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ACAO “IN VITRO” DO KETOCONAZOL SOBRE PROTOTECAS E
FISSURICELLA FILAMENTA

Maria José Soares MENDES (1) ¢ Carlos da Silva LACAZ (2)

RESUMO

Os Autores estudaram in vitro, a aco do ketoconazol sobre prototecas e a Fis-
suricella filamenta, determinando a concentragio inibitéria minima para este novo
derivado imidazdlico. Trabalhando com conceniragfes variendo de 320 a 031 pg/mt
de meio de cultura, os resultados obtidos indicam que somente a Fissuricella fila-
menta sofre a acho do ketoconazol, na conceniracio de 10 zg/ml. Face a tais resul-
tados, néo se indica a aplicacho do ketoconazol no tratamento das prototecoses.
Umsa conclusfo que talvez possa ter interesse em taxonomia é a de que o compor-
tamento “in vitro” da Fissuricella filamenta face a esta droga, é bem diferente do
que se observou com as prototecas. Trata-se de mais um arguimento para diferen-

ciar ¥F. filaments das prototecas.

INTRODUCAO

Ketoconazol €¢ um derivado imidazdlico
que vem sendo utilizado, ainda em cariter ex-
perimental, no tratamento de algumas micoses
profundas (paracoccidicidomicose ¢ histoplas-
mose, principalmente) e de dermatomicoses su-
perficiais provocadas por dermatdfitos, Candi-
da albicans e Malassezia furfur (Pityresperum
orhiculare).

Para uso clinico, a droga € apresentada sob
a forma de comprimidos — 200 mg, sendo bermn
tolerada. Sua atividade terapéutica vem sendo
estudada por diversos grupos de investigado-
res, principalmente latino-americancs. Os re-
sultados até agora obtidos mostram tratar-se
de droga bastante promissora na terapéutica
das micoses (SYMOENS 19},

“In vitro”, para se avaliar a agio do keto-
conazol, utilizamos amostras de Candida albi-
cans e Trichophyton mentagrophytes. Tais fun-
gos 880 bastante sensiveis, pois concentracdes
de 0,1 e 1 pg/ml, respectivamente, inibem seu
crescimento.

Para a dosagem, no soro ou plasma, do ke-
toconazol, utiliza-se principalmente como “mi-
crorganismo padrio” “cepa” de Candida albi-
cans cedida pelo Laboratdrio Janssen, onde es-
te farmaco foi sintetizado.

Ketoconazol (cis-1-acetil-4 {4[2-(2-4 diclorofe-
nil)-2(1H-imidazol-1'metil}-1-3  dioxolan-4-meto-
xill fenil} piperazina tem a seguinte férmula
estrutural (pag. 307).

Seu mecanismo de agio antifungica asse-
melha-se ac dos antibidticos poliénicos, qual se-
ja, a inibicdo da incorporacdo do acetato na
sintese do ergostercl, inibindo assim, a biosin-
tese desse composto.

Aplicado por via oral, 200 mg diariamente,
quando a absorcio da droga se faz de modo
satisfatério, 1 a 8 h apds, demonstram-se ni-
veis séricos ao redor de 5 a 0,7 pg/ml, o sufi-
ciente para, “in vitro”, exercer nitida atividade
contra a maioria dos fungos sensiveis 4 droga.

(1) Assistente do Instituto de Medicina Tropical de S%0 Paulo (Laboratéric de Micologia Médica)
(2} Diretor do Instituto de Medicina Tropical de Sio Paulo, Brasil. Chife do Laberatério de Micologia Médica
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O propdsito da presente investigacfio foi o
de verificar a agfio “in vitro” do ketoconazol
sobre prototecas, incluindose a antiga Proto-
theca filamenta, enquadrada por PORE & col?
em novo género-Fissuricella, reino Fungi. Fun-
damentalmente, as razfes desse novo “posicio-
namento” foram baseadas em aspectos micro-
morfoldgicos, onde se verifica a presenca de
células hialinas, arredondadas, em forma de
cubos, podendo ocorrer a presenca de pseudo-
hifas e células gemulantes.

As prototecas, algas aclorofiladas, presen-
tes principalmente na dgua doce, possuem ca-
racteristicas muito semelhantes as de fungos,
corando-se pelos mesmos métodos histoquimi-
cos, sensiveis “in vitro” & acfio da anfotericina
B e da fungicidina (SEGAL & col9), cultivan-
do-se em dgar-Sabouraud, & temperatura am-
biente. Em trabalho publicado por AJELLO!,
este pesquisador inclulu as prototecas no rei-
no Fungi. Nos livros.de LACAZS, RIPPON?, BA-
KER & col.?, EMMONS & col! e HAZEN ‘& cols,
dedicados & Micologia Médica, capitulo espe-
cial aborda o tema prototecas e prototecoses,

Agindo geralmente como agentes oportunis-
fas, tais microrganismos vém assumindo cres-
cente importincia em patologia humana e ve-
terindria. Contribuicdes valiosas ao estudo das
prototecas foram realiradas entre nds por CA-
MARGO? e, na Venezuela, por VOLCAN G,

No trabalho de SEGAL & coll, encontra-
se referéncia 4 acgfo “in vitro” do miconazol
{tamnbém derivado imidazdlico) sobre diversas
amostras de prototecas e de Fissuricella fila-
menta. Segundo esses Autores, a referida dro-
ga inibe o crescimento da Fissuricella filamen-

ta, em conceniragbes varidveis de 0,1 a 0,5 pg/
ml, enguanto que as prototecas mostraram-se,
ora suscetiveis (0,5 a 1 pg/ml), ora resistentes
(> 100 pg/ml).

MATERJAL E METODOS

Inicialmente, nossos ensaios foram realiza-
dos em discos de papel de filtro, contendo 0,1,
1, 10 e 100 pg, sabendo de antemfo sua ativi-
dade sobre Candida albicans. Para este tipo
de ensaio, nio trabalbamos com Fissuricella

filamenta, devido a dificuldade de obtencio de
suspensdo homogénea, em solucdo fisioldgica.

Sormente em concentracdes muito elevadas,
de 100 pg/disco é que conseguimos obter halos
de inibicho face & Prototheca wickerhamii e
P. stagnora.

A fim de melhor definir os propdsitos de
nosso trabalho, resolvemos determinar a con-
centraciio minima inibitéria do ketoconazol pa-
ra as seguintes amostras da Micoteca do Ins-
tituto de Medicina Tropical de S&o Paulo:

Amgsira Espécie

158 Prototheca zopfii

218 Prototheca zopfii

49 Prototheca wickerhamii
192 Prototheca wickerhamii
442 Prototheca wickerhamii
337 _ Prototheca stagnora
744 Fissuricella filaments

A solugio estoque de ketoconazol (R.
41.400) foi preparada dissolvendo-se 160 mg da
droga pura em 100 ml de &lcool a 50%, man-
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tida durante 3 horas para esterilizacio guimi-
ca. A partir desta soluggo, foram feitas dilui-
coes seriadas em dgua destilada. Para se de-
terminar a.concentracio minima inibitdria, fo-
ram utilizadas duas séries de tubos contendo
4 ml de caldo-Sabouraud. A seguir, foi adicio-
nado 1 ml de cada diluigio da droga, obtendo-
se, assim, concentracdes variando de 320 a 0,31
eg/ml.  Foram preparadas suspensfes das cé-
lulas dos microrganismos a serem estudados,
em sohucdo fisioldgica, com opacidade equiva-
lente ao n’” 3 da escala de McPFarland. Cada
tubo foi semeado com 0,1 ml desta suspensio

e incubado & temperatura ambiente, até os con-
froles mostrarem crescimento abundante (7
dias aproximadamente). As lefturas foram rea-
lizadas, seguindo-se o seguinte critério:

= auséncia de crescimento

= crescimento minimo

= crescimento moderado

= c¢rescimento abundante.

3 DY O

A concentracio minima inibitdria foi defi-
nida como sendo & mais baixa concenftrag¢ho
que determinou a inibicdo do crescimento do
microrganismao. ‘

TABELA I

Determinagio da concentragio minima inibitéria do ketoconazol sobre prototecas e F. filamenta.

Meétodo das diluigGes

em tubo

Prototheca e

20 10 5 25

Concentragio em ye/ml

Fissuricella 220 160 80 40 1,25 083 031 Controle
P, wickerhamii (49) 0 0 1 1 2 2 2 3 3 3 3. 3
P. wickerhamii (192) [ 0 1 1 1 2 2 2 3 3 3 3
P. wickerhamii (442) 0 0 1 1 2 2 3 3 3 3 3 3
P. zopfii {218) 0 ¢ 1 1 1 2 3 3 3 3 3 3
P. zopfii (158) ) 0 1 1 1 1 1 2 2 3 3 3
P. stagnora (337) 1} 0 0 1 1 1 1 2 2 3 3 3
0 ] 1 1 1 3 3 3

F. filamenta (744) 0 o ] 0

= ausénecia de crescimento;
2 = crescitmento moderado;

RESULTADOS

Os resultados obtidos estdo condensados
na Tahbela I. Verifica-se que somente a Fissu-
ricella filamenta sofreu “in vitro” a aglo do
ketoconazol, na concentracio de 10 pg/mi.

Para as prototecas, de modo geral, a con-
centracdo minima inibitéria foi de 80 pg/mal pa-
ra a P. slagnora e 160 pg/ml para a P. wicker-
hamii e P. zopfii.

CONCLUSOES

Os Autores estudaram a acfo do ketocona-
zol sobre prototecas e Fissuricella filamenta.
Este ultimo microrganismo, por vdrias de suas
caracteristicas, € enquadrado no reino Fungi.
Quanto as prototecas, sua posicio sistemadtica
ainda nio se encontra bem definida, acreditan-
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1 = erescimento minime
3 = crescimente abundante

do AJELLO! gue as mesmas possam pertencer
aguele mesmo reino. Os resultados por nos ob-
tidos mostram gue Fissuricella filamenta, ao
contrario do que se verifica com as prototecas,
é bastante sensivel ao ketoconazol.. Assim, 10
rg/ml da droga inibem seu crescimento, en-
guanto que, para obier esse mesmo resultado
com 3 amostras de P. wickerhamii, 2 de P. ZOp-
fii e uma de P. stagnora, foram necessdrias
concentraghes que variavam de 80 a 160 xg/ml.

Face a tais resultados, nfo se indica a apli-
cagdo do ketoconazol no tratamento das pro-
totecoses.

0 comportamento “in vitro” da Fissuricella
filamenta, face a esta droga, € hem diferente
do gue se observou com as prototecas. Trata-
se de mais um argumento para diferenciar F.
filamenta das prototecas,
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ketoconazol sobre prototecas e Fissuricella filamenta. Rev.,

Antecedendo a parte experimental do traba-
lho, os Autores fizeram comentdrios sobre es-
te novo derivado imidazdlico ¢ suas recentes
aplicagdes no tratamento de algumas micoses,
superficiais e profundas.

SUMMARY

The in vitro action of ketoconazole on Proto-
theca and Fissuricella filamerita

"The Authors studied in vitre the action of
ketoconazole on Prototheca and Fissuricella fi-
lamenta. The minimal inhibitory concentration
for this new imidazole derivate was determi-
ned.

The results obtained with concentrations
in the range of 320 to 031 sg/ml showed that
only F. filamenta was sensitive to ketoconazole
in the concentration of 10 pg/ml. Such resulis
do not suggest the use of ketoconazole in the
treatment of protothecosis.

Perhaps a suggestive conclusion in taxono-
my is that the behavior in vitro of Fissuricella
filamenta to this drug is quite different zs
compared to the other Prototheca. It is one
more argument to differentiate F. filamenta
from Prototheca.
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