UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA: CIENCIAS MEDICAS

SUSCETIBILIDADE E ADAPTACOES METABOLICAS DO AGENTE DA
CROMOBLASTOMICOSE FONSECAEA PEDROSOI FRENTE AO ITRACONAZOL
E AO TRICICLAZOL UTILIZANDO FTIR E QUIMIOMETRIA

ALESSANDRA KOEHLER

Porto Alegre
2019



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA: CIENCIAS MEDICAS

SUSCETIBILIDADE E ADAPTACOES METABOLICAS DO AGENTE DA
CROMOBLASTOMICOSE FONSECAEA PEDROSOI FRENTE AO ITRACONAZOL
E AO TRICICLAZOL UTILIZANDO FTIR E QUIMIOMETRIA

ALESSANDRA KOEHLER

Orientadora: Prof2 Dra. Maria Lucia
Scroferneker
Coorientador: Prof. Dr. Valeriano Antonio
Corbellini

Dissertacdo apresentada como requisito parcial
para obtencdo do titulo de Mestre em Medicina:
Ciéncias Médicas, da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Programa de P0s-Graduacao
em Medicina: Ciéncias Médicas.

Porto Alegre
2019



CIP - Catalogacéo na Publicagéo

Koehler, Alessandra

SUSCETIBILIDADE E ADAPTACOES METABOLICAS DO AGENTE
DA CRCMOBLASTOMICOSE FONSECAEA PEDROSOI FRENTE AO
ITRACONAZOL E AQO TRICICLAZQOL UTILIZANDO FTIR E
QUIMIOMETRIA / Alessandra Koehler. -- 2019.

98 f.

Orientadora: Maria Lucia Scroferneker.

Coorientador: Valeriano Antonio Corbellini.

Dissertacdo (Mestrado) =-- Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Faculdade de Medicina, Programa de
P6s-Graduacdo em Medicina: Ciéncias Médicas, Porto
Alegre, BR-RS, 2019.

1. Cromoblastomicose. 2. Itraconazol. 3.
Espectroscopia FTIR. I. Scroferneker, Maria Lucia,
orient. II. Corbellini, Valeriano Antonio, coorient.
IIT. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geracdo Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).
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RESUMO

Introducdo: a cromoblastomicose (CBM) é uma micose subcutanea cujo principal agente
etioldgico no Brasil é o fungo filamentoso dematidceo Fonsecaea pedrosoi, que produz
melanina dihidroxinaftaleno (DHN). O itraconazol (ITC) é um dos antifingicos mais
utilizados no tratamento, entretanto sua eficacia é varidvel. Dessa forma, € muito importante a
realizacdo de ensaios de suscetibilidade in vitro. Para fungos filamentosos, esses ensaios sao
realizados seguindo o protocolo M38 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),
que ndo é voltado para utilizacdo rotineira. Uma tecnologia inovadora para determinagdo da
suscetibilidade a antifingicos € a espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) associada a quimiometria. Porém, ndo hd nenhum estudo na literatura que
avalia sua aplicacdo em ensaios de suscetibilidade para fungos filamentosos. FTIR também
pode ser utilizada para estudo das adaptacfes metabdlicas da espécie F. pedrosoi quando
exposta ao ITC e ao triciclazol (TCZ), um inibidor da biossintese da melanina-DHN.
Objetivo: Propor um modelo de predicdo das concentragdes inibitérias minimas (CIMs) do
ITC para isolados de F. pedrosoi e suas respectivas adaptacdes metabolicas, com adicdo de
TCZ, utilizando FTIR e anélises quimiomeétricas.

Métodos: Foram estudados 36 isolados genotipados de F. pedrosoi. A suscetibilidade ao ITC
foi determinada de acordo com o protocolo M38-A2 do CLSI e com a adi¢do de TCZ. Os
isolados foram cultivados em placas somente com agar Sabouraud e com a adicdo de ITC e
TCZ e entdo preparados para a analise de Reflexdo Total Atenuada (FTIR-ATR). Cinco
espectros foram adquiridos na faixa de 4000 a 650 cm™ para cada isolado. O conjunto de
dados foi pré-processado por amostra por normalizacdo pela amplitude e 12 derivada. O
algoritmo de regressdo por minimos quadrados parciais (PLS) foi realizado com as
quintuplicatas usando uma componente de correcdo ortogonal de sinal (OSC) e validagédo
cruzada leave-one-out para os conjuntos de calibracdo e predicdo. A Analise de Componentes
Principais (PCA) e a Analise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA) foram realizadas com os
espectros médios das diferengas entre os testes e o tratamento padrdo de cada isolado apos
normalizag&o e centragem na média.

Resultados: os espectros médios de F. pedrosoi apresentaram pouca variabilidade. Os
isolados resistentes se diferenciaram (p<0.05) dos ndo resistentes na regido 1038 cm
(estruturas da parede celular). Um coeficiente de determinacdo (R?) maior que 0.99 foi obtido
tanto para CIM ITC quanto para CIM ITC+TCZ no modelo FTIR-ATR/PLS. Para 0 modelo



CIM ITC, a Raiz Quadrada do Erro Médio Quadratico da Previsdo (RMSEP) foi de 0,0645
pg/mL e o erro relativo foi de 51,6% (faixa de CIMs variando entre 0,125 e 32 pg/mL); e para
CIM ITC+TCZ esses valores foram de 0,0063 pg/mL e 10,5%, respectivamente (faixa de
CIMs variando entre 0,06 e 2 ug/mL). A PCA e a HCA mostraram agrupamentos de isolados
resistentes e a existéncia de ao menos trés morfotipos espectrais de F. pedrosoi de acordo com
os tratamentos ITC/TCZ.

Conclusao: este foi o primeiro estudo a propor o uso de FTIR-ATR e anéalises quimiométricas
supervisionado pelo protocolo M38-A2 para prever as CIMs de itraconazol para o fungo
filamentoso F. pedrosoi. O novo método tem alta qualidade preditiva para uma faixa ampla de
valores de CIMs. Estudos posteriores sdo necessarios para interpretar as repercussdes clinicas

das adaptacGes metabdlicas de F. pedrosoi com uso de ITC e TCZ.

Palavras-chave: cromoblastomicose; Fonsecaea pedrosoi; suscetibilidade a antiflngicos;
FTIR-ATR; quimiometria; itraconazol; melanina-DHN.



ABSTRACT

Background: chromoblastomycosis (CBM) is a subcutaneous mycosis whose main
etiological agent in Brazil is the filamentous fungus Fonsecaea pedrosoi. Itraconazole (ITC)
is one of the most used antifungals in treatment, however its efficacy is very variable. Thus, it
IS very important to perform in vitro susceptibility tests. For filamentous fungi, these tests are
performed according to M38 protocol of the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), which is not aimed for routine use. An innovative technology for determining
antifungal susceptibility is Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) combined with
chemometrics. However, there isn’t any study in literature that assesses its application in
susceptibility tests for filamentous fungi. FTIR can also be used to study the metabolic
adaptations of F. pedrosoi when exposed to ITC and to tricyclazole (TCZ), an DHN-melanin
biosynthesis inhibitor.

Objective: to propose a model of ITC minimum inhibitory concentrations (MICs) prediction
for F. pedrosoi isolates and its respective metabolic adaptations, with addition of TCZ, using
FTIR and chemometric analyses.

Methods: Thirty-six genotyped isolates of F. pedrosoi were studied. Susceptibility to ITC
was determined according to M38-A2 protocol of CLSI and with addition of tricyclazole
(TCZ). The isolates were grown in plates with Sabouraud agar alone and with addition of ITC
and TCZ and then prepared for Attenuated Total Reflection (FTIR-ATR) analysis. Five
spectra were recorded from 4000 to 650 cm™ for each isolate. Data set was sample pre-
processed by amplitude normalization and 1% derivative. Partial least squares regression
(PLS) algorithm was performed with quintuplicates using one component of orthogonal signal
correction (OSC) and leave-one-out step-validation for calibration and prediction set.
Principal Component Analysis (PCA) and Hierarchical Cluster Analysis (HCA) were carried
out with the average spectra of the difference between the tests and the control of each isolate
after normalization and mean centering.

Results: the average spectra of F. pedrosoi isolates presented little variability. Resistant
isolates were differentiated (p<0.05) of the non-resistant by the region 1038 cm™ (structures
of the cell wall). A coefficient of determination (R?) greater than 0.99 was obtained for both
MIC ITC and MIC ITC+TCZ in FTIR-ATR/PLS model. For MIC ITC model, the Root Mean
Square Error of Prediction (RMSEP) was 0,0645 pg/mL and the relative error was 51,6%
(MIC values ranging from 0,125 to 32 pg/mL); and for MIC ITC+TCZ model this values
were 0,0063 pg/mL and 10,5%, respectively (MIC values ranging from 0,06 to 2 pg/mL).



PCA and HCA showed clusters of resistant isolates and until three spectral morphotypes
pattern of F. pedrosoi second the treatment with ITC/TCZ.

Conclusion: this was the first study to propose the use of FTIR-ATR and chemometric
analyses supervised by the M38-A2 protocol for predicting itraconazole MICs of the
filamentous fungus F. pedrosoi. The new method has high predictive quality for a wide range
of MIC values. Further studies are needed to interpret the clinical repercussions of F. pedrosoi

metabolic adaptations using ITC and TCZ.

Keywords: chromoblastomycosis; Fonsecaea pedrosoi; antifungal susceptibility; FTIR-ATR;

chemometrics; itraconazole; DHN-melanin.
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1. INTRODUCAO

A cromoblastomicose (CBM) é uma micose subcutanea crénica, incapacitante e de
natureza recalcitrante (1). Foi classificada pela Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) no
grupo das “doencas tropicais negligenciadas”, que sdo endémicas em regides tropicais e
subtropicais do planeta, afetando a populacdo mais pobre na América Latina, Africa e Asia
(2,3). Os agentes etioldgicos da CBM sdo fungos dematidceos (melanizados) da familia
Herpotrichiellaceae, sendo os principais géneros envolvidos Fonsecaea, Cladophialophora,
Phialophora, Exophiala e Rhinocladiella (4). Em regides semiéridas a espécie prevalente é C.
carrionii, enquanto nas tropicais e Umidas, como no Brasil, a principal espécie é F. pedrosoi
(5).

A CBM possui natureza ocupacional e o inicio da doenca ocorre com a inoculagédo
traumética do fungo. Suas lesdes sdo polimérficas e de crescimento lento, inicialmente
assintomaéticas (6,7). No entanto, com a progressdao da doenca podem ocorrer inimeras
complicacdes, como linfedema e transformacgdes neoplasicas (8-10). O diagndstico é feito
pela presenca de células muriformes nas lesdes. Estas estruturas possuem paredes espessadas
pela deposicdo de melanina di-hidroxinaftaleno (DHN), que € o principal fator de viruléncia
dos agentes causadores da CBM (1,11).

O tratamento é baseado na terapia com antiflngicos, a qual pode ser combinada com
métodos fisicos e cirurgicos. Casos mais severos sao extremamente dificeis de tratar pela
natureza recalcitrante da CBM (12). LesBes causadas pela espécie F. pedrosoi apresentam em
geral uma resisténcia maior ao tratamento (13). O antifungico mais utilizado é o itraconazol
(ITC), com tratamento longo de 8 a 10 meses, em média (14). No entanto, ndo existem
ensaios clinicos randomizados para a escolha da melhor terapia (1). Nesse sentido, 0s ensaios
de suscetibilidade aos antifangicos in vitro podem auxiliar nessa escolha.

Estes ensaios possuem como principal objetivo a escolha do melhor farmaco para
tratar a doenca causada por determinado isolado fungico. Além disso, também permitem
identificar cepas resistentes, um problema emergente e preocupante em relagdo aos
antifungicos (15,16). Estes ensaios determinam a concentracdo inibitéria minima (CIM), que
é a concentragdo minima de antifingico necessaria para inibir o crescimento do fungo (17).
Eles séo padronizados por protocolos como o M38 do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI). No entanto, os métodos de referéncia ndo sdo voltados para aplicacéo

clinica, possuem alta complexidade, custo elevado e demandam um longo tempo de trabalho
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laboratorial (18). Assim, existem testes comerciais adaptados a partir dos protocolos padréo
que, apesar de serem aplicdveis nas rotinas dos laboratorios, ainda apresentam limitagdes.
Todos sdo, de alguma forma, laboriosos ou possuem tempo longo para obtencdo dos
resultados; podem ter leituras subjetivas das CIMs; sdo desenvolvidos principalmente para
leveduras; e possuem custo elevado, considerando a realidade brasileira (19).

Portanto, nos Gltimos anos, novas metodologias para ensaios de suscetibilidade in vitro
vém sendo desenvolvidas. Uma que possui grande potencial € a espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Essa técnica gera espectros que contém a
“impressao digital” da amostra e possui amplas aplica¢cdes na area biomédica (20). Suas
principais vantagens sdo: uso de uma quantidade muito pequena de amostra, sua preservagao
durante a andlise e a necessidade minima de preparacdo; pouca ou nenhuma geracdo de
residuos; rapidez da analise; precisdo e reprodutibilidade; e armazenamento e manipulacéo
dos dados de maneira diretamente computadorizada (21). Existem poucos estudos na
literatura utilizando FTIR para andlises de suscetibilidade; no entanto, os que usaram essa
metodologia apresentaram resultados promissores (22-25). No caso dos agentes da CBM,
cujos ensaios de suscetibilidade sdo realizados principalmente com o método de referéncia
M38, que apresenta as limitacbes discutidas acima (26-29), o uso de FTIR pode
disponibilizar resultados excelentes.

Um dos fatores que modifica as CIMs dos agentes da CBM para determinados
antifangicos é a producdo da melanina-DHN, que atua como fator protetor e de viruléncia
(30,31). Um inibidor de sua biossintese é o agroguimico triciclazol. Ele é utilizado em estudos
in vitro para estudar as fung¢fes da melanina-DHN em fungos, como os agentes da CBM (32—
34). Em ensaios in vitro, essa melanina apresentou capacidade de se ligar a antifingicos como
0 itraconazol, reduzindo sua acdo efetiva. Além disso, sua presenca também ocasionou um
aumento consideravel da CIM deste farmaco (35). No entanto, existem poucos trabalhos na
literatura que avaliaram essas relacdes. Isso reforca a necessidade de mais estudos que
verifiquem de fato qual a relagdo da melanina com os antifungicos, por quais mecanismos ela
afeta a atividade desses farmacos e quais sdo 0s seus reais efeitos protetivos in vivo.
Considerando que a CBM € uma das micoses de implantagdo mais prevalentes em areas
tropicais e subtropicais (6) e que possui baixo investimento em pesquisas por se tratar de uma
doenca tropical negligenciada, é realmente fundamental a realizacdo de estudos que ampliem

0 conhecimento e tragam melhorias na terapia desta micose.
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2. REVISAO DA LITERATURA

A revisdo de literatura esta focada nos aspectos relacionados a cromoblastomicose, aos
ensaios de suscetibilidade aos antifingicos, a espécie Fonsecaea pedrosoi e a melanina-DHN
e seus inibidores. A estratégia de busca envolveu as seguintes bases de dados: PubMed,
SCiELO, LILACS e Embase, no periodo de 24 de janeiro de 2019 a 23 de mar¢o de 2019.
Posteriormente, foram incluidos alguns trabalhos publicados apds marco. Também foram
adicionadas, em alguns topicos, referéncias relevantes citadas nos artigos encontrados para
embasar alguns resultados inovadores ndo previstos na busca inicial. Os termos utilizados na
busca e 0 numero de artigos encontrados, repetidos e incluidos em cada tdpico da revisdo de

literatura estdo apresentados na Tabela 1.

2.1 Cromoblastomicose

2.1.1 Definicao e aspectos gerais

A cromoblastomicose (CBM) é uma micose subcutanea cujos agentes etioldgicos sao
fungos dematiaceos da ordem Chaetothyriales e familia Herpotrichiellaceae. E uma doenca
ocupacional progressiva, incapacitante e de dificil tratamento, ocasionada pela inoculagédo
traumatica dos fungos que se encontram no ambiente. E caracterizada por uma lesdo cutanea
inicial e que de forma progressiva envolve tecidos subcutaneos e estruturas adjacentes. Suas
lesbes sdo polimorficas e a caracteristica principal € a presenca de células muriformes ou
esclerdticas no exame microscopico. A CBM é uma das micoses de implantacdo mais
prevalentes em areas tropicais e subtropicais do mundo (1,6).

As micoses de implantacdo ou micoses subcutaneas constituem um grupo diverso de
doencas que inclui, além da CBM, esporotricose, micetoma, lobomicose e zigomicose. Elas
afetam primariamente os tecidos cutaneos e subcutaneos, porém geralmente envolvem
estruturas adjacentes e podem se tornar infeccBes fungicas generalizadas. A maior parte das
micoses de implantacdo afeta individuos que desenvolvem atividades ao ar livre, como
agricultores. Por ocorrerem principalmente nas regides mais pobres do mundo, essas doencas

muitas vezes nao sdo diagnosticadas corretamente e seu impacto é subestimado (4).
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Tabela 1. Estratégia de busca de estudos para a revisdo da literatura.

PALAVRAS-CHAVE

/ BASES DE DADOS PUBMED | SCIELO | LILACS | EMBASE | REPETID. INCL.
Chromoblastomycosis 1105 56 1202 1516 2404 96
Total de artigos em Cromoblastomicose: Definicéo e aspectos gerais; Fatos histéricos; Agentes 96
etioldgicos; Epidemiologia; Manifestag@es clinicas; Diagnéstico; Tratamento
Susceptibility testing )
Obs: filtro Review = g & S 10
Infrared spectroscopy i
AND susceptibility s U . 6 6
Chromoblastomycosis
AND antifungal 29 1 1 - 0 8
susceptibility
Total de artigos em Ensaios de suscetibilidade aos antifingicos: Aspectos gerais; Métodos
comerciais convencionais; Novos métodos ndo-convencionais; Uso de FTIR para ensaios de 24
suscetibilidade; Ensaios de suscetibilidade com agentes da CBM
Fonsecaea pedrosoi 323 56 1202 1516 667 1
Total de artigos em Fonsecaea pedrosoi: Aspectos gerais; Diferencia¢do celular 1
DHN-melanin 94 0 94 110 184 5
Melanin AND 46 0 45 58 93 5
tricyclazole
Melanin AND 28 0 29 77 54 4
itraconazole
Trl_cyclazole AND 3 0 3 7 8 6
itraconazole
Fonsecaea pedrosoi 16 0 19 31 42 9
AND melanin
Fonsecaea pedrosoi
AND tricyclazole £ b £ 4 9 5
Total de artigos em Melanina: Caracteristicas e tipos; Melanina-DHN e inibidores; Funcdes das 34

melaninas; Relagdo das melaninas com antifungicos
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Dentre todas as micoses de implantagdo, em 2016 apenas 0 micetoma era considerado
pela Organiza¢ao Mundial da Satde como uma “doenga tropical negligenciada”. Este ¢ um
grupo de doencas classificadas pela OMS como sendo endémicas em regides tropicais e
subtropicais do planeta, afetando a populacdo mais pobre da América Latina, Africa e Asia
(2,3). Elas ndo fazem parte das prioridades dos sistemas publicos de salde e, por serem
prevalentes em individuos de baixa renda, raramente sdo alvo de novas pesquisas
farmacéuticas. A maioria das doencas tropicais negligenciadas definidas pela OMS séo
infeccbes causadas por helmintos, protozoarios, bactérias e virus, com poucas doencas
fangicas incluidas na lista (1). Apenas em 2017 a CBM foi adicionada a este grupo, levando
em consideracdo que seu impacto global é comparavel ou até maior que o do micetoma (4).

2.1.2 Fatos histéricos

Por muitos anos, a autoria da primeira descricdo da cromoblastomicose foi alvo de
controvérsias. Ha relatos de que em 1904 foi observado um caso da doenca em Cuba, que, no
entanto, ndo foi publicado. Nas primeiras duas décadas do século XX diversos autores
publicaram relatos do que possivelmente seriam casos de cromoblastomicose, porém naquela
época, o termo ainda ndo havia sido cunhado. Esse fator também contribuiu para a
controvérsia da autoria da descricdo, uma vez que a CBM ainda era confundida e
diagnosticada como outras doencgas (36).

Em 1915, Lane e Medlar publicaram, em artigos separados, 0 primeiro caso norte-
americano de cromoblastomicose, no qual foram isoladas células muriformes das lesdes e as
amostras foram classificadas como Phialophora verrucosa (37,38). Em 1920, Pedroso e
Gomes publicaram a observacao de quatro casos da doenca, que foram registrados desde 1911
na cidade de S&o Paulo, constituindo o primeiro registro no Brasil (39). Porém, atualmente, a
primeira descricdo da CBM ¢ atribuida a Maximilliano Willibaldo Rudolph, um médico
alemdo que trabalhava em Minas Gerais. Em 1914, ele publicou em um jornal alemdo seis
casos de pacientes com lesdes nos membros inferiores chamadas popularmente de “figueiras”.
Rudolph isolou de alguns desses pacientes coldnias de micro-organismos com caracteristicas
muito semelhantes a Fonsecaea pedrosoi (1,40).

Nos primeiros casos registrados de cromoblastomicose, 0 micro-organismo causador
da doenca foi identificado como P. verrucosa. Porém, em 1922, as culturas originais dos

casos publicados por Pedroso e Gomes foram reanalisadas e diferentes tipos de reprodugéo
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foram verificados, fazendo o fungo ser renomeado de Hormodendrum pedrosoi (41). Porém, o
fato de o mesmo fungo apresentar trés tipos de conidiagdo diferentes levou a varias descricdes
enganosas, ocasionando que o mesmo isolado (hoje F. pedrosoi) tenha recebido nove nomes
diferentes em publicacbes ao longo do século XX (42). Entretanto, em 1936, Pablo Negroni
estudou diversos isolados fungicos de casos de cromoblastomicose, criando o género
Fonsecaea e validando a espécie Fonsecaea pedrosoi, um dos mais frequentes agentes
etioldgicos da CBM (1,43).

Apesar de casos terem sido amplamente publicados desde o comego do seculo XX, o
termo “cromoblastomicose” foi usado a primeira vez apenas em 1922 por Terra e
colaboradores, que acreditavam inicialmente que essa doenca era intimamente relacionada a
blastomicose, um outro tipo de infeccdo flngica causada por Blastomyces dermatitis. Porém,
as duas doencas sdo diferentes no que se refere ao tipo de célula flngica presente nos tecidos
do hospedeiro (42,44). Para evitar essa confusdo entre as duas doencas, em 1935 Moore e
Almeida propuseram o termo “cromomicose” em substitui¢do a “cromoblastomicose” (45).
Entretanto, ao longo do tempo esse termo comegou a ser usado como denominacao para um
grupo diverso de doencas causadas por fungos dematiaceos. Este problema de confusdo entre
a CBM e outras infec¢des fungicas foi resolvido em 1974 por Ajello e colaboradores, que
criaram o termo “feo-hifomicose” para englobar todas as infec¢des clinicamente diferentes da
cromoblastomicose (46). Apesar de esta doenca ter inimeras denominagdes em variados
paises, a Sociedade Internacional de Micologia Humana e Animal (ISHAM) decidiu em 1992

que o termo mais correto ¢ “cromoblastomicose” (1,42).

2.1.3 Agentes etioldgicos

Os agentes etioldgicos da CBM sdo, em sua maioria, membros de uma Unica ordem
fangica, a Chaetothyriales, que possui uma unica familia, denominada Herpotrichiellaceae.
Essa ordem possui diversos géneros, sendo que a maior parte deles (incluindo os agentes da
CBM) sdo fungos filamentosos em cultivo. Apenas o género Exophiala é capaz de se
reproduzir por brotamento. Independente destas caracteristicas, todas as espécies da ordem
Chaetothyriales apresentam crescimento lento e possuem melanina di-hidroxinaftaleno
(DHN), que confere as coldnias uma cor escurecida (1).

Os principais géneros fungicos envolvidos em casos de CBM sdo Fonsecaea,

Cladophialophora, Phialophora, Exophiala e Rhinocladiella. Dentre esses géneros, as
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espécies mais prevalentes que causam CBM sdo F. pedrosoi, F. monophora e C. carrionii (4).
Outras espécies relativamente comuns também incluem P. verrucosa, F. nubica e E. spinifera
(6). Porém, nos ultimos anos, diversos relatos de caso vém revelando novos agentes
etioldgicos, como Phoma insulana (47), Alternaria alternata (48), Cladosporium langeronii
(49), Cladophialophora arxii (50), Veronaea botryosa (51), Rhinocladiella phaeophora (52),
Exophiala psychrophila (53), Cyphellophora ludoviensis, Rhinocladiella tropicalis (54) e
Fonsecaea pugnacius (55).

A distincdo entre os géneros é feita pela morfologia do modo de reproducédo assexuada
dos fungos, que esta representado na Figura 1. Em Fonsecaea (A), os conidios sdo agrupados
em denticulos e organizados em cadeias curtas; em Cladophialophora (B), eles sdo
organizados em cadeias retas e longas; em Phialophora (C), os conidios sdo produzidos em
cabecas viscosas e unidas em colares; em Exophiala (D), as células produtoras sdo anelideas e
apresentam intenso brotamento; em Rhinocladiella (E), os conidios sdo produzidos
simpodialmente em extensfes celulares. Estes sdo 0s cinco géneros mais comumente
associados com a CBM (1). Os outros géneros recentemente associados a CBM também
possuem formas diferentes de producdo de conidios. Em Cyphellophora (F), o modo ¢
semelhante ao citado para Phialophora, com a distin¢do dos conidios serem mais curvados e
septados; em Veronaea (G), conidiéforos longos produzem conidios simpodiais com duas
células (1); em Phoma (H), clamiddsporos globosos ou piriformes, intercalares, terminais ou
em corrente de diferentes tamanhos sdo observados (47); e em Alternaria (l), sdo observados
conidios grandes, ramificados e com septos transversais e longitudinais (48).

Para diferenciacdo ao nivel de espécie, é necessario realizar o sequenciamento de
genes alvo, pois as espécies de um mesmo género comumente apresentam estruturas
morfoldgicas iguais (1). Nos fungos, a identificacdo molecular ao nivel de espécie usualmente
¢ feita com a regido espacadora interna do rDNA (regido ITS). Para algumas espécies
intimamente relacionadas, como no género Fonsecaea, pode ser necessario utilizar em
conjunto outros genes, como o gene da B-tubulina e o gene da actina (56). Diversos estudos
tém sido realizados nos ultimos anos com o objetivo de identificar molecularmente isolados
de fungos causadores da CBM, principalmente do género Fonsecaea (57-60). Isso é
relevante, pois apesar das quatro espécies desse género (F. pedrosoi, F. monophora, F. nubica
e F. pugnacius) apresentarem morfologia semelhante, sua patogenicidade é muito diferente,
com algumas delas causando outros tipos de infec¢cbes mais graves (58). Em alguns desses

estudos até mesmo foram descritas novas espécies, como no trabalho de Gomes e
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colaboradores, no qual foram descritas Cyphellophora ludoviensis e Rhinocladiella tropicalis
(54).

Figura 1. Diferenciacdo dos géneros causadores da CBM através das estruturas reprodutoras.
(A) Fonsecaea spp.; (B) Cladophialophora carrionii; (C) Phialophora verrucosa; (D)
Exophiala dermatitidis; (E) Rhinocladiella aquaspersa; (F) Cyphellophora ludoviensis; (G)
Veronaea botryosa; (H) Phoma insulana; (1) Alternaria alternata.

Fonte: Adaptado de Queiroz-Telles et al. (1); Gomes et al. (54); Zhu et al. (51); Hernandéz-
Hernandéz et al. (47); Liu et al. (48).
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2.1.4 Epidemiologia

A cromoblastomicose € uma doenca que tem ocorréncia mundial, no entanto sua maior
prevaléncia esta na area entre a latitude 30° Norte e a latitude 30° Sul, correspondendo a
grande parte das zonas tropicais e subtropicais do mundo. Assim como a maior parte das
micoses endémicas, a CBM ndo possui notificagdo compulséria. Dessa forma, todas as
informacdes epidemioldgicas sdo baseadas em relatos e séries de casos. Estima-se que a
incidéncia da CBM varie de 1:6.800 em Madagascar e 1:8.625.000 nos Estados Unidos. A
distribuicdo das espécies que causam a CBM também varia de acordo com a regido. F.
pedrosoi é encontrada principalmente em regifes tropicais e Umidas, enquanto C. carrionii é
comum em areas semiaridas (1,5,61).

A maior parte dos casos de CBM é reportada na América do Sul, Africa e Asia.
Madagascar, Brasil, México, India, Venezuela, Austrélia e o sul da China s&o, nesta ordem, os
paises com o maior nimero de casos registrados até a atualidade (Figura 2) (1). Em
Madagascar, um estudo publicado em 1997 registrou 1323 casos observados entre 1955 e
1995. Neste mesmo trabalho, foram descritos dois ecossistemas na ilha, um ao norte com
clima dmido e floresta tropical, onde F. pedrosoi é isolado frequentemente, e outro ao sul,
com clima &rido e deserto, onde C. carrionii é a espécie mais frequente (62). Isso corrobora a
distribuicdo mundial dessas espécies de acordo com o clima encontrado. Apesar da alta
prevaléncia, a CBM continua sendo uma doenca negligenciada em Madagascar, devido a falta
de diagnostico e tratamento corretos. Além disso, desde 1997 ndo sdo publicados estudos
avaliando novos casos na ilha (63).

No Brasil, a regido Amazonica, especificamente o estado do Para, é a que possui 0
maior nimero de casos registrados, sendo considerada a principal area endémica do pais.
Acredita-se que isso se deva as grandes precipitacdes anuais, ao clima tropical e imido e a
falta de desenvolvimento na regido, sendo que a CBM ainda tem um grande impacto na
populacdo local (64,65). Devido ao seu clima majoritariamente tropical, a espécie mais
frequentemente encontrada no Brasil é F. pedrosoi, com alguns poucos relatos de P.
verrucosa e E. spinifera (1). No Rio Grande do Sul, especificamente, um estudo publicado em
2001 revisou 100 casos registrados entre 1963 e 1998. Em nosso estado, 0 maior nimero de
casos ocorre na regido das Missdes e Alto Uruguai e a principal espécie encontrada é F.

pedrosoi, com apenas poucos isolados de P. verrucosa (66).
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Figura 2. Distribuicdo mundial de casos de cromoblastomicose.
Fonte: Queiroz-Telles et al. (1).

Apesar de ser mais frequente em regides tropicais e subtropicais, ha alguns casos de
CBM registrados para a Europa. Em muitos deles a doenca foi importada de outros paises,
porém nos Ultimos anos foram feitos registros de casos autoctones. Em 2014, foi publicado
um caso de infecgdo por F. monophora na Polonia, e os autores realizaram uma reviséo da
literatura na qual sugeriram a existéncia de 31 possiveis casos de CBM em paises europeus
(67). Neste mesmo ano, foi publicado um caso de CBM por F. nubica na Franca (68) e, em
2017 e 2018, dois casos de CBM adquiridos na Catalunha, Espanha, causados
respectivamente por F. pedrosoi e R. similis (69,70). Dessa forma, isso demonstra que
micoses tropicais podem ocorrer em areas temperadas de forma aut6ctone, reforcando a
necessidade de uma maior atencdo no diagnostico de casos suspeitos, que muitas vezes sdo
diagnosticados erroneamente como condicBes que imitam a CBM (1,67).

A CBM é uma doenca ocupacional e, na maior parte dos casos registrados, esta
fortemente associada a agricultura e outras atividades nas quais se entra em contato com o
solo e plantas, como jardineiros, madeireiros, mineradores, carpinteiros, entre outros (1). Os
fungos causadores da CBM fazem parte da microbiota saprofita, que decompde matéria
organica no solo e madeira, sendo também encontrado em plantas. O primeiro isolado
ambiental de agentes da CBM ocorreu em 1937, no qual P. verrucosa foi encontrada no solo
(42). No Brasil, também ja foram encontradas possiveis fontes de contaminagdo ambiental
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com os fungos causadores da CBM. Em uma regido endémica do estado do Maranhéo,
acredita-se que a contaminacdo venha do babacu (Orbignya phalerata). Nesse local muitas
pessoas trabalham manualmente na extracdo das améndoas do babacu sentadas sobre as
cascas no chdo e, com isso, se machucam acidentalmente, podendo contrair a
cromoblastomicose (71). Outro estudo isolou F. pedrosoi dos espinhos de Mimosa pudica, a
planta conhecida popularmente como “dormideira” ou “dorme-dorme”, muito comum nas
areas rurais do Brasil (72).

A cromoblastomicose afeta principalmente homens adultos, com a proporcao
homens:mulheres variando de acordo com o estudo. Em pesquisas realizadas no Brasil, variou
de 4:1 na regido Sul (66) até 17:1 na regido Norte (64). A principio, acreditava-se que isso se
devia a maior proporcdo de homens desenvolvendo atividades agricolas. No entanto, hoje
sabe-se que a progesterona apresenta um possivel efeito protetor contra as manifestaces
clinicas da CBM (73). A média de idade dos pacientes também varia dependendo do estudo.
Em pesquisas realizadas no Brasil nas regides Norte, Sudeste e Sul, somando um total de 443
pacientes, as idades variaram entre 21 a 85 anos, com uma média de 57 anos (64,66,74).
Relatos de casos em criancas sdo raros. Apesar disso, entre 1992 e 2004, foram registrados 22
casos de CBM causada por C. carrionii em criangas e adolescentes (2 — 19 anos) em uma area
endémica na Venezuela (75).

A CBM é uma doenca que afeta principalmente individuos imunocompetentes, com
apenas alguns relatos de casos envolvendo pacientes imunocomprometidos. Nesses casos, a
CBM geralmente esta relacionada com o transplante de 6rgaos sélidos como os rins (76-78).
E uma micose considerada exclusivamente humana, pois ha raros relatos de infeccdo em
outros animais, como em felinos (79) e anfibios (80) e, além disso, esses casos sdo
considerados como feo-hifomicose, pois apenas os humanos apresentam células muriformes
nas lesbes, uma caracteristica basica da CBM (1). A CBM também esté associada a desastres
naturais, como exemplificado pelos casos registrados nos Estados Unidos apds o furacdo lke,
pois desastres naturais como este criam mais ambientes propicios para a proliferacdo de

fungos como os agentes da CBM (81).

2.1.5 Manifestacoes clinicas

As lesbes da CBM iniciam ap0s ocorrer a inoculagdo traumética de propagulos dos

agentes etiologicos. O tempo entre a inoculagéo e a lesdo inicial é incerto, podendo variar de
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semanas a meses, e muitas vezes os pacientes ndo recordam terem sofrido alguma injdria que
acarretasse a inocula¢do do fungo (1,7). Clinicamente, a CBM inicia como uma papula ou
nodulo eritematoso, pequeno e unilateral (Figura 3A). As lesbes iniciais sao
oligossintomaticas ou assintomaticas e ndo interferem nas atividades cotidianas, o que faz
muitos pacientes procurarem auxilio médico apenas apds meses ou anos. Com a progressao da
doenca, o principal sintoma presente € prurido que pode ser raramente acompanhado por dor
local. A medida que as lesbes se agravam, podem ocorrer infeccdes bacterianas secundarias e
edema, impactando na qualidade de vida do paciente (6,7).

As lesdes da CBM sdo clinicamente polimorficas, o que levou diversos autores a
desenvolver sistemas de classificagdo. Atualmente, as lesdes sdo classificadas de acordo com
0 sistema proposto por Carrion em 1950 (82). O autor propds cinco tipos diferentes de lesdes:
nodular, verrucosa, placa, tumoral e cicatricial. As lesdes nodulares sdo fibroticas, com
nodulos eritémato-violaceos e superficie lisa ou hiperceratética (Figura 3B). As verrucosas
possuem aspecto de couve-flor, pontos pretos e sdo hiperceratéticas (Figura 3C). As lesdes
em placas sdo eritematosas ou violaceas, circunscritas, com bordas irregulares e elevadas e
apresentam pontos pretos (Figura 3D). As lesdes tumorais sdo lobuladas isoladas ou em
conjunto, com superficie lisa ou vegetativa (Figura 3E). As de forma cicatricial sdo lesdes
anulares, irregulares com crescimento centrifugo e areas atroficas centrais (Figura 3F) (6). A
forma nodular é a manifestacdo clinica mais comum, correspondendo a cerca de 40% dos
casos, seguida da forma verrucosa, com cerca de 26% dos casos (83).

Para planejar o tratamento, com a dose correta de antifungico, também é necessario
classificar as lesGes da CBM de acordo com sua severidade. Lesdes leves sdo Unicas, do tipo
nodular ou placa, com menos de 5 cm de didmetro (Figura 4A). Lesdes moderadas sdo Unicas
ou mudltiplas, de forma nodular, verrucosa ou placa, com menos de 15 cm de didmetro
(Figura 4B). Ja lesbes severas sdo Unicas ou multiplas, cobrindo grandes extensdes da pele
(Figura 4C) (6). O grau de severidade esta associado com o tempo de evolucgdo, o local
afetado, os habitos de higiene e o tratamento correto (1).

As areas mais comuns de lesbes da CBM sdo as extremidades inferiores,
correspondendo a cerca de 85% dos casos, devido & maior exposicdo dessa parte do corpo a
possiveis traumas; seguido das extremidades superiores, principalmente o dorso da méo
(41,83). No entanto, ha relatos de lesbes em diversas outras areas, como a face, as orelhas, os
olhos, a regido oral, os gluteos, o tronco, a regido genital, a axila e os ombros (64,71,84-92).

As lesOes iniciais podem se espalhar para areas contiguas, através da autoinoculagdo que
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ocorre no ato de se cocar. J& lesdes satélite em &reas remotas sdo causadas por propagacao
pelo sistema linfatico e, mais raramente, através da corrente sanguinea (6,93). Entretanto, as
lesbes da CBM afetam primariamente o tecido cutaneo e subcutaneo e a disseminacdo para
Orgdos internos € extremamente rara. Na literatura ha alguns relatos de cromoblastomicose
disseminada no cérebro, medula, tecido muscular e pulmdes (94-97). Na maior parte destes

casos 0s pacientes eram imunocomprometidos.

Figura 3. Classificacdo das lesGes de acordo com Carrion (1. (A) Leséo inicial; (B) Lesao
nodular; (C) Leséo verrucosa; (D) Lesdo em placa; (E) Lesdo tumoral; (F) Leséo cicatricial.

Fonte: Adaptado de Queiroz-Telles et al. (1); Brito et al. (6).

Figura 4. Graus e severidade das lesdes de CBM. (A) Lesoes leves; (B) Les6es moderadas;
(C) Lesdes severas.

Fonte: Adaptado de Queiroz-Telles et al. (1).
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Se as lesdes ndo forem tratadas quando sdo pequenas, a cromoblastomicose pode levar
a inumeras complicacbes e sequelas que afetam muito a vida do paciente, levando a
incapacidade para trabalhar e ao isolamento social. Com o0 aumento do grau de severidade da
doenca, ocorrem alterac@es fibréticas nos tecidos e estase linfatica, que leva ao linfedema e
consequentes deformidades das areas afetadas. InfeccBes bacterianas secundéarias também sdo
comuns, que ocasionam dor local e contribuem para o comprometimento linfatico. Neste
estagio, mais de um tipo de lesdo caracteristica da CBM podem ser encontradas no mesmo
paciente (1,93). Nos casos mais severos, sdo observadas deformacdes (Figura 5A), linfedema
cronico, (Figura 5B), anquilose (Figura 5C) e transformacdes neoplésicas, principalmente
carcinoma espinocelular (Figura 5D, 5E, 5F) (1,8-10,61,98). Estas complica¢fes sao muito
graves e afetam enormemente a vida do paciente, podendo até mesmo leva-lo a incapacidade
permanente ou a Obito, como é observado em muitos casos em que ocorrem transformacoes

neoplésicas.

Figura 5. ComplicacGes em casos severos de CBM. (A) Deformacgdo do pé com sequelas
cicatriciais e discromias; (B) Lesdes polimorficas com areas fibroticas e linfedema do pénis;
(C) Anquilose do joelho; (D) Massa verrucosa ulcerada com transformacdo neoplasica
(carcinoma espinocelular); (E) Placa exofitica verrucosa com transformacdo neoplésica
(carcinoma espinocelular); (F) Transformacao neoplasica (carcinoma espinocelular) em uma
lesdo do pé.

Fonte: Adaptado de Soldrzano et al. (98); Gomes et al. (8); Queiroz-Telles (61); Jamil et al.
(9); Campos et al. (10); Queiroz-Telles et al. (1).

Como pode ser visto nas imagens, as lesdes da CBM sdo polimorficas e podem

mimetizar um amplo espectro de doencas infecciosas e ndo infecciosas, como feo-hifomicose,
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paracoccidioidomicose, esporotricose, lobomicose, coccidioidomicose, blastomicose,
leishmaniose, micetoma, hanseniase, tuberculose cutanea, infec¢des por micobactérias nédo-
tuberculosas, prototecose, rinosporidiose, botriomicose, sifilis terciaria, ectima, sarcoidose,
psoriase, halogenoderma e neoplasias (6). Portanto, a confirmacdo da cromoblastomicose

deve ser sempre feita através de exames histopatologicos e/ou micoldgicos (7).

2.1.6 Diagnostico

O diagndstico da CBM é feito pela presenca de células muriformes ou escler6ticas no
exame microscopico das leses. Estas células possuem coloragdo castanha, paredes espessas
pela deposicdo de melanina-DHN e 5 a 15 micrémetros de diametro. Elas podem ser
encontradas isoladas ou em grupos e possuem um ou dois septos. Estas células sdo facilmente
encontradas superficialmente nas lesbes, onde existem pequenos pontos escuros, que
correspondem a areas de eliminagdo transepitelial, onde também sdo depositados restos
celulares, tecidos danificados e crostas hematicas (Figura 6). O exame micoldgico direto €
realizado a partir de raspados de pele dessas regides e clarificados com solucéo de 10 a 40%
de hidréxido de potassio (KOH). Este exame é simples, rapido e de baixo custo e sua
sensibilidade é de 90 a 100% (1,11).

Figura 6. Exame micologico direto de lesGes da CBM. (A) Pontos pretos nas lesdes (setas)
correspondendo a areas de eliminacdo transepitelial; (B) Células muriformes obtidas de
raspados da lesdo clarificados com solugéo de KOH.

Fonte: Adaptado de Queiroz-Telles et al. (1).
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Apesar do exame micologico direto das lesGes ser muito eficiente, é importante a
utilizacdo de técnicas como o microcultivo para a identificagdo das espécies de fungos,
auxiliando na escolha do tratamento adequado. Além disso, esta identificacdo contribui para
dados epidemioldgicos, fornecendo informacdes sobre a diversidade dos agentes etioldgicos
em diferentes locais do mundo (1). O cultivo é feito em &gar Sabouraud suplementado ou ndo
com antibidticos a uma temperatura de 25 a 30°C. O crescimento é lento, com média de 25 a
30 dias, mas podendo chegar até a seis semanas. As coldnias sdo aveludadas, com a cor
variando entre tons de verde escuro, cinza e preto, caracteristico de fungos dematiaceos
(Figura 7) (11,41). O exame macroscopico da coldnia e as técnicas de microcultivo para
visualizacdo dos tipos de esporulacdo (Figura 1) permitem a distingdo ao nivel de género.
Para identificacdo ao nivel de espécie é necessario utilizar técnicas de biologia molecular
(42). O sequenciamento da regido ITS do DNA é a forma mais utilizada para diferenciar
espécies de agentes da CBM (99-101). Porém, estas técnicas estdo disponiveis apenas em

poucos servicos de salde e sdo utilizadas para fins de pesquisa, ndo de diagnostico.

y

Figura 7. Cultivo de Fonsecaea pedrosoi em agar Sabouraud a 30°C por 21 dias.
Fonte: Autoria propria.

Histologicamente, a resposta tecidual nas lesbes de cromoblastomicose ndo séo
especificas, sendo similares aquelas observadas na maior parte das micoses de implantacdo. A

resposta ao fungo é tipicamente mista, com inflamagdo granulomatosa, microabscessos e
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células gigantes. No estrato corneo e epitélio, as caracteristicas principais sao hiperqueratose e
hiperplasia pseudoepiteliomatosa. A derme apresenta um infiltrado difuso e diferentes graus
de fibrose, consistindo em células mononucleares, epitelioides, gigantes e polimorfonucleares.
As células muriformes sdo encontradas dentro das células gigantes e sdo facilmente

identificadas pela coloracdo de Hematoxilina-Eosina (HE) (Figura 8) (6,93).

Figura 8. Caracteristicas histologicas das lesdes de CBM em sec¢des coradas com HE. (A)
Reacédo tecidual com hiperqueratose e hiperplasia pseudoepiteliomatosa; (B) Granuloma e
células muriformes dentro de células gigantes.

Fonte: Adaptado de Queiroz-Telles et al. (1); Brito et al. (6).

2.1.7 Tratamento

Assim como na maior parte das doencas tropicais negligenciadas, ndo existem ensaios
clinicos randomizados para a escolha da melhor terapia para a cromoblastomicose. A selecéo
do tratamento é feita com base em ensaios clinicos abertos, relatos de caso e opinides de
especialistas (1). Existem diversas opgdes de terapias para a CBM, isoladas e combinadas,
gue incluem métodos fisicos e quimicos. Entretanto, a eficicia destes tratamentos é muito
variavel, dependendo de diversos fatores: o agente etioldgico, a severidade das lesdes, 0s
niveis de antifingico no plasma e nos tecidos, a resisténcia aos antifungicos e a adesdo do
paciente ao tratamento. Casos mais severos sdo extremamente dificeis de tratar devido a
natureza recalcitrante da CBM (12). O agente etioldgico é um fator importante no sucesso do

tratamento, pois na pratica clinica observa-se que lesbes causadas por C. carrionii e P.
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verrucosa respondem bem a doses mais baixas de antifingico, enquanto lesGes causadas por
F. pedrosoi tém resposta variavel e muitas vezes sdo mais dificeis de tratar (13).

Em relacdo a terapia farmacoldgica, o antifungico mais utilizado é o itraconazol (ITC)
(Figura 9). A dose diaria que apresenta bons resultados é de 200 a 400 mg e o tempo de
tratamento ideal é de oito a dez meses, porém varia bastante (14). O ITC é um antiflngico
triazolico que, assim como os outros azdis, inibe a enzima 14a-desmetilase, que é responsavel
pela conversdo do lanosterol em ergosterol. O ergosterol € um componente fundamental da
membrana celular fangica e, na falta deste, ela fica mais permeéavel, levando a lise da célula e
morte. O ITC é ativo contra a maior parte dos fungos patogénicos humanos e possui efeitos
adversos limitados (102,103). Apesar destas qualidades, a taxa de cura de pacientes com
CBM tratados com itraconazol varia de 15 a 80% e alguns casos sao refratarios a esse
antifangico (1,104). A terbinafina (TRB) € o outro antifingico mais utilizado no tratamento
da CBM. A TRB é uma alilamina que bloqueia a sintese do lanosterol e possui taxas de cura
semelhantes as do ITC. As doses diarias utilizadas vdo de 250 a 500 mg e o tempo de
tratamento pode variar de 6 a 12 meses. Algumas vezes, ITC e TRB sdo utilizados em

conjunto, principalmente em casos recidivos (13,105).

Cl

N itraconazol

Figura 9. Férmula estrutural do itraconazol.

Fonte: Autoria propria.

Em casos resistentes aos antifingicos mais utilizados, uma alternativa é o voriconazol
(VRZ) que, apesar de ndo ter resultados tdo bons in vitro, se mostra efetivo na pratica clinica
(106-108). Recentemente, novos azois como luliconazol, lanoconazol e efinaconazol foram
testados e apresentaram boa atividade in vitro, sendo candidatos promissores para 0

tratamento de infeccOes causadas por fungos melanizados, apresentando menos efeitos
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colaterais e substituindo o uso de antifungicos que apresentam resisténcia (26). Apesar de
existirem atualmente diversas op¢des de antifungicos para o tratamento da CBM, um dos
problemas recorrentes a todos eles é o custo muito elevado, considerando que essa doenca
atinge as populacdes mais pobres do mundo (13). Além disso, muitos medicamentos nédo
estdo disponiveis em diversos paises. Outro problema do uso de antifungicos é a toxicidade
que estes apresentam em tratamentos longos com altas doses (especialmente em pacientes
imunocomprometidos), além da possibilidade do desenvolvimento de resisténcia caso o
tratamento ndo seja seguido corretamente.

Frente a esses problemas existem alternativas de tratamento para a CBM, como 0s
métodos fisicos, que podem ser utilizados em conjunto com antifingicos. Estes métodos
incluem a cirurgia convencional, a crioterapia, a termoterapia, a terapia com laser e, mais
recentemente, a terapia fotodindmica (105). Entre estes, a cirurgia € o método mais
recomendado para a CBM, porém ela é geralmente limitada para les@es iniciais e demarcadas.
Podem ser utilizados antifingicos antes, para reduzir o tamanho das lesdes e possibilitar a
cirurgia, e depois, para reduzir o risco de recidivas. A cirurgia é recomendada para casos com
no maximo 3 meses de evolugdo, entretanto existem relatos na literatura de lesdes com 20
anos de evolucdo que foram reduzidas com uso de antifungicos e, posteriormente, removidas
cirurgicamente (105,109). A crioterapia e a termoterapia sdo tratamentos com efeitos
colaterais minimos e custo relativamente baixo, no entanto também sdo recomendadas para
lesGes pequenas e limitadas (6). A crioterapia utiliza nitrogénio liquido para estimular reacdes
inflamatdrias e necrose do tecido afetado e a termoterapia utiliza temperaturas entre 42°C e
46°C para inibir o crescimento do fungo (1,110,111). A terapia com laser é feita com um laser
de CO. com alta preciséo, dano tecidual reduzido e auséncia de efeitos colaterais sistémicos,
além de custo reduzido. Entretanto, sua desvantagem é a efetividade também apenas para
lesbes muito bem delimitadas (1). Por fim, a terapia fotodinamica utiliza compostos néo
toxicos sensiveis a luz, que quando expostos a uma determinada luz se transformam em
compostos toxicos para ceélulas malignas ou agentes infecciosos. Esse tipo de tipo de
tratamento € minimamente invasivo e é utilizado primariamente em casos de cancer de pele,
porém tem se mostrado efetivo para lesdes da CBM (105,112-114).

A cura da CBM ¢é definida pela resolucdo das lesbes, que sdo substituidas por
cicatrizes, e pelo fim da dor local e prurido. Deve haver auséncia de células muriformes no
exame micologico direto e auséncia de crescimento do fungo no exame através de cultivo. Na

histopatologia observa-se fibrose cicatricial com infiltrado crénico inflamatério, em
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substituicdo ao infiltrado granulomatoso e abcessos; além disso, ndo devem ser observadas
células muriformes nos cortes histoldgicos (6). Um periodo de acompanhamento de dois anos
sem recidivas também € necessario para definir a cura clinica. A disponibilidade de novos
antifangicos com espectro de acdo mais amplo melhorou o prognéstico dos pacientes com
CBM. Entretanto, falhas nos tratamentos e recidivas ainda sdo comuns. Diversos fatores
podem ser elencados, alguns dos quais foram discutidos anteriormente: diagnéstico errado ou
tardio, severidade das lesGes (diminui a biodisponibilidade dos farmacos), ndo adesdo aos
tratamentos, desenvolvimento de resisténcia aos antifungicos, dificuldade em erradicar as
células muriformes, falta de estudos clinicos comparativos e, principalmente, pouco interesse

e incentivo na pesquisa de novos e melhores alvos terapéuticos (1).

2.2 Ensaios de suscetibilidade aos antifungicos

2.2.1 Aspectos gerais

Os ensaios de suscetibilidade in vitro possuem como principal objetivo a escolha do
melhor farmaco para tratar uma doenca causada por determinado isolado fungico. Além disso,
através desses ensaios € possivel identificar cepas resistentes, contribuindo para aumentar o
conhecimento sobre este problema crescente na micologia médica (15). Para infeccGes
invasivas, que estdo associadas a alta mortalidade, as opcGes de tratamento sdo apenas oS
antifangicos azoélicos e poliénicos, as equinocandinas e a flucitosina, existindo, portanto,
poucas classes de antiflngicos disponiveis, 0 que pode ocasionar o surgimento de resisténcia.
Um dos maiores desafios é a emergente resisténcia a multiplas classes, problema recorrente
em algumas espécies do género Candida. Portanto, é essencial o uso adequado e direcionado
dos antifingicos para preservar a efetividade desses farmacos (16). Isso demonstra a
importancia crescente dos ensaios de suscetibilidade in vitro. A atividade antifingica é
medida nestes ensaios através da concentracdo inibitéria minima (CIM). A CIM ¢é a
concentra¢do minima do farmaco necessaria para inibir o crescimento do fungo (17).

O primeiro método padronizado para ensaios de suscetibilidade aos antifingicos in
vitro foi desenvolvido apenas em 1997 pelo National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS), atualmente Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). O
protocolo M27A recebeu o nome de “Reference Method for Broth Dilution Antifungal

Susceptibility Testing of Yeast; Approved Standard” e ¢ especifico para fungos
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leveduriformes como os do género Candida e Cryptococcus. Portanto, na época, estudos que
avaliavam fungos filamentosos utilizavam adaptacdes do método, o que gerava dados
conflituosos e que nao podiam ser comparados. Apenas em 2002 foi desenvolvido o primeiro
protocolo para fungos filamentosos: o M38A — “Reference Method for Broth Dilution
Antifungal Susceptibility Testing of Filamentous Fungi; Approved Standard”. Este protocolo
teve sua terceira edi¢do lancada em 2017 e essa € a versdo atualmente aceita para ensaios de
suscetibilidade aos antifangicos in vitro com fungos filamentosos (15,115).

Outro protocolo padrdo para ensaios de suscetibilidade ¢ o EUCAST (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing), que apresenta resultados comparaveis aos
do CLSI para todas as classes de antifingicos. Ambos os protocolos utilizam a técnica de
microdiluicdo em caldo (MDC) para determinacdo das CIMs (17). As CIMs sdo avaliadas
através de pontos de corte que determinam se o farmaco é ou néo eficaz contra determinado
isolado fungico. Os pontos de corte classificam os fungos em trés categorias: suscetiveis — 0
farmaco testado € indicado para o tratamento; intermediérios — o farmaco testado é indicado
para o tratamento dependendo de algumas condicdes; e resistentes — o farmaco testado ndo é
indicado para o tratamento. A determinacdo dos pontos de corte € um processo complexo que
envolve diversos fatores, combinando dados de ensaios in vitro, in vivo e dados clinicos
(15,116). Tanto o CLSI como o EUCAST possuem pontos de corte definidos apenas para
algumas espécies de fungos, principalmente do género Candida. N&o existem pontos de corte
especificos para nenhum fungo filamentoso no CLSI (no EUCAST hé para algumas espécies
do género Aspergillus), portanto, para estes sao usadas apenas aproximacdes. Em geral, uma
CIM menor ou igual que 1 pg/mL é usada como indicativo de suscetibilidade para a maior
parte dos antifungicos utilizados no tratamento de doencas causadas por fungos dematiaceos
(115).

Apesar de indicarem a suscetibilidade ou resisténcia de um isolado fungico, os
resultados desses testes devem ser interpretados com cautela, pois ndo ha uma associacdo
absoluta e direta entre a CIM determinada in vitro e a resposta clinica ao antifingico (17).
Entre os fatores que contribuem para isso, pode-se citar que a resposta do paciente ao
tratamento ndo depende apenas da atividade antiflngica intrinseca, mas também do perfil
farmacologico e das caracteristicas proprias de cada caso. Além disso, em ensaios de
suscetibilidade in vitro para agentes da CBM séo utilizados esporos e hifas, e ndo as células
muriformes, que sabidamente sdo mais resistentes e podem responder de maneira diferente

aos antifangicos (1). Entretanto, quando os ensaios sdo realizados de forma correta e
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reprodutivel e seus resultados sdo interpretados com cautela, eles podem fornecer dados
importantes sobre suscetibilidade e resisténcia que auxiliam no manejo da doenca e
prognostico do paciente (115). De fato, verifica-se que vem ocorrendo um esforco para que 0s
resultados dos ensaios de suscetibilidade in vitro possam ser relacionados com os desfechos
clinicos, tornando eles uma ferramenta Util para a prética clinica e os destacando como uma

das tarefas mais importantes realizadas em laboratérios de microbiologia clinica (17,117).

2.2.2 Métodos comerciais convencionais

Os dois métodos de referéncia para ensaios de suscetibilidade mencionados
anteriormente, padronizados pelo CLSI e EUCAST, néo sdo voltados para utilizagdo rotineira
em laboratdrios clinicos, possuem alta complexidade e demandam um longo tempo de
trabalho. Existem diversos testes comerciais, adaptados a partir dos métodos de referéncia,
disponiveis para utilizagdo na rotina laboratorial (18). Os testes comerciais podem ser
divididos em dois tipos: os que utilizam a técnica de microdiluicdo em caldo e os em agar. A
escolha do teste comercial adequado deve levar em consideracéo a correlacdo dos resultados
(CIMs) deste com os resultados dos métodos de referéncia. Além disso, o teste deve ser
realizado seguindo rigorosamente as orientacfes do fabricante para obtengdo de resultados
confiaveis (15).

Entre os métodos que utilizam a técnica de microdiluicdo em caldo, pode-se citar:
Sensititre® YeastOne® (Thermo Fisher Scientific, MA, USA), SensiQuattro Candida EU®
(bestbiondx, Germany) e Vitek® 2 Yeast Susceptibility System (BioMérieux, Marcy 1’Etoile,
France). Os dois primeiros sdo métodos colorimétricos nos quais a suscetibilidade dos
isolados é avaliada com base no crescimento ou inibicdo no meio de cultura contendo um
determinado antifungico. Através de alteracdo de cores é possivel verificar se o fungo cresceu
ou ndo. O Vitek® 2 é um sistema automatizado de identificacdo de leveduras e teste de
suscetibilidade a partir do crescimento fungico. Ele integra um software que interpreta e gera
os resultados de suscetibilidade ou resisténcia com base nas CIMs (15). Entre 0os métodos
comerciais que sdo baseados em &gar, o Etest® (AB Biodisk, Solna, Sweden) é o mais
utilizado. Neste método simples, uma tira de plastico impregnada com um gradiente de
concentracdo de determinado antifingico € aplicada na superficie do agar inoculado. A leitura

da CIM é realizada diretamente na escala da tira onde o halo de inibigdo a intercepta (15,18).
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As CIMs determinadas pelos métodos comerciais em geral apresentam alta correlacéo
com aquelas determinadas pelos métodos de referéncia (CLSI e EUCAST). No entanto, para
algumas classes de antifangicos, como as equinocandinas (caspofungina, micafungina e
anidulafungina), a correlacdo € mais baixa. Os trabalhos que avaliam a correlacdo das CIMs
dos métodos comerciais com os métodos de referéncia sdo em sua maior parte voltados
apenas para espécies dos géneros Candida e Aspergillus (118-123).

Apesar dos métodos comerciais serem amplamente utilizados na rotina de laboratorios
de Microbiologia, eles também apresentam algumas limitagdes. Para alguns antifingicos,
como a caspofungina, ocorre uma variabilidade interlaboratorial na determinagéo das CIMs, o
que nesses casos limita a utilizagdo dos testes para suscetibilidade in vitro. A possivel
subjetividade na leitura das CIMs também pode levar a resultados ndo confiaveis e ndo
reprodutiveis. E importante destacar também que os métodos comerciais sdo desenvolvidos
primariamente para leveduras. Alguns trabalhos ja compararam o Etest® com o protocolo do
CLSI para fungos filamentosos, no entanto a maior parte estudou apenas algumas espécies de
Aspergillus. E necessaria uma maior validacio para que o Etest® possa ser de fato
recomendado para ensaios de suscetibilidade de fungos filamentosos (124). Dessa forma, na
maior parte dos estudos com esses fungos, os ensaios sdo feitos seguindo os métodos de
referéncia como o0s protocolos M38 do CLSI (26-29). Por fim, ressalta-se que tanto 0s
métodos de referéncia como 0s testes comerciais apresentam um custo elevado, o que é um

fator importante a ser considerado na realidade brasileira.

2.2.3 Novos métodos ndo-convencionais

Frente as limitagdes dos métodos convencionais discutidas anteriormente, nos Gltimos
anos novas metodologias para ensaios de suscetibilidade in vitro vém sendo desenvolvidas.
Uma das que se destacam é a técnica MALDI-TOF: ionizag&o e dessorcao a laser assistida por
matriz (em inglés, matrix assisted laser desorption ionization - MALDI) com analisador de
tempo de voo (em inglés, time of flight - TOF). MALDI-TOF é uma técnica de espectrometria
de massa que separa as moléculas através das diferencas na razdo massa/carga. Espectros
caracteristicos de proteinas sdo obtidos a partir de células intactas, 0 que permite a
identificacdo de micro-organismos, uma das principais aplicacfes da técnica nos laboratérios
de Microbiologia (125).
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Recentemente, a técnica MALDI-TOF passou a ser proposta para testes de
suscetibilidade in vitro (118,126,127), uma vez que a exposi¢cdo a antifungicos induz
alteracdes na expressao de proteinas e consequentemente no espectro de massa (125). Dessa
forma, os isolados devem ser incubados previamente com os antifingicos a serem testados.
Nessa técnica, ao invés da CIM, é determinada a concentracdo minima de mudanca de perfil
ou MPCC (do inglés minimal profile change concentration). A MPCC é a concentracdo
minima do farmaco na qual € detectada uma alteracdo no perfil do espectro de massa. Ela
possui alta correlacdo com as CIMs determinadas através dos métodos de referéncia (19). As
principais vantagens da técnica em relagdo aos métodos convencionais é a maior rapidez para
obtencdo dos resultados e a eliminacdo de possiveis leituras subjetivas das CIMs, um
problema relativamente comum nos testes com fungos filamentosos (18). Como limitac6es
pode-se citar que esta técnica depende da existéncia de um banco de dados com mecanismos
de resisténcia conhecidos, além de que proteinas mutantes que apresentam peso molecular
semelhante a outras proteinas celulares podem ndo ser identificadas (23). H& também o alto
custo inicial para adquirir o equipamento (aproximadamente 200 mil euros) e o valor das
manutencdes anuais (aproximadamente 20 mil euros). Seu custo-beneficio deve ser sempre
avaliado antes da implementacdo da metodologia em laboratérios (128).

Outra metodologia tem sido utilizada nos Gltimos anos é a deteccdo de resisténcia a
antifungicos através de métodos moleculares. A identificacdo de micro-organismos com uso
destes métodos ja esta bem estabelecida e, a partir disso, comecaram a ser desenvolvidos
estudos com o objetivo de determinar isolados resistentes. Isso é feito através da deteccdo de
mutacdes importantes que provavelmente resultam em resisténcia a determinados farmacos.
Dessa forma, além do micro-organismo ser identificado, € possivel ao mesmo tempo verificar
seu perfil de mutacGes que podem levar a resisténcia clinica (129). No entanto, para isso, €
preciso que sejam conhecidas previamente essas mutacdes. Além disso, a resisténcia para
alguns antifingicos ndo é causada por apenas uma mutacdo, mas sim por uma complexidade
de fatores. Por exemplo, os métodos moleculares sdo muito efetivos para detectar a resisténcia
de espécies do género Candida a equinocandinas, enquanto para a resisténcia a antifingicos
azolicos eles ndo séo indicados (19). Assim, apesar de muito promissora, a deteccdo de micro-
organismos resistentes por meio de métodos moleculares ainda esta longe de ser integrada na
rotina de laboratdrios, devido a falta de padronizacéo e da necessidade de conhecer melhor as

mutacdes que se convertem em resisténcia clinica (18).
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2.2.4 Uso de FTIR para ensaios de suscetibilidade

Outro método nao-convencional que pode ser utilizado para testes de suscetibilidade é
a espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). A técnica de FTIR
estd fundamentada na interacdo das ligacbes quimicas presentes nos compostos de uma
amostra com a radiacdo infravermelha, gerando espectros que contém a “impressao digital” da
amostra. Dessa forma, as estruturas quimicas presentes podem ser estudadas qualitativamente
e quantitativamente e esta metodologia pode ser aplicada para qualquer tipo de composto
(20). A técnica de FTIR tem aplicacbes muito amplas e é utilizada em diversas areas, como
ciéncia dos materiais, pesquisa forense, bioquimica, ciéncias biomédicas, geoquimica,
medicina, entre outras (24). Na medicina, suas aplicacfes vao desde o diagnéstico de diversas
doencas (cancer, doencas neuroldgicas, diabetes, aterosclerose, doencas infecciosas, entre
outras) até a substituicdo de exames cujas metodologias padrdo sdo mais complexas (20).

As principais vantagens de FTIR sdo: uso de uma quantidade muito pequena de
amostra, sua preservacao durante a analise e a necessidade minima de preparacdo; pouca ou
nenhuma geracdo de residuos; rapidez da andlise; precisdo e reprodutibilidade; e
armazenamento e manipulacdo dos dados de maneira diretamente computadorizada. Sua
principal limitacdo é a baixa resolugdo espacial no ponto de foco, necessitando assim de uma
amostra de tamanho minimamente na ordem de milimetros (21). Para permitir a analise de
amostras ainda menores existe a microespectroscopia no infravermelho, uma variante da
técnica de FTIR. Nessa metodologia, o espectrometro € acoplado a um microscopio Optico
especifico para esse tipo de andlise, 0 que permite a obtencdo de espectros com alta qualidade
a partir de uma amostra muito menor que na técnica de FTIR convencional. Isso é
especialmente interessante na area microbioldgica, pois permite a obtencao de resultados com
um tempo de cultivo muito menor (130).

Especificamente na &rea microbiol6gica, a técnica de FTIR aliada a analises
estatisticas multivariadas é utilizada de maneira muito eficiente e estabelecida na identificacdo
de micro-organismos (130). As biomoléculas presentes nas células geram espectros
caracteristicos, que dao informagdes estruturais e funcionais detalhadas sobre a composigéo
celular microbiana, possibilitando a sua diferenciacdo e identificacdo (24). Dessa forma, a
técnica de FTIR permite monitorar alteragdes bioquimicas e moleculares muito sutis nas
células da amostra microbiana analisada, oportunizando o estudo de seu metabolismo (25).

Considerando gue a suscetibilidade de um microrganismo a um farmaco é manifestada nestas
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alteracbes sutis, a técnica de FTIR pode ser proposta como uma metodologia para
determinacdo da suscetibilidade ou resisténcia de micro-organismos a agentes
antimicrobianos.

Existem poucos estudos na literatura que avaliaram a utilizacdo de FTIR com esse
enfoque. Em 1997, foi realizado o primeiro estudo que mostrou ser possivel discriminar
micro-organismos sensiveis e resistentes a determinado farmaco através de FTIR com
reflexdo total atenuada (ATR-FTIR) e tratamentos estatisticos dos espectros. Neste trabalho,
foi estudada a resisténcia de quatro isolados de Pseudomonas aeruginosa ao antibidtico
imipenem e foi possivel distinguir os isolados sensiveis e resistentes a partir da analise dos
espectros. Eles concluiram o estudo afirmando que “a técnica de FTIR examina a composi¢do
total de um determinado organismo em um Gnico experimento e pode rapidamente orientar
investigagdes no campo do diagndstico de resisténcia bacteriana” (131). Apesar de terem
obtido bons resultados, o nimero de isolados testados no estudo foi extremamente baixo
(apenas quatro), ndo sendo possivel validar a metodologia utilizada.

Apenas em 2013 Lechowicz e colaboradores avaliaram a possibilidade de usar ATR-
FTIR para detectar a suscetibilidade de 109 isolados uropatogénicos de Escherichia coli a
cefalotina. Como h& diversos mecanismos envolvidos na resisténcia bacteriana e essas
caracteristicas ficam dispersas por todo o espectro, os autores afirmaram que o uso de
métodos matematicos como a Andlise de Componentes Principais (PCA), que foi a analise
utilizada no estudo citado anteriormente, pode gerar resultados incorretos pela falta da
validacdo necessaria. Dessa forma, foi proposta a utilizacdo de redes neurais artificiais, um
método matematico avancado que foi utilizado para classificar os isolados em dois grupos:
sensiveis ou resistentes a cefalotina. Para os isolados sensiveis 0 nimero de classificacGes
corretas foi 92,23% e para os resistentes foi de 91,9%, o que os autores consideraram um bom
resultado (22).

Em 2014, Pomerantz e colaboradores utilizaram FTIR para classificar o fungo
fitopatogénico Phytophthora infestans como sensivel ou resistente ao fungicida mefenoxam.
Neste trabalho foram estudados cinco isolados do fungo, para os quais foram medidos 504
espectros no total. Foi possivel classificar os fungos com 88% de sensibilidade e 95% de
especificidade utilizando PCA seguido de analise discriminante linear (LDA) com validagédo
cruzada leave-one-out (132). Porém, para obter esses resultados, foram utilizados os espectros
médios das amostras: 20 espectros médios de 3 isolados resistentes e 17 espectros médios de

2 isolados sensiveis, com 37 espectros médios no total. Apesar do frequente uso de FTIR em
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pesquisas de fungos fitopatogénicos, esse foi o primeiro trabalho a usar a técnica para
classifica-los de acordo com sua resisténcia aos fungicidas utilizados rotineiramente.

O mesmo grupo publicou trés estudos recentes (um no ano de 2019 e dois no ano de
2017) que tiveram como objetivo a deteccdo de isolados de Escherichia coli resistentes a
antibidticos utilizando a microespectroscopia no infravermelho combinada com algoritmos de
anélise multivariada (23-25). O estudo mais abrangente foi o publicado no ano de 2019, no
qual foram analisados 791 isolados clinicos de E. coli. Estes isolados foram identificados e
tiveram seus perfis de suscetibilidade definidos com uso de MALDI-TOF. Apos, a partir da
primeira cultura, foram analisados com microespectroscopia no infravermelho. Os autores
utilizaram métodos computacionais avancados como as maquinas de vetores de suporte
(support vector machines — SVM) para fazer o pré-tratamento dos espectros e classifica-los
em sensiveis ou resistentes para determinado antibiotico, baseado nas suscetibilidades dos
isolados. Foi possivel determinar o antibidtico ideal para cada isolado com sensibilidade
superior a 89%. A classificacdo foi desenvolvida através de pequenas diferencas presentes nos
espectros devido as mutacGes que levam determinados isolados a desenvolver resisténcia.
Como essas alteracbes sdo muito sutis, € necessario 0 uso de analises estatisticas
multivariadas para classificar corretamente os espectros. Os autores concluiram que a
microespectroscopia no infravermelho combinada com algoritmos de reconhecimento de
padrGes € uma ferramenta poderosa para determinar a suscetibilidade de isolados de E. coli
para os antibidticos mais utilizados na pratica clinica. Em aproximadamente 30 minutos (ap6s
a primeira cultura) é possivel definir qual é o antibidtico de melhor escolha (23).

Apesar de ser uma metodologia promissora, ha uma escassez na literatura de trabalhos
que utilizaram FTIR como técnica em estudos de suscetibilidade a antimicrobianos. Os
estudos realizados foram apenas com antibacterianos, ndo sendo encontrado nenhum que
tenha avaliado algum antifngico e/ou fungo filamentoso. Utilizar essa metodologia para esse
tipo de fungo € muito promissor, uma vez que ela apresenta inimeras vantagens em relacdo
ao protocolo padrdo do CLSI, principalmente no que se refere aos custos, mdo de obra e

geragdo de residuos.

2.2.5 Ensaios de suscetibilidade com agentes da CBM

N&o existem ensaios clinicos randomizados para o tratamento da CBM e a eficacia dos

antifangicos € verificada principalmente através dos ensaios de suscetibilidade in vitro. Para
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fungos filamentosos, a Unica metodologia de fato padronizada é através das versdes do
protocolo M38 do CLSI (M38-P, M38-A e M38-A2). Porém, para agentes da CBM, estes
protocolos de referéncia ainda ndo estdo padronizados. Além disso, como foi mencionado
anteriormente, eles ndo sdo voltados para a utilizacdo rotineira porque possuem alta
complexidade, exigindo infraestrutura laboratorial adequada e recursos humanos qualificados,
além de demandarem um longo tempo de trabalho (18). No caso especifico dos agentes da
CBM, a obtencéo dos resultados leva no minimo 12 dias (27), porém pode chegar até 20 dias
dependendo do crescimento do fungo. Ademais, 0s insumos para esse tipo de protocolo
possuem custo elevado, tanto em relagdo ao meio de cultivo (RPMI 1640-MOPS, com valor
aproximado de R$ 300,00 o litro) como em relacdo aos antifingicos (como exemplo, o
itraconazol - Sigma-Aldrich, Missouri, USA - tem o valor aproximado de R$ 1.800,00 para
100 mg). Isso indica a necessidade de realizar estudos com outras metodologias para teste de
suscetibilidade de fungos dematiaceos; ndo apenas para aplicacdo clinica, mas também em
pesquisas para geracao de dados epidemioldgicos sobre resisténcia aos antifingicos.

Nos estudos realizados, ITC e TRB apresentam bons resultados, possuindo
concentracdo inibitéria minima menor que 1 pg/mL para praticamente todas as espécies
causadoras da CBM, o que indica suscetibilidade dos fungos para esses farmacos (115).
Entretanto, existem isolados resistentes, principalmente de F. pedrosoi, que exigem uma
maior atencdo na escolha do tratamento. Outros antifingicos para 0s quais a maior parte dos
agentes da CBM apresenta sensibilidade ou sensibilidade intermediaria sdo o posaconazol
(PSZ), o isavuconazol (ISZ), o ravuconazol (RVZ) e o cetoconazol (KET) (2). A 5-
fluorocitosina (5-FC), o fluconazol (FLU) e as equinocandinas (caspofungina, micafungina e
anidulafungina), em geral, ndo sdo efetivos contra os agentes da CBM, quando utilizados
isoladamente. Entretanto, combina¢cdes como TRB + VRZ e ITC + caspofungina mostram
100% de sinergismo contra algumas espécies causadores da CBM (108). Outra combinacéo
que mostra bons resultados é a de TRB e anfotericina B (AMB), apresentando efeitos
sinérgicos contra a maior parte dos agentes da CBM (133).

2.3 Fonsecaea pedrosoi

2.3.1 Aspectos gerais
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A espécie F. pedrosoi é o principal agente etioldgico da cromoblastomicose em
regides tropicais incluindo o Brasil (64). Na natureza, é encontrada no solo, plantas e madeira
em decomposicdo, assim como outros fungos dematiaceos. Em meio de cultivo, possui
crescimento lento e apresenta coldnias de textura aveludada e coloragédo verde-oliva a marrom
(Figura 7 e Figura 10A). Produz hifas septadas e conidioforos eretos muito ramificados no
apice (Figura 10B). Os conidios sdo agrupados em denticulos e possuem forma de barril
(Figura 11) (134).

2.3.2 Diferenciacgao celular

F. pedrosoi ¢ um fungo dimorfico que, em sua forma de vida saprofitica, apresenta
micélio (forma filamentosa) e conidios (estruturas reprodutivas). Na forma parasitica, F.
pedrosoi se diferencia em células muriformes, estruturas de resisténcia com paredes espessas
pela deposicdo de melanina-DHN (Figura 11). Todas as formas do fungo podem originar as

outras, exceto a transformacéo de células muriformes em conidios (134,135).

Figura 10. (A) Cultivo de F. pedrosoi em gar batata dextrose (BDA) a 30°C durante 14 dias.
(B) Microcultivo de F. pedrosoi com corante lactofenol azul de algoddo (aumento

aproximado de 400x).

Fonte: Autoria propria.
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Figura 11. Imagens de microscopia eletronica de varredura das diferentes morfologias de F.
pedrosoi. As setas indicam as possiveis formas de diferenciacdo. Barras de escala
equivalentes a 1 um.

Fonte: Adaptado de Santos et al. (134).

2.4 Melanina

2.4.1 Caracteristicas e tipos

As melaninas sdo um grupo de pigmentos escuros encontrados nos seres vivos de
todos os reinos bioldgicos. Elas ndo sdo essenciais para o crescimento e desenvolvimento,
porém desempenham papeis importantes na sobrevivéncia e defesa (136). As melaninas
compdem grupos diversos na sua origem metabdlica, mas possuem propriedades semelhantes:
sdo moléculas com alto peso molecular, muito estaveis, amorfas, carregadas negativamente,
resistentes a degradagdo com &cidos, suscetiveis a degradacdo com bases fortes, hidrofobicas
e insoliveis em &gua e solventes organicos (137). S8 macromoléculas formadas pela
polimerizacdo oxidativa de compostos fenolicos ou inddlicos (30).

Os principais tipos de melaninas encontradas nos diferentes reinos bioldgicos sdo as

eumelaninas, as feomelaninas, as piomelaninas, as alomelaninas e a neuromelanina. As
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eumelaninas séo derivadas da levodopa (3,4-di-hidroxi-L-fenilalanina) (L-DOPA) e possuem
coloracdo negra; as feomelaninas incorporam cisteina com a L-DOPA e, portanto, possuem
cor amarelada ou avermelhada; as piomelaninas sdo formadas por compostos do acido
homogentisico a partir de tirosinase e possuem coloracdo café; as alomelaninas sdo as
melaninas de di-hidroxinaftaleno (DHN), derivadas de acetatos na via dos pentacetideos e s&o
castanhas a negras; e a neuromelanina é produzida a partir de catecolaminas e encontrada na
substancia nigra e locus ceruleus de humanos, primatas e carnivoros (137,138) (Figura 12).
Em fungos, diversos tipos de melaninas ja foram identificados. Os dois tipos mais
importantes, que estdo relacionados com patogenicidade, sd&o a melanina-DHN (nome
derivado do intermediario da via 1,8-di-hidroxinaftaleno) e a melanina-DOPA (nome
derivado do precursor L-3,4-di-hidroxifenilalanina) (30). Fungos patogénicos humanos que
produzem precursores de melanina pela via da melanina-DHN incluem Aspergillus nidulans,
A. niger, Alternaria alternata e todos os agentes da cromoblastomicose (139). Ja a melanina
derivada de L-DOPA ¢é encontrada em apenas poucos fungos e sintetizada em uma via

semelhante a da melanina nos mamiferos (140).

2.4.1 Melanina-DHN e inibidores

A melanina fangica mais bem caracterizada é a melanina-DHN, produzida por todos
os agentes da CBM. E sintetizada em uma via conhecida como via dos pentacetideos, que
inclui pares alternados de reac6es de reducéo e desidratacdo. Esta via inicia com o 1,3,6,8-tri-
hidroxinaftaleno (THN), formado a partir de moléculas de acetato. O nome “pentacetideos”
vem do fato que a estrutura do anel de naftaleno, que é base da via da melanina-DHN, se
forma pela unido e ciclizacdo de cinco subunidades de cetideos originadas de cinco moléculas
de acetato. O 1,3,6,8-THN é reduzido a citalona, uma etapa de desidratacdo forma o 1,3,8-
THN, que é reduzido a vermelona e que, por fim, é desidratada em DHN, originando a
melanina-DHN em uma etapa final de polimerizacdo (136,141,142) (Figura 13). Esta via de
biossintese foi observada através de trabalhos que caracterizaram seus intermediarios, que
podem ser estudados quando acumulam pelo blogueio de uma das etapas da via, o que ocorre
por mutagdes ou pelo uso de inibidores. Estudos genéticos mostraram que a via da melanina-

DHN é funcionalmente comparavel em diferentes espécies de fungos (143).

45



Glicose —» G-6-P €«—» Gluconato-5-P

l v

Dihidrox:) “«— Fru6p — oA Viadas
acetona-| ‘ pentoses-
fosfato
Gliceraideido-3-P ¢———
¢ Eritrose-4-P
. g Chiquimato
‘P|ruvato —> acetil CoA » [ Ciclo i
Acidograxo €— TCA
l 5-dehidroxichiquimato
Pentacetideo l ¢
* Chiquimato
CO:
Flaviolina <€— 1,3,6,8=4HN — (italona ‘
‘ Corismato
1,3,8=HN ¢
¢ Fenilalanina
Tirosina
Vermelona Trlphofatlo L-DOPA » O.Ascorbato >
¢ Naftoquinona ‘
P-aminobenzoato
DHN Lacase Neradrenalina—»
¢ Tirosinase
: —_—> Adrenalina —»
E Melanina-DHN ADOF?A Dopaquincna :
Tirosina N N
Tirosinose
- Cisteina + Cisteina
Leudopacromo 5-5-Cisteinildopa
I (5-5-CD)
Dopacromo
¢ ‘ Intermediarios
5-6-Dihidroxiindol 5-6-Dihidroxiindol-2-3cido benzotiazina
(DH1) carboxilico (DHICA) '

Tirosinasel l DHICAoxidase

Eumelanina
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Fonte: Adaptado de Urén et al. (137).

Especificamente para F. pedrosoi, ja foi caracterizada a melanina e seus
melanossomos (144-146). Em 1991, Alviano e colaboradores evidenciaram que a melanina
possivelmente é depositada em organelas intracelulares que aparecem como corpos
eletrodensos quando observados por microscopia eletrdnica de transmissdo. Estes corpos
desapareceram apds extracdo alcalina com 0.5 M de NaOH, sugerindo que continham
melanina. Em relagdo a composicdo quimica, as unidades glicosidicas detectadas foram
ramnose, manose, glicose e galactose; os aminoacidos predominantes foram &cido aspartico,

acido glutdmico, leucina, glicina e alanina; e a por¢éo lipidica estava composta por acidos
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graxos saturados e insaturados, com cadeias de nimeros pares de d&tomos de carbono (144).
Posteriormente, em 1999, o0 mesmo grupo de pesquisa evidenciou que as etapas de formacéo
dos melanossomos em F. pedrosoi sdo muito semelhantes as observadas em células de
mamiferos. Também foram descritas todas as etapas, desde a formacdo até a fusdo dos

melanossomos com a membrana plasmaética e deposi¢do da melanina na parede celular (145).

Acetato Melanina
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Figura 13. Via de biossintese da melanina-DHN (caixa em destaque) e metabdlitos
pentacetideos associados (parte inferior). A linha superior evidencia a acdo do triciclazol,
inibindo a redugéo de 1,3,6,8-THN em citalona e de 1,3,8-THN em vermelona (seu efeito
inibitorio é maior nesta segunda reducéo).

Fonte: Adaptado de Kogej et al. (142).

Em 2008, Franzen e colaboradores mostraram a presenca de fosforo, ferro e calcio no
interior dessas organelas em F. pedrosoi. Estes mesmos elementos foram encontrados na

membrana celular, corroborando a hipotese de que os melanossomos se fundem com a
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membrana plasmatica, liberando seu contetdo na parede celular. O ferro é um importante
constituinte da melanina fangica e o responsavel pela protecdo que esta fornece contra o
estresse oxidativo. Ja o célcio, que também é acumulado em melanossomos de células
animais, esta relacionado com a diferenciacdo de hifas e conidios em células muriformes, a
forma parasitica de F. pedrosoi. Esta influéncia ocorreria quando essa substancia é liberada
em conjunto com a melanina na parede celular (146). A importancia do calcio nessa
transformacdo ja foi verificada em estudos que produziram células muriformes in vitro
(147,148).

Um inibidor da biossintese de melanina-DHN é o 5-metil-1,2,4-triazol[3,4]
benzotiazol (triciclazol). O triciclazol € um fungicida que foi desenvolvido ha cerca de 40
anos para combater a brusone no arroz, uma doenca distribuida mundialmente e muito
destrutiva, responsavel por perdas de 10 a 30% dos cultivos em diferentes paises (149,150).
Essa doenca é causada pela espécie Magnaporthe oryzae e a infeccdo comeca pelo contato e
germinacdo dos conidios do fungo nas folhas do arroz. Apds, é formado um apressorio
espessado pela deposicdo de melanina-DHN, que penetra a planta e produz hifas em seu
interior, gerando lesdes que levam a perda das lavouras de arroz (150). O triciclazol atua em
duas etapas de reducdo na via de biossintese da melanina-DHN, especificamente a de reducéo
de 1,3,6,8-THN em citalona e de 1,3,8-THN em vermelona (Figura 13). Isso leva ao acimulo
de citalona, flaviolina, 2-hidroxijuglona e 3,3’-biflaviolina (151,152). Ao inibir a producédo de
melanina-DHN, o apressorio perde seu poder de penetracdo devido a falta desse composto,
evitando a infeccdo da planta (153).

Alem do controle da brusone do arroz, o triciclazol também é utilizado em outras
doencas causadas por fungos fitopatégenos produtores de melanina-DHN, como a mancha-
marrom na cevada (causada pelo fungo Bipolaris sorokiniana) e a podriddo-mole no péssego
(causada pelo fungo Aspergillus aculeatus) (154,155). Alguns estudos também observaram
que o triciclazol age em outras vias biossintéticas além da melanina-DHN, inibindo a
producdo de aflatoxinas em Aspergillus flavus e de altersolanol A em Alternaria solani, dois
fungos que afetam o cultivo e a produgéo de algumas plantas e seus derivados (156,157).
Apesar de atuar na via de biossintese da melanina-DHN e de outros compostos, o triciclazol
ndo inibe o crescimento dos fungos, afetando primariamente a sua patogenicidade (158).
Dessa forma, ele € utilizado em estudos in vitro para fins de inibicdo da melanina-DHN.

Em trabalhos com F. pedrosoi, o triciclazol é utilizado na concentragdo entre 16

pg/mL a 32 pg/mL (32-34). A presenga de triciclazol no meio de cultivo muda a coloragdo
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das col6nias de verde-escuro, cinza ou preto (pela presenca de melanina) para marrom-
avermelhado, assim como o meio também passa a apresentar essa cor (pela acumulacdo dos
metabolitos intermediarios da via de biossintese da melanina-DHN) (142) (Figura 14). Estes
estudos sdo realizados principalmente para avaliar as funcdes que a melanina-DHN exerce

nos agentes da cromoblastomicose e outros fungos.

2.4.1 Funcdes das melaninas

As melaninas sdo fundamentais para a sobrevivéncia de micro-organismos em
ambientes hostis, protegendo contra temperaturas extremas, agentes oxidantes, radiacdo UV,
radiacdo ionizante, estresse osmdtico e degradacdo enzimatica (159-162). Além disso, a
melanina € um mecanismo de protecdo contra a predacdo de outros micro-organismos
existentes no solo, como amebas, por exemplo (163). Em um estudo com isolados albinos de
Fonsecaea monophora, verificou-se que estes se tornaram mais sensiveis a condigdes
extremas de pH, radiacdo UV e estresse oxidativo (164). No ano 2000, foi realizado um
trabalno em que foram avaliados os fungos presentes nas estruturas do reator nuclear
destruido no acidente de Chernobyl, no qual observou-se uma dominancia de espécies
produtoras de melanina nas areas altamente contaminadas (165). De fato, dentre todos os
micro-organismos que vivem em areas extremas, uma maior proporcao destes é produtor de
algum tipo de melanina (136).

Na area médica, as funcdes de maior interesse da melanina sdo a sua viruléncia e a
capacidade que ela d& aos micro-organismos de evadirem o sistema imune. A melanina é um
importante fator de viruléncia em fungos devido a sua protecdo contra oxidacdo e
radioatividade e suas propriedades termoestaveis, paramagnéticas e capacidade de se ligar a
metais (34). Ela é uma molécula imunologicamente ativa e pode modular a resposta imune do
hospedeiro, bloqueando alguns dos mecanismos utilizados para superar a infecgdo (137). A
melanina atua estabilizando radicais livres, aprisionando elétrons ndo pareados (139). Em um
estudo de Heidrich e colaboradores, foram analisados 77 isolados de agentes da CBM,
distribuidos em cinco géneros diferentes. Nesse trabalho, foi verificado que a melanina
conferiu prote¢do contra o estresse oxidativo em todos os isolados. Em geral, o grau de
protecdo foi proporcional a quantidade de melanina que cada espécie produz, no entanto é

possivel que existam outros fatores protetivos além desse composto (166).
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Figura 14. (A e B) Cultivo de F. pedrosoi em agar Sabouraud a 30°C por 21 dias, sem (A) e
com (B) 16 pg/mL de triciclazol; (C e D) Cultivo de F. pedrosoi em agar batata dextrosado a
30°C por 14 dias — tubos da esquerda em cada foto suplementados com 16 pg/mL de
triciclazol e tubos da direita em cada foto sem triciclazol.

Fonte: Autoria propria.

A melanina de F. pedrosoi reduz o ferro férrico para ferroso, formando um complexo
ferro-melanina que funciona como um tampéao redox para capturar radicais oxidativos. Dessa
forma, protege o fungo contra a acdo dos macrofagos ativados. A melanina depositada na
parede celular do fungo também mascara os antigenos ali presentes, produzindo um efeito
evasivo do sistema imunoldgico do hospedeiro (34). Além disso, a melanina inibe a producéo
de éxido nitrico (NO), reduzindo in vitro a expressdo do gene da 6xido nitrico sintase (167).
Durante a infeccdo por F. pedrosoi, em testes in vivo e in vitro, ocorreu uma inibi¢do da
producdo de NO pelos macrofagos (168). De fato, a inibicdo da producdo de melanina com
uso de triciclazol aumenta a susceptibilidade de F. pedrosoi a acdo dos macrofagos (32). A

mesma acdo da melanina é encontrada em outras espécies de fungos patogénicos, como
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Aspergillus fumigatus e Paracoccidioides brasiliensis (169,170). Além destas fungdes, as
melaninas tém relacdo com farmacos e especificamente antifingicos, podendo modificar a

acao destes se ligando a eles, oferecendo efeito protetor contra seu uso.

2.4.2 Relacao das melaninas com antifungicos

As melaninas sdo polimeros complexos que possuem muitos grupos carboxilicos (-
COOH) em sua estrutura, o0 que permite ligacGes estaveis com diferentes compostos (171).
Elas podem se ligar a muitos tipos de farmacos e quimicos como aminas organicas, metais e
hidrocarbonetos policiclicos, incluindo herbicidas, corantes, alcaloides, metais, entre outros.
O numero de farmacos que possuem afinidade com melanina ¢ muito grande, incluindo
farmacos psicotropicos como fenotiazinas e outros antidepressivos neurolépticos e triciclicos,
farmacos para artrite reumatoide e maléria (cloroquina), anestésicos locais e antibidticos
aminoglicosideos (172).

Em relacdo aos antiflngicos, a melanina é considerada um “fator de resisténcia
antifungica”, devido a sua capacidade de reduzir a suscetibilidade de células melanizadas a
esses farmacos (31). van Duin e colaboradores relataram a ligagdo de DOPA-melanina com
anfotericina B e caspofungina (173). Neste estudo, os antifungicos foram incubados com
melanina extraida de Cryptococcus neoformans ou melanina sintética e, ao serem testados
contra C. neoformans e Histoplasma capsulatum, apresentaram CIMs significativamente
maiores em comparagao com 0s ensaios nos quais os antifingicos ndo foram incubados com a
melanina. O mesmo néo foi observado para fluconazol, itraconazol e 5FC, cujas CIMs nédo
apresentaram alteracdo ao serem pré-incubados. Foi demonstrada a possivel ligacdo de
anfotericina B e caspofungina com a DOPA-melanina, o que foi comprovado pela analise das
melaninas apds a incubacdo. Elas apresentaram mudancas significativas na sua area de
superficie e distribuicdo de epitopos, cargas e razdo C:N, mostrando que houve uma ligacéo.
Para os outros farmacos testados (fluconazol, itraconazol e 5FC) ndo houve evidéncia de
ligacdo com a melanina. Dessa forma, a melanina depositada na parede celular aparentemente
“captura” determinados antifungicos, impedindo-os de chegar em seus sitios alvo e,
consequentemente, diminuindo sua atividade. Outros trabalhos também tiveram resultados
semelhantes, nos quais células melanizadas de C. neoformans foram mais resistentes a

anfotericina B em relagéo a células ndo melanizadas (174,175).
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Em estudos com outros fungos produtores de melanina, como Paracoccidioides
brasiliensis, Penicillium marneffei, Sporothrix brasiliensis e S. schenckii também foi
verificado que a deposicdo desse composto na parede celular confere protecdo a diversos
antifngicos (170,176-178). Entretanto, o mecanismo pelo qual ocorre essa protecdo ndo €
totalmente compreendido, uma vez que nem todos os antifingicos parecem se ligar a
melanina e para muitos deles esse mecanismo ainda ndo foi estudado. Em relagdo ao
itraconazol, os dados presentes na literatura sdo contraditérios. Em dois trabalhos, foi
verificado que ele ndo possui nenhum tipo de ligacdo com a DOPA-melanina (35,173).
Entretanto, no trabalho de Baltazar e colaboradores, que estudaram os efeitos da melanina em
P. brasiliensis, foi encontrada uma pequena modificacdo no espectro do itraconazol incubado
com a DOPA-melanina, mostrando a possibilidade de que ha uma alteracdo no farmaco
guando exposto a essa substancia. No entanto, como € uma modificacdo pequena, 0s autores
sugeriram que, em relacdo a DOPA-melanina, o principal mecanismo de reducdo da atividade
do itraconazol se d& pelo bloqueio fisico da sua entrada nas células fungicas (171).

No entanto, para a melanina-DHN, que é o tipo de melanina produzida pelos agentes
da cromoblastomicose, van de Sande e colaboradores verificaram sua ligagdo com o
itraconazol e com o cetoconazol, mas ndo com os outros azadis fluconazol e voriconazol. Isso é
explicado pela estrutura molecular destes antifingicos, sendo que itraconazol e cetoconazol
possuem estruturas semelhantes e diferem consideravelmente do fluconazol e do voriconazol.
A interacdo da melanina-DHN com ITC e KET é provavelmente mediada pelo anel
diclorobenzeno, pela longa cadeia lateral poliaroméatica ou por uma combinacdo de ambos
(Figura 15). A ligacdo desses antifingicos com a melanina reduz sua atividade in vitro,
diminuindo sua disponibilidade para se ligar nos sitios de a¢do no fungo. Entretanto, estes
resultados ndo podem ser transpostos para a atividade in vivo, sendo necessarios mais estudos
para compreender a acdo protetiva da melanina-DHN em condices fisiologicas (35).

Em relacdo as CIMs, van de Sande e colaboradores verificaram que, na presenca de
melanina, a CIM do itraconazol aumentou 16 vezes em relacdo ao teste sem adicdo de
melanina e para o fluconazol esse valor foi 32 vezes maior (35). Resultado semelhante foi
encontrado em outro trabalho em que foi estudado o efeito de diferentes antifungicos em
isolados melanizados e ndo melanizados de Wangiella dermatidis, que também sintetiza
melanina-DHN. Neste estudo, dentre os farmacos testados, apenas com o itraconazol ocorreu
uma reducdo da CIM nos isolados de W. dermatidis ndo melanizados (179). Entretanto, em

outro estudo com Fonsecaea monophora, com dois isolados melanizados e dois isolados
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albinos, ndo foi encontrada diferenga estatisticamente significativa nas CIMs frente a oito
antifungicos diferentes, incluindo o itraconazol (164). Isso pode ser devido ao pequeno
numero de isolados estudados ou as diferencas nas metodologias utilizadas nos trabalhos.
Portanto, reforca-se a necessidade de mais estudos que verifiguem de fato qual a relacdo da
melanina com os antifungicos, por quais mecanismos ela afeta a atividade desses farmacos e

quais séo 0s seus reais efeitos protetivos in vivo.
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Figura 15. Estrutura molecular de antifungicos azoOis mostrando a similaridade entre
cetoconazol e itraconazol, diferindo de voriconazol e fluconazol (que também sdo
semelhantes).

Fonte: Adaptado de van de Sande et al. (35).
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3 MARCO CONCEITUAL
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Figura 16 — Marco conceitual da pesquisa realizada.

Fonte: Autoria propria.

A figura acima mostra o marco conceitual da pesquisa realizada, organizado como um
mapa conceitual que evidencia os elementos principais da pesquisa e como estes se
relacionam entre si. Abaixo serdo descritos brevemente cada conceito e suas relagoes.

A cromoblastomicose (CBM) € uma micose subcutdnea cujo principal agente
etiologico em regides tropicais (incluindo o Brasil) € a espécie Fonsecaea pedrosoi. Este
fungo dematidceo produz melanina-DHN, que € o seu principal fator de viruléncia. A
producdo de melanina-DHN pode ser inibida in vitro com uso de triciclazol, que é um
agroquimico utilizado para doencas em plantas causadas por fungos dematiaceos. A inibicéo
da producdo de melanina-DHN ocasiona adaptacdes metabolicas, alem de sua presenca ou
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auséncia alterar a resposta do fungo aos antifungicos, uma vez que ela atua como fator
protetor. Esses mecanismos podem ser estudados para compreender melhor a biologia dos
fungos que causam a CBM e desenvolver recursos que 0s tornem mais suscetiveis. Uma
metodologia eficiente para esse estudo € a espectroscopia no infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR).

Outro fator importante em relacdo a cromoblastomicose € o seu tratamento, que muitas
vezes & pouco efetivo devido a natureza recalcitrante da doenca. Um dos principais
antifngicos utilizados € o itraconazol, cuja eficécia varia bastante, pois alguns isolados de
fungos que causam a CBM apresentam resisténcia (problema comum em relagdo a espécie F.
pedrosoi). Nesse sentido, é importante a realizacdo de ensaios de suscetibilidade aos
antifangicos in vitro, a fim de determinar as concentracdes inibitorias minimas (CIMs), para
identificar isolados resistentes e auxiliar na escolha do melhor tratamento. As CIMs podem
ser determinadas através de metodologias convencionais, porém estes métodos apresentam
limitagbes por serem muito laboriosos, terem custo elevado e levarem um tempo
relativamente longo para obtencdo dos resultados. Nesse sentido surgem novas metodologias,
entre as quais se destaca a FTIR associada com analises quimiométricas, que permitem a
criagdo de modelos de predigdo de CIMs robustos, pouco laboriosos, de baixo custo e com
rapidez de resultados.
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4 JUSTIFICATIVA

A espectroscopia no infravermelho representa uma metodologia simples e de baixo
custo, sendo muito adequada para estudos na area médica e bioldgica. Além disso, este
processo gera poucos residuos e preserva a amostra, pois sao necessarios apenas miligramas
ou até mesmo microgramas para cada ensaio. Portanto, sua utilizacdo para substituir testes in
vitro mais caros e complexos, como o teste padrdo de suscetibilidade aos antifingicos, € uma
inovacdo tecnoldgica que garante o maximo de impacto, em relacdo a geracdo de dado
significativos, com o minimo de gastos financeiros. Considerando a atual situagdo do fomento
da pesquisa no Brasil, é fundamental o desenvolvimento de metodologias acessiveis,
possibilitando novas descobertas que tragam beneficios para a sociedade. A Agenda de
Prioridades de Pesquisa do Ministério da Saude, publicada em 2018, traz, dentro do seu eixo
tematico de nimero 6 — Doengas transmissiveis — a seguinte linha de pesquisa, pertinente com

a presente justificativa (180):

6.1 Desenvolvimento e/ou avaliacdo de estratégias para a ampliacdo da
atencdo as doencas negligenciadas incluindo estratégias pertinentes ao
contexto da avaliagdo, incorporacdo e monitoramento de tecnologias no
SUS.

Além disso, utilizar FTIR para avaliar as adaptacdes metabdlicas da espécie F.
pedrosoi quando exposta a inibidores da biossintese de melanina-DHN e antiflngicos,
isolados e em conjunto, pode fornecer dados importantes acerca de um dos principais agentes
da CBM. Sabendo-se que a melanina-DHN € o principal fator de viruléncia na CBM, esse
conhecimento ira auxiliar na compreensao de como esta melanina atua na protecédo do fungo e
no desenvolvimento de mecanismos que o tornem mais suscetivel. Isto podera resultar em
novos métodos de tratamento e condutas terapéuticas que impactem positivamente na
qualidade de vida dos pacientes, uma vez que os tratamentos disponiveis atualmente muitas
vezes ndo apresentam resultados satisfatorios.

Destaca-se por fim que este projeto faz parte de uma sequéncia de estudos que ja
foram ou estdo sendo realizados pelo grupo de pesquisa do Laboratorio de Fungos
Patogénicos - UFRGS. Assim, ele dara continuidade a essa linha de pesquisa, garantindo a

geracdo de novos dados que possibilitem um maior conhecimento da CBM e de seus agentes
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etiologicos. Isso € muito relevante, pois, como ja foi discutido, a CBM faz parte do grupo de
doencas tropicais negligenciadas, que tém investimento reduzido em pesquisa e, dessa forma,

sdo pouco estudadas.

57



5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo primario

Propor um modelo de ensaio de suscetibilidade ao itraconazol para Fonsecaea pedrosoi
utilizando FTIR-ATR e analises quimiométricas.

5.2 Objetivos secundarios

- Caracterizar morfotipos de cepas devidamente genotipadas de F. pedrosoi pela aquisicao de

impressoes digitais metabolicas via FTIR-ATR;

- Avaliar, através de FTIR-ATR, as adaptacfes metabolicas das cepas em estudo de F.

pedrosoi com uso de itraconazol e de triciclazol isolados e em conjunto;
- Avaliar a aplicabilidade de FTIR-ATR, em associacdo com algoritmos quimiométricos de

andlise exploratdria e de andlise de regressdo multivariados, para quantificar os valores das

CIMs do itraconazol e do triciclazol das cepas em estudo de F. pedrosoi.
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SYNOPSIS

Objectives: Predict the itraconazole (ITC) MIC and respective metabolic adaptations of
Fonsecaea pedrosoi using Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and chemometrics.
Methods: Thirty-six genotyped isolates of F. pedrosoi were studied. Susceptibility to ITC
was performed according to CLSI and with addition of tricyclazole (TCZ). Isolates were
grown in Sabouraud agar alone and with ITC and TCZ and prepared for Attenuated Total
Reflection (ATR)/FTIR analysis where five spectra were recorded from 4000 to 650 cm™.
Data set was sample pre-processed by amplitude normalization and 1% derivative. Partial least
squares regression (PLS) was performed with quintuplicates using one component of
orthogonal signal correction (OSC) and leave-one-out step-validation. Principal Component
Analysis (PCA) and Hierarchical Cluster Analysis (HCA) were carried out with the
normalized mean-centered average spectra of the difference between the tests and the control
of each isolate.

Results: the average spectra of F. pedrosoi isolates presented little variability. Resistant
isolates were differentiated (p<0.05) of the non-resistant by the region 1038 cm™ (structures
of the cell wall). A coefficient of determination (R?) greater than 0.99 was obtained for both
MIC ITC (root mean square error of prediction - RMSEP = 0.0645 mg/L) and MIC ITC+TCZ
(RMSEP = 0.0063 mg/L) ATR/PLS models. PCA and HCA showed clusters of resistant
isolates and until three spectral morphotypes patterns of F. pedrosoi second the treatment with
ITC/TCZ.

Conclusions: this was the first study to propose the use of FTIR and chemometric analyses
supervised by M38-A2 protocol for predicting itraconazole MICs of F. pedrosoi and its
correlating metabolic adaptations. The novel method has high predictive quality to wide range
of MICs. Further studies are needed to interpret the clinical repercussions of F. pedrosoi

metabolic adaptations using ITC and TCZ.
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INTRODUCTION

Fonsecaea pedrosoi is a dematiaceous filamentous fungus found in soil, plants and
decomposing wood,! that produces dihydroxynaphthalene (DNH)-melanin which acts as a
protective and virulence factor.? F. pedrosoi is the main agent of chromoblastomycosis
(CBM) in tropical regions,® a chronic subcutaneous, disabling and recalcitrant mycosis.* CBM
is classified by World Health Organization (WHO) in the group of "neglected tropical
diseases", which are endemic in tropical and subtropical regions of the planet, affecting the
poorest population in Latin America, Africa and Asia.>®

Treatment is based on antifungal therapy, which can also be combined with physical
and surgical methods. Severe cases are extremely difficult to treat by the recalcitrant nature of
CBM.’ Lesions caused by F. pedrosoi generally have a greater resistance to treatment.® The
most commonly used antifungal is itraconazole (ITC), with long treatment of 8 to 10 months.®
Yet, there are no randomized clinical trials for the choice of the best therapy.* So, in vitro
antifungal susceptibility testing may assist in that choice.

For filamentous fungi, the standard protocol for these trials is the M38 of the Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI).1%* However, reference methods are not focused
on clinical application, have high complexity, high cost and require a long working time.*
Besides this, they are not yet standardized for CBM agents. Thus, there are commercial tests
adapted from the standard protocols, which are applicable in the routines of laboratories.!
However, they are mainly focused on yeasts and are not standardized for filamentous fungi,
so their use for these microorganisms is not yet indicated.'*

Considering some of the limitations of conventional methods, new methodologies for
in vitro susceptibility testing have been developed. One that has great potential is Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR). This technique generates spectra that contain the

fingerprint of the sample and has extensive applications in the biomedical area.’® Its main
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advantages are: use of a very small amount of sample, its preservation during analysis and
minimal need for preparation; little or no generation of residues; speed of analysis; accuracy
and reproducibility; and storage and manipulation of data directly in a computer software.®
Few studies in the literature use FTIR for susceptibility analyses; however, those who
used this methodology presented promising results.}’2° Yet, there are no such works with
filamentous fungi. In the case of CBM agents, whose susceptibility tests are carried out
following the M38 reference method,?1?22324 the use of FTIR may have numerous
advantages, especially regarding costs, labor and waste generation. Considering what was
exposed above, the objective of this work was to develop a prediction model of itraconazole
MICs and respective metabolic adaptations of F. pedrosoi using FTIR and chemometric

analyses.

MATERIALS AND METHODS

Microorganisms

Thirty-six clinical isolates of the species F. pedrosoi from the collection of fungi of
Laboratory of Pathogenic Fungi, Department of Microbiology, ICBS, UFRGS were studied.
All isolates were previously identified by sequencing ITS1-5,85-ITS2 DNA region and
deposited in GenBank® database (Table 1).

Itraconazole MICs for the isolates of F. pedrosoi were determined previously
(unpublished results),? using the microdilution technique according to M38-A2 protocol of
CLSI, with a final antifungal concentration varying between 0.0625 — 32 mg/L. For each

isolate, ITC MICs were also determined with the addition of tricyclazole (Table 1).
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Table 1. Isolates used in the study, their GenBank® accession numbers and MIC values.?®

Isolate number

GenBank® accession number

MIC ITC (mg/L)

MIC ITC+TCZ (mg/L)

©O© 00 N o o1 B~ W DN e

W W W W W W WWRNDNNDRDDRNDNRNRNRNDNIERERR B B B B
® N o R ®RP O © ® N s NP O © ©® N OB~ WRN O

39

MH382049
MH382054
MH382034
MH382053
MH444810
MH382089
MH382042
MH382043
MH382046
MH382052
MH382083
MH382029
MH382030
MH382081
MH382032
MH382033
MH382035
MH382036
MH382028
MH382047
MH382080
MH382045
MH382051
MH368488
MH382037
MH382038
MH382039
MH382040
MH382086
MH382041
MH382085
MH382050
MH382044
MH444807
MH382048
MH382087

2
0.5
0.125
1
0.25
0.5
0.5
32
32
0.5
0.5
0.5
0.5
2
0.5
32
1
1
2
0.5

0.5

0.5

0.25

0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.25
0.25
1
1
0.25
0.125
0.5
0.5
0.5
0.25

0.5
0.06

0.5
0.5

0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5

0.25

MIC = minimum inhibitory concentration; ITC = itraconazole; TCZ = tricyclazole.
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Isolates preparation for FTIR analysis

Isolates were grown in potato agar dextrose (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) at
30°C for 14 days. After this period, conidial suspensions were prepared scraping the surface
of the colonies with sterile plastic loops and sterile saline solution (0.85%), with subsequent
filtration using filter paper Whatman No. 1 (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) to separate
hyphae and conidia. Suspensions were standardized with Neubauer chamber between 10° and
10° conidia per mL. Of these filtrates, 850 pL were spread on the total surface of Petri dishes
of 7 cm in diameter containing 8 mL of Sabouraud dextrose agar (Acumedia, Sdo Paulo,
Brazil). Six plates were prepared for each isolate: one as control, containing only agar; two
with addition of itraconazole (at final concentration of 0.14 mg/L and 0.56 mg/L; 2x107 and
8x10° mol/L, respectively); two with addition of tricyclazole (at final concentration of 4
mg/L and 16 mg/L); and one with addition of itraconazole combined with tricyclazole (at
final concentration of 0.56 mg/L and 16 mg/L, respectively). The plates were cultivated at
30°C for 14 days.

Replicates (n=5) of fragments (approximately 1 cm x 1 cm) of the cultures on these
plates were cut with scalpel, deposited on fragments (approximately 0.8 cm x 0.8 cm) of filter
paper Whatman No. 1 (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) in Petri dishes and dehydrated in a
drying oven at 50°C for 1 hour. Subsequently, dry agar portions were removed from the plates

and submitted to FTIR-ATR analysis.

FTIR-ATR analysis

Spectra of the five fragments of each fungal sample were acquired by attenuated total
reflectance (ATR) in a Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR (Perkin Elmer) spectrometer in the range
of 4000 to 650 cm™ using a spectral resolution of 4 cm™, pressure gauge 70 and 4 scans.

Background was done reading the clean surface of the equipment without any sample.
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Chemometrics

The average spectra of each F. pedrosoi isolate were obtained after correction and
normalization of each replicate by amplitude (0-1). In total, there were five average spectra
for each isolate, including the control and the treatments. All chemometrics analysis were
made in the software Pirouette 4.0 (Infometrix). Figures were made in the software
OriginPro70.

PLS was used to make a calibration model for MIC ITC and MIC ITC+TCZ
determination. For this analysis it was used the five replicates of each isolate instead of the
average spectra, to increase the prediction power of the model. Spectral variables
(wavenumbers) of each sample were pre-processed by Savitzky-Goulay 1% derivative (5
points) and the use of one orthogonal signal correction (OSC). The dataset was divided into a
calibration set (CS) and external validation or prediction set (PS) using the systematic 1:1
alternating division, ordered from the lowest to the highest value of MIC ITC and MIC
ITC+TCZ. The minimum and maximum values were purposely included in CS. Thus, CS and
PS were prepared with 18 isolates each (total number of isolates = 36). The maximum number
of latent variables allowed in the PLS model was defined according to the recommendation of
ASTM E1655-05,%8 using the following equation: N = 6 (A + 1), where N is the number of CS
elements (N = 18) and A is the maximum number of latent variables allowed in the model, in
order to avoid the occurrence of overfitting. The figures of merit used to evaluate the CS were
the coefficient of determination (R?) and the root mean square error of cross-validation
(RMSECV) using leave-one out step-validation for quintuplicates as software guidelines. The
PS values were determined by adding one isolate (five replicates simultaneously) of F.
pedrosoi at a time to the CS, identifying the predicted MIC values for each quintuplicate. PS

performance was evaluated by R? and root mean square error of prediction (RMSEP).
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PCA was carried out with difference-normalized average spectra between tests and
controls for each isolate of F. pedrosoi. Results were expressed as biplot PC1xPC2 after mean
centering. Clusters were defined based on HCA (Euclidian distance, incremental clustering) at

same preprocessing as PCA.

RESULTS AND DISCUSSION

FTIR spectra of Fonsecaea pedrosoi

The average spectra of the 36 isolates of F. pedrosoi presented little variability and
showed the typical pattern of filamentous fungi (Figure 1).

The most prevalent bands (~1150, ~1070 and ~1030 cm™) are marked with the
numbers 12, 13 and 14 in Figure 1 and correspond to C-O-C and C-O dominated by ring
vibrations of carbohydrates; represent the glucans that are present in the fungi cell wall.?"?®
This region (1038 cm™) was the one that differentiated (p<0.05) the four resistant isolates
from the non-resistant. Table 2 summarizes the characteristics and the biomolecular

attributions of the bands marked on Figure 1.27:2%-3!
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Figure 1. Total set of averaged FTIR-ATR spectra of Fonsecaea pedrosoi strains grown on

Sabouraud medium. The numbers indicate the main bands found.

Table 2. Characteristics of the bands found in F. pedrosoi spectra.
Band Fregluency Vibrational mode/molecular bond Biomolecular attribution
number (cm™)
1 ~3335 O-H and N-H stretching modes of amide A and .

. Proteins
2 ~3280 amide B
3 ~2920 CHa, CH3 asymmetric stretching
4 ~2850 CHa, CH3 symmetric stretching Lipids
5 ~1745 C=0 stretching
6 ~1640 C=0 of amide I (B-pleated sheet structures) .

Proteins
7 ~1550 N-H, C-N of amide Il
8 ~1450 CH,, CHz asymmetric and symmetric bending Lipids, proteins
9 ~1400 C=0 symmetric stretching of COO" Lipids, amino acids
10 ~1380 Amide I11 Proteins
. . . Nucleic acids,

11 ~1240 P=0 asymmetric stretching of phosphodiester phospholipids
12 ~1150
13 ~1070 C-0O-C, C-O stretching vibrations Carbohydrates
14 ~1030
15 ~890 Aromatic ring vibrations — “Fingerprint region” Amino acids, nucleotides

References: Naumann?’, Salman et al.?°, Lecellier et al.®°, Salman et al.*!
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PLS prediction model of MICs

Different preprocessing associated with PLS regression were evaluated and the best
performance for predicting MICs with ITC and ITC+TCZ was obtained with application of
normalization by amplitude combined with 1st derivative and with 1 OSC component. The
models obtained presented figures of merit (RMSECV/RMSEP and R?) compatible with high
performance already with one latent variable (Figure 2). However, the relative error for ITC
modeling was below the minimum MIC value quantified only with models with 2 VLs and

this was the condition defined for the building and validation of PLS models (Table 3).
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Figure 2. Figures of merit (RMSECV/RMSEP and respective coefficient of determination)
profile of calibration and validation set of FTIR-ATR/PLS models of MIC ITC and MIC
ITC+TCZ for F. pedrosoi samples investigated.
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Table 3. Figures of merit of F. pedrosoi FTIR-ATR/PLS models of MIC ITC and MIC
ITC+TCZ

Parameter _ ; SIISECY
Set LV Range (mg/L) y+SD (mg/L) R iyl
MIC ITC
©° 2 0.125 - 32 4.323+9.938 0.999977 0.1803
Ps 2 0.999973 0.0645
MIC ITC+TCZ
©s 2 0.06 - 2 0.581 + 0.354 0.999978 0.0022
Ps 2 0.999382 0.0063

MIC = minimum inhibitory concentration; ITC = itraconazole; TCZ = tricyclazole; CS = calibration set. PS =
prediction set; LV = number of latent variable; ¥ = mean; SD = standard deviation; R? = determination
coefficient; RMSECV = root mean square error of cross validation; RMSEP = root mean square error of
prediction.

A high correlation was obtained between the reference values of MIC ITC and MIC
ITC+TCZ with the values predicted by FTIR, with R? greater than 0.99 for both parameters.
In MIC ITC model RMSEP was equal to 0.0645 mg/L with relative error of 51.6%, and in
MIC ITC+TCZ model RMSEP was equal to 0.0063 mg/L with relative error of 10.5%. These
values were lower than the lower MIC measured in each category, which proves the optimal
performance of the chosen model.

FTIR-ATR spectroscopy is already wused efficiently in identification of
microorganisms, as it provides highly specific fingerprints of the sample.3? The susceptibility
or resistance of a microorganism to a given drug is defined by very subtle changes in cells and
this technique combined with multivariate statistical analyses is able to detect these
characteristics.'® This is the first work to propose the use of FTIR-ATR associated with
chemometrics for prediction of MICs of a filamentous fungus species. Prediction occurred
directly from the cultivation of the fungus in Sabouraud agar and it was not necessary its
exposure to the antifungal tested. This indicates that the characteristics that determine
susceptibility or resistance are intrinsic and are found in the structure of the wall and/or cell

membrane,?” what was observed in the average spectra of isolates. Quintuplicates of each
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isolate were read in different regions of the plate, since some did not grow homogeneously
throughout the surface. These growth variations, which could bring a reproducibility problem,
were corrected using 1 OSC component.

To the best of our knowledge, there are only five studies in literature that have used
FTIR-ATR to determine microorganisms sensitive or resistant to certain drugs.l’-20%3
However, although they obtained promising results, these studies evaluated only the use with
bacteria, for which there is already a greater standardization and a wide range of methods
available for susceptibility testing.3* Moreover, in none of these studies it was used a PLS

model.

Principal Component Analysis (PCA) and Hierarchical Cluster Analysis (HCA)

FTIR-ATR spectroscopy is often used to evaluate the changes that occur in
microorganism cells in response to stressful conditions, in addition to the mode of action of
antimicrobial compounds.®*%" F. pedrosoi isolates were exposed to itraconazole and
tricyclazole to study their metabolic adaptations. PCA and HCA are unsupervised
classification methods, i.e., differentiate and group spectra without any prior knowledge about
them.3? The spectra of the difference between tests and standard treatment (control) were used
to maximize the differences between isolates and assist in their grouping.

Scores plot of PCA first and second components showed that the isolates of F.
pedrosoi grouped in different ways depending on the treatment received, in relation to the
control, presenting at least three spectral morphotypes patterns. PC1 contained on average
56.36% of information and PC2 contained on average 14.93% of information in all
treatments. Ellipses delimit the clusters formed by HCA. AAbsorbance graphs showed how
groups differed between them and in relation to control in the absorbance in certain regions.

In all groups the greatest difference found in relation to control was in the band 1637 cm™
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(amide 1) and in the band around 1550 cm™ (amide 11), two of the main protein regions in the

spectrum of F. pedrosoi (Figure 3).
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Figure 3. Biplot PC1xPC2 of normalized mean centered FTIR spectral changes of sample set
of F. pedrosoi grown on different concentrations of ITC and/or TCZ in Sabouraud agar.
Clusters are according to HCA. Samples 8, 9, 18 and 36 have MIC = 32 mg/L. A Absorbance
graphics shows the spectral differences of the clusters concerning to control, considered Gl,
Gll and GlII.
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Three groups with very distinct behavior were formed in treatments ITC 0.14 mg/L
and 0.56 mg/L. There was a reduction of AAbsorbance in almost all regions of the spectrum
in groups formed with ITC 0.56 mg/L in relation to ITC 0.14 mg/L. GllI presented similar
characteristics in both treatments and Gl and GII had larger variations. Fourteen isolates
(numbers 2, 3, 7, 10, 12, 21, 22, 24, 27, 28, 30, 34, 36 and 38) switched groups with increased
concentration of itraconazole. The growth of a microorganism in stressful but non-lethal
conditions results in mechanisms of adaptation and modification of cellular structures.’’
Itraconazole inhibits 14-a-demethylase, an enzyme that converts lanosterol to ergosterol, a
fundamental component of the cell membrane of fungi. This causes inhibition of growth and
cell death.®® Studies with Aspergillus fumigatus showed that this filamentous fungus was able
to adapt its transcriptome in just 60 minutes after exposure to sublethal doses of itraconazole,
leading to different adaptations such as alteration of expression of genes involved in
ergosterol biosynthesis and phospholipids.®® Still in studies with Aspergillus, 72 proteins
were found to be more abundant during interaction with different antifungals.*® Therefore, the
exposure to an antifungal agent modifies the primary metabolism of the cell, leading to
different and diverse adaptations that are not yet fully understood. This was observed in our
study with F. pedrosoi, where exposure to itraconazole led to differences mainly in the
composition of proteins and lipids in cells. However, the pattern of these changes was not
clear and the great variation of isolates between the groups also shows that the response and
adaptations of F. pedrosoi to itraconazole are complex.

In treatment with TCZ 4 mg/L and 16 mg/L it was formed two and three groups,
respectively, which were similar in both concentrations. Group | had a similar absorption
pattern with 4 mg/L and 16 mg/L and the isolates were all the same in both concentrations,
except for the number 36 that migrated from group Il in 4 mg/L to group | at 16 mg/L. Group

Il with 4 mg/L dismembered in two other groups with 16 mg/L. Three samples (19, 21 and
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38) remained in group Il and presented different AAbsorbance than the two other groups. The
rest of the samples formed group Il and showed an increase in absorbance in almost all
regions compared to the treatment of 4 mg/L. Tricyclazole inhibits DHN-melanin production
acting in two reduction stages in its biosynthesis pathway, specifically the reduction of
1,3,6,8-THN in scitalone and 1,3,8-THN in vermelone.**#2 Melanin plays important roles in
survival and defense of the fungus, but is not essential for its growth and development,
constituting secondary metabolism.*® Therefore, the response of the fungus to exposure to
TCZ is more linear than that of the exposure to ITC, which can be seen in the greater
regularity of the groups in treatments with TCZ and in the lower position exchange of the
isolates between clusters.

Two groups with different behaviors were formed in treatment ITC 0.56 mg/L + TCZ
16 mg/L. Comparing the unique treatments of ITC 0.56 mg/L and TCZ 16 mg/L with their
combined treatment, it is observed that the clustering of isolates in the latter was more similar
with that of TCZ 16 mg/L than with that of ITC 0.56 mg/L. However, the groups presented a
more dispersed configuration, with longer distances between isolates, because another
condition of variation was created (the addition of itraconazole).

Samples number 8, 9, 18 and 36 are highlighted in Figure 3 and presented MIC = 32
mg/L, being the ones that are resistant to itraconazole. Samples 8, 9 and 18 showed similar
behavior in all treatments; 8 and 18 were grouped and 9 were separated in all of them. Sample
36 was grouped with 8 and 18 in treatments ITC 0.56 mg/L, TCZ 4 mg/L and ITC 0.56 mg/L
+ TCZ 16 mg/L; grouped with 9 in treatment TCZ 16 mg/L and in a separate group in
treatment ITC 0.14 mg/L; therefore, it was, among the resistant samples, the one that varied
the most. In the average spectra of standard treatment, sample 9 is the one that most differs
from others by presenting greater absorbance in the bands of 2920, 2850 and 1745 c¢cm

(lipids). Isolate 9 was also the one with the lowest position variation along PC1 and PC2 axes.
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Samples 8, 18 and 36 had positive AAbsorbance in all single treatments and negative in
combined treatment ITC+TCZ (except in treatment TCZ 16 mg/L sample 36 had negative
behavior as well). Sample 9 had opposite behavior: negative AAbsorbance in all single
treatments and positive in combined treatment ITC+TCZ.

Therefore, although it was observed some clusters of resistant isolates according to
certain spectral characteristics, they are very subtle and variable to allow a classification
based only on this criterion, as has already been verified in other studies of this type.l” FTIR-
ATR/PLS model was able to predict the MICs based on the spectra through the use of 1 OSC
component, which removes information that has a low correlation with the outcome of
interest. As in PCA analysis, this pretreatment is not used, all metabolic processes occurring
in the fungal cell mask those who have high predictive value of MICs. The spectra of
microorganisms are very complex, and it is necessary to use several data pretreatment
techniques to obtain reliable results.>> Our work was a preliminary study where about three
patterns of spectral morphotypes of F. pedrosoi that have different behaviors when exposed to
itraconazole and tricyclazole were described. Further studies with a larger number of isolates
are necessary to deepen this knowledge.

The main advantages of the methodology proposed in our work are its ease of
execution and its reduced cost compared to reference methods. As limitations is mentioned
the need for an initial set of MIC values (calibration set), which must have been defined
strictly following the standards of reference protocols to ensure a reliable prediction model.
New samples with anomalous behavior should pass through the supervision method (M38)
before they are included in the calibration spectral dataset for a new modeling update. Finally,
the information obtained here (using Sabouraud agar cultivation) may not reflect the actual
adaptations in RPMI 1640 medium or even under in vivo test conditions (where host defense

mechanisms can generate other adaptation patterns in the presence of ITC). Studies of this
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nature should be proposed to follow up on a more complete interpretation of the clinical
repercussions of these results. It is concluded that FTIR-ATR associated with chemometrics
allows the detection of metabolic adaptations in F. pedrosoi and quantify the degree of
antifungal sensitivity under the challenge of itraconazole and/or tricyclazole. This technique
can have positive impacts on clinical management of infections caused by F. pedrosoi and
emerges as a promising alternative for studies of this nature with other filamentous fungi and

other antifungal agents of clinical interest from the perspective of metabolomics.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho foi o primeiro estudo a propor a utilizacdo de FTIR-ATR
associada a quimiometria para determinacgéo da suscetibilidade de um fungo filamentoso a um
agente antifungico. Esta plataforma analitica ja tem se mostrado como uma alternativa rapida
e de baixo custo para implementagcdo em rotinas microbiolégicas em substituicdo a métodos
convencionais.

Este resultado nédo estava englobado nos objetivos iniciais do projeto. Porém, a medida
que foi se desenvolvendo o trabalho, tentamos aproximar os resultados da pratica clinica.
Apesar de ser importante, o estudo das adaptacGes metabdlicas de F. pedrosoi por si s6 ndo
tem aplicacédo direta na melhora do manejo de pacientes com cromoblastomicose. No entanto,
se essas adaptacOes sdo correlacionadas com algo como a suscetibilidade ao itraconazol, o
antifungico mais utilizado no tratamento, esses resultados podem ter de fato uma aplicacdo
pratica.

Para isso, utilizamos os resultados dos ensaios de suscetibilidade obtidos em outros
estudos de nosso grupo de pesquisa, destacando a colaboragdo do grupo e a continuidade dos
trabalhos desenvolvidos, gerando dados fundamentais acerca da cromoblastomicose e de seus

principais agentes.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Séo elencadas as seguintes perspectivas futuras para ampliar os resultados obtidos
neste trabalho, utilizando FTIR-ATR:

- Propor o modelo FTIR-ATR/PLS para predicdo das concentracfes inibitérias minimas do

itraconazol para outros agentes etiologicos da CBM;

- Propor 0 modelo FTIR-ATR/PLS para predi¢do das concentragdes inibitorias minimas de

outros antifngicos importantes no tratamento da CBM,;

- Estudar as adaptacGes metabolicas de F. pedrosoi com uso de agentes antifungicos de outras

classes, que apresentam mecanismos de acao diferentes do itraconazol.
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