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RESUMO

A cromoblastomicose € uma infeccdo subcutanea, granulomatosa e crénica causada
pela inoculacdo traumatica de fungos da familia Herpotrichiellaceae. A terapia para
essa micose € limitada. Nesse sentido, o reposicionamento de farmacos presentes
no mercado pode ser uma alternativa. As estatinas sdo uma classe de moléculas
gue atuam na reducdo dos niveis séricos de colesterol por meio da inibicdo da
enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase, a qual esta envolvida na biossintese
de esterdis, tais como colesterol e o ergosterol. Este Ultimo é considerado um dos
principais componentes da membrana celular fungica. Tendo em vista 0 mecanismo
de acdo das estatinas, espera-se que esses farmacos possuam atividade
antifingica. Desse modo, o presente estudo objetivou avaliar a atividade antifingica
in vitro da sinvastatina e da pravastatina isoladas e em combinagdo com quatro
antifangicos (itraconazol, posaconazol, terbinafina e anfotericina B) frente a agentes
da cromoblastomicose. O ensaio de susceptibilidade fungica foi realizado de acordo
com o documento M38-A2 do Clinical and Laboratory Standards Institute. O perfil de
interacdo entre as estatinas e os antifingicos foi avaliado pelo método de tabuleiro
de xadrez. A interacdo existente entre os farmacos foi obtida pelo calculo do indice
Fracionario de Concentracdo Inibitéria (IFCI). Para andlise das alteracdes
morfologicas de Fonsecaea pedrosoi ATCC 46428, causadas pela combinacédo que
apresentou menores valores de IFCI, foram obtidas imagens por microscopia de
forga atOmica. A sinvastatina e a pravastatina ndo inibiram os fungos (n=19) nas
faixas de concentragbes testadas (CIM > 256 ug/mL). No entanto, as combinagdes
de itraconazol/sinvastatina e de posaconazol/sinvastatina foram sinérgicas contra os
isolados investigados (IFCI = 0,24 — 0,5). Quanto a pravastatina, o melhor resultado
foi alcangcado ao combina-la com o posaconazol, em que houve sinergismo para oito
dos 19 isolados. As demais combinacdes foram sinérgicas para apenas algumas
amostras fungicas. Nao houve antagonismo dentre as associacdes avaliadas para
ambas as estatinas. Ao analisar as imagens microscopicas da associacdo de
itraconazol/sinvastatina, foi possivel observar a ruptura da membrana da célula
fungica e o extravasamento do conteudo intracelular, quando comparada aos
controles. Com base nos resultados, pode-se constatar que a pravastatina em
conjunto com os antifungicos apresentou resultados variaveis contra os isolados
testados. Porém, a sinvastatina em combinagdo com os triaz6licos apresentou um
perfil sinérgico, sendo estas associacfes promissoras no tratamento da
cromoblastomicose

Palavras-chave: Inibidores de 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase; Triazolicos;
Fonsecaea pedrosoi.



ABSTRACT

Chromoblastomycosis is a subcutaneous, granulomatous and chronic infection
caused by a traumatic implantation of fungi of the family Herpotrichiellaceae. There is
no therapy of choice for this mycosis. Thus, the relocation of the commercially
available drugs may be an alternative. Statins are a class of molecules that reduces
the serum cholesterol levels by inhibiting the enzyme 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA
reductase, which is involved in the biosynthesis of sterols, such as cholesterol an
ergosterol. The latter is considered one of the main components of fungal cell
membrane. Considering the mechanism of action of statins, it is expected that these
drugs have antifungal activity. Thus, this work aimed to evaluate the in vitro
susceptibility of chromoblastomycosis agents to simvastatin and pravastatin alone
and in combination with four antifungals (itraconazole, posaconazole, terbinafine e
amphotericin B). The susceptibility assesment was carried out according to Clinical
and Laboratory Standards Institute-protocol M38-A2. The interaction between
simvastatin and the antifungal agents was evaluated through chessboard technique.
This interaction was determined by calculating the Fractional Inhibitory Concentration
Index (FICI). For the analysis of morphological changes against Fonseacaea
pedrosoi ATCC 46428, caused by the combination that presented lower FICI values,
images were obtained by atomic force microscopy Simvastatin and pravastatin could
not inhibit anyone of the strains (n=19), even when the higher concentration was
tested (MIC > 256 pg/mL). However, the combinations itraconazole-simvastatin and
posaconazole-simvastatin demonstrate synergism against all of the investigated
isolates (FICI = 0.24 — 0.5). Regarding pravastatin, the best result was achieved by
combining it wwith posaconazole, in which there was synergism for eight of the
nineteen isolates. The other combinations were synergics for only some of the fungal
isolates. Antagonism was not observed. By analyzing the microscopic images of the
itraconazole/simvastatin association, it was possible to observe the rupture of the
fungal cell membrane and extravasation of the intracellular fluido, when compared to
the controls. In accordance with the results, it can be observed that pravastatin
combined with antifungals showed variable results against the isolates tested.
Therefore, simvastin in combination with triazole antifungals presented a synergistic
profile, being these associations promising in the treatment of chromoblastomycosis.

Keywords: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductase inhibitors; Fonsecaea pedrosoi;
Triazoles.
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1 INTRODUCAO

A cromoblastomicose (CBM) € uma das infeccBes subcutaneas fungicas de
maior prevaléncia, acometendo principalmente individuos que vivem em zonas
tropicais e subtropicais (QUEIROZ-TELLES et al., 2017). Esté fortemente associada
as atividades agricolas, o que destaca a natureza ocupacional da mesma, sendo
causada pela implantacdo transcutdanea de propagulos de espécies de fungos
filamentosos melanizados (VICENTE et al., 2012). Os agentes etiolégicos associados
a CBM sao pertencentes a familia Herpotrichiellaceae, os quais sdo agrupados
principalmente em cinco géneros: Fonsecaea, Cladophialophora, Phialophora,
Rhinocladiella e Exophiala (QUEIROZ-TELLES et al., 2011; DABOIT, 2013; PORTO,
2016). Sao encontrados normalmente em detritos de plantas, espinhos e cértex de
madeira (QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

Clinicamente, a CBM apresenta aspecto polimérfico, podendo ocorrer o
desenvolvimento de verrucose, placas escamosas, bem como de manchas atréficas e
de lesBes ulcerativas. A partir de exame micologico direto ou cortes histoldgicos,
observa-se a presenca de estruturas arredondadas de coloragcdo marrom,
denominadas de células muriformes (BRAJTBURG et al., 1990; DABOIT, 2013). O
diagndstico e a escolha do tratamento se baseia na suspeita clinica e epidemioldgica,
adicionado a demonstracao microbiolégica do agente no tecido (QUEIROZ-TELLES;
SANTOS, 2012).

Com relacdo aos farmacos antifingicos, ainda hoje poucas opcbes estdo
disponiveis. Dentre os utilizados no tratamento dessa doencga, destaca-se o
itraconazol (ITRA), o posaconazol (POSA) e a terbinafina (TERB). Eventualmente, a
anfotericina B (AMB) é empregada, mas com taxas de cura variaveis e associada a
brandos efeitos adversos (QUEIROZ-TELLES et al., 2009; DABOIT et al., 2014). A
terapia com estes agentes consiste em extensos periodos com doses elevadas e
escassas taxas de cura (MARTINEZ; TOVAR, 2007; DABOIT, 2013). A CBM é uma
infeccdo de dificil tratamento devido ao extenso periodo entre a inoculagcdo do agente
etiologico até o diagndstico correto. Devido a cronicidade da doencga, os clinicos
optam pelo uso de combinac&do de medicamentos antifingicos sistémicos, associados
ou ndo a métodos fisicos (QUEIROZ-TELLES; SANTOS, 2012; QUEIROZ-TELLES et
al., 2017).
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Mesmo diante da terapéutica problematica da CBM, poucos antifungicos estdo
sendo desenvolvidos por empresas farmacéuticas (QUEIROZ-TELLES, 2015; LIMA et
al., 2019). Tal fato pode ser explicado pelo processo demorado e oneroso para o
desenvolvimento de novos farmacos, bem como por uma legislacéo rigorosa aplicada
(TALBOT et al., 2006; YOUNIS; THEURETZBACHER, 2009; THANGAMANI;
SELEEM, 2015). Nesse contexto, pesquisas sédo voltadas para os efeitos pleiotropicos
de farmacos presentes no mercado, de modo a minimizar oS seus custos e 0 preco
final dos medicamentos. Desse modo, ressalta-se a prospeccdo da atividade
antifingica de farmacos que ndo possuem tal indicacéo primaria, dentre eles pode-se
enfatizar a classe das estatinas (STYLIANOU et al., 2014).

As estatinas sdo agentes terapéuticos utilizados na diminui¢cdo dos altos niveis
séricos de colesterol. Estudos afirmam que essa classe possui também efeitos
antiparasitarios, antibacterianos, antivirais e antifangicos (NYILASI et al., 2010;
BERGMAN et al., 2011; DINESH; SOUMYA; SINGH, 2015; LANGE et al., 2016). Esta
Gltima acdo pode ser explicada pelo fato desses farmacos atuarem inibindo
competitivamente a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase (HMG-CoA), enzima que
sintetiza o acido mevalbnico, relevante percussor do colesterol em seres humanos e
do ergosterol em microrganismos eucarioticos, tais como os fungos (MACREADIE et
al., 2006).

A sinvastatina € uma estatina semissintética de primeira escolha utilizada no
tratamento da hipercolesterolemia (NAJIB et al., 2003). Este farmaco é administrado
na forma de lactonas e quando absorvido, sua forma &cida (metabdlito ativo) é
rapidamente hidrolisada para realizar a inibicdo da HMG-CoA redutase (CAMPO;
CARVALHO, 2007). A pravastatina € uma estatina natural e hidrofilica usada na forma
de hidroxi-acido livre. Este farmaco possui mecanismo de acdo idéntico aos demais
da classe, no entanto, devido sua polaridade, 0 mesmo apresenta limitada ligacdo a
enzima HMG-CoA redutase, o que compromete sua atuacdo (GOMES, 2008;
CAMPO; CARVALHO, 2007). O ergosterol é responsavel pela fluidez da membrana
fungica e € o principal alvo dos antifungicos. Com base no mecanismo de agéo das
estatinas, propde-se que estas possam ser uma opcdo para O tratamento de
infecgbes fungicas. Apesar das evidéncias encontradas na literatura da atividade
antifingica das estatinas, ndo ha estudos que determinem a Concentragdo Minima
Inibitoria (CIM) da sinvastatina, bem como suas intera¢cdes com antifingicos classicos

frente a agentes da CBM.
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O presente trabalho € composto por dois capitulos. O primeiro trata-se de uma
revisdo da literatura sobre as caracteristicas gerais da CBM, e das estatinas. O
segundo capitulo foi organizado na forma de artigo cientifico, intitulado:
“Suscetibilidade in vitro de agentes da cromoblastomicose a sinvastatina isolada e em
combinacdo com antifingicos convencionais”. Estes foram formatados segundo as
normas da ABNT NBR 6023, NBR 6024, NBR 10520 e NBR 14724. Posteriormente, 0

artigo cientifico sera submetido a periédicos indexados com Qualis/CAPES “B1”.
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CAPITULO |
REVISAO DE LITERATURA



2 CAPITULO | - REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cromoblastomicose

A Cromoblastomicose (CBM) é uma das micoses subcutaneas de maior
prevaléncia, que apresenta desenvolvimento crdnico, sSupurativo e
granulomatoso. (BONIFAZ; CARRASCO-GERARD; SAUL, 2001; QUEIROZ-
TELLES et al., 2011; QUEIROZ-TELLES, 2015). E causada por fungos
filamentosos pertencentes a familia Herpotrichiellaceaea (QUEIROZ-TELLES
et al., 2009). Esses agentes caracterizam-se pela presenca de melanina na
parede celular, o que lhes conferem uma coloracdo variavel de verde escuro a
marrom e negro. Por esse motivo sdo conhecidos com fungos demaceos ou
negros (NOSANCHUK; CASADEVALL, 2003).

A CBM ¢é uma infeccdo ocupacional, acometendo principalmente
pessoas que desempenham atividades rurais e ndo utilizam equipamentos de
protecdo individual quando manuseiam o solo e a vegetacdo (QUEIROZ-
TELLES et al., 2009; XI et al., 2009). No perfil de acometidos também pode
estar envolvido fatores hormonais, ocupacionais e genéticos, sendo estes
essenciais para o0 processo de adaptacdo dos fungos nos tecidos
(HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 1995; DABOIT, 2013). A partir de traumas
ocorridos durante a labutacdo, propagulos fungicos presentes no solo e
vegetacao adentram o tecido, desenvolvendo, assim, a infec¢do (RIBEIRO et
al., 2006; PORTO, 2016).

Com relacao ao histérico da CBM, o primeiro caso no Brasil é datado de
1911, o qual foi estudado pelos pesquisadores Pedroso e Gomes. Em 1914, o
médico alemdo Max Rudolph relatou seis casos de dermatite verrucosa
também no Brasil. No entanto, ndo mencionou a presenca de células
esclerdticas no exame micologico direto. No ano seguinte, realizou-se o
isolamento de fungos melanizados por Lane e Medlar nos Estados Unidos
(QUEIROZ-TELLES et al., 2009). No século passado, no inicio da década de
20, a dermatite verrucosa foi definida como uma infeccdo causada por fungos
pigmentados, sendo nomeada “cromoblastomicose”. Essa denominagao foi
considerada adequada por McGinnis em 1983, no intuito de diferenciar a
doenca das demais causadas por fungos negros (TERRA et al., 1922). Em

18
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1992, essa nomenclatura passou a ser indicada pela International Society for Human
and Animal Mycology (PORTO, 2016).

2.1.1 Agentes etiologicos

Na ultima década, chegou-se ao consenso de que uma diversidade de fungos
melanizados da familia Herpotrichiellaceae causa CBM. No entanto, 0 nimero exato
de agentes associados a essa doenca ainda encontra-se incerto (QUEIROZ-TELLES;
SANTOS et al.,, 2017. De acordo com a proposta taxondmica, 0s principais fungos
podem ser agrupados nos seguintes géneros: Fonsecaea, Cladophialophora,
Phialophora, Rhinocladiella e Exophiala (QUEIROZ-TELLES et al., 2011). Os géneros
mencionados pertencem ao filo Ascomycota, ordem Chaetothyriales e a familia
Herpotrichiellaceae, os quais apresentam aspecto micelar na vida saprobibtica e
corpusculos muriformes na vida parasitaria (QUEIROZ-TELLES et al., 2009).

O género Fonsecaea spp. € considerado o mais encontrado em casos de CBM,
0 qual tem como principais habitats a madeira, 0 solo e as plantas das areas tropicais,
onde o clima é quente e umido, especialmente na América do Sul (HOOG et al., 2007;
QUEIROZ-TELLES et al., 2009). Esse género possui trés espécies com potencial
patogénico: Fonsecaea pedrosoi, Fonsecaea monophora e Fonsecaea nubica (SILVA;
DE SOUZA; ROZENTAL, 1998; CARRASCO-GERARD; SAUL, 2001; BONIFAZ,
HOOG et al., 2007; QUEIROZ-TELLES et al., 2011). Novas espécies estdo sendo
descritas como patdgenos, tais como Fonsecaea multimorphosa e a Fonsecaea
brasiliensis, isoladas do gato e do caranguejo, respectivamente (NAJAFZADEH et al.,
2009; VICENTE et al., 2012).

Espécies do género Cladophialophora sdo encontradas, principalmente, em
detritos de plantas e espinhos, sendo associadas a climas quentes e secos (HOOG et
al., 2007; BADALI et al., 2008). Existem outros agentes que foram isolados com
menor frequéncia de pacientes que possuiam células muriformes nos tecidos.
Podemos citar: Phialophora verrucosa, Rhinocladiella aquaspersa, Exophiala
jeanselmei, Exophiala dermatitidis, Exophiala spinifera, Rhytidhysteron rufulum
(QUEIROZ-TELLES et al., 2003; CHOWDHARY et al., 2008; QUEIROZ-TELLES et
al., 2009).

A identificacdo dos géneros se baseia na analise de micromorfologia de cinco

tipos de condiéforos (Figura 1), assim como na sequéncia molecular dos géneros
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especificos (HOOG et al., 2004), enquanto que para a identificacdo de espécies do
mesmo género € necessario o sequenciamento de genes (QUEIROZ-TELLES et al.,
2017). Esta ultima técnica € utilizada para fins epidemiolégicos, sendo que a
identificacdo da micromorfologia € o suficiente para direcionar a terapéutica
(QUEIROZ-TELLES et al., 2011; DABOIT, 2013).

Figura 1. Distingdo morfolégica dos géneros da familia Herpotrichiellacea.

Legenda: Fonsecaea spp. (A) - Estruturas flngicas agrupados em denticulos e dispostos em cadeias
curtas; Phialophora spp. (B)- Estruturas em forma de jarros (fialides vasiformes) dispostas ao longo das
hifas que originam os conidios; Cladophialophora spp. (C) - Estruturas flingicas (conidiéforos) que
formam cadeias longas e secas de conidios; Exophiala spp. (D) - as células que produzem conidios
sdo anelidicas e Rhinocladiella spp. (E) - Conidios unicelulares que emergem opostos uns aos outros
na ponta do conidioforo. Fonte: QUEIROZ-TELLES et al., 2017.

2.1.2 Epidemiologia

Em geral, os agentes da CBM podem ser encontrados no solo, espinhos e
detritos de plantas em decomposicéo, incluindo a madeira (QUEIROZ-TELLES,
2015). Como néo se trata de uma doenca de notificagdo compulsoria, os dados
epidemioldgicos da CMB séo oriundos de relatos de casos publicados ( DABOIT et
al., 2013; QUEIROZ-TELLES, 2017).

A CBM é uma doenca de distribuicdo mundial (Figura 2), encontrada nas
Ameéricas, Europa, Asia, Oceania e Africa, sendo Madagascar, Africa do Sul, Brasil e
Costa Rica (QUEIROZ-TELLES et al., 2011). Na Europa, hé relatos de casos de CBM
em varios paises, tais como Franca, Russia e Finlandia (MALKINA; DARCHENKOVA,
1977). Na Asia foram descritos mais de quinhentos novos casos, sendo estes
distribuidos pela China, Filipinas, Malsia, india, Sri Lanka e Jap&o (X! et al., 2009). O
continente Africano em maior parte, ndo possui casos relatados. Tal fato pode ser
explicado pela CBM se tratar de uma doenca pouco explorada, assim, raros episédios
dessa infeccdo sdo notificados. No entanto, casos de CBM foram relatados no
Quénia, na Tazania, no Zaire, na Libia e no Mocambique (QUEIROZ-TELLES et al.,
2011).
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Figura 2. Distribuicdo mundial dos agentes da CMB baseada no numero de casos relatados.
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Quando se refere a América do Norte, podem-se citar os Estados Unidos,
México e Canada como 0s paises com maiores numeros de casos de CBM. Enquanto
que na América Central, possuem registros em El Salvador, Panama e Cuba. Na
América do Sul foi relatado casos de CBM em todos os paises, sendo o Brasil o pais
com o maior niumero de casos (QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

As incidéncias anuais médias de casos de CBM relatadas no Brasil foram de
6,4/ano (71 casos/11l anos) para o Estado do Parana (regido sul), 5,9/ano (325
casos/55 anos), para o Pard 45 (regido norte) 4,3/ano (13 casos/3 anos), para o
Maranhdo (regido nordeste) e 2,6/ano (73 casos/28 anos) para a regiao Sul (SILVA;
DE SOUZA; ROZENTAL, 1998; QUEIROZ-TELLES et al., 2003; QUEIROZ-TELLES
et al., 2009). O Estado do Maranhdo, que faz fronteira com o Piaui, esta também a
margem da floresta Amazonica, ocupa o terceiro lugar no que se refere aos registros
da doenca, acometendo, principalmente, aquelas familias que se encontram
envolvidas com a extracao do babacu (Orbignya phalerata) (MARQUES et al., 2008).

Grande parte dos casos ocorre em pessoas com 40 e 50 anos de idade, uma
vez que se trata de uma infeccdo de progressao lenta associada a demorada busca
de uma assisténcia clinica (BRITO; BITTENCOURT, 2018). A CBM apresenta uma
relacdo homem/mulher de 5:1 a 9:1, o qual esta associado a atividade agricola e a
fatores hormonais (QUEIROZ-TELLES et al., 2011). Em um estudo casuistico com
325 casos na Amazonia brasileira, a principal faixa etaria acometida foi de 41 a 70
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anos, 86,1% dos pacientes eram trabalhadores rurais, sendo 93,2% do sexo
masculino (SILVA; DE SOUZA; ROZENTAL, 1998). Minotto e seus colaboradores
(2001) relatam que no Rio Grande do Sul ha um predominio de acometidos do sexo
masculino (4:1), sendo estes agricultores brancos, com idade variando entre 50 a 59
anos. A maioria dos pacientes era residente na regido Norte do Estado. Matte e seus
colaboradores (1997) associaram essa prevaléncia aos fatores climaticos, assim
como revestimento e composicdo do solo, sendo estes fatores que propiciam a

proliferacéo fungica.

2.1.3 Manifestacdes clinicas

ApoOs propagulos de agentes etiolégicos ganharem acesso as barreiras
cutaneas, usualmente em &reas do corpo ndo protegidas, h4 o desenvolvimento de
uma lesdo cutanea, restrita ao local de infecgdo. Essas lesbes configuram-se como
oligoassintomaticas ou assintomaticas, ndo interferindo nas atividades diarias do
acometido, o que justifica o fato dos pacientes procurarem assisténcia médica apos
meses ou até anos (BRITO; BITTENCOURT, 2018). Inicialmente, a CBM manifesta-
se como uma lesdo cutdnea macular solitaria e unilateral, evoluindo em seguida para
uma pépula elevada, com superficie rosada, que gradativamente aumenta no decorrer
de algumas semanas até se tornar escamosa (BONIFAZ; CARRASCO-GERARD;
SAUL, 2001; QUEIROZ-TELLES; SANTOS, 2013; QUEIROZ-TELLES et al., 2009).
Essa lesdo ocorre apés um periodo de incubacéo incerto, podendo variar de semanas
a meses, progredindo lentamente, e por contiguidade (QUEIROZ-TELLES et al.,
2017).

Em casos mais complexos, pode-se ter mais de um tipo de lesdo no mesmo
individuo, podendo espalhar localmente e produzir lesbes satélite (BONIFAZ;
CARRASCO-GERARD; SAUL, 2001; QUEIROZ-TELLES, 2009; QUEIROZ-TELLES,;
SANTOS, 2013). Dificilmente o acometido procura o clinico nesse quadro, fazendo
com que essas lesdes progridam e assumam varias formas clinicas com diferentes
graus de severidade (QUEIROZ-TELLES; SANTOS, 2012; QUEIROZ-TELLES et al.,
2017).

De acordo com Carrion (1950), a CBM possui uma variedade de aspectos
clinicos, podendo classifica-los em cinco diferentes formas, de acordo com as

caracteristicas de suas lesdes: nodular, tumoral, verrucosa, placa e cicatricial (Tabela
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1 e Figura 3). A maioria das lesbes da CMB encontra-se localizada nos membros
inferiores. No entanto, existem relatos na literatura de acometimento em outros locais,
tais como: na regido da escapula, nas axilas, nos membros superiores, nos gllteos,
no abdémen, na coérnea, na conjuntiva simulando melanoma, na regido auricular e
como uma Ulcera fagica na face (NAVEEN et al., 2012; PINDYCKA-PIASZCZYNSKA
et al., 2014).

Tabela 1. Classificacao clinica dos tipos de lesdes da cromoblastomicose.

Aspectos clinicos Caracteristicas

Nodular Fibrético, eritematoso, com superficie lisa ou
hiperceratotica.

Verrucosa ou verruga Lesdes hiperceratéticas secas, semelhantes a couve-flor,
com pontos pretos.

Placa (infiltrativa ou eritematosa) No&dulo eritematoso ou violaceo placas, bordas infiltradas,
circunscritas, irregulares, pontiagudas e elevadas, com
pontos pretos.

Tumoral Lesdes lobuladas isoladas ou coalescentes, superficie
lisa ou vegetativa.

Cicatricial ou atréfica Lesbes anulares, irregulares com crescimento centrifugo
e areas atréficas centrais.

Fonte: Adaptado de BRITO; BITTENCOURT, 2018.

Figura 3. Tipos de lesdes da cromoblastomicose

.~

Legenda: A) Inicial; B) Nodular; C) Verrucosa; D) Tumoral; E) Placa; F) Cicatricial ou atréfica. Fonte:
BRITO; BITTENCOURT, 2018.
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A doenca é classificada de acordo com o grau de gravidade das lesdes,
podendo assumir formas leves, moderadas e severas (Tabela 2 e Figura 4)
(QUEIROZ-TELLES et al.,1992; QUEIROZ-TELLES et al., 2003; BRITO;
BITTENCOURT, 2018).

Tabela 1: Grau de gravidade das lesdes da cromoblastomicose.

Grau de gravidade  Quantidade de lesdes Tipo de leséo Diametro
Leve Unica Placa ou nodular <5cm
Moderada Unicas ou multiplas  Placa, nodular ou verrucosa <15cm
Severa Unicas ou multiplas Variados tipos Extensas areas

Fonte: Adaptado de BRITO; BITTENCOURT, 2018.

Figura 4. Classificagdo da cromoblastomicose de acordo com o grau de severidade

: A i c S
Legenda: A) Leve; B) Moderada; C) Severa. Fonte: BRITO; BITTENCOURT, 2018.

Alguns pacientes relatam prurido e dor no local acometido, podendo gerar
edema e infeccbes bacterianas secundérias, as quais prejudicam a saude do
paciente, alterando a aparéncia da pele e gerando cicatrizes. Em casos mais severos,
podem progredir para linfedema crénico, anquilose ou até mesmo carcinomas
espinocelulares (ESTERRE; QUEIROZ-TELLES, 2006; QUEIROZ-TELLES et al.,
2009; ROJAS et al., 2015).

Devido a variedade de morfologias clinicas das lesfes, tém-se mudltiplos
diagnésticos diferenciais, tanto de possibilidades infecciosas quanto de nao
infecciosas. Isso gera um atraso no diagnostico, auséncia na resposta terapéutica e
até mesmo perda da mobilidade do membro afetado. Assim, faz-se necessario a
classificacdo das lesbes, bem como identificacdo exata do agente etiologico de modo

a escolher uma melhor terapia, uma vez que alguns géneros sao mais resistentes
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(BONIFAZ; CARRASCO-GERARD; SAUL, 2001; QUEIROZ-TELLES et al.,, 2009;
QUEIROZ-TELLES; SANTQOS, 2013).

2.1.4 Diagnostico

O diagnodstico da CBM se fundamenta na suspeita clinica e epidemioldgica,
adicionado a demonstracao microbiolégica dos agentes em amostras clinicas. A partir
das lesbes formadas, pode-se fazer um exame direto, adicionando hidréxido de
potassio (10-40%), no qual € possivel observar estruturas negras com septacéo
transversal e longitudinal semelhante a uma parede de tijolos e medindo de 5 a 12
mm de didmetro, denominadas “células muriformes” (Figura 5B) (MATSUMOTO et al.,
1993; QUEIROZ-TELLES et al., 2009; QUEIROZ-TELLES; SANTOS, 2013). Quando
localizadas proximas a superficie, essas células podem se apresentar com filamentos
(Figura 5C). Estima-se que a sensibilidade do exame direto varie de 90 a 100%,
sendo este um método répido, facil e barato (QUEIROZ-TELLES; SANTOS, 2017).

As células muriformes séo estruturas de adaptacdo biol6gica formadas pelo
agente etioldgico, de modo a protegé-lo das adversidades oferecidas pelo ambiente
hostil do tecido do hospedeiro (MATSUMOTO et al.,, 1993; ESTERRE; QUEIROZ-
TELLES, 2006). A visualizacdo desses corpusculos em um espécime clinico é
obrigatéria para confirmacdo do diagnostico desta doenca, tanto na histopatologia
qguanto no exame direto. Brito e Bittencourt (2018) afirmam que as lesdes que
possuem os “pontos pretos” (Figura 4A) sdo mais propensas a serem positivas, uma
vez que estes representam a eliminacao transdérmica do fungo.

Em cultura, os agentes da CBM se desenvolvem lentamente em colbnias de
tom marrom-escuro, verde oliva ou negro e aveludadas, sendo esta ultima decorrente
do micélio aéreo e curto (QUEIROZ-TELLES et al., 2017). McGinnis e Pasarell (1998)
afirmam que a cultura, seguida da técnica de microcultivo, é essencial para a
determinacao da terapéutica. Além disso, a identificacdo pode contribuir para dados
sobre epidemiologia e biodiversidade dos agentes etiologicos em todo o mundo.

Na histologia, pode-se observar um infiltrado neutofilico com células
muriformes no tecido, os quais se encontram dentro de células gigantes ou a do tipo
de Langerhans (Figura 5E) (QUEIROZ-TELLES et al., 2017).
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Figura 5. Diagnostico laboratorial da cromoblastomicose.

Legenda: (A) Lesé@o de cromoblastomicose: nos locais indicados pode-se fazer a retirada de material
para andlise, devido a presenca de pontos pigmentados (setas); (B) Células muriformes em exame
direto; (C) Células muriformes que formaram filamentos proximos a superficie cutanea; (D)
Hiperqueratose, hiperplasia pseudoepiteliomatosa em cortes corados hematoxilina-eosina; (E)
Microabscessos mononucleares contendo células muriformes; (F) Células de Langerhans em cortes de
hematoxilina-eosina. Fonte: QUEIROZ-TELLES et al., 2017.

2.1.5 Tratamento

A CBM é uma infeccdo em que a lesdo aumenta e progride lentamente,
desafiando os tratamentos usuais e levando a frequentes recidivas (D'AVILA;
PAGLIARI; DUARTE, 2003). A escolha do tratamento depende do agente etioldgico,
tamanho e extensdo das lesdes, topografia e presenca de complicacdes (BRITO;
BITTENCOURT, 2018). Relata-se que as infeccfes causadas por Fonsecaea spp.
sdo consideradas as mais dificeis de serem tratadas quando comparadas com
Cladophialophora carrionii (BONIFAZ; PAREDES-SOLIS; SAUL, 2004).

Caso seja descoberta precocemente, as lesdes iniciais podem ser removidas
por métodos cirurgicos. No entanto, a medida que a infec¢do vai se tornando crénica
e se agrava, obtém-se melhores resultados com antifungicos sistémicos, sendo estes
em monoterapia ou em combinagcdo com meétodos fisicos e adjuvantes imunoldgicos
(BONIFAZ; CARRASCO-GERARD; SAUL, 2001; QUEIROZ-TELLES; SANTOS,
2015). O uso de antimicéticos por um periodo inferior ou igual a seis meses podem
levar a resultados clinicos satisfatorios. No entanto, ha chances elevadas de recidivas
(TORRES-GUERRERO et al., 2012).
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Dentre as terapias fisicas destacam-se a criocirurgia, a eletrodissecacao e a
curetagem. Porém, esta ultima ndo é recomendada, uma vez que pode comprometer
a cadeia linfatica (BONIFAZ; PAREDES-SOLIS, 2004). A crioterapia ou criocirurgia é
uma alternativa terapéutica de baixo custo e com escassos efeitos adversos, sendo
indicada apenas para lesdes Unicas e delimitadas (BONIFAZ et al., 1997; CASTRO;
PIMENTEL; LACAZ, 2003).

2.1.5.1 Antifungicos

Com relacdo aos farmacos utlizados no tratamento da CBM, podemos
evidenciar o itraconazol, a terbinafina, o posaconazol e a anfotericina B (QUEIROZ-
TELLES et al., 2017). A terapia com estes agentes consiste em longos periodos e
com doses elevadas, sendo associados a efeitos adversos consideraveis, tais como
nauseas/voémitos, diarreia, dor abdominal, além de hepatotoxicidade, e
nefrotoxicidade, entre outros (FADER; MCGINNIS, 1988; DABOIT, 2013). O
itraconazol e a terbinafina sdo os farmacos que apresentam maior eficacia, possuindo
taxas de cura de 15 a 80% (QUEIROZ-TELLES et al., 1992; ESTERRE et al., 1996;
BONIFAZ; CARRASCO-GERARD; SAUL, 2001; QUEIROZ-TELLES; SANTOS, 2012;
QUEIROZ-TELLES; SANTOS, 2013). Ambos os farmacos apresentaram alta
atividade in vitro contra os agentes causadores da CBM (NAJAFZADEH et al., 2010;
DABOIT et al., 2014). A duracéo da terapia de escolha depende dos critérios clinicos,
micoldgicos e histopatolégicos (QUEIROZ-TELLES; SANTOS, 2012).

O itraconazol € um derivado triazolico de primeira geracdo, com acao
fungistatica. Atua inibindo a sintese do ergosterol da membrana celular a partir do
bloqueio da enzima 14-alfa-demetilase, uma coenzima do citocromo P450 (QUEIROZ-
TELLES; DE CL SANTOS, 2013). A diminuicdo na quantidade de ergosterol presente
nas membranas fangicas, faz com que as mesmas fiquem defeituosas, por diminui¢éo
da fluidez e aumento da permeabilidade. Esse farmaco possui apresentacdo em
capsula, em que se recomenda uma dose diaria de 200 a 400 mg, de acordo com a
gravidade das lesdes (QUEIROZ-TELLES et al., 2009). Na forma severa de CBM, a
resposta completa pode ser obtida em apenas 40% dos pacientes, devido as
alteracdes na acidez gastrica e, consequentemente na biodisponibilidade, bem como
devido as extensas areas atingidas pelas lesGes fungicas (QUEIROZ-TELLES et al.,
1992; QUEIROZ-TELLES et al., 1997; BONIFAZ; PAREDES-SOLIS; SAUL, 2004).
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Além disso, ha relatos de resisténcia, bem como de um grande nimero de interacdes
medicamentosas, por ser metabolizado pelo citocromo P450 3A4 (CYP3A4)
(QUEIROZ-TELLES et al., 2009).

A terbinafina, segundo farmaco de escolha para o tratamento da CBM, € um
derivado da alilamina que possui efeito fungicida. Esse medicamento atua na inibicdo
da esqualeno-epoxidase, enzima envolvida na biossintese do ergosterol (QUEIROZ-
TELLES et al., 2017). E um dos antifingicos com melhores resultados de eficacia e
seguranca, ndo sendo metabolizado pela via do CYP3A4, e sim pela via do CYP2D6,
o que reflete em minimas interacdes medicamentosas (BONIFAZ; PAREDES-SOLIS,
2004). A dose indicada via oral é de 250-500 mg ao dia. Em geral, esse farmaco
apresenta atividade antifungica relevante contra a maioria dos agentes da CBM
(BONIFAZ et al., 2005; QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

O posaconazol, por ser um azdlico, possui 0 mesmo mecanismo de acdo do
itraconazol. E um triazolico de segunda geracdo. E considerado um agente
antifingico de amplo espectro, o qual demonstra importante atividade in vitro e in vivo
frente a agentes da CBM (CARRILLO; GUARRO, 2001; MELETIADIS et al., 2002;
NEGRONI et al., 2005; NAJAFZADEH et al., 2009). Indica-se uma dose diaria de 800
mg por via oral. A combinacdo do posaconazol com a terbinafina € considerada um
opcao terapéutica para casos refratarios (QUEIROZ-TELLES et al., 2017). O que
inviabiliza o seu uso na clinica é o alto custo e a indisponibilidade do mesmo no
Sistema Unico de Satde (PEYTON; GALLAGHER; HASHEMZADEH, 2015).

A anfotericina B é um farmaco utilizado para o tratamento de CBM que atua
formando poros ou canais na membrana plasmatica fangica, resultando na perda do
conteddo intracelular e na morte da célula. Este farmaco possui alta afinidade pelo
colesterol, implicando em uma elevada toxicidade contra as células dos mamiferos
(ANDRIOLE, 1999; ZGHEIB; CAPITANO; BRANCH, 2008). Assim, esse medicamento
nao é considerado de primeira linha, uma vez que seu uso se encontra associado a
nefrotoxicidade, hipocalemia, hepatotoxicidade e reacdes relacionadas com infusao
(febre, calafrios, hipoxia) (GIROIS et al.,, 2006; QUEIROZ-TELLES et al., 2009;
CORREIA et al., 2010). Além disso, em estudos in vitro com agentes da CBM foram
observados Concentracdes Inibitérias Minimas (CIMs) superiores a 1,0 pg/mL, o que
indica resisténcia a este antifungico (DABOIT et al.,, 2014). Tal fato justifica o

desenvolvimento desse estudo que visa diminuir a dose e minimizar os efeito
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colaterais provocados pelo uso de antifingicos, além de favorecer o reposicionamento
de medicamentos presentes no mercado.

Em infeccbes graves e invasivas é comum a utilizacdo de farmacos
combinados. Esse método € usado no intuito de obter efeitos sinérgicos entre
antifangicos, utilizando doses menores e assim, minimizar os efeitos colaterais
(SVETAZ et al., 2016). Yu e colaboradores (2008) avaliaram a susceptibilidade de 53
isolados frente as combina¢des de anfotericina B, itraconazol e terbinafina. Pode-se
observar que nao houve resultados antag6nicos quando a anfotericina B foi usada em
combinagdo com o itraconazol e terbinafina. Daboit e colaboradores (2013) ao testar
a combinacdo de anfotericina B e terbinafina contra agentes da cromoblastomicose
também obtiveram resultados sinérgicos.

Com relacao a interrupcéo da terapéutica prescrita, a mesma sé deve ocorrer
a partir de alguns critérios, tais como: cicatrizacdo de todas as lesdes formadas,
desaparecimento da dor e do prurido, auséncia de elementos flingicos no exame
micoldgico direto e de células muriformes e microabscessos em analises histolégicas
(QUEIROZ-TELLES et al., 2009).

2.2 Estatinas

Na década de 70, Akira Endo e Masao Kuroda descobriram que as culturas de
fungos Penicillium citrinum produziam uma molécula com ac¢éo inibitoria na sintese de
colesterol. Essa substancia investigada funcionava como defesa desse
microrganismo, causando uma disfuncdo metabdlica no agente agressor (DA SILVA
et al., 2018). Essa molécula foi denominada mevastatina, a qual possuia alta
afinidade pela enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) redutase. Logo em
seguida, comecou-se a explorar culturas de Aspergillus terreus e Monascus ruber,
das quais pode-se extrair a lovastatina, sendo esta aceita pelo Food and Drug
Administration (FDA) em 1987 como uma opg¢do terapéutica para o controle da
hiperlipidemia.

No mercado brasileiro existem sete estatinas, as quais sao: lovastatina e
pravastatina (naturais); sinvastatina (semissintética); atorvastatina, rosuvastatina e
fluvastatina (sintéticas) e por fim, pode-se citar a recém lancada pitavastatina a qual é
considerada sintética, no entanto pouco estudada (KOBAYASHI, et al., 2008). As

estruturas quimicas das estatinas estdo demonstradas na Figura 6. Os farmacos
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dessa classe, naturais e semissintéticos, ttm em comum dois anéis ligados (circulo
6a), enquanto que as sintéticas apresentam um anel com fldor (circulo 6b). No circulo
6¢c estd demonstrando o grupo farmacoforico, o qual se liga ao sitio ativo da enzima,
causando sua inibicdo. Ambas as classes possuem cadeias laterais, as quais sao
responsaveis pela solubilidade e, consequentemente, pelas caracteristicas
farmacocinéticas (SCHACHTER et al., 2005).

Figura 6. Estrutura quimica das estatinas.

Fluyastatina Alorvastating Rosuvastatina
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Legenda: (a) - Dois anéis ligados, comuns as estatinas naturais e semissintéticas; (b) - Anel com fldor;
(c) - Grupamento farmacoférico. Fonte: SCHACHTER, 2005.

Cada estatina possui uma permeabilidade tecidual e farmacocinética distinta,
podendo ser dividida em dois grupos: lipofilicas (sinvastatina e atorvastatina, por
exemplo) e hidrofilicas (pravastatina e rosuvastatina, por exemplo) (WONG et al.,
2002). Com excecao da pravastatina, a biotransformacéo inicial das estatinas ocorre
no sistema microssomal P450 e suas isoenzimas (DA SILVA et al., 2018).

Embora possuam diferentes solubilidades, essas estatinas sédo relativamente

hepatoseletivas, uma vez que as lipofilicas penetram nos hepatécitos por difusédo
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passiva e as hidrofilicas por difusdo ativa (HAMELIN; TURGEON, 1998). A
solubilidade das estatinas é determinada pelas estruturas quimicas, o que influencia
na absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (SCHACHTER, 2005). Em geral,
as estatinas sédo absorvidas rapidamente, atingindo uma taxa de absorcéo intestinal
que varia de 30 a 85%.

Apesar de serem bem toleradas, o uso prolongado das estatinas geram alguns
efeitos colaterais, tais como: distirbios gastrointestinais (dispepsia, diarreia),
cefaleias, alteracdo da funcédo hepatica, nauseas, insonias, perda de memoria, visdo
turva, alteracdo do paladar; neuropatia periférica, dores musculares, exantema,
disfuncdo sexual e miopatias. Em sua maioria, os efeitos causados séo reversiveis e
de facil reconhecimento (DA SILVA et al., 2018).

2.2.1 Sinvastatina e pravastatina

A sinvastatina configura-se como um agente antilipémico de primeira escolha
utilizado no tratamento da hipercolesterolemia primaria e na prevencédo de doencas
cardiovasculares (NAJIB et al., 2003). E um farmaco semissintético derivado da
lovastatina e comercializado pela Merck. Em dosagens de 5 a 80 mg, essa estatina
age como um potente redutor de lipideos, podendo reduzir a concentracao de LDL em
até 50% (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI, 2006). E utilizado na forma de lactona e
quando absorvido, sua forma acida € rapidamente hidrolisada para realizar a inibicdo
da HMG-CoA redutase (CAMPO; CARVALHO, 2007). Cerca de 90% da dose é
absorvida apos a administracdo oral. Entretanto, apenas 5% atinge a circulacdo, uma
vez que sofrem o metabolismo de primeira passagem, pela acdo de enzimas do
CYP3A4 no intestino e no figado (TUBIC-GROZDANIS et al., 2008).

A pravastatina € uma relevante estatina obtida pela hidrélise metabdlica da
funcdo d-lactona-b-hidroxilada da mevastatina. E um inibidor de HMG CoA redutase
hidrofilico (GOMES, 2008). Foi a primeira estatina empregada na terapéutica com a
funcdo lactona aberta, sendo considerada uma inspiracdo para a sintese de novas
estatinas (VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006). E rapidamente absorvido e
seus niveis séricos sao atingidos 1 a 1,5 horas apds a ingestdo. Assim como as
demais estatinas, 0 uso prolongado da pravastatina estd associado ao

desenvolvimento de anormalidades no figado e nos masculos (PRAVACOL, 2006).
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2.2.2 Biossintese de esterdis e mecanismo de acdo das estatinas

A via biossintética dos esterdéis se inicia pela condensacédo de duas unidades
de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA, seguida pela adicdo de uma terceira
unidade para formar 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), o qual é reduzido pelo
NADPH para formar o &cido mevalbnico. A via do mevalonato é catalisada pela
enzima citosolica acetoacetil-CoA tiolase, e duas enzimas mitocondriais, HMG-CoA
sintase e HMG-CoA redutase (CARRERO-LERIDA et al., 2009). Ressalta-se que as
etapas iniciais da sintese dos esterdis sao realizadas no citosol, enquanto que as
tardias ocorrem no reticulo endoplasmatico.

Apoés a via do mevalonato, inicia-se a via do isoprenoide. O mevalonato &
convertido em isopentenil difosfato (IPP) que sofre isomerizacdo de IPP por
isopentenil difosfato isomerase, produzindo o dimetilalil difosfato (DMAPP). Logo em
seguida, ha a condensacdo do DMAPP com o IPP, formando o geranil difosfato
(GPP). A enzima farnesil PP sintase atua sobre este Ultimo e gera um composto
isoprendide de 15 carbonos, conhecido como farnesil difosfato (FPP). Este é o
substrato das enzimas que catalisam o primeiro passo da biossintese de esterodis
(OLIVIER; KRISANS, 2000).

Na etapa que segue, a enzima esqualeno-sintase converte o FPP em
esqualeno. Inicia-se, entdo, a via do esterol, na qual a enzima esqualeno — epoxidase
sintetiza o lanosterol. Este Ultimo é o precursor dos esteroides, podendo resultar no
colesterol ou no ergosterol (Figura 7) (DE SOUZA; RODRIGUES, 2009). Esses dois
compostos sao essenciais para a manutencdo do equilibrio e integridade da
membrana celular. Apesar da semelhanca entre eles, podem-se notar algumas
diferencas nas estruturas, tais como a presenca de ligacdo dupla no anel B do
ergosterol, assim como uma cadeia lateral saturada sem grupamento metila no
carbono da posicao 24 do colesterol (DE SOUZA; RODRIGUES, 2009).

As estatinas atuam inibindo competitivamente e reversivelmente a enzima
HMG-CoA redutase (Figura 7). Essas moléculas sdo analogas do HMG-CoA, as quais
se ligam ao sitio ativo da enzima. Essa ligacdo gera o bloqueio do acesso do
substrato HMG-Co0A a regido catalitica e, consequentemente, interrompe a sintese do
acido mevalonato (ISTVAN; DEISENHOFER, 2001). Caso ndo haja a inibicdo da
enzima HMG-CoA redutase, o mevalonato é formado e, assim, da sequéncia a
biossintese de ergosterol (Figura 7) (SANTOS; SILVA, 2010).
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A ligacdo da estatina e HMG-Co0A redutase deve-se a presenca de interacoes
de Van der Waals. Além de promoverem a diminuicdo da producéo do colesterol, as
estatinas também provocam a remocéo do ultimo da corrente sanguinea, a partir da
manacolina K, a qual eleva o nUmero de receptores hepaticos das lipoproteinas de
baixa densidade (ISTVA; DEISENHOFER, 2001; CAMPO; CARVALHO, 2007; DA
SILVA et al., 2018).



Figura 7. Biossintese do colesterol e ergosterol
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Legenda: A) Colesterol B) Ergosterol. Fonte: Adaptado de SANTOS; SILVA (2010).
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2.2.3 Atividade antifungica

As estatinas sao amplamente prescritas e utilizadas mundialmente no
tratamento das dislipidemias. Além disso, as mesmas possuem efeitos pleiotrépicos,
tais como acdo cardiovascular, antineoplasica, em auto-imunidade e antimicrobiana
(TAKEMOTO et al., 2002; ZHOU; LIAO, 2009). Tendo em vista seu mecanismo de
acdo, é sugerido que as estatinas possam ser Uteis como agentes antifingicos
(ALMUTI et al., 2006; KRUGER et al., 2006).

Chin, Weitzman e Della-Latta (1997) investigaram a atividade da fluvastatina,
da sinvastatina, da pravastatina e da lovastatina frente a espécies de Candida e
Cryptococcus. A fluvastatina obteve bons resultados contra esses microrganismos. O
mesmo foi observado por Lima e colaboradores (2019) ao testarem rosuvastatina,
atorvastatina, pravastatina e sinvastatina contra espécies de Candida. Estudos
relatam que a sinvastatina também possui atividade antifiangica contra
Saccharomyces cerevisiae, Paecilomyces varioti e Rhizopus oryzae (LORENZ;
PARKS, 1990; NATESAN et al., 2008; NYILASE et al., 2010).

Ao testar de forma associada as estatinas com antifingicos, Lima e
colaboradores (2019) observaram interacdes sinérgicas da fluvastatina com
itraconazol, cetoconazol e fluconazol contra espécies de Candida. Qiao e seus
colaboradores (2007) avaliaram o efeito da lovastatina e da sinvastatina isoladamente
e em combinagdo com itraconazol, voriconazol e anfotericina B frente a Aspergillus
spp.. Eles verificaram que as estatinas possuiam atividade em concentracfes
superiores aos farmacos antifungicos. Os zigomicetos também foram avaliados
quanto a suscetibilidade a lovastatina, demostrando efeito sinérgico quando esta
ultima foi combinada com voriconazol. Este farmaco é intrinsecamente inativo contra
os zigomicetos (CHAMILOS; LEWIS; KONTOYIANNIS, 2006).

Nyilase e colaboradores (2013) relataram que a interacéo da sinvastatina com
itraconazol foi sinérgica na inibicdo de Trichophyton rubrum e Microsporum gypseum.
Quando combinada com a anfotericina B, esta estatina também atuou sinergicamente
contra Aspergillus spp. (NATESAN et al., 2008; NYILASI et al., 2010). Schmidt,
Dzogbeta e Boyer (2009), observaram que a lovastatina ionizada atuou de forma
sinérgica com fluconazol. Forrest e colaboradores (2010) obtiveram resultados em

uma coorte que corroboram com o estudo anterior. Observaram que pacientes de
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unidade de terapia intensiva possuiam maior indice de sobrevida quando faziam o
uso de estatinas em combinac¢do com antifungicos.

A acdo das estatinas sobre fungos pode ser explicada pela semelhanca
estrutural existente entre as enzimas fungicas e as humanas, atuando na mesma via.
Desse modo, podem ser promissoras na terapéutica de infeccbes causadas por
fungos (DE SOUZA; RODRIGUES, 2009; LESZCZYNSKA et al., 2009). A acdo aditiva
das estatinas com os antifungicos encontrada na literatura pode ser explicada por
uma acgao sequencial na biossintese do colesterol. Tal fato compromete a constituicdo
e a integridade da membrana celular fungica de maneira mais efetiva, quando
comparada com os farmacos isolados (TASHIRO et al., 2012). Apesar das evidéncias
encontradas de atividade antifungica das estatinas, até o momento ndo foram
reportados estudos que avaliassem os efeitos das estatinas, isoladas ou em

combinacdo com antifingicos frente a agentes da CBM.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antifungica da sinvastatina e da pravastatina isoladas e

combinadas com antifingicos frente a agentes da cromoblastomicose.

3.2 Objetivos Especificos

o Determinar a concentragdo minima inibitéria da sinvastatina e da pravastatina
sobre agentes da cromoblastomicose;

o Determinar a concentragdo minima inibitéria do itraconazol, do posaconazol, da
terbinafina e da anfotericina B frente a agentes da cromoblastomicose;

o Avaliar o perfil de interacdo in vitro da pravastatina com o itraconazol, o
posaconazol, a terbinafina e a anfotericina B contra fungos causadores da
cromoblastomicose.

o Avaliar o perfil de interagdo in vitro da sinvastatina com o itraconazol, o
posaconazol, a terbinafina e a anfotericina B contra fungos causadores da
cromoblastomicose;

o Analisar as alteragbes morfologicas causadas pela combinacdo com melhor

atividade contra um agente da cromoblastomicose.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Esse estudo objetivou analisar o potencial antifingico da sinvastatina e da
pravastatina isoladas e em combinagcdo com antifngicos contra agentes da
cromoblastomicose. Além disso, foram obtidas imagens por microscopia de forca
atbmica de modo a analisar as alteragcbes morfolégicas de um agente quando em
contato com a melhor combinagao da sinvastatina.

As estatinas atuam na reducdo dos niveis séricos de colesterol por meio da
inibicdo da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase, a qual esta envolvida na
biossintese de esterois, tais como colesterol e o ergosterol. Este uGltimo é considerado
o principal constituinte da membrana celular fungica. Desse modo, propusemos que
estes fAarmacos poderiam agir na inibicdo do crescimento fangica. Assim, realizamos
um rastreamento da atividade antifiUngica da pravastatina e da sinvastatina isoladas e
combinadas com quatro antifungicos frente a agentes da cromoblastomicose, uma
doenca que é o principal tema estudado pelo nosso grupo de pesquisa — GEAMICOL,
e que até hoje ndo se tem um tratamento padréo.

Em nosso estudo, a pravastatina e a sinvastatina isoladas n&o inibiram o
crescimento dos agentes da cromoblastomicose. No entanto, ao combina-las com
antifangicos foi possivel obter efeitos sinérgicos. Os melhores resultados da
pravastatina foram alcancados quando a mesma foi usada em associagdo com o
posaconazol, o que permitiu um efeito sinérgico para oito dos 19 isolados testados.
No entanto, a sinvastatina alcancou efeitos aditivos quando foi combinada com o
itraconazol ou posacozol, comportando-se de forma sinérgica para todos os isolados
investigados. As imagens microscopicas obtidas revelaram alteragcdes morfoldgicas
na membrana da célula fungica, causando a ruptura da mesma e extravasamento do
liquido intracelular, quando o fungo foi tratado com a associacdo
itraconazol/sinvastatina. As demais combinacfes foram sinérgicas para apenas
algumas amostras fungicas. Nao foi observado antagonismo para as combinacdes
testadas.

A partir das nossas pesquisas foi possivel observar que a pravastatina
combinada com os antifingicos ndo mostraram um padrdo de interacdo contra os
isolados testados. No entanto, a sinvastatina em combinacdo com os triazolicos
apresentou um perfil sinérgico, sendo estas associacdes promissoras no tratamento

da cromoblastomicose.
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