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RESUMO 

A caspofungina é um fármaco antifúngico relativamente seguro utilizado para tratar candidíase 

invasiva. Entretanto, a cardiotoxicidade desse fármaco foi relatada em humanos e modelos 

experimentais. O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficácia experimental in vivo da 

caspofungina sobre a Candida albicans e avaliar sua segurança terapêutica sobre o sistema 

cardiovascular em camundongos Swiss fêmeas não infectados e infectados por Candida 

albicans através da análise do eletrocardiograma (ECG). Os animais foram infectados 

utilizando a imunossupreção prévia com ciclofosfamida (100 mg/kg) e administração IV do 

inóculo de Candida albicans (SC5314) (1 a 5x105 UFC/ml). O tratamento com veículo ou 

caspofungina (5 ou 10 mg/kg) por 5 dias IP foi iniciado 24 horas após a infecção confirmada 

pela presença de unidades formadoras de colônia (UFC) de C. albicans em amostras de coração, 

rim, baço ou fígado. A sobrevida foi significativamente aumentada com o tratamento com 

caspofungina 5 ou 10 mg/kg IP e todos os camundongos infectados tratados apenas com o 

veículo vieram a óbito. A dose de 10 mg/kg de caspofungina inibiu o crescimento de UFC. A 

susceptibilidade in vitro de C. albicans foi realizada utilizando a técnica de microdiluição em 

caldo com concentrações cerscentes de caspofungina, sendo a concentração inibitória mínima 

de caspofungina para C. albicans de 0,3 g/ml, indicando que o fungo é sensível ao fármaco. 

O sinal do ECG na derivação II (DII) foi obtido em camundongos conscientes em contenção: 

para mensurar os intervalos do ECG. O ECG por telemetria foi obtido nos animais não 

infectados tratados com caspofugnina 10 mg/kg durante 5 dias IP para avaliar os parâmetros da 

variabilidade da frequência cardíaca (VFC) nos tempos: basal, e após tratamento. A 

caspofungina induziu aumento significativo dos intervalos PR (18,5%) e QRS (26,6%) em 

comparação ao basal. Os intervalos QT (20,2 e 23,9%) e QTc (16,3 e 27,2%) aumentaram após 

tratamento com veículo e com caspofungina indicando que a infecção por C. albicans induziu 

essas alterações. No entanto, a caspofungina não induziu ao aumento adicional dos intervalos 

QT e QTc nem impediu o aumento induzido pela C. albicans. Não ocorreram alterações 

significativas nos parâmetros de VFC de animais não infectados após o tratamento com 

caspofungina. Concluímos que a caspofungina pode ser considerada um fármaco seguro, em 

relação aos seus efeitos cardíacos avaliados in vivo no presente estudo, mantendo sua eficácia 

antifúngica contra C. albicans. 

Palavras-chave: Candida; caspofungina; eficácia; cardiotoxicidade. 
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ABSTRACT 

Caspofungin is a relatively safe antifungal drug used to treat invasive candidiasis. However, the 

cardiotoxicity of this drug has been reported in humans and experimental models. The aim of 

this study was to evaluate the in vivo experimental efficacy of caspofungin on Candida albicans 

and to evaluate its therapeutic safety on the cardiovascular system in uninfected and Candida 

albicans infected female Swiss mice by electrocardiogram (ECG) analysis. The animals were 

previously immunosuppressed with cyclophosphamide (100 mg/kg) and IV administration of 

the Candida albicans (SC5314) inoculum (1 a 5x105 CFU/ml). Treatment with or caspofungin 

(5 or 10 mg/kg) for 5 days IP started 24 hours after infection. Infection was confirmed by the 

presence of C. albicans colony forming unit (CFU) in heart, kidney, spleen or liver. Survival 

was significantly increased with treatment with caspofungin 5 or 10 mg/kg IP and all infected 

mice treated with vehicle died. None of the surviving infected mice had CFU after treatment 

with 10 mg/kg. In vitro susceptibility of C. albicans was performed using the broth 

microdilution technique with caspofungin concentrations, with the minimum inhibitory 

caspofungin concentration for C. albicans was 0,3 µg /ml, indicating that the fungus is sensitive 

to the drug. The ECG signal in lead II (DII) was obtained from conscious mice in restraint: to 

measure the ECG intervals. Telemetry ECG was obtained from uninfected animals treated with 

caspofugnin 10 mg/kg for 5 days IP to evaluate heart rate variability (HRV) parameters at 

baseline and after treatment. Caspofungin administration induced a significant increase in PR 

(18.5%) and QRS (26.6%) compared to baseline. For QT (20.2 and 23.9%) and QTc (16.3 and 

27.2%) intervals increased after treatment with vehicle and caspofungin, indicating that 

infection by C. albicans induced these changes. However, caspofungin did not induce a 

significant additional increase in QT and QTc intervals nor did it prevent the increase induced 

by C. albicans infection. There were no significant changes in HRV parameters in uninfected 

animals after caspofungin treatment. We concluded that caspofungin can be considered a safe 

drug in relation to its cardiac effects evaluated in vivo in the present study, maintaining its 

antifungal efficacy against C. albicans. 

Keywords: Candida; caspofungin, efficacy; cardiotoxicity. 
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1- Introdução 

Nas últimas décadas, as infecções fúngicas aumentaram significativamente em diferentes 

ecossistemas (Fisher et al., 2012). Entre os fungos de interesse médico, as leveduras do gênero 

Candida são de extrema importância, devido à alta frequência de colonização e infecção em 

seres humanos no Brasil (Costa et al., 2000; Antunes et al., 2004; Colombo et al., 2006; 

Colombo et al., 2007) e no mundo (Wisplinghoff et al., 2004; Sofair et al., 2006; Leroy et al., 

2009; McCarty e Pappas, 2016). 

É importante considerar que a infecção por espécies de Candida spp apresenta alta 

incidência (Colombo et al., 2007), são os mais comuns como causa de infecções fúngicas 

invasivas e são responsáveis por relevante proporção de infecções nosocomiais (Meyer et al., 

2013). Essa situação ocorre principalmente em pacientes neutropênicos (Wisplinghoff et al., 

2004), imunocomprometidos, em longos períodos de internação (Pappas et al., 2018) doenças 

crônicas como diabetes, e transplantes (Colombo et al., 2007; Sipsas et al., 2009; Spiliopoulou 

et al., 2012). 

A candidíase sistêmica é a forma mais grave da infecção por C. albicans e pode estar 

relacionada à complicações devido a procedimentos pós-operatórios ou de forma isolada, como 

endocardite (Badiee et al., 2014), endoftalmites (Godoy et al., 2004; Blázquez, 2006) que 

ocorrem dependendo das condições do hospedeiro. A presença do fungo no sistema nervoso 

central (SNC) em pacientes com septicemia por Candida que evoluem a óbito apresentam 

lesões fúngicas no SNC em até 20 % dos casos (Jong et al., 2001; Jong et al., 2003). A peritonite 

secundária à infecção por Candida é comumente observada em centros cirúrgicos e unidade de 

terapia intensiva (UTI) sendo o índice de mortalidade de aproximadamente 25 %, sobretudo em 

pacientes com longos tratamentos e ventilação artificial (Till et al., 2008). A candidíase 

hepatoesplênica é uma forma da infecção associada à neutropenia prolongada e está relacionada 

ao uso de cateteres e administração de antibióticos de amplo espectro (Larregina et al., 2004; 

Rodríguez et al., 2007). 

A terapia de escolha para tratamento da candidíase sistêmica inclui a anfotericina B, 

triazóis, e mais recentemente, as equinocandinas (Thursky et al., 2008). A resistência da 

Candida spp aos antifúngicos de primeira escolha, como fluconazol (Marr et al., 1997; Nucci 

e Colombo, 2002; Martinez, 2006; Xiang et al., 2013), toxicidade da anfotericina (Moyssakis 

et al., 2005; Berdichevski et al., 2006) e itraconazol (Lestner et al., 2009) são alguns fatores 

sugestivos da necessidade de novos fármacos no tratamento de infecções fúngicas. 
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As equinocandinas são antifúngicos com atividade estabelecida contra espécies dos 

gêneros Candida e Aspergillus, incluindo amostras resistentes ao fluconazol e anfotericina B. 

São substâncias semi-sintéticas derivadas da fermentação do fungo Glarea lozoyensis (ver 

revisão de Balkovec et al., 2014), apresentando em sua estrutura uma cadeia lateral lipofílica 

que interage com o fosfolipídio da bicamada da membrana da célula fúngica, inibindo a síntese 

da membrana (Deresinski e Stevens, 2003). O acetato de caspofungina (Cancidas®) foi 

aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) para tratar candidíase oral e esofágica, 

candidíase invasiva e aspergilose, e também na terapia empírica de infecções graves (ver 

revisão de Balkovec et al., 2014). 

A segurança e eficácia da caspofungina foram demonstradas em estudos in vitro contra 

espécies de Candida (Bartizal et al., 1997; Pfaller et al., 2008), estudos pré-clínicos em 

camundongos (Abruzzo et al., 1997) e em estudo clínico de fase II/III (Sable et al., 2002). No 

entanto, alguns efeitos adversos foram relatados em estudo de fase II como febre, hipocalemia, 

flebite (ver revisão de Balkovec et al., 2014), hepatoxicidade (Kyriakidis et al., 2017) e mais 

recente, a cardiotoxicidade. A administração de caspofungina provocou redução na 

contratilidade do ventrículo esquerdo, em coração de ratos, provavelmente por alterações na 

função oxidativa mitocondrial (Stover et al., 2014) e em cardiomiócitos isolados de ratos, 

reduziu significativamente a contratilidade (Arens et al., 2014). Em estudos in vivo, a infusão 

de caspofungina por via venosa central em ratos anestesiados induziu redução do débito 

cardíaco (Stover e Cleary, 2015), da fração de ejeção do ventrículo esquerdo, da pressão arterial 

(PA), do volume sistólico, volume diastólico final do ventrículo esquerdo e frequência cardíaca 

(FC) (Koch et al., 2015a). De acordo com revisão de Patil e Majumdar (2017), as 

equinocandinas apresentam melhor custo-benefício e são bastante favoráveis no manejo de 

infecções sistêmicas invasivas por fungos quando comparadas à anfotericina B ou triazóis. 

A avaliação detalhada da potencial cardiotoxicidade e da análise da segurança 

cardiovascular de fármacos é uma necessidade, sendo a avaliação dos efeitos cardíacos in vivo 

uma forte recomendação para o desenvolvimento de medicamentos e o acompanhamento de 

seu uso pós-comercialização (Enoch et al., 2017). O eletrocardiograma (ECG) é uma 

ferramenta robusta e não-invasiva usada para a obtenção de parâmetros biomarcadores da 

cardiotoxicidade pela medição de seus intervalos (Cavero e Crumb, 2005) ou pela detecção de 

alterações da variabilidade da frequência cardíaca (VFC) (Champeroux et al., 2015). Dessa 

forma, primeiramente avaliamos a dose in vivo mais eficaz de caspofungina para tratar 

camundongos com infecção sistêmica por C. albicans. Em seguida, utilizamos a dose mais 
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eficaz para avaliar os efeitos da caspofungina sobre os intervalos do ECG e nos índices da VFC 

no domínio do tempo e para descrever melhor sua segurança cardíaca.
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2- Revisão da literatura 

2.1.Candida ssp 

O gênero Candida compreende cerca de 200 espécies e é o principal gênero entre as 

leveduras patogênicas (Lacaz et al., 1991), pelo menos 15 espécies são responsáveis por causar 

infecções no homem (ver revisão Pfaller e Diekema, 2007). A espécie C. albicans é 

pleomórfico e se apresenta de duas formas: leveduriformes (blastoconídios) no estado 

saprofítico, associado à colonização assintomática, e filamentosas (pseudo-hifas e hifas 

verdadeiras), observadas em processos patogênicos (Soll, 2014). Além disso, sob condições de 

crescimento subótimas, pode ocorrer a formação de clamidósporos (esporos arredondados que 

possuem uma espessa parede celular) (figura 2.1). Dessa forma, o fungo tem a capacidade de 

se adaptar a diferentes nichos biológicos (Lacaz et al., 1991). 

 

Figura 2.1: C. albicans. Microscopia da colônia com presença de hifas e leveduras identificadas 

pelas setas (400x). Fonte: Oliveira, 2014. 

A candidíase é uma infecção fúngica ocasionada pela presença de leveduras do gênero 

Candida, destacando-se a C. albicans, como agente principal (Kivaria e Noordhuizen, 2007; 

Pfaller e Diekema, 2012). Outras espécies não-albicans como C. glabrata, C. parapsilosis, 

C. tropicalis, C. krusei, C. lusitaniae, C. dubliniensis C. guilliermondii também estão 

emergindo como importantes patógenos destas infecções fúngicas oportunistas (Chaves et al., 

2003; Qi, Hu e Zhou, 2005; Pfaller e Diekema, 2012). Algumas Candida spp., como 

C. haemulonii e C. auris, têm causado preocupação, embora menos frequentemente isolados, 

mostraram alta patogenicidade e resistência a múltiplos fármacos (Ben-Ami et al., 2017). 



Referencial Teórico 

20 

A C. albicans é caracterizada microbiologicamente por colônia úmida, cremosa e odor 

específico, de aspecto liso ou rugoso e coloração branco-amarelada em meio de cultura ágar 

Sabouraud. Com relação ao aspecto morfológico, as células leveduriformes são de formato 

esférico, ovoide ou alongado e apresentam-se como Gram-positivas. As condições ótimas para 

seu crescimento são temperaturas entre 20º C a 38º C e pH entre 2,5 a 7,5 (Murray et al., 2017, 

8. ed.). A C. albicans é uma levedura que reside inofensivamente como comensal em humanos 

saudáveis (ver revisão Kullberg e Arendrup, 2015). No homem é encontrada na mucosa bucal, 

trato gastrointestinal e urogenital, e pele em 30 a 80 % dos indivíduos. Entre as mulheres, cerca 

de 20 a 30 % são colonizadas também na vagina (Perlroth et al., 2007). Em circunstâncias 

normais não causa doenças, mantido sob controle pelo nosso sistema imunológico e pela 

microbiota bacteriana protetora no intestino e outras superfícies mucosas (Sudbery, 2011); 

(Brown et al., 2012; Erwig e Gow, 2016). 

Em circunstâncias excepcionais, pode ocorrer ruptura do equilíbrio biológico, e fatores 

relacionados à Candida, intrínsecos (regulação gênica dos fungos, morfologia celular, 

adaptação, carga fúngica) e extrínsecos (microbiota competitiva, dieta, estado imunológico do 

hospedeiro) afetam a colonização em outros locais do corpo (ver revisão Dantas et al., 2016). 

A permanência do fungo como comensal deve-se a fatores como, pele intacta, protegida por 

células queratinizadas; superfície mucosa; presença de mucinas e de IgA (Senet, 1997). Na 

ausência de uma resposta imunológica adequada (ver revisão Dantas et al., 2016), a 

incapacidade de controlar a colonização de C. albicans em mucosas superficiais pode ocasionar 

as candidíases (Wang et al., 2014). Por esse motivo são consideradas infecções oportunistas, e 

clinicamente, a candidíase pode ser cutânea, mucosa, cutaneomucosa ou invasiva. A figura 2.2 

representa como ocorre a invasão dos tecidos por estes microrganismos, ocasionando a 

candidíase invasiva ou sistêmica. A levedura se adere ao epitélio, ocorre a penetração epitelial 

e invasão por hifas, seguida da disseminação vascular, que envolve penetração de hifas nos 

vasos sanguíneos, dispersão de células de levedura para a corrente sanguínea e a colonização e 

penetração endotelial durante a disseminação da doença (Saville et al., 2003; Wächtler et al., 

2011). 
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Figura 2.2: Esquema representativo da invasão tecidual por C. albicans. Fonte: (Gow et al., 

2012). 

É importante entender os mecanismos de defesa envolvidos na infecção por Candida para 

planejar estratégias de prevenção, controle e tratamento dessas infecções. A imunidade inata e 

adaptativa estão envolvidas na proteção contra a infecção por C. albicans, sendo a imunidade 

inata, por meio de macrófagos e neutrófilos, os principais mecanismos de defesa contra 

candidíase invasiva disseminada (Costa et al., 2008; Garth e Steele, 2017). Para a resposta 

antipatogênica dos neutrófilos polimorfonucleares são essenciais a ação fagocítica, geração de 

espécies reativas de oxigênio (Prüfer et al., 2014) e mecanismos não oxidativos como lisozima, 

enzima antimicrobiana encontrada nos grânulos e lisossomos de granulócitos, capazes de matar 

os fungos ou restringir seu crescimento (Lopera et al., 2008). Os efeitos da lisozima nos fungos 

não são claros, mas podem envolver hidrólise enzimática da parede celular fúngica e/ou lesão 

na membrana celular (Marquis et al., 1982). 

A candidíase invasiva normalmente está associada à imunossupressão após transplante, 

complicações infecciosas em pacientes graves de UTI (Vincent et al., 2009; Wang et al., 2014) 

portadores de doenças degenerativas, utilização de agentes antifúngicos na profilaxia ou 

imunossupressão mais grave (Giolo e Svidzinski, 2010), pacientes com câncer, infecção pelo 

vírus causador da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (SIDA) (Pappas et al., 2003). Além 
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disso, a Candida pode ser diretamente introduzida no sangue por acessos intravenosos, 

cateteres, diálise peritoneal, cirurgia cardíaca ou abuso de drogas intravenosas (Pagano et al., 

2006; Marriott et al., 2009; Zilberberg e Shorr, 2009). 

No Brasil, estudo conduzido nas regiões sul, sudeste e centro-oeste do Brasil observou 

incidência de candidíase de 2,49 casos por 1.000 admissões hospitalares, taxa muito superior 

às registradas em instituições dos EUA e Europa (Colombo et al., 2006). Isso deixa claro que a 

infecção por Candida spp. é problema de saúde pública. Devido à alta mortalidade (Pfaller e 

Diekema, 2007; Hassan et al., 2009), associada ao aumento do tempo de internação hospitalar 

e aos altos custos hospitalares (Olaechea et al., 2004; Falagas et al., 2010), a candidíase invasiva 

é uma preocupação importante especialmente em pacientes acometidos por comorbidades 

subjacentes (Lepak e Andes, 2011). 

2.2.Tratamento farmacológico da candidíase 

Em consequência da similaridade bioquímica e fisiológica existente entre as células 

fúngicas e humanas, o arsenal terapêutico disponível para tratamento da candidíase torna-se 

bastante limitado. Existe a necessidade de novos fungicidas, com amplo espectro de ação, 

menos efeitos colaterais e que possam ser administrados tanto por via oral quanto parenteral. 

As classes de antifúngicos diferem quanto ao perfil farmacocinético, mecanismo de ação, 

espectro e toxicidade. Atualmente, há 4 classes de antifúngicos, polienos (anfotericina B e 

formulações), triazóis (fluconazol e voriconazol), flucitosina e equinocandinas (anidulafungina, 

caspofungina e micafungina), aprovados pelo FDA para tratamento da candidíase invasiva 

(Pappas et al., 2016). No Brasil, os antifúngicos usados na terapêutica da candidíase invasiva 

que constam na relação nacional de medicamentos essenciais (RENAME) estão o fluconazol e 

a anfotericina B e formulações. 

Os antifúngicos atuam em diversos alvos, sendo principalmente inibição da síntese da 

membrana plasmática e da síntese proteica. A flucitosina é uma pirimidina sintética fluorada 

que se incorpora ao longo do RNA e inibe a síntese proteica, além de interferir na síntese do 

DNA do fungo; a anfotericina B liga-se ao ergosterol, esteroide presente na membrana de 

fungos, alterando a permeabilidade desta e causando a perda de constituintes citoplasmáticos; 

os azólicos atuam bloqueando a demetilação do lanosterol e a síntese de ergosterol, o que altera 

a permeabilidade da membrana e a viabilidade fúngica; as equinocandinas atuam por inibição 

da -1,3-glucano sintase, enzima responsável pela produção da parede celular fúngica. A 
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glucana é um dos principais componentes da parede celular fúngica. As equinocandinas 

destroem a integridade da parede celular, o que leva a um desequilíbrio osmótico e, 

consequentemente, lise celular (figura 2.3). 

 

Figura 2.3: Mecanismo de ação dos antifúngicos. Fonte: Adaptado de Odds et al., 2003 

A anfotericina B, um polieno utilizado na forma de desoxicolato ou em formulações 

lipídicas (anfotericina B lipossomal, complexo lipídico anfotericina B) é potente contra a 

maioria das espécies de Candida, tem sido considerada o “padrão ouro" para o tratamento de 

infecções fúngicas, mas sua toxicidade limita seu uso (Berdichevski et al., 2006). Efeitos 

cardiotóxicos foram relatados com uso da anfotericina B (Moyssakis et al., 2005), incluindo 

efeito cronotrópico negativo e condutância anormal (Butler et al., 1964; Cleary et al., 1993) e 

arritmias em pacientes com doença cardíaca prévia (Bowler et al., 1992) e miocardiopatia 

congestiva (Danaher et al., 2004). 

O fluconazol e voriconazol são ativos contra a maioria das espécies de Candida, incluindo 

C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis. A resistência ao fluconazol por parte de umas 

algumas espécies, C. albicans (Xiang et al., 2013), C. krusei (Lamping et al., 2009), 

C. glabrata (Vermitsky e Edlind, 2004), têm surgido crescentemente e por isso, as diretrizes 

(Colombo et al., 2013; Pappas et al., 2016) recomendam as equinocandinas como agentes de 

primeira linha para infecções invasivas de moderada a grave. Por outro lado, o fluconazol tem 

a maior penetração no líquido cefalorraquidiano (LCR) (Thaler et al., 1995) e vítreo (Tod et 

al., 1997), sendo frequentemente usado no tratamento de infecções do SNC e intra-oculares por 

Candida. O voriconazol tem um espectro de ação mais amplo do que o fluconazol, e é ativo 

contra espécies de Candida que incluem C. glabrata e C. krusei, porém, a maior interação 
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medicamentosa e baixa tolerância em comparação a outros antifúngicos sistêmicos, torna o 

voriconazol uma opção menos atrativa (Pappas et al., 2016). 

A flucitosina tem espectro de ação restrito e é usada clinicamente somente contra Candida 

spp., tratamento da candidíase grave (Utz, 1972). A flucitosina é normalmente administrada em 

combinação com outro agente antifúngico devido à resistência durante a monoterapia 

(Barchiesi et al., 2000). O uso mais comum da flucitosina em infecção por Candida é 

combinado à anfotericina B para pacientes com infecções mais refratárias, como endocardite 

por Candida ou endoftalmite. Ocasionalmente, pode ser usada para o tratamento da candidíase 

do trato urinário por C. glabrata resistente ao fluconazol (Fisher et al., 2011). 

As equinocandinas, anidulafungina, caspofungina e micafungina foram aprovados pelo 

FDA para tratamento da candidíase invasiva (Pappas et al., 2003; Cornely et al., 2012). A 

caspofungina (Cancidas®) foi aprovada para uso em 2001, micafungina (Mycamine®) em 2005 

e anidulafungina (Eraxis®) em 2006. No Brasil, os registros na ANVISA são dos anos da 

década de 2010 e hospitais incluíram na lista de antifúngicos de uso sistêmico (Protocolos 

Clínicos - FHEMIG, 2013). 

Equinocandinas são uma classe de antifúngicos lipopeptídeos cíclicos semi-sintéticos, 

produzidos a partir de modificações químicas de produtos extraídos de fungos: caspofungina é 

produzida a partir da pneumocandina B0, um produto isolado da fermentação de fungos Glarea 

lozoyentis (Bouffard et al., 1994); micafungina é produzida a partir do hexapeptídeo FR901379, 

antibiótico produzido pelo microrganismo Coleophoma empedra (Tomishima et al., 1999); e, 

anidulafungina é produzida a partir de equinocandina B, antibiótico produzido por Aspergillus 

nidulans (Hodges et al., 1994). Os fármacos da classe das equinocandinas possuem semelhança 

estrutural e compartilham o mesmo mecanismo de ação. 

O mecanismo de ação das equinocandinas sobre os fungos ocorre por inibição da -1,3-

glucano sintase, enzima responsável pela produção da parede celular fúngica (Deresinski e 

Stevens, 2003). As equinocandinas destroem a integridade da parede celular, o que leva a um 

desequilíbrio osmótico e, consequentemente, lise celular (ver revisão Denning, 2003; Andes, 

2006; Pappas et al., 2016). A parede celular dos fungos contém hidratos de carbono e proteínas 

que não estão presentes em células eucariotas, sendo, portanto, alvo ideal para os agentes 

antifúngicos, garantindo a eficácia e melhorando a segurança terapêutica (Netea et al., 2008). 

Cerca de 80 % da parede celular dos fungos é formada por polissacarídeos, com destaque para 
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os polímeros ramificados de glicose com ligações do tipo -1,3 e -1,6 (-glucanas) (ver 

revisão Chaffin, 2008). Esses medicamentos possuem ação fungicida para espécies de Candida 

e fungistáticas para espécies de Aspergillus (Lalitha et al., 2007; Sucher et al., 2009), sendo a 

C. albicans bastante sensível (Bachmann et al., 2002) e existem poucos relatos sobre resistência 

às equinocandinas (Ben-Ami et al., 2011). As equinocandinas tem uso no tratamento de 

candidíase e aspergilose invasivas em pacientes neutropênicos ou não e esse uso tem sido 

especialmente importante em infecções resistentes aos azólicos (Walsh et al., 2008; Pappas et 

al., 2016). 

As equinocandinas estão disponíveis em preparações parenterais, são degradadas 

lentamente no fígado, meia-vida de 8 a 13 horas e seu metabolismo, não oxidativos, 

independente do sistema enzimático citocromo P-450 (ver revisão Denning, 2003). Não há 

formação de metabólitos ativos, e os metabólitos formados são excretados pelas fezes e urina, 

sendo mínima (1-2%) a excreção renal do fármaco ativo (Deresinski e Stevens, 2003; 

(Maschmeyer e Glasmacher, 2005). As equinocandinas atingem concentrações terapêuticas em 

todos os locais da infecção, exceto no cérebro, líquido cefalorraquidiano, próstata e olhos 

(Felton et al., 2014) devido aos altos pesos moleculares. 

A caspofungina (figura 2.3) foi a primeira equinocandina de uso clínico aprovado pelo 

FDA (2001), inicialmente para aspergilose invasiva, posteriormente, para candidíase esofágica 

e invasiva e, finalmente, como terapia empírica em infecções fúngicas (Ascioglu e Chan, 2014). 

Isso provocou a redução na utilização de agentes antifúngicos mais antigos e o aumento do uso 

da caspofungina (Ascioglu e Chan, 2014). A caspofungina foi disponibilizada nos Estados 

Unidos e Europa (FDA, 2001), como Cancidas® e Caspofungina MSD® (Merck, New Jersey, 

USA), respectivamente (Deresinski e Stevens, 2003). 
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Figura 2.4: Estrutura química da caspofungina. Fonte: LactMed, Caspofungin, 2006. 

A caspofungina, assim como todos os fármacos da classe das equinocandinas é 

administrada por via parenteral, pois possui baixa disponibilidade oral. Possui farmacocinética 

linear através de administrações intravenosas e é metabolizada principalmente pelo fígado 

através de reações de hidrólise e acetilação de forma espontânea. Por não sofrer metabolismo 

oxidativo pelo complexo citocromo P450, tem baixa interferência com outros medicamentos 

metabolizados no fígado. Sua eliminação ocorre de forma gradativa ao longo do tempo, sendo 

eliminada principalmente pela bile (Colombo et al., 2013). 

Além de sua alta eficácia, baixa toxicidade, menor susceptibilidade à resistência em 

comparação com os outros antifúngicos (Ben-Ami et al., 2011), a caspofungina apresenta 

menor número de interações medicamentosas quando comparadas aos azólicos e à anfotericina 

B (Deresinski e Stevens, 2003; McCormack e Perry, 2005; Chandrasekar e Sobel, 2006; 

Eschenauer et al., 2007). 

A caspofungina possui, em geral, um perfil de tolerabilidade comparável ao fluconazol 

(Villanueva et al., 2002; de Wet et al., 2004; Krause et al., 2004) e melhor que o da anfotericina 

B (Walsh et al., 2004; McCormack e Perry, 2005; Kuse et al., 2007). Porém, foram relatados, 

frequentemente, alteração das transaminases hepáticas (Keating e Figgitt, 2003; Vazquez, 

2005) e reações relacionadas à hipersensibilidade à infusão (rubor facial, inchaço, erupção 

cutânea, prurido e febre) (Patil e Majumdar, 2017). 
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Na avaliação in vitro da caspofungina contra isolados de Candida e a concentração 

inibitória mínima (CIM) foi de 0,007-2,00 g/ml (Pfaller et al., 2006), valores em concordância 

com estudo clínico (Kartsonis et al., 2005). A caspofungina demonstrou excelente atividade 

antifúngica contra a maioria dos isolados clínicos de Candida, como C. albicans, C. glabrata, 

C. tropicalis, C. kefyr, C. pelliculosa, C. parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii e 

C. lusitaniae (Pfaller et al., 2008; Eksi et al., 2013). 

In vivo, a caspofungina exibe atividade fungicida contra C. albicans, C. glabrata (Andes 

et al., 2010), C. orthopsilosis, C. metapsilosis (Spreghini et al., 2012) e C. parapsilosis (Andes 

et al., 2010; Spreghini et al., 2012) e Aspergillus (Maertens et al., 2004; Benjamin et al., 2006; 

Groll et al., 2006). 

Villanueva et al., (2001) avaliaram a eficácia, segurança e tolerância da caspofungina em 

comparação com a anfotericina B em casos clínicos de esofagite por Candida e foi observado 

que doses de caspofungina de 50 mg/dia e 70 mg /dia mostraram taxas de sucesso clínico de 74 

e 89 %, respectivamente. Já a anfotericina B (0,5 mg/kg/dia), mostrou 63 % de sucesso clínico. 

Além disso, a anfotericina B foi interrompida em 24 % dos pacientes devido a efeitos adversos, 

enquanto que no grupo da caspofungina foi de 4 e 7 %, (50 e 70 mg /dia), respectivamente. 

Mora-Duarte et al., (2002) compararam a caspofungina com a anfotericina B no tratamento da 

candidíase invasiva em humanos, concluindo que ambas são igualmente eficazes, porém a 

caspofungina mostrou-se menos tóxica. Já Villanueva et al., (2002) compararam a eficácia da 

caspofungina (50 mg) e fluconazol (200 mg) em pacientes infectados pelo vírus da síndrome 

da imunodeficiência humana (SIDA), a taxa de sucesso terapêutico para caspofungina e 

fluconazol foi de 81 e 85 %, respectivamente, sem interações medicamentosas e efeitos 

adversos relatados. Outros estudos clínicos demonstraram sucesso terapêutico da caspofungina 

semelhante à anfotericina B convencional (Mora-Duarte et al., 2002; Arathoon et al., 2002) 

anfotericina B lipossomal (Wang et al., 2015), e micafungina (Kohno et al., 2013). 

A caspofungina avaliada em ensaios clínicos prospectivos demonstrou ser eficaz e bem 

tolerada no tratamento tanto de candidíase mucosa (Villanueva et al., 2001; Villanueva et al., 

2002; Arathoon et al., 2002) quanto invasiva (Mora-Duarte et al., 2002; Cornely et al., 2007; 

Betts et al., 2009), com baixa extensão de eventos adversos (Comisar et al., 2014) e segura 

mesmo em doses elevadas (150 mg/dia) (Betts et al., 2009). A caspofungina é uma ótima 

alternativa terapêutica nos casos de candidíase invasiva em recém-nascidos de baixo peso em 

situação de risco de vida (Lopes et al., 2010) e mostrou segurança, tolerabilidade e eficácia na 
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profilaxia de candidíase invasiva em pacientes pediátricos (Maximova et al., 2017; Tsekoura et 

al., 2019). 

Os efeitos adversos mais comumente observados com o uso da caspofungina abrangem: 

febre (Mora-Duarte et al., 2002), elevação do nível sérico de fosfatase alcalina e elevação do 

nível sérico de creatinina (Villanueva et al., 2001; Walsh et al., 2004), edema periférico 

(Villanueva et al., 2001) e hipocalemia (Mora-Duarte et al., 2002; Walsh et al., 2004; Testoni 

et al., 2012). Todos esses efeitos foram observados em uma intensidade menor e em menos 

pacientes quando comparado aos demais antifúngicos. Também foram observadas após 

administração de caspofungina reações relacionadas à hipersensibilidade à infusão (rubor 

facial, inchaço, erupção cutânea, prurido e febre) (Patil e Majumdar, 2017). Essas reações 

parecem ser mediadas por liberação de histamina secundária à caspofungina (Cleary et al., 

1993). Recentemente, foi observado que a caspofungina in vitro altera as funções efetoras de 

neutrófilos polimorfonucleares. O tratamento com caspofungina prejudica a degranulação dos 

neutrófilos e a produção de espécies reativas de oxigênio, e aumenta a fagocitose (Ries et al., 

2019). Anteriormente, in vivo, já havia sido observado um efeito imunomodulador da 

caspofungina, induzindo uma resposta inflamatória (Moretti et al., 2012). 

A cardiotoxicidade é um efeito adverso pouco comum, mas tem sido relatado em alguns 

estudos, principalmente em pacientes de UTI. Após a administração da caspofungina foi 

observado hipotensão grave (Fink et al., 2013), redução do débito cardíaco e da frequência 

cardíaca (Lichtenstern et al., 2013) arritmia cardíaca e morte súbita (FDA, 2013). Esses efeitos 

cardiotóxicos motivaram mais estudos acerca da segurança terapêutica da caspofungina. A 

cardiopatia foi relatada quando a caspofungina foi avaliada ex vivo em coração de rato, 

reduzindo a contratilidade do ventrículo esquerdo, relacionada provavelmente por alterações na 

função oxidativa mitocondrial (Stover et al., 2014). Efeito semelhante foi observado em 

cardiomiócitos isolados (Arens et al., 2014) com redução da contratilidade. Koch et al. (2015), 

observaram, após administração central de caspofungina, diminuição da fração de ejeção do 

ventrículo esquerdo, da PA, do volume sistólico, do volume diastólico final do ventrículo 

esquerdo e da frequência cardíaca. Além disso, o débito cardíaco foi reduzido in vivo em ratos 

anestesiados após infusão de caspofungina 6 mg/kg por via venosa central (Stover e Cleary, 

2015). Assim, a descrição da segurança terapêutica sobre o sistema cardiovascular da 

caspofungina é ainda restrita, e a sua investigação é uma necessidade para contribuir para sua 

seleção segura e seu uso racional. 
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2.3.Avaliação cardiovascular de fármacos potencialmente cardiotóxicos 

A avaliação cardiovascular de fármacos ou de novas formulações farmacêuticas é uma 

recomendação consolidada nos anos de 1990 e oficializada com maior detalhamento na 

International Conference on Harmonisation (ICH) S7A (2000), sendo também uma diretriz da 

The Safety Pharmacology Society (Authier et al., 2015). Estão incluídas nestes guias os 

experimentos não clínicos in vitro e in vivo, abordando aspectos da eletrofisiologia cardíaca, 

avaliação da contratilidade do coração e vasos, parâmetros hemodinâmicos, bioquímicos e 

imunológicos, assim como características de respostas em doses usuais e doses tóxicas dos 

fármacos.  

O sistema cardiovascular é um dos principais sistemas alvo de toxicidade induzida por 

fármacos GUENGERICH , sendo um fator limitante dos candidatos a fármacos entrar no 

mercado. De acordo (FDA, 2005) para que novos fármacos sejam lançados no mercado é 

preciso que sejam realizados estudos clínicos e não clínicos que avaliem o potencial destas 

novas substâncias em atrasar a repolarização ventricular. 

Considerando o ECG como ferramenta para a avaliação in vivo, não invasiva, da função 

elétrica cardíaca, a avaliação experimental dos intervalos do ECG é preconizada desde 1997 

pelo Agência Europeia para Avaliação de Produtos Médicos (EMEA) e depois disso vários 

guias, incluindo do FDA (EUA) e Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 

BRASIL) recomendam que estudos experimentais in vivo sejam realizados para a determinação 

do potencial cardiotóxico de novos fármacos.  

A análise dos intervalos QT e QTc do ECG são considerados essenciais, pois o 

prolongamento do intervalo QT do ECG é fator preditor para arritmias cardíacas e para Torsade 

de Points (TdP), uma taquicardia ventricular polimórfica atípica, que por sua vez pode levar à 

morte cardíaca súbita, principalmente se associado a flutuações da VFC (Baldesberger et al., 

2008; Swaminathan et al., 2011; Cavero et al., 2000; Aggarwal et al., 2011; Moskovitz et al., 

2013). O prolongamento do intervalo QT também pode ser utilizado como uma forma de avaliar 

a repolarização cardíaca (Klimas et al., 2008; Kmecova e Klimas, 2010) e diante disso, a 

cardioproteção pode ser demonstrada pela redução do prolongamento do intervalo QT ou pela 

capacidade em evitar o seu prolongamento em condições de hiperatividade cardíaca (Baillard 

et al., 2000). 
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A VFC constitui um método para avaliação do prognóstico de doenças cardiovasculares 

(Watanabe et al., 2013), sendo a sua relação estabelecida na fisiopatologia de doenças 

cardiovasculares (Kjellgren e Gomes, 1993; Pecyna, 2006; Larosa et al., 2008). A VFC 

reduzida pode ser um forte preditor de mortalidade cardíaca e/ou arritmias, principalmente na 

configuração pós-infarto de miocárdio (IM) (Moss et al., 2002). 

A toxicidade de fármacos com ação cardiovascular representa muitas vezes uma 

sobrexpressão do seu efeito farmacológico sobre o coração. No entanto, outros fármacos podem 

produzir cardiotoxicidade que não está relacionada com o seu uso terapêutico. A 

cardiotoxicidade relacionada aos medicamentos antifúngicos tem sido amplamente relatada na 

literatura experimentalmente ou em estudos de fase clínica. As toxicidades relatadas abrangem 

os componentes das classes terapêuticas mais utilizadas: anfotericina B (Butler et al., 1964; 

Moyssakis et al., 2005), cetoconazol (Morganroth et al., 1997; (Robert et al., 2007; Boyce et 

al., 2012), Isavuconazol (Keirns et al., 2017; Mellinghoff et al., 2018), caspofungina (Stover et 

al., 2014; Arens et al., 2014; Stover e Cleary, 2015; Koch et al., 2016). 

2.3.1. Eletrocardiograma e Variabilidade da Frequência Cardíaca 

O ECG é um registro obtido através da atividade elétrica do coração, a qual tem origem 

no nodo sinoatrial (SA) no átrio direito, célula marcapasso, que irá se estender aos átrios, nodo 

atrioventricular (AV), por conseguinte nos feixes de His, nas fibras de Purkinje e nos 

ventrículos, dando origem as ondas do ECG (Farraj et al., 2011). Estas ondas ocorrem de 

maneira cíclica, onde cada ciclo ou período completo corresponde a um batimento cardíaco. 

Existem numerosas formas de utilização do eletrocardiograma de 12 derivações na prática 

clínica, pois o método é capaz de refletir alterações primárias ou secundárias aos processos do 

miocárdio, como nos casos de hipertensão arterial, cardiomiopatias, doenças metabólicas e 

alterações eletrolíticas (Guimarães, 2003). A interpretação do eletrocardiograma depende da 

análise de em profissional experiente. 

O registro do ECG apresenta ondas geradas pela propagação da despolarização nos átrios 

(onda P) e nos ventrículos (complexo QRS), e pela repolarização ventricular (onda T). A 

magnitude destas ondas depende do vetor da derivação, portanto da direção e amplitude do 

vetor elétrico médio (resultante) do coração e da derivação. A duração dos segmentos e 

intervalos entre as ondas é utilizada para caracterização do ECG em clínica médica. Por 

exemplo, o intervalo QT (entre o início da onda Q e o término da onda T) corresponde ao tempo 
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total de atividade elétrica ventricular, do início da despolarização até o término da repolarização 

ventricular. O segmento ST (que vai do término da onda S ao início da onda T) é o tempo entre 

o término da propagação da despolarização e o início da onda de repolarização ventricular. Por 

fim, o segmento TP (do término da onda T ao início da onda P) representa o período de repouso 

elétrico cardíaco (Guyton and Hall, 2006). 

Clinicamente, o sinal de ECG deve ser obtido em pacientes conscientes em repouso ou 

submetidos a protocolos de hiperativação simpática como no exercício físico. Existem 

diferentes aplicações para o ECG, como medida preventiva, para autorizar a realização de 

alguns tipos de atividades que demandam uma alta exigência do coração, para diagnosticar 

possíveis doenças.  

A VFC descreve as influências simpáticas e parassimpáticas em seres humanos e tornou-

se uma ferramenta útil em estudos clínicos realizados para adaptar o atendimento ao paciente 

("Task Force", 1996) constitui um método não invasivo, pois é obtido do sinal de ECG, 

utilizado como marcador da atividade do sistema nervoso autonômico (SNA) (Van 

Ravenswaaij-Arts et al., 1993; Stein et al., 1994). O SNA é capaz de modular a regulação desses 

intervalos que refletem a capacidade do coração de se adaptar à estímulos. Por isso, a análise 

da VFC é importante para a avaliação da atividade do SNA, uma vez que o a atividade simpática 

aumenta a FC, desencadeando intervalos mais curtos de batimento cardíaco e, consequente, 

redução da VFC. Por sua vez a atividade parassimpática reduz a FC, culminando em intervalos 

maiores de batimentos e o aumento da VFC. As alterações nos padrões da VFC são indicadores 

de comprometimento da função cardíaca (Ferreira et al., 2010). 

A análise da VFC mede alterações nos intervalos R-R entre ciclos cardíacos normais 

sucessivos ao longo do tempo. Todos os índices no domínio do tempo são baseados em 

estatísticas descritivas (Thireau et al., 2008) O RR médio e o desvio padrão de todos os 

intervalos RR normais gravados em um intervalo de tempo (SDNN) são variáveis obtidas de 

registros de longa duração que representam influências autonômicas simpática e parassimpática 

(Vanderlei et al., 2009). A raiz quadrada da média do quadrado das diferenças entre os 

intervalos adjacentes em um intervalo de tempo (RMSSD) representa influência autonômica 

parassimpática, visto que são obtidos através de análises dos intervalos RR adjacentes, já o 

índice triangular e o TINN avaliam a variabilidade global (Bittencourt et al., 2005). 
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As diferenças na VFC entre indivíduos treinados e não treinados demonstram que há um 

significativo aumento tempos entre os intervalos R-R, representados pelo SDNN (desvio padrão 

entre intervalo RR normais sucessivos), NN50 (número de intervalos NN que apresentam 

diferença de duração superior a 50 ms), pNN50 (proporção da diferença entre intervalos RR 

normais adjacentes até 50 ms – NN50/n) e RMSNN (raiz média quadrática da diferença entre 

intervalos NN normais sucessivos) e aumento na variância dos valores de RR médio ("Task 

Force", 1996). 

A VFC pode ser analisada através do sinal de ECG obtido por telemetria (Kramer e 

Kinter, 2003) de forma fidedigna, pois não sofre a influência da presença do experimentador. 

A telemetria pode ser utilizada em diferentes modelos e para diferentes objetivos, como por 

exemplo os mecanismos de doenças cardiovasculares e o uso de avaliação cardiovascular de 

fármacos. 

Assim, considerando a importância da avaliação da segurança cardiovascular do uso de 

medicamentos pós-comercialização, os efeitos cardiotóxicos descritos anteriormente pela 

caspofungina, e a escassez de estudos que avaliem os parâmetros de ECG em tratamentos com 

essa equinocandina, o presente estudo avaliou a atividade cardíaca de animais infectados e não 

infectados tratados com caspofungina. 
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3- Justificativa 

O surgimento de micoses sistêmicas mais graves (Enoch et al., 2017), a toxicidade dos 

antifúngicos (Moyssakis et al., 2005; Berdichevski et al., 2006) e o aparecimento de resistência 

aos antifúngicos (Martinez, 2006; Xiang et al., 2013) leva a busca por fármacos mais eficazes 

e melhor tolerados, sendo uma estratégia a busca por novos sítios de ação. A caspofungina é 

uma equinocandina utilizada como alternativa no tratamento de infecções sistêmicas graves por 

C. albicans. As equinocandinas são bem toleradas, no entanto efeitos cardiotóxicos, como 

hipotensão grave (Fink et al., 2013) e arritmias (FDA, 2013), foram relatados. Considerando 

ainda, que a própria infecção por este fungo pode induzir a endocardite (Victorio et al., 2017) 

e provocar redução da VFC, como observado por Fairchild et al., (2009). A infecção IP de ratos 

por C. albicans (SC5314) causou bradicardia e redução da VFC, indicando uma 

cardiotoxicidade causada pela infecção (Fairchild et al., 2009). Assim, é importante aprofundar 

na investigação da cardiotoxicidade de fármacos utilizados no tratamento antifúngico, afim de 

contribuir para o conhecimento da sua segurança terapêutica, e garantir o sucesso do 

tratamento.No presente projeto será utilizado a análise da VFC a partir do sinaldo ECG obtido 

na derivação periférica II, em animais conscientes para caracterizar os efeitos da caspofungina 

em doseseficazes contra a infecção sistêmica por C. albicans, em modelo murino. 
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4- Objetivo Geral 

Avaliar a eficácia da caspofungina sobre a infecção por Candida albicans in vivo e a 

segurança terapêutica sobre o sistema cardiovascular em camundongos Swiss fêmeas 

utilizando a análise do eletrocardiograma obtido em animais infectados e não infectados 

conscientes em contenção manual para a análise dos intervalos e em animais não infectados 

obtido por telemetria para a análise dos parâmetros da variabilidade da frequência cardíaca. 
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5- Avaliação da eficácia da caspofungina 

5.1.Introdução 

Para avaliação da eficácia da caspofungina no presente estudo, foi desenvolvido e 

padronizado um modelo de candidíase sistêmica por C. albicans em camundongos Swiss 

fêmeas. Modelos animais de candidíase sistêmica são utilizados para avaliação da eficácia 

antifúngica (Graybill et al., 1998; Berényi et al., 2014; Domán et al., 2015) em diferentes 

espécies de modelos animais (Spreghini et al., 2012; Maiolo et al., 2016), utilizando espécies 

de Candida não-albicans (González et al., 2001; Spreghini et al., 2012) e com protocolos de 

tratamento diferentes (Dimopoulou et al., 2014). 

A utilização dos testes de susceptibilidade antifúngica in vitro tornou-se indispensável 

devido às resistências detectadas em diferentes fungos (Yang et al., 2005; Magill et al., 2006). 

O Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), publicou o documento M27-A3, para 

provas de susceptibilidade a antifúngicos em leveduras como método de referência (CLSI, 

2008). Esse documento contém técnicas de macro e microdiluição em caldo (MC) para 

determinar a CIM. No presente estudo, o teste de susceptibilidade in vitro para a cepa de 

C. albicans SC5314 foi realizado utilizando a técnica de MC.  

5.2. Objetivos específicos 

 Padronizar um modelo de infecção sistêmica por C. albicans em camundongos Swiss 

fêmeas. 

 Avaliar eficácia do tratamento intraperitoneal com caspofungina nas doses de 5 e 

10 mg/kg durante 5 dias. 

 Avaliar a susceptibilidade in vitro da cepa de C. albicans SC5314. 

5.3. Métodos 

5.3.1. Obtenção e manutenção das cepas de C. albicans 

Foram utilizadas cepas de C. albicans de isolados clínicos, American Type Culture 

Collection (ATCC) 18864 (Persi et al., 1985) e SC5314 (Gillum et al., 1984) adquiridas da 

coleção do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais (ICB-

UFMG).  
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O ágar Sabouraud Dextrosado (SD) (Kasvi), contendo cloranfenicol 5 % foi utilizado 

para cultivo e manutenção da cepa de C. albicans. O ágar foi solubilizado em água MiliQ 

purificada pelo sistema Symplicity/System 185 (Milipore® USA). O meio foi preparado 

conforme orientações do fabricante, esterilizado em autoclave vertical (Prismatec) e mantido a 

4º C. As cepas de C. albicans foram mantidas por repique a cada 30 dias. O meio de cultura foi 

incubado a 28º C por 48 horas e em seguida as culturas foram mantidas à temperatura de 2 a 

8º C, em geladeira (Eletrolux/Mod 469L), até sua utilização para um novo repique. 

5.3.2. Padronização da infecção por C. albicans em camundongos  

Para a obtenção da infecção in vivo por C. albicans em camundongos foi necessário 

tratamento com um fármaco imunossupressor, iniciado previamente à administração do inóculo 

do fungo, com objetivo de reduzir a resposta imunológica do animal para permitir 

estabelecimento da infecção como descrito na literatura (Spreghini et al., 2012). 

A ciclofosfamida (Genuxal®, Baxter Oncology, Alemanha) é uma mostarda nitrogenada 

que atua em células com alta atividade mitótica e foi utilizada como agente imunossupressor 

dos animais. Esta foi solubilizada em água MiliQ purificada pelo sistema Symplicity/System 

185 (Milipore® USA) na concentração de 25 mg/ml. A imunossupressão foi produzida pela 

administração por via intraperitoneal (IP) da ciclofosfamida e avaliada pela contagem global de 

leucócitos de amostras de sangue dos animais, antes e durante o tratamento. O sangue dos 

animais foi retirado pela veia caudal na presença do anticoagulante ácido etilenodiamino tetra-

acético (EDTA), diluído em reagente de Turk e analisado em Câmara de Neubauer, por 

contagem direta em microscópio óptico (Olympus). 

Para infecção dos animais, o isolado clínico de C. albicans foi primeiramente repicado a 

partir da cultura mãe 48 horas antes do procedimento de infecção dos animais e cultivado em 

ágar SD inclinado. 

O inóculo para a infecção foi preparado a partir de suspensão das colônias em 5 ml de 

salina estéril a 0,9 % p/v, padronizada mediante comparação da turbidez com padrão 0,5 da 

escala de MacFarland em espectrofotômetro Cary 50 Bio (Varian-Austrália) a 530 nm. O 

resultado da absorbância entre 0,08 a 0,1 equivale de 1 a 5 x 106 células/ml (CLSI, 2008). A 

suspensão de trabalho foi preparada pela diluição 1:10, resultando em concentração de 1 a 5 x 

105 células/ml. Uma alíquota de 100 l da suspensão fúngica foi administrada nos animais na 

veia caudal. 
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Para a padronização e definição do protocolo de infecção a ser utilizado na avaliação da 

eficácia da caspofungina foram utilizados sete protocolos com variação da posologia, dose e 

número de administrações da ciclofosfamida, variação da cepa de C. albicans utilizada, da 

carga fúngica e do dia da administração intravenosa (IV) do inóculo. O protocolo 7 (P7) (tabela 

5.1) induziu imunossupressão associada à infecção e morte dos animais até o 6º dia após a 

infecção, por isso, considerando o tratamento com caspofungina durante 5 dias, esse foi o 

protocolo utilizado para avaliação da eficácia. 

Tabela 5.1: Protocolos experimentais da padronização da imunossupressão associada a infecção 

por C. albicans em camundongos Swiss fêmeas. 

Protocolo ciclofosfamida (IP) 
Dia da 

administração 
do inóculo* 

Cepa e 
UFC#/ml 

P1 
50 mg/kg, 2 dias 
25 mg/kg, 2 dias 

D5 
ATCC18864 
1 a 5 x 106 

P2 50 mg/kg, 4 dias D5 
ATCC18864 
1 a 5 x 106 

P3 
50 mg/kg, 2 dias 
25 mg/kg, 2 dias 

D3 
ATCC18864 
1 a 5 x 106 

P4 100 mg/kg, 4 dias D3 
ATCC18864 
1 a 5 x 106 

P5 100 mg/kg, 4 dias D3 
SC5314 

1 a 5 x 106 

P6 100 mg/kg, 4 dias D3 
SC5314 

1 a 5 x 104 

P7 100 mg/kg, 4 dias D3 
SC5314 

1 a 5 x 105 

 *Após início da imunossupressão. # Unidades Formadoras de Colônia (UFC). 

Assim, para a obtenção da infecção, os animais foram tratados com ciclofosfamida na 

dose de 100 mg/kg/dia por quatro dias consecutivos. No terceiro dia após o início da 

imunossupressão com ciclofosfamida, os animais receberam por via IV 100 l da suspensão de 

C. albicans (SC5314) contendo 1 a 5 x 105 células/ml (figura 5.1). 

A presença da infecção por C. albicans nos animais foi avaliada pela contagem de UFC 

nos tecidos dos principais órgãos acometidos pelo fungo: coração, rins, fígado e baço (Chaves 

et al., 2004). Para isso, após a infecção os animais foram eutanasiados nos tempos 24, 48, 72, 

96 e 120 horas (n=2 por tempo). Em seguida, o coração, os rins, o fígado e o baço foram 

retirados, pesados assepticamente e homogeneizados por maceração em 1 ml de solução salina 
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0,9 % estéril. Foram realizadas diluições seriadas (10-1, 10-2 e 10-3) e alíquotas de 100 l do 

homogeneizado foram plaqueadas em ágar SD contendo cloranfenicol a 5 % p/v, incubadas a 

37 °C durante 48 horas para quantificação da carga fúngica. Os procedimentos foram realizados 

em capela de exaustão de fluxo laminar (Veco/Mod FL-12805). As colônias foram 

quantificadas e o número de UFC/g de tecido foi determinado nos órgãos de cada animal. Os 

valores de UFC/g representam a média ± e.p.m. dos animais que apresentaram crescimento 

fúngico (os animais com crescimento zero não foram usados). 

5.3.3. Avaliação da eficácia da caspofungina 

O acetato de caspofungina (Sigma Aldrich) foi solubilizado em 

dimetilacetamida:propilenoglicol 400 (DMA:PEG 400) (Syntec) na proporção 40:60 e no 

momento da administração foi diluído em salina 0,9 %. 

O tratamento antifúngico foi iniciado 24 horas após a infecção por C. albicans (figura 

5.2), com a administração IP de caspofungina nas doses de 5 (n=10) ou 10 mg/kg (n=11) ou 

veículo (n=13), uma vez ao dia durante 5 dias consecutivos. 

 

Figura 5.1: Esquema do protocolo de tratamento com caspofungina 5 ou 10 mg/kg ou veículo 

em camundongos Swiss fêmeas. 

Para avaliação da eficácia, os animais foram pesados e monitorados diariamente para 

avaliar o tempo de sobrevida. Os animais foram eutanasiados 24 horas após o final do 

tratamento e tiveram os órgãos removidos e pesados assepticamente e utilizados para a 
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avaliação in vitro da carga fúngica, como descrito no item 5.3.2, no coração, rins, fígado e baço. 

Os animais moribundos, ou seja, àqueles que estavam muito caquéticos foram eutanasiados 

para evitar o sofrimento e a morte foi registrada no dia seguinte, sendo assim possível coletar 

os órgãos do grupo controle. 

5.3.4. Análise estatística 

Para análise da carga fúngica foi utilizado o Teste t não-pareado e teste de Mantel-Cox 

para sobrevida. Foi utilizado o software GraphPadPrism 6.0 (EUA). Os dados foram expressos 

como média ± erro padrão da média (e.p.m.) e foram considerados significativos quando P foi 

menor ou igual a 0,05 (P <0,05). 

5.3.5. Avaliação da susceptibilidade in vitro da cepa de C. albicans SC5314 

Preparação do inóculo de C. albicans 

Para preparação do inóculo foi obtida subcultura da amostra de C. albicans, em tubo 

estéril com ágar SD, incubado a 35° C por 24 horas. A seguir, as colônias foram suspensas em 

5 ml de solução salina 0,9 % estéril homogeneizada sob agitação durante 15 segundos. A 

densidade celular foi ajustada em espectrofotômetro a fim de se obter transmitância equivalente 

ao tubo 0,5 da escala de McFarland (1 a 5 x 106 células/ml), em comprimento de onda de 

530 nm. A suspensão de trabalho foi preparada pela diluição 1:50 seguida de uma diluição 1:20 

da suspensão padrão com o meio líquido RPMI 1640, resultando em concentração de 1 a 5 x 

103 UFC/ml. O meio de cultura RPMI 1640, tamponado com ácido 3-[N-morfolino]-

propanossulfônico (MOPS) 0,165 M pH 7,0. O meio foi esterilizado por filtração a vácuo com 

membrana estéril de celulose branca lisa 0,22 μm de poro e mantido a 6º C até o momento do 

uso. 

Preparação das microplacas 

O teste de MC foi realizado em placas estéreis e descartáveis de 96 poços em triplicata. 

O esquema de distribuição por cada poço está representado no quadro 5.1. A caspofungina foi 

diluída em DMA e a partir da solução estoque do fármaco foram preparadas diluições finais 

para a caspofungina de 0,005; 0,01; 0,1; 0,3; 1,0; 3,0; 5,0 e 10,0 g/ml em meio RPMI-1640. 

Alíquotas de 100 μl foram dispensadas sequencialmente, preenchendo os poços pertencentes às 

colunas numeradas e posteriormente foi preenchido com 100 μl do inóculo padronizado. Foram 

utilizados como controles negativo e positivo, respectivamente, o fármaco e o inóculo, ambos 
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apenas na presença do meio RPMI-1640. Para controle de esterilidade foi utilizado 200 l do 

meio de cultura e para controle de diluição foi utilizado 100 μl de DMA 0,5 % na presença de 

100 μl do inóculo. 
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Quadro 5.1: Esquema da montagem da microplaca para a avaliação da susceptibilidade in vitro da caspofungina. 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 

Inóculo 
(2-11) 

Meio Meio 
0,005 g/

ml  
0,01 g/

ml  
0,1 g/

ml  
0,3 g/

ml  
1,0 g/

ml  
3,0 g/

ml 
5,0 g/

ml  
10,0 g/

ml  

Inóculo 
+DMA 
0,5% 

 

B 

Inóculo 
(2-11) 

Meio Meio 
0,005 g/

ml + 
inóculo 

0,01 g/
ml+ 

inóculo 

0,1 g/
ml+ 

inóculo 

0,3 g/
ml+ 

inóculo 

1,0 g/
ml+ 

inóculo 

3,0 g/
ml+ 

Inóculo 

5,0 g/
ml+ 

inóculo 

10,0 g/
ml+ 

inóculo 

Inóculo 
+DMA 
0,5% 

 

C 

Inóculo 
(2-11) 

Meio 
Meio + 

Inóculo 

0,005 g/
ml + 

inóculo 

0,01 g/
ml+ 

inóculo 

0,1 g/
ml+ 

inóculo 

0,3 g/
ml+ 

inóculo 

1,0 g/
ml+ 

inóculo 

3,0 g/
ml+ 

Inóculo 

5,0 g/
ml+ 

inóculo 

10,0 g/
ml+ 

inóculo 

Inóculo 
+DMA 
0,5% 

 

D             

E   
0,005 g/
ml+ meio 

0,01 g/
ml+ meio 

0,1 g/
ml+ 
meio 

0,3 g/
ml+ 
meio 

1,0 g/
ml+ 
meio 

3,0 g/
ml+ 
meio 

5,0 g/
ml+ 
meio 

10,0 g/
ml+ meio 

  

F   
0,005 g/
ml+ meio 

0,01 g/
ml+ meio 

0,1 g/
ml+ 
meio 

0,3 g/
ml+ 
meio 

1,0 g/
ml+ 
meio 

3,0 g/
ml+ 
meio 

5,0 g/
ml+ 
meio 

10,0 g/
ml+ meio 

  

G   
0,005 g/
ml+ meio 

0,01 g/
ml+ meio 

0,1 g/
ml+ 
meio 

0,3 g/
ml+ 
meio 

1,0 g/
ml+ 
meio 

3,0 g/
ml+ 
meio 

5,0 g/
ml+ 
meio 

10,0 g/
ml+ meio 

  

Meio: controle negativo; Meio + Inóculo: controle positivo 
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Incubação e leitura dos resultados 

As placas foram incubadas a 35° C e a CIM determinada após 48 horas. Foram 

comparados visualmente com as condições controle pela presença de turvação indicando o 

crescimento da levedura nos poços. A CIM foi determinada pela menor concentração da 

caspofungina capaz de inibir o crescimento total do fungo em relação ao crescimento total do 

fungo sem a presença do fármaco. 

O teste de susceptibilidade foi interpretado de acordo com o critério do CLSI (M27-S4) 

que define o ponto de corte da susceptibilidade da caspofungina contra a C. albicans como: 

susceptível (S) ≤ 0,25 g/ml do fármaco para inibir o crescimento do fungo, susceptibilidade 

dose dependente (S-DD) para 0,5 g/ml e resistente (R) para ≤ 1,0 g/ml (CLSI, 2012). 

5.4. Resultados 

5.4.1. Padronização da infecção por C. albicans em camundongos 

Diferentes protocolos foram utilizados para a padronização do modelo de infecção, uma 

vez que o objetivo era definir um protocolo que permitisse a imunossupressão considerada ideal 

para o tratamento com a caspofungina. O protocolo 7 (P7) (tabela 5.1) produziu 

imunossupressão associada à infecção e morte dos animais até o 6º dia após a infecção e foi 

então definido como o protocolo de infecção a ser utilizado para a avaliação da eficácia da 

caspofungina. 

A infecção foi confirmada pela presença do fungo nos tecidos do coração, rins, fígado e 

baço dos animais após crescimento da C. albicans em ágar SD em pelo menos um dos órgãos 

avaliados. Os resultados estão apresentados na tabela 5.2. 
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Tabela 5.2: Resultados dos protocolos da padronização da imunossupressão e infecção de 

camundongos Swiss fêmeas. 

N° do 

Protocolo 
Infecção 

N° de Animais 

Sobreviventes 

Tempo de vida 

após a infecção 

(dias) 

P1 - 6/6 > 30 

P2 - 6/6 > 30 

P3 + 6/6 > 30 

P4 + 6/6 > 30 

P5 + 0/6 1 a 3 

P6 + 6/6 > 30 

P7 + 0/6 2 a 5 

n= 6 em todos os grupos experimentais. 

Os grupos de animais tratados com os protocolos P1 e P2 tiveram sobrevida de 100 % e 

não estavam infectados até 30 dias após a infecção. No protocolo P3, os animais estavam 

infectados, porém a sobrevida foi de 100 % até 30 dias após a infecção. 

Nos protocolos P4 e P5, os animais tiveram o tratamento com ciclofosfamida na dose de 

100 mg/kg durante 4 dias consecutivos, porém foram utilizadas cepas diferentes de C. albicans: 

ATCC18864 e a SC5314, respectivamente. No presente estudo, a cepa SC5314 se mostrou mais 

virulenta e por isso foi escolhida para os experimentos. 

O grupo de animais infectados com 1 a 5x106 leveduras (P5) atingiu 100 % de 

mortalidade no terceiro dia após a infecção, enquanto aqueles que receberam 1 a 5x104 

leveduras (P6) apresentaram 100 % sobrevida até 30 dias após a infecção. Os animais 

infectados com 1 a 5x105 leveduras (P7) atingiram 100 % de mortalidade até o sexto dia após 

a infecção (tabela 5.1 e tabela 5.2). Dessa forma, a carga fúngica de 1 a 5x105 leveduras da cepa 

SC5314 administrada nos animais imunossuprimidos foi considerada adequada para o 

tratamento de cinco dias com a caspofungina. 
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5.4.2. Avaliação da eficácia da caspofungina 

Os resultados da avaliação da eficácia da caspofungina em camundongos Swiss fêmeas 

infectadas com C. albicans estão apresentados na figura 5.3 e na tabela 5.3. 

A sobrevida foi significativamente aumentada quando os camundongos infectados foram 

tratados com caspofungina 5 ou 10 mg/kg via IP. Todos os camundongos infectados tratados 

apenas com o veículo morreram. O tratamento com caspofungina nas doses de 5 e 10 mg/kg 

evitou a morte de 70 e 73 % dos animais, respectivamente (figura 5.3 A). Na figura 5.3 B estão 

apresentados os pesos dos animais infectados durante o tratamento com veículo, caspofungina 

5 ou 10 mg/kg. A administração do veículo não foi capaz de impedir a perda de peso dos 

animais após à infecção, já os animais que receberam o tratamento com caspofungina 

reestabeleceram o peso corporal avaliado até 24 horas após o final do tratamento, demonstrando 

uma recuperação dos animais. 
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Figura 5.2: Percentual de sobrevida (A) e peso corporal (B) de camundongos infectados com 

C. albicans após o tratamento IP com veículo, caspofungina 5 ou 10 mg/kg. * P < 0,05 

significativo comparado aos grupos tratados com caspofungina.  

Embora cerca de 30% dos animais tratados com caspofungina tenham morrido, a dose 

mais alta utilizada, 10 mg/kg, pode ser considerada uma boa eficácia, uma vez que nenhum dos 

camundongos infectados que sobreviveram apresentaram UFC positiva após o tratamento, 

indicando uma remissão completa da infecção. Para a dose de 5 mg/kg, a remissão completa da 

infecção foi observada em menos de 50 % dos camundongos sobreviventes e a detecção de 

UFC pode indicar um potencial restabelecimento da infecção, embora o número de UFC fosse 

significativamente menor do que o do veículo (tabela 5.3). A avaliação da eficácia pela 

contagem de UFC/g de tecido foi realizada 24 horas após o final do tratamento de cada grupo. 
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Tabela 5.3: Eficácia da caspofungina em camundongos Swiss fêmeas infectadas com 

C. albicans. Valores de UFC/g (média ± e.p.m.) de animais sobreviventes (n/total) utilizados 

para contagem de colônias fúngicas. * P <0,05 comparado ao veículo. Teste t não-pareado para 

UFC positivo e teste de Mantel-Cox para sobrevida. 

Parâmetros 

Tratamento 

Veículo 
Caspofungina (mg/kg) 

5 10 

Sobrevida (n/total; %) 0/13 (0%) 7/10 (70%)* 8/11 (73%)* 

UFC/g 

Coração 1329 ± 502,9 (4/9) 0* 0* 

Rins 528 ± 157,3 (9/9) 39 ± 28,5*(2/3) 0* 

Fígado 111 ± 53,4 (8/9) 38 ± 6,4*(2/3) 0* 

Baço 256 ± 153,3 (5/9) 60 ± 54,9*(3/3) 0* 

* P < 0,05 significativo comparado ao grupo tratado com veículo.  

5.4.3. Avaliação da susceptibilidade in vitro da cepa de C. albicans SC5314 

A avaliação da susceptibilidade in vitro da C. albicans frente à caspofungina foi realizada 

pelo método visual, como sugerido na M27-A3 do CLSI. A figura 5.4 representa a microplaca 

de 96 poços. O controle negativo (apenas o meio de cultura) e o controle positivo (meio de 

cultura + inóculo) foram adequados para avaliação da qualidade do método, pois foi observado 

ausência e presença do crescimento do fungo, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 



Infecção in vivo por C. albicans, avaliação da eficácia da caspofungina, avaliação da 
susceptibilidade in vitro da caspofungina 

 

47 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.3: Microplaca de 96 poços da avaliação in vitro da eficácia da caspofungina. Cada 

poço contém as diluições finais para a caspofungina de 0,005; 0,01; 0,1; 0,3; 1,0; 3,0; 5,0 e 

10,0 g/ml em meio RPMI-1640 de acordo com o quadro 5.1 

A inibição total da turbidez causada pela presença do fungo ocorreu no poço com 

concentração de caspofungina a partir de 0,3 g/ml, indicando que esse valor corresponde à 

CIM de caspofungina para a cepa selvagem de C. albicans SC5314 utilizada no presente 

trabalho. 

5.5. Discussão 

C. albicans é amplamente utilizada em modelos de infecção in vivo, porque é uma das 

principais espécies responsáveis pelo grande número de infecções oportunistas, é 

frequentemente citada como a principal causa de infecção nosocomial, sendo apontada como 

uma das leveduras mais patogênicas para o ser humano (Pappas, 2006). A disponibilidade de 

novos antifúngicos tem proporcionado mais opções terapêuticas, aumentando o uso desses 

compostos não apenas para tratamento, mas também como profilaxia, tratamento empírico ou 

preventivo. A caspofungina, fármaco de escolha, é considerada adequada para alcançar um 

efeito terapêutico desejado como opção para tratar candidíase sistêmica e aspergilose (Walsh 

et al., 2008), onde as espécies de Candida respondem a este antifúngico, inclusive as resistentes 

ao fluconazol (Xiang et al., 2013). O aumento do uso de antifúngicos tem induzido resistências, 

espécies susceptíveis foram substituídas por resistentes ou espécies desenvolveram 

secundariamente a resistência, alterando a epidemiologia das infecções fúngicas (Lass-Flörl, 

2009). As equinocandinas são utilizadas e os isolados de C. albicans resistentes a esses 

+ - 
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antifúngicos são bastante raros, sendo o primeiro caso relatado em 2005 (Park et al., 2005), 

permanecendo relativamente baixo, com menos de 3 % com relação à maioria das espécies de 

Candida spp (Castanheira et al., 2010). 

A infeção sistêmica in vivo de C. albicans foi obtida utilizando o inóculo do fungo e um 

tratamento prévio e concomitante com ciclofosfamida para induzir imunossupressão (Spreghini 

et al., 2012; Domán et al., 2015; Berényi et al., 2014). Em roedores, a ciclofosfamida é capaz 

de inibir a produção de anticorpos, e atuar em células com alta atividade mitótica, inibindo as 

respostas imunes humoral e celular (Foldvari et al., 2000; Naglik et al., 2008), reproduzindo a 

candidíase humana (Pappas et al., 2009). A ciclofosfamida induz a neutropenia nos animais, e 

como os neutrófilos polimorfonucleares representam a primeira linha de defesa contra infecções 

fúngicas, a neutropenia é o principal fator de risco (Garth e Steele, 2017). 

Várias cepas de C. albicans são utilizadas em modelos de infecção sistêmica. A cepa 

SC5314 é uma linhagem selvagem e virulenta utilizada em modelos in vivo e in vitro (Pitarch 

et al., 2001; Kong et al., 2017; Pumeesat et al., 2017), assim como a cepa ATCC 18864 

(Ibrahim et al., 2012; Carmo, do et al., 2016; Rosa et al., 2016). No entanto, no modelo 

padronizado em nosso estudo, a cepa SC5314 utilizada em suspensão de 1 a 5 x 105 UFC/ml 

mostrou-se mais virulenta para infectar os animais. Este modelo permite estudos sobre a 

atividade de antifúngicos pois mimetiza a infecção em humanos. Além disso, provou ser 

apropriado para examinar a eficácia desses agentes farmacológicos a curto prazo, uma vez que 

os animais tratados apenas com o veículo morrem até o quinto dia após administração do 

inóculo. O modelo também foi adequado para mostrar eficácia da caspofungina já que o 

tratamento foi capaz de aumentar a sobrevida e o peso dos camundongos e reduzir a carga 

fúngica nos órgãos avaliados (Arendrup et al., 2002; Spellberg et al., 2005; Trammell e Toth, 

2011; Dimopoulou et al., 2014; Domán et al., 2015). O rim é um dos principais órgãos afetados 

em modelos de infecção por candidíase sistêmica devido a habilidade da levedura produzir 

pseudo-hifas no lúmen tubular renal e penetrar no parênquima renal (Chaves et al., 2004). 

Hajdu et al., (1997), avaliaram a farmacocinética da caspofungina em animais e observaram 

que as concentrações do fármaco nos rins, fígado e baço foram mais altas que as concentrações 

plasmáticas. 

O delineamento experimental in vivo para o tratamento dos camundongos com 

caspofungina foi baseado em estudos com animais que demonstraram a eficácia do fármaco no 

tratamento de candidíase (Graybill et al., 1998; Berényi et al., 2014; Dimopoulou et al., 2014). 
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O tratamento dos animais foi realizado por via IP nas doses de 5 ou 10 mg/kg de caspofungina 

durante 5 dias. Embora a caspofungina seja indicada clinicamente por administração IV, optou-

se pela via IP por questões práticas, porém fundamentadas em estudos que utilizaram a mesma 

via de administração (Abruzzo et al., 1997; Graybill et al., 1998; González et al., 2001; Berényi 

et al., 2014; Domán et al., 2015; Maiolo et al., 2016). Além disso, os relatos de problemas de 

baixa biodisponibilidade da caspofungina são relacionados apenas com administração do 

fármaco por via oral (Letscher-Bru e Herbrecht, 2003; Maschmeyer e Glasmacher, 2005; 

McCormack e Perry, 2005). A administração da caspofungina por via IP não contribuiu para a 

baixa eficácia do antifúngico no modelo de candidíase sistêmica proposto, uma vez que nas 

doses avaliadas (5 ou 10 mg/kg) mostraram resultados eficazes dose-dependente. 

Estudos com camundongos infectados por C. albicans, C. metapsilosis, C. parapsilosis, 

C. krusei e C. inconspicua não houve melhora significativa da eficácia quando a dose do 

fármaco foi aumentada, apesar do tratamento com caspofungina ser eficaz em reduzir a carga 

fúngica em todos os tratamentos (Berényi et al., 2014; Dimopoulou et al., 2014; Kovács et al., 

2014). Spreghini et al., (2012) trataram camundongos com caspofungina de 0,25 a 10 mg/kg/dia 

durante 6 dias e observaram efeito antifúngico contra Candida não-albicans em todas as doses, 

sendo as doses mais efetivas 5 e 10 mg/kg, conforme utilizadas e confirmadas no trabalho atual. 

A resposta terapêutica ao tratamento com 5mg/kg de caspofungina não foi eficaz, o que 

pode ser o resultado do tratamento antifúngico (Colombo et al., 2013; Pappas et al., 2009; 

Pfaller et al., 2012), iniciado somente 24horas após à infecção. Os protocolos de dosagem e o 

tempo de tratamento utilizados foram restritos, uma vez que uma das limitações encontradas 

nos ensaios in vivo foi o elevado custo do fármaco de escolha. Como a eficácia da caspofungina 

foi melhor na dose de 10 mg/kg, foi a dosagem de escolha para prosseguir com a avaliação da 

cardiotoxicidade in vivo, tanto em camundongos infectados por C. albicans quanto em 

camundongos não infectados.  

Os métodos de teste de susceptibilidade antifúngica são importantes para detectar 

resistência antifúngica e para determinar o melhor tratamento. Duas organizações, European 

Committee on Antibiotic Susceptibility Testing (EUCAST, 2008) e o Clinical Laboratory 

Standards Institute (CLSI, 2012), padronizaram métodos para realizar testes de susceptibilidade 

antifúngica. Essas organizações definiram pontos de corte de alguns antifúngicos para espécies 

de Candida, a fim de identificarem as cepas resistentes.  
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O CLSI padronizou o método de MC para as equinocandinas contra a Candida spp. 

(CLSI, 2008). Foram definidos os limites de controle de qualidade e os pontos de corte (Pfaller 

et al., 2011) para esses fármacos. Entretanto em 2012, o CLSI revisou esses dados (M27-S4, 

CLSI 2012), para fluconazol, itraconazol, voriconazol e equinocandinas, para todas as espécies 

de Candida (Pfaller e Diekema, 2012). Para caspofungina os pontos de corte foram definidos 

como: ≤ 0,25 μg/ml susceptível (S), 0,25-0,5 g/ml susceptível dose-dependente (SDD), 0,5-

1 μg/ml intermediário (I), e ≥ 1 μg/ml resistente (R). A interpretação dos pontos de corte clínico 

para o teste de susceptibilidade in vitro podem ser usados para indicar o provável tratamento 

antimicrobiano, qual o fármaco utilizado e o regime de dose (Turnidge e Paterson, 2007). 

A análise de susceptibilidade aos antifúngicos de MC (CLSI, 2008) é a mais utilizada por 

ser rápida, de fácil execução e de menor custo comparada à macrodiluição. A susceptibilidade 

aos antifúngicos é determinada através da CIM, em que o crescimento de um microrganismo, 

na presença de uma sequência de concentrações do antimicrobiano é medida durante um tempo 

definido de acordo com a metodologia preconizada. Em nosso estudo, a CIM da caspofungina 

contra a C. albicans SC5314 foi de 0,3 mg/kg, de acordo com valores encontrados em estudos 

anteriores (Pfaller et al., 2006; Hedayati et al., 2018) e de acordo com estudos de vigilância da 

atividade in vitro desse fármaco (Gil-Alonso et al., 2016).
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6- Efeitos do tratamento com caspofungina sobre os parâmetros 
do eletrocardiograma  

6.1. Introdução 

A proposta desta etapa do trabalho foi avaliar a segurança terapêutica da caspofungina 

sobre o sistema cardiovascular in vivo. Foram avaliados os efeitos do tratamento com 

caspofungina sobre os intervalos PR, QRS, QT e QTc (QT corrigido pela FC) do ECG obtido 

em animais conscientes em contenção manual e sobre os parâmetros de avaliação da VFC 

obtidos a partir do sinal de ECG por telemetria em animais com livre movimentação. 

Na avaliação da eficácia (item 5), o tratamento com caspofungina na dose de 10 mg/kg 

se mostrou mais eficaz no combate à infecção sistêmica causada pela C. albicans. Assim, essa 

dose foi a selecionada para avaliação da atividade cardíaca in vivo da caspofungina. 

6.2. Objetivo específico 

Avaliar os efeitos do tratamento com caspofungina em dose única sobre os intervalos do 

eletrocardiograma em animais conscientes infectados e não infectados. 

6.3. Métodos 

6.3.1. Protocolos experimentais 

A atividade da caspofungina sobre o ECG em camundongos foi avaliada utilizando-se os 

sinais obtidos na derivação periférica II (DII). O tratamento foi realizado com veículo ou 

caspofungina 10 mg/kg, IP, durante 5 dias de acordo com os grupos experimentais descritos 

abaixo. Cada protocolo consistiu então de dois grupos experimentais.  

Para a avaliação da atividade cardíaca da caspofungina administrada em animais 

infectados com C. albicans, os animais foram mantidos conscientes e sob contenção manual 

durante o registro do ECG. A contenção manual dos animais foi realizada nas mãos do mesmo 

pesquisador e da mesma maneira em todos os experimentos. Os animais foram imobilizados 

nas mãos do pesquisador aproximadamente por 5 minutos antes do registro do ECG até 

estabilização dos sinais. Após a estabilização, o sinal do ECG foi registrado durante 5 minutos 

continuamente. Para minimizar o estresse, o ambiente dos experimentos foi mantido silencioso, 

sem odores, os animais foram previamente treinados e imediatamente antes da inserção das 

agulhas foi utilizado topicamente o anestésico lidocaína (Germed) 40 mg/g. 
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A. Camundongos não infectados e conscientes: o sinal do ECG foi obtido continuamente antes, 

durante e até 48 horas após o tratamento com veículo ou caspofungina (figura 6.1 A): 

A.1. O registro do ECG convencional foi obtido continuamente durante 5 minutos com os 

animais em contenção manual: a) tempo basal - antes do início do tratamento; b) 1, 6, 12 e 

24 horas após a primeira dose do tratamento; c) 24 horas após a terceira dose; d) 1, 6, 12, 24, 

36 e 48 horas após a última dose de veículo ou caspofungina. 

A.2. O registro do sinal de ECG por telemetria foi obtido continuamente com os animais em 

livre movimentação: a) tempo basal - durante 24 horas antes do início do tratamento; b) durante 

15 minutos nos tempos 1, 6, 12 e 24 horas após a primeira dose do tratamento; c) durante 

15 minutos, 24 horas após a terceira dose; d) durante 15 minutos nos tempos 1, 6, 12, 24, 36 e 

48 horas após a última dose de veículo ou caspofungina. 

B. Camundongos infectados e conscientes: a infecção por C. albicans foi realizada de acordo 

com o descrito no item 5 e o tratamento com veículo (n=6) ou caspofungina (n=7) foi 

administrado em dose única 24 horas após a infecção. Para cada registro, o sinal de ECG foi 

obtido continuamente durante 5 minutos nos animais em contenção manual: a) tempo basal - 

antes do início da imunossupressão; b) 1, 6 e 24 horas após a administração. Assim, o tempo 

de 1 hora corresponde a 25 horas após a infecção, 6 horas corresponde a 31 horas e 24 horas 

corresponde a 48 horas após a infecção dos animais) (figura 6.1 B). 

C. Camundongos não infectados e conscientes tratados com veículo (n=6) ou ciclofosfamida 

100 mg/kg (n=7) IP durante 4 dias (controle da imunossupressão prévia à infecção). O sinal de 

ECG foi obtido continuamente durante 5 minutos nos animais em contenção: a) tempo basal - 

antes do início da imunossupressão; b) 24 horas após a administração da primeira dose do 

tratamento; c) 24 horas após a administração da 4ª dose do tratamento (figura 6.2). 
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Figura 6.1: Protocolos experimentais de tratamento com a caspofungina e obtenção do sinal de 

ECG (DII) para a avaliação da cardiotoxicidade in vivo. Animais não infectados e conscientes 

(A) e animais infectados e conscientes (B). 
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Figura 6.2: Protocolo experimental para avaliação da atividade cardíaca da ciclofosfamida. 

6.3.2. Obtenção do sinal ECG 

O sinal de ECG foi obtido na derivação periférica II (DII) usando eletrodos de agulhas de 

aço inoxidável inseridas no tecido subcutâneo dos animais. Os animais foram deixados por 5 a 

10 minutos para estabilização do sinal antes do início dos registros e realização dos 

experimentos de acordo com os protocolos adotados. Os sensores de ECG foram acoplados a 

um sistema condicionador que fornece sinais em tempo real conectados por um cabo blindado 

a um amplificador biopotencial com uma passagem de banda de 0,5-100 Hz a uma frequência 

de 1200 Hz, processados por uma placa conversora analógico-digital de resolução de 16 bits 

(DaqBoard/2001, IOtech, EUA).  

Utilizando o software Dataq (EUA), a partir do registro do sinal de ECG três segmentos 

de dois segundos foram selecionados e extraídos de cada registro para realizar a mensuração 

dos intervalos do ECG. Os parâmetros obtidos medidos foram: intervalos RR, PR, QRS e QT 

(figura 6.3). O intervalo RR foi medido entre duas ondas R sucessivas, determinando um ciclo 

cardíaco completo e usado para calcular a FC em batimentos por minuto (bpm), onde FC = 

60/RR. O intervalo PR foi medido desde o início da onda P até o início do complexo QRS. O 

intervalo QRS foi medido entre o início da onda R e o fim da onda S. O intervalo QT foi medido 

entre o início do complexo QRS e o fim da onda T. Além dos intervalos medidos também foi 

calculado o intervalo QTc, que é o intervalo QT corrigido pela FC utilizando a fórmula de 

Fridericia, (1920) (QTc = QT/(RR)1/3). Este intervalo é um melhor marcador de riscos de 

arritmias cardíacas, devido a menor dependência da FC. 
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Figura 6.3: Sinal basal de ECG DII de camundongo consciente indicando os intervalos 

mensurados. 

6.3.3. Obtenção do ECG por telemetria e análise da variabilidade da frequência 

cardíaca 

Os sensores de telemetria (TA10ETA-F20 Implant, USA, Data Sciences International 

(DSI) para a obtenção do sinal de ECG DII foram preparados e esterilizados a cada novo 

procedimento e implantados nos animais subcutaneamente na região ventral. Os animais foram 

anestesiados por cetamina 10 % (Cetamin®, Syntec) (100 mg/kg) e xilasina 2 % (Calmin®, 

Agener União) (14 mg/kg), por via IP, e os sensores (figura 6.4) foram colocados entre a pele 

e a musculatura ventral, tendo seus fios presos à mesma por meio de sutura simples próximos 

aos membros superiores direito e inferior esquerdo com o objetivo de mensurar a diferença de 

potencial relativa à DII do ECG (Cesarovic et al., 2011). Os animais receberam por via IP a 

flunixina (Flunixina®, UCB) (10 mg/kg) pós-cirúrgico para alívio da dor por 48 horas no 

período pós-operatório, antes do início dos experimentos. 

 

Figura 6.4: Sensor de telemetria. (DSI).  
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Para a obtenção do sinal de ECG, os animais foram colocados em caixas individuais sobre 

plataformas acopladas ao sistema de telemetria DSI que capta o sinal dos transdutores em tempo 

real a uma frequência de 1200 Hz. Os registros digitais dos experimentos foram adquiridos e 

analisados a posteriori utilizando o software Biomedical Workbench – LabView. Foram 

selecionados segmentos de 150 segundos em instantes determinados pelos protocolos 

experimentais para a análise dos parâmetros do ECG.  

Para análise do sinal de ECG para obtenção dos parâmetros de VFC, os intervalos entre 

as ondas R consecutivas no ECG (intervalo RR) ou onda normal a normal (intervalo NN) foram 

calculados, em uma janela de tempo de 5 minutos (short term recording), para construir a série 

temporal RR. A partir das séries temporais de intervalos RR, foi realizada uma análise no 

domínio do tempo da VFC, consistindo em medidas estatísticas e geométricas. As medidas 

estatísticas calculadas foram a média do intervalo RR (𝑅𝑅 𝑚𝑒𝑎𝑛 −  𝑅𝑅), o desvio padrão dos 

intervalos RR (Standard deviation of RR intervals series - SDNN) e o quadrado médio da raiz 

das sucessivas diferenças do intervalo RR (Square root of the mean of the squares of differences 

between adjacente RR intervals - RMSSD). As medidas geométricas calculadas foram a largura 

da linha de base da interpolação triangular do histograma de intervalo RR (Baseline width of 

the triangular interpolation of the intervals histogram - TINN) e a integral do histograma de 

intervalo dividida pelo máximo do histograma (Índice Triangular da VFC – HRV index). O 

SDNN reflete a variabilidade global das séries temporais, o RMSSD reflete a variabilidade das 

flutuações de curto prazo, representando rápidas mudanças na FC, e é um estimador da 

atividade parassimpática. As medidas geométricas - índice TINN e VFC - são mais 

influenciadas pelas flutuações mais lentas, refletindo a variabilidade global, e são mais robustas 

para valores extremos que o SDNN (Rajendra Acharya et al., 2006; Shaffer e Ginsberg, 2017). 

Utilizamos também como estimadores da atividade do SNA a FC média (HR mean) e o desvio 

padrão da FC (HR-SD) obtido das mesmas séries de intervalos RR. Para a melhor acurácia na 

análise dos índices e a sua comparação com os dados dos tempos definidos previamente, a 

média dos valores obtidos dentro de cada 24 horas foi calculada como representativo de análise 

em tempo prolongado. 

Para análise da VFC, são utilizados índices obtidos por meio de métodos lineares e não-

lineares (Aubert et al., 2003). Métodos lineares são divididos em relação à análise no domínio 

do tempo ou da frequência, realizada por meio de índices estatísticos e geométricos. A partir da 

medida de intervalo RR durante determinado tempo utilizando métodos estatísticos ou 
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geométricos, média, desvio padrão e índices derivados do histograma ou do mapa de 

coordenadas cartesianas dos intervalos RR, são calculados os índices tradutores de flutuações 

na duração dos ciclos cardíacos (Rassi, 2000). 

6.3.4. Análise estatística 

Os dados foram analisados utilizando-se análise de variância two-way (ANOVA) seguido 

do pós-teste de Bonferroni. Foram analisados os grupos tratados com caspofungina em relação 

ao tratamento com veículo em todos os tempos avaliados e cada grupo em relação ao tempo 

basal e aos demais tempos avaliados. Foi utilizado o software GraphPadPrism® 6.0 (GraphPad 

Software, EUA) para as análises estatísticas. Os dados foram expressos como média ± erro 

padrão da média (e.p.m.), com intervalo de confiança de 95% e as diferenças consideradas 

significativas quando o valor de P foi menor ou igual a 0,05 (P < 0,05). 

6.4. Resultados 

6.4.2. ECG de animais infectados com C. albicans e conscientes tratados com dose 

única de caspofungina (protocolo B) 

A figura 6.5 mostra os efeitos da administração em dose única de veículo ou de 

caspofungina 10 mg/kg por via IP sobre os parâmetros do ECG em animais infectados com 

C. albicans. Para o intervalo PR, foi observado aumento significativo 24 horas após a 

administração de caspofungina em comparação ao tempo basal do mesmo grupo, embora não 

seja diferente do grupo tratado com veículo no mesmo tempo. Foi observado aumento de 

18,5 % para este parâmetro, com valor absoluto 28,6 ms no tempo basal e 33,9 ms 24 horas 

após a caspofungina. 

A administração da caspofungina induziu ao aumento significativo do intervalo QRS em 

26,6 % após 24 horas em comparação ao tempo basal do mesmo grupo. Os valores absolutos 

encontrados foram 10,9 ms no tempo basal e 13,8 ms 24 horas após caspofungina. 

Os intervalos QT e QTc do ECG aumentaram significativamente em todos os tempos 

avaliados, tanto no grupo tratado com veículo quanto com caspofungina comparados ao tempo 

basal para os mesmos grupos.  

A infecção (tratamento com veículo) induziu ao aumento significativo do intervalo QT 

de 13,8, 14,4 e 20,2 % nos tempos de 1, 6 e 24 horas, respectivamente. Os valores absolutos de 
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QT para esse grupo foram 33,2, 33,4 e 35,1 ms em 1, 6 e 24 horas após administração, 

comparado a 29,2 ms no tempo basal. Para o intervalo QTc, a infecção (tratamento com veículo) 

induziu ao aumento significativo de 12,8, 16,0 e 16,3 % em 1, 6 e 24 horas após administração, 

sendo os valores absolutos de 71,2, 73,2 e 73,4 ms, respectivamente, nos tempos avaliados e 

comparados a 63,1 ms no tempo basal. 

A administração da caspofungina induziu ao aumento significativo do intervalo QT de 

10,8, 18,5 e 23,9 %, respectivamente aos tempos 1, 6 e 24 horas após sua administração. Os 

valores absolutos do intervalo QT foram de 32,8, 34,8 e 36,4 ms respectivamente para 1, 6 e 

24 horas após caspofungina comparado a 29,1 ms no tempo basal. A caspofungina induziu ao 

aumento significativo do intervalo QTc, de 13,6, 20,9 e 27,2 %, respectivamente para 1, 6 e 

24 horas após administração, os valores absolutos 72,0, 77,3 e 81,6 m respectivamente aos 

tempos avaliados quando comparado a 62,8 ms no tempo basal. A caspofungina aumentou em 

11,2 % o intervalo QTc 24 horas após a administração em dose única comparado ao tratamento 

com veículo. 

A FC permaneceu semelhante nos dois grupos em todos os tempos avaliados após 

administração de veículo ou caspofungina em comparação ao tempo basal. Estes resultados 

mostram que a infecção por si só induziu ao prolongamento dos intervalos QT e QTc. 
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Figura 6.5: Parâmetros do ECG (média ± e.p.m. dos valores absolutos) de camundongos Swiss 

fêmeas infectados por C. albicans, antes (basal) e após tratamento em dose única com 

caspofungina ou veículo. P<0.05: ANOVA – pós teste de Bonferroni. * Diferença significativa 

comparado ao tempo basal do mesmo grupo. 

.   
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6.4.2. ECG de animais não infectados e conscientes tratados com doses múltiplas de 

caspofungina (protocolo B)  

As tabelas 6.1 e 6.2 apesentam os valores absolutos dos intervalos do ECG obtidos a partir 

da administração de cinco doses (cinco dias) de veículo ou caspofungina 10 mg/kg em 

camundongos não infectados e conscientes. Nenhum dos tratamentos induziu a alterações 

significativas nos intervalos PR, QRS, QT, QTc e FC após administração nos tempos avaliados, 

quando comparado aos valores basais do mesmo grupo. Os registros basais foram realizados 1, 

6, 12 e 24 horas (anexo II) e o que está representado na tabela 6.1 e 6.2 é uma média desses 

valores. Os valores obtidos para FC estão apresentados no (anexo III). Foram utilizados para a 

correção do intervalo QT utilizando a formula de Fridericia e variaram de 757 a 789 bpm para 

o grupo tratado com veículo e de 724 a 778 bpm para o grupo tratado com caspofungina. 

A figura 6.6 representa o registro do ECG por telemetria de animais não infectados e 

conscientes tratados com veículo (A) ou caspofungina (B). 

 

Figura 6.6: Registro do ECG por telemetria de animais tratados com veículo (A) caspofungina 

(B). 

As tabelas 6.3, 6.4, 6.5 e 6.6 mostram os parâmetros da VFC no domínio do tempo (RR, 

SDNN, HR mean, HR-SD, RMSSD, TINN e HRV index) obtidos a partir do sinal de telemetria 
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do ECG dos animais não infectados e conscientes em livre movimentação, antes e após a 

primeira, terceira e quinta doses de veículo ou caspofungina. Todos os parâmetros foram 

semelhantes após o tratamento com caspofungina, quando comparados aos valores basais do 

mesmo grupo e comparados ao tratamento com veículo nos mesmos tempos (1, 6, 12 e 24 horas 

após a primeira dose e 1, 6, 12, 24, 36 e 48 horas após a última dose). Os registros basais foram 

realizados 1, 6, 12 e 24 horas (anexo IV). 

A figura 6.7 apresenta dados das variações em relação ao tempo basal calculados a partir 

dos valores de 24 horas obtidos dos mesmos sinais de ECG por telemetria e a tabela 6.7 

apresenta as médias dos valores absolutos por 24 horas. O coeficiente de variação obtido da 

análise dos valores absolutos mostrou para o grupo tratado com veículo (n=5) 13,92, 18,48 e 

5,14 %; para o grupo tratado com caspofungina (n=5) os valores foram 10,86, 10,62 e 12,21 %, 

ambos respectivamente para tempo basal, após primeira dose e após quinta dose, também 

indicando que a caspofungina não induziu a alterações indicativas de toxicidade comparado ao 

veículo.  

A ausência de diferenças entre os tratamentos com veículo ou caspofungina sobre os 

parâmetros da VFC, aliado ao conjunto de dados obtidos do sinal de ECG DII em camundongos 

Swiss fêmeas não infectadas demonstram a segurança in vivo da caspofungina. Embora essa 

segurança não tenha sido de forma integral, já que na presença da infecção a administração da 

caspofungina não foi capaz de evitar a cardiotoxicidade provocada pela C. albicans bem como 

acentuou os efeitos como observados nos intervalos PR e QRS do ECG 24 horas após sua 

administração.  
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Tabela 6.1: Intervalos PR e QRS (média ± e.p.m) do ECG de camundongos não infectados e 

conscientes. Valores absolutos mensurados antes do início do tratamento (basal), e em tempos 

definidos após a administração de veículo ou caspofungina 10 mg/kg IP. 

Parâmetros ECG  Tempo (h) Veículo (n=6) Caspofungina (n=4) 

Intervalo PR (ms) 

 Basal 29,4 ± 0,43 28,8 ± 0,12 

1ª Dose 

1 29,8 ± 0,56 29,5 ± 0,35 

6 29,8 ± 0,45 29,7 ± 0,25 

12 29,6 ± 0,39 29,7 ± 0,45 

24 30,0 ± 0,36 29,2 ±0,34 

3ª Dose 24 30,0 ± 0,32 29,3 ± 0,26 

5ª Dose 

1 29,5 ± 0,33 29,8 ± 0,25 

6 30,0 ± 0,50 30,0 ±0,19 

12 29,7 ± 0,47 29,5 ± 0,37 

24 30,2 ± 0,33 29,6 ± 0,45 

36 29,7 ± 0,35 29,5 ± 0,46 

48 29,9 ± 0,34 29,8 ± 0,26 

Intervalo QRS (ms) 

 Basal 11,7 ± 0,26 12,0 ± 0,34 

1ª Dose 

1 11,8 ±0,20 12,1 ± 0,24 

6 11,9 ± 0,21 12,2 ±0,29 

12 11,9 ± 0,32 12,3 ± 0,33 

24 11,7 ± 0,16 12,4 ±0,35 

3ª Dose 24 11,8 ± 0,18 12,1 ± 0,39 

5ª Dose 

1 11,7 ± 0,22 12,1 ± 0,25 

6 12,0 ± 0,22 12,3 ± 0,14 

12 11,8 ± 0,22 12,5 ± 0,28 

24 11,9 ± 0,18 12,2 ± 0,26 

36 11,8 ± 0,22 12,2 ± 0,12 

48 12,0 ±0,27 12,3 ± 0,35 
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Tabela 6.2: Intervalos QT e QTc (média ± e.p.m) do ECG de camundongos não infectados e 

conscientes. Valores absolutos mensurados antes do início do tratamento (basal), e em tempos 

definidos após a administração de veículo ou caspofungina 10 mg/kg IP.  

Parâmetros ECG  Tempo (h) Veículo (n=6) Caspofungina (n=4) 

Intervalo QT (ms) 

 Basal  30,0 ± 0,46 30,5 ±0,97 

1ª Dose 

1 30,4 ± 0,25 30,3 ± 0,66 

6 30,7 ± 0,27 31,5 ± 0,37 

12 30,6 ± 0,21 31,8 ± 0,64 

24 30,4 ± 0,24 31,5 ± 0,65 

3ª Dose 24 30,2 ± 0,32 30,1 ± 0,38 

5ª Dose 

1 30,2 ± 0,28 30,9 ± 0,67 

6 30,7 ± 0,18 31,1 ± 1,08 

12 30,8 ± 0,35 31,7 ± 1,18 

24 30,8 ± 0,38 31,3 ± 0,88 

36 30,5 ± 0,39 31,4 ± 0,96 

48 30,8 ± 0,37 31,6 ± 0,66 

Intervalo QTc (ms) 

 Basal 70,7 ± 1,21 71,4 ± 2,63 

1ª Dose 

1 71,9 ± 0,68 70,3 ± 1,94 

6 71,5 ± 0,78 73,9 ± 1,28 

12 72,2 ± 0,85 73,6 ±1,82 

24 71,7 ± 0,98 70,4 ± 0,97 

3ª Dose 24 71,2 ± 0,81 71,7 ± 1,93 

5ª Dose 

1 70,6 ± 0,87 71,3 ± 1,93 

6 71,4 ± 0,97 71,9 ±2,60 

12 72,1 ± 0,85 74,4 ± 2,93 

24 72,2 ± 1,03 73,2 ± 2,18 

36 71,9 ± 1,01 73,3 ± 2,79 

48 72,3 ± 0,95 73,2 ± 1,92 
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Tabela 6.3: Parâmetros da variabilidade da frequência cardíaca no domínio do tempo mensurados 
pelo ECG por telemetria (média ± e.p.m.) dos valores absolutos antes do início do tratamento (basal), 
e em tempos definidos após a administração de veículo ou caspofungina 10 mg/kg IP em 
camundongos não infectados e com livre movimentação.  

Parâmetros  Tempo (h) Veículo (n=5) Caspofungina (n=5) 

RR (ms) 

 Basal 144,7 ± 9,00 129,4 ± 6,28 

1ª Dose 

1 160,6 ± 30,03 152,2 ± 14,27 

6 177,2 ± 20,37 140,4 ± 3,79 

12 166,6 ± 12,52 133,6 ± 4,37 

24 129,6 ± 5,66 140,6 ± 9,90 

3ª Dose 24 129,6 ± 8,76 154,0 ± 21,57 

5ª Dose 

1 123,4 ± 5,28 143,2 ± 7,63 

6 142,0 ± 4,16 155,8 ± 17,54 

12 136,8 ± 5,49 141,8 ± 7,11 

24 141,8 ± 6,79 143,6 ± 12,09 

36 147,4 ± 6,65 168,0 ± 21,87 

48 141,8 ± 13,77 146,6 ± 7,97 

SDNN (ms) 

 Basal 49,6 ± 5,49 50,6 ± 6,11 

1ª Dose 

1 68,4 ± 19,18 58,0 ± 11,61 

6 107,8 ± 23,06 55,4 ± 5,56 

12 100,4 ± 23,12 56,2 ± 4,84 

24 51,4 ± 3,46 54,8 ± 9,17 

3ª Dose 24 63,2 ± 8,71 55,0 ± 8,39 

5ª Dose 

1 55,4 ± 5,25 70,2 ± 13,46 

6 61,6 ± 6,17 89,4 ± 24,37 

12 57,6 ± 5,63 68,8 ± 8,58 

24 57,0 ± 5,89 65,2 ± 5,98 

36 73,0 ± 11,92 70,3 ± 10,11 

48 66,4 ± 10,11 69,2 ± 6,63 
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Tabela 6.4: Parâmetros da variabilidade da frequência cardíaca no domínio do tempo mensurados 
pelo ECG por telemetria (média ± e.p.m) dos valores absolutos antes do início do tratamento (basal), 
e em tempos definidos após a administração de veículo ou caspofungina 10 mg/kg IP em 
camundongos não infectados e com livre movimentação.  

Parâmetros  Tempo (h) Veículo (n=5) Caspofungina (n=5) 

𝐇𝐑 𝐦𝐞𝐚𝐧 

 Basal 421,6 ± 23,15 430,8 ± 26,63  

1ª Dose 

1 474,0 ± 48,23 464,0 ± 29,77 

6 442,0 ± 33,67 480,0 ± 26,27 

12 466,0 ± 19,39 524,0 ± 10,77 

24 526,0 ± 16,61 502,0 ± 22,23 

3ª Dose 24 556,0 ± 31,40 522,0  ± 1,44 

5ª Dose 

1 566,0 ± 24,42 508,0 ±18,28 

6 442,0 ± 33,67 514,0 ±39,19 

12 466,0 ± 19,39 516,0 ±15,03 

24 488,0 ± 19,34 510,0 ±35,64 

36 484,0 ±21,59 498,0 ± 29,39 

48 526,0 ± 31,87 502,0 ±20,10 

HR SD 

 Basal 148,2 ± 21,29 135,0 ± 21,53 

1ª Dose 

1 156,0 ± 16,31 146,0 ± 31,40 

6 169,4 ± 23,48 159,8 ± 28,09 

12 184,0 ± 26,38 192,0 ± 22,45 

24 172,0 ± 17,72 181,4 ± 30,03 

3ª Dose 24 186,8 ± 30,14 198,8 ± 28,13 

5ª Dose 

1 188,0 ± 22,45 196,0 ± 27,50 

6 185,2 ± 35,65 212,0 ± 21,30 

12 160,0 ± 11,40 196,0 ±16,31 

24 162,0 ± 12,41 202,0 ± 19,08 

36 178,0 ± 22,67 210,0 ± 15,17 

48 208,0 ± 15,94 204,0 ± 20,15 
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Tabela 6.5: Parâmetros da variabilidade da frequência cardíaca no domínio do tempo mensurados pelo
ECG por telemetria (média ± e.p.m) dos valores absolutos antes do início do tratamento (basal), e em 
tempos definidos após a administração de veículo ou caspofungina 10 mg/kg IP em camundongos não 
infectados e com livre movimentação. 

Parâmetros  Tempo (h) Veículo (n=5) Caspofungina (n=5) 

RMSSD (ms) 

 Basal 90,6 ± 15,10 76,8 ± 8,38 

1ª Dose 

1 96,0 ± 27,30 83,8 ± 17,30 

6 122,2 ± 20,27 78,8 ± 8,16 

12 118,2 ± 20,69 80,8 ± 6,55 

24 73,0 ± 4,51 76,8 ± 12,86 

3ª Dose 24 90,6 ± 12,32 80,5 ± 11,79 

5ª Dose 

1 81,0 ± 5,51 101,4 ± 20,52 

6 86,0 ± 6,86 120,6 ± 29,43 

12 80,4  ± 7,74 98,8 ± 10,91 

24 81,4 ± 8,28 90,4 ± 8,43 

36 105,0 ± 18,84 202,4 ±99,98 

48 97,80 ± 14,90 100,0 ± 10,00 

TINN (ms) 

 Basal 70,86 ± 18,39 80,5 ± 22,90 

1ª Dose 

1 112,6 ± 78,97 123,7 ± 49,24 

6 61,9 ± 15,29 85,4 ± 27,73 

12 109,6 ± 24,48 100,3 ± 35,43 

24 84,7 ± 31,37 117,0 ± 46,53 

3ª Dose 24 106,7 ± 29,98 133,7 ± 35,89 

5ª Dose 

1 63,5 ± 8,80 121,9 ± 38,61 

6 109,5 ± 30,98 136,3 ± 39,73 

12 63,7 ± 10,45 130,3 ± 29,18 

24 68,1 ± 10,54 130,5 ± 44,85 

36 120,2 ±27,80 207,3 ± 43,37 

48 130,8 ± 44,87 175,4 ± 36,88 
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Tabela 6.6: Parâmetros da variabilidade da frequência cardíaca no domínio do tempo mensurados pelo 
ECG por telemetria (média ± e.p.m) dos valores absolutos antes do início do tratamento (basal), e em 
tempos definidos após a administração de veículo ou caspofungina 10 mg/kg IP em camundongos não 
infectados e com livre movimentação. 

Parâmetros  Tempo (h) Veículo (n=5) Caspofungina (n=5) 

HRV index 

 Basal 6,0 ± 1,55  7,1 ± 1,44 

1ª Dose 

1 8,5 ± 4,12 9,5 ± 3,24 

6 6,4 ± 1,59 7,0 ± 1,59 

12 11,5 ± 2,93 13,0 ± 4,85 

24 6,6 ± 1,83 8,8 ± 2,66 

3ª Dose 24 8,0  ± 2,09 9,8 ± 2,38 

5ª Dose 

1 5,2  ± 0,53 9,3  ± 2,24 

6 8,8  ± 2,18 10,2 ± 2,28 

12 6,0  ± 0,62 10,4  ± 1,80 

24 7,0  ± 1,14 9,5 ± 2,63 

36 9,4 ± 1,39 13,7 ± 2,62 

48 9,7 ± 2,57 12,0 ± 2,83 
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Tabela 6.7: Valores absolutos (média ± e.p.m.) dos parâmetros da análise da VFC dos sinais de ECG por telemetria por 24 horas, 

antes e depois da primeira e quinta doses de veículo ou caspofungina 10 mg/kg administrados em camundongos sadios. 

Parâmetro 

Veículo (n=5) Caspofungina (n=5) 

Basal Dose 1 Dose 5 Basal Dose 1 Dose 5 

RR (ms) 
144,7 ± 9,00 149,7 ± 12,37 136,0 ± 3,12 129,4 ± 6,28 141,7 ± 6,73 146,1 ± 8,00 

SDNN (ms) 66,3 ±12,66 64,6 ± 9,58 57,9 ±4,46 53,5 ±5,73 56,1 ±6,99 73,4 ± 6,99 

HR mean (bpm) 527,0 ± 19,77 477,0 ± 26,63 516,0 ± 12,13 538,5 ± 27,80 492,5 ± 17,07 512,0 ± 21,56 

HR- SD (bpm) 185,3 ± 23,87 167,8 ± 19,25 173,8 ± 16,48 168,8 ± 26,14 169,8 ± 26,56 201,5 ± 17,10  

RMSSD (ms) 90,6 ±15,10 84,1 ± 9,96 101,5 ± 5,49 76,8 ± 8,38 80,1 ± ±10,0 92,50 ± 8,54 

TINN (ms) 67,69 ± 21,83 101,5 ± 33,32 76,24 ± 12,60 86,91 ± 20,70 106,6 ± 31,69 129,7 ± 30,42 

HRV index 6,00 ± 1,55 8,30 ± 2,19 6,81 ± 0,95 7,13 ± 1,44 9,56 ± 1,70 9,85 ± 1,86 
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Figura 6.7. Variação dos valores absolutos dos parâmetros da VFC obtidos de registros do ECG 

por telemetria em 24 horas após primeira (1) e quinta (5) doses de veículo ou caspofungina 

10mg/kg.   
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6.4.3. Animais conscientes e não infectados tratados com ciclofosfamida 

O tratamento com ciclofosfamida 100 mg/kg IP durante 4 dias, imunossupressor utilizado 

para facilitar a infecção por C. albicans, não induziu alterações nos parâmetros do ECG (tabela 

6.8) comprado ao tempo basal e comparado aos animais tratados com veículo, avaliado 24 horas 

após a primeira e última dose. 

Tabela 6.8: Parâmetros do eletrocardiograma (ECG) (média ± e.p.m.) dos 
valores absolutos) mensurados antes (basal) e 24 horas após a 1ª dose e a 4ª dose 
do tratamento com veículo ou ciclofosfamida 100 mg/kg IP durante 4 dias. 

Parâmetros ECG  Veículo (n=6) 
Ciclofosfamida 

(n=7) 

 Basal 30,9 ± 0,64 30,1 ± 0,67 

Intervalo PR (ms) 1ª Dose 30,1 ± 0,75 29,9 ± 0,63 

 4ª Dose 30,0 ± 0,79 31,0 ± 0,52 

 Basal 11,0 ± 0,25 10,4 ± 0,11 

Intervalo QRS (ms) 1ª Dose 11,1 ± 0,23 10,7 ± 0,17 

 4ª Dose 11,1 ± 0,15 10,9 ± 0,15 

 Basal 29,7 ± 0,42 29,2 ± 0,51 

Intervalo QT (ms) 1ª Dose 29,5 ± 0,75 29,3 ± 0,37 

 4ª Dose 30,0 ± 0,49 29,9 ± 0,31 

 Basal 65,6 ± 2,07 64,7 ± 1,47 

Intervalo QTc (ms) 1ª Dose 67,1 ± 2,08 65,2 ± 1,41 

 4ª Dose 65,6 ± 1,37 64,5 ± 1,13 

 Basal 650,5 ± 38,26 655,5 ± 18,14 

FC (bpm) 1ª Dose 704,9 ± 21,93 667,1 ± 28,85 

 4ª Dose 630,1 ± 18,12 607,0 ± 15,90 
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6.5. Discussão 

Para avaliação dos efeitos do tratamento com caspofungina sobre os parâmetros do ECG 

um grupo experimental foi infectado por C. albicans como descrito no item 5. Para a infecção 

dos animais, foi utilizada a ciclofosfamida, um agente alquilante com potente propriedade 

imunossupressora. A cardiotoxicidade da ciclofosfamida foi relatada em situações de uso 

crônico (Ogunsanwo et al., 2017) ou na presença de doença cardíaca prévia (Agarwal e Burkart, 

2013). No presente estudo, o esquema terapêutico utilizado de ciclofosfamida não foi suficiente 

para causar alterações cardíacas. Isso demonstra a ausência de interferência do protocolo de 

infecção, garantindo que quaisquer efeitos que fosse observado seria decorrente da infecção ou 

do tratamento com a caspofungina. 

As alterações causadas no ECG foram observadas nos animais infectados por C. albicans, 

mas não naqueles sem infecção tratados com a caspofungina, indicando a provável segurança 

desse fármaco. Como as mesmas alterações foram observadas nos animais tratados com 

veículo, sugerimos que as alterações foram causadas pela infecção. Fairchild et al., (2009) 

observaram 2 horas após a infecção IP de ratos por C. albicans (SC5314) uma bradicardia e 

uma diminuição da VFC, indicando uma cardiotoxicidade causada pela infecção. A bradicardia 

induzida foi imediatamente interrompida por administração de atropina, antagonista dos 

receptores colinérgicos muscarínicos, demonstrando o papel da sinalização eferente vagal nessa 

resposta. O mecanismo dessas alterações pode ser uma ação direta do fungo causando alterações 

estruturais dos miócitos levando por sua vez a alterações eletrofisiológicas cardíacas (Fairchild 

et al., 2009) ou a ação das alterações imunológicas decorrentes da infecção (Tateishi et al., 

2007), comprometendo assim a função cardíaca. 

No presente estudo foi observado aumento significativo dos intervalos PR e QRS do 

ECG, 24 horas após o tratamento com caspofungina nos camundongos infectados, porém esta 

alteração não ocorreu após o tratamento com o veículo. O prolongamento do intervalo PR pode 

ser um preditor de insuficiência cardíaca e fibrilação ((Holmqvist et al., 2015), indicando 

disfunção cardíaca (Quintanilla et al., 2017). Como os camundongos infectados tratados com 

veículo e camundongos não infectados tratados com caspofungina não apresentaram alteração 

do intervalo PR e QRS, sugerimos que a infecção por C. albicans facilitou a ocorrência de 

toxicidade do fármaco. 
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Adicionalmente, foi observado um prolongamento dos intervalos QT e QTc em ambos os 

grupos de animais infectados, tratados com veículo ou caspofungina. A infecção por C. albicans 

pode causar endocardite, caracterizado pela presença no coração das hifas e leveduras do fungo 

observado histologicamente (Victorio et al., 2017). O crescimento fúngico pode afetar 

estruturas cardíacas, como miocárdio e pericárdio (Durack e Beeson, 1972), o que pode causar 

alterações fisiológicas como arritmias (Fairchild et al., 2009). Assim, as alterações observadas 

parecem ter ocorrido pela presença do fungo no coração, o que foi demonstrado no modelo 

experimental do presente trabalho, detectado pelo crescimento de C. albicans no coração 

(estudo 1). A endocardite infecciosa pode levar a complicações como acidente vascular 

cerebral, aneurismas e infartos ou abscessos (Werdan et al., 2014; Sung et al., 2018). O 

prolongamento dos intervalos QT e do índice QTc são fatores de risco para a morte cardíaca 

súbita, associado a TdP, insuficiência cardíaca e cardiomiopatia hipertrófica (Chan et al., 2007; 

Isbister e Page, 2013). É fato que estados infecciosos aumentam a predisposição à toxicidade 

de fármacos, como observado anteriormente por nosso grupo de pesquisa de alterações no ECG 

de animais infectados por malária e tratados com halofantrina (Leite et al., 2007) ou arteméter 

(Souza et al., 2018). O ECG é uma importante ferramenta utilizada para a detecção desses 

efeitos cardiotóxicos causados por fármacos (Farraj et al., 2011). 

Para verificar se este aumento de sensibilidade em relação às potenciais alterações 

induzidas pela caspofungina, associado à infecção seriam de origem de alterações do sistema 

nervoso autônomo (SNA), a análise da VFC em animais infectados foi inicialmente proposta 

no presente trabalho, mas não foi realizada pois em experimentos pilotos os animais infectados 

vieram a óbito na cirurgia de implantação do sensor de ECG por telemetria. Nos animais não 

infectados a ausência de alterações dos intervalos do ECG foi acompanhada pela ausência 

significativa de alterações dos parâmetros da VFC. A VFC é uma ferramenta de avaliação do 

SNA, pois o coração sofre alterações da sua FC pelos ramos simpático e parassimpático (Rassi, 

2000). Uma variação da FC ao longo do dia ou de alguma atividade é normal, pois indica a 

habilidade do coração em responder com equilíbrio entre os sistemas simpático e 

parassimpático aos estímulos fisiológicos ambientais, bem como em compensar desordens 

induzidas por doenças (Catai et al., 2002; Rajendra Acharya et al., 2006). Assim, uma redução 

na VFC pode ser um indicador de adaptação anormal e insuficiente do SNA, o que pode indicar 

a presença de mau funcionamento fisiológico. Em revisão recente de Shaffer e Ginsberg, 

(2017), foi descrita a VFC no domínio do tempo considerando intervalos de tempo menores, 

como registros de 5 minutos como uma boa metodologia para estimar a VFC. Entretanto, 
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fatores como idade, estado de saúde, condição de medição, podem influenciar mais as medições 

ultra curtas do que em gravações mais longas. No presente estudo, devido à limitação de uso da 

bateria dos sensores de telemetria, foram realizados registros de 15 minutos para cada tempo 

avaliado nos protocolos. 

Em nosso estudo não foi observado nenhuma alteração da VFC após a administração da 

caspofungina, indicando que esse fármaco não causa desequilíbrio do SNA. O presente trabalho 

é o primeiro a demonstrar a segurança terapêutica da caspofungina sob este aspecto, o que 

corrobora o seu uso em condições de infecção associadas a alterações de base que já interferem 

no controle autonômico da função cardíaca (Singh, Lanzarini e Santosh, 2019); (Martinez-

Matilla et al., 2019). Além disso, reforça sua segurança de uso em infecções em crianças como 

revisado recentemente por Tsekoura et al., (2019), que demonstraram eficácia da caspofungina 

semelhante ao “padrão ouro” anfotericina B com menos efeitos adversos. Essa segurança inclui 

o sistema cardiovascular, já que não foi relatado nenhum efeito adverso dessa natureza. 

As equinocandinas possuem excelente atividade contra a maioria de espécies de Candida 

e contribuem para o arsenal de agentes com toxicidade aparentemente menor em relação aos 

antifúngicos mais antigos, triazóis (Wang et al., 2015). No entanto, como esses agentes 

tornaram-se mais amplamente utilizados, principalmente em pacientes de UTI, novas reações 

adversas, como edema pulmonar (Hindahl e Wilson, 2012), hipotensão grave (Fink et al., 

2013), arritmia (FDA, 2013) começaram a ser relatadas. Na base de dados do sistema de 

notificação de eventos adversos do FDA, são relatados quatro casos que podem refletir o 

impacto das equinocandinas sobre o sistema cardiovascular: dois relatos de arritmia, taquicardia 

ventricular e supraventricular (anidulafungina), um de insuficiência cardíaca (anidulafungina) 

e um de morte súbita cardíaca (caspofungina) (FDA, 2013). Outros casos relataram eventos 

adversos com a administração dessas equinocandinas. A administração de anidulafungina em 

paciente de UTI infectado por C. glabrata induziu a hipotensão grave e bradicardia cerca de 

10 minutos após infusão do fármaco. A estabilidade hemodinâmica foi recuperada após a 

interrupção imediata da infusão e ressuscitação cardiopulmonar (Fink et al., 2013). Foi 

observado edema pulmonar instantâneo associado à infusão de anidulafungina. O paciente 

apresentou tosse espasmódica com falta de ar e aperto no peito e saturação de oxigênio reduzida, 

por isso o tratamento foi descontinuado e o paciente se recuperou (Hindahl e Wilson, 2012). Já 

em relato de caso de três pacientes hospitalizados, foram observadas 15 minutos após início da 

infusão de anidulafungina (dois pacientes) e caspofungina (um paciente) redução da PA, débito 
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cardíaco e frequência cardíaca (Lichtenstern et al., 2013). Esses efeitos não foram acumulativos 

durante o tratamento e por isso não houve necessidade de interrupção do mesmo. Em alguns 

desses casos, os pacientes apresentavam hipertrofia e/ou disfunção ventricular preexistentes 

(Lichtenstern et al., 2013), o que pode ter contribuído para agravamento da toxicidade das 

equinocandinas. O uso prévio de medicamentos cardiotóxicos não foi documentado na maioria 

dos casos, no entanto, uma história ou uso concomitante de algumas substâncias pode exacerbar 

ainda mais os efeitos cardiotóxicos das equinocandinas, já que existem vários mecanismos 

possíveis de cardiomiopatia induzida por anfetaminas, antaciclinas, antineoplásicos, entre 

outros (ver revisão Figueredo, 2011). Apesar desses efeitos cardiotóxicos relatados com uso de 

equinocandinas, Lahmer et al. (2015) observaram que a administração de caspofungina em 

pacientes na UTI foi segura, mesmo nos casos mais graves, avaliado imediatamente e 4 horas 

após a administração de dose única do fármaco. A caspofungina não provocou alterações 

significativas nos parâmetros FC e débito cardíaco. 

Em nossos estudos, foram avaliados os efeitos da caspofungina 10 mg/kg em dose única 

nos animais infectados e os efeitos do tratamento completo (5 doses) em camundongos sadios 

e as alterações do ECG observadas não foram suficientes para indicar a sua cardiotoxicidade, 

como já descrito experimentalmente para a anfotericina B (Butler et al., 1964) e azólicos (Tian 

et al., 2006). No entanto, na literatura há relatos do efeito deletério da caspofungina em modelos 

experimentais. A caspofungina foi infundida por 5 minutos em coração isolado de ratos em 

concentrações de 6-48 µg/ml, concentrações que correspondem à aproximadamente metade até 

4 vezes as concentrações alcançadas no sangue após a administração periférica. Essas 

concentrações foram associadas a uma redução na contratilidade cardíaca e um aumento da FC, 

efeitos que foram reversíveis após a interrupção da infusão (Stover et al., 2014). Após a 

incubação com 10 g/ml de caspofungina, concentração considerada semelhante ao encontrado 

durante tratamento, foi observado redução da contratilidade de cardiomiócitos isolados de ratos 

(Arens et al., 2014). Stover e Cleary, (2015) observaram uma diminuição da FC nos animais 

que receberam caspofungina 6 mg/kg IV, com efeito máximo em aproximadamente 33 minutos 

após administração. Koch et al., (2016) avaliaram o efeito da infusão de caspofungina por 

1 hora em ratos endotoxêmicos, condição que mimetiza pacientes hospitalizados com infecção 

sistêmica, e observaram uma disfunção cardíaca, com redução do débito cardíaco, da fração de 

ejeção do ventrículo esquerdo e da PA. Além disso, foi observado citotoxicidade dose-

dependente em cardiomiócitos isolados expostos à caspofungina.  
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A carditoxicidade da caspofungina observada nos estudos anteriores (Arens et al., 2014; 

Stover et al., 2014; Stover e Cleary, 2015; Koch et al., 2016) foi imediata e pronunciada e os 

efeitos ocorreram com concentrações representativas do medicamento sérico total após a 

administração diretamente no coração, em cardiomiócitos ou por via IV, condições que 

permitem uma maior concentração cardíaca do fármaco. Dessa forma, seria possível levantar a 

hipótese de que em nosso estudo, modelo in vivo com administração da caspofungina IP, 

ocorreria início mais lento de toxicidade já que esse fármaco é altamente ligado à proteínas 

plasmáticas (Stone et al., 2002; Stone et al., 2004). No presente estudo, nos tempos avaliados 

(1, 6, 12, 24, 36 e 48 horas) após administração da caspofungina, não foi possível observar 

alterações significativas nos parâmetros do ECG analisados nos animais não infectados. Já nos 

animais infectados por C. albicans observamos uma alteração adicional no ECG no grupo que 

recebeu caspofungina. Em pacientes com infecções fúngicas invasivas, deve-se levar em 

consideração que os níveis de albumina no soro são frequentemente diminuídos (Comisar et 

al., 2014), o que poderia aumentar a concentração plasmática do fármaco, agravando assim a 

disfunção cardíaca, como observado nos animais infectados, no presente trabalho. 

Os mecanismos de cardiotoxicidade da caspofungina ainda estão em discussão e 

necessitam de mais investigação. Inicialmente, suspeitou-se de dano mitocondrial como 

resultado da análise de corações isolados de ratos por microscopia eletrônica de transmissão 

após infusão de caspofungina (Stover et al., 2014). No entanto, esses achados não foram capazes 

de identificar danos mitocondriais no tecido cardíaco ou alteração na atividade enzimática 

mitocondrial. Recentemente, Koch et al., (2018) observaram que caspofungina modula a 

liberação de cálcio intracelular em cardiomiócitos mediada por receptor de rianodina, e essa 

alteração pode ser responsável pela cardiotoxicidade. 

O efeito imunomodulador das equinocandinas foi relatado anteriormente em outros 

estudos e esse efeito pode ser uma possível causa da cardiotoxicidade desses fármacos. Kounis, 

(2013) observou bradicardia e hipotensão, progredindo para o bloqueio cardíaco fatal, em 

paciente após uma dose única de 70 mg de infusão IV de caspofungina, causado provavelmente 

por alteração no sistema imunológico, sendo o motivo da falha cardíaca e hemodinâmica e não 

um efeito cardiotóxico do fármaco por si só. A caspofungina induziu aumento significativo da 

liberação de histamina quando incubada na presença de mastócitos humanos de voluntários 

saudáveis (Cleary et al., 2003). As equinocandinas apresentaram hipersensibilidade imediata e 

cruzada, sugerindo que a estrutura do peptídeo cíclico dessa classe de antifúngicos seja o local 
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de reconhecimento dos anticorpos IgE, e consequente, liberação de histamina (Patel et al., 

2009). O efeito imunomodulador da caspofungina, induzindo a resposta inflamatória foi capaz 

de regular positivamente a expressão do receptor toll-like 9 (TLR9) nos neutrófilos 

polimorfonucleares (Moretti et al., 2012). Recentemente, foi observado que a caspofungina in 

vitro alterou as funções efetoras de neutrófilos polimorfonucleares, prejudicando a 

degranulação dessas células e a produção de espécies reativas de oxigênio, porém aumentou a 

fagocitose (Ries et al., 2019). 

Os achados clínicos e experimentais mostraram que hipersensibilidade e anafilaxia 

podem induzir vários tipos de bloqueio cardíaco. Bloqueio cardíaco e isquemia miocárdica 

foram descritas após reação anafilática durante a anestesia de paciente de 83 anos (Rebet et al., 

2008) e bloqueio atrioventricular transitório foi relatado devido à reação anafilática após 

aplicação de contraste de tomografia computadorizada em uma mulher idosa (Mohamed et al., 

2008). Kounis et al., (2011) descreveram uma síndrome que pode causar alterações cardíacas 

como elevação do segmento ST do ECG, arritmia ou bloqueios cardíacos, consequência do uso 

de medicamentos ou exposições ambientais associados à ativação de mastócitos, envolvendo 

células inflamatórias (Kounis et al., 2012). No presente estudo não foi avaliado nenhum 

parâmetro do sistema imunológico para confirmar se realmente as alterações causadas nos 

animais infectados poderiam estar ocorrendo devido a algum desequilíbrio do sistema 

imunitário, sendo exacerbado pela caspofungina na presença do fungo. 

Assim, em relação aos seus efeitos cardíacos avaliados no presente estudo, podemos dizer 

que a caspofungina pode ser considerada um fármaco seguro, já que induziu a leves alterações 

adicionais dos intervalos PR,QRS e QTc, sem induzir a alterações adicionais do intervalo QT 

e nem dos parâmetros da VFC, e ainda, não foi capaz de evitar as alterações induzidas pelo 

fungo.  
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7- Discussão geral 

C. albicans é considerado um dos fungos oportunistas que mais causa infecção sistêmica 

(McCarty e Pappas, 2016). Atualmente, a caspofungina é usada clinicamente como uma opção 

terapêutica no tratamento de candidíase sistêmica e aspergilose (Balkovec et al., 2014). Com 

base nisso, o primeiro passo de nosso trabalho foi reproduzir a eficácia da caspofungina em 

modelo de camundongos infectados. Em seguida, a dose de melhor eficácia foi utilizada para a 

avaliação de seus efeitos cardíacos in vivo, em animais infectados pelo fungo C. albicans ou 

não infectados (animais sadios). A infecção sistêmica por C. albicans in vivo foi obtida usando 

o inóculo do fungo (SC5314) e tratamento prévio e concomitante com o imunossupressor 

ciclofosfamida (Berényi et al., 2014), reproduzindo a candidíase humana. O modelo de infecção 

usado para o tratamento foi apropriado, uma vez que todos os camundongos do grupo controle, 

tratados com veículo, morreram durante o estudo. O modelo também foi adequado para mostrar 

a eficácia da caspofungina, como já revisado por Patil e Majumdar (2017). A caspofungina foi 

capaz de aumentar a sobrevida dos camundongos, reduziu significativamente UFC nos órgãos 

avaliados e auxiliou no reestabelecimento do peso dos animais. A medição da perda de peso de 

camundongos infectados é um marcador de gravidade da doença nos modelos de C. albicans 

(Arendrup et al., 2002). A eficácia da caspofungina observada aqui está de acordo com a baixa 

resistência de C. albicans às equinocandinas (Castanheira et al., 2010). Um estudo 

farmacocinético da caspofungina (Hajdu et al., 1997) mostrou sua maior concentração nos rins, 

fígado e baço em comparação aos níveis sanguíneos. No presente trabalho, observamos que a 

caspofungina foi eficaz em reduzir a presença do fungo nesses órgãos avaliados em relação ao 

tratamento com veículo (Dimopoulou et al., 2014). A carga fúngica foi significativamente 

reduzida e a taxa de sobrevida aumentada como observado em estudos anteriores (Spellberg et 

al., 2005; Dimopoulou et al., 2014). 

Antes de determinar a eficácia in vivo, confirmamos se a cepa de C. albicans era 

suscetível à caspofungina. A CIM de caspofungina observada no presente trabalho está de 

acordo com estudos de vigilância da atividade in vitro desse fármaco (Gil-Alonso et al., 2016). 

Essa avaliação é importante, uma vez que o aumento do uso de fármacos antifúngicas pode 

induzir alterações na epidemiologia das infecções, além de aparecimento de resistência (Lass-

Flörl, 2009). 

Como a eficácia da caspofungina foi melhor na dose de 10 mg/kg esta foi escolhida para 

prosseguir com o estudo de avaliação do efeito cardíaco in vivo em animais infectados e não 
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infectados. Usamos o sinal de ECG em DII obtido em camundongos conscientes em duas 

condições diferentes, com contenção manual ou por telemetria com livre movimentação, para 

obter dados da VFC. Os parâmetros do ECG mais relevantes avaliados foram os intervalos QT 

e QTc, devido à capacidade de medir indiretamente a alteração da atividade elétrica do 

ventrículo cardíaco, sendo as alterações preditores de arritmias, incluindo TdP (Shah et al., 

2015). 

A infecção por C. albicans por si só aumentou os intervalos QT e QTc e, de fato, uma 

quantidade importante de UFC foi encontrada no coração dos animais infectados. Nossa 

hipótese é que as alterações cardíacas, como no presente trabalho, são complicações da 

candidíase cardíaca (Parker, 1980) e esse efeito provavelmente estava relacionado à endocardite 

infecciosa causada pelo fungo (Victorio et al., 2017). A caspofungina não foi capaz de prevenir 

as alterações nos intervalos QT e QTc induzidas pela infecção por C. albicans, mesmo quando 

nenhuma UFC foi encontrada no coração dos animais tratados. Podemos hipotetizar que 

ocorreram alterações estruturais dos miócitos, que por sua vez induziram a um distúrbio de 

repolarização (Shah et al., 2015) e este não foi reparado até 24 horas após a última dose de 

caspofungina, apesar do tratamento bem sucedido e da ausência do fungo. O prolongamento do 

intervalo PR também observado, pode ser um preditor de insuficiência cardíaca e fibrilação 

atrial (Holmqvist et al., 2015). A caspofungina não piorou as alterações no ECG, um resultado 

importante deste trabalho para mostrar a segurança desse medicamento, pelo menos no coração, 

em condições de infecção sistêmica. 

Os parâmetros da VFC foram usados aqui para avaliar os efeitos gerais da caspofungina 

da influência do SNA sobre o sistema cardiovascular (Shaffer e Ginsberg, 2017). No entanto, 

nenhuma alteração significativa foi observada em nenhum parâmetro analisado, portanto, um 

possível efeito indireto que influencia o efeito cardíaco após o tratamento com caspofungina 

não foi detectado, confirmando sua segurança. A cardiotoxicidade não foi observada em 

camundongos não infectados, mesmo até 48 horas após 5 dias de tratamento. Outro trabalho 

mostrou segurança da caspofungina, como Lahmer et al. (2015), que relataram estabilidade 

hemodinâmica quando avaliaram índices de resistência e permeabilidade vascular e 

contratilidade ventricular. Foi observada redução da PA logo após a aplicação da equinocandina 

em pacientes de UTI, mas com retorno à normalidade após 4 horas. 

As equinocandinas foram descritas como menos tóxicas em comparação aos 

medicamentos de primeira linha para tratar infecções fúngicas, por exemplo, anfotericina B 
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(Balkovec et al., 2014). Consequentemente, com o maior uso clínico da caspofungina, novos 

efeitos adversos, incluindo o aumento da toxicidade cardiovascular foram descritos (Fink et al., 

2013; Lichtenstern et al., 2013). Experimentalmente, foram observados efeitos da caspofungina 

como: citotoxicidade dose-dependente em cardiomiócitos isolados (Koch et al., 2015), redução 

da contratilidade de cardiomiócitos isolados in vitro (Arens et al., 2014), além de diminuição 

da FC em ratos (Stover e Cleary, 2015). Algumas hipóteses sobre a carditoxicidade da 

caspofungina foram levantadas, como liberação de cálcio intracelular em cardiomiócitos 

mediada por receptor de rianodina (Koch et al., 2018) e uma reação imunomoduladora (Moretti 

et al., 2012; Ries et al., 2019). 

Nosso trabalho amplia o conhecimento acerca da segurança cardiovascular da 

caspofungina em um contexto de fármacos antifúngicos com resistência e diversos efeitos 

adversos. Estas observações contribuem para o uso em pacientes com doença cardiovascular 

prévia (Singh et al., 2019; Martinez-Matilla et al., 2019) e o uso em crianças, como já relatado 

em estudo de metanálise realizada por Tsekoura et al., (2019). 



Conclusão 
 

80 
 

8- Conclusão 

A partir dos resultados obtidos neste trabalho foi demonstrado a eficácia da caspofungina 

em um modelo experimental de infecção fúngica sistêmica por C. albicans na dose de 

10 mg/kg/IP durante cinco dias. A eficácia foi, demostranda também pela redução da carga 

fúngica no coração, rins, fígado e baço, aumentando a taxa de sobrevida dos camundongos. 

As análises dos parâmetros extraídos do sinal de ECG na derivação periférica II em 

camundongos Swiss fêmeas em contenção manual (ECG convencional experimental) 

mostraram alterações indicativas de toxicidade provocada pela presença do fungo no coração. 

A caspofungina induziu a leves alterações adicionais dos intervalos PR, QRS e QTc nos animais 

infectados por C. albicans, sem induzir a alterações adicionais do intervalo QT e da FC e ainda, 

não foi capaz de evitar as alterações induzidas pelo fungo. Na análise dos parâmetros da VFC 

a partir do sinal de ECG por telemetria em animais não infectados em livre movimentação, não 

foram observadas alterações significativas do tratamento com a caspofungina (10 mg/kg) em 

comparação ao tratamento com veículo, indicando sua segurança cardiovascular. Pela primeira 

vez, foi mostrado o efeito da caspofungina in vivo nos parâmetros de ECG do modelo 

experimental infectado por C. albicans e não infectado. A caspofungina pode ser considerada 

um fármaco relativamente seguro, em relação aos seus efeitos cardíacos avaliados no presente 

estudo. 
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10- Anexos 

10.1. ECG de animais não infectados e anestesiados 

Para a avaliação dos efeitos cardíacos da caspofungina em animais não infectados, os 

animais foram tratados com a dose 10 mg/kg por via IP durante 5 dias. Os animais foram 

anestesiados e tiveram os registros do ECG obtidos antes do início do tratamento e 48 horas 

após o final do tratamento (tabela I). O grupo controle recebeu veículo nas mesmas condições. 

Os resultados em valores absolutos dos intervalos do ECG mensurados estão apresentados na 

tabela abaixo. Os intervalos do ECG são expressos como valores absolutos (média ± erro padrão 

da média) em segundos (s) ou milissegundos (ms). Este procedimento foi realizado para 

verificar se o estresse produzido pela contenção dos camundongos para o registro do ECG 

produziu alteração dos intervalos do ECG.  

Para os animais tratados com caspofungina não foram observados alterações dos 

parâmetros avaliados em 48 horas após o final do tratamento comparado aos valores antes do 

tratamento, assim como não houve diferenças significativas para os animais tratados apenas 

com veículo. Assim, os resultados mostram que o tratamento com a caspofungina na dose eficaz 

avaliada, não altera os parâmetros do ECG avaliados 48 horas após o final do tratamento. Os 

valores encontrados aqui também não foram diferentes daqueles apresentados no capítulo 3 

para os animais conscientes. 
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Tabela I: Parâmetros do eletrocardiograma (ECG) (média ± e.p.m.) dos valores absolutos) 

mensurados antes (basal) e 48 horas após o tratamento com caspofungina 10 mg/kg IP durante 

5 dias ou veículo. 

Parâmetros ECG Tempo (h) Veículo (n=6) Caspofungina (n=5) 

Intervalo PR (ms) 
0 39,1 ± 0,79 41,3 ± 1,88 

48 40,6 ± 0,88 42,8 ± 1,45 

Intervalo QRS (ms) 
0 14,0 ± 0,31 13,8 ± 0,45 

48 14,8 ± 0,22 14,3 ± 0,50 

Intervalo QT (ms) 
0 37,8 ± 0,63 40,6 ± 2,50 

48 37,8 ± 0,73 41,2 ± 2,10 

Intervalo QTc (ms) 
0 66,8 ± 0,83 66,7 ± 3,20 

48 59,8 ± 0,99 71,5 ± 5,80 

FC (bpm) 
0 334,0 ± 17,50 271,0 ± 16,80 

48 241,0 ± 21,80 316,0 ± 38,90 
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10.2. ECG de animais não infectados e conscientes tratados com doses múltiplas de 

caspofungina (protocolo B) 

Tabela II. Intervalos PR, QRS, QT e QTc (média ± e.p.m) do ECG de camundongos não 

infectados e conscientes. Valores absolutos mensurados antes do início do tratamento (basal) 

dos animais do grupo veículo ou caspofungina 10 mg/kg. 

Parâmetros ECG  Tempo (h) Veículo (n=6) 
Caspofungina 

(n=4) 

Intervalo PR (ms) Basal 

1 29,2 ± 0,44 28,8 ± 0,32 

6 29,7 ± 0,48 29,3 ± 0,48 

12 29,6 ± 0,35 29,3 ± 0,48 

24 29,4 ± 0,43 28,8 ± 0,12 

Intervalo QRS (ms) Basal 

1 11,8 ± 0,28 12,3 ± 0,18 

6 11,9 ± 0,27 12,6 ± 0,14 

12 11,8 ± 0,32 11,3 ± 0,22 

24 11,7 ± 0,26 12,0 ± 0,34 

Intervalo QT (ms) Basal 

1 30,3 ± 0,52 30,3 ± 1,5 

6 30,1 ± 0,26 30,9 ± 0,38 

12 30,5 ± 0,32 30,1 ± 0,59 

24 30,0 ± 0,46 30,5 ±0,97 

Intervalo QTc (ms) Basal 

1 71,3 ± 1,32 70,5 ± 2,28 

6 70,2 ± 0,48 70,8 ± 0,92 

12 71,9 ± 0,96 70,4 ±1,61 

24 70,7 ± 1,21 71,4 ± 2,63 
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Tabela III: FC (média ± e.p.m) de camundongos não infectados e conscientes. Valores absolutos 

mensurados antes do início do tratamento (basal) dos grupos veículo e caspofungina 10 mg/kg. 

Parâmetros ECG  Tempo (h) Veículo (n=6) 
Caspofungina 

(n=4) 

FC (bpm) 

Basal 

1 775,4 ± 14,60 758,5 ± 11,30 

6 761,0 ± 5,76 724,0 ± 18,20 

12 787,4 ± 13,20 766,2 ± 15,70 

24 785,8 ± 19,30 769,2 ± 15,00 

1ª Dose 

1 792,2 ± 9,51 749,0 ± 19,40 

6 755,9 ± 16,30 744,2 ± 19,20 

12 787,4 ±12,20 748,2 ±18,10  

24 789,3 ± 15,70 767,7 ± 12,00 

3ª Dose 24 783,6 ± 9,57 767,9 ± 11,70 

5ª Dose 

1 766,9 ± 18,80 753,1 ± 21,50 

6 757,1 ± 20,40 741,6 ± 18,00 

12 771,4 ± 9,47 777,6 ± 6,50 

24 775,7 ± 7,24 768,0 ± 3,80 

36 788,5 ± 11,30 763, 2 ± 28,00 

48 778,6 ± 7,46 751,4 ± 20,90 
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Tabela IV: Parâmetros da variabilidade da frequência cardíaca no domínio do tempo mensurados pelo ECG por 
telemetria (média ± e.p.m) dos valores absolutos antes do início do tratamento (basal) dos grupos veículo e 
caspofungina 10 mg/kg. 

Parâmetros  Tempo (h) Veículo (n=5) Caspofungina (n=5) 

RR (ms) Basal 

1 150,8 ± 13,30 124,0 ± 9,52 

6 150,8 ± 13,30 134,4 ± 6,80 

12 156,2 ± 12,50 133,0 ± 5,77 

24 120,8 ± 6,51 126,3 ± 9,65 

SDNN (ms) Basal 

1 75,6 ± 24,97 50,4 ± 8,66 

6 63,8 ± 10,56 54,8 ± 4,53 

12 76,2 ± 12,94 58,2 ± 5,96 

24 49,6 ± 5,49 50,6 ± 6,11 

𝐇𝐑 𝐦𝐞𝐚𝐧 Basal 

1 592,0 ± 28,18 556,0 ±  44,23 

6 472,0 ± 35,41 520,0 ±  29,98 

12 470,0 ± 24,29 526,0 ±  16,31 

24 574,0 ± 27,86 552,0 ±  43,63 

HR SD Basal 

1 151,8 ± 29,35 220,0 ± 31,14 

6 184,0 ±23,58 155,0 ± 35,3 

12 186,0 ±23,37 174,0 ± 16,91 

24 153,2 ±31,35 192,0 ± 23,11 

RMSSD (ms) Basal 

1 99,8 ± 27,83 71,8 ± 13,15 

6 87,2 ± 15,73 80,0 ± 7,66 

12 102,8  ± 14,63 82,8 ± 7,39 

24 72,6 ± 8,23 72,6 ± 10,15 

TINN (ms) Basal 

1 76,9 ± 34,30 54,6 ± 11,48 

6 50,82 ± 10,26 101,0 ± 36,40 

12 72,1 ± 31,19 111,6  ± 37,09 

24 70,86 ± 18,39 80,5 ± 22,90 

HRV index Basal 

1 6,2 ± 2,15 5,5 ± 1,24 

6 5,6 ± 1,36 8,5 ± 2,00 

12 6,5  ± 1,65 8,3  ± 2,23 

24 5,9 ± 1,36 6,3 ± 1,47 
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10.3. Certificado de aprovação CEUA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


