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RESUMO

SUSCETIBILIDADE IN VITRO DE Conidiobolus lamprauges
FRENTE A FARMACOS ANTIMICROBIANOS

AUTOR: Josias da Rosa Stefanello
ORIENTADOR: Prof. Dr. Janio Morais Santurio

A conidiobolomicose é uma infec¢do importante, de dificil tratamento. A doenca é
causada pelos fungos Conidiobolus coronatus, C. incongruus e C. lamprauges,
afetando ovinos, equinos, caninos e humanos. Ndo ha um consenso sobre a terapia
antifingica ideal para o tratamento da infeccdo. A avaliacdo da suscetibilidade aos
antifangicos € uma forma de monitorar a resisténcia e optar por terapias com melhor
resposta. Nesse intuito, o presente estudo avaliou a sensibilidade de sete isolados de
C. lamprauges frente aos farmacos antifingicos anfotericina B, voriconazol, miconazol
e terbinafina, aos farmacos antibacterianos, sulfametoxazol+trimetoprima,
azitromicina e dapsona, e ao farmaco antiprotozoario, miltefosina, de forma isolada e
em associacao, por meio do método de “checkerboard”, baseado na metodologia de
microdiluicdo em caldo padronizada pelo documento M38-A2 do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). Isoladamente, as concentracdes inibitorias
minimas (CIMs) para anfotericina B, variaram de 0,25-1,0 pg/mL, para o miconazol
2,0-8,0 pg/mL, para a terbinafina 0,25-2,0 ug/mL, para o voriconazol 512 ug/mL, para
sulfametoxazol+trimetoprima, 32/6,4-256/51,2 pg/mL, azitromicina >64, para a
dapsona >32 pug/mL e para miltefosina 2-16 pg/mL. Altas taxas de sinergismo foram
observadas nas combinacfes de miltefosina + azitromicina (100%), miltefosina +
dapsona (100%), azitromicina + dapsona (85,7%). As associacbes de maior
relevancia merecem atencdo como candidatas para o tratamento de infeccbes por
Conidiobolus spp.. Assim sendo, estudos adicionais in vitro e in vivo com uma ampla
gama de isolados clinicos e diferentes Conidiobolus spp. sdo necessarios para
entender melhor a suscetibilidade aos antimicrobianos descritos neste estudo.

Palavras-chaves: Conidiobolomicose. Teste de suscetibilidade. Terbinafina.
Dapsona. Miltefosina.



ABSTRACT

IN VITRO SUSCETIBILITY OF Conidiobolus lamprauges
AGAINST ANTIMICROBIAL DRUGS

AUTHOR: Josias da Rosa Stefanello
ADVISOR: Prof. Dr. Janio Morais Santurio

Conidiobolomycosis is an important and difficult-to-treat infection. The disease is
caused by the fungi Conidiobolus coronatus, C. incongruus and C. lamprauges,
affecting sheep, horses, dogs and humans. There is no common understanding about
the ideal antifungal therapy for the infection treatment. Assessment of antifungal
susceptibility is one way of monitoring resistance and predicting appropriate therapies.
Therefore, the present study assessed the sensibility of seven isolates of C.
lamprauges considering the antifungal drugs Amphotericin B, voriconazole,
miconazole and terbinafine, the antibacterial drugs sulfamethoxazole + trimethoprim,
azithromycin and dapsone and the antiprotozoal drug miltefosine, in an isolated an in
association manner, through the checkerboard method, by means of the broth
microdilution method, which is standardized by the M38-A2 document, of the Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI). In an isolated way, the minimum inhibitory
concentrations (MICs), for Amphotericin B, vary in 0.25-1.0 pg/mL, to miconazole 2.0-
8.0 pg/mL, to terbinafine 0.25-2.0 pg/mL, to voriconazole 512 pg/mL, to
sulfamethoxazole + trimethoprim, 32/6.4-256/51.2 pg/mL, azithromycin >64, to
dapsone >32 pg/mL and to miltefosine 2-16 pg/mL. Higher rates of synergism were
observed in the combinations of miltefosine + azithromycin (100%), miltefosine +
dapsone (100%), azithromycin + dapsone (85.7%). The most relevant associations
deserve attention as candidates for Conidiobolus spp. infection treatment. Hence,
further in vitro and in vivo studies with a wide range of clinical isolates and different
Conidiobolus spp. are needed to better understand the susceptibility to the
antimicrobials described in this study.

Key words: Conidiobolomycosis. Susceptibility. Testing. Terbinafine. Dapsone.
Miltefosine.



LISTA DE TABELAS

MANUSCRITO
Tabela 1 — In vitro susceptibility of antibacterial, antiprotozoal and antifungal drugs
alone and in combination against seven Conidiobolus lamprauges

IS0 AT S . . .ottt 43



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AMB Anfotericina B

ANI Anidulafungina

AZ| Azitromicina

CAS Caspofungina

CEM Concentragao efetiva minima
CIM Concentracgao inibitéria minima
CLsSI Clinical and Laboratory Standards Institute
CTX Cotrimoxazol

CT1Z Cetoconazol

CYP Citocromo

DAP Dapsona

DNA Deoxyribonucleic acid

FCT Flucitosina

FDA Food and Drug Administration
FLZ Fluconazol

ITZ Itraconazol

MCZ Miconazole

MFG Micafungina

MTF Miltefosina

PABA Acido para-aminobenzoico
PCR Polymerase Chain Reaction
POS Posaconazol

RNA Ribonucleic acid

SMX Sulfametoxazol

TMP Trimetoprim

TRB Terbinafina

VOR Voriconazol



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt eaennanis 11
2 REVISAO DE LITERATURA ..ot 13
2.1 AGENTE ETIOLOGICO ....ooviieeeciecie ettt sttt 13
P20 0t R =T oY o 1= 0 01 0] o Yo | > P 14
2.1.2 CaracteristiCas CliNICAS........ccoeeeee e 15
2.1.3 Histologia @ morfologia........coooee oo 16
P B I = =10 1< 0] € PP 17
2.1.5 Suscetibilidade ... 19
2.2 ANTIFUNGICOS ..ottt ettt sttt se s e enenas 21
FZ 0 N = oY 1= o o 1= PR 23
F N N R Y g1 (0] (=] ¢ o] [ = = PSS 23
2.2.2 AZOIICOS oo 24
2.2.2. 1 MICONAZOI ... 25
2.2.2.2 VOMCONAZO ... oo 25
2.2.3 AlHLAMINGS ..o 26
F A Tt R I =T 4 o1 =11 P 26
2.3 ANTIBACTERIANOS E MILTEFOSINA ..o e 27
2.3.1 Sulfametoxazol-trimetOPriMa .....ccooee e 27
2.3.2 AZITTOMICINA i 28
2.3.3 DaAP SONA ctuiiiiieii e 29
pZC B |V 1 = (0 1= 1 - P 30
S OBUIETIVOS . ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaas 33
3. L OBJIETIVO GERAL ..ottt e e e e e e e e e ns 33
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ....c.viiveieeceeeeceeee et 33
4 MANUSCRITO cooiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e e e e s s e e e e e e e e e e e e e nsnneeees 34
5 CONCLUSAOQ ..ottt sttt 44

REFERENCIAS ... oot 45



ESTRUTURA E ORGANIZACAO

Essa dissertacdo encontra-se dividida em seis partes. A primeira diz respeito a
introducéo, a qual apresenta a tematica abordada neste trabalho. A segunda parte
tem relacdo com a revisédo de literatura, baseando-se em estudos sobre o agente
etiolégico - epidemiologia, caracteristicas clinicas, histologia e tratamento - e 0s
farmacos - poliénicos, azolicos, entre outros. A terceira sdo 0s objetivos desta
pesquisa.

Os materiais e métodos, resultados e discussdo que fazem parte desta
dissertacdo estdo apresentados sob a forma de artigo e encontram-se na secéo
MANUSCRITO, assim como as referéncias bibliogréaficas citadas no artigo. Todavia o
item referéncias encontradas no final deste trabalho referem-se as demais referéncias
utilizadas. O manuscrito esta estruturado de acordo com as normas da revista Medical
Mycology, na qual se encontra submetido.

Por fim, a dltima parte refere-se a conclusdo deste estudo.
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1 INTRODUCAO

A conidiobolomicose é uma infeccdo fungica que causa rinite granulomatosa
cronica no homem e nos animais, causada por fungos do género Conidiobolus
(THOMAS et al.,, 2006; KWON-CHUNG, 2012). Estes fungos sapréfitas sao
encontrados no solo em vegetacdo decomposta, principalmente em regides de clima
guente e umido, e como parasita de insetos (HUMBER et al., 1989; RADOSTITS et
al., 2009). Em animais e no homem, as espécies responsaveis por causarem a
conidiobolomicose séo: Conidiobolus coronatus, C. incongruus e C. lamprauges
(HUMBER et al., 1989; MORRIS et al., 2001, BENTO et al., 2010).

A infeccdo ocorre principalmente pela inalacdo de conidios dos fungos
encontrados no ambiente ou por meio de insetos infectados (HUMBER et al., 1989),
sendo que, em pequenas lesbes na mucosa nasal, ocorre a entrada para instalagéao e
crescimento do conidio (HUMBER et al., 1989; THOMPSON, 2007).

S3o relatadas infecgcbes em humanos (WUPPENHORST et al., 2010), caninos
(MACKEY et al., 2015), equinos, (STEIGER & WILLIAMS, 2000), suinos (EVANS et
al., 2018), lIhamas (FRENCAHN & ASHWOR, 1994) e ovinos (MORRIS et al., 2001).

Duas formas clinicas da doenca tém sido descrita em ovinos. A forma rinofacial,
que se caracteriza por um aumento de volume no vestibulo nasal, unido mucocutanea
do nariz, pele do focinho, labio superior e palato duro; e a forma nasofaringea, que
afeta, principalmente, a regido etmoidal, faringe e seios paranasais (SILVA et al.,
2007a; RIET-CORREA et al., 2008; WEIBLEN et al., 2016).

De maneira geral, 0s ovinos podem apresentar, como sinais clinicos: obstrucdo
nasal, dispneia, secrecdo nasal, respiracdo ruidosa, assimetria craniofacial,
exoftalmia, depresséo e anorexia (MORRIS et al., 2001; BOABAID et al., 2008; RIET-
CORREA et al., 2008; FURLAN et al., 2010; WEIBLEN et al., 2016).

Na analise macroscopica das lesdes, sdo observadas proliferacdes de tecido
amarelo de consisténcia mole e friavel, nodulares e de superficie irregular (BOABAID
et al., 2008; SILVA et al., 2007b; SILVA et al., 2010; AGUIAR, 2014).

Histologicamente, nessas massas, Ss&0 notadas inflamagédo crbnica
granulomatosa multifocal, com centro necrético, contendo hifas circundadas por
material Splendori-Hoeppli (RIET-CORREA et al., 2008; FURLAN et al., 2010).

Focos de conidiobolomicose tém sido descritos comumente em ovinos Nnos
estados brasileiros do Piaui (SILVA et al., 2007b), Paraiba (PORTELA et al., 2010)
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Rio Grande do Norte (AGUIAR et al., 2014) e Mato Grosso (BOABAID et al., 2008),
gerando grandes perdas econdmicas devido ao alto custo do tratamento dos animais
infectados e também a perdas de animais devido ao diagnostico tardio (DE PAULA et
al., 2010). Nos estados do Rio Grande do Sul (PEDROSO et al., 2009) e Santa
Catarina (FURLAN et al., 2010) a ocorréncia nos rebanhos é esporadica (WEIBLEN
et al., 2016).

Em varios relatos, a letalidade da conidiobolomicose em ovinos € de 100%,
sendo ineficaz o tratamento comumente utilizado a base de iodetos. Aléem dos
animais, para os humanos, ndo ha um consenso sobre a terapia antifingica ideal para
infeccbes causadas por Conidiobolus spp., pela falta de dados clinicos ou in vitro
suficientes para se chegar a uma conclusdao (CHOWDHARY et al., 2010).

A solucdo, saturada de iodeto de potassio, cetoconazol, itraconazol, fluconazol,
anfotericina B e terbinafina, tem sido usada em diferentes combina¢des com sucesso
variavel para humanos e animais (TADANO et al.,, 2005; FISCHER et al., 2008;
CHOWDHARY et al., 2010; KIMURA et al., 2011).

Em testes de suscetibilidade in vitro, varios autores descrevem resisténcia ou
suscetibilidade reduzida de Conidiobolus spp. a maioria dos farmacos antifingicos
testados (GUARRO et al., 1999; FISCHER et al., 2008; WUPPENHORST et al., 2010
TONDOLO et al., 2013; TONDOLO et al., 2018).

Vérias classes de agentes antibacterianos e antiprotozoarios sdo estudados
para uma possivel utilizacdo no tratamento de infec¢Bes fangicas, com varios
resultados positivos (HANAFY et al., 2007; BORBA-SANTOS et al., 2015). Alguns
agentes possuem atividade antifiingica por si sO, outros, aumentam a acdo dos mais
tradicionais agentes antifiUngicos sem acao significativa como um unico agente (JUDD
& MARTIN, 2009).

Em resposta as falhas da terapéutica antifingica, varios autores tém buscado
estratégias que garantam o sucesso da atividade antifiingica contra Conidiobolus spp.
(GUARRO et al., 1999; TONDOLO et al., 2013; TONDOLO et al., 2018).

Entre as estratégias, a combinagéo de farmacos tem merecido atencdo, dessa
maneira, ressalta-se a importancia de analisar farmacos de diferentes classes
isoladamente, na tentativa de identificar uma acg&o antifungica e de analisar uma

possivel interacdo entre farmacos antifingicos, antibacterianos e antiprotozoarios.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AGENTE ETIOLOGICO

A conidiobolomicose é uma infecgdo fungica causada por fungos pertencentes
ao filo Entomophthoromycota, classe Enthomophthoromycetes, ordem
Entomophthorales e género Conidiobolus (HUMBER, 2012). Este microrganismo esta
associado como sendo a causa de uma doenca cronica, granulomatosa na regiao
nasal de homens e animais (CRUZ, 2010; KWON-CHUNG, 2012).

A ordem Entomophthorales inclui dois géneros histologicamente semelhantes,
mas clinicamente e micologicamente distintos: Basidiobolus e Conidiobolus e as
doencas nos mamiferos causadas por esses microrganismos podem ser chamadas
de entomoftoromicoses (FISCHER et al., 2008; CHOON et al., 2012). Além dos
mamiferos, esses fungos sdo conhecidos por infectar insetos, contribuindo para o
controle natural desses (CHOWDHARY et al., 2010; FISCHER et al., 2008).

As espécies responsaveis por causarem a conidiobolomicose séao:
Conidiobolus coronatus, C. incongruus e C. lamprauges (HUMBER et al., 1989;
MORRIS et al., 2001, BENTO et al., 2010). Enquanto C. coronatus e C. incongruus
sdo mais comumente descritos como a causa da doenca, a infeccdo por C.
lamprauges é a menos prevalente, mas foi descrita infectando equinos, sendo a
primeira vez em uma égua arabe em 1989 (HUMBER et al., 1989).

Depois disso, em 2010, trés novas publica¢cdes relatam o envolvimento dessa
espécie com doenca na cavidade nasal em ovinos (DE PAULA et al., 2010; FURLAN
et al., 2010; VILELA et al., 2010) e, em 2011, foi descrito o primeiro caso dessa
infeccdo fungica causada por C. lamprauges em humanos (KIMURA et al., 2011).

No entanto, devido a informacéo limitada sobre a identificacdo adequada de C.
lamprauges no laboratorio e ao uso de ferramentas taxonémicas classicas, € possivel
gue algumas espécies de Conidiobolus podem ter sido mal identificadas (KIMURA et
al., 2011).
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2.1.1 Epidemiologia

Conidiobolus spp. € um fungo filamentoso e saprofita, podendo ser encontrado
no solo e plantas em decomposicao, sendo que as regides de clima quente e Umido
(tropical e subtropical) sédo as mais favoraveis ao crescimento das hifas, por conter
justamente solos Umidos e com grande quantidade de matéria organica (HUMBER et
al., 1989; THOMPSON, 2007; RADOSTITS et al., 2009; BENTO et al., 2010).

Diante disso, a doenca ocorre principalmente nas regides tropicais da Africa,
da América do Sul e Central, no sudeste da Asia e da india. No Brasil, os maiores
nameros de animais infectados encontram-se nas regides nordeste e centro-oeste
(BENTO et al., 2010; CHOWDHARY et al., 2010; ISA-ISA et al., 2012; WEIBLEN et
al., 2016). Entretanto foi descrita em outros estados (WEIBLEN et al., 2016).

A infeccao de humanos e animais ocorre por implantacdo dos conidios do fungo
inalados do ambiente ou ainda por pequenas lesdes na cavidade nasal causada por
insetos infectados ou fragmentos firmes de pasto (HUMBER et al., 1989; GUGNANI,
1992).

Conidiobolomicose ndo é uma doencga contagiosa, uma vez que o ambiente é
a fonte de todas as infeccdes e esta relacionada principalmente a exposi¢cdo a um
elevado numero de conidios presentes nos locais de foco. Ainda é observado que o
comprometimento imunologico nos animais ndo € necessario para ocorrer a doenca
(HUMBER et al., 1989; THOMPSON, 2007).

Silva et al. (2007b) determinam aspectos epidemiolégicos da
conidiobolomicose em ovinos no Piaui, relacionando o maior numero de focos a alta
frequéncia de chuvas em um periodo curto de tempo, associada com altas
temperaturas observadas na regido. Desta forma, ocorreriam trés fatores importantes
para o desenvolvimento do fungo: umidade, temperatura e presenca de material
vegetal em decomposicao.

Aguiar (2014) aponta aspectos epidemioldgicos semelhantes e descreve,
ainda, que no periodo seco, 0s animais também se infectam ao pastar pelas margens
de acudes. Também assinala que ovinos sao mais acometidos que outros animais por
terem um habito de pastejo mais baixo, 0 que favorece a contaminacao através da
inalacéo dos esporos do chéao.

Infeccbes por Conidiobolus spp. em equinos sdo menos comuns do que em

seres humanos, mas também tendem a ser restritos para os climas quentes. Equinos
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e outros animais podem se infectar ao dormir em camas de material vegetal, que se
umido poderia fornecer habitat ideal para o crescimento de Conidiobolus spp.
(HUMBER et al., 1989).

Em seres humanos, Gugnani, (1992), por meio de levantamento de dados,
demonstra que a doenca geralmente afeta adultos com idade entre 20 e 60 anos, que
trabalham parcial ou totalmente na area agricola e a taxa de incidéncia da doenca é

oito vezes maior para homens do que para mulheres.

2.1.2 Caracteristicas clinicas

A manifestacéo clinica da conidiobolomicose em animais pode ocorrer de duas
formas clinicas. A primeira é a rinofacial que se caracteriza por aumento de volume
das areas proximas ao vestibulo nasal, unido mucocutanea do nariz, pele do focinho,
labio superior e palato duro (SILVA et al., 2007a; RIET-CORREA et al., 2008).

A outra forma é denominada nasofaringea, sendo a mais comum e que afeta
principalmente a regido etmoidal, conchas nasais, seios paranasais, palato mole,
faringe, podendo se estender para a érbita ocular e regido anterior do cérebro (DE
PAULA et al., 2010; SILVA et al., 2007a).

Em seres humanos, a infeccdo comeca com um nédulo nasal que cresce
lentamente com o tempo e o0s sintomas podem levar varios meses ou anos para
aparecerem (BENTO et al., 2010; ISA-ISA et al., 2012). Geralmente, a obstru¢ao nasal
ocorre primeiro, seguida de uma difusa infiltracdo eritematosa, com espessamento da
pele no nariz (ISA-ISA et al., 2012). Apds isso, ocorre um aumento importante no
volume e uma deformidade das estruturas faciais centrais. Em estagios tardios, a
faringe, as camadas musculares do rosto e 0s seios paranasais também podem estar
envolvidos (ISA-ISA et al., 2012).

Por conta das alteracdes das caracteristicas faciais nas etapas avancadas da
infeccdo, € descrito que os pacientes ficam com "aparéncia de hipopotamo”
(FISCHER et al., 2008).

Em humanos as lesdes geralmente sdo firmes e anexadas a estruturas e
tecidos subjacentes, mas nao ligada a pele. Essa doenca tipicamente ocorre sem
angioinvasao e a infeccdo espalha-se localmente, mas, em casos raros, ela pode ser
disseminada, principalmente quando ocorre em humanos ou animais
imunodeprimidos (GUGNANI, 1992).
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Em casos de infeccdo disseminada, a doenca atingiu 6rgdos em seres
humanos como pulmdes, coracao, rins, glandula tireoide e bago (WALKER et al, 1992;
KIMURA et al., 2011), enquanto que em caes e equinos, 0s 0rgaos atingidos foram a
traqueia e os pulmdes (STEIGER & WILLIAMS, 2000; HAWKINS et al., 2006).

De maneira geral, os sinais clinicos em animais infectados séo obstrugéo nasal,
dispneia, secrecdo nasal, respiracao ruidosa, assimetria craniofacial, exoftalmia,
depressédo e anorexia (MORRIS et al., 2001; SILVA et al., 2007a; BOABAID et al.,
2008; RIET-CORREA et al., 2008; FURLAN et al., 2010).

Geralmente, os sinais apresentados em seres humanos séo edema facial,
congestionamento e bloqueio nasal progressivo, seguido de aumento de volume
gradual e indolor do nariz e extremidades, com descarga nasal (THOMAS et al., 2006;
CHOON et al., 2012).

2.1.3 Histologia e morfologia

Em necropsias de ovinos as lesbes macroscopicas descritas sao proliferacdes
de tecido amarelo-brancacento de aspecto tumoral, consisténcia mole e frivel,
nodulares e de superficie irregular (SILVA et al., 2007b; SILVA et al., 2010; AGUIAR,
2014).

Pelo exame histologico, através da coloracdo com hematoxilina e eosina
verifica-se que as massas consistem de extensas areas de reacdo inflamatoria
caracterizada por granulomas multifocais e coalescentes, com proliferacédo de tecido
conjuntivo, infiltrado de neutrdfilos, linfcitos, células epitelidides, células gigantes e
grande quantidade de eosindfilos, frequentemente circundando areas de necrose
caseosa com hifas no centro circundadas pela reacédo de Splendore-Hoeppli (RIET-
CORREA et al., 2008; FURLAN et al., 2010; SILVA et al., 2010; AGUIAR, 2014).

No entanto, € observada uma cronicidade nas lesdes por meio da
histopatologia, isso indica que a doenca leva um tempo consideravel para se
desenvolver nos tecidos infectados (RIET-CORREA et al., 2008; RADOSTITS et al.,
2009).

Microscopicamente, as col6nias de C. lamprauges, apresentam hifas hialinas,
cenociticas, tipo fita, ndo ramificadas, com tamanho de 5 a 10 um de diametro, com

poucos septos, geralmente, nas partes distais das hifas (VILELA et al., 2010).
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Algumas hifas ainda podem mostrar dilatagdo balonosa na extremidade
(KIMURA et al., 2011; DE PAULA et al., 2010).

Nos tecidos de biopsias, hifas podem ser identificada pela coloracéo de prata
metenamina de Grocott e de acido periddico de Schiff (ISA-ISA et al., 2012; UBIALI et
al., 2013).

O isolamento do fungo é feito em &gar Sabouraud dextrose e &gar batata
dextrose, onde o crescimento € evidente dentro de 24 horas e cobrem toda placa a
partir de 5-7 dias. Colbnias de C. lamprauges sao descritas como planas de coloracao
creme, lisas nos primeiros dias, tornando-se rugosas e firmemente aderidas ao agar
apos alguns dias, o fungo cresce bem no escuro a 37°C (HUMBER et al., 1989).

Muitas vezes, o diagndstico da conidiobolomicose ndo chega a ser feito e
guando é realizado, € baseado em histopatologia, isolamento e cultura do agente
etiologico (GUGNANI, 1992; BENTO et al.,, 2010). Ressalta-se que técnicas
histologicas confirmam a presenca de fungo, mas nado possibilitam diferenciar a
espécie (CHOON et al., 2012).

O microrganismo Pythium insidiosum também pode estar associado como a
causa de rinite rinofacial ou rinofaringea em ovinos (UBIALI et al.,, 2013). A
confirmacdo do diagnéstico e diagndstico diferencial pode ser feito por meio de
técnicas moleculares, tais como, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e
sequenciamento génico (DNA ribossomal 18S) (DE PAULA et al., 2010; SILVEIRA et

al., 2013), e ainda por meio do exame de imuno-histoquimica (UBIALI et al., 2013).

2.1.4 Tratamento

Dados mostram que o tratamento da conidiobolomicose em ovinos é
considerado ineficaz, de acordo com relatos de autores afirmando 100% de letalidade
dos ovinos doentes (FURLAN et al., 2010; AGUIAR 2014; SILVA et al., 2007b).

Em um foco onde a doenca afetou 12 ovinos, em uma propriedade no estado
do Mato Grosso, todos os doentes morreram com curso clinico de 2-5 semanas,
desses animais, trés foram tratados com 1 grama de iodeto de potassio por até 15
dias, sem resultados (BOABAID et al., 2008).

Em outro caso com uso do mesmo farmaco, Riet-correa et al. (2008)
descreveram tratamento de um ovino, por via oral com iodeto de potassio (7 mg/Kg),

com reducdo da lesdo apoés cinco dias de tratamento, no entanto, o animal morreu.



18

Em outro ovino doente, relatado no mesmo trabalho, iodeto de potéssio foi
administrado via oral durante dois meses e localmente com spray de cetoconazol 2%
por mais trés meses, no entanto o animal piorou e foi sacrificado apds um curso clinico
de 6 meses.

Portela et al. (2010), no estado da Paraiba, descreveram sete focos de
conidiobolomicose, onde o tratamento em seis dos oito ovinos doentes consistiu no
uso de fluconazol (10mg/kg), mas sem sucesso. Também, tratamento com
sulfametoxazol-trimetoprim (44 mg/kg) néo foi eficiente para trés ovinos em um caso
ocorrido na india (MORRIS et al., 2001).

ApGs os sinais clinicos iniciais, em média, os ovinos levam de 7-15 dias para
morrer ou ser feita a eutanasia por falta de condi¢cdes de recuperacdo (THOMPSON,
2007; RIET-CORREA et al., 2008). O rapido curso da doenca apds aparecerem 0S
sinais clinicos é provavelmente a razéo pela qual o tratamento com iodeto de potassio
nao é eficaz para ovinos (RIET-CORREA et al., 2008).

Em equinos, Steiger & Williams (2000) descreveram um tratamento com
sucesso onde foi utilizado iodeto de sédio (20%) durante sete dias e iodeto organico
(Etilenodiamina hydroiodide 4,57%) durante mais de um ano. Em outro caso duas
éguas prenhas foram tratadas com fluconazol, obtendo sucesso, com a reducédo dos
sinais clinicos vista poucos dias ap6s o inicio do tratamento, que foi interrompido apos
6 e 8 semanas (TAINTOR et al., 2004).

Em um cdo com conidiobolomicose na regido nasal e pulmonar, a terapia com
itraconazol (10 mg/kg) foi considerada surpreendente, dado o fato de o animal receber
terapia imunossupressora durante tratamento inicial da pneumonia fangica e estar
com quimioterapia em curso. Além disso, o isolado flngico era resistente a itraconazol
(CIM >8 pg/mL) e fluconazol (>64 pg/mL) em testes de suscetibilidade in vitro
(HAWKINS et al., 2006). Em outro canino, Bauer et al. (1997) descreveram tratamento
eficiente somente com itraconazol.

Além dos animais, também ndo ha um consenso sobre a terapia antifungica
ideal em humanos para infec¢des causadas por Conidiobolus spp., pois a doenca é
infrequente relatada (CHOWDHARY et al., 2010). A escolha do melhor agente
antifingico, com sua dosagem e sua duracdo, permanece incerta; no entanto, a
solucdo saturada de iodeto de potassio, cetoconazol, itraconazol, fluconazol,

anfotericina B e terbinafina tém sido usadas em diferentes combina¢des com sucesso
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variavel (TADANO et al., 2005; FISCHER et al.,, 2008; CHOWDHARY et al., 2010;
KIMURA et al., 2011).

Por outro lado, existem relatos de casos em que o tratamento foi positivo, um
paciente foi tratado com terbinafina (250 mg/dia) e itraconazol (200 mg/dia) por um
periodo de 12 meses, apesar do isolado ter mostrado resisténcia nos testes de
suscetibilidade in vitro a anfotericina B, fluconazol, itraconazol, voriconazol e
terbinafina (FISCHER et al., 2008). Em outro caso, o tratamento foi eficiente somente
com itraconazol, em uma infeccéo causada por C. coronatus (HANDA et al., 2000).

Tadano et al. (2005) mostraram uma resposta adequada ao tratamento da
conidiobolomicose em humanos com cetoconazol em combinacdo com solucéo
saturada de iodeto de potassio durante seis meses, porém o seu relato ndo descreve
até a cura total do paciente. Esse é o primeiro caso da infeccdo causada por C.
coronatus, ocorrido no Mato Grosso, Brasil. Em outros casos, iodeto de potassio foi
combinado com itraconazol (ARORA; BHARGAVA & RAI, 2016) e ainda com
itraconazol e infusdo intravenosa de anfotericina B, (CHOWDHARY et al., 2010),
apresentando em todos bons resultados.

Se o tratamento para os seres humanos for precoce e adequado, o progndstico
sera bom e a mortalidade serd incomum. A duracdo do tratamento geralmente é por
longos periodos e as deformidades faciais, em alguns casos, precisam ser corrigidas
com cirurgia (ISA-ISA et al., 2012).

2.1.5 Suscetibilidade

Os testes de suscetibilidade tornam-se necessarios por se constituirem em um
guia para a selecdo de antifungicos, e para fornecerem dados consistentes que
permitam predizer, com o conjunto de outros dados, a resposta clinica dos pacientes
(ROCHA & SIDRIM, 2004).

O protocolo M38-A2 representa a técnica padréo para avaliar a suscetibilidade
de fungos filamentosos frente a compostos antifungicos (CLINICAL AND
LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2008). Apesar desse método ter sido
padronizado para outros fungos filamentosos, essa técnica foi fundamental para o
reconhecimento de isolados com variados perfis de suscetibilidade de Conidiobolos
spp. (KIMURA et al., 2012; TONDOLO et al., 2013; TONDOLO et al., 2018).
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Para avaliar combinac¢des de agentes antimicrobianos contra microrganismos,
pesquisadores utilizam comumente o método de “checkerboard” (MOODY, 2007).

Dados sobre a suscetibilidade de Conidiobolus lamprauges frente a
antifangicos comumente utilizados sao escassos, mas alguns autores como Guarro et
al. (1999) descrevem a suscetibilidade de um isolado de C. lamprauges, na qual
demonstrou ser resistente a todos os agentes antifungicos testados, com CIM 100%
de 8 pg/mL para a AMB, cetoconazol (CTZ) e miconazol (MCZ), 32 pg/mL para
fluconazol (FLZ) e itraconazol (ITZ) e 256 pg/mL para flucitosina (FCT).

Kimura et al. (2011) determinaram a suscetibilidade de um isolado de C.
lamprauges, recuperado de uma infeccdo disseminada em humano e encontraram
CIM 100% (24 e 48 hrs) para ITZ (0,5 e 1 pg/ml), CIM 50% para MCZ (0,25 e 1 pg/ml),
e TRB (0,03 e 0,125 ug/mL), enquanto resisténcia foi observada, (CIM 100%) para
AMB (4 e 8 pg/mL) posaconazol (POS) (4 e 4 pg/ml) e VOR (>16 pg/mL), a
concentracéo efetiva minima (CEM) para anidulafungina (ANI), caspofungina (CAS),
micafungina (MFG) foi (>8 pg/mL) Além disso, os testes de sinergismo entre ITZ/ TRB
e POS / TRB foram interpretados como indiferentes.

Tondolo et al. (2013), em testes in vitro para seis cepas de C. lamprauges
isoladas de casos em ovinos, demonstraram que as cepas apresentaram resisténcia
ou reduzida suscetibilidade aos farmacos, sendo CIM 100%, os resultados (ap6s 48
hrs) foram para AMB (1 pug/mL), ITZ (1-32 pg/mL), POS (2->32 ug/mL) e VOR (>16
pg/mL), CIM 50% para CTZ (8-32 pg/mL), FLZ e FCT (>64 pug/mL), e CEM para ANI,
CAS e MFG (>8 pg/mL), sendo a TRB (CIM 80%, 0.06-05 pg/mL) o Unico farmaco que
demonstrou resultados mais satisfatorios.

Outro trabalho semelhante testou in vitro, varios farmacos para as mesmas
cepas de C. lamprauges do trabalho anterior e demonstrou os melhores efeitos (CIM
100%), para AMB (1-2 pg/ml), TRB (1-4 ug/ml) e MCZ (4-16 pg/ml), outros farmacos
nao foram eficazes, como ANI (>512 pg/ml), CAS (256 ->512 ug/ml), CTX (32 - 256
pg/ml), MFG (64-256 ug/ml), POS (>32 ug/ml), SMX (128-1024 ug/ml), TMP (256-512
pg/ml), VOR (>512 pg/ml). Ainda, mostrou interacdes sinérgicas de 100% para a
combinacdo de sulfametoxazol e trimetoprima, de 71% para as combinagcdes
antifingicas de TRB e azolicos (miconazol, posaconazol e voriconazol) e de 29% para
a combinacao de TRB / MFG (TONDOLO et al., 2018).

Embora tenham muitos relatos de resisténcia in vitro, os testes de

suscetibilidade para Conidiobolus spp. devem ser interpretados com cautela, assim
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como as pesquisas que demonstram resultados similares e discordantes quando
observado em estudos que descrevem a suscetibilidade de C. coronatus (GUARRO
et al., 1999; FISCHER et al., 2008; BENTO et al., 2010) e C. incongruus (GUARRO et
al., 1999; TEMPLE et al., 2001; WUPPENHORST et al., 2010).

Fischer et al. (2008) descreve um caso de infeccdo em humano por C.
coronatus, em que um paciente foi tratado com TRB e ITZ por um periodo de 12
meses, obtendo sucesso, apesar do isolado ter mostrado resisténcia nos testes de
suscetibilidade in vitro a TRB, ITZ, AMB, FLZ, VOR.

Em outro caso de infeccdo em humano por C. coronatus, Bento et al. (2010)
mostra em teste in vitro de suscetibilidade, baixas CIMs para FLZ e VOR (0,5 e 0,125
Mg/mL, respectivamente) e moderada sensibilidade para iodeto de potassio (21750
Mg/mL), no caso em questdo, o paciente foi tratado com FLZ, solu¢do saturada de
iodeto de potéssio e sulfametoxazol-trimetoprima, com sucesso.

Para um isolado de C. incongruus de infeccdo em humano, o teste in vitro de
suscetibilidade demonstrou baixa CIM, somente para sulfametoxazol-trimetoprima (1
pg/mL), para outros farmacos a CIM foi 232 ug/mL para VOR, POS, AMB, CAS e 2256
ug/mL de FLZ, neste caso foi utilizado o método do Etest (WUPPENHORST et al.,
2010).

Outro isolado identificado como C. incongruus, de um caso em humano,
demonstrou resisténcia a AMB CIM 4 e 8 ug/ml as 24h e 48h, CTZ 16 ug/ml e 216
Mg/ml as 24h e 48h, FTC 264 ug/ml as 24h e ITZ que mostrou as menores CIMs 1 e 8
ug/ml as 24h e 48h. Para melhora do paciente, foi necessaria uma combinacdo de
terapia antifingica, oxigénio hiperbarico e cirurgia (TEMPLE et al., 2001).

Apesar da sua suscetibilidade reduzida ou resisténcia nas avaliagdes in vitro,
existem fatores indefinidos para compreensédo da relacdo entre a suscetibilidade e o

tratamento da conidiobolomicose.

2.2 ANTIFUNGICOS

As infec¢Oes fungicas causadas por leveduras e fungos representam um
problema crescente nos cuidados de saude (PIERCE et al.,, 2010). Um numero
limitado de farmacos pode ser utilizado no tratamento das infec¢cbes micéticas. A

maioria apresenta uma ou mais limitagdes, como efeitos colaterais acentuados,
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estreito espectro antifiingico, pouca penetracdo em certos tecidos e selecdo de fungos
resistentes (MITCHELL, 2012).

Apesar da disponibilidade de agentes antifingicos, a incidéncia de micoses e a
complexidade do tratamento podem ser atribuidas, principalmente, ao
desenvolvimento de resisténcia a terapia com antifungicos (LOPEZ-RIBOT &
RAMASUBRAMANIAN, 2014).

Além disso, o desenvolvimento de novos farmacos é dificil, pois os fungos séo
organismos eucarioticos como os mamiferos e, com excecao da parede celular, as
células fungicas apresentam muitas semelhancas com as do hospedeiro, o que
dificulta encontrar um alvo especifico que possa ser explorado para a¢do de novos
agentes (KANAFANI & PERFECT, 2008; SRINIVASAN; LOPEZ-RIBOT &
RAMASUBRAMANIAN, 2014).

O primeiro farmaco desenvolvido, com ac¢éo antifungica especifica, foi o iodeto
de potassio, utilizado desde 1903 na terapéutica da esporotricose e, até hoje, é
considerado o farmaco de primeira escolha nesta micose. Na década de 1930, as
sulfas surgiram como um novo suporte, em 1939 surgiu a griseofulvina e, na década
de 1950, surgiram os derivados poliénicos como a nistatina e a anfotericina B (ROCHA
& SIDRIM, 2004; TAVARES, 2014).

Na mesma época (1964), foi descoberta a acdo antimicética de um derivado
pirimidinico, a flucitosina que ampliou a terapia para micoses profundas. Duas
décadas mais tarde, houve um grande avanco com o desenvolvimento dos derivados
azolicos com formulag@es intravenosas e orais (ROCHA & SIDRIM, 2004; TAVARES,
2014).

Foram, entdo, sintetizadas numerosas substancias, surgindo entdo, 0s
derivados imidazoélicos, como o miconazol (1967), isoconazol (1979), cetoconazol
(1981), oxiconazol (1986) entre outros. Posteriormente a isso, surgiram os derivados
triazdlicos como o fluconazol (1990), itraconazol (1992) e voriconazol (2002) (ROCHA
& SIDRIM, 2004).

A partir da década de 1990, surgiram os derivados morfolinicos, como a
amorolfina (1994), empregada principalmente no tratamento de onicomicoses e as
alilaminas, representadas pela naftifina e terbinafina (1993) (ROCHA & SIDRIM, 2004;
CRUZ, 2010). Por ultimo, em 2001, a Food and Drug Administration (FDA) liberou a
caspofungina, membro da classe das equinocandinas, para uso clinico em pacientes
(ROCHA & SIDRIM, 2004).
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A suscetibilidade dos patégenos flngicos a acdo de medicamentos sao
frequentemente medidas e interpretadas usando breakpoints apropriados,
padronizada pelo Clinical Laboratory Standards Institute. Uma das técnicas adotadas
€ a de microdiluicdo em caldo desenvolvidas nas décadas de 1980 e 1990 (ROCHA &
SIDRIM, 2004; CRUZ, 2010).

2.2.1 Poliénicos

A nistatina e anfotericina B s@o os dois antibiéticos poliénicos disponiveis no
mercado, atuando de forma semelhante sobre a membrana celular fangica e
provocando um aumento de sua permeabilidade seletiva. Como consequéncia, ocorre
extravasamento de pequenas moléculas e eletrolitos, como o potassio, para o exterior

das células, alterando a homeostase (CRUZ, 2010).

2.2.1.1 Anfotericina B

Anfotericina B € um antifngico obtido de um actinomiceto, Streptomyces
nodosus (LACAZ et al., 2002; SHEPPARD & LAMPIRIS, 2002). Considerada terapia
padrdao para micoses sistémicas graves (PATTERSON, 2006; MITCHELL, 2012), a
anfotericina B € quase insollvel em agua, precisando ser, portanto, preparada na
forma de suspensédo coloidal de anfotericina B e desoxicolato sédico para injecao
intravenosa (SHEPPARD & LAMPIRIS, 2002; BENNETT, 2010).

A anfotericina B é seletiva no seu efeito fungicida, visto que distingue a
diferenca na composicéo lipidica das membranas celulares dos fungos e das células
de mamiferos. O ergosterol, um esterol da membrana celular, € encontrado na
membrana celular dos fungos, enquanto o colesterol constitui o esterol predominante
encontrado nas células humanas (SHEPPARD & LAMPIRIS, 2002; MITCHELL, 2012).

A anfotericina B liga-se ao ergosterol e altera a permeabilidade da célula ao
formar poros associados ao farmaco na membrana celular. O poro permite o
extravasamento de ions e macromoléculas intracelulares, levando a morte da célula
(SHEPPARD & LAMPIRIS, 2002; MITCHELL, 2012).

A anfotericina B possui atividade clinica util contra Candida spp., Cryptococcus

neoformans, Blastomyces dermatitidis, Histoplasma capsulatum, Sporothrix schenckii,
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Coccidioides immitis, Paracoccidioides braziliensis, Aspergillus spp., Talaromyces

marneffei e contra os agentes da mucormicose (BENNETT, 2010).

2.2.2 Azdlicos

A exigéncia de administracdo intravenosa e a toxicidade dos agentes
antifngicos mais antigos geraram a necessidade de desenvolver agentes
antifangicos com melhor perfil terapéutico. Os azodlicos orais relativamente atdxicos
representam o primeiro grande avanc¢o nesse sentido (SHEPPARD & LAMPIRIS,
2002).

Denomina-se azoélico, um composto quimico heterociclico aromatico com cinco
atomos, no qual atomos de carbono sdo substituidos por atomos de nitrogénio
(TAVARES, 2014). Os azolicos séo classificados em imidazois ou triazois, de acordo
com o numero de atomos de nitrogénio no anel azol. Os imidazois incluem o
cetoconazol, miconazol e o clotrimazol e os triazois incluem o itraconazol, fluconazol
e o voriconazol (SHEPPARD & LAMPIRIS, 2002).

Esses compostos compartiiham o mesmo espectro antiflingico e mecanismo
de acdo. Os triazbis sistémicos sdo metabolizados mais lentamente e exercem menos
efeitos sobre a sintese de ester6is humanos que os imidazois (BENNETT, 2010).

A atividade antifungica dos azoélicos é por meio da inibicdo da 14-a-esterol
desmetilase, uma enzima microssémica do citocromo P-450. Com isso, os azélicos
comprometem a biossintese do ergosterol na membrana citoplasmética e levam ao
acumulo de 14-a-metilesteréis, podendo desagregar o arranjo compacto das cadeias
acil dos fosfolipidios e comprometendo as funcdes de determinados sistemas
enzimaticos ligados a membrana, como adenosinatrifosfatases e as enzimas do
sistema de transporte de elétrons, inibindo, assim, o crescimento dos fungos
(BENNETT, 2010).

Nas células dos mamiferos, o citocromo P450 é um precursor do colesterol,
mas 0s azois possuem uma maior afinidade pelas enzimas do citocromo P450 fungico
do que pelas enzimas dos seres humanos (SHEPPARD & LAMPIRIS, 2002).

Além disso, o citocromo P450 dos fungos € cerca de 100 a 1000 vezes mais
sensivel aos azolicos do que o presente nos sistemas dos mamiferos (MITCHELL,
2012).
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2.2.2.1 Miconazol

O miconazol é um imidazol de amplo espectro de acdo antifungica e
antibacteriana, particularmente em cocos Gram-positivos (Estafilococos e
Estreptococos). Este antifungico € utilizado comumente por via topica e é pouco usado
por via intravenosa, sendo que essa via € restrita ao tratamento de infecgbes
sistémicas graves (COSTA & GORDIAK, 2011).

Quando aplicado topicamente, € absorvido de forma rapida pelo extrato cérneo
da pele e persiste por mais de quatro dias ap0s sua aplicacdo (BENNETT, 2010;
COSTA & GORDIAK, 2011). Nesse modo de aplicagéo, a absorcdo pelo sangue é de
menos de 1% e menos de 1,3% quando aplicado na vagina (BENNETT, 2010).

Pela via oral somente 20 a 30% € absorvido, pelo fato de ter uma absorcéo pelo
tubo digestivo ndo satisfatdria € administrado endovenosamente, quando do emprego
da via parenteral (LACAZ et al., 2002).

Uma das grandes desvantagens da administracdo parenteral do miconazol
refere-se a meia-vida plasmatica muito curta devendo ser administrado a cada 8 horas
(COSTA & GORDIAK, 2011). Isso se déa pelo fato desse composto ser rapidamente
metabolizado no figado a produtos inativos (TAVARES, 2014).

Este farmaco atinge concentracfes terapéuticas nos 0ssos, nas articulacdes e
no tecido pulmonar, mas no sistema nervoso central, a penetracéo € minima (COSTA
& GORDIAK, 2011).

Miconazol mostra-se ativo contra o0s dermatdfitos (Trichophyton,
Epidermophyton, Microsporum), Candida albicans, Malassezia furfur, Coccidioides,
Aspergillus, Cryptococcus neoformans e Paracoccidioides brasiliensis (TAVARES,
2014).

2.2.2.2 Voriconazol

O voriconazol € um triazol com amplo espectro de acdo contra varios agentes
fungicos, verificando-se atividade comparavel ou superior a anfotericina B, itraconazol
e fluconazol (LACAZ et al., 2002). Sua biodisponibilizacdo oral & proxima a 100%
(CATALAN & MONTEJO, 2006; DOLTON et al., 2014), podendo ser administrado por

via oral e venosa (MITCHELL, 2012). Além disso, atinge niveis sanguineos elevados,
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sua meia vida sérica € de seis horas e sua ligacdo proteica € de 65% (TAVARES,
2014).

Distribui-se pelos liquidos e tecidos organicos, alcancando o dobro de
concentracdo terapéutica no sistema nervoso central, se comparada a da
concentracdo sanguinea e no liquido cefalorraquidiano 50% da concentracdo
sanguinea (TAVARES, 2014).

Seu metabolismo é por meio das citocromos (CYP) hepaticas, particularmente
a CYP2C19, a CYP2C9 em menor grau e a CYP3A4, as quais desempenham um
papel limitado (BENNETT, 2010).

Os efeitos colaterais séo elevacdes das provas de funcao hepética, bem como
raros casos de hepatite e perturbagcdes visuais reversiveis em cerca de 30% dos
pacientes (MITCHELL, 2012).

O voriconazol é indicado principalmente para o tratamento de aspergilose
invasiva, infeccdes invasivas graves causadas por Candida, incluindo candidemia e
candidiase esofagica (inclusive por C. krusei) e infec¢cdes produzidas por
Lomentospora spp. (Pseudallescheria boydii) e Fusarium spp. (TAVARES, 2014).

2.2.3 Alilaminas

As alilaminas inibem o crescimento de fungos através do bloqueio especifico
da biossintese da enzima esqualeno epoxidase, que tem participacdo importante nas
etapas iniciais do metabolismo biossintético do ergosterol. Como consequéncia, elas
provocam o acumulo de esqualeno na parede celular do fungo, causando toxicidade
e morte celular. Naftifina e terbinafina sdo as duas substancias farmacologicamente
ativas nesse grupo (KYDER, 1992; CRUZ, 2010; COSTA & GORDIAK, 2011).

2.2.3.1 Terbinafina

Terbinafina é extensivamente usado na pratica clinica e é ativa no tratamento
de dermatofitos e onicomicose (DURRBECK & NENOFF, 2016). E um fungicida
ceratinofilico e bastante lipofilico que, ao ser administrado por via oral, é rapidamente
absorvido e captado pela pele, unhas e tecido adiposo (COSTA & GORDIAK, 2011).

Por via oral, as concentracdes plasmaticas maximas sdo atingidas 2 horas apos
a administragéo e sua biodisponibilidade é cerca de 70% (ROCHA & SIDRIM, 2004).
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Mais de 99% do farmaco no plasma ligam-se as proteinas, podendo ser
encontrada no plasma 4 a 8 semanas apos a terapia prolongada (BENNETT, 2010).

A terbinafina € metabolizada pelo figado, mas sua biotransformacéo utiliza
menos de 5% da capacidade do sistema microssomal hepatico e seus metabdlitos
sao excretados predominantemente na urina (ROCHA & SIDRIM, 2004).

A posologia € de 250 mg/dia durante o periodo de, aproximadamente, doze
semanas para casos de onicomicose (LACAZ et al., 2002). Os efeitos colaterais nédo
sdo comuns, mas consistem em distarbios gastrointestinais, cefaleia, reacdes
cutaneas e perda de paladar (MITCHELL, 2012).

A terbinafina esté indicada no tratamento das dermatofitoses provocadas por
espécies dos géneros Trichophyton, Microsporum e Candida, ainda pitiriase versicolor
e das onicomicoses, utilizada por vias oral e tépica (CRUZ, 2010; TAVARES, 2014).

2.3 ANTIBACTERIANOS E MILTEFOSINA

2.3.1 Sulfametoxazol-trimetoprima

Sulfametoxazol é uma sulfonamida e foi o primeiro agente quimioterapico eficaz
a ser utilizado por via sistémica na prevencao e na cura de infecgdes bacterianas no
homem (1932). A introdugédo da combinacéo de trimetropima e sulfametoxazol ocorreu
em 1970, proporcionando a possibilidade de cura para diversas infec¢cdes que ja ndo
eram debeladas com o uso isolado da sulfa (PETRI, 2010a; TAVARES, 2014).

O mecanismo de a¢ao dessa associacao de antimicrobianos fundamenta-se na
inibicdo sequencial da sintese de acidos nucleicos e de proteinas. Assim, as
sulfonamidas inibem as sintetases que transformam o acido para-aminobenzdico
(PABA) em acido fdlico, e a trimetoprima bloqueia a diidrofolato redutase que reduzem
o acido folico a acido folinico, impedindo, dessa forma, a formacdo dos acidos
nucléicos (PETRI, 2010a; TAVARES, 2014). Em consequéncia da acdo sobre a
sintese do DNA, as bactérias deixam de se reproduzir e o blogueio da sintese do RNA
causa a inibicdo da formagédo de proteinas (TAVARES, 2014).

A trimetoprima € uma trimetoxibenzilpirimidina altamente seletiva ao inibir a
diidrofolato redutase de bactérias, sendo eficiéncia 50.000 vezes mais em

comparacado com a mesma enzima das células de mamiferos (CHAMBERS, 2002).
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Sulfametoxazol-trimetoprima pode ser administrada por via oral e intravenosa,
apresentando perfil farmacocinético semelhante e a meia-vida sérica das drogas é de
aproximadamente 12 horas (TAVARES, 2014).

Cerca de 65-70% de cada componente esta ligado a proteinas e como a
trimetoprima € mais lipossoluvel do que o sulfametoxazol, ela possui maior distribuicdo
do que esta ultima droga. Por conseguinte, quando se administra uma parte de
trimetoprima com 5 partes de sulfametoxazol, as concentra¢des plasmaticas maximas
situam-se na faixa de 1:20, um valor 6timo para os efeitos combinados desses
farmacos in vitro (CHAMBERS, 2002).

Sulfametoxazol-trimetoprima é utilizado para tratamento de infec¢Bes das vias
urinarias por shigelose e salmonelose, bem como por outras bactérias Gram-
negativas (BROOKS & CARROLL, 2012). Como antifungico, a sulfametoxazol-
trimetoprim apresenta acao contra espécies como de Pneumocystis, Paracoccidioides
e in vitro contra Aspergillus, Cryptococcus e C. incongruus (HANAFY et al., 2007;
WUPPENHORST et al., 2010; BORGES et al., 2014; CREEMERS-SCHILD et al.,
2016; ZHANG et al., 2018). Para cepas de C. lamprauges, em teste de suscetibilidade
in vitro, a combinacdo de sulfametoxazol e trimetoprima mostrou interacdo sinérgica
de 100% (TONDOLO et al., 2018).

2.3.2 Azitromicina

A azitromicina pertence ao grupo dos antibiéticos macrolideos, que sédo agentes
bacteriostaticos por bloquearem a sintese proteica bacteriana. As drogas ligam-se a
subunidade 50S do ribossomo e impedem a transferéncia dos aminoacidos
conduzidos pelo RNA de transporte para a cadeia polipeptidica em formacéo (PETRI,
2010b; TAVARES, 2014).

O farmaco administrado por via oral é rapidamente absorvido e distribui-se
amplamente por todo organismo, exceto no cérebro e no liquido cefalorraquidiano
(PETRI, 2010b). Altas concentracdes do farmaco sdo encontrados em tecidos como
amigdalas, pulméo, prostata, figado, ganglios linfaticos e no interior das células
(incluindo fagdcitos) e concentracdes relativamente baixas em gordura e musculo
(LODE, 1991).

Os antibidticos azalideos distinguem-se dos outros antibidticos por sua

farmacocinética incomum, a qual apresenta altas concentracdes nos tecidos e com
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meia vida longa (LODE, 1991). A ligacdo proteica da azitromicina € de 30% a 50%,
sua meia-vida sérica € de 14 a 20 horas, enquanto nos tecidos mantém-se por até 60
horas, o que permite sua utilizacdo em dose Unica diaria. Também, nos tecidos, a
azitromicina atinge concentracdo 10 a 50 vezes maiores do que a do sangue
(TAVARES, 2014).

Os efeitos adversos com uso dos macrolideos séo relativamente baixos, sendo
0S mais comuns a irritacdo no local de administracdo, quando intramuscular ou
intravenosa e 0s sintomas gastrointestinais como dor abdominal, diarreia e nduseas
(HOPKINS, 1991; SPINOSA, 2011).

A azitromicina € utilizada no tratamento de infec¢cdes respiratorias e
dermatoldgicas causadas por estafilococos e estreptococos e nas infeccdes
respiratorias provocadas por Haemophilus influenzae e Bordetella pertussis
(HOPKINS, 1991; TAVARES, 2014).

Contra fungos, a azitromicina pode mostrar sinergismo quando usada com
antifingicos, uma vez que ja foi demonstrado sinergismo entre a anfotericina B e
azitromicina contra Fusarium e Aspergillus (NGUYEN et al., 1997; CLANCY &
NGUYEN, 1998).

A explicacdo para isso € de que azitromicina ndo tem atividade antifingica
inerente, devido a sua incapacidade de penetrar a membrana celular fungica. Ja a
anfotericina B gera danos a membrana celular do fungo, permitindo a entrada da
azitromicina para exercer seu efeito antimicrobiano, inibindo a sintese proteica
(CLANCY & NGUYEN, 1998).

A combinagdo de azitromicina com antifingicos € descrita ainda contra
Cryptococcus neoformans var. grubii, Pythium insidiosum, e a azitromicina sozinha
contra Candida albicans (KU; PALANISAMYA & LEE, 2010; JESUS et al., 2014;
ROSSATO et al., 2015).

2.3.3 Dapsona

A dapsona (4,4-diaminodifenilsulfona) é a molécula mais simples do grupo das
sulfonas. Todos os farmacos desse grupo sao derivados e compartilham
caracteristicas estruturais da dapsona (ZHU & STILLER, 2001). As sufonas

despertaram o interesse em virtude de sua relacdo quimica com as sulfonamidas e na
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década de 1940, foi constatado que as sulfonas eram efetivas na supressédo de
infecgbes pelo bacilo da tuberculose, lepra e hanseniase (PETRI, 2010c).

A dapsona € a sulfona mais utilizada na clinica, agindo, provavelmente, por
mecanismo semelhante ao das sulfonamidas, isto €, competindo com o acido para-
aminobenzadico na formacgéo do &cido folico (WOZEL, 2010; TAVARES, 2014).

Outra caracteristica mostrada é que a dapsona sozinha (e através dos seus
metabolitos) tem acdo semelhante aos anti-inflamatorios ndo esteroides (AINES),
especialmente em dermatologia, a qual € usada para o tratamento de certos disturbios
inflamatérios (por exemplo, erup¢des bolhosas auto-imunes) (WOZEL, 2010).

A dapsona sofre absorcédo rapida e quase completa pelo trato gastrointestinal,
aproximadamente 70 % do farmaco ligam-se as proteinas plasmaticas, com sua meia
vida de eliminacdo média entre 20 a 30 horas e cerca de 70-80% da dose € excretada
na urina (PETRI, 2010c).

O farmaco distribui-se amplamente pelos liquidos e tecidos corporais e tende a
ser retido na pele, musculo, figado e rins. Dapsona é bem tolerada e seus efeitos
colaterais mais comuns sdo anemia hemolitica, intolerancia gastrintestinal, febre,
prurido e erupcdes cutaneas (CHAMBERS, 2002c).

Tem acado antibacteriana contra estreptococos, estafilococos, bacilos gram-
negativos, bacilo da tuberculose, mas nao sao indicadas para esses agentes devido
a existéncia de drogas mais ativas e menos toxicas (TAVARES, 2014).

A dapsona esta indicada para o tratamento da hanseniase, pneumocistose
(Pneumocystis jiroveci), além de ja ter demonstrado efeito no tratamento da
leishmaniose cutanea na India e para psoriase, sozinha ou em combinagdo com
outros farmacos (TAVARES, 2014).

2.3.4 Miltefosina

A miltefosina (hexadecilfosfocolina) € um anélogo fosfolipidico originalmente
desenvolvido como um farmaco antitumoral, mas depois demonstrou ter potente
atividade para tratamento da leishmaniose cuténea e visceral, ocasionando em seu
licenciamento para tratamento em varios paises (DORLO et al.,, 2012). Estudos
subsequentes descobriram atividade inibitéria relevante desse farmaco para
Trypanosoma cruzi (LUNA et al., 2009). Além de propriedades antifungicas com

potencial para o desenvolvimento de terapias para infec¢des fungicas invasivas (ZUO
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et al., 2011). No Brasil, a miltefosina é o primeiro e Unico medicamento autorizado
para o tratamento da Leishmaniose Visceral Canina (VIRBAC, 2018).

Tem boa biodisponibilidade oral (82—95%) em ratos e caes, respectivamente,
distribui a todos os tecidos, acumulando-se principalmente no figado, pulmdes, rins e
baco (DORLO et al., 2012), com concentragdes no sangue alcancadas entre 4 e 48h
apos aplicacdo. A depuracdo plasmatica do composto € baixa e a meia-vida de
eliminacao terminal € de 84h em ratos e 159h em cées (SINDERMANN & ENGEL,
2006). Pode apresentar efeitos de toxicidades como nauseas, vOmitos,
hepatotoxicidade bioquimica e erupcdes cutaneas (KESSON et al., 2009).

Segundo Zuo et al. (2011), o modo de a¢do da miltefosina nos fungos € pouco
compreendido, pois, como é descrito pelo autor, para a levedura Saccharomyces
cerevisiae, a miltefosina € rapidamente incorporada na célula, onde penetra na
membrana interna mitocondrial e altera o potencial de membrana, causando inibicdo
dose-dependente do citocromo c oxidase (COX) e morte celular semelhante a
apoptose.

Segundo Moreira et al. (2013), a miltefosina penetra na membrana plasmatica
através do seu componente lipidico e interage com as cadeias laterais hidrofébicas na
interface proteina lipidica. A partir dessa interacéo e da acdo semelhante a detergente,
a miltefosina causaria a ruptura da membrana fungica.

Para Brilhante et al. (2015), a miltefosina pode alterar a permeabilidade da
membrana celular fangica, agindo na membrana nuclear e na reducéo da sintese do
ergosterol. Mecanismo baseado na ruptura da membrana celular é consistente com o
amplo espectro de acdo relatado de miltefosina contra fungos patogénicos e
protozoarios, bem como alguns tipos de células tumorais (MOREIRA et al., 2013).

Borba-santos et al. (2015) demonstrou que miltefosina € ativa contra a forma
leveduriforme de Sporothrix brasiliensis, a baixas concentragées (< 0,2 ug/ml), induziu
a instabilidade e perda da integridade da membrana plasmatica e aumentou o teor de
melanina nas células fungicas.

Outros trabalhos demonstram a eficacia contra ambas as fases de
desenvolvimento (formacéo e maturacao) de biofilmes de C. albicans (CIM 1-2 ug/mL)
e F. oxysporum, formados em fragmentos de unha humana in vitro (VILA,
QUINTANILHA & ROZENTAL, 2015; VILA et al., 2015). Também demonstra que

miltefosina inibe a formacéo de biofilme e atividade contra biofilmes pré-formados de
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C. albicans, além de ter eficacia in vivo no tratamento topico de candidiase orofaringea
em modelo com camundongos (VILA et al., 2015).

Outro trabalho mostra que miltefosina inibe o desenvolvimento in vitro dos
fungos dimorficos H. capsulatum var. capsulatum (CIMs 0,25-2 pg/mL fase
filamentosa e 0,125-1 pg/mL fase leveduriforme) e Sporothrix spp. (CIMs 0,25-2
pg/mL fase filamentosa) (BRILHANTE et al., 2014).

Ainda, a acao in vitro contra fungos € descrita para Saccharomyces cerevisiae,
Lomentospora spp., mucormicetos e ainda contra o microrganismo P. insidiosum
(ZUO et al., 2011; BISWAS et al., 2013; COMPAIN et al., 2015; LORETO et al., 2018).

Com relatos de sinergismo descritos entre miltefosina e farmacos como
voriconazol e posaconazol (BISWAS et al., 2013; IMBERT et al., 2014).

Miltefosina também foi usada com sucesso em um paciente com
osteomielite grave, infectado com Lomentospora prolificans, onde a terapia com
terbinafina e voriconazol ndo respondiam adequadamente, e somente apos a adi¢ao

da miltefosina, a resolucéo gradual foi alcancada (KESSON et al., 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a suscetibilidade in vitro de isolados de Conidiobolus lamprauges
frente a agentes antifingicos, antibacterianos e um antiprotozodrio, isolados e

associados.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a suscetibilidade in vitro de isolados clinicos de C. lamprauges frente
aos farmacos: 1) antifangicos: anfotericina B, voriconazol, miconazol, terbinafina
2) antibacterianos: azitromicina, dapsona, cotrimoxazol e 3) antiprotozoario:
miltefosina.

Avaliar a suscetibilidade in vitro de isolados de C. lamprauges frente a
associacao de farmacos:

Azitromicina com: anfotericina B, voriconazol, miconazol, terbinafina,
sulfametoxazol+trimetoprima, miltefosina, dapsona.

Sulfametoxazol+trimetoprima com: anfotericina B, voriconazol, miconazol,
terbinafina, miltefosina.

Dapsona com: anfotericina B, voriconazol, miconazol, terbinafina,
sulfametoxazol+trimetoprima, miltefosina.

Miltefosina com: anfotericina B, voriconazol, miconazol, terbinafina,

sulfametoxazol+trimetoprima, azitromicina.
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Abstract

We have determined in vitro activity of antifungal, antibacterial and antiprotozoal
drugs alone and in combination against seven Conidiobolus lamprauges clinical
isolates. The assays were based on the M38-A2 protocol and the checkerboard
microdilution method. The most active drugs were amphotericin B, miconazole (MC2),
and terbinafine (MIC range 0.25-1; 2-8; 0.25-2 pug/mL, respectively), and miltefosine
(MTF) (MIC range 2-16). The main synergism observed was through the combination
of azithromycin (AZI)+MTF and dapsone (DAP)+MTF (100%), AZI+DAP (85.7%),
AZI+MCZ (57.1%) as well as MCZ plus CTX and DAP (42.9%). In vitro activities
suggest that the combination of MTF and AZI or DAP are promising candidate

therapies for conidiobolomycosis.

Keywords: conidiobolomycosis, susceptibility testing, terbinafine, dapsone,

miltefosine



37

1. Introduction

Conidiobolomycosis caused by Conidiobolus spp. is an uncommon fungal
infection that can cause nasopharyngeal granulomas and subcutaneous infections in
horses, mules, dogs, cats, sheep, nonhuman primates, and humans.! Conidiobolus
lamprauges was described as the pathogenic agent of nasopharyngeal
conidiobolomycosis affecting sheep,? horses® and in one case, disseminated human
conidiobolomycosis.*

To date, there are no sufficient clinical or in vitro data to support a consensus
about the optimal treatment of conidiobolomycosis and cases of therapeutic success
and failure have been described in all forms of therapy, including surgical excision,
antifungal therapy and saturated solutions of potassium iodide (SSKI).#% Additionally,
decreased susceptibility or resistance to most antimicrobial drugs in vitro are often
reported.>"°

Therapies using nonantifungal drugs, such as sulfamethoxazole
(SMX)/trimethoprim (TMP) in combination with antifungal drugs, SSKI, and hyperbaric
O:2 therapy are described in cases when clinical improvement and complete recovery
were observed>1%1 and also, in studies where no effect on the progress of the lesions
was observed.1213 Interestingly, previous in vitro studies testing the antibacterial drug
SMX/TMP showed a minimum inhibitory concentration (MIC) of 1 mg/L against C.
incongruous®® and 100% of synergistic interaction between SMX/TMP (MIC 4-8/8-32
ug/mL) against C. lamprauges.'* In this context, this study aimed to explore in vitro
susceptibility potential of SMX/TMP and other antibacterial drugs and the antiprotozoal
miltefosine, as well as in vitro combination of these drugs with antifungals drugs against

C. lamprauges.

2. Materials and methods

Seven Brazilian C. lamprauges isolates obtained from cases of sheep with
granulomatous reactions in the nasopharyngeal region that were diagnosed with rhino-
conidiobolomycosis were evaluated in this study. The C. lamprauges isolates had been
previously identified by molecular phylogenetic analysis.®

Amphotericin B (AMB), miconazole (MCZ), voriconazole (VOR), terbinafine
(TRB), azithromycin (AZl), miltefosine (MTF), sulfamethoxazole (SMX) and
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trimethoprim (TMP) were purchased from Sigma Aldrich® (St. Louis, MO, USA) as
standard powers. Dapsone (DAP) was purchased from Fagron® (S&do Paulo, SP,
Brazil). Cotrimoxazole (CTX) was prepared by the combination of SMX and TMP (ratio
5:1).

All drugs were diluted in dimethylsulfoxide or sterile distilled water to generate
stock solutions. Moreover, broth microdilution susceptibility tests (BMDs) were
performed following the CLSI M38-A2 protocol*® as previously described by Tondolo
et al.** The tests were performed in microdilution trays, and endpoints were determined
as the MIC with 100% of growth inhibition.

The interactions between drugs were evaluated using a checkerboard test.'’
The lowest fractional inhibitory concentration index (FICI) was determined from the
non-turbid wells along with the turbidity/non-turbidity growth interface after 48 h of
incubation at 37°C and interpreted as follows: FICI < 0.5, synergism; FICI > 0.5 to < 4,
indifference; FICI > 4, antagonism. All the plates were incubated at 37°C for 48 h, and

then the interpretation of individual MICs (visual).

3. Results

The evaluation of MICs (in pg/mL) demonstrated the following MIC range
(geometric mean [GM]): AMB, 0.25-1 (0.55); TRB, 0.25-2 (0.5), MCZ, 2-8 (4), VOR,
512; AZI, >64; CTX, 32/6.4-256/51.2 (78/15.6); DAP, >32; MTF, 2-16 (5.94). Table 1
summarizes in vitro synergistic interactions based on the MIC values between AZI,
CTX, DAP, and MTF in combination with the antibacterial, antifungal, and antiprotozoal
drugs. Synergistic interactions were observed when MTF was associated with AZI or
DAP (100%), AZI+DAP (85.7%), and MCZ plus AZl or DAP (42.9%). The highest
antagonistic interactions were observed from CTX+DAP and DAP+TRB (42.9%).

4. Discussion

AMB, TRB, and MCZ were considered the most effective drugs because they
required the lowest concentrations for the in vitro inhibition of C. lamprauges. However,
breakpoints have not been determined for mold susceptibility testing, and based on

the breakpoint suggestions for other filamentous fungi in the M38-A2 protocol, it is
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suggested that a predominance of resistance or reduced susceptibility to all antifungal
drugs evaluated would be observed, with the exception of TRB.

Susceptibility tests for C. lamprauges were previously described in only a few
reports*8°14 and their results are similar to those obtained in this study. Additionally,
similar and discordant results can be observed in studies describing the susceptibility
of C. coronatus >"8 and C. incongruous.®31 |n this context, in vitro testing of
Conidiobolus species demonstrated that this genus shows multidrug resistance.> 712

This study represents the first assessment of in vitro activity of the antibacterial
drugs AZI and DAP and the antiprotozoal MTF against C. lamprauges. AZI and DAP
alone did not show an in vitro growth inhibition of C. lamprauges, but when MTF was
combined with AZI or DAP 100% of synergism was observed with MICs four to five
times lowest. MTF is used to treat visceral and cutaneous leishmaniasis'®, however,
antifungal activities have been described against various pathogenic fungi,?°-?? and P.
insidiosum.?® The mechanism of action is not fully understood but can be related to
changes in cell membrane permeability and inhibition of ergosterol synthesis,?* which

may provide support for synergistic action.

5. Conclusion

In conclusion, in vitro data reported here suggest that MTF alone or associated
with AZI and DAP deserve attention as candidates for the treatment of
conidiobolomycosis infections. Additional in vitro and in vivo studies with a wide range
of clinical isolates and different Conidiobolus spp. are needed to better understand the

susceptibility to the antimicrobials described in this study.
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Table 1. In vitro susceptibility of antibacterial, antiprotozoal and antifungal drugs alone and in combination against seven Conidiobolus lamprauges

isolates®
Drugs alone Drugs in combination
MIC? (ug/mL) I MIC (ug/mL) FICI
Drug  Range (GM) (D(ritj)gmlblngtrlﬁg ) Range (GM) FICI Range (GM) E&t);:rpretation
Drug(s) 1 Drug 2 Syn Ind Ant

Antibacterials AZl + AMB 0.5-64 (1.20) 0.5-1(0.82) 1.00-4.00 (1.58) 0 85.70 14.30

AZI > 64 AZl + CTX 0.03-128 (0.99) 16/3.2-512/102.4 (128/25.6) 0.38-9.00 (1.95) 1430 57.10 28.60

CTX  32/6.4-256/51.2 (78/15.6) = AZI + DAP 0.5-0.5 (0.5) 8-32 (11,31) 0.12-0.50 (0.18) 85.70 1430 O

DAP >32 AZl + MCZ 0.5-128 (2.21) 0.25-64 (2.21) 0.25-9.00 (0.66) 57.10 28.60 14.30
AZl + MTF 4-16 (7.25) 0.25-0.25 (0.25) 0.04-0.25 (0.10) 100 0O 0

Antifungals AZl + TRB 0.5-64 (8.00) 0.125-1 (0.37) 0.50-2.50 (1.17) 0 100 O

AMB  0.25-1.0 (0.55) AZl + VOR 0.5-64 (9.19) 4-512 (40.32) 0.50-1.00 (0.63) 0 100 O

MCZ  2.0-8.0 (4.0)

TRB  0.25-2.0 (0.50) CTX + AMB 4/0.8-128/25.6 (47.6/9.52) 0.03-0.5 (0.05) 0.28-2.50 (0.91) 1430 85.70 0

VOR 512 (512) CTX + DAP 64/12.8-256/51.2 (128/25.6) 0.125-0.125 (0.125) 1.00-4.00 (1.64) 0 85.70 14.30
CTX +MCZ 4/0.8-64/12.8 (29.0/5.8) 0.3-2.0 (0.70) 0.27-2.00 (0.73) 4290 5710 O

Antiprotozoal CTX + MLT 4/0.8-64/12.8 (12.0/2.4) 0.25-8.0 (1.81) 0.14-1.13 (0.73) 1430 8570 0

MTF  2-16 (5.94) CTX +TRB 4/0.8-256/51.2 (58/11.6) 0.03-0.25 (0.05) 0.19-8.50 (0.94) 1430 71.40 14.30
CTX +VOR 4/0.8-4/0.8 (4/0.8) 256-512 (362) 0.56-1.13 (0.77) 1430 8570 O
DAP + AMB 0.125-8 (0.37) 0.03-2 (0.67) 0.16-4.00 (1.54) 1430 42.85 42.85
DAP + MCZ 0.125-32 (0.45) 2-4 (2.44) 0.50-4.50 (1.12) 4290 57.10 0
DAP + MLT 2-8 (5.66) 0.25-0.25 (0.25) 0.06-0.25 (0.14) 100 0O 0
DAP + TRB 0.25-32 (1.0) 0.50-4 (1.22) 0.50-8.50 (2.49) 0 57.10 42.90
DAP + VOR 0.25-32 (0.66) 256-512 (456.14) 0.50-1.50 (0.95) 0 100 O
MTF + AMB 8-32 (10.8) 0.03-0.06 (0.04) 0.53-4.12 (1.89) 0 71.40 28.60
MTF + MCZ 0.25-16 (3.28) 0.25-8 (0.74) 0.53-4.13 (1.33) 0 85.70 14.30
MTF + TRB 8-16 (10.08) 0.03-0.03 (0.03) 0.56-4.12 (1.89) 0 85.70 14.30
MTF + VOR 0.25-8 (0.66) 64-512 (256) 0.53-1.12 (0.73) 0 100 O

AMIC (100% growth inhibition)°Abbreviations: MIC, minimum inhibitory concentration; GM, geometric mean; FICI, fractional inhibitory
concentration index; Syn, synergism; Ind, indifference; Ant, antagonism; AMB, amphotericin B; AZI, azithromycin; CTX, cotrimoxazole
(sulfamethoxazole / trimethoprim at ratio 5:1); DAP, dapsone; MCZ, miconazole; MTF, miltefosine; TRB, terbinafine; VOR, voriconazole.
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5 CONCLUSAO

A avaliacdo da suscetibilidade de C. lamprauges frente a farmacos antifangicos,

antibacterinos e antiprotozoario, isolados e combinados permitiu concluir que:

- Terbinafina inibiu os isolados testados, apresentando CIM variando de 0,25
pg/mL a 2 pg/mL.

- Os isolados de C. lamprauges foram consideradas resistentes ou pouco
suscetiveis a anfotericina B, voriconazol, miconazol, aos farmacos antibacterianos
cotrimoxazol, azitromicina, dapsona e ao antiprotozoério miltefosina.

- O presente estudo foi o primeiro a avaliar a atividade in vitro dos farmacos
antibacterianos AZI e DAP e o antiprotozoario MTF, contra C. lamprauges.

- As combinagdes de miltefosina/azitromicina e miltefosina/dapsona
apresentaram 100% de sinergismo e a combinagdo de azitromicina/dapsona
apresentou 85,7% de sinergismo.

- As combinacbes de dapsona/anfotericina B e dapsona/terbinafina
apresentaram os maiores indices de antagonismo, 42,9%.

- As combina¢Bes com maiores indices de sinergismo merecem atengao, sendo
necessarios estudos adicionais in vitro e in vivo com uma ampla gama de isolados
clinicos e diferentes Conidiobolus spp. para uma avaliacdo mais profunda da

suscetibilidade aos antimicrobianos descritos neste estudo.
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