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RESUMO
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FRENTE A Cryptococcus neoformans ANTES E APOS INDUCAO
CAPSULAR.

Autora: Luana Rossato
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O género Cryptococcus € constituido por fungos leveduriformes encapsulados que
causam principalmente meningoencefalite criptococdcica em pacientes imunocomprometidos.
Esta micose evidencia elevados percentuais de morbidade e mortalidade. As falhas as
terapéuticas recomendadas ndo esta convenientemente esclarecidas e, no tocante a
suscetibilidade do fungo aos antimicdticos, a resisténcia detectada in vitro é menos freqiiente
do que as falhas terapéuticas. Nesta conjuntura, abordaremos dois aspectos: a) considerou-se a
presenca da cdpsula nos ensaios de suscetibilidade e, b) avaliou-se combinacdes entre
antifiingicos convencionais (anfotericina B, fluconazol e flucitosina) bem como associag¢des
de anfotericina B com antibacterianos (azitromicina, daptomicina, linezolida, minociclina,
tigeciclina e trimetropim) frente a 30 isolados de Cryptococcus neoformans. Os testes de
suscetibilidade a cada um dos agentes antimicrobianos bem como as combinagdes foram
realizadas com base no protocolo M27-A3 (CLSI, 2008), com adaptagdes para garantir o
crescimento da cdpsula. As combinagdes fora avaliadas pelo modelo “checkerboard”. As
concentracoes inibitérias minimas (CIMs) dos antimicéticos foram mais elevadas frente ao
grupo com cépsula (Grupo II) do que no grupo sem indugdo capsular (grupo I); isoladamente,
os antibacterianos ndo evidenciaram atividade antifingica aos grupos estudados. Entre as
combinagdes de antifungicos, observou-se que a anfotericina B+flucitosina foi a que
evidenciou maior percentual de sinergismos frente aos isolados encapsulados (grupo II), o
que confirma ao observado na clinica. Nas combinagdes de anfotericina B com
antibacterianos observou-se diferencas de atividade: no grupo sem indugao capsular (grupo I)
anfotericina B+minociclina e anfotericina B+ tigeciclina evidenciaram maiores percentuais de
sinergismo; no grupo II os melhores resultados de sinergismo foram observados pelas
combinagdes anfotericina B+linezolida e anfotericina B+tigeciclina.

Palavras chaves: Cryptococcus spp.; susceptibilidade; cdpsula; associagdes; antifiingicos;
antibacterianos



ABSTRACT

INTERACTIONS OF ANTIFUNGAL AGENTS ANTIBACTERIALS FRONT
AND A Cryptococcus neoformans BEFORE AND AFTER INDUCTION
CAPSULAR.

Autora: Luana Rossato
Orientador: Sydney Hartz Alves
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 18 de julho de 2013.
Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas
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The genus Cryptococcus consists of encapsulated yeasts that cause mainly
cryptococcal meningoencephalitis in immunocompromised patients. This mycosis shows high
percentage of morbidity and mortality. The fault is not the recommended therapeutic
conveniently clarified and, concerning the susceptibility of the fungus to the antifungal,
resistance detected in vitro is less frequent than the therapeutic failures. At this juncture, we
discuss two aspects: a) considered the presence of the capsule in susceptibility testing, and b)
evaluated combinations of conventional antifungal agents (amphotericin B, fluconazole and
flucytosine) as well as associations of amphotericin B with antibacterial (azithromycin,
daptomycin, linezolid, minocycline, tigecycline and trimethoprim) against 30 isolates of
Cryptococcus neoformans. Susceptibility tests to each of the antimicrobial agents and the
combinations were performed based on the protocol M27-A3 (CLSI, 2008), with adaptations
to ensure the growth of the capsule. Combinations evaluated outside the model
"checkerboard". The minimum inhibitory concentrations (MICs) of antifungal agents were
higher outside the capsule group (Group II) than in the group without inducing capsular
(group I); alone, antibacterials showed no antifungal activity groups studied. Among the
combinations of antifungal drugs, showed that amphotericin B + flucytosine has been
demonstrated that the highest percentage of synergism against encapsulated isolates (group
II), which confirms what is observed in clinic. In the combinations of amphotericin B with
antibacterial observed differences in activity: the group without inducing capsular (group I)
amphotericin B +minocycline and amphotericin B + tigecycline showed higher percentages of
synergism, in group II the best results of synergism were observed for combinations
anfhotericin B+linezolid, and anfhotericin B+tigecycline.

Keywords: Cryptococcus spp.; Susceptibility; capsule; associations; antifungal,
antibacterial.
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1 INTRODUCAO

O género Cryptococcus alberga em torno de 50 espécies flngicas; destas tem maior
relevancia médicaC.neoformans e C. gattii, agentes da criptococose (CASADEVALL &
PERFECT, 1998). A criptococose € uma micose oportunistacom significativo impacto nas
taxas de morbi-mortalidade em pacientes imunocomprometidos, sobretudo entre pacientes
com a sindrome da imunodeficiéncia (SIDA), onde acomete 7-15% destes pacientes(LA HOZ
& PAPPAS, 2013); na Africa estes percentuais atingem 40%(SPEED & DUNT, 1995).

A espécie C.neoformans encerra duas variedades: var. neoformans e var. grubii, onde
esta ultima tem distribuicdo universal e representa a maioria dos casos de criptococose em
imunocomprometidos(CASADEVALL & PERFECT, 1998).

A terapéutica antifingica estd definida em consenso, todavia as falhas terapéuticas
ocorrem; de modo geral, os isolados flingicos de casos de falhas terapéuticas nao evidenciam
resisténcia in vitro(PERFECTet al, 2010).

Por outro lado € pertinente considerar que nos processos infecciosos, o fungo, via
deregra, apresenta-se com cdpsula bem desenvolvida. Apds isolamento em Agar Sabourand
ou outro meio que permita seu crescimento, esta cadpsula torna-se muito reduzida. Por ocasiao
dos testes de suscetibilidade, as técnicaspadronizadas (M27-A3; CLSI 2003) nao
consideraram que a presenca/auséncia de cdpsula possa se constituir num interferente aos
ensaios in vitro.

Recentemente, Vitale et al (2012) comprovou que a suscetibilidadede um mesmo
i1solado pode diferir significativamente em decorréncia da presenca da cdpsula (VITALE et al,
2012).

Um outro contexto da importancia na antifungicoterapia, é a combinagao de farmacos,
pois, constantando-se sinergismo, a toxicidade de alguns farmacos como a anfotericina B,
pode ser reduzida. A combinagdo anfotericina B+flucitosina é bem consolidada como opg¢ao
terapéutica na criptococose; entretanto outras combinacgdes, sejam entre antimicoticos e
farmacos de outras classes, merecem avaliacdes. Considerando-se que os pacientes
imunocomprometidos estdo, em geral, sob cobertura antibacteriana, elegemos este grupo para

compor associacdes com antifingicos recomendados para tratamento da criptococose.
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20BJETIVOS

Considerando-se que a cdpsula de C.neoformans pode se constituir numinterferente da
suscetibilidade e que a mesma pode ser induzida in vitro, o presente estudo teve como

objetivos:

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a suscetibilidade de C.neoformans com presenca e auséncia de capsula frente a

combinacdes selecionadas de farmacos antifiingicos e/ou antibacterianos.

2.2 ObjetivosEspecificos

2.2.1Avaliar através das concentragdes inibitérias minimas (CIMs) a suscetibilidade de C.
neoformans com e sem inducdo de cdpsula frente a anfotericina B, flucitosina, fluconazol,

azitromicina, daptomicina, linezolida, minociclina, tigeciclina e trimetropim.

2.2.2 Avaliar através do indice de concentragdo inibitdria fraciondria (ICIF) a suscetibilidade
de C.neoformans com e sem inducdo de cdpsula frente a combinagdes entre antifingicos:

anfotericina B+ fluconazol, anfotericina B+flucitosina e fluconazol+ flucitosina.

2.2.3 Avaliar através do ICIF a suscetibilidade de C.neoformans com e sem inducdo com
capsular frente a combinac¢des de anfotericina B com: azitromicina, daptomicina, linezolida,

minociclina, tigeciclina e trimetropim.
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3REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cryptococcus neoformans: aspectos historicos

O Cryptococcus neoformans foi primeiramente identificado como patégeno humano
em 1894 na Alemanha, por Busse e Buschke que observaram a presenca de leveduras em
lesdes Osseas, € as nomearam como Saccharomyces hominis. Nesse mesmo ano, na Itdlia,
Sanfelice isolou leveduras encapsuladas de sucos de frutas e as denominou de Sacharomyces
neoformans (KNOKE, 1994).

Curtis(1896), isolou o fungo de uma lesdo tumoral em humano e o denominou
Saccharomyces subcutaneus tumefaciens. Por outro lado, Vuilleminet al (1901) considerou
mais adequado enquadrar esta levedura no género Cryptococcus j4 que ndo observaram
fermentagao nem formacao de ascospdros como estruturas de reproducao que caracterizariam
o género Saccharomyces (LACAZ et al, 2002; LAZERA et al, 2004).

Benham (1935) revisou os géneros Saccharomyces, Cryptococcus e Torula, concluiu
que se tratava de um tnico género e em 1950 esta autora prop0s a designacdo Cryptococcus
neoformans para o agente, € o termo criptococose para a denominacdo da doenca, iniciando
uma nova fase de estudos em relacado a este fungo (LAZERAet al, 2004).

Em 1949, Evans em estudos soroldgicos encontrou diferencas entre isolados clinicos
de C. neoformans e identificoupropondo uma divisdo em sorotipos A, B e C (KWON-
CHUNG e BENNETT, 1992).

Emmons(1955) evidenciou o habitat natural do fungo, mostrando a relacdo
saprobidtica do C. neoformans com matéria organica rica em excretas de aves, principalmente
fezes secas de pombos, ninhos e solos contaminados (LAZERA et al,2004).

Em 1962, Staib acrescentando extrato de fezes de aves em meios de cultura, observou
que C. neoformans produzia colonias de coloragdo marrom com producdo de melanina que
provavelmente, ocorria devido a presenca das sementes de Guizotia abyssinica que estes
passaros utilizavam em sua alimentacdo (KWON-CHUNG e BENNETT, 1992).

O ciclo de vida completo do C. neoformans foi descrito por Kwon-Chung (1975).
Esta autora observou que o fungo apresentava dois mating types, ae a, € que quando cruzados
reproduziam a fase teleomorfa basidiomicética. Nesta fase, o fungo foi classificado como

sendo pertencente ao género Filobasidiella (KWON-CHUNG e BENNETT, 1992).
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3.2 O género Cryptococcus

Cryptococcusé um género que inclui mais de 50 espécies. C. neoformans e C. gattii
sdao considerados as unicas espécies de Cryptococcus patogénicas para os seres humanos,
devido a sua capacidade em crescer a 37° C. No entanto, outras espécies, como o C. albidus,
C.laurentii e C.curvatus, tem sido relatados ocasionalmente como causas de infeccdo
(KRAJDENet al , 1991; DROMER et al, 1995; KORDOSSIS et al, 1998).

Além disso, C.adeliensis, € uma novaespécie isolada de algas na Antartida,que pode
ser confundida com C.albidus, e foi relatada como causa de meningite em um paciente com
leucemia mieldide aguda (RIMEK et al, 2004).

C.neoformans e C.gattii sdo leveduras heterotdlicas encapsuladas que produzem
umestado teleomorfo sob condi¢des experimentais. Durante a fase hapléide do seu ciclo de
vida, essas leveduras crescem em meios de cultura comumente utilizados na rotina, em 48-72
horas,com coloragdo branca a creme, sendo de aspecto mucéide de acordo com o tamanho da
capsula das células. Histologicamente, as leveduras sdo esféricas a ovais, com forma e
tamanho varidvel,apresentando brotamentosunicos ou multiplos. As células de C. gattii
podemapresentar algumas células alongadas com tamanho maior (KNOW-CHUNG &
VARMA, 2006).

O Cryptococcus neoformans apresenta-se na forma de uma levedura basidiomicética
esférica e encapsulada. Esta cdpsula pode medir de 1 a3 mm de espessura, enquanto o
tamanho da levedura como um todo é usualmente 4 a6 mm de didmetro (KWON-CHUNG,
1975). Apresenta-se como um fungo de distribuicdo mundial, vida livre, que habita uma
grande variedade de nichos ecoldgicos, sendo principalmente isolado do solo e fezes de
pombos. Causa uma doenca denominada criptococose que tem ocorréncia esporadica,
havendo grande despropor¢do entre o nimero de pessoas expostas e as que adoecem. A
infeccdo € causada comumente por duas espécies, C. neoformans e Cryptococcus gattii, sendo que
o C. neoformans apresenta duas variedades, var.neoformans e var. grubiilCASADEVALL &

PERFECT, 1998).

As células estdo envoltas por uma cdpsula polissacaridica, cujo tamanho esta

relacionado com a genética e condicdes de crescimento tais como: fatores nutricionais,
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tensdo de CO, e temperatura. A capsula pode ser visualizada em preparacdo com tinta
Nanquim. Aparece como um halo claro em torno da levedura em um campo de fundo negro,
pois a tinta ndo penetra na cdpsula. Na natureza e em meios de cultura, a maioria das cepas
possuem pequenas cdpsulas, enquanto nos tecidos, geralmente mostram cdpsula bem
desenvolvida. Através de microscopia eletronica de varredura observa-se uma rede de fibrilas
ligadas a parede celular (KNOW-CHUNG & VARMA, 2006). As diferencas na estrutura
capsular e reatividade capsularfrente a diferentessorospoliclonaisde coelho, permite identificar
cinco sorotipos diferentes,nomeados: A, B, C, D e AD. Estes sorotipos correspondem
aC.neoformansvar.grubii(sorotipoA),  C.neoformansvar.  gattii(sorotipos BeC)e C.
neoformansvar. neoformans(sorotipos DeAD). Recentemente,os sorotiposB e Cforam
classificadoscomo pertencentes a umaespécie diferente, oCryptococcusgattii, pois
apresentamsignificativas diferencas genéticasebioldgicas, quando comparado comos sorotipos
Ae D (KNOW-CHUNG & VARMA, 2006).

A parede celular tem como fun¢des dar forma a célula e proteger contra as variagdes
de osmolaridade, sendo claramente visivel com microscopia éptica, como uma estrutura
dupla e com contornos refrateis. A glicose € o principal componente da parede celular, que
contém também hexosamina, nitrogénio e fosfato. A fracdo soldvel em dgua da parede da
célula contém um polissacarideo composto principalmente de B-D (1,6)-glucopirananas e o
componente insolivel em 4dgua contém essencialmente, o-D(1,3)-glucano(OSTROSKY-
ZEICHNER et al, 2005). O citoplasma mostra estruturas celulares eucaridticas tipicas, tais
como nucleo, mitocondria, reticulo endoplasmético e ribossomos. Além disso, varios
vacuolos podem ser vistos através da microscopia Optica e se presume que contenham lipidos
de armazenamento.O Cryptococcus neoformans apresenta reproducao sexuada e assexuada. A
levedura apresenta forma assexuada ou forma anamorfica de C. neoformans e C. gattii, que €
encontrada tanto em isolados clinicos como em amostras ambientais. Varias diferencas t€ém
sido reconhecidas entre essas duas espécies com relagdo aos seus ciclos de vida, fisiologia,
ecologia, genética e patologia. A forma de reproducdo sexuada ou teleomorficaocorre por
basidioconidios. Nesse caso a maioria dos isolados sdo heterotalicos, sendo o heterotalismo
controlado pelo sistema de um locus e dois alelos A e a. Sob tais condi¢des, desenvolvem-se
hifas dicaridticas, que dao origem a basidioconidios que diferem em tamanho e forma nas
duas espécies, denominadas de Filobasidiella neoformans e F. Bacillispora (OSTROSKY-
ZEICHNER et al, 2005).
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3.3 Taxonomia

Desde os primeiros isolamentos de Cryptococcus, suataxonomia vem sendo revisada.
Com base em diferencas genéticas, o sorotipo A de Cryptococcus neoformans foi
consideradocomo variedade distinta (Cryptococcus neoformans var.grubii)do sorotipo D (C.
neoformans var. neoformans) (FRANZOT et al, 1999).Esta designacdo tem sido utilizada por
diversos autores. Em uma revisdo filogenética,diferentes genes (URAS, CNLACI, CAP59,
CAP64, IGS e ITS rRNA, mtLrRNA) de Cryptococcus neoformans var gattiie de Cryptococcus
neoformans var neoformans foramanalisados(KATSUet al, 2004). Independente do marcador
utilizado, a variedade gattii constitui-se em grupo monofilético distinto e divergente da
variedade neoformans. De fato, sdo reconhecidas pelo menosduas espécies do complexo
Cryptococcus neoformans: Cryptococcus gattii (Cryptococcus neoformans var gattii) e
Cryptococcus neoformans (Cryptococcus neoformans var neoformans) (KWON-CHUNG,
1975). Recentemente, Kurtzman, Fell e Boekhout (2011), estabeleceram que no estado
teleomorfico, o complexoC. neoformans e C. gattii é classificado em: Reino Fungi, filo
Basidiomycota, ordem Tremellales, familia Tremellaceae, género Filobasidiella, espécies
Filobasidiella neoformans variedade neoformans (Sorotipo A e D) e Filobasidiella
neoformans variedade bacillispora (Sorotipo B e C). No estado anamorfo as espécies
correspondentes sdo: Cryptococcus neoformans (Sorotipo A e D) e Cryptococcus gattii

(Sorotipo B e C).

3.4 Ecologia e ciclo biolégico deCryptococcus spp.

Aespécie C. neoformans apresenta distribuicdo cosmopolita e estd associada a diversos
habitats, principalmente excretas de pombos, que sdo ricos em compostos nitrogenados, que
favorecem o desenvolvimento desse micro-organismo. E encontrada, ainda, em arvores, como
eucaliptos e madeira em decomposicdo (KWON-CHUNG & BENNETT, 1992).

C.neoformans var. neoformans é encontrado principalmente em fezes de pombos, e
também de outras aves, tais como periquitos, papagaios e candrios. E isolado do meio
ambiente, dosolo e vegetais em decomposi¢cdo. Nos pombos encontramos pequenas

concentracdes em amostras do bico, pés e swabs retais (LITTMAN & BOROK, 1968).
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Aespécie C. neoformans var.grubii, possui distribui¢do universal, ocorrendo em uma
variedade de nichos ecolégicos, como substratos organicos e habitats relacionados, entre os
quais se destacam: constru¢des antigas, torres de igreja, estdbulos, pordes, barracoes,
cavernas, além de excretas de aves, fezes de morcegos e baratas, ninhos de vespa, suco de
frutas, leite, recintos de coelhos, buracos de tatus, solo e varias espécies vegetais (LAZERA et
al, 1998; 2000). O Cryptococcus var. grubii, € observado, também, em excretas acumuladas
de pombos urbanos, material vegetal em decomposi¢do e material proveniente de ocos de
arvores vivas (LAZERA et al, 2000; COSTA et al, 2009).

O C. gattiiaté entdo possuia distribuicdo restrita a paises de clima tropical e
subtropical, quando foi relatada uma epidemia numa regido de clima temperado em
Vancouver no Canadd (KWON-CHUNG &BENNETT 1984; ELLIS &PFEIFFER 1990;
KIDDet al, 2004), estando relacionado a espécies de eucalipto (Eucalyptuscamaldulensis)
presente nessa regido.Concentracdes elevadas do organismo (até 1000UFC/g) sdo encontradas
em arvoresenvelhecidas,onde os micro-organismos ficamprotegidos da luz solar. O C. gattii
pode utilizar o material lenhoso, que € rico emcompostos fendlicos,como substratopara o
crescimento, devido a atividade da enzima fenol oxidase. Apds isolamentos do fungo de flores
e folhas de 4rvores de E. camaldulensis, durante o periodo de floracdo, presumiu-se que o
ciclo de vida existente na natureza é sexuado, poisenvolve formagdo de basididsporos, e a
dispersdo destespropdgulospotencialmente infecciososocorre durante a temporada de

florescimento (ELLIS &PFEIFFER, 1990).

3.5 Epidemiologia

7z

A epidemiologia da criptococose é ainda pouco compreendida,principalmente, em
relacdo as fontes de infeccdo e, aos casos de recorréncia.Acredita-se que a maior parte destes
episddios ocorra pela persisténcia do patégeno em individuos imucomprometidos, embora
pouco se saiba que propor¢ao pode ser causada por um novo isolado. A melhor compreensao

destes casosbeneficiaria as estratégias de prevengao da criptococose (MARTINS et al, 2007).

O surgimento de terapias imunossupressoras agressivas proporcionou um aumento
progressivo nos casos confirmados desta doenga. Na década de 80, com o advento da

sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) o nimero de casos descritos passou a ser



21

bastante alto, sendo que hoje esta doencga tornou-se um fator predisponente da criptococose
(SILVA et al, 2008). Segundo a Coordenacdo Nacional de DST/AIDS do Ministério da
Saude, no periodo de 1980 a 2002, 6% das infec¢cdes oportunistas encontradas em pacientes
HIV positivos foram causadas pelo Cryptococcus neoformans. Considerando as infecg¢des
fingicas oportunistas que acometem pacientes portadores de HIV no mundo, a criptococose é
a segunda mais freqiiente, ficando atrds somente das candidiases, causando principalmente
complicagdes neuroldgicas devido a meningite criptococéeia (SILVA et al, 2008).

Embora a criptococose seja uma doengafatalem muitospaises em desenvolvimento, a
SIDA tornou-se uma doenga cronica nos paises desenvolvidosapds a introdugdo daterapia
antiretroviral altamente ativa (HAART) em meados dadécada de 1990. Dessa forma a
incidéncia da criptococose associada ao HIV tem diminuido nos paises desenvolvidos desde a
introducdo dessa terapia. Mesmo assim esta doenca continua a causar significativa morbidade
e mortalidade (LA HOZ & PAPPAS, 2013), representando umaameaga mundial, pois
acomete 7-15% de pacientes com HIV/ SIDA em todo o mundo, sendo que os percentuais

elevam-se a 40% na Africa (SPEED & DUNT, 1995).

Pesquisas recentes na Africa analisaram 294 amostras de liquor provenientes de 105
pacientes soropositivos para o HIV. Evidenciou-se positividade para Cryptococcus em 29
dessas amostras. Estas foram obtidas de pacientes que ndo estavam sobre tratamento
antiretroviral. Sintomas de meningoencefalite foram observados em 13 pacientes. Isso torna
clara a problemdtica relacionada a criptococose em pacientes HIV positivos na Africa
(DZOYEM et al, 2012).

Na China, infecc¢des por C. neoformans, que havia sido considerado um fungo raro no
passado, tétm aumentado gradativamente nos ultimos vinte anos. Ao contrdrio de muitos
outros paises, a maioria dos pacientes chineses com criptococose nao tém quaisquer doengas
subjacentes identificaveis ou condicdes predisponentes(WU et al, 2011).

Estudo retrospectivo realizado na China em pacientes com lipus eritematoso
sist€émico (LES) observou que os patdgenos flingicos mais freqiientemente encontrados eram
o Cryptococcus neoformans (50,0%), Aspergillus spp. (16,7%) e Candida spp. (16,7%). Os
locais de infec¢do incluiam pulmio (44,4%), sistema nervoso central (44,4%) e infeccdes
fungicas invasivas (11,1%)(CHEN et al 2012).

No Brasil, a criptococose ¢ a segunda doenca neuroldgica mais prevalente em

pacientes com SIDA (MARTINS et al, 2007; PAPPALARDO et al, 2007; VIDOTTO et al,
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2006). O indice de mortalidade da meningite criptococécica varia de 15% a 30%, mesmo
com o tratamento antifingico (CHARLIER et al, 2008).

C. gatrtii apresenta epidemiologia e ecologia distintas do C. neoformans, pois nao tem
distribuicao universal e é praticamente restrito as regides tropicais e subtropicais do Brasil,
Africa, Austrdlia e sul da Califérnia nos EUA. No entanto, a descricdo do surto de Vancouver
Island (Canadd) sugere que C. gattii esteja se adaptando aos ambientes de clima temperado
(KIDD et al., 2004). Os casos relatados no Canada contrastam com os casos esporadicos e
associados a SIDA, que foram descritos até entdo pela literatura médica e veterindria

(HEITMAN et al, 2011).

3.6 Patogenia e manifestacoes clinicas

A infec¢do inicial por C.neoformansé adquirida pela inalacdo deesporosou células
fungicas (basidiésporos), que sdo particulas de pequeno tamanho, facilmente aerossolizaveis e
mais resistentes a dessecacdo do que as células leveduriformes. Constituem-se nas provaveis
particulas infectantes que estdo no meio ambiente.O processo infeccioso pulmonar permanece
latente por periodos varidveis de tempo até que um desequilibrio na relacdo agente-hospedeiro
permite a reativacdo da infecc@o e a disseminagdo. A doenga clinicamente manifestada tem
sido principalmente pulmonar e do sistema nervoso central (SNC), uma vez que este ultimo
sitio apresenta concentracdes Otimas de tiamina, carboidratos, minerais € nutrientes
assimildveis pelo fungo, bem como a presenca de precursores de melanina (GARCIA-
HERMOSO et al, 1999; LIFSON et al, 2006).

Ap6s a instalagdo do fungo nos pulmdes, o micro-organismo pode ser eliminado pelo
sistema imuneou progredir para formas clinicas varidveis, desde formas assintomadticas a
quadros pneumonicos com febre, tosse, dor no peito e perda de peso (CHAYAKULKEEREE
& PERFECT, 2006). No espaco alveolar, os macréfagos fazem a linha primaria de defesa.
Estas células sao essenciais na defesa do hospedeiro contra C. neoformans (MANSOUR &
LEVITZ, 2002; SHAO et al, 2005).

Os sinais e sintomas apresentam-se muito semelhantes a um estado gripal, com tosse e
expectoracdo mucoide. Outras vezes podem apresentar-se como dor tordcica, hemoptise e

febre (MITCHELL& PERFECT, 1995).
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Salienta-se que a doenca pulmonar sintomdtica pode ndo estar necessariamente
presente quando a doenca extra-pulmonar for reconhecida, podendo assumir formas agudas,
subagudas, cronicas, e apresentando-se de dificil diagnéstico sendo, as vezes, confundida com
outras doengas pulmonares (MITCHELL &PERFECT, 1995).

A partir dospulmdes, o fungopode disseminar-se para outros Orgaosatravés
dacirculagdo sanguinea,atingindo 0 sistemanervoso central (SNO),
causandomeningoencefalite/ meningite criptococécica. O mecanismo pelo qual C.
neoformans invade o sistema nervoso central é fundamental na compreensao da patogénese da
criptococose, que geralmente se apresenta como meningoencefalite. H4 evidéncias de invasdo
direta das células endoteliais e/ou também apds a ingestdo por macréfagos. Mais
recentemente também foi descrito o mecanismo de invasdo direta do cérebro via capilares,
envolvendo deformacgdo celular. Assim, o notdvel neurotropismo de C. neoformans pode ter
mais de um mecanismo (SHI et al, 2010).

A neurocriptococose € a forma clinica mais importante, sendo também a mais
relacionada com mortes em casos de criptococose. Geralmente, em pacientes
imunocomprometidos, tais como portadores da sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(SIDA), a neurocriptococose € insidiosa, apresentando poucos sintomas meningeos. No
entanto, em alguns pacientes, a infec¢do € mais abrupta, causando cefaléia, a visdo borrada,
ou distdrbios mentais, tais como confusdo, depressdo e agitacao (BRANDADO et al, 2004).

O neurotropismo de Cryptococcus spp pelo sistema nervoso central (SNC) esté ligado
a necessidade de substratos fendlicos, como catecolaminas, para a formag¢ao de melanina. O
fungo melaninizado resiste melhor ao ataque de macréfagos, pois o cardter antioxidante da
melanina torna o fungo mais resistente ao dano oxidativo dos macréfagos (KWON CHUNG
& BENNETT, 1992).

A criptococose, além do pulmio e SNC, pode se manifestar em qualquer 6rgao,
incluindo figado(NARA et al 2008), pele (VAN GRIEKEN et al, 2007; DURDEN et al 1994),
tratourindrio (SOBEL & VASQUEZ, 1999), olhos (SEATON et al, 1997) earticulacdes
(CUELLAR et al, 1992).Infec¢des oculares em geral sdao complicacdes da meningite
criptocdcica e tem sido cada vez mais reconhecidas. Suas manifestagdes incluem ceratite,
papiledema, escotoma,coriorretinite, paralisia ocular, podendo muitas vezes levara perda
irreversivel da visdo. A infeccdo intra-ocular € o resultado da infiltragdo das células
leveduriformes do espacgo subaracndide ou da disseminacdo hematogénica de outros sitios
infectados(KESTELYN et al 1993). O envolvimento ocular em alguns casos, precede a

meningite criptococdcia sintomdtica. A coriorretinite criptocdcica € semelhante a infecgdes
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por Candida, mas geralmente apresenta-se com poucas lesdes. O diagndstico € feito pelo
exame do humor aquoso ou do vitreo. Deve-se enfatizar que hd casos de perda de visdo na
auséncia de lesdes oculares em pacientes com meningite criptocdcica, devido a neurite
causada pela invasaodo nervo Optico pelo patégeno, que ocorre em 12-24 horas apds o inicio
dos sintomas ou no inicio da terapia medicamentosa (JOHNSTON, CORBETT , FOSTER ,
1992; REX et al, 1993). A perda visual progressiva e lenta, relaciona-se com o aumento da
pressdo intracraniana, podendo ocorrer durante o tratamento da meningite criptocdcica.
Nesses casos a recuperacdo de visdo € incomum, portanto, o reconhecimento precocee
tratamento sdo essenciais para evitar sequelas permanentes (PERRY & DONNENFELD,
1990).

O sistema linfatico pode ser muitas vezes o tnico local aparente da infeccdo,
particularmente em doentes infectados com HIV. Os linfonodos cervicais ou supraclaviculares
sdo os mais envolvidos. A aspiracdopor agulha fina, dos linfoodos aumentados, em pacientes
de alto risco, tem representado um procedimento diagndsticoexcelente em termos de
rendimento e rapidez no isolameto do fungo, bem como detectar apresenca desse micro-
organismo em preparagdes citoldgicas (ALFONSO et al, 1994).

Na pele, podem ocorrer lesdes cutaneas apds a inoculacdo desse micro-organismo
(NAKA, MASUDA, KONOHANA, 1995), mas a grande maioria dos casos de lesdes de pele
sdo resultantes da disseminacdo hematogénica (HAY, 1985). Estima-se que ocorram em pelo
menos 10-15% dos doentes, principalmente os acometidos pela AIDS, sarcoidose e aqueles
que receberam altas doses de corticosterdides (VIVIANI et al, 2006). Papulas indolores sao
geralmente as lesdes iniciais. Em seguida, lesdes multiplas e extremamente variadas podem
ocorrer, como nddulos, dlceras, purpura, lesdes acneiformes, abcessos, granulomas e placas
(HAY, 1985).A impressionante variedade de manifestacdes cutineas enfatiza a necessidade
de realizar exames histopatolégicos e cultura de bidpsias de qualquer lesdo de pele em
pacientes de alto risco, uma vez que o diagndstico da infec¢do ou de infecgdes concomitantes
podem ser facilitadas (VIVIANI et al, 2006).

Nos 0ssos, a criptococose € uma infec¢do rara e grave, dificilmente diagnosticada no
momento da apresentacdo, pois pode ser confundida com outras infec¢des ou com uma
doenca neopldsica. A osteomielite afeta hospedeiros imunocompetentes, assim como,
imunocomprometidos, com sarcoidose, € € rara em pacientes com AIDS, apesar do
envolvimento da medula éssea ter sido observado(BEHRMAN, MASCI, NICHOLAS, 1990).
As vértebras e proeminéncias 6sseas sdo os locais mais envolvidos. Os casos de

criptococosedssea em geral sdao decorrentes da meningite (CASH&GOODMAN, 1983).
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Muitas vezes, os sintomas podem estar ausentes, apesar das radiografias
apresentaremanormalidades; todavia os sintomas envolvem dor, inchaco dos tecidos moles e
sintomas gerais de infec¢do disseminada. O diagndstico por imagens revela lesdes
osteoliticas erodidas consistentes com &dreas de destrui¢do éssea associada com abscessos
contendo muco e pus. Na histopatologia observa-se tecido de granulacdo com granulomas de
células gigantes. O diagndstico pode ser feito pela aspiracdo, incisdo, drenagem ou por
cirurgia (BEHRMAN, MASCI, NICHOLAS, 1990).

Na criptococose disseminada, qualquer 6rgdo ou tecido pode ter focos de infeccao. A
prostata tem sido apontada como um reservatério assintomatica da infec¢do, particularmente,
em pacientes com a SIDA. O fluido seminal e urina, coletados apds massagem prostatica,
revelaram a presenga de Cryptococcus. Assim, ainfeccaopodepersistir apds o tratamento bem
sucedido da doenga disseminada. Logo,em caso de interrup¢ao do tratamento, apréstata deve

ser avaliada quanto a persisténcia da infeccao (LARSEN et al, 1989).

3.7 Fatores de Viruléncia

Uma variedade de fatores relaciona-se a viruléncia deCryptococcus neoformans,
permitindo o escape do micro-organismo frente as defesas do hospedeiro, garantindo sua
sobrevivéncia e multiplicacdo. Esses fatores incluem a sintese de melanina(GOMEZ &
NOSANCHUK, 2003), producdo de urease e protease, secre¢do fosfolipase e producdo de
manitol (COXet al 2000; COXet al, 2001), formacao de células gigantes (ZARAGOZA et al,
2010) e capacidade de sobrevivéncia a temperatura corporal do hospedeiro. Todavia, a
principal caracteristica que distingue C. neoformans de outros fungos patogénicos € a cdpsula
polissacaridica que circunda a parede da célula sendo considerado o principal fator de

viruléncia (DOERING, 2009).

3.7.1 Cépsula
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Acapsulapolissacaridica de C.neoformansé um estrutura muitodinamica. A alteracdo
da dimensdo dacdpsulaé uma caracteristica tipicade algumascepas deC.neoformans durante a
interacdocom o hospedeiro; € considerada como respostamorfoldgicaprecoce durante a
infeccdo. O aumento capsular ocorrealgumas horasapds a infeccdao, em modelos murinos, o
que também é observado duranteoparasitismointracelular.Além disso, duranteo curso da
infeccdo, as propriedades imunogénicas da cdpsula pode mascarareste fendmeno, adaptando-
se a fim de permitir a sobrevivéncia do fungono hospedeiro KNOWN-CHUNG et al,
2006).Nesse contexto, niveis aumentados deglucuronoxilomanana(GXM) no soro de
pacientes sdo correlacionados com um progndstico negativo, indicando a evolucdo da
doenca(MCFADDEN, ZARAGOZA & CASADEVALL, 2006).

O tamanho da cdpsula também varia em func@o das condi¢des de crescimento; no solo
e sobcondicdes laboratoriais,otamanho da cdpsulaé relativamente pequeno eas leveduras sao
facilmenteinaladas. No entanto, no hospedeiroa concentracaofisiolégicade CO,, a
limitacaodeferro férricoe a presenca desoro, proporcionam o aumento do tamanho da cépsula,
tornando esse micro-organismo resistente as defesas do hospedeiro(RIVERA et al, 1998;
VARTIVARIAN et al, 1993; ZARAGOZA et al, 2009). Em geral, os sinais que induzem o
crescimento da cdpsula sdo muito heterogéneos, tais como pH, concentracdes de ferro livre,
disponibilidade de CO,, osmolaridade do meio,concentracdo de nutrientes, temperatura e
presenca de soro (ZARAGOZA et al, 2009).

A cépsula de Cryptococcus neoformans € composta de polissacarideos complexos que
sao sintetizadas dentro da célula, transportados por vesiculas através da parede celular e, em
seguida, ligam-se de forma ndo-covalente a superficie da célula, onde se formam polimeros
longos. Dessa forma, os polissacarideos ndo apenas participam das etapas iniciais de interagao
do fungo com células hospedeiras, como também estd em contato constante com as células do
individuo infectado. Esse contato determina alteracdes na regulacdo de citocinas e
interferéncia na apresentacdo do antigeno ao hospedeiro. Outro mecanismo é o fato de que,
apos a fagocitose, o polissacarideo capsular se acumula dentro de vesiculas dos macrofagos
promovendo efeitos citotoxicos e levando a morte destas células, o que esclareceria também a
diminuicdo da migracdo leucocitdiria nos sitios inflamatorios, como nos pulmoes
(STEENBERGEN & CASADEVALL, 2003).

A cdapsula polissacaridica ndo estd envolvida apenas na patogénese. Relatos
demonstram que essa cdpsula também tem um importante papel na sobrevivéncia do C.
neoformans no meio ambiente, aumentando a resisténcia do fungo contra a dessecacao, efeito

de radiacdes solares, protegendo o fungo contra predadores, como nematdides e amebas
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(ZARAGQOZAet al, 2009). Os polissacarideos encontrados na parede celular sdo constituidos
de uma rede contendo glucuronoxilomanana (GXM) e galactoxilomana (GalXM)(KOZEL et
al,2003). Além desses, encontram-se manoproteinas, glicanos €
quitooligomeros(RODRIGUES& NIMRICHTER,2012). A GXM € o componente mais
abundante da capsula do C. neoformans (~90% de toda cdpsula) (KOZEL et al, 2003). Ela
apresenta massa entre 1700 a 7000 KDa e é composta por uma cadeia linear de manose com
ligacdes a (1,3) com substitui¢des de xilose B (1,2) e B (1,4) e residuos de acido glucurénico
(GlcA) B (1,2) (MCFADDEN, ZARAGOZA & CASADEVALL, 2006; MCFADDEN, DE
JESUS & CASADEVALL, 2006; RODRIGUES et al, 2009). As fibras de GXM estao unidas
a parede celular pelas glucanas por meio de interagdes ndo covalentes (FRASES et al., 2008).
A GalXM tem uma massa de aproximadamente 100 KDa sendo formada por uma parte
central de galactose contendo ligacdes a (1,6) e ramificacdes de galactose B (1,3), manose o
(1,4) e a (1,3) e de xilose B (1,3) e B (1,2) (MCFADDEN, ZARAGOZA & CASADEVALL,
2006; ZARAGOZAet al, 2009). Alteragdes no tamanho e densidade da capsula podem ocorrer
como fuga ou evasdo ao sistema imune, demonstrando que ela é regulada por células
especificas em resposta ao ambiente (O’MEARA & ALSPAUGH, 2012).

A viruléncia correlaciona-se com o tamanho da capsula, in vivo, sendo que a regulacao
na formacao de cdpsula é um fator criticona fisiopatologia dadoenca criptocdcica. Acredita-se
que os processos de regulacdo do tamanho capsular derivam de mutacdes de genes
especificos, gerando células com cdpsulas anormais. Uma variedade de fendtipos estd
relacionada com o tamanho ou a natureza da cdpsula o que permitiu a identificacdo de uma

grande variedade de genes mutantes (CLANCY et al, 2006).

3.7.2 Melanina

A producdo de melanina constitui outro fator de viruléncia importante, relacionado ao
fungo, pois possui ac¢do antioxidante e antifagocitica (STEENBERGEN&CASADEVALL,
2003). Ela encontra-se na parede celular do Cryptococcus spp. e contribui para a
sobrevivéncia do fungo por manter a integridade deste envoltorio.

A melanina possui um radical livre estdvel, que € insolivel nos solventes fisioldgicos e
resistente a degradag@o por 4cidos. Desta maneira, protege o fungo dos radicais livres téxicos

que sdo produzidos pelo sistema de defesa do hospedeiro (STEENBERGEN;
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CASADEVALL, 2003). Quimicamente sao macromoléculas formadas por polimerizacdo
oxidativa de compostos inddlicos ou fendlicos, com cardter hidrofébico e carregadas
negativamente. No C. neoformans varios tipos de melaninas fingicas tém sido identificadas e
as duas mais importantes, a DHN melanina e a DOPA-melanina, vém sendo correlacionadas
diretamente a patogénese da doenca (LANGFELDER et al, 2003).

As espécies do género Cryptococcus sao capazes de sintetizar melanina a partir de
catecolaminas como L-DOPA, dopamina, norepinefrina e epinefrina, o que comprova sua
viruléncia para hospedeiros humanos (STEENBERGEN &CASADEVALL, 2003). A
capacidade de C. neoformans em produzir melanina depende da enzima fenoloxidase. Esta
enzima estd ligada 2 membrana da célula flingica e catalisa a reacdo na presenca de
compostos fendlicos, incluindo catecolaminas, sendo que o pigmento produzido localiza-se na
parede celular do fungo. Isso confere a célula efeito protetor contra reagdes oxidativas e
radiacao ultravioleta, bem como ataque as células de defesa (BARLUZZI et al, 2000). Isso
também esclarece a habilidade do fungo de usar as catecolaminas, presentes em grandes
quantidades no liquor, como substratos para a producao de melanina, explicando, em parte, o
forte tropismo de C. neoformans e C. gattii pelo SNC (CHANG et al, 2001).

A producdo de melaninapelo C. neoformanstoi observada pela primeira vez em agar
contendo extrato de semente de Guizotia abyssinica (STAIB, 1962) e, posteriormente, em
meio contendo dcidos extraidos de sementes de café e componentes férricos (HOPFER &
GROSCHEL, 1975). A enzima fenoloxidase tem sido identificada como uma lacase, que é
codificada por dois genes, CNLACI e CNLAC2, mas apenas CNLAC] & expresso de forma
significativa na maioria das condi¢des e a exclusdo de CNLAC2 ndo resulta em reducdo da
viruléncia em camundongos(WILLIAMSON, 1997;ZHU &WILLIAMSON, 2004).

No meio ambiente, a produ¢do de melanina é importante para a sobrevivéncia do
Cryptococcus spp., pois estes fungos sao também capazes de utilizar compostos difendlicos
na natureza para conversdo em compostos intermedidriose subsequentemente produzir esta
substancia. Todavia, C. neoformans ndo produz melanina a partir de catecolaminas do solo,
sugerindo nao ser esta a via preferencial para producdo deste composto (BUCHANAN &
MURPHY, 1998).

3.7.3 Crescimento a 37°C

A capacidade decrescera 37°C € essencialpara a sobrevivéncia do fungo no

hospedeiro. Com excecdo doC.neoformans, C. gattiie, ocasionalmente, C.laurentiieisolados
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de C.albidus, as demais espéciesndo conseguem crescer bema 37°C, esdo consideradas
comondo patogénicaspara os seres humanos. O C.gattii, bem como isolados de C.
neoformanssorotipo D parecem sermais sensiveisa altas temperaturas (37-39°C) quando
comparados a isolados C.neoformanssorotipo A (MARTINEZ et al 2001).A capacidade de
crescer a37°Cestdsob controlegenético. Um gene decalcineurina, CNCALI codifica uma
proteina,uma fosfataseespecificade serina-treonina ativada por Ca**-calmodulina, essencial
para a sobrevivéncia, a37°Cem pH7,3-7,4 numa atmosfera deaproximadamente
5%CO,(ODOM et al, 1997).Recentementeoutros genes foram identificados e precisam estar

intactosemaltas temperaturas para proporcionar o crescimento (PERFECT, 2006).

3.8 Diagnostico

O diagnéstico laboratorial da criptococose é realizado mediante o exame direto do
liquido cefalo-raquidiano (LCR) utilizando-se tinta Nanquim (tinta da India), que permite a
visualizagcdo capsular. Esse teste € positivo para 80% dos pacientes com criptococose e AIDS
e 50% nos pacientes ndo portadores de SIDA, que apresentam sintomas compativeis com a
micose. Em materiais biolégicos como liquor, o achado das células leveduriformes
capsuladas define o diagndstico de criptococose. As bidpsias também podem ser analisadas
por anatomia patolégica, com coloragdes especificas para C. neoformans, como mucicarmim
de Meyer, que evidencia a cdpsula em vermelho ou pelo PAS ou, ainda, impregnacdo pela
prata (método de Gomori-Grocott), que evidencia a parede celular das leveduras, apesar de
nao demonstrar a cdpsula. A coloracdo de Fontana-Masson pode ser utilizada para evidenciar
o depdsito de melanina na parede do fungo, enquanto a hematoxilina-eosina pode ser util em
rotina para avaliacdo do padrdo das lesdes e evidenciar a capsula do fungo (LACAZ et al,
2002; LAZERA et al, 2004; PERFECT & CASADEVALL,2002).

Ap6s realizacdo de exame microscépico do liquor deve ser realizado o cultivopara o
Cryptococcus spp. em agar Sabouraud dextrose, que deve estar isento decicloheximida, ja que
este género € inibido por esta substincia. O isolamentodo fungo pode ser realizado também no
agar extrato de malte. Em ambos os meios alevedura cresce e produz coldnias de coloracdo
creme com aspecto brilhante, viscoso e imido, apds trés a sete dias de incubagdo. E torno de
um meés as coloniasmucéides fluem na superficie e, quando em tubos, acumulam-se no fundo.

Atemperatura de incubagao para o cultivo deste fungo pode variar entre 25 a 37°C sendo esta
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uma caracteristica muito importante, uma vez que outras espécies do género Cryptococcusnao
crescem a 37°C (LAZERA et al., 2004).0 uso de preparagdes com tinta Nanquim (tinta da
India) em exames diretos paravisualizacdo das células leveduriformes, com demostragao da
capsula e a realizacao decultura do fungo sdo, hoje, as metodologias mais empregadas para o
diagndstico deinfecgdo criptococdcica (LACAZ et al, 2002).

Todas as espécies de Cryptococcus sao nao-fermentadoras e produzem a
enzimaurease. Entretanto, C. neoformans e C. gatii sdo capazes de crescer a 37°C eproduzir
uma fenoloxidase. Um meio de cultura contendo extrato aquoso de sementesde niger
(Guizotia abyssinica), também chamado 4gar niger ou meio de Staib (STAIB,1962) permite o
crescimento de coldnias com coloracdo marrom devido a presenga dafenoloxidase, enquanto
outras leveduras crescem, mas nao apresentam esta coloracao (LACAZ et al, 2002). Este meio
¢ preparado utilizando em sua composicdo, além doextrato de sementes de Niger e glicose, o
cloranfenicol e a gentamicina para inibi¢do debactérias e solucdo de difenil, que funcionard
como indicador. A pigmentacdo das colOnias no agar Niger permite diferencia-lo de
Rhodotorula spp(também encapsulada) e de Candida spp, no caso das cepas desprovidas de

capsula (MUSSA et al, 2000;PERFECT & CASADEVALL, 2002).

Para distin¢@o fenotipica entre as espécies C. neoformans e C. gattii, pode-se utilizar
omeio de CGB, constituido por canavanina, glicina e o indicador azul de bromotimol.Neste
meio, C. gattii cresce normalmente, j4 que € resistente a canavanina e é capaz deutilizar a
glicina como unica fonte de nitrogénio e carbono e produzamonia, elevando o pH, o que
modifica a coloracao do meio para azul-cobalto, devido apresenga do azul de bromotimol. C.
neoformans nao cresce neste meio, pois énaturalmente sensivel a canavanina. Os testes
soroldgicos utilizados para detec¢do de polissacarideo capsular e nodiagndstico de infec¢des
criptocdceicas invasivas sdo bastante especificos e sensiveis(90%). O método mais comumente
usado para deteccdo do antigeno € o teste deaglutinacdo em latex, e, ocasionalmente, métodos
imunoenzimaticos também sdoutilizados. Resultados falso-positivos podem ser encontrados
devido a reacdo cruzadaem decorréncia de polissacarideo capsular de Trichosporon beigelii
ou de fatorreumatdide. Este ultimo interferente poderd ser bastante reduzido por meio
detratamento adequado tratamento do espécime clinico. Resultados falso-negativospoderao
raramente ocorrer, devido a presenca de imunocomplexos, efeitoprozona ou altos titulos, ou
ainda por isolados com pequeno didmetro capsular (LAZERA et al, 2004).

Os antigenos de Cryptococcus spp. podem nao ser detectados durante a infeccdo

ativa,devido a seus baixos niveis, porém com a melhora clinica, os niveis antigénicos vao
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setornando detectdveis. Desta forma, ndo sdo utilizados para fins diagndsticos ou para decisio

terapéutica (PERFECT & CASADEVALL, 2002).

3.9 Tratamento

O tratamento cldssico da criptococose baseia-se na utilizacdo de uma droga poli€nica
macrolidea, a anfotericina-B, associada ou ndo a outro antifingico, como o derivado
piramidinico (5-flucitosina) ou a algum medicamento da classe dos azolicos. No entanto,
algumas destas drogas administradas no tratamento de infec¢des flingicas apresentam altas
taxas de falhas terap€uticas e a emergéncia de resisténcia fungica intrinseca € outro problema
a ser considerado (PERFECT et al, 2010).

De acordo com a sua histdria natural, a meningite criptocdcica é sempre fatal se nao
tratada. A introducdo de anfotericina B desoxicolato em 1950 melhorou o prognéstico desta
doenca e as taxas de cura para a meningite criptocdcica subiram para mais de 50%. No
entanto,  substancial toxicidade foi relatada.  Subsequentemente, a flucitosina foi
desenvolvida e, por causa da sua excelente penetracio no LCR e seletiva atividade frente a
fungos leveduriformes, foi inicialmente utilizada como agente tnico para o tratamento da
meningite criptococdécica. Seu uso em monoterapia, no entanto, foi associado com o
desenvolvimento de resisténcia e elevados indices de falhas terapéuticas (BLOCK et al,
1973).

Significativo progresso no tratamento das meningites criptocdcicas foi alcangado
quando a flucitosina foi combinada com anfotericina B desoxicolato, utilizando-se da
vantagem do mecanismo sinergético de acdo e farmacocinética complementares dos dois
antifingicos.Como sua absorcdo gastrointestinal e insignificante, toda a administracdo de
anfotericina B deve ser intravenosa. Ela é complexada com desoxicolato de sédio, porém
existem preparagdes lipidicas como a solucdoao coloidal e o encapsulamento em lipossomas.
Estas formulacdes lipidicas causam menos efeitos indesejdveis, entretanto o custo &
consideravelmente mais alto, desta forma deve se avaliar o custo-beneficio em cadacaso
especifico (BENNETT, 2003; RANG et al., 2004).

A terapia combinada permitiu a reducdo na quantidade de anfotericina B desoxicolato

necessdria para tratar a criptococose, limitando assim a sua toxicidade e também diminuiu as
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preocupacdes com o desenvolvimento de cepas resistentes a flucitosina (BENNETT et al,
1979).

A emergéncia de doencas fungicas associadas com a AIDS, na década de 80, e a
freqiiéncia aumentada de micoses fatais associadas com o aumentado uso deterapias médicas
imunossupressivas, desde 1970, estimulou estudos dirigidos paraa descoberta de novos
agentes antiftingicos. Os resultados podem ser vistos em seisnovos agentes, representantes de
duas classes antiftingicas, as quais foram recentementelicenciadas para uso ou estdo na fase
trés dos testes clinicos (ODDS et al, 2003).

Dentre os seis novos agentes antifungicos, o posaconazol, o ravuconazol e o
voriconazol pertencem a classe dos azdis e subdivisdo dos triazdlicos que corresponde a
classe mais bem-sucedida em relacdo a terapia antifingica desde 1960. Os outros trés,
anidulafungina, caspofungina e micafungina sdo equinocandinas e sucessoras da ciclofungina,
cujo uso terapéutico foi abandonado em 1980. No entanto, essas equinocandinas nao sao
utilizadas para o tratamento de infec¢des por Cryptococcus, visto que ele € intrinsecamente
resistente a elas. O ritmo da descoberta e desenvolvimento de antiftingicos é excessivamente
lento, pois os novos antifiingicos anteriormente citados comegaram seus caminhos na clinica
em 1980. Desde aquela época hd uma caréncia por novos agentes antifingicos de uso

terapéutico (ODDS et al, 2003).

3.10 Resisténcia

O tratamento das infec¢des causadas peloCryptococcusneoformans € historicamente
relacionado com o uso de anfotericina B, fluconazol e flucitosina. Com a insercdo da terapia
antiretroviral altamente ativa (HAART) para a AIDS, as taxas de ocorréncia de criptococose
cairam; no entanto, as falhas no tratamento e problemas de resisténcia continuam a ocorrer,
causando elevados indices de mortalidade (MAYERS, 2009).

De modo geral, a resisténcia aos antimicrobianos ¢ um importante problema clinico.
Classicamente o termo resisténcia € empregado para descrever um fendmeno in vitro, no qual
um micro-organismo ndo € sensivel a um determinado agente antimicrobiano quando
comparado a outros isolados da mesma espécie (MAYERS, 2009).

Chama-se resisténcia primdria aquela manifestada em micro-organismos, nunca antes

expostos ao farmaco de interesse (MAYERS, 2009). Em Cryptococcus neoformans ela é
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relativamente incomum, mas ja se relatou a ocorréncia com flucitosina (CUENCA-
ESTRELLA et al, 2001) e fluconazol (ORNI et al, 1999).

A resisténcia intrinseca € a resisténcia inerente a todos os isolados de uma espécie
frente a um determinado farmaco. Para o Cryptococcus neoformans ela € bem descrita para as
equinocandinas, cujo mecanismo € a inibicdo da enzima 1,3 B-glucana sintase (WALSH,
2002). As equinocandinas sdo uma classe de agentes antiflingicos, ineficazes contra o
Cryptococcus neoformans (ABRUZZO et al 1997; BARTIZAL et al 1997; KRISHNARO et
al 1997). Em outros patégenos flingicos, as equinocandinas sdo conhecidas como inibidoras
da B-1,3 glucana sintase. Evidéncias sugerem que o C. neoformans, possui o alvo apropriado
para a acdo das equinocandinas, sendo que a -1,3 glucana estd presente na parede celular do
fungo, sendo essencial na viabilidade da parede celular (MALIGIE et al, 2005). Estudos
enzimaticos in vitro, mostram que o C. neoformans é sensivel a caspofungina. Cryptococcus
submetidos a concentracdes nao inibitérias de caspofungina mostraram reduc¢do nos niveis de
B-1,3 glucana, conduzindo a hipétese que em outros fungos possa existir outro mecanismo de
acdo para esta classe. No entanto, a baixa quantidade de -1,3 glucana necessaria para o bom
crescimento de C. neoformans nao € bem estabelecida, sendo possivel que o C. neoformans
possa compensar melhor essa redu¢do do que outros fungos equinocandina-susceptiveis
(FELDEMESSER et al, 2000).

A resisténcia secunddria, também conhecida como resisténcia adquirida, resulta da
exposicao prévia a um farmaco. Esta forma é manifestada principalmente frente a flucitosina
e aos antifingicos azdlicos (MAYERS, 2009).0s primeiros casos de resisténcia secunddria
observados para a flucitosina foram em 1970; quando esse farmaco era utilizado sozinho no
tratamento da meningite criptococdcica;porém, quando se utiliza a flucitosina combinada com
a anfotericina B, o desenvolvimento de resisténcia € também incomum (BLOCK et al, 1973).

O termo resisténcia clinica refere-se a um fendmeno onde o micro-organismo continua
a causar doengca mesmo com o uso de agentes antimicrobianos. O micro-organismo € sensivel
in vitro e o paciente ndo evidencia melhora clinica. A resisténcia clinica nas infec¢des por
Cryptococcus neoformans pode ocorrer devido: a) resposta imune deficiente do hospedeiro; b)
sitio de infecdo (SNC x préstata); c) viruléncia intrinseca do microorganismo; d) dose
efarmacocinética inapropriada do farmaco prescrito; e) pouca adesdo do paciente a terapia
HAART ou terapia antifiingica o recomendada; (PERFECT & COX, 1999).

A resisténcia secunddria a anfotericina B ndo € um evento comum. Fungos
patogénicos como Candida albicans, C. neoformans eAspergillus nidulans resistentes a

anfotericina B, ja foram obtidos em laboratério. Esta resisténcia € explicada pela redu¢do no
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conteddo de ergosterol, conduzindo a diminuicdo da sensibilidade a anfotericina B
(VANDEN et al, 1997).

O advento dos triazdlicos na década de 90 trouxe o fluconazol como opc¢ao terapéutica
importante para o tratamento da criptococose. Este periodo coincidiu com ascen¢do da
pandemia causada pelo HIV quando ainda ndo se dispunha da HAART; as taxas de
mortalidade eram elevadas (VANDEN et al, 1997 ). Surgiu entdo a necessidade de avaliar a
susceptibilidade de C. neoformans ao fluconazol. As técnicas padronizadas para avaliar a
susceptibilidade de fungos leveduriformes ndo definiam breakpoints para enquadrar C.
neoformans como resistente ao fluconazol. Muitos autores passaram a utilizar os breakpoints
definidos para a Candidanuma tentativa de caracterizar a maior ou menor susceptibilidade de
C. neoformans.

Um estudo multicéntrico demostrou que dentre 1811 isolados clinicos de C.
neoformans oriundos de cinco continentes, no periodo de 1990 a 2004, menos de 1% destes
isolados eram resistentes (CIM > 64ug/mL) ao fluconazol ou a anfotericina B (CIM > 2ug/
mL) (PFALLER et al, 2005). Na sequéncia buscou-se relacionar elevadas CIMs aos
antifingicos com fallhas terapéuticas; neste contexto Pfaller et al (2004) constatou que a
melhor resposta clinica dos pacientes com criptococose ocorria quando as CIMs eram
menores do que 16pg/mL ao fluconazol ( PFALLER et al, 2004).

Em outro estudo, contando com 1763 isolados clinicos de C. neoformans provenientes
de 28 paises, Johnson et al (2008) verificaram que a susceptibilidade para a anfotericina B
variava entre 0,125-2pg/mL na maioria dos isolados; apenas quatro isolados evidenciaram
CIM > 2 pg/mL (JOHNSON et al, 2008).

Os principais mecanismos de aquisicdo de resisténcia em azdlicos ocorrem pelas
alteracdes da parede celular, por reducdo da afinidade de ligagdo da enzima 14 a-demetilase
ou uma inerente impermeabilidade da mesma, bem como o aumento do conteido de
ergosterol.Assim, poucos trabalhos tém demonstrado aumento de CIM. A maioria tem
mostrado valores abaixo de 1pg/mL (BRANDT et al, 2001).

A resisténcia a flucitosina pode ser explicada pela perda ou mutacdo de enzimas
associadasa conversdo e incorporacio de RNA. Recentemente, isolados de C.
neoformansprovenientes de pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA)
mostraram ser menos suscetiveis ao fluconazol e flucitosina do que os pacientes sem SIDA.
Estes dados sugerem que o uso de anfotericina B por um grande periodo pode levar a

tolerancia ou resisténcia do micro-organismo (Llet al, 2012).
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Na avaliacdo da susceptibilidade dos agentes de criptococose tem se comparado
isolados ambientais versus clinicos. Alves et al (2001) evidenciaram que isolados clinicos
eram menos sensiveis ao fluconazol que isolados ambientais. Recentemente Andrade-Silva et
al (2013) observou que isolados clincos eram menos sensiveis a anfotericina B e ao
itraconazol; por outro lado, os isolados clinicos eram mais sensiveis ao fluconazol do que os
ambientais. Também se comparou a susceptibilidade entre C.neoformans e C. gattii frente a
anfotericina B, fluconazol e itraconazol e ndo se encontrou diferencas estatisticas entre os dois

grupos (ANDRADE-SILVA et al, 2013).

3.11 Testes de Susceptibilidade

Os testes de susceptibilidade a antifingicos tem despertado grande interesse no
ultimos anos devido a incidéncia de infec¢des fungicas invasivas e o aumento de agentes
antifingicos empregados. Eles fornecem informagdes que auxiliam na selecdo de farmacos
antifungicos, monitoramento do aparecimento de resisténcia antimicrobiana e fornecem dados
para estudos epidemioldgicos (PFALLER et al, 2009). Esforcos tem sido feitos para a
implementacdo de métodos reprodutiveis e clinicamente relevantes para avaliagdo da
susceptibilidade de leveduras. Modificagdes na metodologia do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) M27-A2, ocorreram pois verificou-se que alguns isolados de C.
neoformans crescem pouco no meio RPMI-1640, preconizado para os testes de
susceptibilidade. Além disso, o tempo de 72h € considerado por alguns autores, muito longo
em termos praticos (MAYERS, 2009).

Assim o uso de Yest Nitrogen Base (YNB) no lugar do meio padrao RPMI-1640
poderia facilitar e fornecer maior relevancia clinica para as CIMs obtidas (MAYERS, 2009).
Comparou-se também o E-test com a técnica de microdiluicdo para isolados de C.
neoformans. Aller et al (2000) mostrou que os resultados para o fluconazol e a flucitosina
tiveram concordincia entre os dois métodos. No entanto, o itraconazol e a anfotericina B,
mostraram baixa correlacdo sendo que isolados resistentes a anfotericina B e ao itraconazol
nao foram incluidos no teste (ALLER et al, 2000). Usando o mesmo meio ¢ método, outros
estudos mostraram boa concordancia entre o E-test e a técnica de microdiluicdo para o

voriconazol (94%) e anfotericina B (99%) (MAXWELL et al , 2003).
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Estudos relataram que o meio antibiotic medium 3 (AM3) foi superior aos meio YNB
e RPMI-1640 para a identificagdo de isolados anfotericina B-resistentes, utilizando os
métodos estabelecidos pelo CLSI (LOZANO-CHIU et al, 1998). Embora tenha havido
algumaspreocupacdes iniciaisde que o método padronizado peloCLSIndo eraidealpara avaliar
oC.neoformans, tais métodos, como microdiluicdio em caldo e disco-difusdo ja
foramaplicadosem todo o mundopara estudaro aparecimento de resisténciaem isoladosde
Cryptococcus, fornecendo uma comparacdoda atividadede agentesnovoscontraC.
neoformanse C.gattii, dessa forma identificando as cepas laboratoriaiseclinicas, permitindo o
estudo dos mecanismosde resisténciaantifiingica. Esses métodos sdo reprodutiveis e precisose
fornececem informacdesclinicamente uteis compardveis aos testes comantibacterianos
(ALLER et al, 2000; REX & PFALLER,2002).

Existe um apoiosubstancial dos experimentosemmodelos animais, nos estudosde
sensibilidade ~ as  drogasantifingicasin  vitro  envolvendoC.neoformans.  Pode-se
preverresultados do tratamento, bem como inimeros relatose séries de casosdeCIMselevadas
depoliénos, flucitosinaeazdisassociada a falhasclinicas no tratamento emcriptococose
(SANGUINETTI et al 2006; VELEZ et al 1993). As CIMs e zonas de diametro para
interpretacdo dos breakpoints, ndo estdo estabelecidos para nenhum agente antifiingico de
tratamento do Cryptococcus. No entanto, fica claro que pacientes infectados com o
Cryptococus neoformans, cujos CIMs foram < 8ug/mL para o fluconazol, responderam
melhor ao tratamento do que aqueles com CIMs > 32ug/mL (ALLER et al, 2000). Estudos
prospectivosadicionais sdo necessdrios paraidentificarprecisamente o0s endpointspara
determinac¢do de resisténcia aos farmacos. Os breakpoints geralmente usados para determinar
resisténcia paraC.neoformans, baselam—se em experiéncias clinicas o que permite estabelecer
os seguintes valores para os farmacos antifingicos comumente utilizados: CIM >16ug/mL
para fluconazol, >1ug/mL para o itraconazol, >32 pg/mL para flucitosina, >Ipug/mL para
AMB. Esses breakpoints sao apenas diretrizes, devendo ser interpretados com cuidado no

cenario clinico (MAYERS et al, 2009).

3.11.1 Relevancia clinica dos testes de suscetibilidade
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Muitos estudos tém encontrado relacdo entre os resultados dos testes de
susceptibilidade e respostas clinicas para doencas criptococécicas (ALLER et al

2000;MENICHETTI et al, 1996; VAN DUIN et al, 2002;WITT et al, 1996).

A maioria desses estudos tem focado em predizer os valores das concentracdes
inibitérias minimas (CIMs) para o fluconazol. Aller et al (2000) realizaram um estudo com
25 pacientes com SIDA que apresentavam relatos de doenga criptococdcica. Esses relatos
ocorreram entre os anos de 1994-1996 nos EUA e Espanha. Falhas terapéuticas foram
observadas em 5 dos 25 pacientes com AIDS associadas a infec¢do criptococécica. Foi
estatisticamente significativa a associacdo entre as maiores CIMs de fluconazol (=16 pg/mL)
e taxas de mortalidade apds falhas no tratamento. Os testes de susceptibilidade nesse estudo
seguiram a padronizacdo estabelecida pela M27-A (ALLER et al, 2000). Conduziu-se um
estudo com altas doses de fluconazol por 14 dias consecutivos em pacientes com AIDS e
meningite criptococdcica. O tempo necessario para haver a negativagdo das culturas foi de 56
dias para pacientes cujo isolado possuia CIMs de 4ug/mL e 16 dias para pacientes cujo CIM
foi < 4ug/mL. Andlises correlacionando resultados clinicos com as CIMs do fluconazol nao

foram avaliados nesse estudo (MENICHETTTI et al, 1996)

Witt et al (1996) usando a técnica de microdilui¢ao e Ghannoum et al (1992) utilizado
técnicas de macrodiluicdo tentaram determinar se asusceptibilidade in vitroao fluconazolem
conjunto comvaridveis clinicaspoderiampredizero resultado do tratamentopara pacientes
commeningite criptocdcicaassociada a AIDS aguda. Avaliou-
sediferentesdosesdefluconazolcom ou semflucitosina. O tratamento foi considerado de
sucesso se ao final de 10 dias os pacientes sobreviviam € nao apresentavam culturas positivas
para Cryptococcus. As médias logaritmicas dos CIMs parafluconazolforam
significativamente maiores paraos isoladosdepacientes que tiveram falhas na terapiaem
comparagdo  comaqueles que  tiveramsucesso no  tratamento. Nado  houve
nenhumadiferengaestatistica significativa na média geométrica das CIMs, quando eles foram
medidos pela técnicapadrio de macrodiluicdo (M27-A). Os autores sugerem
queestadiscrepancia podeser devida, emparte, aomaiorcrescimento em meioYNB, quando
comparado com omeio RPMI1640 usado na técnica de macrodiluicio (GHANNOUM et al,
1992; WITT et al, 1996).
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Em outro estudo, avaliou-se 4 isolados de Cryptococcus provenientes de pacientes
com AIDS apresentando quadros de meningite. As CIMs para a anfotericina B variaram de
0,4-1,6 ug/mL o que correlacionou-se com recaidas clinicas. Outros autores tem descrito, a
susceptibilidade de uma série de isolados de C. neoformans obtidos de pacientes com
meningite recorrente e esses isolados ndo mostraram resisténcia a anfotericina B, quando
comparados com os isolados iniciais. Finalmente, deve ser enfatizado que os valores das
CIMs ndo sdo os dltimos preditores de resposta clinica, mas devem ser sempre avaliados num

contexto (POWDERLY et al, 1992).

3.11.2 Influéncia dos fatores de viruléncia nos testes de susceptibilidade.

A patogenicidade da criptococose influencia nos padroes de resisténcia
clinica.Micthell et al (1995) realizaram um estudo retrospectivo com pacientes com
criptococose cerebral na Austrélia, entre os anos de 1985 e 1992. Infec¢do com C. gattii foi
associada comum pior prognoéstico, apesar da administracdo prolongada de AMB e cuidados
no aumentoda pressdo intracraniana (MITCHELL et al, 1995). Além das diferentes espécies,
temos a capacidade da levedura de produzir melanina, que também influencia na
patogénese(BUCHANAN & MURPHY,1998).

A melanina pode proteger o C. neoformans contra danos pela radiacdo UV, extremos
de temperatura, stresse oxidativo e contra macréfagos do hospedeiro(CASADEVALL
CASADEVALL, ROSAS,NOSANCHUK, 2000). Van Duin et al (2002) demostraram que a
melanizacao reduziu a susceptibilidade de C.neoformans a anfotericina B e caspofungina com
base na metodologia de curvas de morte (Time-Kill curve) (VAN DUIN, CASADEVALL,
NOSANCHUK, 2002).

A cédpsula do Cryptococcus spp também tem mostrado um papel importante na
viruléncia. Mutantes acapsulares sdo tipicamente aviruletos; no entanto, micro-organismos
encapsulados promovem graus diferentes de patogenicidade. Vitale et al (2012) comparou a
atividade in vitro de diferentes agentes antifingicos
para 34 isolados clinicos de Cryptococcus neoformans var.grubii com ou sem
inducdo de cdpsula e demostrou que apds a indugao o fluconazol mostrou CIMs mais elevadas

quando comparadas a outros antifingicos testados. Dessa forma a determinagcdo da
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atividadeantiftiingica considerando fatores de viruléncia podeser clinicamente relevantee
utilizada para avaliar a correlacdo entre os resultadosin vitro eevolucao clinica (VITALE,
PASCUCCELLI, AFELTRA, 2012).

Alguns estudos sugerem que as cepas encapsuladas sdo mais tolerantes a acdo da
anfotericina B. Acredita-se que a capsula confira resisténcia as espécies reativas de oxigénio,
reducdo na fagocitose, desta forma oferencendo resisténcia aos peptideos antimicrobianos e
farmacos antifiingicos, tais como a anfotericina B (ZARAGOZA et al, 2008).

Cordoba et al (2011) avaliaram aatividadede anfotericinaBpelametodologia de curvas
de morte (Time—Kill)para20 isolados clinicos de Cryptococcusneoformans onde a indugdao
capsularin vitrofoi realizada. Em geral, as cepas encapsuladasforam mais resistentes
aanfotericina B, quando comparadas com aquelas com  pequenascdpsulas
(CORDOBA,AFELTRA,VITALE, 2011).

Desta forma, caracteristicas do hospedeito, limitacdes farmacoldgicas e fatores de
viruléncia do fungo contribuem para a resisténcia clinica ao Cryptococcus. Assim, os testes de
susceptibilidade para antimicrobianos, sdo preditores de resultados clinicos na infeccao

criptococécica (VELEZ et al, 1993).

3.11.3 Utilizacao da terapia combinada no tratamento da criptococose.

Infecgdes invasivas causadas por fungos estdo entre as principais causas de morbidade
e mortalidade entre pacientes imunocomprometidos. Atualmente, diferentes agentes
antifingicos estdo disponiveis no mercado, mas nenhum apresenta altas taxas de eficicia
terapéutica no tratamento de infec¢des causadas por Cryptococcus. Em decorréncia das altas
taxas de mortalidade causadas pela criptococose € que novas estratégias de tratamento, como
a terapia de combinagdo, merecem ser estudadas com o objetivo de buscar novas alternativas
terapéuticas.

O FDA (Food and Drug Administration) aprovou varios agentes antifiingicos de varias
classes (azdis, equinocandinas, pirimidinas, poliénicos) como opg¢Oes terapéuticas para
infecc¢des fungicas (DISMUKES, 2000). Entretanto, muitas vezes o tratamento ¢ complicado
pela elevada toxicidade, baixa tolerabilidade ou estreito espectro de acao.

Estas dificuldades tém conduzido esforcos recentes para determinar a eficdcia da

terapia combinada no tratamento de infec¢des invasivas (MUKHERIJEE et al, 2005).
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Beneficios potenciais do uso da terapia de combinacdo incluem o amplo espectro de agdo,
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 combinagdes entre farmacos de diferentes
classes terapéuticas deve ser fundamentada em estudos in vitro e in vivo, para se evitar
interagdes indesejaveis.

Nos ultimos anos, a descoberta de novos agentes antifiingicos tem sido incrementada

numa tentativa de atender a crescente demanda na drea da micologia médica. Atualmente,
diferentes agentes antifingicos estdo disponiveis no mercado, os quais se encontram
classificados em: alilaminas (terbinafina e naftifina), antimetabdlitos (5-flucitosina), azdlicos
(cetoconazol, miconazol, itraconazol, fluconazol e voriconazol), inibidores da sintese da
glucana (caspofungina) e derivados poliénicos (anfotericina B e nistatina). A combinacao de
agentes antiftingicos de diferentes classes pode determinar melhor eficidcia no tratamento
quando o sinergismo for observado (JOHNSON et al, 2004).
O aumentodo numero de compostosantifiingicosdisponiveislevou a busca de
melhoresestratégias terapéuticas, como a utilizacdo desses compostos em combinagao.
Compostosantiftingicos utilizadosem combinacdopodempromover a eficicia de cadadroga,
utilizando-se =~ umadose mais baixa decada uma das drogas.A terapia decombinagdo
podeserutilizada numatentativade evitar ouretardar o aparecimentoin vivode populacdes
resistentesdefungos patogénicos (FISHMAN et al, 2002; LUPETTI et al, 2003).Estudos de
combinacdes de agentes antifingicos com agentes nao-antifingicos sdo ainda pouco
investigados (MUKHERIEE et al, 2005).

As principais combinagdes entre antifiingicos que estdo envolvidas no tratamento da
criptococose sdo: anfotericina B+flucitosina, anfotericina B+fuconazol e
fluconazol+flucitosina.

O mecanismo sinérgico entre anfotericina B e flucitosina se baseia na acdo da
anfotericina B na membrana celular flingica abrindo poros, permitindo a entrada da
flucitosina exercendo seu efeito letal em qualquer fungo sobrevivente (POLAK, 1978).Da
mesma maneira que os resultados observados em estudos com Cryptococcus neoformans, a
administracdo de flucitosina juntamente com anfotericina B auxilia na prevencdo da
emergéncia de cepas resistentes (POLAK, 1978). Brower et al (2004) estudando combinagdes
entre terapias antifingicas para o tratamento da meningite criptococdcica em pacientes HIV
positivos, observaram que a combinacdo anfotericina B+flucitosina, mostrou ser o regime

mais rapidamente fungicida (BICANIC et al, 2008;BROWER et al, 2004). Alguns estudos
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relatam que interagOes antagbnicas estdo presentes em doses mais elevadas destes
antifiingicos ou quando os isolados s@o previamente expostos a anfotericina B ou a flucitosina
(PORE, 1992). Ao analisar diferentes isolados de Cryptococcus neoformans, os achados in
vitro ndo demonstram sinergismo de forma consistente (MEDOFF, CONFORT,
KOBAYASHI, 1971; CHEN, LIUSHIH, HSIEH, 1982) e interacOes indiferentes
(GRANNOUM et al,1995; ODDS, 1982) ou antagbonicas (HAMILTON& ELLIOTT, 1975)
foram observadas.

A combinagdo de anfotericina B combinada com azdis € uma questdo controversa; no
entanto, hd um predominio de interacdes indiferentes que é observado frente isolados de
Cryptococcus neoformans quando anfotericina B € combinada com fluconazol ou itraconazol
(BARCHIESI et al,2000; PORE, 1992). A pré-exposi¢do aos azdlicos pode reduzir
subseqiientemente a atividade da anfotericina B. Acredita-se que a anfotericina B aja
primariamente na membrana celular fingica, apds a ligacdo ao ergosterol. Os azéis atuam
através da inibicdo da biossintese de ergosterol; assim os azéis poderiam antagonizar os
efeitos da anfotericina B (BARCHIESI et al, 2000). Resultados in vivo, demonstraram
reducdo da infec¢do tecidual e aumento da sobrevida dos animais infectados, sendo que essa
combinacdo ndo € antagonista, e € pelo menos aditiva JOHNSON et al, 2004).

O mecanismo proposto para a combinagdo de fluconazol+flucitosina baseia-se no
dano causado pelos azdlicos a membrana celular fingica, permitindo que a flucitosina pentre
na célula e exerca seu mecanismo de agdo (BARCHIESI et al, 1999; ALLENDOERFER et
al., 1991). Estudos com azdélicos mais antigos demonstram antagonismo para a maioria dos
isolados de Cryptococcus neoformans (DUPONT &DROUHET, 1979). Em combinacdes
entre flucitosina e fluconazol, sinergismo € o resultado mais comumente observado
(ALLENDOERFER et al, 1991; BARCHIESI et al, 2001; GHANNOUM et al, 1995). Estudos
in vivo demonstram que as combinacdes entre flucitosina e fluconazol sdo efetivas no
tratamento da meningite criptococécica (DIAMOND et al,1998; LARSEN et al, 1996). Em
estudo desenvolvido na Africa, observou-se que numa andlise de liquor de pacientes
infectados com Cryptococcus, houve uma redugdo nas unidades formadoras de coldnia (UFC)
apo6s a administragcdo de fluconazol+flucitosina (NUSSBAUM et al, 2010).

Virias classes de agentes antibacterianos tem sido investigadas para o tratameto de
infecgdes fungicas com resultados bastante diversos. Alguns antibacterianos possuem
atividade isolada, no entanto, outros aumentam a atividade antifiingica de antifingicos
tradicionais. Os antimicrobianos variam em mecanismo, poténcia e forca no que refere-se a

sua atividade antifingica (JUDD et al, 2009).
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A minociclina é um farmaco pertencente a classe das tetraciclinas, que sdo inbidoras
da sintese de proteinas. Geralmente ndo possuem atividade antifiingica relatada, no entanto,
relatou-se a atividade isolada da minociclina para o fungo Pytium insidiosum(LORETTO et
al, 2011). O sinergismo foi observado quando combinou-se tetraciclinas com anfotericina B,
in vitro e in vivo para Coccidioides immitis (KWAN et al, 1972; HUPPERT et al, 1974) .
Hughes et al (1984) observaram sinergismo para Aspergillus, com a combinagdo de
anfotericina B+minociclina(HUGHES et al,1984). Lew et al (1978), observaram sinergismo
através da metodologia por time-kill para a combinacdo de anfotericina B + minociclina frente
a diversas leveduras de interesse médico, sendo que o Cryptococcus neoformans, foi o mais
susceptivel a esta combinacdo (LEW et al, 1978). Estudos mais recentes, relatam que a
minociclina+fluconazol, mostrou sinergismo para Candida albicans (SHI et al, 2010).

A linezolida € a primeira oxazolidinona utilizada para uso comercial (ESTES&
DERENDOREF, 2010). Mundz et al (2007), relataram um caso de um paciente trasplantado
cardiaco, com recidiva de Rhodococcus equi, que também apresentou infeccdo pulmonar
criptococécica. Esse paciente foi tratado com a combinacdo de linezolida e fluconazol,
mostrando resultados satisfatérios para a infeccdio pulmonar por Cryptococcus (MUNOZ et al,
2007).

A tigeciclina pertence a uma classe de antibidticos bacteristiticos, denominada
glicilciclinas. Possuem o mesmo esqueleto das tetraciclinas, por isso apresentam um
mecanismo de a¢do semelhante, ligando-se a subunidade ribossomal 30s, impedindo a sintese
protéica (PANKEY, 2005). Sua atividade fungica, foi relatada por Ku et al (2010), que
observaram a atividade de altas concentracdes de tigeciclina frente a biofilmes de Candida
albicans; no entanto, nesse estudo nido observou-se a potencializacdo dos farmacos
antifingicos quando utilizados combinados (KUet al 2010). Mahl et al (2012), relataram a
atividade de tigeciclina para o fungo Pythium insidiosum, demostrando que esse farmaco tem
potencial para tratamento de infec¢des flingicas (MAHL et al, 2012).

A azitromicina, € um macrolideo, que tem como mecanismo de acdo a inibicdo da
sintese de proteinas através da ligacdo a subunidade 50s do ribossomo, bloqueando as
ligacdes peptidicas. Ela ¢ amplamente distribuida no tecido cerebral apds a administracdo em
humanos (JARURATANASIRIKUL et al, 1996). A anfotericina B combinada com a
azitromicina mostrou atividade sinérgica in vitro para 26 isolados clinicos de Fusarium, um
fungo que geralmente € refratirio aos farmacos antifingicos disponiveis. A azitromicina
isoladamente foi inativa, mas quando combinada com a anfotericina B, diminuiu as CIMs

desse antiftingico em 2 a 8 vezes (CLANCY & NGUYEN, 1998; VENTURINI et al, 2011).
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Sinergismo também foi observado para espécies de Aspergillus, quando combinou-se com
anfotericina B (NGUYEN et al, 1997). A Naegleria fowleri é uma ameba que causa
meningoencefalite primdria fatal. O tratamento comumente utilizado € a administracdo de
anfotericina B embora apresente inimeras falhas. Shannon & Brenner ( 2007) estudaram a
combinacdo de anfotericina B + azitromicina e encontraram resultados sinérgicos pra essa
combinacdo (SALTON & BRENNER, 2007). Nguyen et al (1997) avaliaram a atividade da
combinacdo de anfotericina B + azitromicina para 25 isolados de Aspergillus, sendo que para
todas as cepas foi observado sinergismo (NGUYEN et al, 1997).

O trimetropim € um inibidor da sintese de acido félico, ndo sendo utilizado sozinho no
tratamento de infeccdes fungicas. A combinacdo sulfametoxazol/trimetropim tem sido
utilizada na profilaxia e tratamento de infec¢des oportunistas causadas por Pneumocystis
Jjiroveci. Essa combinagdo também € escolhida na profilaxia de pacientes com alto risco de
infeccdes, tais como aqueles com SIDA e trasplantados (JUDD et al, 2009). Mihon et al
(2013) relataram o caso de um paciente com infec¢des fungicas multiplas, onde utilizou-se a
combinacdo trimetropim+ sulfametoxazol combinado com a anfotericina B, resultando em
melhora substancial do paciente (MIHON et al, 2013). Como visto anteriormente, geralmente
o trimetropim € usado em combinacdo com o sulfametoxazol, no entanto em estudos
mostram que a atividade antibacteriana do trimetropim ndo é aumentada pela adi¢do de
sulfametoxazol em infec¢Oes urindrias pedidtricas por Escherichia coli (NGUEYN et al,
2010).

A daptomicina € um derivado de aminodcidos lipopeptidicos, cuja atividade
antifungica ndo se tem relatos até o momento. Um estudo avaliou os efeitos da tigeciclina e
daptomicina na colonizacido de Candida albicans no intestino de murinos. Os camundongos
tratados com daptomicina apresentaram um leve aumento na concentracao de C. albicans nas

fezes (SAMONIS et al, 2008).
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ABSTRACT

This study evaluated the in vitro activity of amphotericin B (AMB), fluconazole
(FLZ), flucytosine (SFC) and to determine the synergistic interactions between AMB with
azithromycin (AZM), daptomycin(DAP),linezolid (LNZ), minocycline (MINO) and
tigecycline(TIG)against clinically isolates of C. neoformansbefore and after capsular
induction in vitro.The susceptibility tests were carried out using the broth microdilution
method in accordance with the CLSI document M27-A3. MICs of antifungal agents were
higher in group II (capsular induction) than in group I (without inducing capsule) but
statistically significant differences were observed only for SFC. All antibacterial evaluated
showed no detectable MICs. However, high percentages of synergism (> 75%) were observed
for the combinations AMB+5FC and AMB+LZD only for strains of group II and when AMB
was combined with AZM, MINO and TIG for both groups.New proposals for assessing
susceptibility of C. neoformans that consider the presence of the capsule and future in vitro
and in vivo methods using new drug combinations will provide a better understanding to

increase the effectiveness of treatment of cryptococcosis.

Keywords:Susceptibility; antifungal; antibacterial; capsule;
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INTRODUCTION

The polysaccharide capsule of Cryptococcus neoformansis the main virulence factor
of this pathogen (1, 2)which together with other virulence traits allows adaptation and
survival of the fungus to the host immune system(3, 4).In vivo, C. neoformanscells have
typically large capsules and although the presence and size of the capsule are associated with
reduced susceptibility to antifungal(5, 6), in vitro susceptibility testingsuch as CLSI M27-A3
(7) are performed under laboratory conditions in which normally C. neoformans capsule
shows small size.

Despite the standard treatment with amphotericin B (AMB), flucytosine (SFC) and
fluconazole (FLZ) (8)and the in vitro susceptibility of C. neoformans to these antifungal(9,
10), cryptococcosis is a disease that remains to emerge parallel to the AIDS/HIV epidemicand
currently 1 million cases of meningitis and approximately 625,000 deaths have been estimated
in endemic areas of sub-Saharan Africa annually (11). Antifungal resistance (12, 13), immune
factors of the host (14) and pharmacotherapy choices under resource-limited conditions (15)
are directly related to treatment failure.

In this context, the aim of this work was to determine the in vitro activity of AMB,
5FC and FLZ and to evaluate the in vitro combination of SFC+FLZ and AMB with 5FC, FLZ
and six antibacterial agents against clinically isolates of C. neoformansbefore and after

capsular induction in vitro.

MATERIAL AND METHODS

The drugs tested were amphotericin (AMB) (Bristol Myers Squibb®), fluconazole
(FLZ) and flucytosin (5FC) (Sigma Aldrich®), minocycline (MINO) (Pharma Nostra®),
linezolid (LZD) (Zyvox®, Pfizer), tigecycline (TIG) (Tygaci1®, Pfizer), daptomycin (DAP)
(Pharma Nostra®), azithromycin (AZM) (Pharma Nostra®), trimethoprim (TMP) (Proloprim®;
Monarch Pharmaceuticals, Inc ), and were purchased commercially. The thirty strains of C.
neoformansclinical isolates evaluated were provided by Laboratério de PesquisasMicoldgicas

(LAPEMI). Candida kruseiATCC 6258, CandidaparapsilosisATCC 22019, Cryptococcus



48

neoformansATCC 90112 were used as quality control strains. All strains were grown in
Sabouraud glucose agar (SGA) at 35°C for 48h.

The MICs were determined following the CLSI M27-A3 guidelines(7) in two
conditions: without capsule induction(Group I) and with capsule induction as described by
Vitale et al. (5) (Group II) for all drugs. The interaction between AMB, FLZ, SFC and the
antibacterial drugs against the thirty strains of each group (I and II)was evaluated using the
microdilution checkerboard method(16). All tests were performed in duplicate at two different
days. The high and the low off-scale MICs were converted to thenext higher and to the next
lower concentration when need. The differences between Groups I and II were analyzed with
the nonparametricWilcoxonpaired t-test. The differences amongfractional inhibitory
concentration index (FICI)obtained from the differentgroupswere compared with the
nonparametric Friedman test followed by Dunn’s post hoc test using Graph Pad Prism 6.01

Software. The significance level was 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

The in vitro susceptibility of 30C. neoformans isolates against the antifungals and
antibacterial drugs are listed in Table 1. Minimal Fungicidal Concentration in pg/mL (MIC
range before capsule induction (geometric mean)/MIC range after capsule induction
(geometric mean) were 0.06-0.5(0.22)/0.12-0.5(0.3) for AMB, 1-32(8.7)/4-32(11.31) for FLZ,
0.5-4(2.36)/4-16(7.29) for SFC, >4 for TMP, >128 for TIG and >64 for MINO, LZD, DAP
and AZM. However only MICs for SFC showed significant differences between both methods
(P< 0.05).The MICs of the control strainswere within the range provided by CLSI.

The results of the drug combination are described in the Table 2. The percentage of
synergism (Group I/ Groupll) observed were: AMB+FLC (17/23), AMB+5FC (0/83),
SFC+FLC(10/10), AMB+AZM (77/90), AMB+DAP (20/50), AMB+LZD (37/87),
AMB+MINO (90/87), AMB+TIG (83/97) and AMB+TMP (13/57). Statistical differences
between Groups I and II were observed for AMB+5FC (P<0.001), AMB+MINO (P=0.040),
AMB+LZD and AMB+TIG (P=0.01).

Based on the mean geometric, the MIC's of antifungal agents were higher in group II

(capsular induction) than in group I (without inducing capsule) but statistically significant
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differences were observed only for SFC. All antibacterial evaluated showed no detectable
MICs. However, high percentages of synergism (> 75%) were observed for the combinations
AMB+5FC and AMB+LZD only for strains of group I and when AMB was combined with
AZM, MINO and TIG for both groups. Also interesting, the combination AMB+DAP and
AMB+TMP showed an increasing in synergism interaction when in presence of capsule.

The reduction of in vitro susceptibility to antifungal agents when the capsuleof C.
neoformansis induced in vitro has been discussed previously by microdilution and time-kill
curve methodologies(5, 6). Vitale et al. (5)described also, different from the present study,
differences in MICs of fluconazole among isolates with and without capsular induction.The
observation of synergism between AMB and SFC justifies the historical success of this
combination in the treatment of cryptococcosis(8, 15, 17).

However, we highlight the new perspectives of the synergy between AMB and
antibiotics which are inhibitors of bacterial protein synthesis (AZM, LZD, MINO and TIG) in
future studies of susceptibility of C. neoformans.Some reports of the use of antibacterial,
antifungal associated or not, to describe the potential of these classes of drugs in combating
fungal infections. The combination AMB+AZM showed antimicrobial activity against
Fusariumspp(18) and Naegleria fowlori (19), FLZ+LNZ showed significant improvement in
transplant patients with pulmonary cryptococcosis(20) and combinations of AZM, MINO and
TIG with antifungal demonstrated synergism against Aspergillus spp, C.albicans and C.
neoformans(21-24). The use of trimethoprim+sulfamethoxazole in prophylaxis and treatment
of Pneumocystis jiroveci infections and associated with AMB in the treatment of multiple
fungal infections has also been described(25, 26). Interaction between AMB and DAP were
not found.

The synergism observed between the AMB and antibacterial probably is due to
facilitating entry of these antibacterial which is promoted by the formation of pores in the
plasma membrane of the yeast cell by the action of AMB.In addition, combinations of these
antibacterial with AMB and other drugs have potential for the treatment of cryptococcal
meningitis, since those drugs have known antimicrobial activity in the treatment of infections
of the central nervous system (27). Future in vitro and in vivo experiments designed to
evaluate the interactions of AMB with other antibacterial drugs and the antibacterial described
herein with other antifungals will elucidate the potential of association of these classes of

drugs in the treatment of cryptococcosis.
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CONCLUSIONS

In conclusion, in this study it was demonstrated that the capsular induction in vitroof
C. neoformansresults in a decrease of susceptibility of this yeast to the antifungals.
Additionally was evidenced the potential of the synergistic in vitro interaction of the
combination AMB with AZM, LNZ, MINO and TIG. New proposals for assessing
susceptibility of C. neoformans that consider the presence of the capsule and future in vitro
and in vivo methods using new drug combinations will provide a better understanding to

increase the effectiveness of treatment of cryptococcosis.
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Tablel:Minimal Fungicidal Concentration(MIC) of antifungal and antibacterial
againstCryptococcusneoformans(ug/mL).

Drugs Groups® GM MIC Range MICs, MICy,
Antifungals
.. I 0.22 0.5-0.06 0.125 0.25
Amphotericin B 1 0.3 0.5-0.12 0.25 0.5
I 8.7 3.0-1.0 8.0 32.0
Fluconazole 1 1131 32.0-4.0 8.0 16.0
. I 2.36%* 4.0- 0.5 2.0 4.0
Flucytosine 1 729%  16.0-4.0 8.0 16.0
Antibacterial
Azithromycin Iand II nd > 64 nd nd
Daptomycin Iand II nd > 64 nd nd
Linezolid Tand II nd > 64 nd nd
Minocycline Iand II nd > 64 nd nd
Tigecycline Iand II nd > 128 nd nd
Trimethoprim Iand II nd >4 nd nd

“Groups of isolates: I, before capsule induction and II, after capsule induction; MICs,and MICqy, MIC
at which 50% and 90% of the isolates tested were inhibited, respectively; GM, MIC geometric mean;
nd, not determined; *p<0.05.

Table 2.Fractional inhibitory concentration index (FICI) geometric mean (GM)of the
interactions of drugs against clinical isolates of C.neoformans.

Drug Group I Group II

Combination FICI- Interaction (%) FICI- Interaction (%)

GM* Syn Ind Ant GM* Syn Ind Ant
Amphotericin B + fluconazole 0.908" 17 8 0 0.650" 23 77 0
Amphotericin B + flucytosine 1.654 0 100 0 0.317¢" 83 17 0
Fluconazole + flucytosine 1.155% 10 73 17 1.007* 10 9 O
Amphotericin B +minocycline 0.240° 99 10 O 0.320°" 87 13 0
Amphotericin B + linezolid 0.493< 37 63 0 0.260°" 87 13 0
Ampbhotericin B + tigecycline 0.249¢ 83 17 0 0.154*" 97 3 0
AmphotericinB+ trimethoprim 0.628° 13 8 0 0.402" 57T 43 0
Amphotericin B + azithromycin 0.400% 77 23 0 0.344% 90 10 0
Amphotericin B + daptomycin 0.627° 20 80 O 0.569" 50 47 3

Syn, synergism; Ind, indifference; Ant, antagonismo; Group I, without inducing capsule; Group II, capsular
induction; "Different letters in the column represent significant difference among drug combinations (P< 0.05).
* significant difference (P<0.05) between groups I and II; **significant difference (P<0.001) between groups I
and II
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SDISCUSSAO

Cryptococcus neoformans apresenta um fator de resisténcia bem conhecido, que € a
capsula polissacaridica. Sabe-se que a cdpsula aumenta de tamanho nas infec¢des in vivo, o
que contribui para sua viruléncia. Estudos in vitro t€m demonstrado a influéncia da capsula
nos testes de susceptibilidade, verificando-se que geralmente as CIMs foram maiores apds a
inducdo capsular (VITALEet al, 2012). Nesse sentido, buscou-se avaliar a influéncia de
fatores de viruléncia, tais como a cdpsula, nos testes de susceptibilidade, bem como buscar
novas combinagdes que oferecam potencial no tratamento da criptococose.

Num primeiro momento avaliou-se a influéncia da cdpsula na susceptibilidade de
antifingicos comumente utilizados para o tratamento da criptococose. Observou-se que
comparando as CIMs dos grupos I (antes da indugdo capsular) e II (apds inducdo capsular),
obteve-se CIMs mais elevadas apds a inducdo capsular. Esses dados estdo em concordancia
com aqueles encontrados por Vitale et al (2012). No entanto, em nosso estudo os resultados
para a flucitosina foram estatisticamente maiores no grupo II, o que discorda com os achados
de Vitale et al 2012, onde observaram essas diferencas para o fluconazol. Em virtude das
poucas opgOes terap€uticas empregadas no tratamento da criptococose e do rapido
desenvolvimento de resisténcia quando os farmacos foram utilizados sozinhos, a terapia
combinada oferece vantagens, tais como a rapida resposta antiftingica, reducdo dos casos de
resisténcia a esses farmacos e aumento do espectro de atividade (NGUYEN et al, 2010).

Em nosso trabalho a combinacdo entre os fairmacos AMB+5FC mostrou os melhores
percentuais de sinergismo e diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos,
quando comparada a outras combinacdes entre antifingicos (AMB+FLUCO;
FLUCO+FLUCI), o que pode explicar a eficdcia dessa combinacao na clinica.Verificou-se
também que quandoosfarmacosforam usadasem combinac¢do,houve uma redugdosignificativa
nas concentragcdesdos farmacos, proporcionando resultados sinérgicos.

Quando utilizou-sea combinacdo deantiflingicos e agentes antibacterianos, o0s
resultados foram ainda melhores do que osencontrados para as combinacdes usualmente
utilizadas no tratamento dacriptococose(Tabela4).Alguns autores relatamboa atividade de
agentes antibacterianos combinadas com agentes antifiingicos, ndo sé para Cryptococcusspp,
mas para outros fungospatogénicos (AFELTRA &VERWEI,2003;JUDD & MARTIN,
2009).
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Para as combinagOes envolvendo antibacterianos, no grupo I a AMB+MINO e
AMB+TIGE, apresentaram os melhores resultados. A média dos FICIs evidenciou diferencas
estatisticas entre os grupos I e II, e os elevados percentuais de sinergismo destas associagdes
para os dois grupos indicam que estas combinagdes sdo ativas sob qualquer condigao.

Relatou-se a atividade da minociclina combinada com outros agentes antifiingicos
frente a microorganismos como o Aspergillus, Candida albicans e Cryptococcus neoformans
mostrado boa atividade no combate a eles (LEW et al, 1978; HUGHES et al, 1984; SHI et al,
2010). A combinag¢do da minociclina com outros agentes antifingicos pode apresentar
potencial para o tratamento da meningite criptococdcica, pois a minociclina penetra no
sistema nervoso central (SNC) melhor que outras tetraciclinas (SHI et al, 2010).

A tigeciclina em altas doses foi relatadacomatividade para biofilmes de Candida
albicans, no entanto, naopotencializou a  atividadeantifingica de farmacos
antifingicos(SHENG, POLANISAMY, LEE, 2010). Osmecanismos destaatividadesao
desconhecidospara ~ combinacdo AMB+ TIGE, mas acredita-se queocorredevido a
capacidadede anfotericina B em abrir poros na membranaplasmatica do fungo, permitindo a
entrada do farmacopara dentro da célula, evitando a sintese de proteinas. Aboa atividadeda
tigeciclinaem combinacdo comanfotericina B,tem potencial para o tratamentodecriptococose,
uma vez que em doses elevadas ocorre penetragdode tigeciclina nos tecidos(BARBOUR et al,
2009).

A combinacio AMB+ LINEZ e AMB+ TIGE apresentaram os melhores resultados
apo6s a indugdo capsular (Grupo II). Elevados percentuais de sinergismo observados para essas
combinacdes no grupo II (87% e 97% respectivamente) sugerem que essa combinacdo deve
ser avaliada in vivo para comprovagdo destes achados. Nessas combinagdes observou-se que
os resultados foram semelhantes aqueles obtidos para a AMB+FLUCI.

A linezolida € a primeira oxazolidinona aprovada para usocomercial (ESTES&
DERENDOREF, 2010).Relatos de pacientes com transplante cardiaco que mostraram infec¢ao
pulmonar porC. neoformans, quando tratados com a combinacdo de linezolida e fluconazol,
mostraram melhora significativa (MITCHELL & PERFECT,1995).

Para a combinacdo AMB+TRIM nido se detectou diferencas significativas na média
dos FICIs entre os grupos I e II. Todavia, os percentuais de sinergismo no grupo II foram 4,4
vezes maior o que demonstra a atividade dessa combinacdo apds a indugdo
capsular.Otrimetoprimé relatadocomumente associado com o sulfametoxazol. Existe um
relato da combinacdo do trimetoprim com anfotericina B para otratamento de um

pacientecom vériasinfecgdes fingicas emuma primeiramanifestaciodo HIV, resultando em
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melhora  significativa (MIHON, et al 2013). Nao foi reportadoo uso
detrimetoprimsozinhocom outrosagentes antifiingicos.

A combinacdo ANFO + AZITRO nao mostrou diferengas significativas na média do
FICIs nos grupos I e II. Vale ressaltar que, o alto percentual de sinergismo (90%) encontrado
no grupo II, fornece dados que precisam ser melhor explorados.A combinagdo
deazitromicinae  anfotericinafoi  relatadaanteriormentecomatividade  contraespéciesde

Fusariumspp.(CLANCY&NGUYEN,1998.) eNaegleriafowloriSOLTOW  &BRENNER,

(€N

2007) e, nestedltimocaso, elaeraativa tanto in vitro comoin vivo.O mecanismodeacao
desconhecido,mas acredita-seser a mesmocomo relatadoparaa tigeciclina.

A AMB+ DAPTO, também ndo mostrou diferencas entre os grupos I e II. Mas a
andlise in vitro, mostrou que essa combinagdo apresentou resultados semelhantes a
combinacio AMB+FLUCO no grupo II. Nesse sentido, merece estudos para
investigagdodessa atividade. Nao hd relatos na literatura que mostrem a atividade antifiingica

da daptomicina.
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6 CONCLUSOES

6.1 Avaliacdo das concetracoes inibitorias minimas (CIMs) para os farmacos
antifiingicos, antes e apos a inducao capsular:

As concentracdes inibitérias minimas (CIMs) para os fairmacos antifingicos, foram superiores
no grupo apoés a indugdo capsular (grupo II), no entanto, essas diferengas foram significativas
apenas para a flucitosina; para a anfotericina B e fluconazol, ndo observou-se diferencas

estatisticas entre os dois grupos.

6.2 Avaliacdo das concentracoes inibitérias minimas (CIMs) para os farmacos
antibacterianos, antes e apds inducao capsular:
Nenhum dos agentes antibacterianos avaliados, isoladamente, evidenciaram atividade

antifingica a C.neoformans, para ambos 0s grupos.

6.3 Avaliacao das associacoes entre farmacos antifiingicos através da utilizacdo do
Indice de Concentracao Inibitoria Fracionaria (ICIF) antes e apés induc¢ao capsular:

As associagoes de AMB+FLC, AMB+5FC e 5FC+FLC, mostraram que antes da inducdo
capsular (grupo I), os resultados sinérgicos foram melhores para a combinagdio AMB+FLC,

mas no grupo apos a indugdo capsular (II), os resultados foram superiores para AMB+5FC.

6.4 Avaliacao da suscetibilidade do géneroCryptococcus a anfotericina B associada com
agentes antibacterianos antes da induc¢do capsular (Grupo Datravés da utilizacdo do
Indice de Concentracao Inibitéria Fracionaria (ICIF):

A avaliacdo da suscetibilidade in vitrodo Cryptococcus frente a anfotericina B combinada
com agentes antibacterianos evidenciou que a atividade antifingica in vitro das combinagdes
de farmacos foram melhores do que a atividade dos agentes isoladamente, sendo que as
combinacdes de anfotericina B + minociclina e anfotericina B + tigeciclina, apresentaram os

melhores resultados antes da inducao capsular.
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6.5 Avaliacao da suscetibilidade do géneroCryptococcus a anfotericina B associada com
agentes antibacterianos apdés inducao capsular:

A avaliacdo da suscetibilidade in vitrodo Cryptococcus frente a anfotericina B combinada
com agentes antibacterianos evidenciou excelente atividade frente aos micro-organismos
testados, sendo que as combinacdes de anfotericina B + linezolida e anfotericina B +
tigeciclina, apresentaram os melhores resultados apds a inducdo capsular, sendo iguais ou

superiores a combinacdo AMB+5FC.
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8 APENDICES

APENDICE A - Concentraciio inibitéria minima (ug/ml) para os antifiingicos testados
em cepas antes e apos inducao capsular frente ao Cryfococcus neoformans ),

CEPAS ANFO ANFO¢ FLUCO FLUCO¢ FLUCI FLUClI¢
15 0,250 0,500 8,000 8,000 2,000 8,000
20 0,250 0,250 16,000 16,000 2,000 4,000
21 0,250 0,250 8,000 8,000 1,000 4,000
28 0,125 0,125 8,000 8,000 0,500 8,000
33 0,0625 0,250 4,000 16,000 2,000 8,000
35 0,125 0,250 8,000 16,000 2,000 8,000
37 0,125 0,250 4,000 8,000 2,000 8,000
44 0,500 0,500 8,000 8,000 2,000 8,000
57 0,250 0,250 16,000 16,000 4,000 8,000
58 0,250 0,250 16,000 8,000 2,000 8,000
64 0,250 0,500 8,000 8,000 1,000 16,000
92 0,0625 0,500 2,000 4,000 2,000 8,000
107 0,0625 0,125 8,000 8,000 1,000 4,000
109 0,125 0, 125 8,000 16,000 4,000 16,000
124 0,125 0,500 8,000 8,000 4,000 16,000
150 0,250 0,500 1,000 8,000 4,000 8,000
159 0,125 0,500 4,000 16,000 4,000 8,000
160 0,125 0,500 8,000 16,000 2,000 4,000
161 0,0625 0,250 4,000 16,000 2,000 16,000
162 0,250 0,500 8,000 8,000 2,000 8,000
163 0,125 0,250 8,000 16,000 2,000 16,000
165 0,0625 0,250 4,000 4,000 1,000 4,000
166 0,250 0,250 8,000 8,000 2,000 8,000
167 0,250 0,500 32,000 16,000 4,000 8,000
168 0,500 0,250 16,000 16,000 4,000 8,000
169 0,125 0,500 32,000 32,000 4,000 8,000
170 0,250 0,250 32,000 16,000 4,000 4,000
171 0,250 0,250 32,000 16,000 4,000 4,000
172 0,125 0,250 32,000 32,000 4,000 4,000
173 0,125 0,250 8,000 8,000 2,000 4,000

ANFO: Anfotericina; FLUCO: Fluconazol; FLUCI: Flucitosina
¢ Ap6s inducgdo capsular.



APENDICE B - Atividades combinadas de anfotericina B e fluconazol frente ao
Cryptococcus neoformans antes da inducao capsular (Grupo I).

CIM (ug/mL) de cada
Féarmacos Cepa firmaco CIF ICIF, Resultado

Na (ug/mL),

combinagdo Isolado
Mool 19 Do Sooo  oas 10 Indieenca
;Illlfcootig;:lla s 20 8:;33 (1),62,(5)80 (1): 82(1) 1,031 Indiferenga
?]rlllfcoéiraiZC(i)rlla ? 21 8:?88 g:ggg 8: 3(6)(2) 0,562 Indiferencga
homasnl loo  how o 070 ndierenca
fuconwol b s s 2910 it
;Illlfcootig;:lla s 35 8:2(6)3 22(1)(2)(5) 8: ?)(6)2 0,562 Indiferenca
?]rlllfcoéiraiZC(i)rlla ? ¥ 2:(2)88 2:(1)38 t 883 2,000 Indiferenca
;Illlfcootig;:lla s 44 8:238 22(5)88 8: ?)(6)2 0,562 Indiferenca
?]rlllfcoéiraiZC(i)rlla ? 57 8:?88 (1)’62,880 (1): 82(2) 1,031 Indiferencga
;Illlfcootig;:lla s 58 8:238 (1),62,(5)80 (1): 822 1,031 Indiferenga
?]rlllfcoéiraiZC(i)rlla ? 64 g:(z)gg g:ggg (1): ggg 1,250 Indiferenca
Eﬁfé’éﬁiﬁé‘fa s 92 8:?88 g:ggé (2) gég 2266  Indiferenca
;rlllfco::gzc(i)rlla B 107 g:gégﬁ (8):883 (1): ggg 1,504 Indiferenca
™ 109 050 o0 oo 0% nditrena
;Illlfcootig;:lla s 124 8:?22 22(1)(2)(5) (1): 8(6)(2) 1,062 Indiferenga
fuconwol 1 S S o O Shergbmo
;Illlfcootig;:lla 5 159 2:8(6)3 2:(1)(2)(5) (1): ggg 1,500 Indiferenca
Tuconwol S s nop 10 ik
homasel 161 loo o0 aom 250 nditerena
?]rlllfcoéiraiZC(i)rlla ? 162 8:?88 g:ggg (1): 8(6)(2) 1,062 Indiferenga
;Illlfcootig;:lla s 163 8:;33 22(1)(2)(5) (1): 8(6)2 1,062 Indiferenga
anfotericina B 165 8000, S0 (1) 383 1504 Indiferenga
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Muconarol 166 0B LB e 100 Indiferenca
™ 167 S0  hon  oom 0375 Sinersimo
o168 0010280 0BT G iomo
om0 loon o o 070 ndierena
om0 0% S0 ool 0256 Snersimo
e T 00625 0250 030 Gnergiamo
T 1 loo  how o 070 nditerenca
o T o oo 070 nditrena

a Divisao da CIM do farmaco na combinag¢do pela CIM do farmaco isolado.

b ICIF € a soma das CIFs dos formacos em combinacio.
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APENDICE C - Atividades combinadas de anfotericina B e flucitosina ao frente ao
Cryptococcus neoformans antes da inducao capsular (grupo I).

CIM (ug/mL) de cada
. farmaco CIF

Féarmacos Cepa ICIF, Resultado

Na (ug/mL),

. Isolado

combinagdo
anfotericina B 0,250 0,250 1, 000 )
flucitosina 15 0,250 2,000 0, 250 1,25 Indiferenca
anfotericina B 0,250 0,250 1, 000 )
flucitosina 20 0,250 2,000 0, 250 1,25 Indiferenca
anfotericina B 0,250 0,250 1, 000 )
flucitosina 21 0,250 1,000 0, 500 1,500 Indiferenca
anfotericina B 0,125 0,125 1, 000 .
flucitosina 28 0.250 0,500 1,000 2,000 Indiferenca
anfotericina B 0,125 0,062 2,016 )
flucitosina 33 0,250 2,000 0, 250 2,266 Indiferenca
anfotericina B 0,500 0,125 4,000 .
flucitosina 3 0.250 2.000 0, 250 4,25 Antagonismo
anfotericina B 37 0,250 0,125 2,000 5 25 Indiferenca
flucitosina 0,250 2,000 0, 250 : ¢
anfotericina B 0,250 0,500 0, 500 .
flucitosina a4 0.250 2,000 0, 250 0,750 Indiferenca
anfotericina B 0,250 0,250 1, 000 )
flucitosina >7 0,250 4,000 0,125 1,125 Indiferenca
anfotericina B 0,250 0,250 1, 000 .
flucitosina >8 1,000 2,000 1,000 2, 000 Indiferenca
anfotericina B 0,250 0,250 1, 000 )
flucitosina 64 0,500 1,000 1, 000 2,000 Indiferenca
anfotericina B 0,125 0,062 2,016 .
flucitosina 2 0,250 2,000 0, 250 2,266 Indiferenca
anfotericina B 0,015 0,062 0, 500
flucitosina 107 4,000 1,000 4, 000 4,500 Antagonismo
anfotericina B 1,000 0,250 1, 000 .
flucitosina 109 0.250 4,000 0,125 1,125 Indiferenca
anfotericina B 0,015 0,125 0,250 .
flucitosina 124 4,000 4,000 2,000 2,250 Indiferenca
anfotericina B 0,125 0,250 0, 500 )
flucitosina 150 0.250 4,000 0,125 0,625 Indiferenca
anfotericina B 0,125 0,125 1, 000 .
flucitosina 159 0.250 4,000 0,125 1,125 Indiferenca
anfotericina B 0,015 0,125 0, 250 )
flucitosina 160 2,000 2,000 2,000 2,250 Indiferenca
anfotericina B 0,015 0,062 0,504 .
flucitosina tel 2,000 2,000 2,000 2,500 Indiferenca
anfotericina B 2,000 0,250 0, 125 )
flucitosina 162 0.015 2,000 2,000 2,125 Indiferenca
anfotericina B 0,015 0,125 0,250 .
flucitosina 163 2,000 2,000 2,000 2,125 Indiferenca
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;I:lfc;oittzlzfrig *B 165 (1):8(1)3 (1):8(6)(2) (2): ggg 2,504 Indiferenca
o166 o Sox  row 1125 o
moemt g e o I e,
oo 168 I N —
huctosma '® b 4o oom 20 e
;I:lfc;oittz?friga s 170 8:;33 2:(2)(5)8 8: ggg 0,750 Indiferenga
L
;r:lfcolttzrsﬁ:aB 172 2:8(1,3 2:(1)(2)(5) (2) (2)33 2,250  Indiferenca
uciooms 17 R

a Divisao da CIM do farmaco na combinag¢do pela CIM do farmaco isolado.

b ICIF € a soma das CIFs dos farmacos em combinacio.
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APENDICE D - Atividades combinadas de fluconazol e flucitosina frente ao
Cryptococcus neoformans antes da inducao capsular (grupo I).

CIM (ug/mL) de cada
Féarmacos Cepa firmaco CIF ICIF, Resultado

Na (ng/mL),

combinagdo Isolado
.
Tnchocin 20 200 ot 10 ndierenco
gﬁzigzizg 21 2:888 ?: 883 Z: 8(6)(2) 4,062  Antagonismo
oo 28 030 050 s 450 Amagonismo
T
nchocan 53 So0 2o aom 0% Indierenca
gﬁzigzizr?; V7 32888 ;: 883 Z: (1)5(5) 4,125  Antagonismo
nchocan “ D00 2o rom 0% ndierenca
gﬁiiﬁ:izr?; 57 3:(2)28 411,6;)830 8: (1)2; 0,187  Sinergismo
o, 58 03 2000 im0 Siergiomo
gﬁzigzizr?; 64 2:888 ?: 883 Z: 8(6)(2) 4,062  Antagonismo
gﬁgﬁgﬁ; 92 2:(5)88 i: 883 (2): (2)83 2,250  Indiferencga
T B T —
oo Yo 400 ro 10 nditreca
nchocan Yo som  rom 0% ndierenca
puconazol 150 g:ggg i ggg i ggg 1,000 Indiferenca
gﬁgiﬁ;ﬂ 159 2:388 j: 883 (1): (1)(2)3 1,125 Indiferenca
puconazol 160 g:ggg i 883 (1) 8(6)(2) 1,062 Indiferenca
quconazol 161 (2):388 ; 883 (1) (1)(2)(5) 1,125 Indiferenca
g 0w
oo G000 o000 4o 402 Awagonismo
fluconazol 0,500 4,000 0,125

165

flucitosina 2,000 1, 000 2,000 2,125 Indiferenca
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1 S Som e 10w
oo Yo awo  ose 0515 ndirenca
quconazol 168 0% f’oggo 8: éé; 0,187  Sinergismo
fuconazol 169 Q00 v osn 0515 Indiferenca
gﬁziotg:izr?; 170 2:388 3,2’0880 8: 2(1)3 0,515 Indiferenca
i b0 4000 oo %55 Indifrnca
nchocan Yo som s OIS nditrenca
i 2000 2000 ropp  h0%  Indifrnca

a Divisao da CIM do farmaco na combinag¢do pela CIM do farmaco isolado.

b ICIF € a soma das CIFs dos formacos em combinacio.



APENDICE E - Atividades combinadas de anfotericina B e fluconazol frente ao
Cryptococcus neoformans apos iducao capsular (grupo II).

84

CIM (ug/mL) de cada
Féarmacos Cepa fNéErlmaco (Culg/mL)a ICIF, Resultado
combinagio Isolado

?lrlllfcogigizc(i)rlla B 15 8:;(2)(5) 8(?’ 05 (3)0 8: 8(6)2 0, 562 Indiferenca
anfotericina B 20 8:288 (1)’6%50%0 é 82(1) 2,031 Indiferenca
;Illlfcootig;:lla s 21 8:;33 g: ggg 8: ?)(6)2 0, 562 Indiferenca
Mo ® loo0 S0 2o 220 Indifrenca
e 002 0250 0200 oo
fuconwol b Yeow  oos 035 Snermbmo
;Illlfcootig;:lla s ¥ (1):(1)33 g: ggg 8: ?(2)2 0, 625 Indiferenca
?]rlllfcoéiraiZC(i)rlla ? 44 2:8(6)(2) (8):5(?(2) 8: ;5(5) 0, 625 Indiferencga
;Illlfcootig;:lla s 57 8:238 (1),6,2380 (1): 82(1) 1,031 Indiferenga
?]rlllfcoéiraiZC(i)rlla ? 58 8:?88 (8): (2)38 (1): 8(6)(2) 1, 062 Indiferencga
;Illlfcootig;:lla s 64 8:;33 g: 388 8: ?)(6)2 0, 562 Indiferenca
?]rlllfcoéiraiZC(i)rlla ? 92 (1):(2)88 2: 888 (1): ggg 1,250 Indiferencga
;rlllf:otﬁ;izcglla 5 107 (1):8(6)(2) g: (1)(2)(5) 8: ?(2)2 0, 625 Indiferenca
?]Illlfcoczf::;(i)rlla s 109 g:ggg (1),6,1380 (1): ggg 1, 500 Indiferenca
?]rlllfcoéiraiZC(i)rlla ? 124 8:2(6)(2) (8): 888 8: (1)23 0,625  Indiferenca
o150 002 050 02 g Sinergsmo
fuconwal 19 hw  Jeow oo 0312 Snermbmo
Mol 160 loo  loooo  rom 102 ndierena
fuconwol ! oo oo rooo 11 ik
;Illlfcootig;:lla s 162 8:238 g: 388 8: ?)(6)2 0, 562 Indiferenca
anfotericina B 163 5000 T 00 (1) (1)5(5) 1,125 Indiferenca
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Mooonazal 199 e Vo0 oax 0500 Sinergismo
anfotericina B 166 g:gég (8):205(% (1) égg 1,125  Indiferenca
anfotericina B 167 g:ggg (1)’6’5 o 8: ?(2)(5) 0,625  Indiferenca
Moonasol 168 oS0 Veow oom 0281 Sincrsimo
o X R A ——
?‘1?11:)(:1612;(1:113 ? 170 (1):(1)38 (1)’6,2880 8: 3(6)(2) 0, 562 Indiferencga
o171 o Veow oon 018 Siersimo
Monarol 17 Yoo e oo 065 Indieren
;Illlfcoot?:;:lla s 173 (1)’6(?(1)30 g: égg 8: ;(2)(5) 0, 625 Indiferenca

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

b ICIF é a soma das CIFs dos firmacos em combinagao.
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APENDICE F - Atividades combinadas de anfotericina B e flucitosina frente ao
Cryptococcus neoformans apés inducao capsular (Grupo II).

CIM (ug/mL) de cada
Féarmacos Cepa firmaco CIF ICIF, Resultado

Na (ng/mL),

combinacio Isolado
ety B P a——
anfotericina B 20 (1) (1)33 2:2650(2) 8: ;gg 0,750  Indiferenga
fuciosima 21 o w0 oo 05 Siersiomo
;I:lfc;oittz?friga s 28 (2):8(1)3 g: (1)3(5) 8: ggg 0, 500 Sinergismo
fuciosma P 0500 S0 oo 0187 Siersiomo
o oo Soo0  oax 0975 Sinersimo
poerieina B V7 0.062 0,250 0250 0, 281 Sinergismo
flucitosina 0,250 8, 000 0, 031
anfotericina B 44 8:2% 225000% 8: éif 0,156  Sinergismo
?]Illlfcoittf)rsiicni: *P 57 8:;?8 (8): (2)88 8: 32(1) 0, 531 Indiferencga
;r:lfc;oittzlzfrig *P 58 8:;?3 g: ggg 8: 82(1) 0,531 Indiferenca
fuciosma 020 oo oo 0140 Snersiomo
o2 030 S0 oon 0281 Siersimo
;rlllfgtt(:)rsiicnig a8 107 (1):8(6)3 2: (1)38 8: ;gg 0,750 Indiferenca
oo™ 09 2000 oo ops 03 Sinersimo
oo 12 200 Vsow  ores 0187 Sinersimo
uctosima 150 00 RO o O Smesismo
o1 00 S0 oo 0125 Sinersimo
uctosima 160 030 w0 oo %32 Siersiomo
o161 Yo Voo  oas 030 Sinersimo
Ruciosima 162 020 S0 oo 028 Siersiomo
o168 oo Veow oon 018 Siersismo
o165 0% 4o om0 Sinersimo
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o166 002 0250 02D o
o167 Yoo w0 ops 075 Sincrgiomo
o168 oo Soo0  oas 030 Sinersimo
o 19 030 Soo0  oon 028 Sierimo
;r:lfc;oittzlzfrig *P 170 8:;33 2: ggg 8: ?(2)2 0, 625 Indiferenga
e 1T 00200 0 050 Sinersiomo
o1 001s 0230 0205 Sinergsmo
e 1D O01s 020 0 0250 Sinersismo

a Divisao da CIM do farmaco na combinag¢do pela CIM do farmaco isolado.

b ICIF € a soma das CIFs dos formacos em combinacio.



APENDICE G - Atividades combinadas de fluconazol e flucitosina frente ao
Cryptococcus neoformans ap6s inducao capsular (Grupo II).

CIM (ug/mL) de cada
Féarmacos Cepa fNéErlmaco (Culg/mL)a ICIF, Resultado
combinacdo Isolado
pucitosina 15 (1)?5’880 2:888 g:ggg 2,002 Indiferenga
pucitosina 20 5.2 o (1):3(3)(1) 1031 Indiferenga
qucttosina 21 (1)%880 i:ggg (2):3(3)(1) 2,031 Indiferena
gﬁigﬁiﬁ 28 32288 21888 8:(5)22 0,562 Indiferenca
qucttosina 33 (1)%880 ;66880 (2):3(3)(1) 2,031 Indiferenga
pucitosina 35 0.2 $000. 8:(5)(3)(1) 0531  Indiferenca
gﬁziotrolzizr(lj ¥ 3:288 22888 8:(5)23 0,562 Indiferenca
gﬁigﬁiﬁ 44 32288 21888 8:(5)(6)(2) 0,562 Indiferenca
qucttosina 57 3:288 215,66880 8:(5)(3)(1) 0,531 Indiferenga
gﬁggﬁ?ﬁ 58 32288 21888 8:(5)(6)(2) 0,562 Indiferenca
gﬁziotgzizrg 64 (1)%888 ?2880 (1):323 1,062 Indiferenga
gﬁigﬁiﬁ 92 322880 31888 8:?(2)(5) 0,625 Indiferenca
pucitosina 107 (1)?5’880 i:ggg g:ggg 4062 Indiferenca
gﬁzgﬁjﬁ 109 32(5)88 }2:888 8:(2)2(1) 0,281 Sinergismo
pucitosina 124 0200, To000 (1):822 1062 Indiferenca
pucttosina 150 (1)%880 22888 g:ggg 2,062 Indiferenga
pucitosina 159 0200, $000. 328(3)(1) 2031 Indiferenca
pucttosina 160 0.200 000 (2)13(3)(1) 2,031 Indiferenga
pucitosina 161 0.2 16006 8:(5)(3)(1) 0531  Indiferenca
qucttosina 162 g:ggg 22888 (1):322 1,062 Indiferenca
Hucitosina 163 8,000 16,000 0500 0,531  Indiferenca

fluconazol 0,500 16,000 0,031
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gﬁﬁﬁﬁiﬁﬁ 165 3;288 i:ggg (2):(1)(2)(5) 2,015  Indiferenca
itosina 166 0,900 51000 8:(1)(2)2 0128  Sinergismo
pucitosina 167 0200, $000 3:32? 2031 Indiferenga
e g T T,
gﬁggﬁ?ﬁ 169 51;’6(3880 2’20’880 (1):(5)88 1,500 Indiferenga
qucttosina 170 g:ggg 411,60’880 (2):3(3)(1) 2,031 Indiferena
pucitosina 171 0.2 o 328(3)(1) 2031 Indiferenca
gﬁggﬁ;’(’f{ 172 ?’6(?880 3,26880 (1):(5)33 1,500  Indiferenga
pucitosina 173 0200, 1000 328(3)(1) 2031 Indiferenca

a Divisao da CIM do farmaco na combinag¢do pela CIM do farmaco isolado.

b ICIF € a soma das CIFs dos farmacos em combinacio.
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APENDICE H - Concentracio inibitéria minima (ug/ml) para fairmacos antibacterianos
antes e ap6s inducio capsular frente ao Cryptococcus neoformans.

CEPAS TRIM LINEZ MINO TIG AZITRO DAPTO
15 >4,000  >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 >64,000
20 >4,000  >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 >64,000
21 >4,000  >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 >64,000
28 >4,000  >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 >64,000
33 >4,00:0 >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 >64,000
35 >4,000  >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 >64,000
37 >4,000  >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 >64,000
44 >4,000  >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 >64,000
57 >4,000  >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 >64,000
58 >4,000  >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 >64,000
64 >4,000  >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 >64,000
92 >4,000  >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 >64,000
107 >4,000  >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 >64,000
109 >4,000  >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 >64,000
124 >4,000  >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 >64,000
150 >4,000  >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 >64,000
159 >4,000  >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 >64,000
160 >4,000  >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 >64,000
161 >4,000  >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 >64,000
162 >4,000  >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 >64,000
163 >4,000  >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 >64,000
165 >4,000  >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 >64,000
166 >4,000  >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 >64,000
167 >4,000  >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 >64,000
168 >4,000  >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 >64,000
169 >4,000  >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 > 64,000
170 >4,000  >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 >64,000
171 >4,000  >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 >64,000
172 >4,000  >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 >64,000

173 >4,000  >64,000 >64,000 >128,000 >64,000 >64,000




APENDICE I - Atividades combinadas de anfotericina B e minociclina na frente ao
Cryptococcusneoformansantes da inducao capsular ( grupo I)
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CIM (ug/mL) de cada
Féarmacos Cepa fNéErlmaco (Culg/mL)a ICIF, Resultado
combinacdo Isolado*

mivceici 19 8000 see00 0o OAST  Sinersimo
minoccing 0500 sea0w  ooos 0128 Sinersismo
minocicim 2 0500 600  opos 0128 Sinersimo
minocictm 0500 640 opos 020 Sinersismo
mivccici % 0500 s60  0gos 0503 Sinersimo
minocictm 3 0500 640w opos 0253 Sinersismo
an'fOIC}fiC.ina 5 ¥ 001> 0.125 0,250 0,257 Sinergismo
minociclina 1,000 >64,000 0,007

minocicine 4 0500 Doro00  Oooy 0128 Sinergismo
minocicim 5" 0500 6000 opos 0128 Sinersimo
minocicine o8 0500 Von000  Gogs  0.253  Sinergismo
mivccicina % 0300 6000 0pos 02 Sinersimo
minocicine o2 5000 orc00  0ocy  0.187  Sinergismo
anfotericina B 107 8:2(6)(2) 2’602%)30 8:(5)23 0,562 Indiferenca
mivocicin 109 Yo Seroo  Gopy 0132 Sincrgismo
minoricins 1 2000 640w oo 0281 Sinersimo
minocicim 10 0500 640  0pos 02 Sinersimo
minocicine 159 0500 Veto00  Gogs  0.253  Sinergismo
minocicim 190 8000 640 oo 0312 Sinersimo
anfotericina b 161 000 orco0  oo1s  0.515  Indiferenca
minocicim 192 8000 6000 0o 017 Sinersimo
inocicina 163 000 V51000 Ooay 0257 Sinergismo
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anfotericina B 165 5000 or00 oot 0515 Indiferenca
anfotericina B 166 Y000 Seso00 ooy 0.132 Sinergismo
minocictna 197 Bo00  >sao00 oppy 025 Sinergimo
minocicine 168 0500 Dor000  Gogs  0.253  Sinergismo
minocicting 19 Towo  ssion0  oom 0257 Sinergimo
minocicting 170 B000  ssion0  0pg 0187 Sinergismo
minocictna 171 Bo00  ssaon0  Opg 0187 Sinereismo
O
O R e —

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

b ICIF é a soma das CIFs dos firmacos em combinagao.

* Quando a CIM >64, foi considerado CIM= 128ug/mL para calcular o CIF da minociclina.



APENDICE J - Atividades combinadas de anfotericina B e linezolida contra
Cryptococcusneoformans antes da inducao capsular (grupo I).

CIM (ug/mL) de cada
B farmaco CIF

Féarmacos Cepa ICIF, Resultado

Na (ng/mL),

. - Isolado*

combinagdo
anfotericina B 0,031 0,250 0,125 . .
linezolida 15 16,000 128,000 0,125 0250 Sinergismo
anfotericina B 0,125 0,250 0,500 .
linezolida 20 8.000 128000  0.062 0560 Indiferenca
anfotericina B 0,125 0,250 0,500 .
linezolida 21 2.000 128.000 0015 0515 Indiferenca
anfotericina B 0,062 0,125 0,500 .
linezolida 28 2.000 128.000 0015 0515 Indiferenca
anfotericina B 0,062 0,062 0,500 .
linezolida 33 2.000 128.000 0015 0515 Indiferenca
anfotericina B 0,062 0,125 0,500 .
linezolida 35 32,000 128000  0.250 0750 Indiferenca
anfotericina B 37 0,015 0,125 0,250 0375 Sinereismo
linezolida 8,000 128,000 0,125 ’ tnergl
anfotericina B 0,125 0,500 0,250 . .
linezolida 44 0.500 128.000  0.003 0,253 Sinergismo
anfotericina B 0,062 0,250 0,250 . .
linezolida >7 0,500 128,000 0,003 0,253 Sinergismo
anfotericina B 0,062 0,250 0,250 . .
linezolida >8 0.500 128.000  0.003 0253 Sinergismo
anfotericina B 0,06 0,250 0,250 . .
linezolida 64 32,000 128,000 0,250 0,500 Sinergismo
anfotericina B 0,062 0,062 1,008 .
linezolida 92 1,000 128.000 0,007 1015 Indiferenca
anfotericina B 0,003 0,062 0,504 . .
linezolida 107 32,000 128.000 0125 00629 Sinergismo
anfotericina B 0,125 0,250 0,500 .
linezolida 109 8.000 128.000  0.062 0,562 Indiferenca
anfotericina B 0, 062 0,125 0,500 .
linezolida 124 8.000 128000  0.062 0562 Indiferenca
anfotericina B 0, 062 0,125 0,500 .
linezolida 150 8.000 128.000  0.062 0,562 Indiferenca
anfotericina B 0,062 0,125 0,500 .
linezolida 159 32,000 128000  0.250 0750 Indiferenca
anfotericina B 0,062 0,125 0,500 .
linezolida 160 32,000 128.000 0250 0750 Indiferenca
anfotericina B 0,015 0,062 0,504 .
linezolida 161 32,000 128.000 0250 0754 Indiferenca
anfotericina B 0,015 0,250 1,250 .
linezolida 162 64,000 128.000  0.500 1,750 Indiferenca
anfotericina B 0,015 0,125 0,250 . .
linezolida 163 8.000 128000  0.125 0375 Sinergismo
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fnerolda 193 do oo oops 0562 Mndierenc
nerolaa 166 O DM 01y Sinersimo
neroliaa 167 000 Dwoo oo 0750 Indierenc
inoroida 168 050 imooo oo 0257 Sinergismo
ool 19 Voo Doo opsp %0 Indierenc
inoroida 170 2000 o0 osp 0750 Indieren
fnerotiaa 171 000 oo ospp L0 Indierenc
anfotericina B 172 (8):8(6)(2)5 (1”218%(5)00 8:? o 0620 Indiferenga
norotica 17 0019 0138 020 6535 Sinergismo

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

b ICIF € a soma das CIFs dos formacos em combinacio.



APENDICE K - Atividades combinadas de anfotericina B e tigeciclina contra
Cryptococcusneoformans antes da inducao capsular (grupo I).

CIM (ug/mL) de cada
, farmaco CIF

Féarmacos Cepa ICIF, Resultado

Na (ug/mL),

. Isolado*

combinagdo
anfotericina B 0,015 0,250 0,125 . .
tigeciclina 15 16,000 >128,000 0,062 0,187 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,250 0,125 . .
tigeciclina 20 16,000 >128,000 0,062 0,187 Sinergismo
anfotericina B 0,125 0,250 0,125 . .
tigeciclina 21 0.031 >128,000 0,003 0,156 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,125 0,250 . .
tigeciclina 28 8,000 >128,000 0,031 0,281 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,062 0,500 .
tigeciclina 33 16,000 >128,000 0,060 0,562 Indiferenca
anfotericina B 0,015 0,125 0,250 . .
tigeciclina 35 16,000 >128,000 0,060 0,312 Sinergismo
anfotericina B 37 0,015 0,125 0,250 0310 Sinereismo
tigeciclina 16,000 >128,000 0,006 : &
anfotericina B 0,015 0,500 0,125 . .
tigeciclina 44 16,000 >128,000 0,060 0.187  Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,250 0,125 . .
tigeciclina >7 16,000 128,000 0,060 0,187 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,250 0,125 . .
tigeciclina >8 4,000 >128,000 0,015 0,140 Sinergismo
anfotericina B 0,062 0,250 0,250 . .
tigeciclina 64 1,000 >128,000 0,003 0,253 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,062 0,504 .
tigeciclina 92 8,000 >128,000 0,031 0,535 Indiferenca
anfotericina B 0,015 0,062 0,504 .
tigeciclina 107 8,000 >128,000 0,031 0535 Indiferenca
anfotericina B 0,015 0,250 0,125 . .
tigeciclina 109 2,000 >128,000 0,007 0,132 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,125 0,250 . .
tigeciclina 124 16,000 >128,000 0,062 0,312 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,125 0,250 . .
tigeciclina 150 1,000 >128,000 0,003 0,253 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,125 0,250 . .
tigeciclina 159 8,000 >128,000 0,031 0,281 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,125 0,250 . .
tigeciclina 160 8,000 >128,000 0,031 0,281 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,062 0,500 .
tigeciclina 161 8,000 >128,000 0,031 0,531 Indiferenca
anfotericina B 0,015 0,250 0,125 . .
tigeciclina 162 8,000 >128,000 0,031 0,156 Sinergismo
anfotericina B 163 0,015 0,125 0,250 0281 Sinergismo
tigeciclina 8,000 >128,000 0,031 ’
anfotericina B 0,015 0,0625 0,504 .
tigeciclina 165 1,000 128,000 0,003 0,507 Indiferenca




96

preed e i n e
gt e R o
prd e OE TR e
fgi?féﬁi °P 170 (1)%0,(1)30 2’112285,000 8:(1)23 0.187  Sinergismo
pred e E I G e
fgi?féﬁi °P 172 (3)50,(1)30 2’112285,000 8:%3(5) 0,375 Sinergismo

a Divisao da CIM do farmaco na combinag¢do pela CIM do farmaco isolado.

b ICIF € a soma das CIFs dos formacos em combinacio.

* Quando a CIM >128, foi considerado CIM= 256ug/mL para calcular o CIF da tigeciclina.



APENDICE L - Atividades combinadas de anfotericina B e daptomicina contra
Cryptococcus neoformans antes da inducao capsular (grupo I).

CIM (ug/mL) de cada
Féarmacos Cepa firmaco CIF ICIF, Resultado

Na (ug/mL),

combinagdo Isolado*
fpomicina 15 Yo Seooo  Oars 0I5 e
e e W R o e
ngﬁfcl;? 21 2,000 Don000 G003 0503 Sinergismo
ipomicin 2 2000 sehoo ooz 1250 Mndiereng
poicos % Gh00  sehoo  osop 1508 ndierenc
ipomici % 200 sehooo o5 M015  Indierenc
pm® 00 E O s e
p 0 o, B om0 swm
ipomici ¥ ow  seaoo  ogos 0507 ndierenc
ipomicin 200 o000 opis 040 Sinergismo
poicia Bow  sehoo  oog 0562 Mnditrenc
aposicin % 2000 seho0  oasp 075 ndierens
wpomici 1Y’ B0 sea000  Opg  L0T0  Indiferens
poici 1% 200 >ohgoo o5 0515 Indieren
imposicim 14 Vow  sehoo  ooo 1007 ndiereng
?il;g;;?lccl:;]g 150 2:8(6)(2)5 215142,?)00 8:(5)625 0562 Indiferenca
iposici 1% B0 >oh000  opogas 062 Indierenc
pa T UE L i s
ipomicia 1 0500 sehoo ooy 101 ndieren
a1 Bow0  sehoo  oog 0312 Sinergismo
ponici 19 2000 seho0  oas 0750 Mndierens
apomicia 1 2000 sehoo  ools 0I5 Inditrenc
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et e gl DTS wn e
gt g D oS0 s s
gt D 0O e e
Captomicina. 169 0,500 0 oo 1003 Indiferenca
gt le OO e s
e
gt e TR o s
gty e oo e s

a Divisao da CIM do farmaco na combinag¢do pela CIM do farmaco isolado.

b ICIF € a soma das CIFs dos formacos em combinacio.



APENDICE M- Atividades combinadas de anfotericina B e trimetropim frente ao
Cryptococcus neoformans antes da inducao capsular(grupo I).

CIM (ug/mL) de cada
Féarmacos Cepa firmaco CIF ICIF, Resultado

Na (ng/mL),

combinagdo Isolado*
:ﬁi?:gg;ﬁ s 15 8:(1)?2 2:388 8:88(7) 0,507  Indiferenga
;?fg:;g;ﬁi s 20 8:(1)235 2:(2)(5)8 8:(5)(1)(5) 0,515  Indiferenga
?r‘:fgéfrr;ﬁ b 21 00ns 2000 ooor 0507 Indiferenca
;?fg;f;g;ﬁi s 28 8:8?? 2:(1)(2)(5) 8:(5)82 0,507  Indiferenca
g 005 4000 oois 208 Inditenca
;?fg:;g;ﬁi s 35 8:82; 2:(1)(2)(5) 8:(5)(1)(5) 0,515  Indiferenga
tarrilicl)::rr(i)?;i ? ¥ 8:8% 2:(1)38 8:88(7) 0,507  Indiferenga
meropm oo e b 02%  Siergimo
tarrilicl)::rr(i)?;i 5 57 8:;?8 2:388 8:322 0,312 Sinergismo
;?fg:;g;ﬁi s 58 8:;?3 2:(2)(5)8 8:(2)2(2) 0,312 Sinergismo
?r‘:fgéfrr;ﬁ b 64 00ns 2000 ooor 0507 Indiferenca
ZTfﬁéfﬁéiﬂﬁ 5 92 8:(1,?2 2:88(2) (2):8(1)2 2,023 Indiferenga
:ﬁi?:gg;ﬁ s 107 8:(1)225 22883 328;? 2,047  Indiferenga
meropim ' 002 4000 oois 0265 Sinersimo
;?fg:;g;ﬁi s 124 8: i ;g 2: (1)(2)(5) (1):8(3)(1) 1,031 Indiferenca
tarrilicl)::rr(i)?;i ? 150 8:8?? 2:(1)38 8:88(7) 0,507  Indiferenga
Zfﬁéfﬁ;?ﬁﬁ s 159 8:322 2:(1)(2)(5) (1):8(1)(5) 1,015 Indiferenca
?r‘:fgéfrr;ﬁ b 160 0o “leoo0  01os 0625 Indiferenca
Zfﬁéfﬁ;?ﬁﬁ s 161 8:8(6)3 2:88(2) (1):883 1,015  Indiferenca
?r‘:fgéfrr;ﬁ b 162 00ns 2000 ooor 0507 Indiferenca
;?fg;f;g;ﬁi s 163 8:322 2:(1)(2)(5) 8:(5)(6)(2) 0,562  Indiferenca
?r?fgéfrr;ﬁ b 165 8:8% 2:8835 (1):885 1,015 Indiferenca
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?r?i?;f;é;iﬁ s 166 8:(1)?2 2:388 8:88(7) 0,507  Indiferenga
;?fg;frr;i)iﬁi s 167 8:(1)235 2:(2)(5)8 8:(5)(1)2 0,515  Indiferenca
;?fg:;g;ﬁi s 168 8:(1)?2 2:(2)(5)8 8:(5)82 0,507  Indiferenga
tarlilicl)::rr(i)?;i ? 169 8:(1)22 2: (1)38 (1):8(1)2 1,015  Indiferenga
;?fg:;g;ﬁi s 170 8: i ;g 2: (1)(2)(5) (1):8(3)(1) 1,031 Indiferenca
tarlilicl);frr(i)?;i ? 171 8:82% 2: (1)38 8:82(1) 0,531 Indiferenga
;?fg:;g;ﬁi s 172 8:8?? 2: (1)(2)(5) 8:(5)82 0,507  Indiferenga
tarlilicl)::rr(i)?;i ? 173 8:8% 2: (1)38 8:88(7) 0,507  Indiferenga

a Divisao da CIM do farmaco na combinagdo pela CIM do farmaco isolado. b ICIF ¢é a soma das CIFs dos
farmacos em combinacdo.
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APENDICE N - Atividades combinadas de anfotericina B e azitromicina frente ao
Cryptococcusneoformans antes da inducao capsular (Grupo I)

CIM (ug/mL) de cada
) farmaco CIF

Féarmacos Cepa ICIF, Resultado

Na (ng/mL),

. - Isolado*

combinagdo
anfotericina B 0,062 0,250 0,250 . .
azitromicina 15 0,500 > 64,000 0,003 0,253 Sinergismo
anfotericina B 0,125 0,250 0,500 . .
azitromicina 20 0.500 >64.000  0.003 0,503 Sinergismo
anfotericina B 0,125 0,250 0,500 . .
azitromicina 21 0,500 > 64,000 0,003 0,503 Sinergismo
anfotericina B 0,062 0,125 0,25 . .
azitromicina 28 0.500 >64.000  0.003 0255 Sinergismo
anfotericina B 0,031 0,062 0,504 .
azitromicina 33 2.000 >64.000  0.001 0519 Indiferenca
anfotericina B 0,062 0,125 0,500 . .
azitromicina 35 0.500 >64.000  0.003 0,503 Sinergismo
anfotericina B 37 0,062 0,125 0,500 0.503 Sinereismo
azitromicina 0,500 >64,000 0,003 ’ tnergl
anfotericina B 0,125 0,500 0,250 . .
azitromicina 44 0.500 >64.000  0.003 0253 Sinergismo
anfotericina B 0,062 0,250 0,250 . .
azitromicina >7 0,500 > 64,000 0,003 0,253 Sinergismo
anfotericina B 0,125 0,250 0,500 . .
azitromicina >8 0.500 >64.000  0.003 0,503 Sinergismo
anfotericina B 0,125 0,250 0,500 . .
azitromicina 64 0,500 > 64,000 0,003 0,503 Sinergismo
anfotericina B 0,062 0,062 0,504 .
azitromicina 92 1,000 >64.000  0.007 0512 Indiferenca
anfotericina B 0,062 0,062 0,504 .
azitromicina 107 4,000 >64.000  0.031 0530 Indiferenca
anfotericina B 0,062 0,250 0,250 . .
azitromicina 109 0.500 >64.000  0.003 0253 Sinergismo
anfotericina B 0,062 0,125 0,500 . .
azitromicina 124 0.500 >64.000  0.003 0,503 Sinergismo
anfotericina B 0,062 0,125 0,500 . .
azitromicina 150 0,500 >64,000 0,003 0,503 Sinergismo
anfotericina B 2,000 0,125 0,250 . .
azitromicina 159 0.032 >64.000  0.015 0,265 Sinergismo
anfotericina B 0,062 0,125 0,500 . .
azitromicina 160 0,500 > 64,000 0,003 0,503 Sinergismo
anfotericina B 0,062 0,062 0,504 .
azitromicina 161 1,000 >64.000  0.007 0512 Indiferenca
anfotericina B 0,125 0,250 0,500 . .
azitromicina 162 0,500 > 64,000 0,003 0,503 Sinergismo
anfotericina B 0,032 0,125 0, 250

163

azitromicina 16,000 > 64,000 0,125 0,375 Sinergismo
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vivomicina 163 o S0 Oaa 00 Indiferenca
o 166 (1):8(6)(2) 2%2?000 83(1)(2; 032 Sinergismo
itromicing 167 1,000 S0 ooy 0132 Sinergismo
ritomiving 168 0500 o000 0ogs 0253 Sinergismo
wivomicina 1 2000 sewooo opis WIS Indiferenca
anfotericina B 170 Y000 Cero00  00is 0256 Sinergismo
vivomiema 1T 2000 Seiooo opis  L0IS  Indifrensa
an.foteri.ci.na B 172 0,031 0,125 0,250 0,257 Sinergismo
azitromicina 1,000 > 64,000 0,007

ritomiving 173 000 Cero00  0ogr 0257 Sinergismo

a Divisao da CIM do farmaco na combinag¢do pela CIM do farmaco isolado.

b ICIF é a soma das CIFs dos firmacos em combinagao.
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APENDICE O-Atividades combinadas de anfotericina B e minociclina frente ao
Cryptococcus neoformansapés inducao capsular (Grupo II).

CIM (ug/mL) de cada

farmaco CIF
Féarmacos Cepa ICIF, Resultado

Na (ug/mL),

L Isolado

combinagdo
anfotericina B 0,125 0, 500 0,250 . .
minociclina 15 2,00 >64,000 0,015 0,265 Sinergismo
anfotericina B 0,250 0,250 1,000 .
minociclina 20 0.500 >64.000 0,003 1,003 Indiferenca
anfotericina B 0,062 0,250 0,250 . .
minociclina 21 0,500 >64,000 0,003 0,253 Sinergismo
anfotericina B 0,125 0, 125 1,000 .
minociclina 28 0,500 >64,000 0,003 1,003 Indiferenca
anfotericina B 0,062 0, 250 0,250 . .
minociclina 33 8.000 >64.000 0,006 0,312 Sinergismo
anfotericina B 0,125 0, 250 0,500 L
minociclina 35 0,500 >64,000 0,003 0,503 Sinergismo
anfotericina B 37 0,125 0, 250 0,500 0.503 Si .
minociclina 0,500 >64,000 0,003 ’ 1nergismo
anfotericina B 0,062 0, 500 0,125 . .
minociclina 44 0,500 >64,000 0,003 0,128 Sinergismo
anfotericina B 0,062 0, 250 0,250 L
minociclina 37 0,500 >64,000 0,003 0,253 Sinergismo
anfotericina B 0,062 0, 250 0,250 . .
minociclina >3 0,500 >64,000 0,003 0,253 Sinergismo
anfotericina B 0,125 0, 500 0,250 L
minociclina 64 0,500 >64,000 0,003 0,253 Sinergismo
anfotericina B 0,062 0,500 0,125 . .
minociclina 2 0,500 >64,000 0,003 0,128 Sinergismo
anfotericina B 0,125 0,125 1,000 .
minociclina 107 0,500 >64,000 0,003 1,003 Indiferenca
anfotericina B 0,125 0, 125 1,000 .
minociclina 109 2.000 >64.000 0,015 1015 Indiferenca
anfotericina B 0,125 0,500 0,250 L
minociclina 124 0,500 >64,000 0,003 0,253 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,500 0,062 . .
minociclina 150 8,000 >64,000 0,062 0,125 Sinergismo
anfotericina B 0,062 0,500 0,125 L
minociclina 159 0,500 >64,000 0,003 0,128 Sinergismo
anfotericina B 0,125 0,500 0,250 . .

160 , ; 0,253
minociclina 0,500 >64,000 0,003 Sinergismo
anfotericina B 0,125 0,250 0,500 L
minociclina 161 0,500 >64,000 0,003 0,503 Sinergismo
anfotericina B 0,062 0,500 0,125 . .
162 , ; 12

minociclina 6 0,500 >64,000 0,003 0,128 Sinergismo
anfotericina B 0,125 0, 250 0,500

163

minociclina 0,500 >64,000 0,003 0503 Sinergismo
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mimccina 19 050 Sawmo  ooos 02 Sersiomo
iﬁ:ﬁiﬁgg ’ tee (3)’2%30 (>)’6245,(())00 8%(5) 0.375  Sinergismo
w10 0300 Seboo ooy 025 Siersismo
w1 2000 Sesoo  oops 0265 Smersismo
w1 5000 Sebooo  ogas  OIST  Siersismo
mimicina 1" 050 Sawmo  oos 03 Sersiomo
minoici 11! 0300 Sesooo  ooos 0903 Sersismo
e
mimocicims 1T 0300 Sesoo ooy 0903 Siersismo

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

b ICIF é a soma das CIFs dos farmacos em combinagao.
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APENDICE P - Atividades combinadas de anfotericina B e linezolida frente ao
Cryptococcusneoformansapés inducao capsular (grupo II).

CIM (ug/mL) de cada

farmaco CIF
Farmacos Cepa ICIF, Resultado

Na (ug/mL),

L Isolado

combinagdo
anfotericina B 0,062 0, 500 0,125 . .
linezolida 15 2,000 >64,000 0,025 0140 Sinergismo
anfotericina B 0,062 0,250 0,250 . .
linezolida 20 4,000 >64.000 0,031 0281 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,250 0,125 . .
linezolida 21 16,000 >64,000 0,125 0250 Sinergismo
anfotericina B 0,125 0, 125 1,000 .
llinezolida 28 0,500  >64,000 0,003 1,003 Indiferenca
anfotericina B 0,062 0, 250 0,250 . .
linezolida 33 0.500 >64.000 0,003 0253 Sinergismo
anfotericina B 0,062 0, 250 0,250 . .
linezolida 35 2,000 >64,000 0,015 0265 Sinergismo
anfotericina B 37 0,015 0, 250 0,125 0.156 Si .
linezolida 4,000 >64,000 0,031 ’ 1nergismo
anfotericina B 0,015 0, 500 0,062 . .
linezolida 44 4,000 >64,000 0,031 0,093 Sinergismo
anfotericina B 0,062 0, 250 0,250 . .
linezolida 37 0,500 >64,000 0,003 0253 Sinergismo
anfotericina B 0,062 0,250 0,250 . .
linezolida >3 2,000 >64,000 0,015 0265 Sinergismo
anfotericina B 0,250 0, 500 0,500 . .
linezolida 64 0,500 >64,000 0,003 0,503 Sinergismo
anfotericina B 0,062 0,500 0,125 . .
linezolida 2 0.500 >64.000 0,003 0128 Sinergismo
anfotericina B 0,062 0,125 0,500 . .
linezolida 107 0,500 >64,000 0,003 0,503 Sinergismo
anfotericina B 0,125 0,125 1,000 .
linezolida 109 8.000 >64.000 0,062 1,062 Indiferenca
anfotericina B 0,125 0,500 0,250 . .
linezolida 124 2,000 >64,000 0,015 0265 Sinergismo
anfotericina B 0,125 0,500 0,250 . .
linezolida 150 2,000 >64,000 0,015 0265 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,500 0,062 . .
linezolida 159 16.000 564,000 0.125 0187 Sinergismo
anfotericina B 0,062 0.500 0.125 . .

160 , ;
linezolida 16,000 >64,000 0,125 0250 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,250 0,125 L
linezolida 161 4,000 >64.000 0,031 0156 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,500 0,062 . .
1 2 9 9

linezolida 6 8,000 >64,000 0,062 0125 Sinergismo
anfotericina B 0,062 0,250 0,250

163

linezolida 2,000 64,000 0,015 0265 Sinergismo




106

a8 s ehom ool 0265 Sinermo
ﬁfe(f(fffinw tee 32233 2’6245,(())00 8:332 0253 Sinergismo
ineroiaa s Sokow opis 0265 Snermo
neoiaa 1 4w Setow ooyt 010 Smersmo
ineroiaa 1 050 Setow _ooes 0128 Swerssmo
ilirrlliozts;ig;na B 170 (2):8(1)3 2’625’8 00 8:(1)%2 0,140 Sinergismo
ineroiaa 17 s Sehow opis 0315 ndiengs
ilirrlliozts;ig;na B 172 g:(l)ég 2’625’8 00 8:(5)(6)(2) 0,562 Indiferenga
ineroiaa ™ b Sehow ogs 008 Snerwmo

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

b ICIF é a soma das CIFs dos farmacos em combinagao.
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APENDICE Q - Atividades combinadas de anfotericina B e tigeciclina frente ao
Cryptococcusneoformans apés inducao capsular (Grupo II).

CIM (ug/mL) de cada
farmaco CIF
Farmacos Cepa ICIF, Resultado
Na (ng/mL),
L Isolado
combinagdo
anfotericina B 0,015 0, 500 0,062 . .
1 ’ £
tigeciclina > 8,000 >128,000 0,031 0,093 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,250 0,125 . .
tigeciclina 20 32,000 >128,000 0,125 0,250 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0.250 0.125 . .
21 k) )
tigeciclina 8,000 >128,000 0,031 0,156 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0. 125 0.250 . .
2 £ £
tigeciclina 8 64,000 >128,000 0,250 0,500 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0, 250 0,125 . .
tigeciclina 33 8,000 >128,000 0,031 0,156 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0, 250 0,125 . .
tigeciclina 35 8,000 >128,000 0,031 0,156 Sinergismo
anfotericina B 37 0,015 0, 250 0,125 0132 Si .
tigeciclina 2,000 >128,000 0,007 : INETEISMo
anfotericina B 0,015 0, 500 0,062 . .
tigeciclina M 4,000 >128,000 0,015 0.078 ~ Sinergismo
anfotericina B 0,015 0. 250 0.125 . .
7 £ £
tigeciclina > 4,000 >128,000 0,015 0,140 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,250 0,125 . .
tigeciclina 58 8,000 >128,000 0,031 0,156 Sinergismo
anfotericina B 0,062 0. 500 0.125 . .
4 £ £
tigeciclina 6 16,000 >128,000 0,062 0.187  Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,500 0,062 . .
tigeciclina 92 8,000 >128,000 0,031 0.093  Sinergismo
anfotericina B 0,015 0.125 0.250 . .
1 7 £ £
tigeciclina 0 16,000 >128,000 0,062 0,312 Sinergismo
anfotericina B 0,125 0,125 1,000 .
tigeciclina 109 4,000 >128,000 0,015 1015 Indiferenca
anfotericina B 0,062 0,500 0,125 . .
124 ’ ’
tigeciclina 1,000 >128,000 0,003 0.128 = Sinergismo
anfotericina B 0,062 0,500 0,125 . .
tigeciclina 150 1,000 >128,000 0,003 0,128~ Sinergismo
anfotericina B 0,062 0,500 0, 062 . .
1 £ £
tigeciclina 59 2,000 >128,000 0,007 0.070  Sinergismo
anfotericina B 0,015 0.500 0.062 . .
160 ’ ’
tigeciclina 8,000 >128,000 0,031 0,093 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,250 0,125 . .
tigeciclina 161 2,000 >128,000 0,007 0,132 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0.500 0. 062 . .
1 2 £ £
tigeciclina 6 8,000 >128,000 0,031 0,093 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0, 250 0,125

163

tigeciclina 8,000 >128,000 0,031 0,156 Sinergismo
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?;thcrlll:: v 103 (1)%(?(1)30 Vo800 00e 0187 Sinersismo
?i;i(::tiecrlii‘;i: " 166 2:8(1)3 2’12 2552 000 8:(1)? 0,156 Sinergismo
?i;iocti?:rlii:: " 167 (1):8(6)(2) 2’15 é)é), 000 8:(1)(2)2 0,128 Sinergismo
R
?i;i(::tiecrlii‘;i: " 169 (1):8(6)(2) 2’15 é)é), 000 8:(1)(2)2 0,128 Sinergismo
?;thcrlll:: " 170 3:833 212 2552000 8:(1)%2 0140 Sinergismo
?i;i(::tiecrlii‘;i: " 7 2:8(1)3 (>)’12 255, 000 8:(1)? 0,156 Sinergismo
?;thcrlll:: * 7 (1)%(?(1)30 % 2552000 8:(1)23 0.187  Sinergismo
?g;ztlecrlll;l: v 7 (1)15(?(1)30 2125000 0,062 0,187 Sinergismo

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

b ICIF é a soma das CIFs dos farmacos em combinagao.
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APENDICE R - Atividades combinadas de anfotericina B e daptomicina frente ao
Cryptococcus neoformans apés inducao capsular.

CIM (ug/mL) de cada
farmaco CIF
Farmacos Cepa ICIF, Resultado
Na (ng/mL),
L Isolado
combinagdo
anfotericina B 0,250 0. 500 0.500 .
1 ’ £
daptomicina > 4,000 >64,000 0,031 0,531 Indiferenca
anfotericina B 0,062 0,250 0,250 . .
daptomicina 20 0,500 >64,000 0,003 0,253 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,250 0,125 . .
21 k) )
daptomicina 4,000 >64,000 0,031 0,156 Sinergismo
anfotericina B 0,125 0. 125 1.000 .
2 £ £
daptomicina 8 1,000 >64,000 0,003 1,003 Indiferenca
anfotericina B 0,125 0, 250 1,000 .
daptomicina 33 2,000 >64,000 0,015 1015 Indiferenca
anfotericina B 0,125 0, 250 1,000 .
daptomicina 35 1,000 >64,000 0,007 1,007 Indiferenca
anfotericina B 37 0,062 0, 250 0,250 0.957 Si .
daptomicina 1,000 >64,000 0,007 : INETEISMo
anfotericina B 0,125 0, 500 0,250 . .
daptomicina M 16,000 >64,000 0,125 0,375 Sinergismo
anfotericina B 0,125 0,250 0,500 .
7 £ £
daptomicina > 8,000 >64,000 0,062 0,562 Indiferenca
anfotericina B 0,015 0,250 0,125 . .
daptomicina 58 32,000 564,000 0,250 0,375 Sinergismo
anfotericina B 0,500 0, 500 2,000 .
4 £ £
daptomicina 6 1,000 >64,000 0,007 2,007 Indiferenca
anfotericina B 0,250 0,500 0,500 .
daptomicina 92 32,000 564,000 0,250 0,750 Indiferenca
anfotericina B 0,015 0,125 0,500 .
1 7 £ £
daptomicina 0 32,000 >64,000 0,250 0750 Indiferenca
anfotericina B 0,125 0,125 1,000 .
daptomicina 109 0,500 >64,000 0,003 1,003 Indiferenca
anfotericina B 0,250 0,500 0,500 .
124 ’ ’
daptomicina 16,000 >64,000 0,125 0.625  Indiferenca
anfotericina B 0,125 0,500 0,250 . .
daptomicina 150 0,500 >64,000 0,003 0,253 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,500 0,062 . .
1 £ £
daptomicina 59 4,000 >64,000 0,031 0093 Sinergismo
anfotericina B 0,500 0,500 1,000 .
160 ’ ’
daptomicina 0,500 >64,000 0,003 1,003 Indiferenca
anfotericina B 0,250 0,250 1,000 .
daptomicina 161 0,500 >64,000 0,003 1,003 Indiferenca
anfotericina B 0,125 0,500 0,250 . .
1 2 £ £
daptomicina 6 16,000 >64,000 0,125 0,375 Sinergismo
anfotericina B 1,000 0,250 4,000

163

daptomicina 16,000 64000 0125 ~ +125 Antagonismo
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e T
Zzgigelflllcclﬂ;]g 19 2:(1)(2)3 (>)’6245,(())00 8:(5)(3)(1) 0531 Indiferenca
3222::111001311}3 107 (1);51,330 2’6542800 8:%3(5) 0375 Sinergismo
:I;;:)ericclﬂl? 108 (1)’6(?(1)30 4000 0125 0250 Sinergismo
Zzgigelflllcclﬂ;]g 19 (1);5(?(6)(2)0 2’6542800 832 0,250 Sinergismo
322:)2111001::11}3 170 (1)%(?(6)50 ggigoo 8: ?2(5) 0,375 Sinergismo
Zzgigelflllcclﬂ;]g ! (3)’2(?(1)30 (>)’6245,(())00 8%(5) 0,375 Sinergismo
O 1+ S W e —
:I;;:)ericclﬂl? 173 (1)’6(?(1)30 ggigoo 832 0250 Sinergismo

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

b ICIF € a soma das CIFs dos formacos em combinacio.



APENDICE S - Atividades combinadas de anfotericina B e trimetropim frente ao
Cryptococcusneoformans apés inducao capsular (Grupo II).

111

CIM (ug/mL) de cada
farmaco CIF
Farmacos Cepa ICIF, Resultado
Na (ug/mL),
L Isolado
combinagdo
anfotericina B 0,500 0. 500 1.000 .
1 ’ ’
trimetropim > 0,015 >4,000 0,003 1,003 Indiferenca
anfotericina B 0,125 0,250 0,500 .
trimetropim 20 0,062 >4, 000 0,007 0,507 Indiferenca
anfotericina B 0,015 0,250 0,125 . .
trimetropim 21 0,500 54,000 0,062 0,187 Sinergismo
anfotericina B 0,250 0, 125 2,000 .
2 £ £
trimetropim 8 0,062 >4,000 0,007 2,007 Indiferenca
anfotericina B 0,062 0, 250 0,250 . .
trimetropim 33 0,015 >4,000 0,003 0,253 Sinergismo
anfotericina B 0,125 0, 250 0,250 . .
trimetropim 35 0,125 >4,000 0,015 0,265 Sinergismo
anfotericina B 37 0,125 0, 250 0,250 0.957 Si .
trimetropim 0,062 >4, 000 0,007 ’ Inergismo
anfotericina B 0,125 0, 500 0,125 Lo
44 £ £
trimetropim 0,125 >4, 000 0,015 0,140 Sinergismo
anfotericina B 0,062 0. 250 0.250 . .
7 £ £
trimetropim > 0,125 >4,000 0,015 0,265 Sinergismo
anfotericina B 0,125 0,250 0,500 . .
trimetropim 58 0,015 >4,000 0,003 0,503 Sinergismo
anfotericina B 0,250 0. 500 0.500 .
4 ; ,
trimetropim 6 0,125 >4,000 0,015 0,515 Indiferenca
anfotericina B 0,062 0,500 0,125 . .
trimetropim 92 0,015 54000 0,003 0,128 Sinergismo
anfotericina B 0,500 0.125 4.000 .
1 7 £ £
trimetropim 0 0,015 >4,000 0,003 4,003 Indiferenca
anfotericina B 0,250 0,125 2,000 .
trimetropim 109 0,062 >4, 000 0,007 2,007 Indiferenca
anfotericina B 0,250 0.500 0.500 . .
124 ’ ’
trimetropim 0,015 >4,000 0,003 0,503 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,500 0,062 . .
trimetropim 150 1,000 54,000 0,250 0.312 Sinergismo
anfotericina B 0,125 0.500 0.250 . .
1 £ £
trimetropim 59 0,250 >4,000 0,031 0,281 Sinergismo
anfotericina B 0,250 0,500 0,500 .
trimetropim 160 0,500 >4000 0,062 0,562 Indiferenca
anfotericina B 0,125 0.250 0.500 .
1 1 £ £
trimetropim 6 0.125 54,000 0015 0,515 Indiferenga
anfotericina B 0,250 0.500 0.500 .
162 ’ ’
trimetropim 0,500 >4,000 0,062 0,562 Indiferenca
anfotericina B 0,062 0, 250 0,250 .
trimetropim 163 1,000 >4,000 0,125 0,375 Indiferenca
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fotericina B .

;?;:;;;?E 165 8:8 6; 2’42’380 8:(1)(2)3 0,132 Sinergismo
fotericina B 0,250

?r?n(;;frr;‘;;i 166 0,015 2’42380 (1):88(3) 0,1003  Indiferenca
fotericina B 0,015

?rrlln?zrr;;lx 107 0,062 gf,(())go 8:8(6)3 0,070 Sinergismo
fotericina B 0,250

;Iiln(l);frr(l)?il:i 168 0.250 2’42’38 0 (1):82(1) 1,031 Indiferenga
fotericina B 0,500

?r?ncl)zrrggﬁ 109 0,500 gf,(())go éjggg 1,062 Indiferenca
fotericina B >

Z?;:;;;lﬁi 170 (2):8(6) 0 2’42’38 0 81528 0,500 Sinergismo
fotericina B 0,062

tar?n(l);frr(l)‘;lﬁ 171 2000 2’42,3(())0 8:328 0,500 Sinergismo
fotericina B I

?r?rg;frr;;ﬁ ' (1):803 2112,?)(())0 832 0,250 Sinergismo
fotericina B 0,015

:lr?n(;;frr(l)‘;;i 173 1,000 2’423(())0 8: } gg 0,250 Sinergismo

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

b ICIF é a soma das CIFs dos farmacos em combinagao.
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APENDICE T - Atividades combinadas de anfotericina B e azitromicina frente ao
Cryptococcus neoformans apés inducao capsular (Grupo II).

CIM (ug/mL) de cada
, farmaco CIF

Féarmacos Cepa ICIF, Resultado

Na (ng/mL),

. - Isolado*

combinagdo
anfotericina B 0,015 0,250 0,062 . .
azitromicina 15 8,000 > 64,000 0,062 0125 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,250 0,125 . .
azitromicina 20 8.000 >64.000  0.062 0187 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,250 0,125 . .
azitromicina 21 32,000 > 64,000 0250 0,375 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,125 0,250 . .
azitromicina 28 32,000 >64.000 0250 0500 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,062 0,125 . .
azitromicina 33 16,000 > 64,000 0,125 0,250 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,125 0,125 . .
azitromicina 35 32,000 >64.000 0250 0375 Sinergismo
anfotericina B 37 0,062 0,125 0,250 0.500 Sinereismo
azitromicina 32,000 >64,000 0,250 ’ tnergl
anfotericina B 0,125 0,500 0,250 . .
azitromicina 44 32,000 > 64,000 0250 0,500 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,250 0,125 . .
azitromicina >7 32,000 >64.000 0250 0375 Sinergismo
anfotericina B 0,250 0,250 1,000 .
azitromicina >8 4.000 >64.000 0031 1,031 Indiferenca
anfotericina B 0,250 0,250 0,500 .
azitromicina 64 4,000 >64.000  0.031 0531 Indiferenca
anfotericina B 0,250 0,062 0,500 .
azitromicina 92 4.000 >64.000 0031 0531 Indiferenca
anfotericina B 0,250 0,062 2,000 .
azitromicina 107 4,000 >64.000  0.031 2,031 Indiferenca
anfotericina B 0,015 0,250 0,250 .
azitromicina 109 32,000 >64.000 0250 0,500 Snergismo
anfotericina B 0,015 0,125 0,062 . .
azitromicina 124 32,000 >64.000 0250 0312 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,125 0,062 . .
azitromicina 150 32,000 >64.000  0.250 0312 Sinergismo
anfotericina B 0,062 0,125 0,125 . .
azitromicina 159 16.000 >64.000  0.125 0250 Sinergismo
anfotericina B 0,062 0,125 0,250 . .
azitromicina 160 0,500 > 64,000 0,003 0,253 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,062 0,125 . .
azitromicina 161 8.000 >64.000  0.062 0187 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,250 0,062 . .
azitromicina 162 16.000 >64.000  0.062 0125 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,125 0,125 . .
azitromicina 163 32,000 >64.000 0250 0375 Sinergismo
anfotericina B 0,015 0,062 0,125

165

azitromicina 16,000 >64.000 0,125 0,250 Sinergismo
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vivomicina 167 16000 sehooo oips 0250 Sinergismo
wivomicina 168 Towo Serbon  ouo 0250 Sinergismo
ivomicina 1% 16000 senoon ops 0312 Sinergismo
wivomicina 170 16000 6400 oizs 0250 Sinergismo
itomicing. 171 16,000 Veso00 012 0250 Sinergismo
ivomicina 172 16000 enoon  osep 0750 Indiferensa
vivomicina 173 16000 >enoon oips 0250 Sinergismo

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

b ICIF € a soma das CIFs dos farmacos em combinacio.



