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RESUMO

Introducdo: Dados sobre a relacdo entre a farmacocinética do fluconazol (FCZ) e
anfotericina B (AMB) no liquido cefalorraquidiano (LCR) e a hipertenséo intracraniana
(HIC) ndo se encontram disponiveis na literatura.

Objetivos: Avaliar a influéncia da pressdo intracraniana na concentracdo dos
antifangicos AMB e FCZ no LCR de pacientes com meningite criptococdcica
internados no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), no periodo de 1 ano.
Metodos: Foram estudados 15 pacientes com meningite criptocococica durante 0s
primeiros 14 dias de tratamento com AmB (1 mg/kg/dia) e FCZ (800 mg/dia). As
amostras de LCR foram obtidas por meio de pungdes lombares de rotina realizadas nos
dias 1, 7 e 14 da terapia antifingica, respectivamente. Os valores das pressdes
intracranianas de abertura foram obtidos no momento de cada puncdo lombar. Os niveis
de AmB e FCZ no LCR foram medidos pela metodologia de cromatografia liquida de
alta performance (HPLC). A concentracdo inibitéria minima (CIM) para AmB, FCZ,
voriconazol (VRZ) e flucitosina (5-FC) de cada isolado de Cryptococcus sp. foi
realizada de acordo com o as normas descritas no documento M27-A3, do CLSI,
publicado em 2008.

Resultados: Entre os 15 pacientes incluidos no estudo, C. gattii foi isolado do LCR de
2 pacientes e C. neoformans foi isolado do LCR de 13 pacientes apresentaram. A
condi¢do de imunossupressdo encontrada foi a AIDS, seguida de transplante de 6rgéo
solido. Nove pacientes apresentaram cultura negativa de LCR no 14° dia de terapia
antifungica. Os niveis de AmB no LCR foram indetectaveis para a maioria das amostras
de LCR durante os 14 dias de terapia antifingica. Os niveis de FCZ no LCR
aumentaram progressivamente do dia 1 ao dia 14 de terapia. Seis pacientes
apresentaram HIC no dia 1, com variacdo da pressdo de abertura entre 100 mmH,0O e
650 mmH,O no respectivo dia. A pressao intracraniana ndo interferiu nas concentragoes
de FCZ no LCR. Né&o observamos correlagdo entre a HIC e as concentragdes de AMB e
FCZ no LCR de acordo com a correlacdo de Spearman (Spearman p= 0.122).
Conclusao: S&o necessarios mais estudos para avaliar o papel da HIC na eficacia
terapéutica de diferentes agentes antifungicos em pacientes com meningite
criptococdcica.



Palavras-chave: Criptococose, hipertensdo intracraniana, meningite criptocococica,

monitoramento terapéutico, agentes antifungicos

ABSTRACT

Introduction: Data considering the relationship between pharmacokinetics of
fluconazole (FCZ) and amphotericin B (BPA) in cerebrospinal fluid (CSF) and
intracranial hypertension (IH) are not available in the literature.

Objectives: To evaluate the influence of intracranial pressure on the concentration of
the antifungals AMB and FCZ in the CSF of patients with cryptococcal meningitis
admitted at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), within a period of one
year.

Methods: Fifteen patients with cryptococcal meningitis were studied during the first 14
days of treatment with AmB (1 mg / kg / day) and FCZ (800 mg / day). CSF samples
were obtained by means of routine lumbar punctures performed on days 1, 7 and 14 of
antifungal therapy, respectively. The values of intracranial opening pressures were
obtained at the time of each lumbar puncture. The levels of AmB and FCZ in the CSF
were measured by high performance liquid chromatography (HPLC) methodology. The
minimum inhibitory concentration (MIC) for AmB, FCZ, voriconazole (VRZ) and
flucytosine (5-FC) of each isolate of Cryptococcus sp. was performed according to
CLSI guideline M27-A3, published in 2008.

Results: Among the 15 patients included in the study, C. gattii was isolated from the
CSF of 2 patients and C. neoformans was isolated from the CSF of 13 patients
presented. The immunosuppressive condition found was AIDS, followed by solid organ
transplantation. Nine patients presented negative CSF culture on the 14th day of
antifungal therapy. AmB levels in the CSF were undetectable for most of the CSF
samples during the 14 days of antifungal therapy. CSF FCZ levels increased
progressively from day 1 to day 14 of therapy. Six patients presented IH on day 1, with
variation of the opening pressure between 100 mmH,O and 650 mmH,O on the
respective day. Intracranial pressure did not interfere with CSF on FCZ concentrations.
We did not observe a correlation between IH and the concentrations of AMB and FCZ
in the CSF according to the Spearman correlation (Spearman p = 0.122).

Conclusion: Further studies are needed to evaluate the role of IH in the therapeutic

efficacy of different antifungal agents in patients with cryptococcal meningitis.



Keywords: Cryptococcosis, intracranial hypertension, cryptococcal meningitis,

therapeutic monitoring, antifungal agents.
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1. Introducéo

Cryptococcus neoformans € um microrganismo encontrado no solo e
freqlientemente associado a fezes de pombos. Mais de 40 espécies do genus
Cryptococcus ja foram descritas, mas poucas sdo reconhecidas como patdgenos
humanos (De Hoog, 2001). O patdgeno predominante é o C. neoformans, mas outras
duas espécies tém sido reportadas como causadoras de doenca em seres humanos
(Johnson et al., 1998; Kordossis et al., 1998; Khawcharoenporn et al., 2007).

Infeccbes por esse fungo envolvem frequentemente os pulmdes ou o sistema
nervoso central (SNC) e, com menor frequencia, o sangue, a pele, o sistema esquelético,
e a prostata. A incidéncia de criptococose é bastante aumentada em pacientes
imunocomprometidos, especialmente em pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) ou transplantados; portanto, a criptococose é considerada uma doenca
fangica oportunista (Baddley & Dismukes, 2011).

A criptococose pode apresentar-se através de infecgdes pulmonares, infecgdes
no SNC (tipicamente como meningite, a qual pode ser subaguda ou crénica), infeccbes
cutaneas, osteoarticulares, bem como em outros sitios como 0 sangue, préstata, rins,
musculo, figado tiredide, seios nasais, peritbnio, adrenais, esdfago, coracdo, aorta e
infeccOes oculares (Braman, 1981; Leavitt & Kauffman, 1988; Crump et al., 1992,
Chayakulkeeree & Perfect, 2006).

A meningite critpcocdcica deve ser sempre considerada em pacientes com AIDS
que apresentem cefaléia, febre inexplicada, deméncia progressiva e confusdao mental. A
hipertensdo intracraniana (HIC) ocorre em aproximadamente 50% dos pacientes com
neurocriptococose, contribuindo para significativo aumento da morbi-mortalidade da
doenca (Moretti et al., 2008).

A pressdo liquorica desses pacientes deve ser medida sempre por ocasido da
primeira puncdo. A HIC é definida como a pressdo liquorica inicial medida por
raquimanometria > 200 mmH,O com o paciente em decubito lateral. A principal
intervencdo recomendada para a reducdo da pressdo intracraniana é a puncdo lombar
intermitente, descrita na literatura desde 1994 (Malessa et al., 1994; Macsween et al.,
2005).

O tratamento da criptococose é decidido levando-se em consideracdo 0s sitios
acometidos e o estado imunoldgico do hospedeiro. Para pacientes com doenca
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pulmonar, o objetivo principal da terapia € erradicar a infeccdo e prevenir a
disseminacdo para o SNC. Para os pacientes com infeccdo no SNC, o tratamento
objetiva erradicar ou controlar a infecgdo e manejar a pressao intracraniana, e prevenir
sequelas neuroldgicas (Baddley & Dismukes, 2011).

Nas formas graves da doenca, principalmente no SNC, seja o paciente infectado
ou nao pelo virus do HIV, o proposito da fase de inducdo € a negativacdo ou reducéo
efetiva da carga fungica, tendo como periodo minimo de tratamento duas semanas. A
fase que compreende a manutencdo de negatividade micologica e normalizacdo de
parametros clinicos e laboratoriais é a fase de consolidacdo, que dura por pelo menos
oito semanas. A terapia de manutencgdo, ou fase de supressdo, tem sido preconizada
devido ao alto risco de recaida em pacientes com imunossupressdo acentuada e em
pacientes com AIDS enquanto os linfécitos TCD4+ estiverem em niveis inferiores a
100 células/mm3 e tem duracdo de no minimo um ano, com tempo adicional variando de
acordo com a condicdo do estado imune do hospedeiro (Benson et al., 2004).

Com o aumento da incidéncia global das doencas criptococdcicas, 0 nimero de
opcdes terapéuticas também tem aumentado. Até o presente momento, além da
anfotericina B (AMB) e flucitosina (5-FC), outras drogas, como fluconazol (FCZ2),
itraconazol (ITZ) e formulagbes lipidicas da AMB estdo disponiveis para tratar a
infeccbes critpcocdcicas. Esses agentes podem ser usados isoladamente ou em
combinagdo com outros agentes com graus variados de sucesso, mas a AMB e a 5-FC
permanecem sendo drogas chave para essa doenca, 0 FCZ e, em menor extensao, o ITZ
tém um papel definitivo, especialmente no tratamento de criptococose associada a AIDS
(Saag et al., 2000).

De acordo com diretrizes atualizadas da Sociedade Americana de Doencas
Infecciosas (Infectious Disease Society of America — IDSA), publicadas em 2010, os
pacientes sdo divididos em trés grupos de risco (Perfect et al., 2010). O primeiro inclui
pacientes infectados pelo virus do HIV, o segundo grupo inclui pacientes no periodo
pos-transplante de 6rgédos e o terceiro grupo inclui os pacientes ndo-transplantados e
ndo-infectados pelo virus do HIV. Essa classificacdo facilita as decisfes terapéuticas,
uma vez que cada grupo parece responder melhor a uma estratégia terapéutica
especifica (Desalermos et al., 2012).

Para pacientes infectados pelo virus do HIV, a terapia de inducdo recomendada é
com AMB deoxicolato, na dose de 0,7 a 1 mg/kg/dia por via intravenosa (IV) e5-FC

100 mg/kg/dia por via oral (VO) por 2 semanas ou AMB complexo lipidico, 5 mg/kg IV
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diariamente e 5-FC 100 mg/kg V.O diariamente, por duas semanas. A terapia de
consolidacdo recomendada € com FCZ, na dose de 400 mg/dia por VO, por 8 semanas e
a terapia de manutencdo, com FCZ, na dose de 200 mg/dia por VO.

Para pacientes pds-transplante de 6rgdos em terapia imunossupressora, a terapia
antifangica de inducdo recomendada é com AMB lipossomal, na dose de 3 a 4
mg/kg/dia 1.V, durante 2 semanas ou AMB complexo lipidico na dose de 5 mg/kg/dia
IV e 5-FC na dose de 100 mg/kg/dia por VO, durante 2 semanas. A terapia de
consolidacdo recomendada para este grupo de pacientes consiste em FCZ, na dose de
400 — 800 mg/dia, por VO, durante 8 semanas. A terapia de manutencdo deve ser feita
com FCZ, na dose de 200 — 400 mg/dia por VO durante 6 — 12 meses.

Para pacientes ndo infectados pelo virus do HIV e que ndo receberam transplante
de Orgaos, a terapia antifungica recomendada € com AMB deoxicolato, na dose de 0,7 —
1 mg/kg/dia IV e5-FC, na dose de 100 mg/kg/dia V.O por 4 semanas. A terapia de
consolidacdo consiste no uso de FCZ na dose de 400 — 800 mg/dia, durante 8 semanas e
a terapia de manutencdo, em FCZ, na dose de 200 mg/dia VO durante 6 — 12 meses
(Desalermos et al., 2012).

As concentracbes de AMB no LCR apds a administracdo IV de AMB
deoxicolato sdo baixas (Polak, 1979; Felton et al., 2014). As concentracfes séricas apos
uma infusdo de 30 a 50 mg de AMB deoxicolato variam entre 1 e 2 pg/mL. O grau de
ligacdo as proteinas plasmaticas, principalmente as lipoproteinas, é de aproximadamente
91 a 95% (Luna et al., 2000; Lawrence et al., 1980). Varios estudos tém mostrado forte
relacdo entre a concentragdo sérica e liquorica dos antifngicos e eficicia do tratamento
(Denning et al., 1989; Tucker et al., 1990; Berenguer et al., 1994; Fernandes et al.,
2000).

A 5-FC ndo se liga a proteinas plasmaticas e tem excelente penetracdo no LCR:
de 1 a 2 horas apds a administracdo, as concentracfes liqudricas giram em torno de
74,4% + 5,6% das concentragOes obtidas no soro(Block & Bennett, 1972).

O FCZ possui uma excelente absorcdo pelo trato gastrointestinal e sua
biodisponibilidade excede 90%, portanto se obtém niveis plasmaticos similares tanto
apos a administracdo por via oral quanto apos administracao intravenosa. A presenca do
acido do estbmago ndo interfere na absor¢do (Henderson & Chapman, 2003). Os
esquemas de dose mudltipla utilizando 50, 100, 200 e 400 mg duas vezes ao dia

evidenciam wuma farmacocinética linear (Ledingham & Warrell, 2000). As
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concentragdes no LCR equivalem a 70% daquelas obtidas no plasma (Henderson &
Chapman, 2003).

A utilidade do monitoramento terapéutico tem sido estudada utilizando-se duas
estratégias de tratamento, incluindo a profilaxia para prevenir o desenvolvimento de
uma infeccdo fldngica invasiva, bem como o tratamento dessas infeccdes. Os niveis
séricos podem ser medidos por cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
(Warnock et al., 1988; Odds et al., 1999).

Em infeccbes fungicas experimentais do SNC, com excecdo da meningite
criptococdcica, a resposta terapéutica estd mais intimamente relacionada com a
penetragdo do farmaco no parénquima cerebral do que propriamente com a
concentracdo do antifingico no LCR. Quando a concentra¢do de antifungicos no SNC
estiver sensivelmente diminuida, podera permitir a multiplicacdo de leveduras no
parénquima cerebral, portanto a quantificacdo destes farmacos no LCR pode contribuir
para o sucesso terapéutico (Kethireddy &Andes, 2007).

A espécie C. neoformans é a causadora predominante da meningite critpcocécica
associada a AIDS no Brasil (Fernandeset al., 2000; Pappalardo & Melhem, 2003), mas
os pacientes infectados por C. gattii sdo mais propicios a apresentar sintomas devido as
lesbes inflamat6rias no cérebro ou pulmdo e sdo mais propensos a sintomas
neuroldgicos, como paralisia de nervos cranianos e convulsées. Como resultado, terapia
prolongada e excisdo cirurgica das lesdes sdo normalmente necessarios (Mitchell
&Perfect , 1995; Byrneset al., 2011).Embora a identificacdo da espécie seja util do
ponto de vista epidemioldgico, ela ndo é necesséria para 0 manejo da criptococose
(Desalermoset al., 2012).

A maioria dos casos encontrados na literatura mostra que isolados de C.
neoformans apresentam sensibilidadein vitro a diferentes antifungicos (Franzot et al.,
1997; Lee et al., 2011). A resisténcia de C. neoformans aos antifungicos € um fenémeno
pouco frequente, embora existam alguns casos (Franzot et al., 1997; Souza et al., 2005).
A resisténcia de Cryptococcus tem sido atribuida aos casos de faléncia clinica da
terapéutica. Poucos estudos tém relacionado a associacdo potencial entre o desfecho
clinico e a susceptibilidade in vitro (Perkins et al., 2005). No entanto, o uso de FCZ
prolongado durante a terapia de manutengdo nos casos de meningite criptococécica nos
pacientes com AIDS pode levar a emergéncia de resisténcia de Cryptococcus ao FCZ
(CIM > 64 pg/ml) e ITZ (CIM > 0,5 pg/ml) (Franzot et al., 1999).



18

2. Revisao da literatura

2.1 Estratégias para a localizagao e selecao de informacdes

Na revisdo da literatura sdo apresentados os principais aspectos referentes a
criptococose, penetracdo de farmacos antifungicos no SNC, farmacologia dos agentes
antifangicos utilizados no tratamento da neurocriptococose (AMB, FCZ e 5-FC), fatores
que influenciam a entrada de substancias no SNC e também um embasamento tedrico
geral sobre o funcionamento da barreira hematoencefalica e barreira hemato-liquorica.

As informacdes foram coletadas principalmente no portal MEDLINE (PubMed)
e, secundariamente, na pagina do Portal de Periddicos CAPES/ MEC. Foram utilizadas
algumas revisdes bibliogréaficas encontradas nesses portais e com isso, as referéncias
bibliograficas de outros trabalhos também foram consultadas para um melhor
enriquecimento da pesquisa.

Nos portais citados acima, foram realizadas buscas utilizando as palavras-chave:
“Antifungal agents CSF”, “Antifungal agents CNS”, “Antifungal agents
pharmacokinetics CNS”, “Cryptococcosis review”, “Cryptococcus meningitis”,
“Intracranial  hypertension  Cryptococcosis”,  “Intracranial ~ Raised  pressure
Cryptococcus”, “Amphotericin B CSF”, “Fluconazole CSF”, “Flucytosine CSF” e
combinag0es destes termos, conforme Figura 1.
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Pubiied Periodicos CAPES

Antifungsl apents CSF: 1038, 296
Antifungal apants CHNS: 643, 262
Antifungsl agents pharmacokinetics : 2062, 1959
Cryptococcosis raview: 1361, 703
Cryprococcus meningitis: 1747, 2694

-

Intracranial raised prassura:; 2323, 11 Ela
Amphotericin B CSF: 406, 983
Fluconazols CSF: 245, 615

Flucvtosine CSF: 132, 235

Amntifungal apents pharmacokinstics CHNS: 1E, 28
Intracranial hvpartansion creptoccosis: 83, 1
Intracranial raised prassure Cryprococcus: 1B, 28

Artigns ravisados:
Artigns utilizados:

1

Eaferénciss dos artigos revisadas: 9
Fafaréneias dos artipos utilizades: 3

3

Total de artigos ntilizados: 171

LNy
Ead £
ot et

Lh

]

Figura 1. Estratégia de busca das referéncias bibliograficas das bases que fundamentam
0s objetivos do presente estudo. Os resultados de cada busca referente a cada termo
estdo representados nos quadros, com as cores correspondentes a cada portal

consultado. Em verde, encontra-se o total de trabalhos utilizados como referéncia nesse

estudo.
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3. Criptococose

3.1 Agente etioldgico

De acordo com o Relatério Técnico denominado Consenso em Criptococose,
publicado no ano de 2008 (Guidelines in Cryptococcosis - 2008), essa infeccdo €
definida como uma micose de natureza sistémica cuja porta de entrada é a via inalatdria,
causada por fungos do complexo Cryptococcus neoformans, dentro do qual
encontramos duas espécies: Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii
(Casadevall & Perfect, 1998; Perfect & Casadevall, 2002; Moretti et al. 2008).

O agente etioldgico C. neoformans é a forma assexuada do basidiomiceto
Filobasidiella neoformans, uma levedura encapsulada (Reolon et al., 2004; Queiroz et
al., 2008), que pode se encontrar dispersa no ambiente, porém seu habitat natural sdo os
lugares Umidos (Ribas et al., 2011) e é considerado um saprofita ambiental. C.
neoformans raramente é considerado um comensal humano e tampouco é transmitido de
humano para humano, o que sugere que a infec¢cdo humana é um evento acidental em
seu ciclo de vida (Casadevall & Steenbergen, 2003; Binamic & Harrison, 2005).

Esta levedura é encontrada nos tecidos como um fungo unicelular esférico com
uma parede celular dupla com um ou mais brotamentos ou blastoconideos e geralmente
encontra-se circundado por uma capsula espessa que as vezes excede o diametro da
levedura. A cépsula é a caracteristica mais marcante desse fungo e pode ser evidenciada
através de preparaces em tinta nanquim diluida ou através da observacdo com um
microscopio de contraste de fase (Figura 2). A coloracdo de Giemsa é capaz de colorir a
capsula apenas parcialmente, e, em cortes histoldgicos, a capsula apresenta-se com cor
vermelha com as coloragdes de mucicarmim ou azul alciano (Salfelder et al., 1990;
Arechavala et al., 1993; Perfect & Casadevall, 2002; Chayakilkeeree et al., 2006;
Negroni, 2012).

Este organismo também se desenvolve facilmente em meios de cultura rotineiros
como Agar Sabouraud dextrose (Figura 3) ou agar Sabouraud mallosado com mel de
abelhas. Apos 3 a 4 dias de incubacdo as temperaturas de 28°C e 37°C, pode-se
observar o desenvolvimento de coldnias com aparéncia mucdide, que se apresentam
inicialmente brancas e véo tornando-se marrom-claras. Na microscopia, essas col6nias
apresentam brotamentos similares aos observados nos tecidos, porém com a capsula
mais fina (Negroni, 2008; Palmieri et al., 2009; Negroni, 2012). A habilidade do

Cryptococcus de utilizar a glicina como sua fonte de carbono e nitrogénio e sua
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resisténcia a canavalina azul de bromotimol permite a diferenciacdo de C. gattii do C.
neoformans no meio CGB (Canavanina — Glicina — azul de Bromotimol), com a cor do
meio de cultura ficando azul quando houver a ocorréncia do C. gattii (Moretti et al.,
2008).

Figura 2. Imagem microscopica do C. neoformans em uma preparacdo com tinta

nanquim.

©

Fonte: Moretti et al., 2008.

Figura 3. Desenvolvimento do C. neoformans, com presenca de coldnias mucoides em

Agar Sabouraud dextrose .

Fonte: Negroni, 2012.
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C. neoformans e C. gattii possuem varios fatores de viruléncia, especialmente a
presenca de capsula polissacaridica. Essa capsula é composta por polissacarideos de alto
peso molecular, especialmente aglucuronoxilomanana e, em menor quantidade, a
galactoxilomanana e manoproteina. A capsula age como uma barreira contra o sistema
imunologico do hospedeiro. Outros fatores de viruléncia deste fungo estdo: a sua
capacidade de crescer a 37°C, a producdo de melanina a partir de difendis através de
enzimas denominadas lacases, geradas em suas células, pois a melanina protege o
Cryptococcus sp. contra a fagocitose; e a producédo de diversas enzimas como proteases,
ureases, superoxido dismutase, e fosfolipase B, as quais facilitam a invasédo tecidual
(Perfect & Casadevall, 2002; Chayakulkeeree & Perfect, 2006; Negroni et al., 2008;
Viviani & Tortorano, 2009; Negroni, 2012).

3.2 Epidemiologia da criptococose

A criptococose € uma infec¢do fangica de distribuicdo geografica global, mas
ocorre com mais freqiiéncia na América e Africa (Negroni, 2012). Do ponto de vista
clinico e epidemioldgico, essa micose abrange duas formas distintas: a criptococose
oportunista e a criptococose primaria. A primeira esta geralmente associada a condigdes
de imunossupressdo celular e é causada pelo C. neoformans e a segunda é causada
principalmente pelo C. gattii. As espécies e variedades se diferem no que diz respeito a
aspectos bioquimicos, biologicos, ecologicos, antigénicos e genéticos (Queiroz et al.,
2008).

A espécie C. neoformans pode ser encontrada principalmente em fezes e ninhos
de péassaros, 0s quais sdo habitats ideais devido ao seu contetdo rico em nitrogénio,
creatinina e sal. Formas viaveis deste fungo podem manter-se nesses ambientes por um
periodo de até 2 anos. Essa espécie de Cryptococcus também ja foi isolada de varias
espécies de arvores e a luz solar € capaz de destruir esses microrganismos. Quando no
meio ambiente, as células do Cryptococcus ndo possuem capsula, e o didmetro dessa
célula alcanga apenas 1 a 2 um, o que facilita sua passagem pelos pequenos brénquios.
O Cryptococcus sp. também possui uma enzima capaz de digerir a lignina (Telles &
Moretti-Bianchini, 2004; Chayakilkeeree & Perfect, 2006; De Queiroz-Kidd et al.,
2007;Viviani & Tortorano, 2009; Nucci et al., 2010; Negroni, 2012). Essa espécie
também inclui os sorotipos A (variacdo grubii), D (variacdo neoformans) e AD

(sorotipo diploide). O Cryptococcus neofomans, variedades A, D e AD, tem a
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capacidade de colonizar a mucosa do papo dos pombos, sem causar a doenga,
comportando-se como agente endossaproéfito natural destas aves (Filiu et al., 2002)

A espécie C. gattii € caracteristica de hospedeiros aparentemente
imunocompetentes e € endémica em regides tropicais e subtropicais na Australia,
Africa, Asia, sul da California e América do Sul. O habitat do C. gattii esta relacionado
a eucaliptos, onde o fungo é encontrado em sua casca e nos frutos, e também no chéo,
préximo as arvores (Kwong-Chung & Bennett, 1992; Kidd et al., 2007; Viviani &
Tortorano, 2009; Nucci et al., 2010; Negroni et al.,, 2012). Nesta espécie de
Cryptococcus estdo presentes os sorotipos B e C (Ribas et al., 2011).

A estimativa do 6rgdo Centers for Disease Control and Prevention (CDC) € de 1
milhdo de casos de meningite criptocococica por ano em todo 0 mundo em pacientes
HIV/AIDS, resultando em torno de 625 mil mortes (Park et al., 2009), porém evidéncias
diretas de infeccdo latente provindas de estudos feitos em autopsias mostraram células
criptococécicas dentro de granulomas pulmonares em individuos falecidos por causa
néo relacionada (Salyer et al., 1974; Binamic & Harrison, 2005). Outra prova disso foi
um modelo experimental em ratos, descrito em 2000, que pode refletir uma infecgéo
latente em um hospedeiro inerentemente resistente como o homem. Nesse modelo
experimental, a infeccdo pulmonar foi controlada sem disseminagdo, porém células
criptocococécicas permaneceram viaveis por pelo menos 18 meses em granulomas
intersticiais dentro de macrofagos e de células epitelidides. A administracdo de
imunossupressores como corticosteroides resultaram na presenca de leveduras
extracelulares e infecgéo extrapulmonar disseminada (Goldman et al., 2000; Binamic &
Harrison, 2005).

De qualquer maneira, a maioria dos casos de meningite criptococécica ocorre na
Africa subsaariana (em torno de 720 mil casos), onde Cryptococcus sp. é o principal
agente causador de meningite em adultos. A meningite criptococdcica é uma das
principais causas de obito em pacientes HIV/AIDS nessa regido da Africa, sendo ainda
mais letal do que a tuberculose em relagdo ao nimero de Obitos por ano. A mortalidade
por criptococose nos paises desenvolvidos é estimada em 10%, podendo chegar a 43%
em paises em desenvolvimento como a Tailandia e um tempo médio de sobrevida de 14
dias (Moretti et al., 2008).

No Brasil, dentre as micoses sistémicas, a criptococose tem sido relatada como a
mais prevalente em termos de internacdo. Dados do Sistema de Internacdo Hospitalar do

Sistema Unico de Saude (SIH-SUS) mostram que a criptococose apresentou o maior
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numero de internacdes no periodo de 2000 a 2007. Nas regides sul e sudeste do Brasil, a
criptococose associada a AIDS é a forma predominante e é causada pela variedade
neoformans, com letalidade em torno de 35 a 40%. As infec¢Oes causadas pela
variedade gattii importados ou ndo de outras regides do pais ocorrem esporadicamente
nessas duas regides brasileiras (Vigilancia Epidemiologica da Criptococose, 2011).

Na ultima década, um grande nimero de técnicas de tipagem de DNA tem sido
utilizado para estudar a epidemiologia do C. neoformans. Essas técnicas incluem
cariotipagem, amplificacdo randomizada de DNA polimérfico, polimorfismo no
comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP), estudos de hibridizacdo de DNA,
polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados (AFLP) e reagcdo em cadeia
de polimerase fingerprinting (PCR fingerprinting) (Varma & Kwon-Chung, 1992;
Crampim et al., 1993; Currie et al., 1994;Spitzer & Spitzer , 1994; Brandt et al., 1995;
Meyer et al., 1999). O PCR fingerprinting tem sido utilizado como a principal técnica
de genotipagem na pesquisa molecular global para o estudo epidemioldgico de C.
neoformans (Meyer et al., 1999; Ellis et al., 2000), dividindo mais de 400 isolados
clinicos e ambientais em 8 principais tipos moleculares: VNI (var. grubii, sorotipo A),
VNII (var. grubii, sorotipo A), VNIII (sorotipo AD), VNIV (var. neoformans, sorotipo
D), VGI, VGII, VGIII e VGIV (var. gattii, sorotipos B e C). Nenhuma correlacdo entre
0 sorotipo e o tipo molecular foi encontrado para C. neoformans var. gattii. Os tipos
moleculares foram confirmados pela técnica de RFLP através da analise dos genes da
orotidinamonofosfatopirofosforilase (URA5) e da fosfolipase (PLB1) (Meyer et al.,
2002). Globalmente, a maioria das infec¢des em hospedeiros imunocomprometidos séo
causadas pelo C. neoformans var. grubii (Mitchell & Perfect, 1995;Casadevall
&Perfect, 1998; Meyer et al., 1999).

Em nosso pais, alguns estudos ja foram realizados com o objetivo de avaliar a
epidemiologia dos isolados de Cryptococcus neoformans. Por exemplo, no Rio Grande
do Sul (RS), Casali e colaboradores (2003) analisaram um total de 124 isolados (105
isolados clinicos e 19 isolados ambientais) de C. neoformans provindos de diversos
lugares do estado e encontraram uma prevaléncia de 97,9% (91 isolados) do gendtipo
VNI, ao qual pertence o Cryptococcus neoformans var. grubii (sorotipo A) dos 105
isolados clinicos (Casali et al., 2003). Em 2008, Trilles et al., realizaram um estudo
utilizando um total de 443 isolados (320 isolados de C. neoformans e 123 isolados de C.
gattii) de varias regides do Brasil. De uma forma geral, os gendétipos VNI (64%) e VGII
(21%) foram os mais prevalentes, seguidos dos genoétipos VNII (5%), VGIII (4%), VGI
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e VGIV (3% cada) e VNIII (<1%). O genotipo VGIV nao foi identificado entre os
isolados deste estudo (Trilles et al., 2008).

A criptococose foi descrita em 1970 como “um gigante adormecido” entre as
micoses sistémicas (Ajello, 1970; Negroni, 2012). Alguns anos mais tarde, outros
autores descreveram essa micose ndo mais como “um gigante adormecido”, mas sim
como “um gigante verdadeiramente despertado” entre as micoses sistémicas em termos
de morbidade e mortalidade (Kaufman & Bulmer, 1978); e desde 1987, a criptococose €
a micose sisttmica que apresenta os maiores indices de morbidade e mortalidade. O
termo “criptococose” inclui as doencas causadas pelo C. neoformans e pelo C. gattii e
ambas as formas sdo consideradas infec¢cdes graves e 0 SNC é frequentemente afetado
(Negroni, 2012).

3.3 Neurocriptococose

A contaminacdo pelo Cryptococcus sp. ocorre geralmente atraves da inalagdo
dos esporos suspensos no ar, o que leva posteriormente a infecgdo primaria do sistema
respiratorio, acometendo mais fregiientemente a cavidade nasal do que propriamente 0s
pulmdes (Malik et al., 1997; Honsho et al., 2003; Pereira & Coutinho, 2003;
Kommerset et al., 2005; Queiroz et al., 2008). Estudos soroldgicos sugerem que a
maioria dos individuos sdo expostos a esse fungo apds os primeiros 2 anos de vida
(Goldman et al., 2001; Binamic & Harrison, 2005), contudo, as circunstancias precisas
e a frequéncia de exposicdo, bem como a ecologia deste microrganismo ainda ndo estéo
completamente compreendidas (Stephen et al., 2002; Binamic & Harrison, 2005).

Grande parte das infeccbes pulmonares é assintomatica ou apresenta sintomas
leves, mas j& foram relatados focos de infeccdo latente nos pulmdes ou nos linfonodos
em forma de granuloma compacto com capsula fibrosa e poucos fungos viaveis. A partir
dessas fontes, a reativacdo da criptococose pode ocorrer quando 0S mecanismos
imunolodgicos falham (Salfelder et al., 1990; Casadevall & Perfect, 1998; Negroni et al.,
2012). A partir desse sitio primario, o fungo pode disseminar-se sistemicamente por via
linfatica ou hematogénica, porém essa disseminagdo depende do quadro clinico em si e
do estado imunoldgico do hospedeiro (Nelson & Couto, 2001; Honsho et al., 2003;
Larsson et al., 2003; Taboada, 2004; Queiroz et al., 2008).

A criptococose pode se apresentar como uma doenga pulmonar crénica, uma

condicdo extrapulmonar unifocal com manifestacGes cutaneas ou neuroldgicas, ou um
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processo disseminado (Palmieri et al.,, 2009; Negroni, 2012), porém a
meningoencefalite é a forma clinica mais comum e ocorre em mais de 80% dos casos,
de forma isolada ou com acometimento pulmonar (Rozenbaum & Gongalves, 1994;
Moretti et al., 2008).

O Cryptococcus possui tropismo pelo SNC, pois ele utiliza as catecolaminas
para 0 seu desenvolvimento. Este fator, juntamente com a incapacidade do tecido
cerebral de gerar uma resposta inflamatdria eficaz, faz deste 6rgdo um alvo suscetivel
para essa infeccdo (Bava et al., 1997; Chayakulkeeree & Perfect, 2006; Negroni, 2012).
Ambas as espécies causam meningoencefalite, de evolucdo grave e fatal, acompanhada
ou ndo de lesdo pulmonar evidente, fungemia e focos secundérios para pele, 0ssos, rins,
supra-renais, entre outros (Moretti et al., 2008). Em humanos, essa infeccdo é mais
frequente em adultos, mas apesar de rara pode afetar criancas. A neurocriptococose em
pacientes ndo portadores do virus do HIV pode se manifestar como uma
meningoencefalite subaguda ou cronica, que particularmente afeta os ganglios basais,
semelhante a uma massa que ocupa O cérebro, ou entdo como uma
meningomielorradiculite. Quando ndo hd um envolvimento sério da imunidade, os
sinais sdo: com dores de cabeca, alteracdes de comportamento, hipertermia leve, fadiga
e sonoléncia. Problemas visuais, visdo borrada ou diplopia, convulsdes, vomitos, e
finalmente, a sindrome meningea, as vezes incompleta, podendo ocorrer mais tarde.
Também pode ocorrer a paralisia dos nervos cranianos, especialmente o sexto nervo
Papiledema, e coroidite sdo sintomas frequentemente observados.

O diagndstico muitas vezes é feito alguns meses apo6s o inicio dos sintomas. O
aspecto do LCR geralmente é limpido e incolor, com um aumento no nivel de proteinas,
hipoglicorraquia e pleocitose, predominantemente linfocitica; a presenca de mais de 200
células por mililitro é rara (Baddley & Dismukes, 2003; Chayakulkeeree & Perfect,
2006; Palmieri et al., 2009; Viviani & Tortorano, 2009; Negroni, 2012).0 aumento da
incidéncia da AIDS foi acompanhado pelo aumento da incidéncia de criptococose
(Pappalardo & Melhem, 2003. Queiroz et al., 2008). Isso se torna especialmente
preocupante uma vez que, no caso dos pacientes imunocomprometidos, em particular os
pacientes com AIDS, a meningoencefalite esta presente em mais de 90% dos casos,
porém com um curso mais agudo (Hospenthal & Bennett, 2001; Moretti et al., 2008).

Os sintomas comuns incluem cefaléia, febre e por vezes, vémitos, convulsdes,
fotofobia e alteracdes de consciéncia. A sindrome meningea é incompleta e leva apenas

a uma rigidez do pescoco e paralisia do nervo craniano. Esses pacientes raramente
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apresentam sinais focais, como paralisia do nervo abducente, afasia, sindrome cerebelar,
e paralisia dos membros. A persisténcia das dores de cabeca e febre por uma semana
deve ser avaliada através da anélise do LCR. No momento da puncéo lombar, a pressao
de abertura deve ser medida; se ela for superior a 25 cmH,O, 0 paciente possui riscos de
complicacdes graves como hérnia bulbar, convulsdes ou perda da visdo (Negroni,
2012).0Outras lesdes intracranianas podem estar relacionadas a neurocriptococose, como
0S cistos mucinosos, a dilatacdo dos espagos de Virchow-Robin, a meningite
circunscrita, o criptococoma, a forma granulomatosa miliar, o realce meningeo, a
ependimite, a ventriculite e a hidrocefalia (Hospenthal & Bennett, 2001; Moretti et al.,
2008).

No tratamento das formas graves da criptococose, especialmente as que
acometem o SNC, sendo o paciente imunossuprimido ou ndo, a fase de inducdo tem
como funcdo a negativar ou a reduzi a carga fungica, sendo entdo de 2 semanas o
periodo minimo de tratamento. A fase de consolidacdo dura aproximadamente 8
semanas e compreende a manutencdo da negatividade micoldgica e normalizagdo de
parametros clinicos e laboratoriais. Entdo, segue-se a fase de supressdo (também
denominada de manutencdo), por no minimo 1 ano, com tempo adicional que pode
variar de acordo com o estado imunoldgico do hospedeiro (Moretti et al., 2008). O
tratamento de escolha para a neurocriptococose é feito com associagdo de AMB
deoxicolato dada por via intravenosa (IV) a uma dose de aproximadamente 0,7 mg/kg
diariamente, e 5-FC por via oral (VO) em uma dose de 25 mg/kg a cada 6 horas. Esse
tratamento € mantido por 3 semanas em pacientes aidéticos e por 6 semanas em
pacientes HIV-negativos (Kwon-Chung & Bennett, 1992; Nguyen et al., 2002; Baddley
& Dismukes, 2003; Chayakulkeeree & Perfect, 2006; Negroni, 2012).

No Brasil, a terapia antifingica de indugéo para a neurocriptococose € igual para
pacientes imunocomprometidos e imunocompetentes, com AMB (0,7 a 1,0 mg/kg, 1.V,
diariamente) e 5-FC (100 mg/kg, V.O., diariamente) , por 2 semanas. A consolidacao é
feita com FCZ (400 mg por dia, V.0.) por um periodo que varia entre 6 e 10 semanas
para pacientes nao portadores do virus do HIV(Saag et al., 2000; Pappas et al., 2001;
Moretti et al., 2008) e seguido por 10 semanas em pacientes com HIV ou outra forma
de imunossupressdo (Van der Horst et al., 1997; Brouwer et al., 2004; Bicanic et al.,
2008; Moretti et al., 2008), estando disponiveis esquemas alternativos para ambos 0s
grupos (Moretti et al., 2008).
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Para a profilaxia, ndo ha medidas preventivas eficazes, portanto, pacientes
imunocomprometidos devem evitar areas contaminadas, principalmente por fezes de

passaros (Negroni, 2012).

4. Fisiologia da barreira hematoencefalica

O SNC é considerado um compartimento a parte em nosso organismo e €
protegido por trés elementos estruturais que controlam e regulam a homeostase do
cérebro, medula espinhal e LCR com o resto dos sistemas (Hawkins et al., 2005; Banks,
2009). E um sistema isolado da circulagdo sistémica e com acesso altamente restrito,
uma vez que o mesmo é envolvido por uma camada celular firmemente conectada entre
si por juncdes oclusivas (também conhecidas como tight junctions). Essa camada age
como uma verdadeira membrana lipidica, formando duas barreiras: a barreira
hematoencefélica (BHE) e a barreira hemato-liquérica (BHL) (De Vries et al., 1997).
Anatomicamente, a BHE é uma vasta rede de aproximadamente 650 quildmetros de
microcapilares, cada um possuindo um limen de aproximadamente 6 milimetros de
diametro (Zlokovic et al., 1995; Zlokovic et al., 1998; Hawkins et al., 2005; McCaffrey
etal., 2012).

O conceito de BHE surgiu no final do século XIX, na Alemanha, através de
experimentos do cientista Paul Ehrlich, através de injecbes de corantes em animais,
tanto na circulacdo arterial como na circulagdo venosa e todos os Orgaos, exceto o
cérebro e a medula espinhal se coravam, o que levou a hip6tese de dois compartimentos,
mas somente no século XX, Edwin Goldmann injetou azul de tripano intravenosa e
subcutaneamente. O azul de tripano corou o plexo coroide e a dura mater, mas nédo
entrou substancialmente no LCR. Reciprocamente, apds uma injecao direta de azul de
tripano no LCR, o cérebro e medula espinhal ficaram corados, indicando entdo a
auséncia de uma barreira difusional entre o LCR e o tecido cerebral (Goldmann, 1909;
Goldmann, 1913; Nau et al., 2010), mas somente na década de 60 identificaram-se 0s
capilares do SNC e as células endoteliais como o sitio da BHE (Davson, 1976).

As células endoteliais, as ocludinas, as claudinas, os astrocitos, o pericito, e a
matriz extracelular sdo componentes desse complexo sistema. As células endoteliais
consistem em uma barreira formada pela presenca das jungdes endoteliais que
controlam a abertura e fechamento coordenado das juncdes célula-célula (Stamatovic et

al., 2008; Rojas et al., 2011), além disso, esse endotélio se distingue do endotélio
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capilar do restante do organismo por diversas caracteristicas especificas: ndo é
fenestrado; possui juncOes oclusivas que conectam 0s espagos intercelulares,
restringindo a passagem de qualquer substiancia com didmetro superior a 10 a 15 A; a
auséncia quase total de vesiculas pinocitoticas intracitoplasmaticas, o0 que impede o
transporte transcelular; e por possuir grande quantidade de mitocondrias na sua por¢éo
luminal (Janzer et al., 1993; De Vries et al., 1997; Rojas et al., 2011).

As ocludinas foram as primeiras proteinas integrais de membrana identificadas
nas juncdes oclusivas das células endoteliais. Seu dominio citoplasmatico carboxi
terminal fornece a conexao da ocludina com o citoesqueleto, o que assegura uma alta
resisténcia elétrica das monocamadas de células endoteliais e diminui a permeabilidade
paracelular (Persidsky et al., 2006; Rojas et al., 2011). As claudinas também sé&o
proteinas integrais, porém menores do que as ocludinas em termos de peso molecular
(claudinas possuem peso molecular de 21 — 28 kDa e as ocludinas possuem peso
molecular de 65 kDa) e séo responsaveis pela regulacdo da seletividade paracelular aos
ions pequenos (Ohtsuki et al., 2007; Findley et al., 2009; Rojas et al., 2011). Os
astrocitos sdo células gliais em forma de estrela e geralmente apresentam-se em ndmero
muito superior ao numero de neurdnios (em torno de 10 vezes) e possuem um papel
importante no controle do tonus vascular (Giaume et al., 2010; Rojas et al., 2011).0s
pericitos comunicam-se diretamente com as células endoteliais e essa comunicagdo tem
se mostrado critica para a regulacdo da BHE através de estudos in vitro (Daneman et al.,
2010; Rojas et al., 2011).

Alguns estudos também tém demonstrado que os pericitos expressam moléculas
como o fator de crescimento endotelial vascular e metaloproteinases de matriz que
regulam a integridade da BHE (Thanabalasundaram et al., 2010; Rojas et al., 2011).
Outro componente importante é o espaco extracelular, o qual representa
aproximadamente 20% do volume total do cérebro e é preenchido com uma matriz
extracelular altamente organizada, localizada na interface entre vasos sanguineos e a
glia. O papel principal da matriz extracelular aparentemente é o de ancoramento,
juntamente com o epitélio, através de interacdes de proteinas da matriz extracelular com
0s receptores endoteliais tipo integrinas (Bazzoni et al., 2004; Rojas et al., 2011), cuja
funcdo se da na sinalizacdo celular, migracdo e formacdo capilar cerebral durante a
angiogénese (Zlokovi, 2008; Rojas et al., 2011).

A principal funcdo da BHE é a de servir como uma interface que limita e regula

a troca de substancias entre o sangue e 0 SNC. A impermeabilidade da BHE €é o
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resultado de uma série de caracteristicas Unicas, que acrescenta dificuldade as moléculas
gue tentam penetrar nesta barreira. Esta propriedade é baseada na existéncia de uma
permeabilidade muito restrita do endotélio, além da presenga de enzimas degradantes
presentes em grande numero no interior deste endotélio de modo que, com exce¢édo de
agua, gases como oxigénio e o dioxido de carbono e determinadas moléculas
lipossolUveis muito pequenas podem passar de forma integra (Banks, 2010; Rojas et al.,
2011). As moléculas hidrofilicas, que sdo essenciais para 0 metabolismo do cérebro, tais
como ions, glicose, aminoacidos e componentes de acido nucléico, passam pela BHE
através de canais especializados (Begley& Brightman, 2006; Rojas et al., 2011).

A transferéncia de algumas moléculas é regulada por transportadores de
maltiplas drogas, os quais podem limitar as suas concentra¢fes dentro do SNC. Os
transportadores de maltiplas drogas s@o proteinas de transporte que exploram a hidrolise
do ATP (trifosfato de adenosina) para canalizar moléculas através das membranas
lipidicas. Eles também facilitam o transporte de moléculas para dentro das células, mas
podem também evitar o acumulo de moléculas dentro do espaco intersticial. Os
transportadores de multiplas drogas e a glicoproteina-P (Pgp) séo expressos na BHE e
limitam o acesso das drogas ao tecido cerebral (Abbott & Friedman, 2012; Serlin et al.,
2015). Recentes estudos sugerem que a supra-regulacdo dos transportadores de
moléculas em condicbes patolégicas podem reduzir os niveis das drogas no cérebro,
explicando assim a falha terapéutica (farmacorresisténcia) em doencas neuroldgicas e
psiquiatricas (Potschka, 2010; Serlin et al., 2015). A BHE também possui funcdes
importantes como funcdo neuroimune, com a secrecdo de citocinas, prostaglandinas e
Oxido nitrico (Banks, 20102).

5. Hipertensdo intracraniana e a meningite criptococdcica

O conteldo intracraniano é composto de tecido cerebral (80%), LCR (10%) e
sangue (10%) (Shapiro K, 1997; Giugno et al., 2003). O volume de LCR estimado gira
em torno de 150 mL em adultos, sendo que 125 mL ficam entre 0 espago subaracnoide e
cranio e o restante (25 mL) encontram-se nos ventriculos, porém com diferencas
interindividuais. A producdo de LCR em adultos varia entre 400 e 600 mL por dia,
dependendo do método utilizado para estudar essa produgdo. De 60 a 75% do LCR é
produzido pelos plexos coroides dos ventriculos laterais e pela tela coroideia do terceiro

e quarto ventriculos (Sakka et al., 2011). A circulacdo do LCR é um fenémeno
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dindmico e sua regulacdo é responsavel pela homeostase cerebral. O LCR circula dos
sitios de producéo para os sitios de absor¢do, com um fluxo unidirecional em cavidades
ventriculares e fluxo multidirecional em espagos subaracndides. Apds ser produzido
pelos plexos coroides nos ventriculos laterais, o LCR atravessa o forame
interventricular em direcdo ao terceiro ventriculo, entdo viaja em direcdo ao quarto
ventriculo através do aqueduto cerebral e por fim alcanca o espacgo subaracnoide através
de uma abertura mediana (forame de Magendie) do quarto ventriculo. No espaco
subaracndide, o LCR circula até os locais de absor¢do ou para o espaco subaracndide da
coluna vertebral (Zervas et al., 1982; Sakka et al., 2011).

A pressdo do LCR é definida como presséo intracraniana na posic¢éo de pronagdo
e é 0 equilibrio dindmico entre producdo e absor¢do de LCR e a dificuldade (resisténcia)
do fluxo (Biki et al., 2002; Chomicki et al., 2007; Traboulsi & Avan, 2007; Sakka et
al., 2011). Essa pressdo é aquela encontrada no interior da caixa craniana, tendo como
referéncia a pressao atmosférica (Marmarou & Tabaddor, 1993; Carlotti et al., 1998). A
pressao intracraniana tem uma variacao fisiologica de 5 a 15 mmHg (em torno de 68 a
204 mmH,0) para adultos e de 3 a 4 mmHg (correspondendo a em torno de 41 a 54
mmH,0) em criancas (Lee & Hoff, 1996; Carlotti et al., 1998; Sakka et al., 2011),
refletindo o conteddo da caixa craniana e o volume do cranio. Qualquer alteragdo do
volume de algum desses contetdos pode causar HIC (Carlotti et al., 1998), que é o
aumento dessa pressdo no interior da caixa craniana.

A HIC é uma consequéncia severa do edema cerebral apés uma variedade de
injurias cerebrais, tais como processos isquémicos ou traumaticos, que podem ameacar
a perfusdo do cérebro inteiro. As alteragdes liqudricas que levam a HIC geralmente
estdo associadas com a obstrucdo da circulacdo liquorica em qualquer ponto de sua via
ou entdo com a dificuldade de reabsorcdo do LCR (Carlotti et al., 1998).

O controle da HIC é um pardmetro critico no manejo das infeccGes
criptococdcicas do SNC (Garbyll et al., 2000; De Vedia et al., 2013).
Aproximadamente 50% dos pacientes com meningite criptocococica apresentam
pressdo intracraniana elevada (> 250 mmH-,0), atribuivel a alta carga fungica e também
a falta de resposta imunoldgica adequada no LCR (Perfect et al., 2010; De Vedia et al.,
2013). No ano 2000, a diretriz da American Society of Infectious Diseases (IDSA)
sugeriu que fosse feito um rigido controle da pressdo intracraniana (Saag et al., 2000;
De Vedia et al., 2013), mas os varios relatos de varios centros que lidam com a alta

complexidade dessa condicdo chamam atencdo para a falta de cumprimento dessas
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recomendacdes (Pappas, 2005; Shoham et al., 2005; De Vedia et al., 2013). A HIC é
frequentemente considerada assintomética devido a sua clinica ser um pobre marcador
para a pressao intracraniana (Garbyll et al., 2000; De Vedia et al., 2013). A principal
intervencdo utilizada para reduzir a HIC é a drenagem lombar percutanea de LCR
(Denning et al., 1991; De Vedia et al., 2013), pois reduzir a pressdo intracraniana a
niveis normais é essencial para diminuir a morbi-mortalidade causada pela meningite
criptococécica (Garbyll et al., 2000; De Vedia et al., 2013), situacdo que ainda ocorre
com frequéncia em pacientes acometidos pela meningite criptococdcica, considerando
os estudos que associam a HIC a alta mortalidade nesse pacientes (Powderly, 1997; De
Vedia et al., 2013).

Em pacientes com meningite criptococdécica, a HIC pode ocorrer devido a varios
fatores: a cepa causadora da meningite, a severidade da infec¢do, e/ou a conformacéo e
capacidade de um dado paciente de absorver o LCR, por causa da viscosidade do LCR,
a qual normalmente encontra-se aumentada e impede sua propria passagem, ou entdo
podemos ter a formacdo de um tampéo polissacaridico microscépico que pode bloquear
diretamente o fluxo de LCR (Small et al., 1986; Denning et al., 1991). Um grande
numero de celulas leveduriformes normalmente esta presente nos casos de meningite
criptococdcica no LCR e nas meninges, especialmente em pacientes imunossuprimidos,
e esse tipo celular é substancialmente maior do que as hemaécias, portanto as células
leveduriformes podem bloguear os canais e valvulas das vilosidades subaracnoides.
Além disso, variagdes na capacidade de absorcdo do LCR intra-individuais podem
influenciar o desenvolvimento da HIC.

Outra hipdtese, mesmo que seja improvavel, é a de que a meningite
criptococdcica por si sO seria capaz de alterar a taxa de producdo de LCR, a qual se
estiver aumentada e sem uma absorc¢do adequada, pode levar ao quadro de HIC devido a
resisténcia para a saida do LCR; uma taxa reduzida de escoamento do LCR é também
um fator importante na inducdo da HIC (Denning et al.,1991). Em condi¢Ges normais,
se houver resisténcia para o LCR sair, a producdo dele também diminui (Scheld et al.,
1980).

No contexto das doencas infecciosas do SNC, até o presente momento, ndo ha
publicacbes que relatem o papel da presséo intracraniana na penetracdo ou
biodisponibilidade de agentes antimicrobianos no LCR. A pressdo intracraniana elevada
pode representar um obstaculo para uma penetracdo de drogas eficiente no SNC. A

penetracdo de drogas contra o gradiente de pressdo tem sido bastante estudado na
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biologia de tumores sélidos. Estudos experimentais in vivo documentaram que a pressdo
intracraniana esta aumentada na maioria dos casos de tumores sélidos e essa questdo
representa a maior dificuldade na transferéncia de quimioterapicos do sangue para o
tumor (Jain, 1997; Lo et al., 2001). E também possivel que questdes similares possam
ser importantes na penetracdo de drogas em um cérebro danificado. Em um modelo
experimental em gatos de isquemia cerebral focal, Hatashita & Boff mediram a presséo
intracraniana e a resisténcia hidraulica em um tecido edematoso e concluiram que as
pressdes intracranianas induzidas por um edema podem representar um grande
obstaculo a penetracédo eficiente de drogas por via intraventricular. Deste modo, edema
cerebral e pressdes intracranianas elevadas sdo fatores a serem considerados no que diz
respeito a penetracdo de drogas, especialmente nas circunstancias de danificagdo

cerebral durante o acidente vascular e trauma (Hatashiba & Boff, 1988; Lo et al., 2001).

6. Fatores que influenciam a concentragéo de drogas no SNC em humanos

Apo0s a injecdo intravenosa, a maioria das drogas possui maior concentracao no
LCR da regido lombar do que no LCR da regido ventricular; e a injecdo de drogas no
LCR da regido lombar frequentemente ndo produz concentragdes terapéuticas no LCR
das regi0es cisternal e ventricular (Kaiser & McGee, 1975; Shapiro et al., 1975; Nau et
al., 2010).0 tempo de meia-vida parece ser maior apos uma injecdo no LCR lombar do
que no LCR ventricular: o tempo de meia-vida de um composto hidrofilico radioativo
injetado no LCR lombar foi estimado entre 12,4 e 131,1 horas (Nau et al., 1993; Nau et
al., 2010). Por outro lado, o tempo de meia-vida de uma droga hidrofilica de molécula
grande, como a vancomicina, apés a injecdo intraventricular, variou de 3,0 a 20,5 horas
(Reesor et al. 1988; Pfausler et al., 1997;Pfausler et al., 2003; Nau et al., 2010).
Nenhuma barreira difusional separa o espaco intersticial do tecido nervosoa e o LCR, e
até moléculas grandes vindas do espacgo liquérico podem penetrar no espaco intersticial
do tecido por difusdo (Reese et al., 1971; Nau et al., 2010). A troca entre 0 espaco
liqudrico e o espaco intersticial do cérebro foi estudada em um paciente que recebia
anfotericina B intraventricularmente; o espaco liquérico foi estimado em 139 mL,
enquanto que o volume de distribuig¢do no tecido nervoso foi estimado em 677 mL, e a
transferéncia constante entre ambos os espagos foi de 0,78/hora, correspondendo a um
tempo de meia-vida de 0,9 horas para a troca entre ambos os compartimentos (Atkinson
& Bindschadler, 1969; Nau et al., 2010).
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Aproximadamente dois tercos (2/3) do LCR produzido pelos plexos
cordidescomo um fluido ultrafiltrado com baixas concentragcbes de proteinas
plasméticas e drogas; um terco (1/3) do LCR se origina do espaco extracelular do
cérebro e medula espinhal e existe um fluxo continuo dentro do espaco extracelular do
cérebro e medula espinhal em direcdo ao espaco liquorico, o que impede o igualamento
de concentracBes de drogas no espaco liquérico e no fluido extracelular do tecido
nervoso por difusdo. Humanos e animais diferem consideravelmente no que diz respeito
a relacdo entre producédo de LCR e volume do espaco liquorico (a razdo de ambos os
parametros € bastante aumentada em animais pequenos). Por esta razdo, os dados
quantitativos derivados de animais sdo dificeis de relacionar com humanos (Nau et al.,
2010)

Atualmente, para muitos compostos, ap0s a administracdo sistémica, a
concentracdo da droga no espaco intersticial do tecido nervoso esta relacionada com a
concentracdo liqudrica. Ambas as concentragfes devem ser da mesma ordem de
magnitude. As concentracdes de drogas encontradas em homogeneizados de cérebro
ndo refletem as concentracGes do espaco extracelular, mas refletem uma concentracao
média de varios compartimentos dependendo de como o homogeneizado foi preparado,
como a droga de interesse foi extraida, e por qual método de quantificagdo a
mensuracéo foi feita (Nau et al., 2010).

O objetivo farmacoldgico da administracdo da terapia antimicrobiana € alcancar
concentracdes adequadas do farmaco no sitio da infeccdo. Os tecidos do SNC e dos
olhos, contudo, sdo tecidos relativamente protegidos devido as barreiras que limitam a
difusdo de muitas moléculas. Além disso, existem as bombas de efluxo teciduais que
podem impactar no acumulo de drogas no SNC. Para que as drogas penetrem no LCR e
no parénquima cerebral, os compostos precisam atravessar a camada epitelial do plexo
cordide ou o endotélio cerebral. Essa barreira tecidual € estruturalmente diferente de
outras barreiras devido ao tamanho das conexdes intercelulares através das quais as
drogas passam. Todos os outros tecidos possuem conexdes celulares abertas para qual o
espaco entre as células ¢ de IOOA, permitindo a pronta difusdo da maioria das moléculas
farmacologicas (Kethiredy& Andes, 2007).

Um fator de grande influéncia na penetragdo de farmacos no SNC € a presenca
ou auséncia de inflamagdo na BHE. As concentragdes de drogas medidas na auséncia de
inflamacéo das meninges representam a concentragdo minima que pode ser encontrada

no inicio do curso de uma infeccdo no SNC ou durante a sua resolucdo. Por esta razéo, é



35

necessario alcancar concentracdes efetivas de drogas nos compartimentos do SNC nao
somente na presenga como também na auséncia de inflamagdo meningea. A entrada de
drogas no LCR e no espago extracelular, incluindo os antibioticos,depende de fatores
como: tamanho molecular, lipofilicidade, grau de ligacdo as proteinas plasmaticas,
afinidade por bombas de efluxo, polaridade e fluxo sanguineo cerebral (Kethirredy &
Andes, 2007; Nau et al., 2010).

O peso molecular é um fator dbvio, pois quanto maior for a molécula, menos ela
ird penetrar no SNC através das juncBes oclusivas, e, consequentemente, menor sera
concentracdo esperada no SNC. A lipofilicidade de um composto aumenta sua
habilidade de penetracdo no SNC através da BHE, uma vez que os compartimentos do
SNC sdo circundados por pelo menos uma camada de células e duas membranas
lipidicas por celulas, ligadas predominantemente pelas juncdes oclusivas (Nau et al.,
2010).

Os capilares do cérebro sdo desprovidos de poros aquosos para facilitar a difusdo
aquosa, portanto, a difusdo lipidica torna-se um determinante critico na penetracéo de
drogas. O coeficiente de permeabilidade para difusdo lipidica é conhecido como
particdo lipidica:aquosa ou particdo octanol:agua (Log P) (Andes & Craig, 1999;
Katzung, 2004; Kethirredy& Andes, 2007). O coeficiente octanol:agua ideal a um pH
de 7,4 para difusdo do plasma para o LCR varia de 1 a 10, correspondendo a um Log P
entre 0 e 1 (Nau et al., 1994; Nau et al., 2010).

Contudo, compostos altamente lipofilicos frequentemente demonstram um alto
grau de ligacdo as proteinas plasmaticas, portanto, as propriedades de lipofilicidade e
afinidade pelas proteinas plasmaticas podem ser caracteristicas conflitantes no que diz
respeito a penetracdo no SNC, pois torna o prognostico farmacocinético mais dificil. A
afinidade por proteinas plasmaticas esta associada a alta afinidade pela albumina sérica
e esse fator influencia fortemente a entrada de drogas nos compartimentos do SNC. Em
geral, acredita-se que na presenca de uma barreira intacta, somente a fracdo livre
consegue penetrar livremente, porque proteinas de ligacdo (em particular albumina e
globulinas) atravessam a BHE apenas em pequenas quantidades (Norrby, 1985;
Kethirredy& Andes, 2007; Nau et al., 2010).

ApoOs a penetragdo no SNC, a droga precisa acumular para alcangar niveis
terapéuticos adequados. Nesse contexto, as bombas de efluxo presentes no tecido do
SNC sdo capazes de remover moléculas do LCR (Kethirredy & Andes, 2007). A

influéncia desses sistemas nas concentracbes das drogas nos compartimentos
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intracranianos é variavel (Nau et al., 2010). A remoc¢do de compostos neurotdxicos é
feita principalmente pela glicoproteina-P (Pgp), uma proteina transportadora abundante
na BHE, a qual possui grande influéncia no sistema de transporte ativo (Nau et al.,
2010). A Pgp tem um amplo espectro de ligantes que favorecem compostos lipofilicos.
A bomba controla substratos de aproximadamente 300 a 4000 Da em massa (Miller et
al., 2008; Nau et al., 2010).

Os Unicos compostos antifungicos que servem como substratos para as Pgps sdo
as drogas da classe dos azdlicos, em especial o itraconazol, o triazol que exibe a
afinidade mais significativa por essa proteina (Imbert et al., 2002; Kethirredy& Andes,
2007). Nesse aspecto, o entendimento desses principios basicos da farmacocinética no
SNC, deve permitir a predicdo sobre a penetracdo de antifungicos no SNC e sua
acumulacdo nesse compartimento. Entretanto, a natureza complexa e frequentemente

conflituosa dessas varias propriedades fisioquimicas pode dificultar essas predicoes.

6.1 Relacdo entre concentracéo de antifungicos e atividade antifingica

A relagéo entre concentracdo da droga e efeito tem sido estudada em modelos
animais de meningite. Em infec¢des fungicas experimentais do SNC, com a provavel
excecdo da meningite criptococdcica, a cura esta mais correlacionada com a penetracao
do antifungico no parénquima cerebral do que propriamente com a concentracdo do
antifangico no LCR (Kethirredy& Andes, 2007; Nau et al., 2010).

Por isso, 0 monitoramento das concentracdes de drogas nos 6rgdos ou tecidos
infectados se torna til para avaliar a eficacia e os efeitos colaterais. Em pacientes com
meningoencefalite, a infeccdo esta localizada principalmente no interior do espaco
cefalorraquidiano, local onde as drogas antifingicas muitas vezes ndo alcangcam 0s
niveis adequados, portanto o tratamento torna-se dificil em muitos casos. Por afetar o
SNC, a meningoencefalite requer um tratamento apropriado na sua fase inicial para
evitar sintomas mais graves (Shoji et al., 2012).

De acordo com o Relatorio Técnico denominado Consenso de Criptococose
(2008) (Guidelines in Cryptococcosis — 2008), a terapia de escolha para a
neurocriptococose consiste em AMB, 5-FC e FCZ (fase de consolidacdo) (Moretti et al.,
2008), porém as evidéncias mostram uma grande variabilidade entre os diferentes

agentes antifungicos no que diz respeito a distribuicdo desses agentes no SNC.
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O agente antifungico classico AMB pertence a classe dos poliénicos, possui acao
fungicida e é ativo contra a maioria dos fungos de importancia clinica (Dismukes, 2006;
Drew, 2015). Esse agente antifungico exerce seu efeito através do impedimento da
sintese da parede celular fungica devido a sua capacidade de se ligar aos esterois,
especialmente o ergosterol, levando a formacdo de poros que permitem a saida dos
componentes celulares. Essa afinidade também pode ser responsavel pelos efeitos
toxicos contra as células de mamiferos (McEvoy, 1996; Drew, 2015). A molécula da
AMB é uma molécula grande e lipofilica, portanto, seu tamanho impede sua entrada no
SNC (Nau et al., 2010).

A farmacocinética da AMB deoxicolato e suas preparacfes lipidicas no SNC
tem sido estudada em modelos experimentais em coelhos com e sem infecgédo do SNC
(Lee et al., 1994; Groll et al., 2000; Kethirredy & Andes, 2007) e as concentracdes da
AMB néo encapsulada foram inferiores a 1% da concentracdo correspondente em soro
ou plasma (Liu et al., 1995; Kethirredy & Andes, 2007).

Em geral, a administracdo de qualquer uma das formulagfes de AMB néo
produz concentracfes mensurdveis no LCR independente da existéncia de inflamacgéo
nas meningites causadas por Candida sp. ou Cryptococcus sp.. Contudo, foram
observadas concentra¢fes detectaveis no parénquima cerebral mesmo na auséncia de
infeccdo no SNC, mas a penetracdo desses compostos pode encontrar-se aumentada em
duas a quatro vezes quando na presenca de infeccdo (Kethirredy & Andes, 2007).
Embora existam muitas barreiras fisicas e quimicas que impedem a entrada de
compostos no cérebro, o processo infeccioso é capaz de alterar a vasculatura normal,
possivelmente permitindo a penetragdo aumentada de agentes como a AMB. Essa
situacdo pode explicar o sucesso terapéutico, embora em geral esse antifingico possua
penetracdo limitada no SNC (Eltoukhy & Crank, 2010), mas apesar das baixas
concentragfes no LCR, existe uma grande experiéncia clinica de sucesso terapéutico
com as diferentes formulacdes da AMB para infec¢cbes do SNC em humanos (Kethiredy
& Andes, 2007; Nau et al., 2010), embora hajam poucos relatos na literatura sobre a
farmacocinética da AMB em humanos.

A 5-FC ¢é um dos antifingicos mais antigos existentes, um analogo fluorado da
citosina. Esse composto foi sintetizado em 1957, como um potente agente anti-tumoral
(Duschinski et al., 1957; Vermes et al., 2000).A 5-FC possui melhor atividade contra
leveduras, incluindo Candida, Torulopsis e Cryptococcus spp., contra fungos demaceos

causadores da cromoblastomicose (Phialophora e Cladosporium spp.) e Aspergillus sp.
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(Scholer et al., 1980; Vermes et al., 2000) e ndo se liga as proteinas plasmaticas, tendo
assim uma excelente penetracdo no SNC(Block et al., 1972; Nau et al., 2010).

Existem poucos estudos que avaliem as concentracdes de 5-FC no SNC e LCR
em humanos e animais. Em um modelo experimental estudado por O"Connor e
colaboradores (2013), encontrou-se uma taxa de 13% de penetracdo desse farmaco no
cérebro em um modelo animal (O"Connor et al., 2013). Em humanos, esse numero
aumenta consideravelmente, sendo de até 84% da concentragdo sérica (Brouwer et al.,
2007).Essas concentragdes ultrapassam a maioria das concentracfes necessarias para
inibir o crescimento fangico in vitro e isso poderia predizer a eficacia da 5-FC frente a
esses agentes fungicos. Um modelo experimental em coelhos que testou o impacto da
dose e da combinagdo de 5-FC com FCZ n&o resultou em nenhuma melhora de
quaisquer dos parametros experimentais quando comparado com o grupo que recebeu
apenas FCZ. O mesmo estudo concluiu que com a diminuicdo da dose de 5-FC, a
atividade antifangica também reduziu, sugerindo um antagonismo em baixas
concentracdes de 5-FC (Kartalija et al., 1996). No entanto, a combinacgdo da 5-FC com
AMB deoxicolato ou lipossomal continua sendo a terapia de primeira linha para o
tratamento da meningite criptocococica (fase de inducédo) (Perfect et al., 2010; Feltonet
al., 2014).

Os triazdlicos inibem a enzima 14-a-esterol-demetilase do citocromo P450.
Essa enzima esta envolvida na via de biossintese do ergosterol, uma molécula essencial
da membrana celular fangica (Zonios& Bennett, 2008). Os antifingicos triazélicos
disponiveis exibem propriedades quimicas variadas e diferem no que diz respeito a
farmacocinética no SNC. O FCZ ¢ o triaz6lico que atinge as concentragdes mais altas
no LCR. Em modelos animais, existe uma variacdo de concentragdo liquorica que varia
de 41 a 86% da concentracdo plasmatica. No entanto, as concentragcdes encontradas no
cérebro de animais foram mais baixas, variando entre 10 e 50% das concentragfes
plasméticas. Em humanos, resultados similares foram encontrados, com concentragdes
de FCZ no LCR variando de 52 a 85% das concentra¢cfes encontradas no plasma desses
individuos. A grande diferenca entre animais e humanos foi a concentragdo de FCZ
encontrada no cerebro. Em humanos, as concentracGes variaram de 110 a 142% das
concentragOes plasmaticas desse farmaco, porém é importante ressaltar que apenas um
estudo com humanos relatou concentragcdes cerebrais de FCZ em mais de 15 anos.
Todavia, um estudo de revisdo publicado em 2007 relata concentracdo de FCZ em

cérebro humano na proporcdo de 116% da concentracdo plasmatica. A habilidade do
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FCZ em penetrar no SNC e alcangar concentracdes elevadas sugere que ele seja eficaz
contra muitos patégenos e faz dele uma boa alternativa no tratamento de infecgdes
fangicas do SNC (Kethirredy & Andes, 2007).
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7. Objetivos
7.1 Objetivo principal

Realizar a avaliacdo da influéncia da pressdo intracraniana na concentracéo
liquodrica de antifungicos (AMB e FCZ) em pacientes com meningite criptocococica
internados no HCPA.

7.2 Objetivos secundarios

- Determinar as CIMs dos antifingicos AMB, FCZ, voriconazol e 5-FC de cada isolado
provindo pacientes com meningite criptococécica internados no HCPA.

- Correlacionar as CIMs dos isolados de Cryptococcus sp. dos pacientes frente aos
antifangicos AMB e 5-FC, das amostras de liquor do dias 0, 7 e 14, com a resposta
terapéutica e com os niveis liquoricos de antifungicos.

- Correlacionar os niveis de antifungicos encontrados no LCR com a resposta
imunolodgica do paciente (dado coletado do exame citologico do LCR do paciente) para
verificar o comportamento da BHE na presen¢a de um ndmero maior de leucdcitos e

com isso, se a concentragao de antifangico no LCR se torna maior.
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9. Artigol

O artigo 1 sera submetido para o periédico Medical Mycology, portanto encontra-se

nas normas do mesmo.
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Abstract

The purpose of this study was to evaluate the influence of intracranial
hypertension in the cerebrospinal fluid levels (CSF) of amphotericin B and fluconazole
levels of patients with cryptococcal meningitis. CSF samples and intracranial pressure
were obtained by means of routine punctures performed at days 1, 7, and 14 of therapy
respectively. Amphotericin B and fluconazole CSF levels were measured by HPLC
method as previously described. The minimum inhibitory concentration for
amphotericin B, fluconazole, 5 flucytosine, and voriconazole of each Cryptococcus
isolate was performed according to CLSI. The predominant Cryptococcus species found
was C. neoformans and the major underlying condition was AIDS. Only one CSF
sample had a detectable level for amphotericin B during the 14 days of therapy.

Fluconazole CSF levels progressively increased from day 1 to day 14 of therapy
for most cases. Fluconazole levels in the CSF were above the MICs for Cryptococcus
during the initial 14 days of antifungal therapy. Variations of intracranial pressure did
not affect amphotericin B and fluconazole levels in the CSF. The generalized estimating
correlation (GEE) and Spearman correlation test (SCT) showed no significant
correlation between the amphotericin B or fluconazole concentrations in the CSF and
intracranial pressure (p= 0.953 and p= 0.093, respectively for GEE test and p = 0.477
and p = 0.847, respectively for SCT). Combination therapy of amphotericin B with
fluconazole was effective in 60% of the patients considering CSF cultures were negative
in 9 of 15 patients after 14 days of therapy. Further studies are necessary to evaluate the
role of intracranial hypertension on the therapeutic efficacy of different antifungal

agents in patients with cryptococcal meningitis.

Introduction

Cryptococcal meningitis can cause significant morbidity and mortality in the
immunocompromised host and invasion of the central nervous system (CNS), which
may lead to devastating consequences.' More than 50% of the patients with
cryptococcal meningitis exhibit intracranial hypertension.”™ Approximately 600.000
deaths associated with cryptococcal meningitis occur annually worldwide.® Intracranial
hypertension is responsible for both early mortality and cognitive sequelae of
cryptococcal meningitis.> * 7 Risk factors for cryptococcal infection include HIV, liver

cirrhosis, diabetes mellitus, malignancies, and corticosteroids use. However, the disease
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may also occur in immunocompetent hosts who are without any apparent underlying
disease.’

The treatment of CNS infections is often difficult because the blood-brain barrier
limits diffusion of drugs into the CNS and tissue efflux pumps can reduce CNS drug
concentrations. In experimental fungal infections of the brain, with the probable
exception of cryptococcal meningitis, outcome correlates closer with brain parenchymal
antifungal penetration than with antifungal CSF concentrations accumulation.’
Infectious Diseases Society of America recommends measuring the CSF pressure in
patients with cryptococcal meningitis using a manometer for lumbar puncture at initial
and follow-up assessment. Intracranial hypertension requires the removal of CSF using
lumbar puncture and can even require shunts in refractory cases. The current
recommended therapy for cryptococcal meningitis in HIV-infected patients consists of
at least 2 weeks of amphotericin B (AmB) in combination with 5 flucytosine (5-FC)
followed by fluconazole for a minimum of 8 weeks.'® However, during this follow-up
study, 5-FC was currently not available in Brazil, while fluconazole (FCZ) is widely
available, even in a generic formulation or through a donation program.! Data
regarding the relationship between the pharmacokinetics of FCZ and AmB in the CSF
in patients with cryptococcal meningitis and intracranial hypertension is not available in
the literature. Considering that intracranial hypertension might affect the penetration
and concentration of antifungal agents in the central nervous system, the current
recommended dosage for these drugs in this setting would have to be modified. Thus,
the purpose of this study was to investigate the relationship between intracranial
hypertension and the CSF concentration of AmB and FCZ in patients with cryptococcal

meningitis.

Methods
Patients and clinical samples

A follow-up study was performed during January 2015 to December 2015 at
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, a tertiary-care hospital in southern Brazil. Patients
admitted with meningitis due to Cryptococcus sp. were included in the study.
Cryptococcal meningitis cases were diagnosed by direct examination and cerebrospinal
fluid sample culture. The study was approved by the local ethics committee. An
informed consent was signed by the patients or their caregivers. The charts of the

patients were consulted during the follow-up period to collect clinical data including
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age, sex, underlying disease, opening intracranial pressure, microbiology data and
clinical outcome. The CSF samples were collected by lumbar puncture at least 3 times
according to the institutional protocol: on the day of diagnosis (D1), on day 7 (D7)
and14 (D14) after diagnosis. During the CSF collection, the opening intracranial
pressure was measured with a manometer and the value of each pressure measured was
registered on the chart of each patient. We could not obtain CSF samples and the
opening intracranial opening pressure in some patients. D1 was used as the blank
sample for AmB and FCZ. C. neoformans and C. gattii isolated from the CSF were
identified based on the phenotypic method L-canavanine glycine bromothymol Blue
Medium test at the Microbiology Unit as previously described 12. Minimum inhibitory
concentration (MIC) for AmB, FCZ, voriconazole (VRZ) and 5-FC, were assessed
according to CLSI guideline M27-A3 ** AmB (~80%, HPLC powder) and FCZ > 98%

purity) were purchased from Sigma-Aldrich.

Chromatographic Standardization for CSF levels of AmB and FCZ

A stock solution of 1 mg/mL of each antifungal agent was prepared. The AmB
powder was dissolved into DMSO and the FCZ powder was dissolved in distilled water.
For the AmB calibration curve, the AmB and FCZ were diluted in a pool of CSF from
persons without AmB or FCZ treatment to calibrator levels of 0; 0.1; 0.25; 0.5 and
1.0ug/mL for AmB and 0; 2.5; 5.0; 10; 25 and 50 pg/mL for FCZ. For quality control,
we produced some dilutions of AmB and FCZ (0.1 and 0.5 for AmB and 2.5 and 10 for
FCZ) in known concentrations and analyzed these controls 3 times: before starting the
measurements, during the measurements and in the end of the samples measurement.

The protein precipitation was performed using acetonitrile. We used 250 pl of
the CSF sample and added 250 pl of acetonitrile. The mixture was vortexed for 30
seconds and centrifuged at 11000 g for 10 minutes. The supernatant was transferred to a
new cup and a volume of 50 ul of the clear extract was injected into the
chromatographic system for each one of the analysis.

Chromatographic analysis of AmB was performed using UV-VIS detector in an
LCLCIOA liquid chromatograph (Shimadzu, Kyoto, Japan). The separation was done
with a Supelco BDS Hypersil C18 (150 x 4.6 x 5 um) column and the mobile phase was
constituted by acetic acid (0,73%) and acetonitrile (60:40 v/v), pH = 4.5 at room

temperature, the wavelength was 407 nm, flow rate at 0.6 mL/min and retention time
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was 3 minutes **. Chromatographic analysis of FCZ was performed using UV-VIS
detector in an LC-10A liquid chromatograph (Shimadzu, Kyoto, Japan). The separation
was done with a Supelco BDS Hypersil C18 (150 x 4.6 x 5 um) column and the mobile
phase was constituted by acetonitrile and water (30:70 v/v), at room temperature, with a

wavelength of 210 nm, flow rate of 0.7 mL/min and retention time of 3.7 minutes >

Statistical Analysis

The database was organized using an Excel spreadsheet (Microsoft Office Excel
2007) and after that, all the data collected was analyzed using the SPSS (version
18.0.0) software and the statistical test used was the Spearman correlation to correlate
the IP and FCZ concentrations in the CSF. Applied the generalized estimating equation
(GEE) was used to verify the behavior of the intracranial pressure and FCZ
concentrations in the CSF during the follow-up period proposed for this study for each
patient. In addition, a descriptive analysis was performed.

Results

Table 1 contains the details of the 15 patients included in the study. Most of the
patients were males (70%). Among them, 2 patients (13.3%) had C. gattii and 13
patients (86.7%) had C. neoformans isolated from the CSF. The most common
underlying condition was AIDS (66.6%), followed by solid organ transplant (26.6%).
Four patients (26.7%) died and 11 patients survived (73,3%) after 10 weeks of follow-
up.

All the 15 patients (100%) used AmB and FCZ for the treatment of cryptococcal
meningitis. Considering 5-FC was not available in our institution during the study, no
patient used this antifungal agent. Levels of AmB and FCZ in the CSF from the patients
with cryptococcal meningitis are shown in Table 2. Six (40%) of 15 patients presented
negative fungal cultures after 14 days of antifungal therapy. Only three of 15 patients
(20%) presented detectable, but low levels of AmB in the CSF during the initial 14 days
of antifungal therapy. All detectable AmB concentrations were 0,1 ug/mL (the lowest
quantifiable limit). FCZ CSF levels progressively increased from day 1 to day 14 of
therapy for most cases. In contrast to AmB levels, FCZ levels were normally above the
MIC for Cryptococcus. As shown in Figure 1 and Figure 2, variations of the intracranial
pressure from normal to high levels did not influence the CSF concentrations of AmB
and FCZ. The generalized estimating correlation (GEE) and Spearman correlation test

(SCT) showed no significant correlation between the AmB or FLU concentrations in the
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CSF and intracranial pressure (p=0.953 and p=0.093, respectively for GEE test and p =
0.477 and p = 0.847, respectively for SCT).
Discussion

Intracranial hypertension a common neurologic complication in critically ill
patients and is also the common pathway in the presentation of many neurologic and
non-neurologic disorders.™ Intracranial hypertension is reported in HIV and non-HIV
patients with cryptococcal meningitis.? *” Graybill et al. studied a large series of patients
(221 patients) with cryptococcal meningitis reported that more than 50% of these
patients had opening pressures > 250 mmH20 on the initial lumbar puncture. * As
described by other authors, intracranial hypertension may occur due to several factors in
cryptococcal meningitis including the cryptococcal strain causing infection, particular
conformation and capacity of a given patient’s CSF absorption pathways, and the
viscosity of the CSF, which is elevated to a degree that impairs its passage, and develop
microscopic plug of polysaccharide that blocks the CSF flow. > *® A large number of
yeast cells are often present in the CSF and meninges in autopsy sections and this type
of cell is substantially larger than the red cells of blood, so the yeast cells may block the
channels and valves of the subarachnoid villi. Current guidelines for management of
cryptococcal disease do not address the role of intracranial pressure on the
pharmacokinetics of antifungal agents and possible dose modifications in patients with
cryptococcal meningitis and intracranial hypertension.’® In experimental studies, if the
CSF outflow resistance increases, moderate reduction of the CSF production and
absorption rates can be seen.’® In the context of brain delivery, the increased intracranial
pressure may present an obstacle to efficient drug delivery. The event of drug delivery
against an interstitial pressure gradient has been substantially studied in solid tumors
biology. Experimental in vivo studies have documented that interstitial pressure is
raised in most solid tumors and this issue represents the major difficulty to the transfer
of chemotherapeutics from the blood into the tumor.?® %! It is also possible that similar
issues may be important in the delivery of drugs into the damaged brain. In a cat model
of focal cerebral ischemia, Hatashita & Boff measured the interstitial cerebral pressure
and hydraulic tissue resistance in edematous tissue. 2> The authors found that edema-
induced interstitial pressures may represent an impasse to the efficient delivery of drugs
via the intraventricular route and similar constraints may also be applied for
intraventricular delivery. Therefore, cerebral edema and intracranial hypertension could

affect drug delivery, especially to damaged brain in stroke and trauma.>*> AmB is a large
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lipophilic molecule so that its size impedes the entry of the drug into the CNS. Some
studies found that CSF concentrations of unencapsulated AmB were below 4% of the
corresponding serum or plasma levels * ?* Consequently, a systemic application of
standard doses results in low, frequently subtherapeutic levels in the CNS
compartments, but an increase of the daily dose is limited by its toxicity. In adults, the
As expected, according to our results, AmB levels in the CSF were below the MICs for
Cryptococcus, which was not influenced by wide variations of intracranial pressure.
Even though, and despite intracranial hypertension in most cases, combination therapy
with AmB and FCZ without the association of 5-flucytosine was effective, considering
most of the patients had negative CSF cultures at 14th day of therapy. FCZ readily
penetrates into the CNS and achieves elevated concentrations in the CSF, even in
models with an intact blood-brain barrier, the concentrations were in the range of 42 —
84% of those observed in serum.?® FCZ was administered to all patients in our study.
The FCZ levels found in the CSF were above the MIC for Cryptococcus isolates at the
7th day of antifungal therapy. Variations of intracranial pressure in patients with
cryptococcal meningitis did not influence FCZ levels in the CSF concentrations
independent of the inflammatory response expressed by the number of leukocytes in the
CSF (table 2). In the context of infectious diseases of the CNS, we could not find any
studies reporting the influence of intracranial hypertension in the concentrations of
antifungal or antibacterial agents in the CNS after a systematic search on the
MEDLINE. Our results have shown that variations of intracranial pressure did influence
AmB and FCZ levels in the CSF. Our data suggest that dose modifications of antifungal
agents including AmB and FCZ are not necessary for patients with cryptococcal
meningitis and intracranial hypertension. The limitations of our study include the small
number of patients evaluated and the fact that we could not assess 5 flucytosine, which
Is an important antifungal agent for treating patients with cryptococcal meningitis.
Additional studies addressing the role of intracranial hypertension on pharmacodynamic
and pharmacokinetics of novel antifungal agents in patients with cryptococcal
meningitis are necessary.
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Table 1. Characteristic of patients with cryptococcal meningitis.
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Patient | Age | Sex Underlying Treatment Cryptococcus | Outcome©
disease species *

1 55 M | Kidney transplant Liposomal AmB C. neoformans Survive
2 6 M Liver transplant | Lipid complex AmB | C. neoformans Survive
3 45 M AIDS AmB + FCZ C. neoformans Death

4 27 M AIDS AmB + FCZ C. neoformans Survive
5 65 M | Immunocompetent AmB + FCZ C. gattii Survive
6 33 F Kidney transplant AmB + FCZ C. neoformans Survive
7 42 M AIDS AmB + FCZ C. neoformans Survive
8 55 M AIDS AmB + FCZ C. neoformans Death

9 62 M | Kidney transplant AmB + FCZ C. neoformans Survive
10 25 F AIDS AmB + FCZ C. neoformans Survive
11 38 M AIDS AmB + FCZ C. neoformans Survive
12 44 F AIDS AmB + FCZ C. neoformans Survive
13 37 F AIDS AmB + FCZ C. neoformans Death

14 41 M AIDS AmB + FCZ C. gattii Survive
15 43 F AIDS AmB + FCZ C. neoformans Death

M — Male. F- Female. AIDS — Acquired Immunodeficiency Disease Syndrome. AmB —

Amphotericin B. FCZ — Fluconazole; Outcome ©: Outcome until 10 weeks after

admission®™. * Species determined based on CGB medium test.

Table 2 — CSF antifungal agent levels, opening intracranial pressure values, and CSF

profile of patients with cryptococcal meningitis

Patient | Day AmB FCz IP Leuc. MIC MIC MIC MIC | Culture=
(ug/mL) | (ug/mL) | (mmH,0) AmB FCZ VCZ | 5-FC

1 D1* BDL BDL NM 88 1.0 1.0 0.0625 | 0.25 Yes
D7 BDL BDL 325 84
D14 0.1 43.66 190 108

2 D1 BDL BDL NM 0 1.0 2.0 0.0625 | 0.25 No
D7 BDL BDL 350 1
D14 BDL BDL 200 1

3 D1 BDL 13.38 NM 92 2.0 16 0.125 1.0 No
D7 BDL 14.96 100 167
D14 0.1 16.78 450 70

4 D1 BDL BDL 650 480 1.0 1.0 0.0625 | 0.25 Yes
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D7 BDL 16.52 575 329
D14 BDL 36.18 360 80

5 D1 BDL BDL 325 64 1.0 2.0 0.0625 | 0.25 Yes
D7 0.1 22.32 260 8
D14 BDL 145 320 26

6 D1 BDL 27 NM 87 0.5 32 0.0625 4.0 Yes
D7 BDL 38.08 400 87
D14 BDL 24.86 176 90

7 D1 BDL BDL 520 83 0.0612 4.0 0.125 1.0 Yes
D7 BDL 48.42 190 685
D14 BDL 15.32 190 404

8 D1 BDL BDL 600 32 1.0 32 0.125 2.0 No
D7 BDL 34.12 550 21
D14 BDL 60.74 180 40

9 D1 BDL BDL 215 1 0.125 1.0 0.0625 1.0 Yes
D7 BDL 11.02 250 2
D14 BDL 18.60 300 16

10 D1 BDL 2.7 100 6 0.5 32 0.125 2.0 Yes
D7 BDL 25.1 150 14
D14 BDL 32.08 125 18

11 D1 BDL BDL NM 96 0.5 64 0.125 4.0 No
D7 BDL BDL 204 37
D14 BDL 21.16 200 45

12 D1 BDL BDL 110 3 0.125 8.0 0.0625 4.0 Yes
D7 NM NM 120 NR
D14 BDL 3.78 160 4

13 D1 BDL 27.6 NM 42 0.125 2.0 0.0625 0.5 No
D7 BDL 6.12 200 36
D14 NM NM NM 71

14 D1 BDL 21.3 NM 1 0.5 16 0.25 8.0 No
D7 BDL 4.0 180 12
D14 BDL 8.5 280 16

15 D1 BDL 10.9 475 49 NM? NM? NM? NM? Yes
D7 BDL 13.34 100 96
D14 BDL 42.7 200 152

Median - 0 13.38 209,5 45 0.5 6 0.0625 1 -
Range - BDL - BDL - 100-815 | 0-685 | 0,0612 | 1-64 | 0,0625 | 0,25 -
0,1 60,74 -20 -0,25 | -8,0

AmB- amphotericin deoxycholate, FCZ — fluconazole, VCZ - voriconazole, 5-FC — 5-

flucytosine, IP — opening intracranial pressure WBC- white blood cells per microliter;

NM - The isolate was not available for the MIC test.; BDL- Below detection limit; MIC

for Cryptococcal isolates for AmB (ug/mL); FCZ(pg/mL); VCZ(ug/mL); 5-FC(ug/mL)




Figure 1. Relationship of fluconazole levels and intracramial pressures of
patients with cryptococcal meningitis.
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Abstract

The incidence of central nervous system (CNS) fungal infection has been increased over
the past 3 decades and it may be happening not only due to the AIDS epidemic, but also
due to an increase in solid organ and hematopoietic stems cells transplant and to the
emerging resistance to antifungal agents. The purpose of the antifungal treatment in the
CNS is to achieve adequate concentrations in this site because in some cases, the
effectiveness is closely linked to concentration and understanding the principles of
pharmacokinetics and pharmacodynamics are critical points in determining the
appropriate dose-response binding. The objetives of this review are: to update
informations about the antifungal agents penetration into the CNS in animal models and
humans; to show the markedly difference among the available antifungal agents; and to
analyze the difference between all antifungal agents efficacy despite the CNS
concentration achieved. Little is known about some antifungal agents penetration in the

CNS and this may damage its indication and prescription

Keywords: Antifungal agents, central nervous system, cerebrospinal fluid,
pharmacokinetics, fungal infections

Central nervous system fungal infections

The incidence of central nervous system (CNS) fungal infection has been
increasing over the past 3 decades® ?? and this increasing incidence appears to be
related to the AIDS epidemic, to an increase in solid organ and hematopoietic stems

cells transplants and to the emerging resistance to antifungal agents® . These
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infections can develop via hematogenous dissemination from a distant focus such as
lung, through direct implantation after trauma or secondary to the local extension.Acute
or subacute fungal meningitis is often caused by yeasts organisms and cerebrospinal
fluid (CSF) analysis serves as the diagnostic gold standard“® °®, but is the immune

status and inflammatory response of the host that determines the CNS involvement®“®).

Although invasive mycoses have been recognized as significant pathogens, the
frequency of opportunistic fungi is increasing over time and the spectrum of invasive
mycoses is changing®*®. The dissemination of mold infections to the CNS is the most
serious and life-threatening complication of fungal infections, with mortality rates
>90% 14 1%8) and the inflammatory response in fungal disease results in deposits of thick
gelatinous exudates containing inflammatory cells, fibrin and hemorrhage leading to
arachnoiditis > . This inflammatory response occurs due to fungal large cell size, so
they can occlude the meningeal microcirculation causing a more focal disease leading to
cerebritis, abscess formation, or involvement of larger vessels, resulting in vasculitis,
vascular occlusion, cerebral infarctions, or formation of mycotic aneurism “*®. Fungal
CNS infections still present diagnostic challenges®® but the progress of new and

effective antifungal agents has improved the prognosis of the CNS fungal infections®".

CNS drug penetration and accumulation

The intracranial space and vertebral canal are divided into the CSF space,
extracellular and intracellular spaces of the brain and spinal cord®" % 1% Even in the
individual parts of the same compartment, concentrations often differ®® 1% after an
intravenous injection and most drugs may achieve higher concentrations in the lumbar

than in the ventricular CSF("® 1%9),

The CNS drug levels are affected by the blood brain-barrier(BBB) and the
potential effect of efflux transporters that can influence drug concentrations in the CSF
and neural tissues 2 %3152 Eyrthermore, there are several physiochemical properties
that determine the ability of drugs to cross the CNS tissue barrier. These factors include
diffusion coefficient of the compound, molecular size, lipophilicity, plasma protein
binding, efflux pump affinity, molecular charge and cerebral blood flow™. The
diffusion coefficient is an estimate of the ability of a compound to enter into the CNS
serum barrier and it is approximately proportional to the reciprocal of the square root of

the molecular mass. If doubling the size of a compound from a molecular weight(MW)
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of 250 — 400 Da, it will decrease its permeation by 100-fold® * ™. The superior limit of
MW allowed for an efficient diffusion is from 300 Da to 400 Da® ", but among the
antifungal agents, only flucytosine (5-FC)fulfills the MW requirement and is expected
to diffuse easily through the BBB due to its small MW. Polyene and triazole molecules
are of intermediate-to-large size molecules and echinocandins are considered large
molecules (MW exceeds 1000 g/mol) and due to this, drugs such as caspofungin (CAS),
micafungin (MCF) and anidulafungin (AND) have limited penetration into the CNS.
Among the amphotericin B(AmB) preparations, the MW of this compound remains the
same but the particle size of the complex varies markedly". Some of the antifungal

agents biochemical properties are described on Table 1.

The lipophilicity of a compound increases its ability to cross the CNS
membranes because the CNS compartments comprise at least one cell layer and two
lipid membranes per cell, linked predominantly by tight junctions, so the whole CNS
can be viewed to be surrounded by lipid layers®®®. So, the lipid diffusion is a critical
determinant of drug penetration because the capillaries of the brain are devoid of
aqueous pores to facilitate aqueous diffusion. Drugs that easily enter into the CNS
compartments often have an octanol:water (or lipid:aqueous) partition (Log P)
coefficient of ~1"Y, since very lipophilic compounds tend to highly bind to proteins and
to lipid membranes, the ideal log P coefficient at pH 7,4 for diffusion from plasma into

CSF is around 1 to 10, corresponding to a Log P of 0 to 1195199,

Binding to plasma proteins is a factor that highly influences the entry of drugs
into the CNS compartments. It is possible that only the plasma fraction unbound can
freely enter into the CNS in the absence of BBB inflammation because binding proteins

can pass the BBB or the blood-CSF-barrier (BCB) only in small degrees® 1),

After the entry into the CNS, the drug must accumulate to achieve therapeutic
concentrations. The efflux pumps at the CNS tissue barrier are able to remove
molecules from the CSF. Substrates are removed from the CNS by P-glycoprotein (P-
gp), a membrane bound P-ATPase efflux pump and an abundant transporter protein at
the BBB, which has high affinity for lipophilic molecules™ % These transporters
protect the brain from toxic xenobiotics and also decrease penetration of some
therapeutic drugs into the CNS but the only antifungal that fit as substrates for the P-gp
are the drugs from azole class®.
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The CNS compartments are bordered by a diffusional barrier, which consists of
at least one lipid membrane, with the exception of a few leaky regions that allow even
large hydrophilic molecules entrance into the extracellular space of the brain, CSF and
into the BBB/BCB. This barrier was compared with a second cell membrane
surrounding the whole CNS®% %) In order to maintain the proper function of the CNS,
many small molecules which are able to penetrate lipid membranes to a certain extent
have to be inactivated, but other important compounds for brain metabolism can enter
more readily than by diffusion along a concentration gradient!®®. For drugs, in order to
penetrate into the CSF and parenchyma of the brain, the compounds need to cross either
the epithelial layer of the choroid plexus or the cerebral endothelium. This tissue barrier
is structurally differentfrom other blood tissue barriers due to the size of the intercellular
connections through which the drugs pass. Therefore, to penetrate into the CNS, the
drugs must cross small tight junctions (2OA) that impede diffusion of large MW drugs.
Once a compound crosses the CNS barrier tissues, there are efflux pumps in the choroid
plexus that can impact the ability of drugs to accumulate in the CNSY). Therefore, to be
able to predict drugs penetration and accumulation into the CNS, it is important to

understand these basic principles of CNS pharmacokinetics.
Amphotericin B

AmB is a polyene antifungal agent with activity in vitro against a wide variety of
fungal pathogens ©* *). This antifungal agent exerts its antifungal effect by disruption
of fungal cell wall synthesis because of its ability to bind to sterols, primarily ergosterol,
which leads to the formation of pores that allow leakage of cellular components. This
affinity may also account for its toxic effects against select mammalian cells. AmB is
generally considered cidal against susceptible fungi at clinically relevant

concentrations®* &7,

Although the molecular weight of the parent AmB molecule is identical among
the four preparations: deoxycholate AmB(D-AmB), liposomal amphotericin B (L-
AmB), amphotericin B lipid complex (ABLC) and amphotericin B colloidal dispersion
(ABCD), the particle size of the complex varies markedly and among the lipid
preparations (Table 1). The liposomal product is two orders of magnitude smaller than
other lipid associated preparations” and the lipid formulations of AmB were

developed to attenuate the toxicity of the D-AmB and to allow higher doses®®® % 157)
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but several studies have indicated that the three lipid-based formulations are not
therapeutically equivalent. Based on animal models and clinical studies, these
formulations reduce the risk of AmB-related nephrotoxicity. The pharmacokinetics of
AmB and the various lipid formulations has been carefully characterized in serum and
tissues for several patient populations. Several investigations have attempted to
demonstrate a correlation between the minimum inhibitory concentration (MIC) of
AmB and outcome. Most of these studies have found it difficult to discern MIC impact,

likely related to the narrow MIC range observed with current testing methods® 1'%,

CSF levels are low after administration of intravenous D-AmB®“* % andserum
concentrations following intravenous infusions of 30 to 50 mg of D-AmB have ranges
from 1 to 2 pg/mL. The degree of protein binding is approximately 91 — 95% (Table 1),
primarily to lipoproteins. Animal and human data have found concentrations of AmB in
the CSF in the range of 2 — 4% (or less) of the serum concentrations and many times are
immeasurable in this compartment 7 8. Thus, poor penetration into inflamed and
uninflamed meninges has been reported, despite demonstrated clinical efficacy in CNS
fungal infections, such as cryptococcal meningitis and other fungal infections®”.One
theory regarding its successful use is that the presence of lesions in the CNS leads to a

disruption of the BBB, allowing for improved penetration of this compound®* 2.

L-AmB appears to be substantially less toxic than the other two lipid-based
formulations in terms of nephrotoxicity and incidence of infusion-related adverse events
and can be administered in higher dosages than conventional D-AmB. A disadvantage
of the lipid-based formulations is the significantly higher cost when compared with D-
AmB{7: 34 37. 60, 97,134,163, 170) - gome data suggest the superiority of L-AmB over D-
AmB for the treatment of cryptococcal meningitis in HIV infected individuals "2 but
no difference in clinical response was observed and L-AmB demonstrated to be just as
effective as D-AmB for empirical therapy in patients with persistent fever and
neutropenia®®. According to our findings in the literature, L-AmB is achieves the
highest concentrations in serum, CSF and brain tissue in animal models and in some

human reports as well (Tables 2 and 3).

ABCD is not extensively studied, especially in CNS infections and it is not fully
clear how ABCD and ABLC can achieve sufficient tissue concentrations, especially in

the acute phase of an infection since only the free drug fraction will be biologically
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active, clinical success will directly depend on these concentrations®®. Some
researchers studied its efficacy in systemic fungal infections to compare with the other
formulations. ABCD was similar to ABLC in the CNS®Y. According to our literature
review, ABCD is the AmB formulation with the lowest levels in the CSF and brain

tissue (ug/mL).

ABLC showed a rapid clearance of CNS infection in rabbit model of
coccidioidomycosis™ and according to analyzed data, ABLC achieves better CSF and
brain concentrations than D-AmB or ABCD in humans and animal models because
ABLC is rapidly and effectively absorbed by cells of the mononuclear phagocytic
system, resulting in a larger volume of distribution than the D-AmB®® % and the
therapeutic index of ABLC is substantially increased in comparison with D-AmB ©®
but in comparison to D-AmB and L-AmB, ABLC achieved a lower exposure of total

AmB in plasma and was only partially effective ™.

In the CSF of animal models and humans (Tables 2 and 3), the concentrations of
all the AmB formulations do not differ significantly, but the low CSF levels of AmB
following AmB infusion do not necessarily predict low brain tissue levels as well. In
brain tissue, all AmB formulations have higher concentrations than in the CSF. It may
be due to the kinetics of the liposomes carrying the drug, because of the drug compound
itself, and also the high affinity for tissues®*®.The concentrations of AmB have been
measured in human brain tissue obtained at autopsy and the brain tissue concentrations
are at least more than 10-fold higher for each formulation.However, corresponding drug
concentrations measured indicated that considerable amounts of AmB in brain tissue are
inactive®® 2+ 1Y AmB is effective in the treatment of CNS histoplasmosis, even with
undetectable levels in the CSF, but is less effective at sterilizing the brain tissue than the
lungs or spleen in an animal model, when compared its efficacy to ITZ and FCZ.These
data are consistent with the hypothesis penetration of the BBB plays some role in
efficacy of treatment of CNS histoplasmosis. The authors also suggest that a better
outcome could occur with formulations of AmB that penetrate the brain better than the
D-AmB®®) . However, the correlation between AmB, CSF concentration and efficacy in
treatment of CNS fungal infections is limited ("%,

Despite over many years of clinical use, relatively little is known about the
pharmacokinetics of AmB® 3, but it still remains the standard treatment for many
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severe and invasive fungal infections even its toxic effects are associated with the
intravenous use. Most human reports of cryptococcal meningoencephalitis respond to
AmB monotherapy, even the CSF levels of AmB are remarkably low 3% %),

Flucytosine

5-FC is one of the oldest antifungal agents, a fluorinated analogue of cytosine. It
was synthesized in 1957, as a pontential anti-tumour agent® 9. This compound is
most active against yeasts, including Candida, Torulopsis and Cryptococcus spp., and
against the dematiaceous fungi causing chromomycosis (Phialophora and
Cladosporium spp.) and Aspergillus spp.** 9 and does not bind to plasma proteins,
having an excellent penetration into the CSF® %) There are scarce reports evaluating
the concentrations of 5-FC in the CSF and CNS of humans and animals. In an animal
model studied by O"Connor and contributors, it was found a brain penetration of 13% of
those measured in plasma™®. A human study reported a range of values of 5-FC in the
CSF corresponding to 84% of the corresponding plasma concentration Y. These
concentrations overpass most of those associated with growth inhibition in vitro and this
could predict the efficacy of 5-FC (Table 3). In an experimental rabbit model (Table 2)
which tested the impact of dose and addition of 5-FC to FCZ therapy, the addition of 5-
FC to FCZ at low-dose failed to result in a consistent improvement of any experimental
parameters over that observed with low-dose of FCZ alone. With the lower dose of 5-
FC, there was a trend of toward reduced antifungal activity, suggesting a possible
antagonism at low concentrations of 5-FC?. Nevertheless, a combination with D-AmB

or L-AmB is still a recognized first-line induction therapy for cryptococcal meningitis
(41, 118)

Triazoles

The triazoles agents inhibit the cytochrome P450 enzyme 14-a-sterol-
demethylase. This enzyme is implicated in the biosynthetic pathway of ergosterol,
which is an essential molecule of the fungal cell membrane “’®. The available triazole
antifungal agents exhibit variable physiochemical characteristics and differ in CNS
pharmacokinetics. Fluconazole (FCZ) is the triazole that achieves the highest
concentrations in the CSF even in the absence of meningeal inflammation “>.Among all
studies analyzed in animals and humans, it is possible to find high concentrations of

FCZ in the CSF. In animal models, the range achieved in the CSF varied from 41% to
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86% of those observed in serum, however, brain concentration in animal models was
lower, with the values ranging from 10% to 50% of the serum concentrations. In
humans, similar CSF ranges were found (52% to 85% of those observed in serum), but a
huge difference was found in brain concentrations of FCZ, which varied from 110% to
142% of serum concentrations. It is important to highlight that only one study analyzing
human brain tissue for FCZ measurement was found in the literature from 1990 to 2016
(Tables 2 and 3).

Nevertheless, a review published in 2007 reported FCZ brain concentration in
humans of 116% of those found in serum and this value is in agreement with our
findings in the literature. Therefore, the ability of FCZ to enter in the CNS and achieve
high concentrations suggest that this antifungal agent would be effective against many
pathogens, considering that these concentrations are much higher than most MICs found

for these pathogens’?.

Voriconazole (VRZ) is poorly soluble despite it is structurally related to FCZ{"*
)and exhibits nonlinear pharmacokinetics®®. Studies with antibiotics have shown that
from that in humans ©" #_ In animals, VRZ penetration in the CSF and brain tissue
appears not to be related to meningeal inflammation. From that analyzed studies, a
variation of 15% to 42% of plasma VRZ concentration was found among all studies in
animal models. Only one study measured the brain tissue concentration of 2 guinea pigs
and the values found were: 2,7 and 6,8 pg/g®?(Table 2). Even with a large use of VRZ
nowadays, there are only a few researchesreporting VRZ concentrations in the
parenchymal compartments in animal models. In humans, VRZ was more extensively
studied and the variation of the percentages of VRZ concentrations in the CSF is larger,
varying from 22% to 100% of plasma/serum concentrations(*® : 5 82, 83, 109, 113, 127, 140,
142, 145, 146, 161 167). jn bjopsies, VRZ concentrations ranged from 1,2 to 1,9
ng/g®®. Another study measured the concentrations in the brain tissue of humans using
the fluoride magnetic resonance spectroscopy technique and found brain tissue
concentrations in the range of 120 — 470% (including predose and postdose samples) of
plasma concentrations®®(Table 3). All together, these data suggest VRZ accumulation
in the brain parenchyma®® 9 The exact mechanism of VRZ penetration through the
BBB is not known, however, because of the moderate lipophilicity, the observed ratio

of CSF to free plasma concentrations of VRZ of >1 in animals without CNS
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inflammation, and the rapid achievement of peak VRZ concentrations in the CSF

suggest the occurrence of transcellular penetration through the BBB® 82

Itraconazole (ITZ) is a triazole derivative with a broad antifungal spectrum
which includes the Aspergillus species®® ¢ %) Both animal and human studies of CSF
and brain tissue report almost undetectable concentrations ©% 66 144 146.161) (Tap|es 2
and 3). ITZ achieves low concentrations in these compartments and its concentration in
the CSF is below 10% of those found in serum. ITZ has a largeMW (705 Da), has a
high percentage of protein binding to albumin and high lipophilicity V. Due to its
largeMW and protein binding property, its entry through the BBB is difficult. Bioassay
techniques have been employed for the measurement of ITZ and also its major
metabolite, the hydroxyl-ITZ®* ¢ There are no determined concentrations of ITZ or
hydroxyl-1TZ that actually predict a favorable clinical response against invasive
aspergillosis %9, Although FCZ penetrates the CSF and brain tissue better than AmB
and ITZ, it has been shown the least effective therapy in a meningitis model. While high
concentrations of FCZ were achieved in the brain tissue, hydroxyl-1TZ was detected at
low levels and AmB was undetectable, however, the opposite relationship was observed
in the antifungal effect. A possible explanation for this fact is that ITZ has a greater
antifungal effect when compared to FCZ against most fungi and for the AmB, a possible
explanation is that AmB has fungicidal effect and FCZ has fungistatic effect. This mode

of action may partly explain this discrepancy ©®.

Posaconazole (PCZ) was the third extended-spectrum triazole to be approved for
use against invasive fungal infections, following the availability ITZ and VRZ. Similar
to VRZ, PCZ has potent in vitro activity against yeasts“®®. As far as we know, there is
no available study in animal models to investigate the pharmacokinetics of PCZ in the
CNS. On the other hand, some recent reports in humans have been published (Table 3).
Wiederhold and colleaguesmeasured PCZ levels in serum and 22 CSF samples and
found that concentrations in the CSF were <10% of those concentrations found in
plasma. Another single case report confirmed these findings “* **®. Only one study
found considerable concentrations of PCZ in the blood and CSF. The values
corresponded to 41% to 237% of those PCZ concentrations found in plasma. The
authors suggest that a disturbance in the BBB may have occurred, what increased its

permeability and this may have facilitated the drug entry through the BBB *3V. pCz
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pharmacokinetics should be better evaluated in different populations, since many

factors, such as HIV infection and ethnic differences may have a significant impact 2.

Albaconazole (ALB) has a potent a broad-spectrum antifungal activity, good
pharmacokinetics and excellent oral bioavailability (nearly 80% in rats and 100% in
dogs)® . Only 1 study reported the ALB penetration in the CNS in a rabbit model.
The CSF penetration was approximately 15% of the concentration found in serum.
Despite the limited penetration into the subarachnoid space, all ALB doses were
effective for the treatment of cryptococcal meningitis in rabbits and was 100-fold more
potent in vitro than FCZ on a per-weight basis and presented fungicidal effect at

potentially relevant concentrations for 2 isolates (Table 2)©°.

Isavuconazole (ISA) has been used in humans in Phase I/11 studies aimed at the
definition of the pharmacokinetic properties of the drug “® " 339 put very little
information on clinical efficacy is available“®. The efficacy of ISA has recently been
established in a phase Il1 clinical trial (SECURE), which compared the clinical response
and mortality of patients with invasive aspergillosis receiving ISA or VCZ @, In the
CNS, a very recent murine model investigated by Wiederhold and colleagues, found
ISA concentrations in brain tissue ranging from undetectable to 17,3 pg/g (Table 2) in
different doses groups and the brain tissue/plasma ratio was high, approximately 1,35

for each dose level tested*®?.

Ravuconazole (RAV) belongs to the second generation of triazoles, such as VRZ
and PCZ. The main attributes of these drugs are: good bioavailability after oral
administration, high effectiveness in treatment of deep-seated mycosis, broad activity
spectrum and negligible side effects. The pharmacokinetics of RAV, which is currently
in phase 1I/111 clinical trials, is similar to PCZ because of its strong lipophilic properties.
RAV shows fungicidal activity similar to VRZ, although it has not activity against
Fusarium and Scedosporiumspecies®* " 19 120 The tissue penetration has been
investigated in animal models, but published data on the pharmacokinetics of RAV are
limited. Groll and contributors evaluated the penetration of RAV in several tissues,
including the CNS. Low concentrations were found in non-inflamed CSF, aqueous and
vitreous fluid, but substantially higher concentrations in brain tissue and choroid,
suggesting the potential therapeutic usefulness of RAV also in secluded
compartments®?(Table 3).
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Echinocandins

The echinocandins are concentration-dependent, non-competitive inhibitors of
1,3-p and 1,6-p D-glucan synthase. The echinocandins class possesses many
pharmacokinetic similarities, including low oral bioavailability, high protein binding,
and relatively low CSF and urine concentrations of parent drug. They have minimal
CSF penetration, mainly due to their high protein binding and large MW, although the
clinical relevance of these findings are similar to other antifungal agents (AmB and
ITZ) that are effective for the treatment of fungal meningitis despite low CSF

532 39

concentration . The echinocandins efficacy and pharmacokinetics have been

investigated in animal models and in humans.

In vitro, MCF has demonstrated potent and broad-spectrum fungicidal activity
against clinically relevant Candida spp. and a potent inhibitory activity against
Aspergillus spp.®> % 150158 This compound displayed promising antifungal efficacy in
murine models of disseminated candidiasis as well as disseminated and pulmonary
aspergillosis®? % 8 8 Although MCF was could not be detected in the CSF, it was
detectable at low concentrations in brain tissue in all animals and therapeutically
effective levels of MCF in brain tissue could be achieved in the state of tissue
inflammation and/or necrosis, as evidenced by the effective clearance of Candida
albicans from the CNS in this rabbit model (Table 2). Little is known, however, about
the disposition of MCF in plasma and tissues®®. In humans (Table 3), there are not
manystudies that investigated the MCF distribution in CSF and tissues, however, higher
concentrations were found in human CSF and brain tissue, when compared to the
animal model developed by Groll and coleagues. The studies reported a range varying
from 0,2% to 73% of the concentration found in the serum™> ¥?_Only 1 case report
measured the MCF concentration in human brain tissue and a similar, but higher
concentration than animal model brain tissue concentration was found®* ", In all cases,
despite the poor penetration in the CSF, it had good efficacy and animals and patients
had good clinical response in the treatment of the infection. Taken in combination with
the animal data, MCF raises a possibility that may have limited penetration into the
CNS tissue and so requires further characterization of its pharmacokinetics in these

body sites in humans and animals.
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CAS is a semisynthetic derivative of the natural product pneumocandin By (L-
688-786)3" “Dand has displayed potent in vitro activity Candida species, including
AmBand FCZ-resistant isolates; Aspergillus species; and other clinically important
moulds® *". In animal studies, this antifungal agent showed excellent antifungal
activity for the treatment of disseminated aspergillosis, candidiasis @ " 9
histoplasmosis®”and pneumocystosis®. All available studies agree that CAS
penetration in the CNS increases with the intensity of BBB inflammation (relation of
brain/plasma AUC(.4= 0,08 to 0,12 pg/mL in uninfected animals and 0,14 — 0,22
ug/mL in infected animals)“? **” and CAS also reduced significantly the fungal burden
in an animal model of aspergillosis®®. In humans, Reminiacand coleagues reported the
highest CSF concentration of CAS until now. The case report foundthe highest
concentrations of CAS in the CSF until now, together with the highest inflammatory
response in the patient®”(Table 3). These findings are in line with data from
experimental studies that showed that brain CAS levels are higher in infected
animals®?, and with several data showing that the penetration of hydrophilic anti-
infective drugs increases the intensity of BBB inflammation®® *2”).1n neonatal patients,
Jans and contributors found similar CSF/plasma correlation. The concentrations were
adequate and serial sampling showed increasing concentrations of CAS in the CSF
while those in plasma decreased, suggesting that lower clearance of CAS from the CSF

could be possibly beneficial®®.

AND is approved for the treatment of adults with esophageal candidiasis,
candidemia and invasive candidiasis®. In preclinical studies, AND demonstrated
activity against Candida albicans (including FLZ-resistant strains), C. glabrata, C.
parapsilosis, and C. tropicalis™®”. Scarce studies measured AND in the CNS in animal
models. Ripp and colleagues found AND concentration in brain tissue corresponding to
21% of the concentration found in plasma. The brain concentrations were low at early
time points, but increased over time in adult rats®® 9. These current data indicate that
AND penetrates the BBB in rats, but at relatively slow rate. The distribution of AND
observed in brain tissue in this study might be considered unexpected because of its
large molecular weight and amphiphilic nature of the molecule. Groll et al. measured
AND in a rabbit model and found from undetectable to low concentrations of AND in
brain tissue (Table 2). The authors noticed that measurable concentrations in brain
tissue were noted at dosages of 0,5 mg/kg and higher and increased antifungal efficacy
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in the brain could be achieved only through intermittent and continuous administration
of high daily dosages, which deduced nonlinear saturable plasma pharmacokinetics with

sustained held plasma and tissue drug concentrations®: 52 164,

Even with promising results, the penetration of an antifungal drug to the site of
infection is a prerequisite for successful treatment and the available reports observed
low or undetectable levels of echinocandins in the CSF and brain of animals and
humans, more studies should be performed to evaluate echinocandins distribution in the
tissues, entry mechanism and the real efficacy for infections in the CNS.

Conclusions

Little is known about some antifungal agents penetration in the CNS and this
may damage its indication and prescription, because some of indications are based only
on in vitro studies or few animal models (Table 4). More studies should be performed to
evaluate the CNS penetration for some antifungal agents and also their interaction, with

the purpose of avoiding antagonism.
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Table 1. Properties of the antifungal agents

Antifungal Molecular Weight % Protein Structure Size (nm)
agent binding
ABLC 924 >95 Ribbon-like 1.600 —
11.000

ABCD 924 - Disk-like 120 - 140

Fluconazole 309 10 - -

Itraconazole 705 98

Albaconazole 432 98

Isavuconazole 437 98

Micafungin 1291 99,85

ata taken from: 39,
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Table 2.Available results of the literature for each antifungal agent
concentration in the CSF and brain of animal models available from 1990 to 2016.
Antifungal CSF CSF average Brain Brain average  Reference
agent concentration concentration concentration concentration
(ng/mL) (%) (Hg/g) (%)
D-AmB ND - 0,037 1,4-18 ND - 2,05 21 - 487 519,40, 5L 58,61, 10
L-AmB 0,023-0,73 0,04 -8 ~0,487 — 2,83 0,4 - 240 1819, 5L 7o A
ABLC ND - 0,028 2,8 ND - ~3,8 29 — 1900 st
ABCD 0,002-0,037  0,008-0,037  0,03-0,59 20 - 59 e
5-FC 1,5-37 14 - 43 ~1-~45 13 o
Fluconazole 5,15-136,3 49 — 84 1,51 -~70 10 -50 15,96, 6 70,74, 84,92,
135, 144, 149
Voriconazole ND - 4,124 15 - 68 2,7 and 6,8 in N.E 22,78, 82, 419
guinea pigs
Itraconazole ND - 0,083 75-956 <0,010/ 0,262 NA 5866434
+0,186A
Posaconazole NA NA NA NA
Albaconazole 0,62 15 NA NA ®
Isavuconazole NA NA ND - 17,3 135 o0
Ravuconazole ND - 1,37 38-94 2,31-167,46 420 - 1040 >
Micafungin 0-<1 NA 0-4 NA 520t
Caspofungin NA NA 4,23 - 52,39+ 8-22 “2
Anidulafungin 0,07 ** 0,9 ND - 3,907 11-55 #9210
2,18 — 8,92** ND - 0,6 **

NA: Not applicable. ¢ Values achieved for itraconazole. A Values achieved for

hydroxyl-itraconazole. ** Concentrations of drug-derived radioactivity (ug eqg/g) were

determined in selected tissues following a single intravenous bolus dose of 5 mg/kg of

[**C]anidulafungin administered to male Long Evans rats (n = 1 animal per sampling

time)”®. © Range of values found in all analyzed studies. # Values expressed in

HMM.N.E: Not estimated
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Table 3. Available results of the literature for each antifungal agent concentration in the
CSF and brain of humans available from 1990 to 2016.

Antifungal agent

CSF CSF

concentration concentration

Brain

concentration

Brain

concentration

References

(Hg/mL) (%) (Hg/g) (%)
D-AmB ND - 0,023 0-1.2 0,15-5,8 9,8 77, 16
L-AmB ND - 0,025 0-0,04 0,23 -2,023 3 77,142,146, 148, 162
ABLC ND - 0,074 0-23 0,25-0,29 29 1817
ABCD 0,007 - 0,021 0-1,6 0,20-2,16 25 146, 162
5-FC 19,32 - 68,88 84 NA NA =
Fluconazole 0-57,71 52 — 85 17.66.,6 130 6,16,20,57, 91, 142, 146,
153
Voriconazole ND -15,3 14 - 100 1,75 — 3,72** 120 — 47Q**  1536.59.8283.100,113
127 — 172%** 0 10 16 A TG
161, 167
Itraconazole 0,07-0,13 <10-20 NA NA 146, 161
Posaconazole ND - 0,56 8,5 — 237 NA NA 12,131, 167
Albaconazole NA NA NA NA
Isavuconazole NA NA NA NA
Ravuconazole NA NA NA NA
Micafungin 0,0188 — 4,66 0,05-73 0,26 16 e
Caspofungin 0,12-8 3-80 NA NA 64,69, 127
Anidulafungin NA NA NA NA -

NA: Not applicable; * VOR measured through fluoride magnetic resonance

spectroscopy. A Brain/plasma AUCO0-24 for infected animals. © Brain/plasma AUCO0-24

for uninfected animals. ** Mean values estimated using the fluoride magnetic resonance

spectroscopy technique, with all samples included. *** CSF penetration in a 6-month-

old leukaemic patient.
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Table 4.Indications of each antifungal agents for invasive fungal infections

Antifungal Indication
agent
AmB Aspergillosis, cryptococcosis, candidiasis, zygomycosis, fusariosis,
L-AmB coccidioidomycosis paracoccidioidomycosis, histoplasmosis and
ABLC blastomycosis, mucormycosis, penicilliosis, phacohyphomycosis A
ABCD
Fluconazole Candidiasis (second line), cryptococcosisA
Itraconazole Blastomycosis, Coccidioidomycosis, histoplasmosis,

paracoccidioidomycosis, aspergillosis (second line) A

Voriconazole Aspergillosis, invasive candidiasis, fusariosis, scedosporidiosis A
Posaconazole Invasive fungal infections A
Albaconazole FCZ-Resistant isolates of Cryptococcus neoformans**

Ravuconazole | Candida spp., C. neoformans, Aspergillus spp. And other hyaline and

dematiaceous moulds; endemic moulds ***

Isavuconazole Aspergillosis, mucormycosis A
5-FC Cryptococcosis (in combination therapy) and candidiasis(second line)
A
Micafungin Invasive candidiasis, invasive fungal infections (prophylaxis) A
Caspofungin Invasive candidiasis, aspergillosis (second line) A
Anidulafungin Invasive candidiasis A

** Data based on a rabbit model of cryptococcal meningitis (95). *** Data based on results of in vitroactivity (43, 44, 53, 56,

107,120, 121).
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11. Considerac0es finais e perspectivas futuras

A HIC pode ser um fator de grande influéncia no que diz respeito a penetracdo
de farmacos no SNC, porém algumas vezes, na pratica clinica, ela € negligenciada,
porém a sua mensuracdo correta no momento da puncao lombar é de suma importancia
para 0 manejo correto das meningites. E importante ressaltar que em estudos
envolvendo tumores do SNC, a HIC é considerada uma barreira para a penetracdo de
farmacos no SNC.

E importante ressaltar que a meningite criptocococica tem emergido nos Gltimos
anos, especialmente devido aos eventos de imunossupressdo. Em um hospital de
referéncia como o HCPA, o nimero de casos por ano é alto e trata-se de uma infecgéo
com alto indice de mortalidade, principalmente em pacientes imunodeprimidos.

Com isso, € importante que mais estudos de seguimento em pacientes com
meningite criptococdcica sejam realizados, com um nimero maior de participantes, pois
a determinacgédo da CIM e monitoramento terapéutico séo fatores muito importantes para
a adequacdo da dose e avaliagdo da resposta terapéutica. O conhecimento
epidemioldégico dos isolados mais comumente envolvidos, através de métodos
genotipicos também se faz importante no contexto hospitalar para evitar o

desenvolvimento de resisténcia dos isolados aos farmacos disponiveis no mercado.
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12. Anexos

12.1 Anexo 1. Termo de consentimento livre e esclarecido apresentado aos pacientes

participantes do projeto — aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCPA.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estamos realizando um estudo sobre o aumento da pressdo dentro do cranio
(hipertens&o intracraniana) em pacientes com meningite internados no HCPA. VVocé (ou
o familiar pelo qual vocé é responsével) esta sendo convidado a participar deste estudo
por apresentar uma infeccdo (meningite) que pode causar hipertensdo intracraniana.
Neste estudo vamos medir a quantidade de medicamento presente no liquor (liquido que
se encontra dentro do cranio e na regido lombar) para relacionar com os resultados da
medida da hipertenséo.

Durante o seu tratamento, ou do familiar pelo qual vocé é responsavel, seréo
solicitadas pela equipe médica, no minimo trés puncdes para retirada de liquor. Estas
puncBes ocorrerdo, pelo menos, no dia da internacdo, dia 7 e dia 14 ap0s a internacao, e
se necessario, em outros dias também, dependendo da resposta do paciente ao
tratamento. O material coletado (liquor) sera encaminhado ao Laboratério de Patologia
Clinica do HCPA para exames necessarios para a rotina do tratamento de meningite, e,
apos o uso, podera ser descartado. Solicitamos sua autorizacéo para utilizar neste estudo
0 material que poderia ser descartado.

Os procedimentos das puncbes lombares ocorrerdo independentemente do
estudo, mas lembramos que as puncdes lombares apenas ocorrerdo no caso de
necessidade e nunca para a finalidade apenas desse estudo. Gostariamos de solicitar
também sua autorizacdo para consultarmos o prontuério do paciente, com o objetivo de
verificarmos os valores das medicOes de pressdo intracraniana realizadas e demais
dados clinicos e resultados de outros exames laboratoriais.

Vocé ou o familiar pelo qual vocé é responsavel poderdo néo ter beneficio direto
com a participacdo neste estudo, mas estardo contribuindo para o aumento do
conhecimento sobre o assunto pesquisado e com o tratamento de pacientes que venham

a ter meningite no futuro.
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N&o sdo conhecidos riscos pela participacdo neste estudo, uma vez que 0S
procedimentos de puncdo fazem parte da rotina assistencial do paciente. Poderd haver
algum desconforto em autorizar o acesso ao prontuario. Mas, a participagdo no estudo é
totalmente voluntaria e o participante tera total liberdade de retirar o consentimento, a
qualquer momento, e deixar de participar do estudo, sem que isso traga prejuizo a
continuagéo do tratamento.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados em conjunto, apenas para fins
cientificos, sem que apareca 0 nome dos pacientes incluidos no estudo.

O participante ndo tera nenhum custo por participar do estudo e ndo recebera nenhum
pagamento por sua participacao.

Em caso de davidas vocé poderda entrar em contato com o pesquisador
responsavel por este Projeto de Pesquisa, Dr. Luciano Zubaran Goldani, no Servico de
Medicina Interna do HCPA, fone 51 33598152; ou com a Dra. Fernanda Wirth, no
Laboratdrio Especial de Doencas Infecciosas, no fone 51 33598836. Vocé poderad
contatar também o Comité de Etica em Pesquisa do HCPA no fone 51 33597640.

Este Termo sera assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra para o

pesquisador.

Nome do paciente ou responsavel Assinatura

Nome do responsavel pela obtengdo do consentimento Assinatura

Data: / /
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