
(CHIN, WEITZMAN & DELLA-LATTA, 1997).

As estatinas naturais foram obtidas a partir de diferentes fungos, incluindo Aspergillus
terreus e Penicillium citrinum. Essas estatinas tém em comum um éster hidroxi-hexa-hidro-
naftaleno. No entanto, a fluvastatina, sendo um produto totalmente sintético, possui um &cido
fluorofenil-indol-hidroxi-heptandico, o qual poderia ser responsavel pelo aumento da poténcia
antifngica da fluvastatina (NATESAN et al, 2008).

Chin et al (1997) investigaram a atividade antifingica in vitro da fluvastatina,
pravastatina, lovastatina e sinvastatina. Somente a fluvastatina apresentou atividade
antifingica quando associada com fluconazol e itraconazol frente a Candida albicans,
Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida glabrata e Cryptococcus neoformans. Por
outro lado, um estudo de associacdo in vitro entre fluvastatina e fluconazol demonstrou
interacdes indiferentes frente a Candida albicans (NASH, BURGESS & TALBERT, 2002).

Um estudo in vitro avaliou a combinacdo entre fluvastatina com os antiflingicos
caspofungina, voriconazol e anfotericina B contra isolados de Aspergillus fumigatus. Este
estudo relatou que a fluvastatina potencializou o efeito da caspofungina, mas ndo apresentou
interacdo sinérgica com voriconazol e anfotericina B (NATESAN et al, 2008).

A combinacdo de lovastatina e voriconazol exibiu sinergismo para todos os isolados
de Zigomicetos (espécies de Rhizopus, Mucor circinelloide e Cunninghamella bertholletiae)
(CHAMILOS, LEWIS & KONTOYIANNIS, 2006).
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Para Pythium insidiosum a combinacdo entre fluvastatina e terbinafina produziu
interacdes indiferentes ou antagbnicas para 100% dos isolados (CAVALHEIRO et al, 2009).
As combinacdes in vitro entre fluvastatina e anfotericina B, itraconazol e voriconazol

ainda ndo foram relatadas para as espécies de Fusarium spp.

6.3.4 Combinacdes de antifungicos com ibuprofeno

O ibuprofeno é um antiinflamatorio ndo esteroidal do grupo do &cido propidnico. Este
agente é amplamente usado pelas suas propriedades analgésica, antitérmica e antiimflamatoria
(SANYAL et al, 1993). Seu mecanismo de acdo baseia-se na inibicdo da cicloxigenase-1
(COX-1) e a cicloxigenase-2 (COX-2), na mesma proporcdo e de forma irreversivel, além de
também inibir a ativacdo e a agregagdo de neutréfilos, a geracdo de radicais livres e a
liberagdo de enzimas lisossomais (SPINOSA, GORNIAK & BERNARDI, 2002). Além da
sua acdo antiinflamatdria, também tem sido relatado que o ibuprofeno possui atividade
antifungica (CEDERLUND & MARDH, 1993; SCOTT, TARIQ & MCCRORY, 1995).

No presente estudo foram detectadas interacdes sinérgicas entre anfotericina B e
ibuprofeno (44,4%), sendo que antagonismo ndo foi observado. A combinacdo entre
voriconazol e ibuprofeno apresentou 29,6% de sinergismo e 3,7% de antagonismo frente a
Fusarium spp. A interacdo entre itraconazol e ibuprofeno mostrou-se indiferente para todos o0s
isolados.

Pina-Vaz et al (2000), avaliaram a combinagdo de fluconazol e ibuprofeno in vitro
frente a espécies de Candida. Estes autores concluiram que em altas doses, o ibuprofeno é
fungicida e danifica diretamente a membrana citoplasmatica. J& em baixas concentraces, €
fungistatico, mas ndo afeta a membrana citoplasmatica do fungo. Outro ponto ressaltado neste
estudo foi a rapida inducdo de efluxo de potassio produzida pelo ibuprofeno, ja que na fase
exponencial de crescimento das leveduras, ocorre acumulo de altos niveis de potassio
intracelular.

Considerando estes levantamentos, é possivel que o ibuprofeno ao provocar algum
dano a membrana celular fangica, possa facilitar a absorcdo dos antifingicos ou reforcar
danos causados por estes na membrana flngica.

Scott et al (1995) obtiveram um efeito sinérgico na associagdo de fluconazol e

ibuprofeno, frente a trés de quatro isolados clinicos de Candida albicans provenientes de
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pacientes com AIDS, indicando uma atividade antifingica do ibuprofeno aumentada em
combinacdo com o fluconazol. J& Arai et al (2005) ndo observaram nenhum efeito sinérgico
destas duas drogas combinadas contra cepas de Candida albicans suscetiveis ao fluconazol.
Entretanto, quando esta associacdo foi testada contra cepas resistentes ao fluconazol, marcante
efeito sinérgico foi detectado.

A combinagéo entre ibuprofeno e terbinafina contra Pythium insidiosum resultou em
efeito indiferente para 82,35% e sinergismo para 17,65% das cepas (CAVALHEIRO et al,
2009).

Na literatura ha estudos relatando a combinacdo de ibuprofeno e fluconazol in vitro
frente a espécies de Candida. Em relacdo ao género Fusarium nenhum estudo foi publicado

sobre associacOes de antifingicos com ibuprofeno.

6.3.5 Combinacdes de antifingicos com metronidazol

O metronidazol é um composto nitroimidazolico heterociclico com estrutura quimica
semelhante aos nitrofuranos, e ainda ndo tem o seu mecanismo de agdo perfeitamente
esclarecido (SPINOSA, GORNIAK & BERNARDI, 2002). Este farmaco é um agente
antiprotozoario e antibacteriano amplamente usado para o tratamento de protozooses e
infeccBes bacterianas anaerodbicas, sendo considerado de baixa toxicidade para o paciente
(ROSSIGNOL, MAISONNEUVE & CHO, 1984). Estudos de associacdes de antifingicos
com metronidazol s&o raros e merecem atencéo.

O presente estudo evidenciou interacdes sinérgicas para as combinacfes entre
anfotericina B e metronidazol (40,7%) e antagonismos ndao foram observados. Para a
associacao entre voriconazol e metronidazol o efeito sinérgico também foi constatado
(33,3%), embora o antagonismo tenha sido observado para 7,4% dos isolados. Na combinacéo
entre itraconazol e metronidazol a indiferenca foi observada para 100% dos isolados.

Cury & Hirschfeld (1997) realizaram associagdes in vitro entre anfotericina B e
metronidazol, ornidazol, secnidazol e tinidazol contra cepas de Candida albicans. Resultados
promissores foram observados com a associacdo de anfotericina B e metronidazol, com base

em interacdes sinérgicas e aditivas.
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Outro estudo de combinagéo in vitro com metronidazol foi relatado por Cavalheiro et
al (2009). Este trabalho relatou efeito indiferente (94,12%) quando o metronidazol foi
associado a terbinafina frente a isolados de Pythium insidiosum.

Até o momento, nenhum estudo sobre associacfes antifingicas com metronidazol

frente a Fusarium spp. foi relatado.

6.3.6 Combinacdes de anfotericina B com rifampicina

Neste estudo a combinacdo de anfotericina B com rifampicina apresentou 33,3% de
sinergismo. Nenhuma interacdo antagénica foi observada para esta associacao.

A rifampicina pertence a uma subclasse dos antibi6ticos macrolideos, as ansamicinas.
Esta atua através de sua ligagdo a RNA-polimerase DNA-dependente nas células
procaridticas, mas ndo nas células eucarioticas, inibindo a enzima. Trata-se de um dos mais
ativos agentes antituberculose conhecidos. Penetra nas células fagociticas e pode destruir o0s
microrganismos intracelulares, incluindo o bacilo da tuberculose (RANG et al, 2004).

O mecanismo para a obtencdo de sinergismo entre anfotericina B e rifampicina
provém do aumento da penetracdo de um antifingico como resultado da acdo de um outro
farmaco na membrana ou parede celular (MEDOFF; 1983). Para Clancy et al (1998) a
anfotericina B danifica a membrana da célula fungica possibilitando a entrada da rifampicina,
a qual exerce seu efeito antifungico através da inibicdo da sintese de RNA.

Alguns trabalhos mostram que a rifampicina interage sinergicamente in vitro com a
anfotericina B contra uma variedade de fungos como Candida spp., Cryptococcus
neoformans, Aspergillus spp. e Histoplasma capsulatum (CLANCY et al, 1998; EDWARDS
et al, 1980; FUJITA & EDWARDS, 1981; HUGHES et al, 1984; KITAHARA et al, 1976;
KOBAYASHI et al, 1974; KUNIN, 1996; MEDOFF, 1983). Para Spader (2008) a associa¢éo
in vitro de rifampicina e anfotericina B contra Fusarium spp. resultou em 68,7% de
sinergismo.

Segundo Stern et al (1978) a combinacdo de anfotericina B e rifampicina produziu
interacOes sinérgicas para a maioria dos isolados de Fusarium spp. Um caso foi reportado de
efeito sinérgico desta combinacdo em um paciente transplantado de medula Gssea com
fusariose disseminada (SPADER, 2008).
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A combinag&o entre rifampicina com anfotericina B demonstrou resultados positivos
ocorrendo em todos os casos frente a espécies de Candida (CURY & HIRSCHFELD, 1997;
NAKAJIMA et al, 1995). Quando esta combinacdo foi testada in vivo, nenhum resultado foi
significativamente superior aos resultados obtidos com o uso da anfotericina B isoladamente
(ERNST, RUSNAK & SANDE, 1983; THALER et al, 1988).

Huppert et al (1976) testaram a combinacdo de anfotericina B e rifampicina in vitro e
in vivo frente a Coccidioides immitis e constataram que esta combinagcdo ndo apresentou
melhores resultados que o tratamento com anfotericina B.

Um estudo in vivo demonstrou que a combinagéo entre anfotericina B e rifampicina
resultou em um aumento significativo das taxas de sobrevivéncia de animais com candidiase,
cryptococose e aspergilose, em relacdo a monoterapia (POLAK, 1987).

Atualmente, ha poucos trabalhos disponiveis na literatura a respeito dessas associacdes
contra Fusarium spp.

Associacdes entre azdlicos e rifampicina ndo foram realizadas neste estudo, por serem
contra-indicadas em estudos in vivo. A rifampicina é um potente indutor da Citocromo P450,
consequentemente acelera o metabolismo dos azélicos acarretando na diminuicdo da acao
destes (ANVISA, 2009).

6.4 Consideracgdes finais

No presente estudo, foram avaliadas as interacfes antimicoticas entre anfotericina B,
itraconazol e voriconazol com farmacos ndo antifdngicos (azitromicina, ciprofloxacina,
fluvastatina, ibuprofeno e metronidazol) e também as interacdes entre anfotericina B e
rifampicina frente a 27 cepas de Fusarium spp. As interacdes foram avaliadas através da
técnica de “chequerboard” considerando resultados com ICFI < 0,5 como sinergismo, 0,5 <
ICFI < 4 como indiferenca e ICIF > 4 como antagonismo.

Considerando que a suscetibilidade aos antifungicos variou de acordo com as espécies,
a identificacdo da espécie pode ser Util na escolha do tratamento clinico correto. A maioria
das espécies do género Fusarium sdo pouco sensiveis aos agentes antifingicos. A anfotericina
B e o voriconazol sdo os antiflingicos de primeira escolha para tratamento de fusariose in
vivo, embora estes antifingicos demonstrem atividades moderadas in vitro. O voriconazol

requereu CIMs mais baixas para a inibi¢do do crescimento de Fusarium do que o itraconazol.
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As menores CIMs foram observadas para anfotericina B. Todos os farmacos ndo antifungicos
testados isoladamente ndo demonstraram atividade contra Fusarium spp.

As combinacBes entre agentes antifungicos e ndo antifingicos demonstraram
resultados promissores frente as diferentes espécies de Fusarium spp. Todas as combinagdes
com anfotericina B demostraram interacfes sinérgicas, sendo que as taxas mais altas de
sinergismo foram observadas para as combinagdes com ibuprofeno (44,4%), metronidazol
(40,7%) e ciprofloxacina (37%). Antagonismo ndo foi observado para nenhuma combinacéo
com anfotericina B. Assim como para as combinacdes com anfotericina B, para todas as
combinagBes com voriconazol foram detectadas interagcdes sinérgicas, sendo que as melhores
combinagbes foram com ciprofloxacina e metronidazol (33,3% para ambos) e ibuprofeno
(29,6%). Apesar disso, as combinacdes com voriconazol devem ser melhor investigadas, pois
para todas as combinacdes houve alguma interacdo antagonica. Em relacdo ao itraconazol,
foram observadas apenas interagdes indiferentes para todas as suas combinacdes.

F. solani, F. oxysporum e F. verticillioides sdo as espécies de Fusarium mais
prevalentes em pacientes imunocomprometidos (NUCCI & ANAISSIE, 2007; CORDOBA et
al, 2008), por isso merecem maior destaque. Entre todas as associa¢des testadas, aquela que
apresentou maior taxa de sinergismo frente a F. solani foi anfotericina B com ibuprofeno
(72,7%). Para F. oxysporum os melhores resultados foram obtidos igualmente para duas
associacOes: voriconazol com ciprofloxacina e voriconazol com metronidazol, ambas
associacfes com 66,7% de sinergismo. Enquanto que, para F. verticillioides foram trés as
melhores associacdes: anfotericina B com rifampicina, anfotericina B com fluvastatina e
anfotericina B com ibuprofeno, todas apresentando 66,7% de sinergismo.

Atualmente, escassos estudos in vitro foram realizados para combinacfes de
antifangicos com farmacos ndo antifingicos frente a isolados de Fusarium spp. Estudos in
vitro representam uma prévia de como duas drogas se comportam quando combinadas.
Embora tais estudos tenham suas limitagdes, sdo de extrema importancia para a elaboracéo de
novas hipdteses de tratamento.

Os resultados do presente estudo poderdo representar novas opgdes de tratamento para
infeccOes causadas por Fusarium spp. Neste contexto, as interacfes sinérgicas mais relevantes
merecem ser investigadas em estudos experimentais in vivo como primeiro passo a sua adogao

em futuras terapéuticas a fusariose.
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7 CONCLUSOES

7.1 Avaliagdo da suscetibilidade do género Fusarium a antifingicos convencionais

associados com farmacos de outras classes:

7.1.1 A avaliagdo da suscetibilidade in vitro de diferentes espécies do género Fusarium a
antifungicos convencionais associados com farmacos de outras classes, evidenciou que a
atividade antifngica in vitro das combinacbes de farmacos foram melhores do que a

atividade dos agentes isoladamente, exceto para as combinacgdes com itraconazol.

7.1.2 Apesar do numero de espécies de Fusarium estudadas ndo tenha sido homogéneo,
constatou-se diferentes padrdes de suscetibilidade entre elas. As atividades das combinag6es

estudadas também variou de acordo com as espécies.

7.2 Avaliacdo da suscetibilidade de Fusarium spp. frente aos agentes antifungicos e néo

antifungicos através da determinacao da Concentraces Inibitoria Minima (CIM):

7.2.1 A atividade antifingica da anfotericina B foi mais pronunciada do que a atividade do

voriconazol e itraconazol frente a Fusarium spp.

7.2.2 As espécies que apresentaram as maiores médias geométricas das CIMs para
anfotericina B foram F. verticillioides e F. solani e a menor media foi observada para F.

sporotrichoides. As variacfes de suscetibilidade inter e intra-espécie foram marcantes.
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7.2.3 A espécie que apresentou a maior média geométrica de CIMs frente ao voriconazol foi
F. oxysporum. A menor CIM foi observada para F. sporotrichoides. A suscetibilidade de

Fusarium spp. ao voriconazol revelou variabilidade inter-espécies.

7.2.4 O itraconazol demonstrou fraca atividade antifingica frente as espécies de Fusarium

testadas.

7.2.5 Considerando-se todos os agentes ndo antifungicos (azitromicina, ciprofloxacina,
fluvastatina, ibuprofeno, metronidazol e rifampicina) nenhum demonstrou atividade

antifangica in vitro, quando testados isoladamente.

7.3 Avaliacdo das associagdes de antifungicos com farmacos de outras classes através da

determinacéo do Indice de Concentracéo Inibitéria Fracionaria (ICIF):

7.3.1 Todas as combina¢fes com anfotericina B demonstraram interagdes sinérgicas; as taxas
mais elevadas de sinergismo foram observadas para as combinacdes de anfotericina B +
ibuprofeno (44,4%), anfotericina B + metronidazol (40,7%) e anfotericina B + ciprofloxacina

(37%). O antagonismo ndo foi observado para nenhuma combinagdo com anfotericina B.

7.3.2 As associacles entre itraconazol e farmacos diversos evidenciaram apenas interacoes

indiferentes para todas as espécies de Fusarium estudadas.

7.3.3 Todas as combinagGes com voriconazol evidenciaram interacbes sinérgicas. As
combinagOes mais ativas frente a Fusarium spp. foram voriconazol + ciprofloxacina (33,3%),
voriconazol + metronidazol (33,3%) e voriconazol + ibuprofeno (29,6%). Por outro lado,
foram observadas interacGes antagdnicas para todas as combinagdes com voriconazol frente a

F. verticillioides.
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7.3.4 Considerando todas as associagOes testadas, a associagdo que apresentou maior taxa de
sinergismo para F. solani foi anfotericina B + ibuprofeno (72,7%). J4, para F. oxysporum as
associaces entre voriconazol + ciprofloxacina (66,7%) e voriconazol + metronidazol (66,7%)
evidenciaram o0s mais elevados percentuais de sinergismos. Para F. verticillioides, as
associagOes mais eficazes foram anfotericina B + fluvastatina, anfotericina B + ibuprofeno e

anfotericina B + rifampicina, todas apresentando 66,7% de sinergismo.
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9 APENDICES

APENDICE A - Concentragdo inibitéria minima (ug/ml) para os antifiingicos testados.

Espécie (nimero da cepa) ANFO ITRA VORICO
F.chlamydosporum (1) 0,250 >16,000 4,000
F.chlamydosporum (2) 0,250 >16,000 4,000
F.chlamydosporum (3) 0,500 >16,000 4,000
F.verticillioides (1) 1,000 >16,000 4,000
F.verticillioides (2) 1,000 >16,000 4,000
F.verticillioides (3) 0,500 >16,000 4,000
F.nygamai (1) 0,500 >16,000 4,000
F.oxysporum (1) 0,500 >16,000 16,000
F.oxysporum (2) 0,500 >16,000 16,000
F.oxysporum (3) 4,000 >16,000 16,000
F.oxysporum (4) 0,500 >16,000 8,000
F.oxysporum (5) 0,250 >16,000 4,000
F.oxysporum (6) 0,125 >16,000 2,000
F.proliferatum (1) 0,250 >16,000 2,000
F.proliferatum (2) 1,000 >16,000 4,000
F.sporotrichoides CBS 412.86 (1) 0,250 >16,000 1,000
F.solani (1) 0,500 >16,000 16,000
F.solani (2) 2,000 >16,000 8,000
F.solani (3) 0,500 >16,000 4,000
F.solani (4) 1,000 >16,000 2,000
F.solani (5) 1,000 >16,000 4,000
F.solani (6) 1,000 >16,000 2,000
F.solani (7) 0,250 >16,000 4,000
F.solani (8) 1,000 >16,000 4,000
F.solani (9) 0,250 >16,000 4,000
F.solani ATCC 36031 (10) 0,500 >16,000 >16,000
F.solani (11) 4,000 >16,000 16,000

ANFO (anfotericina B), ITRA (itraconazol), VORICO (voriconazol).
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APENDICE B - Concentracéo inibitéria minima (ng/ml) para farmacos diversos.

Espécie (nimero da cepa) AZI RIF FLU IBU CIPRO METRO
F.chlamydosporum (1) >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000
F.chlamydosporum (2) >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000
F.chlamydosporum (3) >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000
F.verticillioides (1) >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000
F.verticillioides (2) >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000
F.verticillioides (3) >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000
F.nygamai (1) >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000
F.oxysporum (1) >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000
F.oxysporum (2) >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000
F.oxysporum (3) >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000
F.oxysporum (4) >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000
F.oxysporum (5) >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000
F.oxysporum (6) >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000
F.proliferatum (1) >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000
F.proliferatum (2) >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000
F.sporotrichoides CBS 412.86 (1)  >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000
F.solani (1) >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000
F.solani (2) >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000
F.solani (3) >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000
F.solani (4) >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000
F.solani (5) >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000
F.solani (6) >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000
F.solani (7) >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000
F.solani (8) >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000
F.solani (9) >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000
F.solani ATCC 36031 (10) >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000
F.solani (11) >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000 >32,000

AZI (azitromicina), RIF (rifampicina), FLU (fluvastatina), IBU (ibuprofeno), CIPRO (ciprofloxacino), METRO
(metronidazol).
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APENDICE C - Atividades combinadas de anfotericina B e azitromicina contra

Fusarium spp.

CIM (ug/mL) de cada

Farmacos (numifgédceiecepa) <~ farmaco (ug(/:rlrllzL)a ICIF, Resultado
combinagéo Isolado™

a:;ﬁiirrﬁilgif F.Ch|am{](-j)08porum 8;53 >222880 8(5)82 0,504 Sinergismo
a;};icif)rri:iigi?]: F.Chlam{g;)sporum 06?265205 >222880 8582 0,254 Sinergismo
a;];?ttr?)rrir::ii:iérllf F.Ch|am{g)08porum gggg >g25380 (1)882 1,004 Indiferenca
anfotericinaB - Faeriilioes 1000 1000 1000y 004 nciferenca
Tt ipos0 om0y 004  indiferenca
Twomitra @ 0250 92000  oooa 2004 Indiferena
ang?tirr;?ilc?i?]f F'ny(%?mai 8228 >8>25(())80 (1)882 1,004 Indiferenca
a;];icﬁgrrlrfilc?i?]f F.oxy(slp)orum 8528 >225880 8882 0,504 Sinergismo
ang:)ttr%rr;::ilgif F.oxy(s;;orum 8528 >8>25(())80 8882 0,504 Sinergismo
anfotricinaB - Foosporum 4000 4000 1000y g0y pierence
ang?tirrﬁilcniif F.Oxy(s4[j;OI’um 8gg8 >225380 (1)882 1,004 Indiferenga
melmp  Feygen Ol WSS osos swoemo
a:;icﬁ%rrﬁilcni?]z? F.oxy(sspiorum 8;58 >gzlégo (1)882 1,004 Indiferenca
e Tmmm e 97ae0 om0y 004  indiferenc
agicﬁec})rr:ilc?iif F.prol(igratum (2)228 >:1320880 (2)8g?1 2,004 Indiferenca
anfoteicina B F‘?@%f;’%‘;f‘gé‘ies 0125 020 0500 o0, sinergismo
aarl];?t?i)rri:ii;if F.s(c;l)ani éggg >(3)25880 8882 2,004 Indiferenca
anfpteric_in_a B F.solani 1,000 2,000 0,500 0,504 Sinergismo
azitromicina 2 0,250 >32,000 0,004

ag?t?%rrlr?ilgif F'S(Ogl)a " gggg >(3)25880 (1)88?1 1,004 Indiferenga
a:zfﬁi?)rr:i?iif F'S(CL);I;I " éggg >:1,,20880 (1)882 1,004 Indiferenga
tomicina s LOOO 1000 L0000 ngiterenca
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anfotericina B

F.solani

1,000

1,000

1,000

azitromicina (6) 0,250 >32.000 0,004 1,004 Indiferenca
anfotericina B F.solani 0,500 0,250 2,000 .
azitromicina 7 0,250 >32.000 0.004 2,004 Indiferenca
anfotericina B F.solani 1,000 1,000 1,000 1,004 Indiferenca
azitromicina (8) 0,250 >32,000 0,004 ' ¢
anfotericina B F.solani 0,500 0,250 2,000 .
azitromicina (9) 0,250 >32,000 0,004 2,004 Indiferenca
- F.solani

anfotericina B 0,500 0,500 1,000 .
azitromicina (ATC(Clg’)GO?’l) 0,250 532000 0004 1004  Indiferenca
anfotericina B F.solani 4,000 4,000 1,000 .
azitromicina (11) 0,250 >32,000 0,004 1,004 Indiferenca

a Divisdo da CIM do farmaco na combinagdo pela CIM do farmaco isolado.

b ICIF é a soma das CIFs dos farmacos em combinacéo.
* Quando a CIM > 32, foi considerado CIM= 64 pg/mL para calcular o CIF da azitromicina.
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APENDICE D - Atividades combinadas de anfotericina B e rifampicina contra

Fusarium spp.

CIM (ug/mL) de cada

Farmacos (numifgédceiecepa) <~ farmaco (ug(/:rlrllzL)a ICIF, Resultado
combinacdo Isolado™

s P 00 o2 S ok e
e e I T
meis  Fgern ORGS0 oue s
meeiep P00 Lo 00 ose smagino
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TeemB  Fowen O om0 e
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moeis  Fogen Lgn LI e i
g TR R A A
meeis DR 0o 00 o smweno
an_foteri(_:ir_la B F.solani 1,000 2,000 0,500 0,504 Sinergismo
rifampicina 2 0,250 >32,000 0,004

mpcra @ 0250 32000 oooa 004 Indifrenca
Tmpine @ 020 >300  ooos 04  Sinergimo
mpcra ® 0250 3000 opoa 2004 Indiferenca
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anfotericina B

F.solani

1,000

1,000

1,000

rifampicina (6) 0,250 >32.000 0,004 1,004 Indiferenca
anfotericina B F.solani 0,500 0,250 2,000 .
rifampicina %) 0,250 532000 0004 2004  Indiferenca
anfotericina B F.solani 1,000 1,000 1,000 1,004 Indiferenca
rifampicina (8) 0,250 >32,000 0,004 ‘ ¢
anfotericina B F.solani 0,250 0,250 1,000 .
rifampicina (9) 0,250 >32,000 0,004 1,004 Indiferenca
- F.solani
anfotericina B 1,000 0,500 2,000 .
rifampicina (ATC(Clg’)GO?’l) 0.250 532000 0004 2004  Indiferenca
anfotericina B F.solani 2,000 4,000 0,500 . .
rifampicina (11) 0,250 >32,000 0,004 0,504 Sinergismo

a Divisédo da CIM do farmaco na combinagdo pela CIM do farmaco isolado.

b ICIF é a soma das CIFs dos farmacos em combinagéo.

* Quando a CIM > 32, foi considerado CIM= 64 pg/mL para calcular o CIF da rifampicina.
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APENDICE E - Atividades combinadas de anfotericina B e fluvastatina contra

Fusarium spp.

CIM (ug/mL) de cada

Farmacos (numEe?gédcaiecepa) <~ farmaco (ug(/:rlrllzL)a ICIF, Resultado
combinacéo Isolado™
a?lfl?\tzgt(:t?gaB F.Ch|am{](-j)08porum 8228 >222880 (2)882 2,004 Indiferenca
ar;rl?\tzrsit(:t?r?aB F.chlamz/g;)sporum 8;28 >222880 (1)882 1,004 Indiferenca
a?lfl?\tlzgt(:trilgaB F.Ch|am{g)08porum 8528 >g25380 8(5)82 0,504 Sinergismo
a?rl?\tzgit(:t?r?aB F.verti(clil)lioides 8228 >;1320880 8882 0,504 Sinergismo
a?lft?\tlzrslt(;t?gaB Flverti?z”)"mdes 8228 >é20(())go 8882 0,504 Sinergismo
a?lflj)\'izrslt(:t?gaB F.verti(c?il)lioides gggg >?325880 3882 1,004 Indiferenca
a?lft?\tzrslt(;t?gaB F'ny(%?mai 8228 >8>25(())80 (1)882 1,004 Indiferenca
a?rl?\tzrslt(:t?r?aB F.oxy(slp)orum 3588 >225880 gigg 0,625 Indiferenca
a?lft?\tlzrslt(;t?gaB F.oxy(s;;orum (2)228 >8>25(())80 gggg 4,004 Indiferenca
a?rt?\tgrslt(:t?r?aB F.oxy(ssp)orum gggg >g20830 3882 1,004 Indiferenca
a?lfl?\'j:rslt(;t?gaB F.Oxy(s4[j;OI’um éggg >225380 (2)882 2,004 Indiferenca
a?lft?\tgrsltgt?gaB F.oxy(ssp)orum 8;28 >g22880 8882 0,504 Sinergismo
a?rl?\tzrsltgt?r?aB F.oxy(sspiorum 8;58 >gzlégo (1)882 1,004 Indiferenca
a?lft?\tgrsltgt?gaB F.prol(i;e;ratum 83?8 >g22880 éggg 1,004 Indiferenca
a?rt?\tgrslt(:t?r?aB F.prol(igratum éggg >:1320880 éggg 1,004 Indiferenca
i B
a?rt?\izgitgt?r?aB F.s(c;l)ani 8528 >(3)25880 8882 0,504 Sinergismo
a?lflj)\tzrsit(:t?r?aB F.s(t;l)ani (Z)ggg >§20880 (1)882 1,004 Indiferenca
a?rt?\izgitgt?r?aB F.s(ogl;mi 8528 >225880 8882 0,504 Sinergismo
a?lflj)\tzrslt(:t?r?aB F.s(cl)ll)ani 8228 >:1;,20880 8882 0,504 Sinergismo
e 6 020 w000  opos  Lo04  Indierenc
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anfotericina B

F.solani

1,000

1,000

1,000

fluvastatina 6) 0,250 >32,000 0,004 1,004 Indiferenca
anfotericina B F.solani 0,500 0,250 2,000 .
fluvastatina 7 0,250 >32.000 0.004 2,004 Indiferenca
anfotericina B F.solani 1,000 1,000 1,000 1,004 Indiferenca
fluvastatina (8) 0,250 >32,000 0,004 ‘ ¢
anfotericina B F.solani 0,250 0,250 1,000 .
fluvastatina ©) 0,250 >32,000 0,004 1,004 Indiferenca
- F.solani
anfotericina B 0,500 0,500 1,000 .
fluvastatina (ATC(Clg’)GO?’l) 0,250 532000 0004 1004  Indiferenca
anfotericina B F.solani 2,000 4,000 0,500 . .
fluvastatina (11) 0,250 >32,000 0,004 0,504  Sinergismo

a Divisédo da CIM do farmaco na combinagdo pela CIM do farmaco isolado.

b ICIF é a soma das CIFs dos farmacos em combinacéo.

* Quando a CIM > 32, foi considerado CIM= 64 pg/mL para calcular o CIF da fluvastatina.
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APENDICE F - Atividades combinadas de anfotericina B e ibuprofeno contra Fusarium

Spp.
CIM (ug/mL) de cada
Farmacos (numifgédcaiecepa) <~ farmaco (ug(/:rlrllzL)a ICIF, Resultado
combinacdo Isolado™

e
e R
iams e 088 00 A0 oo e
T i T
e
e i
e A
s P 00 oS A0 s e
e s
e SR N R
e s
e
e
e
e
iR T T R A
s Fa D0 oMo M0 ame s
anfotericina B F.solani 0,500 2,000 0,250 0,254 Sinergismo
ibuprofeno 2 0,250 >32,000 0,004

" buprofeno o 020  >3o0 oo 0S4 Simergismo
" buprofeno o 0250  >32000  ogos  0S04  Sinergismo
" buprofeno 5 o2 300 oo 04 Indiference
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anfotericina B

F.solani

0,500

1,000

0,500

ibuprofeno (6) 0,250 >32,000 0.004 0,504 Sinergismo
anfotericina B F.solani 0,125 0,250 0,500 . .
ibuprofeno (7) 0,250 >32.000 0,004 0,504 Sinergismo
anfotericina B F.solani 0,250 1,000 0,250 0.254 Sineraismo
ibuprofeno C)) 0,250 >32,000 0,004 : g
anfotericina B F.solani 0,250 0,250 1,000 .
ibuprofeno (9) 0,250 >32,000 0,004 1,004 Indiferenca
. F.solani
anfotericina B 0,250 0,500 0,500 . .
ibuprofeno (ATC(E(§’>)6031) 0.250 32,000 0,004 0,504  Sinergismo
anfotericina B F.solani 2,000 4,000 0,500 . .
ibuprofeno (11) 0,250 >32.000 0,004 0,504 Sinergismo

a Divisédo da CIM do farmaco na combinagdo pela CIM do farmaco isolado.

b ICIF é a soma das CIFs dos farmacos em combinacéo.

* Quando a CIM > 32, foi considerado CIM= 64 pg/mL para calcular o CIF do ibuprofeno.
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APENDICE G - Atividades combinadas de anfotericina B e ciprofloxacina contra
Fusarium spp.

CIM (ug/mL) de cada
Espécie farmaco CIF

Farmacos (nGmero da cepa) <~ (Lg/mL), ICIF, Resultado
combinacdo Isolado™
TG0 S5 e m e
o TET 08 N i s vowen
o e S R T —
sowe® | Feone 100 1000 o0 e
e T
e el R N T
BT 0% % e v
o ET 0% N i s vowen
e
S R N R
e
peims | Fogon DS LU s s
I S T T s
wowines  Fpoeme 020 00 100 0 s
e
g R
wower® | fon 000 0000 o e
a_nfotericinq B F.solani 2,000 2,000 1,000 1,004 Indiferenca

ciprofloxacina ) 0,250 >32,000 0,004

Gofoatma @ o2 300 opoa 0504 Sinergismo
Goofoadna @ o2 300  ooos 0 Siergismo
Goofoatna G 020 300 ooos  Lo04  Indierenc
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anfotericina B F.solani 0,500 1,000 0,500 . .
ciprofloxacina (6) 0,250 >32,000 0,004 0,504 Sinergismo
anfotericina B F.solani 0,250 0,250 1,000 .
ciprofloxacina (7) 0,250 >32.000 0,004 1,004 Indiferenca
anfotericina B F.solani 0,500 1,000 0,500 0.504 Sineraismo
ciprofloxacina (8) 0,250 >32,000 0,004 ‘ g
anfotericina B F.solani 0,250 0,250 1,000 .
ciprofloxacina ©) 0,250 >32,000 0,004 1,004 Indiferenca
. F.solani

anfotericina B 0,500 0,500 1,000 .
aiprofloxacina (ATC(Clg’)GO?’l) 0.250 532000 0004 1004  Indiferenca
anfotericina B F.solani 2,000 4,000 0,500 . .
ciprofloxacina (11) 0,250 >32,000 0,004 0,504 Sinergismo

a Divisdo da CIM do farmaco na combinagéo pela CIM do farmaco isolado.
b ICIF é a soma das CIFs dos farmacos em combinacao.

* Quando a CIM > 32, foi considerado CIM= 64 jug/mL para calcular o CIF da ciprofloxacina.



APENDICE H - Atividades combinadas de anfotericina B e metronidazol contra
Fusarium spp.
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CIM (ug/mL) de cada

Farmacos (n%?gfci)eda farmaco CIF ICIF, Resultado
cepa) Na Isolado* (hg/mL)s
combinacdo

anq];?:ggicciggo? F.Ch|am{](-j)08porum 8228 >222880 (2)882 2,004 Indiferenca
arzl;ct):gzicdig?o? F.chlamz/g;)sporum 8228 >222880 3882 2,004 Indiferenca
anq];?:gliicc:g;o? F.Ch|am{g)08porum 8528 >g25330 8(5)82 0,504 Sinergismo
ar?]l;ct);tce):]iicdig?o? F.vertizslil)lioides gggg >é 20880 8882 0,504 Sinergismo
aane?:ﬁﬁicdggo? F.verti(czil)lioides éggg >é20380 (1)882 1,004 Indiferenga
ar?]fe?:ggfégio? F.verti(c:;l)lioides gggg >225880 3882 1,004 Indiferenca
aane?:ﬁﬁfdggo? F.ny(%r;lmai éggg >225380 (2)882 2,004 Indiferenga
arEZ?:ggféggo? Floxﬁ;omm gggg >225880 3882 1,004 Indiferenca
aane?:ﬁﬂicéggo? F'OX)/(szgorum éggg >225380 (2)882 2,004 Indiferenga
arggt):gﬂféggo? F.Oxy(sgp)orum gggg >g20880 3882 1,004 Indiferenca
ar?]feﬁgiﬂgfo? F'OX)I(Zgorum 8gg8 >225380 (1)882 1,004 Indiferenga
arzz;?:f)ﬂf&g?o? F.Oxy(ssp)orum 8;28 >g22880 8882 0,504 Sinergismo
ar:];ct):zmgfo? F'OX)/(sfgorum 8;28 >gzlégo (1)882 1,004 Indiferenga
memonidmol T 025 3000 ogoa 0504  Sinergismo
argl;ct):ggicdlggo? F.prol(igratum gggg >:1320880 8882 0,504 Sinergismo
i B
anq];?:ggicdig;o? F'S(T)a " gggg >(3)25880 (1)88?1 1,004 Indiferenca
anfoteri_cina . P 0,20 0:500 0,500 0,504 Sinergismo
metronidazol ) 0,250 >32,000 0,004

etonicasol o D95 w00 oaeg 0804 Sinergismo
ar?]fe?:gﬂﬂggo? F'S(cz);lf " éggg >:1,,20880 (1)882 1,004 Indiferenga
anq];?:g:icdlggo? F'S(%I)a " éggg >é20880 (1)882 1,004 Indiferenca
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anfotericina B

F.solani

1,000

1,000

1,000

metronidazol ©6) 0,250 >32,000 0.004 1,004 Indiferenca
anfotericina B F.solani 0,250 0,250 1,000 .
metronidazol (7) 0,250 >32.000 0,004 1,004 Indiferenca
anfotericina B F.solani 0,500 1,000 0,500 0.504 Sineraismo
metronidazol (8) 0,250 >32,000 0,004 ' 9
anfotericina B F.solani 0,500 0,250 2,000 .
metronidazol ©) 0,250 >32,000 0,004 2,004 Indiferenca
. F.solani

anfotericina B 0,250 0,500 0,500 . .
metronidazol (ATC(E(§’>)6031) 0.250 32,000 0,004 0,504  Sinergismo
anfotericina B F.solani 2,000 4,000 0,500 . .
metronidazol (11) 0,250 >32,000 0,004 0,504 Sinergismo

a Divisdo da CIM do farmaco na combinagéo pela CIM do farmaco isolado.
b ICIF é a soma das CIFs dos farmacos em combinacao.

* Quando a CIM > 32, foi considerado CIM= 64 pig/mL para calcular o CIF do metronidazol.
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APENDICE | - Atividades combinadas de voriconazol e azitromicina contra Fusarium

Spp.
CIM (ug/mL) de cada
Farmacos (numE?gédC;ecepa) <~ farmaco (ug(/:rlrllzL)a ICIF, Resultado
combinacdo* Isolado™

e i I
e A
ol Pty 2000 4% 300 ogu  siergimo
el g o0 0030 a0 wons
;’;::gmzig; F.verti(czil)lioides gggg >§20380 (1)882 1,004 Indiferenga
:zoi::g%]iiziﬁ; F.verti(c:;l)lioides gggg >220880 5882 2,004 Indiferenca
;/zc}::mizig; F'ny(%?mai gggg >§20380 (1)882 1,004 Indiferenca
domiena b 020 samowo oo 10K Inciferenc
;/zc;::g%qiaczig; F.oxy(szpiorum gggg >1??2'?(?(?0 8882 0,504 Sinergismo
ciromona 0" 020 30w ogoa 0804 Sinergismo
;/zoi::mizig; F'OX)I(Zgorum gggg >§20380 (1)882 1,004 Indiferenga
;/zoi::g(::iizig; F.Oxy(ssp)orum gggg ;;20880 éggg 1,004 Indiferencga
:zc;::g%]iaczig; F'OX)/(sfgorum gggg >§20380 (1)882 1,004 Indiferenga
wiomigna 0 020 s o4 OV Indiferenca
domiena @ 02 300 opoa 0504  Simergismo
v Gan 0 0 DS o s
womena @ 020 samowo oo 1004 Iniferenc
sromicing o 0250 3000  ooos 2004 Indierence
;/zc;::gcr):iiziﬁ; F'S(Ogl)a " gggg >§20880 (1)88?1 1,004 Indiferenca
;/zoi::g?:iizigg F'S(cz);lf " gggg >§20880 (2)882 2,004 Indiferenga
:zc;{:ﬁ?:iaczig; F'S(%I)a " gggg >§20880 (1)882 1,004 Indiferenca
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voriconazol F.solani 2,000 2,000 1,000 .
azitromicina (6) 0,250 >32.000 0,004 1,004 Indiferenca
voriconazol F.solani 4,000 4,000 1,000 .
azitromicina ) 0,250 532000  o0oo4 0004  Indiferenca
voriconazol F.solani 2,000 4,000 0,500 0.504 Sinergismo
azitromicina (8) 0,250 >32,000 0,004 ' g
voriconazol F.solani 4,000 4,000 1,000 .
azitromicina (9) 0,250 >32.000 0,004 1,004 Indiferenca
. F.solani

voriconazol >16,000 >16,000 1,000 .
azitromicina (ATC(Clg’)GO?’l) 532000  >32000 1000 2000 Indiferenca
voriconazol F.solani >16,000 16,000 2,000 .
azitromicina (11) >32,000 >32,000 1,000 3,000 Indiferenca

a Divisdo da CIM do farmaco na combinagéo pela CIM do farmaco isolado.

b ICIF é a soma das CIFs dos farmacos em combinacao.

* Para CIM>16 pug/mL e CIM>32 pg/mL, foi considerado CIM=32 pg/mL e CIM=64 pug/mL, respectivamente, para o
célculo do ICIF.
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APENDICE J - Atividades combinadas de voriconazol e fluvastatina contra Fusarium
spp.

CIM (ug/mL) de cada

Farmacos (numE?gédceiecepa) <~ farmaco (ug(/:rlrllzL)a ICIF, Resultado
combinacdo* Isolado™

el e 400 00T A gos eona
e i
ol Fetamgomenn 400 40 100 e s
o P oo 400900 oo aragenmo
el Pengons Iol0 4o 8000 om0 anaguriss
ol Penions 400 Ao 00 e eons
e e
e Fovpnn M0 L e Lo Iieena
ol Fovgmn MO 600 100 e eons
g Fowmn 300 LM 00 o s
ol Fowmon oom Mo 0 i o
preel oy 400 X0 A ios e
ool oy 200 200 A s tena
e
e Cn 200 A0 00 o s
e @sai (%0 30 00 oso g
el e OIS 0 00 e
}/Ioricona_zol F.solani 4,000 8,000 0,500 0,504 Sinergismo
uvastatina 2 0,250 >32,000 0,004

fvasitng i 020 G200  opos L0V Indiferenca
fivastaing o 02 3000  ooos | LO04 Indierenca
voriconazol F.solani 4,000 4,000 1,000

fluvastatina (5) 0,250 >32.000 0,004 1,004 Indiferenca
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voriconazol

F.solani

2,000

2,000

1,000

fluvastatina ©6) 0,250 >32.000 0.004 1,004 Indiferenca
voriconazol F.solani 4,000 4,000 1,000 .
fluvastatina 7 0,250 >32,000 0.004 1,004 Indiferenca
voriconazol F.solani 4,000 4,000 1,000 1,004 Indiferenca
fluvastatina (8) 0,250 >32,000 0,004 ' ¢
voriconazol F.solani 4,000 4,000 1,000 .
fluvastatina ©) 0,250 >32.000 0,004 1,004 Indiferenca
- F.solani
voriconazol >16,000 >16,000 1,000 .
fluvastatina (ATC(Clg’)GO?’l) 32000  >32000 1000 004  [Indiferenca
voriconazol F.solani 2,000 16,000 0,125 . .
fluvastatina (11) 0,250 >32,000 0,004 0,129 Sinergismo

a Divisdo da CIM do farmaco na combinagéo pela CIM do farmaco isolado.
b ICIF é a soma das CIFs dos farmacos em combinacao.

* Para CIM>16 pug/mL e CIM>32 pg/mL, foi considerado CIM=32 pg/mL e CIM=64 pug/mL, respectivamente, para o

calculo do ICIF.
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APENDICE K - Atividades combinadas de voriconazol e ibuprofeno contra Fusarium

Spp.
CIM (ug/mL) de cada
Farmacos (numifgédcaiecepa) <~ farmaco (ug(/:rlrllzL)a ICIF, Resultado
combinacdo* Isolado™

e
e i N
folmarol  Ftlomgomn 40 4o 100 o s
o Eots a0 e SH som Ao
e
i el R
e
o Fogen oo 0 080 o s
el Foygon SIS aee o i
e
e
e
ol Fovon oo e S i mieens
ol Foogn o0 e 0 o s
e
oG 0% 30 00 oso g
e e
e
e am HX 00 D osw swgew
e T M MR a0 s
pwl e e ow e
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voriconazol

F.solani

2,000

2,000

1,000

ibuprofeno (6) 0,250 >32.000 0,004 1,004 Indiferenca
\ilgﬂmnfiﬁ? F'S(c;lf " gggg >§20880 éggg 1,004 Indiferenca
\i/&rjg:g}ii?)l F'S(%I)a " gggg >§20880 (1)882 1,004 Indiferenga
\ilgﬂgﬁ:}zﬁ%l F'S(%lf " gggg >§20880 (1)882 1,004 Indiferenca
i
P T 00 I 00 one s

a Divisdo da CIM do farmaco na combinagéo pela CIM do farmaco isolado.
b ICIF é a soma das CIFs dos farmacos em combinacao.
* Para CIM>16 pug/mL e CIM>32 pg/mL, foi considerado CIM=32 pg/mL e CIM=64 pug/mL, respectivamente, para o

calculo do ICIF.
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APENDICE L - Atividades combinadas de voriconazol e ciprofloxacina contra Fusarium

spp.
CIM (ug/mL) de cada
Farmacos (numE?gédC;ecepa) <~ farmaco (ug(/:rlrllzL)a ICIF, Resultado
combinacdo* Isolado™

el e 2004000 0o g
O NS W G 0w e
ool Ftamgomn 400 40 H0 1000 e
gl P IO Ai 500 om0 anagmamo
e
e i
e
g Fogen G Lo 080 sos s
e
o Fowwnn 4o 100 02 e g
g Fowmmnog S M o0 e
e
ool Fogonn 20 A0 0 o0y s
e i
e s
S i T A A
R
_voriconaqu F.solani 8,000 8,000 1,000 1,004 Indiferenca
ciprofloxacina ) 0,250 >32,000 0,004

oofioadna 0 020 G200  opos L0V Indiferenca
ciprofioxacins o 025  >32000 oops L0V Indiferenca
oofioadna 020 sa2000  opoa L0  Indiferenca
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voriconazol

F.solani

2,000

2,000

1,000

ciprofloxacina (6) 0,250 >32,000 0,004 1,004 Indiferenca
voriconazol F.solani 4,000 4,000 1,000 .
ciprofloxacina (7) 0,250 >32.000 0,004 1,004 Indiferenca
voriconazol F.solani 2,000 4,000 0,500 0.504 Sineraismo
ciprofloxacina (8) 0,250 >32,000 0,004 ‘ g
voriconazol F.solani 4,000 4,000 1,000 .
ciprofloxacina ©) 0,250 >32,000 0,004 1,004 Indiferenca
- F.solani
voriconazol >16,000 >16,000 1,000 .
ciprofloxacina (ATC(Clg’)GO?’l) 32000  >32000 1000 2000  lIndiferenca
voriconazol F.solani >16,000 16,000 2,000 .
ciprofloxacina (11) >32,000 >32,000 1,000 3,000 Indiferenca

a Divisdo da CIM do farmaco na combinagéo pela CIM do farmaco isolado.
b ICIF é a soma das CIFs dos farmacos em combinacao.
* Para CIM>16 pug/mL e CIM>32 pg/mL, foi considerado CIM=32 pg/mL e CIM=64 pug/mL, respectivamente, para o

calculo do ICIF.
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APENDICE M - Atividades combinadas de voriconazol e metronidazol contra Fusarium

Spp.
CIM (ug/mL) de cada
Farmacos (numifgédcaiecepa) <~ farmaco (ug(/:rlrllzL)a ICIF, Resultado
combinacdo* Isolado™

r:ngtrrlg(r)linda;zogl F.Ch|am{](-j)08porum gggg >§20880 (1)882 1,004 Indiferenca
r;/gtrrig(rzinda;zooll F.Chlam{g;)sporum Sggg >§20880 8882 0,504 Sinergismo
o 00 ooy L004  Indiferenca
neonitarol @) J3000  >3000  1ogp 9000 Anagonismo
et ey 00 sabooo  1oop 9000 Antagonismo
r;/gtrrlgﬁindaazzocil F.verti(c:;;lioides gggg >220880 3882 1,004 Indiferenca
n\wlgtrrlgg?da;zocll F'ny(%?mai gggg >§20(())go (1)882 1,004 Indiferenga
r;/gtrrlgﬁindaazzocll F.oxy(slp)orum gggg >13?é?(?(;30 8882 0,504 Sinergismo
n\wlgtrrlgg?da;zocll F.oxy(s;;orum gggg >1??2'?(?(?0 8882 0,504 Sinergismo
r;/gtrrlgﬁinda;zocll F.oxy(sgp)orum gggg >1??é?()()(§)o 8882 0,504 Sinergismo
rlllgtrrlgginda;zocll F.OX)/(S4F;OI’um gggg >§20380 (1)882 1,004 Indiferenga
r;/:trrlgginda:zocil F.oxy(ssp)orum gggg >g20880 8882 0,504 Sinergismo
rlllgtrrlgginda;zocll F.oxy(sGF;orum éggg >§20380 (1)882 1,004 Indiferenga
nevondeol T 025 3000  good  LOK4 Indiferenc
r;/gtrrlg(rzinda:zocll F.prol(igratum Sggg >g20880 8882 0,504 Sinergismo
o D M 0N oxm sveging
n\1/gtrri(():gindaazzocil F.s(c;l)ani :égggg >1??é?('§)(§)0 iggg 2,004 Indiferenca
mettnicaro o 8000 0000 100000 inciferenca
%/g{:ggir]da;zocil F.s(ogl;mi Sggg >§20880 8882 0,504 Sinergismo
rlllgtrrlg(rzinda;zogl F.s(cl)ll)ani gggg >§20880 3882 4,004 Indiferenga
metronidezo iy L000 4000 L0000 gierence
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voriconazol F.solani 2,000 2,000 1,000 .
metronidazol ©6) 0,250 >32.000 0.004 1,004 Indiferenca
voriconazol F.solani 4,000 4,000 1,000 .
metronidazol 7 0,250 >32,000 0.004 1,004 Indiferenca
voriconazol F.solani 4,000 4,000 1,000 1,004 Indiferenca
metronidazol (8) 0,250 >32,000 0,004 ‘ ¢
voriconazol F.solani 4,000 4,000 1,000 .
metronidazol ©) 0,250 >32.000 0,004 1,004 Indiferenca
- F.solani
voriconazol >16,000 >16,000 1,000 .
metronidazol (ATC(Clg’)GO?’l) 32000  >32000 1000 2000  lIndiferenca
voriconazol F.solani 2,000 16,000 0,125 . .
metronidazol (11) 0,250 >32,000 0,004 0,129 Sinergismo

a Divisdo da CIM do farmaco na combinagéo pela CIM do farmaco isolado.

b ICIF é a soma das CIFs dos farmacos em combinacao.

* Para CIM>16 pug/mL e CIM>32 pg/mL, foi considerado CIM=32 pg/mL e CIM=64 pug/mL, respectivamente, para o
célculo do ICIF.



APENDICE N - Atividades combinadas de itraconazol e azitromicina contra Fusarium

122

Spp.
CIM (ug/mL) de cada
Farmacos (numifgédcaiecepa) <~ farmaco (ug(/:rlrllzL)a ICIF, Resultado
combinacdo* Isolado™

i nemiseonm 720000 av000 100 2000 Indiferena
i e 70000 abo00 1o 2000 Indiferena
el Fenlamgso 20000 Sas000  Loop 2000 Indiferenca
divomem @ 3000 oaoo  togp 2000 Indferenc
aimomena @ Camow oo yoop 2000 Indifeenca
divomem @ 3000 oaoo  fogp 2000 Indferenc
adtromioina e e Tg 2000 indiferenca
ol Foygonn 00016000 1000 5000 ey
TN 70000 saso00  foop 2000 Indiferenca
ol Foygonn 000 L0010 5050 ey
e TR 70000 sasor0  foop 2000 Indiferenca
fraconazol  Fononn 18000 S16000 L0 5000 nitrena
e Tosponm 70000 Savoco 1o 2000 Indiferena
amana PO 70000 Savoco 1o 2000 Indiferena
ozl Farllraun 100010000 1000 5000 ey
o, Goseio” ZO08 B0 00 w0 e
ai;?ri)or?l?czi?]; F.s(c;l)ani :égggg ;1;2888 1888 2,000 Indiferenca
e P o000 >16,000 1,000 2,000 Indiferenca
azitromicina ) >32,000 >32,000 1,000

algiri)or?l?czi?]; F.s(osl)ani :égggg ;1;2888 1888 2,000 Indiferenca
aaromioina s Jlo000 210000 000 2000 Indiferenca
ag?ri)or:?czicr)]la F.S(05|)ani :;gggg zégggg 1888 2,000 Indiferenca
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itraconazol F.solani >16,000 >16,000 1,000 .
azitromicina ) >32,000 >32,000 1,000 2,000 Indiferenca
itraconazol F.solani >16,000 >16,000 1,000 .
azitromicina @ 532000 32000 1000 2000 Indiferenca
itraconazol F.solani >16,000 >16,000 1,000 2000 Indiferenca
azitromicina ®) >32,000 >32,000 1,000 : ¢
itraconazol F.solani >16,000 >16,000 1,000 .
azitromicina ) >32,000 >32,000 1,000 2,000 Indiferenca
. F.solani

itraconazol >16,000 >16,000 1,000 .
azitromicina (ATC(Clg’)GO?’l) 532000 32000 1000 2000 Indiferenca
itraconazol F.solani >16,000 >16,000 1,000 .
azitromicina 1) >32,000 >32,000 1,000 2,000 Indiferenca

a Divisdo da CIM do farmaco na combinagéo pela CIM do farmaco isolado.

b ICIF é a soma das CIFs dos farmacos em combinacao.

* Para CIM>16 pug/mL e CIM>32 pg/mL, foi considerado CIM=32 pg/mL e CIM=64 pug/mL, respectivamente, para o
célculo do ICIF.
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APENDICE O - Atividades combinadas de itraconazol e fluvastatina contra Fusarium
spp.

CIM (ug/mL) de cada

Farmacos (numifgédcaiecepa) <~ farmaco (ug(/:rlrllzL)a ICIF, Resultado
combinacdo* Isolado™

Moo nemgsorm 23000 av000 10 2000 Indiferenca
fvesna e 2000 oayoco  roop 2000 ndiferenca
fvacina | nemeeonm 20000 33000 1o 2000 ndiferenca
;r&%%z?aizir?; F.verti(clil)lioides zégggg Zégggg 1883 2,000 Indiferenca
foaata @ Ca000  ao000  Logp 2000 Indiferenca
;f&%%i?;zir?; F.verti(c:;l)lioides zégggg Zégggg 1883 2,000 Indiferenca
#L?/C;Z?;;Zig; F.ny(%i;mai z;gggg 22888 1888 2,000 Indiferenga
;f&%%i?;zir?; Floxﬁ;omm zégggg Zégggg 1883 2,000 Indiferenca
#L?,Zos?;ﬁﬁ; F'OX)/(szgorum z;gggg zégggg 1888 2,000 Indiferenga
‘;;[{]?/(;OS?;Z"(]); F.Oxy(sgp)orum 12888 Zégggg 188g 2,000 Indiferenca
#L?/(;Z?;Zig; F'OX)I(Zgorum zégggg zégggg 1888 2,000 Indiferenga
#L?,‘;Z?;ﬁﬁ; F.Oxy(ssp)orum Zégggg ;égggg 1888 2,000 Indiferencga
;}L?/(;Z?;Ziﬁ; F'OX)/(sfgorum :;gggg Zégggg 1883 2,000 Indiferenga
ot PO 75000 oavooo  1ogp 2000 Indiferenca
ol Eplfean 18000 100 L0 00 nren
i e e e i I
;f&i;%?;zir?; F'S(T)a " :égggg 22888 iggg 2,000 Indiferenca
;}L%ZZ?;?% F'S(%I)a " Zégggg zégggg 1888 2,000 Indiferenga
;f&i;%?;zir?; F'S(Ogl)a " :égggg 22888 iggg 2,000 Indiferenca
;}L%ZZ?;?% F'S(cz);lf " Zégggg zégggg 1888 2,000 Indiferenga
itraconazol F.solani >16,000 >16,000 1,000

fluvastatina (5) >32,000 >32,000 1,000 2,000 Indiferenca
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itraconazol

F.solani

>16,000

>16,000

1,000

fluvastatina ) >32,000 >32,000 1,000 2,000 Indiferenca
itraconazol F.solani >16,000 >16,000 1,000 .
fluvastatina @ 532000 32000 1000 2000 Indiferenca
itraconazol F.solani >16,000 >16,000 1,000 2000 Indiferenca
fluvastatina ®) >32,000 >32,000 1,000 ' ¢
itraconazol F.solani >16,000 >16,000 1,000 .
fluvastatina ) >32,000 >32,000 1,000 2,000 Indiferenca
. F.solani

itraconazol >16,000 >16,000 1,000 .
fluvastatina (ATC(Clg’)GO?’l) 532000 32000 1000 2000 Indiferenca
itraconazol F.solani >16,000 >16,000 1,000 .
fluvastatina (11) >32,000 >32,000 1,000 2,000 Indiferenca

a Divisdo da CIM do farmaco na combinagéo pela CIM do farmaco isolado.
b ICIF é a soma das CIFs dos farmacos em combinacao.
* Para CIM>16 pug/mL e CIM>32 pg/mL, foi considerado CIM=32 pg/mL e CIM=64 pug/mL, respectivamente, para o

calculo do ICIF.
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APENDICE P - Atividades combinadas de itraconazol e ibuprofeno contra Fusarium
spp.

CIM (ug/mL) de cada

Farmacos (numEefgéjcaiecepa) <~ farmaco (ug(/:rlrllzL)a ICIF, Resultado
combinacdo* Isolado™

Iigsgtrjgéaznool F.chlam%/f)osporum zégggg 22888 1888 2,000 Indiferenca
:gﬁgﬁgfzznog F.chlam{g)o sportm zégggg Zégggg 1888 2,000 Indiferenga
iitbrl?;?g%znool F.chlam%/g)osporum zégggg zégggg 1888 2,000 Indiferenca
ii'gsg?g]?eznool F.vertiz:lil)lioides Zégggg Zégggg 1883 2,000 Indiferenca
oG 7500 s  toop 2000 Indiferenca
Ii'gsg?g]?eznool F.verti(csil)lioides Zégggg Zégggg 1883 2,000 Indiferenca
iuprofond P s a0 Lopy 2000 Indiferenca
:gﬁgﬁgéznool Floxﬁ;omm zégggg Zégggg 1883 2,000 Indiferenca
o OB 7500 s 1o 2000 Indiferenca
Iigsg?g]?eznool F.Oxy(sgp)orum 12888 Zégggg 188g 2,000 Indiferenca
oo B 7000 s toog 2000 Indiferenca
:gsgfgfzznoc,l F.Oxy(ssp)orum Zégggg ;égggg 1888 2,000 Indiferenca
bootens O™ Za00  ossoos oo 2000 Indiferenca
:gﬁg?g&znoc: F.prol(i;e;ratum :;gggg ;égggg 1888 2,000 Indiferenca
Ii'gsg(r);?eznool F.prol(igratum 12888 zégggg 188g 2,000 Indiferenca
raconazol F‘?@%?g;f‘gé‘i“ L6000 216000 100 000 ngifrenga
ii'glzjg?g]?eznool F'S(T)a " :égggg 22888 iggg 2,000 Indiferenca
b P o >16,000 1,000 2,000 Indiferenca
ibuprofeno @) >32,000 >32,000 1,000

Ii'glzjg?g]?eznool F'S(Ogl)a " :égggg iégggg iggg 2,000 Indiferenca
:gﬁg?g&znog F'S(cz);lf " Zégggg zégggg 1888 2,000 Indiferenga
itraconazol F.solani >16,000 >16,000 1,000

ibuprofeno (5) >32,000 >32,000 1,000 2,000 Indiferenca




127

itraconazol

F.solani

>16,000

>16,000

1,000

ibuprofeno (6) >32,000 >32,000 1,000 2,000 Indiferenca
itraconazol F.solani >16,000 >16,000 1,000 .
ibuprofeno 7 >32,000 >32.000 1,000 2,000 Indiferenca
itraconazol F.solani >16,000 >16,000 1,000 2000 Indiferenca
ibuprofeno C)) >32,000 >32,000 1,000 : ¢
itraconazol F.solani >16,000 >16,000 1,000 .
ibuprofeno (9) >32,000 >32,000 1,000 2,000 Indiferenca
. F.solani

itraconazol >16,000 >16,000 1,000 .
ibuprofeno (ATC(Clg’)GO?’l) 32000 32000 1000 2000  [Indiferenca
itraconazol F.solani >16,000 >16,000 1,000 .
ibuprofeno (11) >32,000 >32,000 1,000 2,000 Indiferenca

a Divisdo da CIM do farmaco na combinagéo pela CIM do farmaco isolado.
b ICIF é a soma das CIFs dos farmacos em combinacao.
* Para CIM>16 pug/mL e CIM>32 pg/mL, foi considerado CIM=32 pg/mL e CIM=64 pug/mL, respectivamente, para o

calculo do ICIF.
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APENDICE Q - Atividades combinadas de itraconazol e ciprofloxacina contra Fusarium
spp.

CIM (ug/mL) de cada

Farmacos (numifgédcaiecepa) <~ farmaco (ug(/:rlrllzL)a ICIF, Resultado
combinacdo* Isolado™

e Feemgon 21600000010 2000 e
i Fegen 00 IW0 100 2000 e
e Fgn 00 00 M o e
el Fos 10010 100 om0 e
e
e e
e i
e
e e
e e
e e
e e
e Py 700 00 0 o0 e
e Fon 0 RS M o e
e e
s, Cosama R0 000 0 a0 e
e
_itraconaqu F.solani >16,000 >16,000 1,000 2,000 Indiferenca
ciprofloxacina ) >32,000 >32,000 1,000

coofiveara | @ oo a0 Lo 2000 Indiferenca
cig:?)gloor;?c?:]a F.s(c‘)ll)ani Zégggg zégggg 1888 2,000 Indiferenca
itraconazol F.solani >16,000 >16,000 1,000

ciprofloxacina (5) >32,000 >32,000 1,000 2,000 Indiferenca
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itraconazol

F.solani

>16,000

>16,000

1,000

ciprofloxacina ©6) >32,000  >32,000 1,000 2,000 Indiferenca
itraconazol F.solani >16,000 >16,000 1,000 .
ciprofloxacina %) >32000  >32000 1000 2000  Indiferenca
itraconazol F.solani >16,000 >16,000 1,000 2000 Indiferenca
ciprofloxacina ®) >32,000  >32,000 1,000 ' ¢
itraconazol F.solani >16,000 >16,000 1,000 .
ciprofloxacina ) >32,000  >32,000 1,000 2,000 Indiferenca
- F.solani
itraconazol >16,000 >16,000 1,000 .
ciprofloxacina (ATC(Clg’)GO?’l) 32000  >32000 1000 2000  Indiferenca
itraconazol F.solani >16,000 >16,000 1,000 .
ciprofloxacina (11) >32,000 >32,000 1,000 2,000 Indiferenca

a Divisdo da CIM do farmaco na combinagéo pela CIM do farmaco isolado.
b ICIF é a soma das CIFs dos farmacos em combinacao.
* Para CIM>16 pug/mL e CIM>32 pg/mL, foi considerado CIM=32 pg/mL e CIM=64 pug/mL, respectivamente, para o

calculo do ICIF.
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APENDICE R - Atividades combinadas de itraconazol e metronidazol contra Fusarium

Spp.
CIM (ug/mL) de cada
Farmacos (numifgédcaiecepa) <~ farmaco (ug(/:rlrllzL)a ICIF, Resultado
combinacdo* Isolado™

mottomtmol AP T0%0  Savoco  1oop 2000 Indiferenca
Trsconzol " Eotlamdosrn 216000 SO0 100 5000 ey
ool O o0 ay000  1opy 2000 Indiferenca
niggg%?g;gcln F.verti(clil)lioides zégggg Zégggg 1883 2,000 Indiferenca
nevondaol @ a0 3000 oo 2000 Indiferenca
n:ggg%?g;gcln F.verti(c:;l)lioides zégggg Zégggg 1883 2,000 Indiferenca
n;g{arg?]?g% F.ny(%r;lmai z;gggg zégggg 1888 2,000 Indiferenga
n:ggg%?g;gcln Floxﬁ;omm zégggg Zégggg 1883 2,000 Indiferenca
n;g{arg?]?g% F'OX)/(szgorum z;gggg zégggg 1888 2,000 Indiferenga
n:g{arg?,?g;g:n F.Oxy(sgp)orum 12888 Zégggg 188g 2,000 Indiferenca
n:ter{arf)%?g% F'OX)I(Zgorum zégggg zégggg 1888 2,000 Indiferenga
n:g{ar%%?gzg:n F.Oxy(ssp)orum Zégggg ;égggg 1888 2,000 Indiferencga
rr:ter{arf)%?ﬁ;g& F'OX)/(sfgorum :;gggg Zégggg 1883 2,000 Indiferenga
ool Eprltean 10000000 LI 5000 pnarrn
Trwoonazal Fproian 16000 SIO00 100 000 ey
S e e e i
nig{ar(;%?gzg(ln F'S(T)a " :égggg 22888 iggg 2,000 Indiferenca
i P o >16,000 1,000 2,000 Indiferenca
metronidazol o) >32,000 >32,000 1,000

n:g{ar(;%?gzg(ln F'S(Ogl)a " :égggg 22888 iggg 2,000 Indiferenca
n:gsg?]?g;g& F'S(cz);lf " Zégggg zégggg 1888 2,000 Indiferenga
n:g{ar(;%?gzg(ln F'S(%I)a " :;gggg iégggg 1888 2,000 Indiferenca
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itraconazol F.solani >16,000 >16,000 1,000 .
metronidazol ©6) >32,000  >32,000 1,000 2,000 Indiferenca
itraconazol F.solani >16,000 >16,000 1,000 .
metronidazol ) 532000  >32000 1000 2000  Indiferenca
itraconazol F.solani >16,000 >16,000 1,000 2000 Indiferenca
metronidazol ®) >32,000 >32,000 1,000 ‘ ¢
itraconazol F.solani >16,000 >16,000 1,000 .
metronidazol ) >32,000 >32,000 1,000 2,000 Indiferenca
. F.solani
itraconazol >16,000 >16,000 1,000 .
metronidazol (ATC(Clg’)GO?’l) 532000  >32000 1000 2000  Indiferenca
itraconazol F.solani >16,000 >16,000 1,000 .
metronidazol 1) >32,000 >32,000 1,000 2,000 Indiferenca

a Divisdo da CIM do farmaco na combinagéo pela CIM do farmaco isolado.

b ICIF é a soma das CIFs dos farmacos em combinacao.

* Para CIM>16 pug/mL e CIM>32 pg/mL, foi considerado CIM=32 pg/mL e CIM=64 pug/mL, respectivamente, para o
célculo do ICIF.
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10 ANEXOS

10.1 Anexo 1 - Preparagdo dos meios de cultura

10.1.1 Agar Batata Dextrose (PDA)

EXIrato de DALALA.........cveiieiieeie e 40¢g
D2 (0T TP R TR 20,0 ¢
AN ...t 1509
AQUA AESTHANA G.S.P. ovvveeeeiceee ettt 1000 mL

Adicionar o agar a agua destilada e aquecer até solubilizacdo completa. Adicionar o0s

outros componentes a mistura e esterelizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

10.1.2 Meio RPMI 1640

RPMI 1640 em p6 (com glutamina e vermelho de fenol, sem bicarbonato..................... 10,40 g
MOPS (&cido 3-[N-morfolino] propanosulfOnico)..........ccocererririiniiiiiiee e 34,53 g
DEXIIOSE. ...ttt e et nn e nr e an 20,00 ¢

Dissolver 0 meio em p6 em 900 mL de &gua destilada. Acrescentar o MOPS
(concentracéo final de 0,165 mol/L) e a dextrose, agitando até dissolver. Ajustar o pH para 7,0
a 25°C, utilizando hidréxido de sddio 1 mol/L. Acrescentar agua destilada adicional para

completar o volume de 1000 mL. Esterelizar por filtracdo e armazenar a 4°C.
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10.2 Anexo 2 - Preparacao da solucéo salina

Cloreto de SOAIO (NACH).......cuiiieiieiecece e ra e 0,859
AQUA AESHAOA G.S.P. oveveivrecieee ettt sttt nens 100 mL

Adicionar o cloreto de sodio na agua destilada e agitar com bastdo de vidro até

solubilizacdo completa. Autoclavar a 121°C por 15 minutos.



